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Kurzfassung

Der Schlempilz Dictyostelium discoideum dient als Modell fur zdlulare Bewegung, Signal-
transduktion und zdlulére Differenzierungs- und Entwicklungsprozesse. Im Jahr 1998 wurde in
internationaler Zusammenarbeit ein Genomprojekt fur D. discoideum AX4 in Angriff genommen. In
der Anfangsphase des Genomprojekts habe ich eine detallli erte Charakteriserung der komplexen
repetitiven Elemente, d.h. Transposons, dieses Genoms vorgenommen. Alle aivor in der Literatur fur
D. discoideum beschriebenen Transposons konnten im sequenzierten Stamm AX4  wieder
aufgefunden werden (DIRS-1, H3R, skipper, Tdd-4, TRE3-A, TRE3-B, TRE5-A). Einige
neuentdedkte Elemente zegen eine strukturelle Ahnlichkeit zu den bekannten Transposons und gut
charakterisierten Transposongruppen (DCLT-A, DGLT-A, Tdd5, TRE3-C, TRE3-D, TRE5-B,
TRES5-C). Dartber hinaus gelle ich neu aufgefundene transposable Elemente vor, die keine verwandt-
schaftliche Bezaehung zu bekannten Transposons zeigen (DDT-A, DDT-B, DDT-S; thug-S, thug-T).
Bel der Elementfamilie DDT handelt es sch offenbar um einen hisher unbekanrten Typ von
autonomen DNA-Transposons.

Basierend auf Trefferstatistiken von genomischen Schrotschusssequenzen habe ich den Sequenzanteil
und Fragmentierungsgrad von Transposonkopien im Genom von D. discoideum geschétzt. Die Zahl
der Kopienfragmente je Transposonspezes reicht danach von etwa 10 bis 300, der Gesamtgehalt der
transposablen Elemente des Genoms betragt 9,6 %. Ein Tell der Transposons zdgt eine strikte
Spefitat fur die Insertion in die Nachbarschaft von tRNA-Genen (TRE-Familie und DGLT-A). Fur
die Ubrigen Transposons kann ich aus der Untersuchung von Transposonflanken folgern, dass $e in
Form von dichten Clustern Uber das Genom verteilt sind. Insbesondere aygregieren Transposons der
gleichen Familie a1 genomischen Clustern. Dieses Phdnomen konnte ich zur Identifizierung und
Analyse neuer Transposonspezes ausnutzen. Daneben werden die Implikationen fur die Genom-
organisation disutiert.

Eine Analyse der Polymorphismendichte fur die verschiedenen Kopien jedes Transposons in Verbin-
dung mit der Kopiendichte des Transposons im Genom liefert ein quantitatives Mal3 fur die Schwie-
rigkeiten, die bel der Assemblierung repetitiver Loci des Genoms von D. discoideum zu erwarten
sind. Anhand deser Berechnungen und ausgewahiter Assemblierungsbeispiele zege ich Moglich-
keiten und Grenzen fur die fehlerfreile Assemblierung von genomischen Transposonkopien auf. Die
Analyseergebnise an Transposons erweisen sich schliefdlich als eine wertvolle Ressource fir die
laufende Assemblierung des Genoms von D. discoideum mit einer chromosomenorientierten
Schrotschustrategie.
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Abkirzungen

aa Langenangabe fur Polypeptide in Aminosaureresten

Acc.No. engl.,,Accession Number‘eindeutiger, alphanumerischer Identifikationscode einer
Sequenz des internationalen Datenbankkonsortiums

bp Langenangabe fiir Nukleinsduren in Basenpaatarn= 10 bp, Mbp = 10 bp

cDNA .codierende DNA". Gemeint ist DNAJie durch reverse Transkription aus einer
MRNA entsteht.

CDS engl.,,Coding Sequence”, Sequenzabschnitte von genomischer DNA oder mRNA, die
in Polypeptid translatiert wird

g Erdgravitation, als Mal3einheit fur die Kraftwirkung bei der Zentrifugation

gDNA genomische DNA

h Stunde(n)

HSP engl.,High-Scoring Segment Pairéin lokales Subalignment als Bestandteil des
Ergebnisses ein®LAST-Suche

InDel Kategorie von Mutationen, die auf Insertion oder Deletion beruhen

ITR engl.,Inverted Terminal Repeat*

LTR engl ,Long Terminal Repeat”

min Minute(n)

msDNA engl.,multi-copy single-stranded DNA‘RT-codierender Transposontyp, der
ausschlief3lich bei Prokarym verbreitet ist

ORF engl.,,Open Reading Frame*, offener Leserahmen

PBS engl.,Primer Binding Site; Startpunkt fir die reverse Transkription bei LTR-Retro-
transposons

PCR engl.,Polymerase Chain Reaction”

PPT Polypurintrakt

RT reverse Transkriptase

SNP engl. ,Single-NucleotidedPolymorphism*, Sequenzdivergenz durch Basenaustausch

TSD engl., Target Site Duplication®

UTR engl. ,Untranslated Region*, Teil eines Transkripts, das nicht proteincodierend ist

A.lV
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1 EINLEITUNG

1.1 Transposons — ubiquitdre Bestandteile eukaryotischer Genome
Als Barbara McClintock in den 40er Jahren DNA-Elemente entdedkte, die innerhalb des Genoms
einer Zelle ,,springen” kénnen (McCuinTock 1951), war nicht absehbar, dass diese mobilen Elemente,
genannt Transposons, universelle Bestandtelle von Genomen sind. Bisher ist unter den entschlisselten
eukaryotischen Genomen keines bekannt, das nicht zu einem gewissen his beaditlichen Antell
transposable Elemente beherbergt. Die Antelle reichen von 3 % bei der Hefe (Kim ET AL. 1998 Uber
45 % beim Menschen (INT. Hum. GENOME SEQ. Cons. 2001) und mehr als 70 % beim Mais (KumAR &
BENNETZEN1999.

Von Genomforschern wurde dieser Genomanteil vielfadh als genannte ,,junk DNA* oder sogar
,Selfish DNA* interpretiert (FLAVELL 1995. Aber die ubiquitére Verbreitung von Transposons richt
gegen eine Anschauung von einem nutzlosem Ballast oder gar molekularem Parasitismus und deutet
vielmehr auf einen positiven Beitrag hin, den Transposons zur evolutiven Kompetenz des Wirts-
genoms leisten. Konkret provozieren die zdlreichen genomischen Kopien solcher repetitiven
Elemente durch Rekombination héufig Inversionen sowie umfangreiche Duplikationen oder
Deletionen und tragen so zur Flexibilitdt und zum Reorganisationspotenzial eines Genoms bei.

1.2 Gruppen und Charakteristika von Transposons

Aus Sicht der Genomforschung sind Transposons zunadst as repetitive Elemente a1 betradhten und
sind somit in einem Atemzug mit Satelliten-DNA zu nenren. Sie dle haben gemeinsam, dass $
aufgrund ihrer hohen Kopienzahl im Zuge niedrigredundanter Schrotschusssequenzierung eines
Genoms bald aufféllig werden. Satelliten-DNA hat durch eine monotone Abfolge von Sequenz-
einheiten die Eigenschaft, in einem Dichtegradienten scharfe Sedimentationsbanden (sogenanrte
»Satelli tenbanden™) zu bilden. Nacdh der Lange der repetitiven Einheit werden Mikrosatelliten (wenige
Basenpaae) und Minisateliten (wenige hundert Basenpaae) unterschieden. Minisatelliten sind
typische Sequenzstrukturen der Centromere bei den Metazoa (CroLLIUS ET AL. 2000, Mikrosatelliten
kommen gleichméliger verteilt in alen hsher untersuchten eukaryotischen Genomen wvor. Die
Entstehung von Satelliten-DNA beruht auf einem , Stolper-Verhaten von DNA-Polymerasen, und
ihre Anreicherung ist vermutlich auf Selektion begriindet (Neer & Gross 2001, SIBLY ET AL. 2001).
Insofern spricht das Verbreitung von Satelliten-DNA fir eine funktionelle Rolle in der Genom-
organisation, und dese funktionelle Bedeutung kann durch Analogieschluss auch flr transposable
Elemente postuliert werden.

Im Gegensatz zu Satelliten-DNA sind Transposons wesentlich komplexer aufgebaut, denn sie
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codieren Proteine, die ihre Mobilisierung ermdglichen. Transposons konnen nach ihrer Struktur und
ihrem Replikationsmedhanismus in zwel Hauptgruppen eingetellt werden: Retrotransposons und
DNA-Transposons, es snd auch die Bezechnungen Klasse-l- und Klasse-lI- Transposons in
Gebrauch. Retrotransposons replizieren tber ein mRNA-Intermediat, das die vollsténdige Sequenz-
information des Elements trégt. Eine reverse Transkriptase (RT), die der Transposonklasse ihren
Namen gibt, erzeugt von dem RNA-Intermediat neue DNA-Kopien, die in das Genom eingeflgt
werden. Im Gegensatz zu Retrotransposons, die durch einen ,Copy-and-Paste-Medanismus
replizieren, vermehren sich DNA-Transposons genaugenommen nicht, sondern verschieben durch
Wirkung einer Transposase Transposonkopien von einem genomischen Locus zum anderen. lhre
Transposition erfolgt also nach einefut-and-Paste”-Mechanismus

Das mit grol}er offentlicher Aufmerksamkeit verfolgte Humangenomprojekt hat leider wenig zu
einem breiteren Verstéandnis von Transposontypen beigetragen. Die engeflhrten kategorialen
Begriffe LINEs und SINEs sind im organismentibergreifenden Kontext unbrauchbar. So ist ,,Long
Interspersed Nuclea Element® (LINE) eine Bezechnung fur den Zweig von mon-LTR-Retro-
trangposons, der bei Sdugern anzutreffen ist. Vom Gebrauch des wenig deskriptiven Ausdrucks
,LINE" in einem weiter gefasden Sinne, etwa ds s/nonyme Bezachnung fir non-LTR-Retro-
transposons, wird abgeraten. Als ,,Short Interspersed Nuclea Element* (SINE) wird ein Typ von
passv replizierten, kurzen, Pollll- transkribierten Retroelementen bezechnet (Svit 1996. Der wohl
bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Alu-Element, das sch unter Primaten sehr schnell
ausgebreitet hat (JurkA & MiLosaviLEevic 1991). Gleichermal3en erfolgreich ist das B1-Element bei
Nagern (DEININGER & DaNIELs 1986). Bel den SINEs handelt es sch um einen spezellen
Transposontyp, in dem sich das Phdnomen wvon passver Mobilitdt widerspiegelt. Auf die
Abhéngigkeit der SINEs von aktiven non-L TR-Retrotransposons wird noch im folgenden Abschnitt
eingegangen.

1.2.1 Retrotransposons

Charakteristisches und namensgebendes Merkmal der Retrotransposons ist die RT. Die RTs von
Retrotransposons, verschiedenen Viren, einer Gruppe von prokaryotischen Insertionssequenzen
(engl. ,multi-copy single-stranded DNA", msDNA) und Gruppe-1l-1 ntrons zegen Uber ihre gesamte
Lange Sequenzéhnlichkeit, so dass der Schluss auf einen gemeinsamen Ursprung der RT aller
sogenannten ,Retroelemente” naheliegb{c & EickBusH 1990).

Einen Einblick in die verwandtschaftlichen Bezaehungen zwischen den Retroelementen ermdglicht
eine Baumberechnung am Alignment der RT (EicksusH 1992, Abb. 1). Aus der Uberlegung, dassdas
organische Leben urspringlich rur RNA als Informationstrager kannte, ergibt sich die Annahme, dass
eine RNA-abhangige RNA-Polymerase das Vorlauferenzym der RT ist (XioNG & EickBUsH 1990). Eine
solche wurde ds Wurzd fir den dargestellten Verwandtschaftsbaum gewahlt. Alternative Hypo-
thesen platzieren die Urform deflr untermsDNAsoderGruppe-lI-IntrongMALIK ET AL. 1999.
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—< msDNA
_"< Gruppe-ll-Introns
) /-l non-LTR-Retrotransposons
' LTR-Retrotransposons
— == | TyL/Copia-Familie ‘
- < Ty3/Gypsy-Familie
<7 Caurlgmrovirreﬁr |
—< Retroviren
% Hepadnaviren

Abb. 1. Verwandtschaftliche Beziehungen zwischen Retroelementen, basierend auf einer
Baumberechnung durch die Methode des Neighbor Joining anhand eines Alignments der
reversen Transkriptase (RT), modifiziert nach EickBusH 1992. Die Wurzel bilden RNA-abhdngige
RNA-Polymerasen (vgl. dazu Text). Die Dreiecke an den Zweigenden geben in horizontaler
Ausdehnung die Verzweigungstiefe in den jeweiligen Gruppen wieder.

Unabhéngig von der Frage nadh der urspringlichsten Form der RT unterstiitzen alle gelaufigen
Vorstellungen die These, dass non-L TR-Retrotransposons eine verwandtschaftliche Basisposition
gegeniiber den L TR-Retrotransposons einnehmen. Dafiir sprechen die anfacdhere strukturelle Organi-
sation und der schlichtere Replikationsmedanismus, der sich ganz deutlich von dem der LTR-Retro-
transposons unterscheidet. Bei den non-LTR-Retrotransposons wird de Transposition durch einen
durch die Endonuklease generierten Einzdstrangbruch am genomischen Ziel eingeleitet. Die reverse
Transkription beginnt anschlieflend drekt am freien 3'-OH dieses Einzdstrangbruchs (Luan &
EickBusH 1995. Die neu synthetiserte DNA-Kopie des Transposons ist also vom Zeitpunkt ihrer
Entstehung an kovalent an den neuen genomischen Locus gebunden. Einzdheiten zur Bildung des
DNA-Doppelstrangs und zum Einfligen des Gegenstrangs in die genomische DNA sind noch
Retrotransposons besitzen — auch bel eukaryotischen Wirten — niemals Introns. Sie wirden wahrend
der Replikation zwangsaufig verlorengehen. Da die Transposon-mRNA als Replikationszwischen-
stadium die gesamte Sequenz des Elements beherbergen muss ist sie kompakt organisiert und
polycistronisch. Endonuklease, RT und Integrase werden dementsprechend in Form eines einzigen,
komplexen Multidomé@nenenzyms exprimiert, des sogenannten Polyproteins (Pol). In einem separaten
ORF wird das Gag-Protein codiert, das auch bei LTR-Retroelementen anzutreffen ist. Gag hat die
Funktion eines Komplexierungsproteins, das die Bildung virusdhnlicher Partikel herbeiftihrt, welche
ein RNA-Transkript und Polyprotein enthalten. Neben der Nukleinsaurebindung, die typischerweise
durch das CCHC-Motiv, CX,CX4HX,4C, vermittelt wird, komnmt dem Gag-Protein eine mal3gebliche
Rolle bei der Vermittlung des Kernimports zu (DanG & LeviN 2000). Eine awvedméRige Uber-

unklar
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produktion von Gag im Verhdtnis zum Polyprotein wird duch getrennte, im Leseraster versetzte
ORFs ermdglicht. Das Polyprotein im zweiten ORF wird nur dann trandatiert, wenn rach Passeren
des Stopcodons in ORF1 eine ribosomale Reinitiation am nahegelegenen Startcodon fur ORF2
erfolgt.

Um die Replikation ohre Sequenzverlust fir das 5'-Ende a1 gewéhrleisten, muss die Transkription
eines non-L TR-Retrotransposons Uber einen internen Promotor initiiert werden (McLEAN ET AL. 1993.
Die Erkennung der eigenen mRNA durch das Polyprotein wird durch Protein-DNA-Wedhselwirkung
alein mit dem 3-UTR der mRNA bewerkstelligt (Luan & EickusH 1995). Da die Vollstandigkeit des
5-Endes der mRNA auf diese Weise nicht sichergestellt werden kann, komnt es haufig zur Insertion
5 unvollsténdiger Elementkopien {/inckLer 1999). Die relativ geringe Sequenzspezfitéat bel der
Vermittlung der reversen Transkription ist auch verantwortlich fir das Auftreten prozesserter
Pseudogene, d.h. intronloser Gendugikate. Sie eitstehen, wenn eine wirtseigene mRNA durch
Aktion der RT eines non-LTR-Retrotransposons in das Genom revers transkribiert wird. DarUber
hinaus snd SINEs obligate Trittbrettfahrer der transpositionellen Maschinerie von non-LTR-Retro-
trangposons. Sie sind auRerst kurz — wenige hundert Basenpaae — besitzen kein codierendes
Potenzial und sind daher nur passiv mabiig 1996).

Bel den LTR-Retrotransposonsist die reverse Transkription von der Insertion réumlich und zetlich
entkoppelt. Das RNA-Intermediat wird erst in ein DNA-Intermediat transkribiert und dieses dannin
einen genomischen Locus eingefligt. Die reverse Transkription des RNA-Intermediats wird duch
Priming mit einer haufigen zdluléren RNA-Spezes, meist einer tRNA, initialisiert (Abb. 2A). Da die
Flanken der LTR-Retroelemente Uber eine Lange von 200-400bp identisch sind (die namens-
gebenden ,Long Terminal Repeas‘, LTRSs), kann Uber Disoziation und Reasziation der
Nukleotidstrange die DNA-Synthese awischen Sinn- und Gegensinnstrang des Elements hin- und
herspringen (Abb. 2D). Nach diesem Prinzip wird der im primaren Transkript unvollstandige linke
LTR auf Basis der Sequenz des rethten LTRs rekonstruiert. Dissziation und Reasziation von
RNA-Template und Zwischenprodukten der DNA-Polymerisation werden erleichtert durch smul-
tanes Einwirken einer transposonbirtigen Ribonuklesse (RNAseH, Abb. 2E,FH). So fuhrt der
Prozess shliefdlich zu einem doppelstrangigen cDNA-Molekil, das die komplette Sequenz des LTR-
Retrotransposons reprasentiert. Eine Integrase-Aktivitét inseriert die dNA an einen genomischen
Locus, so dasseine neue genomische Kopie des Transposons entstanden ist. Als Bindemotiv fur die
Integrase besitzen die ailleren Enden der LTR-Retroelemente die stark konservierte Nukleotid-
sequenz TG...CA.

Insgesant ist die Genorganisation von LTR-Retrotransposons der von non-L TR-Retrotransposons
sehr @hnlich. In zwei bis drei ORFs wird neben RT, RNAse und Integrase @n Gag-Protein codiert,
das als Hull- oder Komplexierungsuntereinheit die Bildung von virusdhnlichen Partikeln unterstitzt.
Hinzu kommt meist eine Protesse, welche die multifunktionellen Trandationsprodukte in ihre
Einheiten zdegt.

Solo-L TRs sind haufig beobadtete enzenstehende LTR-Sequenzen, die vermutlich aus vollstan-
digen LTR-Retrotransposons durch Rekombination hervorgehen. Sie madhen in vielen Félen den
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Abb. 2. Replikationsmechanismus eines LTR-Retroelements, modifiziert nach GOTTE ETAL. 1999
Anhand ihrer Farbe sind RNA-Transkript (blau), Primermolekil (violett) und synthetisierte DNA
(gelb) zu unterscheiden. Die GroBenverhdlinisse zwischen LTRs, UTRs und Zentralregion sind
nicht maBstabsgetreu. ErklGrung der Reaktionsschritte: A) Dem Transposon-Transkript fehlt ein
Teil des linken LTR, da der Transkriptionsstart sfromabwdarts eines Promotors im LTR liegt. 3'
hingegen besitzt das Transkript einen Sequenziberschuss von flankierender Sequenz und
Poly-A-Schwanz. An die sogenannte ,Primer Binding Site" (PBS) bindet eine zellulGdre RNA-
Spezies B) Es beginnt die reverse Transkription des Gegensinnstrangs C) RNAse H verdaut
hybridisierte Teile der mRNA D) Dissoziation und Reassoziation von mRNA- und cDNA-Strang,
bevorzugt inframolekular E) Weitgehende DNA-Polymerisation des Gegensinnstrangs F) Die
MRNA wird groBtenteils durch RNAse H verdaut, die Region des Polypurintrakts (PPT) bleibt
jedoch bevorzugt erhalten G) Die verbleibenden Reste der mRNA dienen als Primer fUr die
cDNA-Doppelstrang-Synthese H) RNAse H beseitigt alle verbliebenen RNA-Reste 1) Erneute
Dissoziation und Reassoziation der Strdnge, bevorzugt inframolekular J) Komplettierung des
cDNA-Doppelstrangs.
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numerischen Hauptteill der Transposonkopien aus (Kim ET AL. 1998,GoobwIN & PouLTER 2000. Offen-
bar findet die Rekombination zwischen den LTRs relativ haufig statt. Dieser Deletionsmecdhanismus
geht einher mit einer Verminderung der Zahl aktiver Transposonkopien und erlaubt so, die Zahl von
Transpositionsereignissen im Wirtsgenom Uber lange Zeitraume weitgehend konstant zu halten.

1.2.2 DNA-Transposons

Der Mohilisierungsmedianismus von DNA-Transposons beruht auf einer Folge von Exzison und
Insertion. Dieser Prozess wird duch ein einziges Enzym bewerkstelligt, die Transposase. Der
Prozess ist analog zu einer Abfolge von Rick- und Hinregtion des Prozesses, der bei den Retro-
elementen durch Integrase katalysiert wird. Daher Uberrascht es nicht, dass zumindest fir einen Tell
der DNA-Transposons eine Sequenzéhnlichkeit zwischen Transposasen und den Integrasen
verschiedener Retroelemente besteht. Die sequenzkonservierte Doméne wird D35E-Motiv genannt
und stellt eine Verallgemeinerung des DDE-Motivs dar, das fUr die Integrase der LTR-Retroelemente
definiert wurde (Doak ET AL. 1994. Als Bindemotiv fir die Transposase besitzen die Enden der DNA-
Transposons einen invertierten terminalen Repeat (ITR), der meist viel langer ist as die analoge
Sequenzwiederholung bel den L TR-Retroelementen, wenige bis knapp 100bp. Die Sequenz der ITRs
variiert zwischen den verschiedenen Gruppen von DNA-Transposons.

Zwar ist die Klase der DNA-Transposons heterogen, doch zumindest lassen sich zwei Gruppen mit
jeweils vielen Mitgliedern in eukaryotischen Genomen voneinander abgrenzen. Die aste ist die
Tcl/mariner-Subklasse: Die Transposase ihrer Mitglieder weist das beschriebene D35E-Motiv auf,
die Target-Site-Duplikationen (vgl. Abschnitt 1.2.3) haben Uberwiegend eine Lange von 2 bp und
typischerweise die Sequenz TA. Gut untersuchte Vertreter sind das Element Tcl aus Caenorhabditis
elegans und de mariner-Elemente bei verschiedenen Insekten und beim Menschen (Uberblick in
DoAk ET AL. 1999. Die andere Gruppe ist die hAT-Familie von DNA-Transposons. Die Transposase
dieser Familie weist drei charakteristische konservierte Sequenzblocke auf (CaLvi ET AL. 199]). Der
Consensus der ITR-Sequenzen lautet CAGRGA...TCYCTG, und de Target-Site-Duplikationen (vgl.
Abschnitt 1.2.3) haben typischerweise @ne Lange von 8 bp. Die namensgebenden Vertreter dieser
Familie sind de Elemente hobo aus Drosophila, Activator aus Mais und Tam3 aus Antirrhinum
majus (vgl. CALVIET AL. 199)).

Vergleiche der Abstammungsverhédtnisse avischen DNA-Transposons und der sie beherbergenden
Wirtsorganismen haben wvielfach zur Postulierung einer horizontalen Ausbreitung der DNA-
Transposons gefihrt (Koea ET AL. 200Q HARING ET AL. 2000 u.v.m.). Die in der Literatur dokumen-
tierten Befunde bezehen sich meist auf kirzliche Ereignisse horizontalen Transfers, d.h. wenige Jahre
bis wenige Milli onen Jahre, so dass anzunehmen ist, dass diese Ereignisse in der Natur relativ haufig
auftreten. Da der Transpositionsmecdhanismus von DNA-Transposons — anders as bel den Retro-
trangposons — nicht sicherstellt, dass bevorzugt aktive Transposonkopien mobili siert werden, ist der
Bestand eines DNA-Transposons innerhalb seines Wirts gark gefahrdet, wenn inaktive Kopien sich
anreichern und de &tiven Kopien zunehmend verdrangen. Aus dieser Uberlegung ergibt sich ein
Erklarungsansatz fir einen hohen evolutiven Druck zum haufigen Wirtswesnsal906).
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1.2.3 Charakteristika der Transposoninsertion

Die genomische Insertion wvon LTR-Retrotransposons und de Transposition bei den DNA-
Transposons snd nicht nur analoge biochemische Prozess, die Enzyme — Integrasen der LTR-Retro-
trangposons und Transposasen der DNA-Transposons — weisen auch strukturell eine deutliche
Homologiebezehung auf (Craic 1995 DoAak ET AL. 1999. Abb. 3 veranschaulicht die Uniformitét der
Insertionsreaktion.

Retrotransposon DNA-Transposon HQ A
O,
ausgehend von cDNA . O, .
3 5
H\ /H
o,
7
5 3
5 OH 3

Abb. 3. Uniformitat der Transposoninsertionsreaktion im Vergleich zwischen Retrotransposons
und DNA-Transposons, modifiziert nach CRrAIG (1995) und DAViIes T AL. (2000). Nach ihrer Farbe
sind Transposon-DNA (blau), genomische DNA (gelb) und durch Reparatur eingefigte DNA
(rot) zu unterscheiden. Oben markieren schwarze Pfeile die Orte von nachfolgenden DNA-
Einzelstrangspaltungen. linke Seite: Reaktionsschema fUr die Insertion von Retrotransposons.
rechte Seite: Reaktionsschema fir die Insertion von DNA-Transposons. Kasten auBlen:
ErklGrungen zu den Einzelschritten der Reaktionen.

Da die Insertion fast immer an versetzten Positionen des DNA-Doppelstrangs erfolgt, wird de
Sequenz awischen den Einzdstrangbriichen dugiziert — man spricht von einer , Target- Site-Dupli-
kation“ (TSD). Die Lange der TSD ergibt sich aus der rdumlichen Konstellation zwischen aktivem
Zentrum, DNA-bindender Doméane(n) und Dimerisierungsdoméne(n) der Integrase bzw. Transposase.
Sie ist also ein spezifisches Merkmal jedes Transposons.

1.3 Wissenschaftliche und 6konomische Bedeutung von Transposons

1.3.1 Auf Transposons basierende molekularbiologische Arbeitsmethoden

Nicht allein die Faszination von der Minimalausgabe aner weitgehend autonom replizierenden DNA
hat die Forschung an Transposons in den letzten Jahrzehnten vorangetrieben. Transposons bilden den
funktionellen Kern verschiedener molekularbiologischer Methoden:

Daist zunachst an die in-vitro-Insertionsmutagenese an Vektor-DNA zu denken, die der randomi-
serten Erzeugung neuer Primerbindungsstellen zum Zwedke der DNA-Sequenzierung dent (PHADNIS
ET AL. 1989 HAAPA ET AL. 1999. Die Systeme basieren im Wesentlichen auf einem nobilen DNA-
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Fragment eines artifiziellen Transposons oder Phagen, das ein Resistenzgen als Selektionsmarker fr
Insertionsmutanten zwischen den I TRs beherbergt. Durch Zugabe von Transposase- bzw. Integrase-
Protein werden aktive Integrationskomplexe gebildet und de Insertionsreaktion an der Ziel-DNA
ausgelost. Die Tedhnik ist eine hervorragende Alternative aum ,, Primer-Walking”, wenn die Sequenz
nicht die Definition einer speafischen Primerbindungsdelle ailésst, beispielsweise durch Repetitivitét
oder extreme Werte im G/C-Gehalt. Heute sind Systeme ds sgenannte ,, Transposon-Kits* kommer-
ziell bei verschiedenen Anbietern verfizg.

Froh wurde der Wert von Transposons erkannt, den sie durch in-vivo-lnsertionsmutagenese zur
Erzeugung von Knock-Out-Mutanten besitzen. Beruht doch diese Tedhnk auf der einfadchen
Beobadtung, dass die natrliche Mobilitét von Transposons regelmal3ig zu Gendisruptionen fihrt.
Der naheliegendste und tedhnisch einfache Ansatz besteht in einer Ausnutzung des Transposon-
Repertoires des zu untersuchenden Organismus (KEMPKEN & Kuck 1996). Ein Nadhtell dieser Methode
besteht darin, dass die mutierten Genloci nicht spezfisch vor dem Hintergrund der natlrlich
etablierten Transposonkopien identifiziert werden kénnen. Ein methodischer Fortschritt wird daher
erreicht, wenn man Transposonsysteme aus anderen Organismen Ubertrégt (BESEREAU ET AL. 2007)
oder indem man artifizielle Transposonvektoren konstruiert (Tsucexi ET AL. 1999. Artifizielle Systeme
kénnen auf hohen Durchsatz optimiert werden, Mutanten lassen sich durch Marker selektieren oder
per PCR screenen, und schlieflich kénnen Loci von Insertionen ziigig durch inverse PCR identifiziert
und charakterisiert werden.

1.3.2 Transposons im Kontext der Genomforschung

Aus Sicht eines Projekts zur Genomsequenzierung dit das Augenmerk besonders dem repetitiven
Charakter der Transposons. Je nach Kopiendichte, Lange und Divergenz stellen sie @n mél3iges bis
untiberwindbares Problem bei der Asemblierung der genomischen Sequenz aus Schrotschuss-
fragmenten dar. Die a1 erwartenden Probleme hangen auch ganz entscheidend von der Klonierungs-
und Sequenzierungsgrategie &. Nahert man sich der Genomsequenz Uber kartierte Klone mit grofen
Inserts — wie beim 6ffentlichen Humangenomprojekt (INT. HuM. GENOME SEQ. Cons. 200) — ist die
Wahrscheinlichkeit eher gering, dass man zwei sehr dhnlichen Kopien des gleichen Transposons auf
einem Klon begegnet. Verfolgt man jedoch eine genomweite Schrotschussstrategie, ist die Wahr-
scheinlichkeit fir derartige Problemfélle grof3 und es erfordert sorgfdtige Planung, ihnen zu
begegnen (ANsoN & MYERs 1999. Es waren genau dese Uberlegungen, die a1 Beginn eines Genom-
sequenzierungsprojekts fur Dictyostelium discoideum (nadhster Abschnitt) die vorliegende Arbeit zur
Aufklarung des Transposongehalts motiviert haben.

1.4 Ein Genomprojekt fir den ModellorganismusDictyostelium
discoideum
1.4.1 Allgemeines

Dictyostelium discoideum, eine bodenbewohnende Amobe, wird vielfach herangezogen fir Modell-
studien an zdluldrer Bewegung, Signaltransduktion und zdluldren Differenzierungs- und Entwick-
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lungsprozessen (KAY & WiLLIAMS 1999, NOEGEL & ScHLEICHER 2000). Das wissenschaftliche Interese an
diesem Organismus motivierte aunadst ein cDNA-Sequenzierungsprojekt in Japan (MORIO ET AL.
1998 und bald auch ein Genomprojekt, dasim Jahre 1998 duich ein internationales Konsortium (Tab.
4) aufgenommen wurde. Dieses Gemoajekt ist Anlas und Rahmen fiir die hier vorgestellte Arbeit.

Tab. 4. Das internationale Konsortium zur Sequenzierung des Genoms von D. discoideum und
weitere, kooperativ beteiligte Gruppen.

I nstitut Beitrag Angprechpartner

Baylor College of Medicine  Sequenzierung Chr6, A. Kuspa
(Houston) Chr4/Chr5; YAC- R. Sucgang

Ressourcen R. Gibbs

Institut fir Molekulare Sequenzierung Chr2, A. Rosenthal, Jena
Biotechnologie (Jena)/  Chr6YACs, Chrl, Chr3 M. Platzer, Jena
Institut fur Biochemie G. Glockner, Jena
(Koln) L. Eichinger, Kéln

A.A. Noegel, Koln

Institut de Pasteur (Paris)  Sequenzierung Chr6-YACs M. Veron
C. Buchrieser

MRC Laboratory of MolecularHAPPY-Mapping P.H. Dear
Biology (Cambridge)
Princeton University Chromosomen-Auftrennung E. Cox
Sanger Centre (Hinxton) Sequenzierung Chr6, M.-A. Rajandream
Chr4/Chr5 M.A. Quail — DNA-Bibliotheken

Das Genom von D. discoideum AX4 hat eine geschéatzte Gréfe von 34Mbp und ist zum
Uberwiegenden Teil in 6 akro- bis telozentrischen Chromosomen organisiert (Loomis ET AL. 1999.
Daneben existiert ein extrachromosomales Multi-Copy-Palindrom von ca 90 kbp Groél¥e, das die
RNA-Gene der ribosomalen Untereinheiten beherbergt. Schétzungen fir die Chromosomen- und
schlieflich die Genomgrole basieren neben einer Beurtellung elektrophoretisch aufgetrennter
Chromosomen (Cox ETAL. 1990 ca 40 Mbp beim Stamm AX3) im Wesentlichen auf einer genomwel-
ten YAC-Karte mit einer berichteten Abded<ung von > 98% (KuspA & Loomis 1996 34 Mbp). Da
Ergebnisse des HAPPY -Mappings von Chromosom 6 im deutlichen Widerspruch mit den Ergeb-
nisen der YAC-Karte stehen, wonach die geschétzte Fehlkartierung der YACs 60% oder mehr
betragt KonForTOV ET AL 2000, sind die Literatutaten mit grof3er Vorsicht zu behandeln.

Der mittlere G/C-Gehalt des Genoms wurde auf 23 % geschétzt (FIRTEL & BoNNER 1972). Dabel ist der
G/C-Gehalt deutlich ungleichméidig auf codierende Sequenz (31 %) und nicht codierende Sequenz
(12 %) vertellt (ParRRA ET AL. 200]). Der hohe A/T-Gehalt bringt mit sich, dass DNA-Fragmente von
mehr als etwa 5 kbp Lange in E. coli nicht stabil kloniert werden kdnren (GLockNER 2000). Die
fehlende Verfugbarkeit von Klonen mit grofen Inserts wiederum I&st nur eine genom- oder
chromosomenweite Schrotschussstrategie als begehbaren Weg zur Sequenzierung des Genoms
erscheinen. Im Abschnitt 1.3.2 wurde bereits darauf hingewiesen, dass eine genaue Kenntnis des
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Transposongehalts fur die Durchfiihrung einer Schrotschussassemblierung derart grof3er Sequen-
zierungsziele unabdinglich ist.

1.4.2 Transposonsim Genom von D. discoideum

Das erste im Genom von D. discoideum identifizierte und offenbar antellmaiig haufigste transposable
Element ist das L TR-Retrotrangposon DIRS-1 (RoseN ET AL. 1983 CAPFELLO ET AL. 1989. ES zechnet
sich durch einen Hitzeschock-Promotor aus und wird in der spaten Phase des Entwicklungszyklus
stark transkribiert. DIRS-1 besitzt ungewohnlicherweise palindromische LTRs, die aidem nicht
vollkommen sequenzidentisch sind. Der spezalisierte Medhanismus, der im Gegensatz zum Standard-
schema der LTR-Retroelemente fur eine sequenzkonservierende Replikation auch der LTRs rgt,
konnte beim bisher einzigen strukturellen Verwandten des DIRS-1, dem Element PAT aus dem
Nematoden Panagrellus redivivus aufgeklart werden: proximal benachbart zum rechten LTR befindet
sich eine dritte, unvollstandige LTR-Kopie, die ds Matrize aim Vervollstandigen des linken LTRs
dient CHASTONAY ET AL. 1999,

Ein weiteres LTR-Retrotransposon im Genom von D. discoideum ist das Element skipper. Seiner
RT-Sequenz zufolge handelt es sch um einen typischen Vertreter aus der Gruppe der Ty3/Gypsy-
ahnlichen RetristansposonsLENG ET AL 1999.

Der Hindll1-Repeat (H3R), ist eine repetitive Sequenz von 268bp Lange, die mehrfach strom-
aufwarts von tRNA-Genen beobadhtet wurde (WiNckLER 1998). Es besteht der Verdadt, dass es sch
um den solo-LTR eines bisher nicht identifizierten LTR-Retrotransposons handelt. Daftir sprechen
besonders die palindromischen Enden des Repeas mit der Sequenz TGT...ACA, ene typische
Erkennungsequenz der Integrase dieser Eletklasse.

Mindestens drel verschiedene, aber nah verwandte non-LTR-Retrotransposons wurden im Genom
von D. discoideum regelmaiig in der Nachbarschaft von tRNA-Genen beobadhtet (WiNckLER 1998).
Namentlich sind dies die Elemente Tdd-3 (WINCKLER ET AL. 199§, DRE (MARSCHALEK ET AL. 199),
RED (WINCKLER ET AL. 1998 konkrete Charakterisierung nur unter Acc.No. AF067198 und das
fragmentarische Element Tdd-2 (PooLe & FIRTEL 1984). Um Namensverwirrungen zu vermeiden, sei
bereits an dieser Stelle angemerkt, dass diese Arbeit ein systematisches Benennungsschema fur die
Mitglieder dieser Familie anfuhrt, wobei ale Namen mit dem Stamm , TRE", einer Abkurzung fr
die englische Bezachnung ,,tRNA gene-targeted retroelement”, beginnen (vgl. SzaFRANSKI ET AL. 1999
Abschnitt3.2.7).

Kirzlich ist das erste DNA-Transposon, Tdd-4, in D. discoideum nadhgewiesen worden (WELLS
1999. Es gicht aus den beschriebenen DNA-Transposons heraus durch seine ausgepragte Ahnlichkeit
der Transposase mit Integrasen von Retroelementen. Insofern handelt es sch beim Tdd-4 um so
etwas wie an ,lebendes Fossl“, das den gemeinsamen Ursprung von Integrase der LTR-Retro-
elemente und Transposase der Tcl/mariner-Subklasse von DNA-Transposons verdeutlicht.
Es s angemerkt, dass die Namensformel Tdd-X urspringlich als einhetliches Schema aur
Benennung der Transposons von D. discoideum gedadht war. Analog werden die Benennungs-
schemata TaX in Arabidopsis, TcX in Caenorhabditis, TxX in Xenopus, TyX in Hefe verwendet.
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Tdd-1 ist eine dternative Bezechnung fir DIRS-1 (RoseN ET AL. 1983, es hat sich aber der Name der
zweiten, unabhéngigen Erstbeschreibung durchgesetzt (Zuker ET AL. 1983. Tdd-2 und Tdd-3 sind de
erstbeschreibenden Namen fur die non-L TR-Retrotransposons TRE3-C und TRE3-A (vgl. Abschnitt
3.2.1ab S.32flr das hier propagierte systematische Benenrsghgsa).
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2 DEFINITIONEN, MATERIAL, METHODEN

2.1 Begriffe, Codierungen

2.1.1 Degenerierte Basencodierung
Die folgenden Definitionen werden entsprechend den VorschlagexcAwB (1985)verwendet.

Tab. 5. Degenerierte Basencodierung laut NC-IUB (1985).

Code Basen Erklarung

B G/T/C nicht A

D A/G/T nicht C

H A/C/T nicht G

K G/T Ketobasen

M A/C Aminobasen

N a/c/c/T  engl ,any", jede Base

R A/G Purine

S C/G engl. ,strond’, starke Paarung
Y A/C/G nicht T

W A/T engl. weak, schwache Paarung
Y C/T Pyrimidine

2.1.2 Begriffe im Kontext der Genomsequenzierung

Die verfolgte Methode der Genomsequenzierung ist ,schrotschusdasiert®, was bedeutet, dass
genomische DNA durch ein weitgehend zufdlig wirkendes Verfahren (Ultraschall) in kleine
Bruchstiicke zelegt wird. Das Ergebnis der Sequenzierung der klonierten Bruchstiicke sind dann
~Schroschussequenzen” (vgl. technische Definition unter Absclihizt3.

Im Prozessder Assemblierung wird der Vorgang des Zerstiickelns wieder umgekehrt, um moglichst
die durchgehende Sequenz ganzer Chromosomen zu rekonstruieren. Dazu werden die Schrotschuss
sequenzen nach sequenzahnlicher Uberlappung in Alignments gebradit, sogenannte ,Contigs'. Eine
wichtige Mal3zahl bei der Assemblierung ist die mittlere Abdedkung der genomischen Sequenz durch
Schrotschusssequenzen, als anglo-amerikanischer Fadhbegriff ,Coverage®. In dieser Arbeit wird der
Begriff ,Coverage” auch angewandt auf die Abdedkung einer repetitiven Sequenz durch ihre
Einzelkopien oder durch Schsohussequenzen.

2.1.3 Taxonomische Begriffsafinitionen fir die Klassifizierung von Transposons
Die taxonomische Beabeitung von Transposons ist dhnlich schwierig wie bel den Bakterien, bel
denen ein Uberzeugendes Artkonzept fehlt. Es hat sich im Verlauf dieser Arbeit as praktikabel
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erwiesen, Transposonkopien — also , Transposonindividuen — nach ihrer Sequenzéhnlichkeit in
Gruppen — also Taxa — zusammenzufassen. Ordnet man Transposons nacd ihrer Sequenzadhnlichkeit,
o hilden sich scharf unterscheidbare Elementartaxa bei eéinem Ahnlichkeitsschwellenwert im Bereich
von 90 bis 95 %, in Ausnahmeféllen bis zu 85%. Diese Elementartaxa bezachne ich als ,Art* oder
»Spezies'. Nadh dieser Auffassaung handelt es sch bei den Verdffentlichungen anderer Autoren Uber
die Transposons DIRS-1, skipper, Tdd-3, Tdd-4 usw. um Artbeschreibungen. Eine Eintellung auf
hoherer taxonomischer Ebene ist schwieriger. Hier wird de Bezachnung ,,Familie* fir eine Gruppe
von Transposons verwendet, die aif der Ebene ihrer Proteinsequenz oder anderer struktureller
Eigenschaften deutlich eine Verwandtschaft erkennen lasen. Als , Klase" und ,, Subklass" werden —
wie in der Einleitung — dejenigen Gruppen bezeachnet, die aus der funktionellen Grobeinteilung aller
Transposonformen resultieren.

2.1.4 Begriffsdefinitionen: Polymorphismen und polymorphe Auspragung

Die anzenen Kopien von Multi-Copy-Sequenzen, in unserem Fall Transposons, zeigen untereinander
Unterschiede, d.h. sie besitzen eine lokale Diversitét. Ich renne die beobaditeten Unterschiede
»Polymorphismen®, die Positionen der Multi-Copy-Sequenz, an denen Unterschiede zvischen den
Kopien beobadtet werden, ,, polymorphe Positionen“. Die individuellen Sequenzformen an einer
polymorphen Position nenre ich ,, Sequenzauspragungen” oder ,Allele’. Die relative Haufigkeit, mit
der eine a@nzedne Sequenzauspragung an einer bestimmten polymorphen Sequenzposition auftritt,
heisd ,Allelfrequenz®. Allgemein betrachite ich die Sequenzvariation in ihrem kleinstmdglichen
regionadlen Ausmal}, d.h. an einer einzdnen Basenpostion bei Basenaustauschen (sog. ,Single
Nucleotide Polymorphisms®, SNPs) oder Uber wenige Basenpositionen bei InDels. Die Begriffe
»Alle” und ,, Polymorphismus* werden in Anlehnung an den populationsgenetischen Spradchgebrauch
verwendet, der sich Ublicherweise aif die Sequenzdiversitdt zwischen Kopien gleicher Loci von
verschiedenen Individuen bezeht. Sie lassen sich analog auf die hier behandelte Sequenzdiversitét
unter verschiedenen Kopien eines Transposons Ubertragen, wenn man die a@nzenen Transposon-
kopien jeweils als ,Minigenome" betrachtet.

2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 Schrotschuss-DNA-Bibliothekenvon D. discoideum

Eine gesamtgenomische Schrotschuss DNA-BiIbliothek von D. discoideum wurde durch G. GLOCKNER
(IMB Jena) nach der folgenden Vorschrift hergestellt: Zellen von D. discoideum AX4 werden in
Suspensionskultur  Kkultiviert, wahrend der logarithmischen Phase geentet und anschlief3end
gewaschen. Auf Phosphat-gepufferten Agarplatten las€ man die Zellen zu Aggregaten in einer Dichte
von 100° Zellen je Platte aiswadchsen. Aus den geenteten Zellen werden Zellkerne nach der
Methode von RoGcce & RisE (1974 hergestellt und in LMP-Agarose (FMC) eingebettet. Durch
Einwirken von SDS und Proteinase K (Roth) wird de DNA freigesetzt. Zur Abtrennung des
extracdhromosomalen rDNA-Paindroms wird ene Pulsfeldgelelektrophorese (18h 160V,
Wedhselzat 150s) durchgefihrt und Agaroseblocke mit den langsam wandernden Banden isoliert.
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Nacd Behandlung mit 3-Agarase (New England Biolabs) wird de DNA durch zwei Impulse von je
5sim Sonikator (Hea Systems) fragmentiert, die Fragmente werden bel 6 V/cm fur 4 h auf einem
0,8-%-igen Agarosegel aufgetrennt und im Grofenbereich von 1 kbp bis 2 kbp isoliert. Die Agarose
wird durch Anwendung des Jetsorb-Kits (Genomed) abgetrennt, dann werden die DNA-Fragmente in
die Smal-Schnittstelle des Plasmidvektors pUGI& (No.L08752) ligiert.

Durch M. QuaiL (Sanger Centre, Hinxton) wurden der Arbeitsgruppe weitere cdromosomenspez-
fische Bibliotheken zur Verfligung gestellt. Die Erstellung erfolgte analog der Methode fur die
gesamtgenomische Bibliothek, allerdings wurde ene verfeinerte Pulsfeldgelelektrophorese durch-
gefiihrt, um die Chromosomen gegeneinander aufzutrennen (Trennung duch E. Cox, Princeon
University). Aus der gleichen Quelle ssammen auch DNA-Bibliotheken verschiedener YACs, die
gemal Arbeiten voA. KuspaundW. Loomis auf Chromoson® kartiert wurden.

2.2.2 cDNA ausdem Einzelzellstadium von D. discoideum

In Flissgkultur wird Dictyostelium discoideum AX4 bis zu einer Dichte von 400° Zellen kultiviert
(logarithmische Phase). Die Zellen werden durch Zentrifugieren fur 5 min 180xg pelletiert und
anschlieRend mit Sdrensen-Puffer (17 mM Na-K-Phosphat, pH 6,0) gewaschen. Aus 2110° Zellen
wird mit dem RNeasy Midi-Kit (Qiagen) nach dem Protokoll , Isolation cytoplasmatischer RNA aus
tierischen Zellen® Gesamt-RNA isoliert. Unter Anwendung des Oligotex Midi-Kit (Qiagen) wird

MRNA gewonnen, die mit Superscript RT (GibcoBRL) und poly(dT)-Primer in cDNA umge-
schrieben wird.

2.2.3 Plasmidklonierung und Sequenzierung

Die Transformation erfolgt durch Elektroporation von elektroporationskompetenten E. coli XL1
Blue (Stratagene) im MicroPulser (BIORAD) durch 2,5 kV fur ca 5 ms. Die Kolonienanzucht und

Selektion von Transformanten wird auf LB-Agar mit 100pg/ml Ampicillin durchgefihrt. Zur
praparativen Klonkultivierung wird in 10 ml 2x-TY-Medium mit 10 pg/ml Ampicilli n Gberimpft und
16h bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA, die ds Sequenzierungsmatrize dient, wird mit dem
QiaPrep Turbo-Kit (Qiagen) mit Hilfe énes Roboters BioRobot 8000 (Qiagen) isoliert und gereinigt.
Zur Sequenzierung werden ca 0,3 pmol Plasmid-DNA, 3 ul Big Dye Terminator Mix (PE Bio-
systems), 3 ul Half Term (GenPak) und 0,04 ul 100mM Primer (typischerweise M13-fwd oder M13-
rev) in 20l Reé&ktionsvolumen folgender Cycle-Sequencing-Prozedur unterworfen: 5 min 95 °C,
30 Zyklen von je 30s 95°C, 10s 55°C, 4 min 60 °C. Nach einer akoholischen Fallung wird das

Produkt der Sequenzierresktion auf Sequenzierautomaten der Typen ABI377 oder ABI3700 aufge-
trennt.

Die ezeugten Sequenzierrohdaten werden zu Datelen im Staden-Experiment-Format und SCF-
Format prozessert (BonriELD ET AL. 1999. Diese Umwandlung wird duch die Software REAP
bewerkstelligt (IMB Jena, unveroffentlicht). Im Verlauf dieser Prozessierung werden auch die
Bereiche von Sequenziervektor und brauchbarer Signalqualitdt bestimmt und markiert. Wenn nicht
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anders vermerkt, bezeht sich die Bezachnung ,Schrotschusssequenz” in dieser Arbeit auf den
qualitativ positiv bewerteten und vektorfreien Sequenzbereich des Ergebnisses einer Sequenzier-
reaktion von einem genomischen Fragment geman voran beschriebener Methoden.

2.2.4 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide werden tber den SyntheseserviceMfG Biotechbezogen.

Tab. 6. Verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz 55 3'
DDT-A.812 GITCCCCGTCATTTTTTGAAAATGG

DDT-A.981 TTCCAGCCAGCAAACAAAATG
DDT-A.1671R CCATATATTGAGGIGIGTATCTTATTTG
DDT-A.2220  GAGCATCSTGIAAACTTAATGGAC
DDT-A.2415R CACCCTCTGYCCACACC

DDT-A.3591 GCAGACTGAAAAAGCGAAAATG
DDT-A.3660R CAGGTACATTACCATTYGGTGC
DDT-A.3790  CAAACCCAATGGAAAACCAGAG
DDT-A.4584R GGGAAGAATTTAAGTAAAGI GCAG
DDT-A.4672R TTAWGTGAACAATAAAATACACAGA
DDT-A.4876R GCCCTTTAAAATTAACTTTATAATGCTC
DDT-S.21R GGTGGITTTTTCTTCGCTGTG
DDT-S.738 GGTGCATTTTTCTTYGCTGTIG

JP0013 CTATACACTATGGCATTTTGAGAAG
JP0137 CTCCTTTTGIGTGGTTGATTTGG
JP0138 CGAAGGAATTTTTATGGI TGCECG
JP0179 GGGATCATCCAACACAATCAG

JP0180 CTTCTTTTGATGGACAATATTCAGTAG
JP0186 GAATTTTCAAGTAAAGGT GGTGAAG
JP3222 GAGAAAGGATAGATTTATCTATACAATATG
JP3223 CTCCACCAATAATTGTACCAC

JP3240 CCCATTCATTTCCTTTTGGTG

JP3265 CCATTGGACTCCACCATTC

JP3266 GATCAAATGTCTATCAATAAGGAGAAAC
JP3267 GAGAAACAGAGGGTAATAATGAAGATTG
M13-fwd CGACGT TGTAAAACGACGGCCAGT
M13-rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
pahA.A CAACCCTTCAAGAAAGTTCAAACC
pahA.B GAGAGTAAACCTTGTACTGGAC

pahA.C CCTTGTCCTTGAGAATTTGTGITAG
thug-T.2R CCGACCACCAGITGTTAC

thug-T.74R CAACATTACAACACCAATAACTTCAG
thug-T.693 TATCTGGTATCTAATATCTGT TATGAAAAC
thug-T.820 GGAGAAAACCCCTTTAAACAAAAC
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2.25 PCR

L angencharakterisierung und Amplifizierung von pUC18-Inserts. Ca. 30fmol Template-DNA,
entsprechend 01 pl Vektorpraparat (Abschnitt 2.2.3), wird mit 3,75ul 4x25mM dNTP
(Amersham Pharmada), zweimal je 0,25 ul 100uM Primern (MWG Biotedh, Ty, = 55°C) und 2U
rekombinanter Tag-Polymerase (Qiagen) in 50 pl Reaktionsvolumen folgender thermischer Prozedur

unterzogen: 1 min 94 °C, 22 Zyklen von je 40594 °C, 40s53°C, 90s 70 °C, dann5 min 72 °C. Bei
einem grof¥en zu erwartenden Produkt wird de Verlangerungsphase der Zyklen auf bis zu 8 min (bei
> 5 kbp Produktlange) gesteigert und de Enzymmenge aif bis zu 4U angehoben. Der Redktions-
ansatz verbraucht bei einer Produktlénge von 750bp Primer und Nukleotide in gleichem Mal3e. Bei
abweichender Produktlange wird eine Anpasaung des Verhdtnises von Primer- zu dNTP-
Konzentration vorgenommen, wenn das PCR-Produkt kloniert werden soll, wobei ein Uberschuss
von Primern stérend wirkt.

Amplifizierung von genomischen Loci und Transkripten. 20 ng genomische DNA (gDNA) oder
cDNA werden einer PCR-Re&tion unterzogen, wie sie im vorigen Absatz ,Amplifizierung von
pUC18-Inserts* beschrieben ist. Es werden jedoch mindestens 28 Reetionszyklen durchgefuhrt. Als
Positivkontrolle wird das Intron-Uberspannende Primerpaa pahA.A / pahA.B fir das Phenylalanin-
Hydroxylasegen von D. discoideum verwendet. Das zu erwartende Produkt hat eine Lénge von
780bp (gDNA) oder 45%p (cDNA).

Screaning von bakteriellen Transformanten. Von Ubernadt-Plattenkulturen werden Einzdkolo-
nien auf Wells einer 96-Well-Platte mit jeweils 50 pl LB-Medium oder 2xTY-Medium mit 10 pug/ml
Ampicillin Uberimpft und 3h bei 37°C inkubiert. 1 ul der Bakteriensuspension wird mit 1,5 pl
4 x 25 mM dNTP (Amersham Pharmada), zweimal je 0,1 pl 100uM Primern (MWG Biotedh, Tr, =
55°C) und 1U rekombinanter Tag-Polymerase (Qiagen) in 20 pl Reéaktionsvolumen folgender
thermischer Prozedur unterzogen: 3 min 94 °C, 28 Zyklen von je 40594 °C, 40s53°C, 90s 70 °C,
dann 5min 72°C. Die Verlangerungsphase der Zyklen wird je nach Grole des zu erwartenden

Produkts auf bis zu 8min (bel = 5kbp Produktlénge) gesteigert. Die PCR-Produkte werden auf
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Farben mit Ethidiumbromid visualisiert.
Durch Sequenzierung (Abschnitt 2.2.3) werden homogene PCR-Produkie nach Reinigung an
Microcon PCR-Filterrohrchen (Milli pore) ohne weitere Auftrennung sofort charakterisiert. Bei einer
Langeninhomogenitét der Produkte wird der PCR-Ansatz durch Gelelektrophorese unter
Vermeidung von Ethidiumbromid und UV-Licht aufgetrennt, Agaroseblocke ausgeschnitten und
DNA mit dem QiaQuick-Kit (Qiagen) isoliert. Falls erforderlich, erfolgt eine Klonierung von PCR-
Produkten mit dem pGEM-T Easy-System (Promega) oder pDrive-System (Qiagen) — man beadite
die Ausfihrungen zum Verhdtnis von Primer- und dNTP-Konzentration weiter oben in diesem
Abschnitt. Die Aufarbeitung von bekterielen Klonen und Vektor-DNA erfolgt dann wie unter
Abschnitt2.2.3beschrieben.
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2.2.6 Inverse PCR

Die augrunde liegende Situation und de Versuchsplanung sind in Abb. 7 skizziert: Die bekannte
Sequenz fur ein Polynukleotid — hier genomische DNA — soll verlangert werden. Proximal der
Abbruchstelle befindet sich ein Sequenzmotiv, das von einem Restriktionsenzym erkannt wird.
Jenseits der Abbruchstelle wird sich ebenfalls das gleiche Motiv — alerdings an einer unbekannten
Position — befinden (Abb. 7A). Spatet man die DNA mit dem Restriktionsenzym und ligiert
anschlief3end wieder, entstehen ringférmige Fragmente (Abb. 7B,C). In diesen Fragmenten ist der
unbekannte DNA-Abschnitt beiderseits von der bekannten Sequenz flankiert. Er |&sg sich also mit
gedgneten Primern per PCR amplifizieren (Abb. 7D). Der Einsatz von verschadtelten Primern
erlaubt eine sensitive und gleichzeitig spezifische Amplifizierung.

In einer Variante der Versuchsdurchfihrung wird das Gelingen der PCR-Amplifikation erleichtert,
indem die ringférmigen Template-Molekile (vgl. Abb. 7C) durch eine aveite Endonuklease
lineaisert werden. Das zur Lineaisierung verwendete Restriktionsenzym soll moglichst selten
schneiden, um die Wahrscheinlichkeit einer Restriktion auch in der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz niedrig zu halten. Daher erschwert diese eweiterte Technik die Definition von geagneten
Restriktionsenzymen und Primern.

RE RE

Primer 1 Primer 2
[ ] —_—

A) 3 | :

RE RE
Primer 1 Primer 2
— —_—

B) [

RE
Primer 2 Primer 1
—_— —

D) [ |

Abb. 7. Experimentverlauf der inversen PCR. Anhand ihrer Farbe sind bekannte Sequenz
(blau) und unbekannte Sequenz (gelb) zu unterscheiden. AbkUrzung: RE — Restriktionsschnitt-
stelle, die die Inversion des PCR-Templates vermittelt, RE2 — Restriktionsschnittstelle zum
optionalen Offnen des PCR-Templates.

Template. Ca. 400ng genomische DNA werden mit 10 U Restriktionsenzym (New England Biolabs)
— zur Wahl des Enzyms vgl. Abschnitt 3.3.1, besonders Tab. 12 auf S. 37 — in 100l Re&ktions-
volumen nadch Herstellerangaben inkubiert. Die DNA-LOsung wird duch Chlorofornv/Phenol-
Extraktion und alkoholische Féllung gereinigt. Die in 20 pl geloste DNA wird mit 2 U T4-Ligase
(Boehringer) in 50 ul Re&ktionsvolumen ligiert. Es <hlief3en sich wiederum Chloroform/Phenol-

22



K. Szafranski Die Transposons im Genom von Dictyostelium discoideum

Extraktion und alkoholische Féllung an. Die gefélite DNA wird in 20l 1 mM TRIS/HCI pH 8.0
gelost.

PCR-Template 6ffnen. 2,5 pl ligierte DNA, entsprechend 50ng genomischer DNA, wird mit 2 U
Restriktionsenzym (New England Biolabs) in 10 ul Re&tionsvolumen gespalten. Es werden rur
solche Restriktionsenzyme verwendet, die sich durch Hitze inaktivieren lassen.
PCR-Reaktion. 2 ul des Restriktionsansatzes oder 0,5 ul des ungedffneten Templates werden mit
3,75ul 4x25mM dNTP (Amersham Pharmada), zweimal je 0,25ul 100puM Primern (MWG
Biotech, T, = 55°C) und 4 U rekombinanter Tag-Polymerase (Qiagen) in 50 ul Reaktionsvolumen
folgender thermischer Prozedur unterzogen: 3 min 94 °C, 35 Zyklen von je 40s 94 °C, 40s 53 °C,

5min 70 °C, dann5 min 72 °C. Nested-Primer-PCR wird zweimal mit je 25 Zyklen durchgefuihrt. Die

Analyse der PCR-Produkte afolgt durch Auftrennung an Agarose und Sequenzierung (Abschnitt
2.2.5.

2.3 Verwendete Programme und Datenbanken

Tab. 8. Verwendete Programme und Datenbanken.

Programm Version Referenz

BLAST WU 2.0 ALTSCHUL ET AL. 1990
Clustal W 1.74 bis 1.81 THOMPSON ET AL 1994
GenBank bis 127.0 BENSON ET AL 2000
GenelD 1.0 PARRA ET AL. 2000
GAP4 4.2 bis 4.5 BONFIELD ET AL. 1995
gff2ps 0.97 ABRIL & GUIGO 2000
Perl 5.004 und 5.6.0 WALL ET AL. 1996
Pfam 7.0 BATEMAN ET AL. 2002
PHYLIP 3.5 FELSENSTEIN
ProDom 2001.8 CORPET ET AL 2000
Prosite 17 HOFMANN ET AL. 1999
REBASE 104 ROBERTS& M ACELIS 2001
tRNAscan-SE 1.0 Lowe& Ebpy 1997
UNIX Sun0S$h.6

2.4 Sequenz-Clustering

2.4.1 Aufbau und Management von Sequenz-Clustern

Eine gegebene Keimsequenz — das Fragment einer (putativen) Transposonsequenz oder der vorlau-
fige Consensus eines Transposons — wird als Probe verwendet, um per BLASTN Treffer unter den
verfligbaren genomischen Schrotschusssequenzen zu finden. Homopolymere Regionen der Sequenz-
probe mit einer Lange = 12 bp werden maskiert. Fir die BLAST-Parameter N, M und W werden die
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Anfangswerte M=6, N=-18, W=12 verwendet. Wenn es pder im Verlauf der zyklischen
Alignmenterweiterung zu ,Lawineneffekten” durch unspezfische Treffer kommt, werden die
Parameter N und W angepasg, um miglichst ein Optimum zwischen Spezfitét und Sensitivitéat zu
erreichen. Alle BLAST-Treffer werden gegen Schwellenwerte von relativer Nukleotididentitét (90 %
und hoher) und BLAST-Score (250 wd hoher) gefiltert. Transposonfragmente mit groferen
Insertionen oder Deletionen kdnren zerstiickelte BLAST-Treffer verursachen. In solchen Falen wird
nur das lokale BLAST-Alignment (sog. ,HSP') mit dem hochsten Trefferwert in das wadsende
Alignment aufgenommen (Abb. 9A). Anderenfalls wére die Gefahr von Fehlern beim nadhfolgenden
Alignmentschritt gegeben.

Ein Profil-Alignment der Trefferregion zwischen Cluster und Treffersequenz wird mit CLustaL W
durchgefuihrt (Abb. 9B). Abweichungen von den Standardparametern sind dabei die Parameter
-gapopen=0.385 wnd -gapext=2.20. Undhnliche Teile der Treffersequenz bleiben zwar vom sichtbaren
Alignment ausgeschlossen, werden aber im Datenformat mitgefihrt und stehen der spéateren Analyse
zur Verfagung. Schliefdlich wird der alignierte Block in das Sequenz-Cluster eingefiigt, das damit um
eine Schrotschagsequenz gewachsen isthp. 9C).

A) Der (Uberstrichene  Alignmentabschnitt
eines kinftigen Cluster-Mitglieds wird per
BLAST ermittelt. Die alignierbare Sequenz
des neuen Cluster-Mitglieds ist rot gekenn-
zeichnet.

oo
~—

Der betroffene Alignmentabschnitt wird
aus dem Cluster ausgegliedert und
gemeinsam mit der hinzuzufGgenden
Sequenz an CLUSTALW Ubergeben. Mit
CLUSTALW  wird aus der Eingabe ein
opfimales Subalignment errechnet. Ein-
gefigte Gaps sind schematisch darge-
stellt.

C) Durch Wiedereinfigen des Subalignments
in das gesamtfe Cluster wird das neue
Mitglied schlieBlich sauber in das Cluster
eingefigt.

Abb. 9. Sukzessiver Aufbau eines Sequenz-Clusters. Aufrufe der Programme BLAST und
CLUSTAL W werden durch Skripfcode eingekapselt, um einen neuen Sequenzabschnitt in ein
Cluster Uberlappender Sequenzfragmente einzufigen.

Die Abfolge der Einzdschritte und eine zyklische Wiederholung der Cluster-Erweiterung werden
durch ein Perl-Programm bewerkstelligt. Nadh Séttigung des Clusters mit passenden Sequenzen,
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kann in einem Alignmenteditor (vgl. Abschnitt 2.4.2) eine Verlangerung der Flanken des Clusters
durch Offenlegen der Uberhéngenden Regionen der Schrotschusssequenzen erfolgen. Fir den Fall,
dass daraufhin weiterer Sequenzzuwadhs fur das Cluster zu erwarten ist, wird de gesamte Prozedur
mit dem neuen Consensus BIAST-Probewiederholt.

2.4.2 Reprasentations und Bearbeitungsformen fiir Sequenz-Cluster

In der Praxis wird zwischen zwei Reprasentations- und Beabeitungsformen der Sequenz-Cluster
unterschieden. Ein sogenanntes ,Cluster-Projekt* wird automatisiert aus den unbeabeiteten
Schrotschusssequenzen aufgebaut. Es werden keine Editierungen wvorgenommen und keine
Sequenzen aul3erhalb der automatisch definierten Qualitatsfenster (vgl. BonFIELD ET AL. 1999
aufgedeckt. Diese Bearbeitungsform erfillt die Anforderungen der statistischen Reprasentativitat.
In den Falen, in denen die vollsténdige Transposonsequenz aus den Sequenzdaten erst ermittelt
werden muss und spezell, wenn dabei Engpés< in der Datenlage auftreten (niedrige Coverage im
Alignment, hohe Sequenzvariabilitét besonders in Form von InDels, aussageschwacdhe Sequenzdaten
z.B. verursadht durch lange poly(A)- oder poly(T)-Segmente) wird auf die Moglichkeiten einer
Asemblierung mit dem Programm GAP4 zurlckgegriffen, das dem Beabeitenden umfangreichen
Einbick in die Sequenzdaten erlaubt und Freiraum zur Korrektur von Baseninterpretationen
ermoglicht. In einem solchen ,GAP4-Projekt” wird duch menschliche Interpretation, die der
automatischen auch zum derzeitigen Stand der Technik weit Uberlegen ist, eine Datenlage geschaffen,
die hochsten Qualitétsanforderungen geredit wird. Aus dieser Beabeitungsform wird eine
zuverlassge, fehlerrobuste Consensussequenz gewonren. In ihr sind auch die Sequenzpoly-
morphismen, die awischen den wverschiedenen genomischen Kopien der Transposons bestehen,
artefaktfrei herausgearbeitet.

2.5 Statistische Analyse

2.5.1 Wahrscheinlichkeitsmodell fr Schrotschussreffer

Es sl die Wahrscheinlichkeit beredhnet werden, mit der eine Schrotschusssequenz enen Treffer auf
ein beliebiges genomisches Feaure liefert. Ein genomisches Fedure kann dabei ein Gen, eine
Transposonkopie, ein regulatives Element oder dhnliches sin. Wenn man annmmt, dassdie Langen
aller Schrotschusssequenzen gleich sind, hat jede Sequenz die gleiche Chance P(H), ein genomisches
Feaure in solcher Weise au treffen, dassdie Identifizierung des Feaures in der Schrotschusssequenz
maglich ist.

P(H) =Nu /N, mit:

Ny :=Zahl der Positionen von Schrotselseagienzen im Genom, welche die Identifizierung
des Features zulassen

N, :=Zahl aller moglichen Positionen der Schrotssheqenz im Genom, mit:
N, = Ls (GroRRe des Genomss34 Mbp, vgl. AbschnitB.1.2ab S.32)
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Ny setzt sich zusammen aus:

Ny =nex[Lsh- Lo+ max (e - Lo, 0) ] mit:

n: = Anzahl von gleichwertigen Loci, an denen das Feature im Genom enthalten ist.

Lsn :=Lange der Schrotschsseqienzen

Ls :=redundante Lange des genomischen Features, wobei eine [ghagam einer
beliebigen Position der Regian gleichermalien die Identifizierung des Features
ermoglicht

Lo :=minimale Lange der Uberlappung zwischen Schrossskegienz und dem genomischen
Feature. Bei Unterschreitung dieser Lange kann das Feature in der Scksstspbnz
nicht mehr erkannt werden. Es ssgefordert werden.o < Lsp

Weitere Zusammenhénge egeben sich aus der binomialen Vertellung der Elementarereignise
,» Treffer mit der Wahrscheinlichkeit P(H) zu , kein Treffer* mit der Wahrscheinlichkeit 1 - P(H). So
ist die zu erwartende Trefferzafy flr eine Zahl von Schrethisseqienzems,

E(nu) = nenx P(H)

In Umkehrung errechnet sich der Maximum-Likelihood-Schétzer fur die Zahl der Feaures basierend
auf der Zahl degchrotschugseffer nach:

ML(Ng) = ny/ [ nshx P(H|ne=1) |
wobei P(H n=1) die elementare Trefferwahrscheinlichkeit unter der Annakeate n
bezeichnet.

Die Wahrscheinlichkeit, ein Feaure mindestens einmal oder kein einziges Mal unter ns, Schrotschuss
seqienzen anzutreffen, ist:

p(nlre) =1-[1- P(H)]™
p(n=0,ns) =[1- P(H) 1™
Die Betrage anderer Vertrauensintervalle konnen in Binomialtabellen nachgeschlagen werden.

Zur Veranschaulichung des vorgestellten Modells ein Berechnungsbeispiel zu der Frage: Wie hoch ist
die Wahrscheinlichkeit, ein bestimmtes Gen im Genom anhand von Schrotschusssequenzen zu
identifizieren? Als Datengrundlage sei der tatsadiliche Umfang repréasentativer Schrotschuss
sequenzen vom D.-discoideum-Genom gewahlt (s. Abschnitt 3.1.1 ab S. 31). Danach existieren
45150 chromosomale Schrotschusssequenzen (ns, = 45150 mit einer mittleren Lénge von 379bp
(Lsh = 379. Das zugrunde liegende Genom habe ene angenommene Grofe von 34 Mbp (Lg =
3,4-10°, vgl. Abschritt 3.1.2 ab S. 32). Es & angenommen, dassein gesuchtes Gen genau einmal im
chromosomalen Teil des Genoms vorkommt (n: = 1). Ein beliebige, 50 bp lange Sequenzregion (Lo =
50) aus dem Bereich der Genlange von 1000bp (Lr = 1000 reiche aus, um das Gen per BLAST-
Suche eindeutig zu identifizieren. Nadh dem beschriebenen Modell ist die Elementarwahr-
scheinlichkeit, das Gen mit einer einzigen Schrotssteauenz zu treffen:
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Lg, — Lo +max (L - Ly, 0)
LG
g 379- 2 x50+ 100C
34107

P(H) = ne x

=1 =3,76-1C
Die Wahrscheinlichkeit, das Gen in mindestens einer der 45150 Schrotschusssequenzen anzutreffen
ist:
p(n2l,ne) =1-[1- P(H)]™
=1-[1-3,76-10]""°=0,82
Das bedeutet, dassbei einer 0,5-fachen Abded<ung des Genoms durch Schrotschusssequenzen unter

den beschriebenen Bedingungen eine 82-%-ige Chance besteht, ein existierendes Gen in den Schrot-
schisseqienzen anzutreffen.

2.5.2 Schatzung von Nukleotidanteil und Kopienzahlen

Der Nukleotidantell einer Transposonspezes am gesamten Genom wird nicht Uber das voran
beschriebene Treffermodell geschétzt, da neben vollsténdigen Transposonkopien auch mehr oder
weniger grof¥e Kopienfragmente Uber das Genom verteilt sind. Die Lange des Feaures (Lg in
Abschnitt 2.5.1), dessen Haufigkeit geschétzt werden soll, ist variabel. Es wird daher folgende
Dreisatgleichung zur Schatzung angewandt:

nG,, ntSh,, (Gr. = ntSh ntG
= =N =n X
nG,  ntSh, ) " ntSh,

ntGr, := Zahl der genomischen Nukleotide des Features (Transposons)
ntG, := Zahl aller Nukleotide des Gencai3,410

z

ntShr, := Zahl der Nukleotide des Features in Schrotssaqenzen
ntSh := Zahlder Nukleotide aller Schrotscémeqienzen

Setzt man ntG, gleich 1, so erhélt man aus der Gleichung fur ntGr, den relativen Nukleotidanteil des
in Frage stehenden Features am Genom.

Setzt man den absoluten Nukleotidantell ntGr, in Bezaug zur maximalen Kopiengré3e in Nukleotiden,
erhdt man einen wichtigen Grenzwert fur die Schétzung der Kopienzahl des Feaures: Unter der
Annahme, dass die Kopien richt fragmentiert sind, gilt dieser Grenzwert als Schétzwert fur die Zahl
der Kopien im Genom.

2.5.3 Berechnung der Sequenzdiversitéatt
Das MafRtfur die Sequenzdiversitat geht anei & L1 (1979)zuriick. Seine Berechnung erfolgt nach:

[N

nzA 2xf xf,

=2 ]

Tt

1
i
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na := Anzahl aller verschiedenen Allele an der polymorphen Sequenzposition
fi,fi ;= relative Haufigkeit des Allels i oder j

i,j ;= lteratoren fur die Allele einer polymorphen Sequenzposition

In Tt driickt sich die Dichte von Polymorphismen und de lokale Verschiedenartigkeit von Sequenzen
guantitativ aus. In anschaulicher Formulierung: Es gebe en Pool von Sequenzen, die sich ale
untereinander sehr dhnlich sind, sich aber tellweise durch Polymorphismen voneinander unter-
scheiden. Fir den Fall, dass man zwei beliebige Sequenzen aus dem Pool herausgreift, sie digniert
und miteinander vergleicht, gibt 1t an, mit welcher Wahrscheinlichkeit der paaweise Sequenz-
vergleich an einer einzelnen Position des Alignments einen Unterschied zu Tage fordert.

2.5.4 Mal fur die Assemblierbarkeit einzelner Transposospezies

Die Sequenzdiversitdt 1t (Abschnitt 2.5.3) gibt keinen direkten Aufschluss Uber die Schwierigkeit,
eine gewise Anzahl von Repedloci anhand von Polymorphismen zu unterscheiden, denn die
Schwierigkeiten nehmen auch linea mit der Anzahl der Repea-Kopien zu, welche ihrerseits aber
nicht in die Berechnung von Tt einflief3t. Aus diesem Grund sei eine weitere Grof3e, Ra, eingefuhrt, die
guantitativ beschreibt, welchen ,Widerstand“ ein Pool von Transposonkopien gegen eine korrekte
Assemblierung setzt.

N
Ra = n
nP
ne := Anzahl aller Polymorphismen fir die Kopien der Transposonspezies

N, := Zahl der genomischen Basenpaare, die der Transgezias zuzuschreiben sind

Anschaulich formuliert, ist das Mal3 Ra eine Néherung fur die Sequenzstredke, die éne Schrotschuss
sequenz Uberspannen muss um so viele polymorphe Auspragungen zu sammeln, dasssie trotz ihres
repetitiven Charakters einzigartig wird und dadurch einer spezfischen Kopie des betreffenden
Transposons zugeordnet werden kann.

2.6 Gensuche und Proteinanalyse

2.6.1 Das GenanalyseprogramnGenelD

Das Genanalyseprogramm GeNelD (PARRA ET AL. 2000 hat sich als flexibles Werkzeug erwiesen, um
die Gensuche in genomischer Sequenz von D. discoideum zu implementieren. Das Programm bietet
Uber eine textbasierte Parameter-Datei ein offenes Interface um eine atspeafische Optimierung von
relevanten Parametern der Genanalyse zu ermdglichen.

Konkret basiert die Anpassung von GenelD an D. discoideum, die in Kooperation mit G. PARRA und
R. Guico (IMIM, Barcdona) erfolgte, auf einem Datensatz von komplett annotierten Genstrukturen,
die Uber das Datenbankkonsortium GenBank/EMBL/DDBJ (BensoN ET AL. 2000 bis Oktober 2000
veroffentlicht wurden. Nachdem Redundanzen eliminiert wurden, die durch Anwendung von BLASTP
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(E=1e-20) nachweisbar sind, verblieben 140 Datenbankeintrage. Aus der Analyse der Trainingsdaten
ergaben sich folgende Ressourcen fiir die Gensuche: Eine Tabelle der Tupel-Ubergangswahrschein-
lichkeiten fir CDS und nicht-CDS als Grundlage fir einen Entscheidungsalgorithmus auf Grundlage
eines Markov-Modells, Positional-Weight-Matrizen fir Trandationsdart und -stop sowie die Splice-
Signale PARRA ET AL. 200)).

2.6.2 Genstrukturanalyse durch Sequenzvergleich

Eine Moglichkeit zur Analyse der Genstruktur liegt im Vergleich zweier homologer DNA-Sequenzen,
die jewells in alen denkbaren Leserastern in ihre Peptidsequenz trandatiert wurden. Das Programm
BLAST (engl. ,Basic Logicd Alignment Seach Toodl“) eignet sich hervorragend, um in den
Peptidsequenzen lokale Bereiche von kreuzweiser Sequenzéhnlichkeit zu identifizieren. Es wird also
ein BLAST-Vergleich zwischen dem Paa von Sequenzen durchgefiihrt — mit der einen Sequenz ds
Sonde und der zweiten Sequenz in der BLAST-Datenbank. Die BLAST-Parameter werden in der
Weise angeps, dassein Optimum zwischen Sensitivitdt und Spezifitat der Treffer erzielt wird:

* Hohe Sengtivitdt wird mit einer primaren Suchwortldnge W=2 und geringem Schwellenscore
S=30erreicht. Mit der Definition von hspmax=10000wird das Verhalten von BLAST unterdrickt,
nur eine begrenzte Zahl der best&®Pszu berichten.

* Gaps in den lokalen Alignments werden durch die Einstellung Q=24 mdglichst unterdrickt.

* Eine PAM100-Matrix wird in der Weise angepasg, dassein Paa von Sequenzsymbolen eine hohe
Strafe enthalt (Scor@4), wenn ein Stopcodon im lokalen Alignment enthalten ist.

Die Analyse und Darstellung der BLAST-Treffer in automatisierter Weise wird moglich durch eine
Umwandlung der hierarchisch gegliederten originden Ausgabeform in eine tabellarische Daten-
struktur. Die Treffer werden dann rach den gewahlten Kriterien gefiltert und in einem geeagneten
Format — hier GFF (DurBIN & HAUsSER) — ausgegeben. Eine graphische Darstellung ist daraufhin mit
Hilfe des Programmesrr2ps méglich ABRIL & Guico 2000).

2.6.3 Mal3e lokaler Proteindhnlichkeit

Funktionsrelevante Strukturinformation ist niemals homogen Uber eine Proteinsequenz vertelt, sie
héuft sich in Doménen und konzentriert sich dort an einzenen invarianten Aminosaureresten, wie
etwa am aktiven Zentrum eines Enzyms oder Schllisslpositionen, die mal3geblich zur Bildung der
Tertiarstruktur beitragen. Der Sequenzvergleich von homologen Peptiden liefert Aufschluss Uber die
Verteilung funktioneller Strukturinformation tber die Proteinsequenz.

Fur ein Proteinsequenzdignment, in dem spaltenweise die homologen Sequenzsymbole jeweils aler
Sequenzen Ubereinander stehen, lasge sich die Analyse des lokalen Konservierungsgrads sukzessv
Spalte fur Spalte @arbeiten. Ich habe drei verschiedene Methoden angewandt, um den Konser-
vierunggrad einer Alignmentspalte zu quantifizieren:

* Eswird der relative Anteil der Sequenzen in der Alignmentspalte bestimmt, deren Sequenzsymbol
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mit der Consensussequenz Ubereinstimmt. Diese Methode soll im Folgenden , Methode der
relativen ldentitat® genannt werden.

* Durch die , Entropie-Methode" findet eine Bewertung der Sequenzdiversitét aus der Sicht der
Informationstheorie statt. Kommen in einer Alignmentspalte dle mdglichen Sequenzsymbole mit
gleicher Haufigkeit vor, so befindet sich die Spalte im Zustand gré@maoglicher Unentschiedenheit,
die Entropie ereicht ihren Maximalwert. Jeder andere Vertellungszustand mit einer Anhéufung
einzdner oder weniger Symbole lése sich quantitativ durch eine Abnahme der Entropie H
beschreiben. Aus Grunden der Proportionaitdt zu den anderen hier vorgestellten Bewertungs-
kriterien wird hier das Mal} -H nach folgender Gleichung berechnet:

H=-3 h xIn(h)

=1
n := Anzahl aller Arten von Sequenzsymbolen in der Alignmentspalte
hi := relative Haufigkeides Symbols i

* Die,Matrix-Methode" erlaubt gegentiber der ,,Entropie-Methode" zusétzlich, die auftretenden
Sequenzsymbole (Aminosauren) nadh ihrer biologischen kew. chemischen Ahnlichkeit zu
bewerten. Eine solche Ahnlichkeitsbewertung ist mit Hilfe von Austauschmatrizen, beispielsweise
den klasgschen PAM-Matrizen (DAYHOFFET AL. 1978, mdglich. Die praktische Herangehensweise
liegt in einem kreuzweisen Vergleich aler in einer Alignmentspalte beobadteten Sequenz-
symbole. Mittelung der Matrixwerte fuhrt zu einem Wert fir die durchschnittliche Distanz dler
Aminosauren in der Alignmentspalte.

—_ 2 L _
4= oD 2 2 MGs)

i=2 j=1
n:.= Anzahl aller Sequenzen und deren Symbole in der Alignmentspalte
S,5:= Symbol der Sequenz i oder j

M(x,y) := Distanz zwischen den Symbolen x und y laut Austauschmatrix

Auftragungen der beschriebenen lokalen Diversitdtsmal3e gegen die Alignmentpositionen werden
geglattet, um die Ubersichtlichkeit der graphischen Darstellung zu verbessern. Dazu wird in einem
kontinuierlich fortbewegten Fenster von 6 Sequenzpositionen der Mittelwert des berechneten Mal3es
gegen den Mittelpunkt des Sequismsters aufgetragen.

2.6.4 Berechnung phylogenetischer Baume

Ein Alignment von Polypeptidsequenzen wird mit CLustaL W erstellt. Dabei werden die voreinge-
stellten Parameter verwendet aul3er einem Wert fir Gap-Bestrafung von 5,0 anstatt 10,0. Vor der
Baumberechnung werden ale Bereiche mit Gaps und solche ohne nacdvollziehbare Sequenz-
dhnlichkeit aus dem Alignment eliminiert. Zur Berechnung des phylogenetischen Baums wird de
Parsimony-Methodaus denPHYLIP-Paket(FeLsensTEIN herangezogen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Genomsequenzierung und Genomgroéli3e

3.1.1 Schrotschisssequenzierung undassemblierung

Die Sequenzierung von Klonen der Schrotschussibliotheken lieferte reichlich Sequenzmeaterial fur
die Analysen (Tab. 10). Eine wichtige Grundlage fir die statistische Interpretation der Sequen-
zierungsergebnisse bildet die représentative, genomische Schrotschusdiibliothek mit dem Namen
»JAX4". Von ihr wurden 49260 Sequenzen erzeugt (Abschnitt 2.2.3 ab S. 19), die insgesamt
18,67 Mbp informative Sequenz umfassen. Die durchschnittliche Lange der Schrotschusssequenzen
betragt 379bp. Der Gehalt der Bibliothek an DNA von extracdromosomalen Elementen (rDNA,
MtDNA) wurde mittels BLAST auf mindestens 8,33 % bestimmt, es entfallen also 45150 Sequenzen
auf den chromosomalen Teil des Genoms.

Tab. 10. Sequenzressourcen aus der Schrotschusssequenzierung.

Bibliothek Sequenzen extrachromosomal [%] Spezifitat
JAX4 49260 8,33 —

JC1 129980 1,39 Chrl 80%
JC2 158468 10,11 Chr2 47%

Die Sequenzen wurden durch beidseitiges Sequenzieren von Schrotschussklonen erzeugt. Die meisten
Schrotschusssequenzen sind demnach topologisch gekoppelt mit einer zweiten Sequenz, die vom
gleichen Klon stammt. Dieser Umstand hat einen wesentlichen Einfluss auf die Varianzbetrachtung
von Schrotschusgreffern. Aus den 20695 beidseitig und 7870 einseitig sequenzierten Klonen ergibt
sich fr die genomische Position der erzeugten Sequenzen ein mittlerer statistischer Fretheitsgrad von
0,58.

Der Umgang mit Sequenzdaten und das anschlief3ende Sequenz-Clustering einschliefdlich Analyse
bringt die Auseinandersetzung mit einer Fulle von verschiedenen Formaten und Dienstprogrammen
mit sich. Zur Automatisierung von Datenflissen habe ich verschiedene Programme entwickelt. In
aller Kiirze dargestellt, handelt es sich dabei um:

* Hantieren mit Sequenzdaten in den Formaten fastA (Peason), GenBank, Staden Experiment,
GFF. Kommandozeilenorientierter Hochdurchsatz von Umformatierung, Schneiden/V erkniipfen,
Selektieren, Tupelanalyse, Motivsuche.

» Verarbeiten von Alignmentdaten im CLusTAL-W-Format und GAP4-Datenbankformat. Kommando-
zealenorientierter Durchsatz von Umformatierung, Teilen/Verkntipfen, Topologiereport und
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Scaffold-BerechnungConsensusbildung, Pohorphismeanalyse.

» Statistische Berechnungen: Stichprobenanalyse, Gaul3sche Grenzwerte, Bibelieialta
* Routinen zur Assemblierung.

Die Assamblierung der Schrotschusssequenzen ist inzwischen besonders fir Chromosom 2, das etwa
25% des Genoms ausmadit, weit vorangeschritten. Die Chromosomensequenz wird in Kirze
veroffentlicht (GLockNER ET AL. 2002). Daneben wurden ausgewahite Loci von verschiedenen Genom-
abschnitten assembliert: Genloci von V4a / V4b (Abschnitt 3.5.4 ab S. 53), Genloci der Aktingene
(Abschnitt3.4.1ab S.44) und ausgedehnte repetitive Loci (Abschaiit.3ab S.65).

3.1.2 Schatzung der Genomgrol3e

Aus der voran beschriebenen Sequenzierung steht ein reprasentativer, chromosomaler Satz von
Schrotschusssequenzen zur Verfigung, der 45150 Sequenzen umfasd. Daneben habe ich ein auf
Chromosom 6 kartiertes YAC mit einer Insert-Gréfe von 145194bp durchgehend sequenziert und
asembliert. Sein mittlerer G/C-Gehalt betrégt 23,2 %, steht aso in gutem Einklang mit dem
genomischen Mittel von 23 % (FIRTEL & BONNER 1972, so dass angenommen werden kann, dass das
YAC-Insert eine reprasentative Stichprobe des Genoms darstellt. Ein Tell des YAC-Inserts entfallt
auf langere Abschnitte repetitiver Sequenzen (2 Kopien von TRE5-A.2 mit je 2 kbp Lange). Sie
konnen keine aveifelsfreien BLAST-Hits liefern und werden deshalb von der Analyse ausgeschlossen.
Auf die verbleibenden 141247bp YAC-Sequenz pasen 187 genomische Schrotschusssequenzen.
Nacd Dreisatz egibt sich daraus eine geschéatzte Genomgréfie von 45150/ 187 x 141247bp =
34,1Mbp (vgl. Abschnit2.5.2ab S.27).

Zur Ermittlung der Schéatzungsungenauigkeit werden digjenigen abweichenden Y AC-zu-Genom-
GroRenverhaltnisse gesucht (p < p = 0,00414< p,), die die beobadteten Trefferdaten nicht mehr in
einem einseitig begrenzten Vertrauensintervall liefern kdnnen. Der Umstand, dass die Treffer der
Schrotschusssequenzen auf das YAC nicht ganzlich unabhéngig voneinander zu werten sind, wird
durch einen Freiheitsgrad von 0,58 berticksichtigt. Er wird drekt korrigierend auf die Werte von n
und x angewandt wird — damit ergibt sich: n=2608Q x = 108 (auf ganzzahliges x gerundet). Fur
diese nunmehr normalisierte Situation kénnen die gesuchten Werte fir p, und p, aus Binomialtabellen
abgelesen werden. Die entsprechenden Binomialtabellen sind im Anhang 6.1.1 ab S. 93 aufgefihrt,
und sie liefern fir das Ereignis x = 108 aus n= 26080 die Intervalgrenzen p, = 0,00394 und
p. = 0,00436 fur ein jewells einseitiges Verlasen des 68-%-Vertrauensintervalls (Standardfehler-
intervall der Normalvertellung). Damit ergeben sich die Grenzen fir die SchatzgrofRe: 32,3 und
35,9Mbp. Die Schatzung einschlie3lich Vertrauatesvall lautet34,1+ 1,8 Mbp.

3.2 Transposonsequenzen

3.2.1 Benennungsschema fir tRNA-Gen-assoziierte non-LTR-Retrotransposons
In der Literatur wurden drei verschiedene, nah verwandte tRNA-Gen-assoziierte non-LTR-Retro-
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trangposons in ihrer vollsténdigen Sequenz beschrieben: Tdd-3, DRE, RED (Ruckblick in WINCKLER
1999. Dadie Zahl der Mitglieder der Familie durch die Neubeschreibungen im Rahmen dieser Arbeit
auf sieben ansteigt, erscheint es snnwoll, eine systematische Nomenklatur einzufiihren (s. auch
SZAFRANSKI ET AL. 1999. Es wird dazau vorgeschlagen, das Namenskirzd TRE (fur ,,tRNA Gene-
Targeted Retroelement”) als Namensstamm einzuftihren, gefolgt von einer Ziffer, die angibt, ob das
Element stromaufwarts (,5*) oder stromabwarts (,,3*) des tRNA-Gens inseriert. Es wird an mehreren
Stellen des Textes noch die Rede von der Konserviertheit dieses Merkmals sin. Schlief3lich wird an
den Namen, durch Bindestrich getrenrt, ein laufender Buchstabe angehangt, um zu einem eindeutigen
Namen zu gelangen. Es ergeben sich die folgenden Umbenennungen von bereits in der Literatur
beschriebenen Transposons: Tdd-3 wird zu TRE3-A, RED zu TRE3-B, und DRE heif3t nun TRE5-A.
Es wird auch eine Regel zur Namensbildung fir Subtypen einzener Transposonspezes
vorgeschlagen: Durch einen Punkt getrennt, wird eine laufende Zahl an den Namen angehéangt. Eine
,1° fir das Stammelement, weitere Zahlen fir abgeleitete Formen. Bem TRE5-A ist eine
Unterscheidung von Subtypen angebradit. Es gibt eine Stammform mit voll ausgebildeten ORFs,
TRE5-A.1 (alter Name DREa), und eine haufig anzutreffende Subform, TRE5-A.2 (ater Name
DREDb), die durch eine grol¥e interne Deletion stark verkirzt ist und sich durch verschiedene
charakteristische Basensubstitutionen von der Stammform unterschMsidstHaLEK ET AL. 199D).

3.2.2 Korrektur und Ergédnzung von Sequenzen beschriebener Transposons
Von dlen bereits in der Literatur beschriebenen Transposons aus D. discoideum wurden Sequenz-
Cluster aus den Schrotschussequenzen des Genomprojekts angefertigt. Diese Cluster wurden
vorrangig in Hinblick auf die statistische Auswertung von Sequenzantell und Diversitét angefertigt.
Darliber hinaus waren sie jedoch auch geeagnet, zuvor nur partiell beschriebene Transposonsequenzen
zu vervollstandigen und nicht-représentative Sequenzveroffentlichungen durch représentative Daten
Zu erganzen.

Im Falle der zuvor verdéffentlichten Sequenz des TRE3-B (Acc.No. AF067198 wurde festgestellt,
dass $ im Vergleich zum Consensus der Transposonkopien (Acc.No. AF13417Q zwei grofere
Deletionen und eine umfangreiche Inversion enthélt (Abb. 11). Die Analyse der jetzt vorliegenden
Schrotschusgdaten zagt, dass die veroffentlichte Sequenz tatsédhlich als einmalige, degenerierte
Kopie im Genom von D. discoideum existiert, aso nicht auf Klonierungs- oder Assemblie-
rungsartefakteieruht.

Vom TRE3-C war vor dieser Untersuchung nur ein Sequenzstiick von etwa 300bp unter dem
Namen Tdd-2 veréffentlicht worden (PooLe & FIRTEL 1984 Acc.No. KO2642. Die Identifizierung der
vollstdndigen Sequenz dieses Elements im Verlauf dieser Arbeit erfolgte unabhéngig von der
Kenntnis dieses Fragments. Wie im Abschnitt 3.2.3 beschrieben, wurde nach genomischen Loci
gesucht, die awvar auf Proteinebene Sequenzéhnlichkeit mit dem 3'-Ende anes bekannten TRE-
Elements aufweisen, aber auf Nukleotidebene signifikante Sequenzéhnlichkeit vermissen lassen (vgl.
Abschnitt 2.4 ab S. 23). Unter den Kandidaten neuer TRE-Elemente ist eines, das nach Vervoll-
stéandigung in 5’-Richtung am 5’ -Ende sequenzidentisch mit dem veroffentlichten Tdd-2-Fragment ist.
Die Consensussequenz von TRE3vurde unter Acc.No. AF134171 abgelegt.
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Abb. 11. Diskrepanz zwischen verdffentlichter Einzelklon-Sequenz (Acc.No. AF067198) und der
auf Schrotschussdaten basierenden Consensussequenz fUr TRE3-B. A) Konstruktion eines
Sequenz-Clusters auf Basis der Sequenz AF067198 fUhrt zu auffalligen LUcken in der Coverage
des Clusters, gekennzeichnet durch Dreiecke. B) Durch Ausdehnen des Sequenz-Clusters
nach MaBgabe der Schrotschusssequenzen ergibt sich ein neues, konsistentes Alignment. Die
schematischen Blécke unter dem Graph der Coverage zeigen die Verdnderungen gegen-
Uber der Sequenz AF067198 an. Es wurden zweimal je ca. 200 bp Sequenz hinzugefigt, ein
zentraler Block von ca. 700 bp wurde invertiert.

Der Hindlll-Repeat (H3R) war bereits vor dieser Untersuchung beschrieben und stand im
Verdadit, den solo-LTR eines bislang nicht identifizierten autonomen LTR-Retrotransposons
darzustellen (WinckLer 1999). Im Verlauf der fortschreitenden Assemblierung von Chromosom 2 von
D. discoideum durch unsere Arbeitsgruppe wurden Multi-Copy-Sequenzen auffdlli g, die ausnahmslos
mit Loci von tRNA-Genen und einer Kopie des H3Rs as®ziiert waren. Bel der anfanglichen
Sequenzanalyse der repetitiven Contig-Abschnitte fiel in direkter Nachbarschaft zur H3R-Sequenz @n
Ubereinstimmender guaninreicher Abschnitt auf — eine hochsignifikante Erscheinung bei dem gege-
benen hohen A/T-Gehalt des D.-discoideum-Genoms —, der an den typischen Polypurintrakt von
L TR-Retrotransposons denken lasg. Somit waren die esten Indizien gesammelt, dasses sch bal den
beobaditeten Multi-Copy-Sequenzen tatsadhlich um die Fragmente a@nes autonomen LTR-Retro-
transposons handelt, dessen LTR-Sequenz mit der des H3Rs identisch ist. Das neu entdedkte
autonome Element wurde wegen seiner ZugehOrigkeit zu den Gypsy-ahnlichen LTR-Retro-
transposons ,, Dictyostelium Gypsy-Like Transposon® (DGLT-A) genannt (Consensussequenz unter
Acc.No. AF134171)

3.2.3 Auffinden neuer Transposons
Die Identifizierung neuer Transposonspezes habe ich durch drei unabhingige methodische Ansédtze

34



K. Szafranski Die Transposons im Genom von Dictyostelium discoideum

verfolgt. Ein kreuzweiser Vergleich von Schrotschusssequenzen wurde mit dem BLASTN-Pro-
gramm durchgefihrt. Alle Schrotschusssequenzen aus der gesamtgenomischen Bibliothek (vgl.
Abschnitt 3.1.1 ab S.31) wurden per BLASTN-Vergleich gegen die bekannten Sequenzen der
extracdhromosomalen Genomanteile gefiltert. In den verbleibenden Sequenzen wurden Antelle von
homopolymeren A- und T-Abschnitten sowie a@nfach-repetitive Antelle (Mikrosatelliten) maskiert.
Die so behandelten Schrotschusssequenzen wurden per BLASTN-Suche jeweils mit allen anderen
Schrotschusssequenzen verglichen. Eine hohe Trefferrate ener Schrotschusssequenz auf andere
Schrotschusssequenzen wurde ds Kriterium fir die repetitive Natur der enthaltenen Sequenz benutzt.
Teilregionen der Elemente Tdd-5, thug-S und thug-T wurden auf diese Weise aufgefunden. Daneben
wurden aber auch ca zehn repetitive Sequenzabschnitte identifiziert, fur die bisher nicht geklart
werden konnte, ob es sch um Teile von Transposons oder Multigenfamilien handelt. Die Lange
dieser unklassfizierten Sequenzen betrégt um 1 kbp, die geschéatzte Kopienzahl betrégt maximal
zehn, so dass ihre Bedeutung fur die Genomassmblierung und de Betradtung des
Transposonanteils am Genom eine untergeordnete Rolle spielen.

Fur ale bekannten Transposonfamilien wurde a@ne Suche nach Transposonhomologen unter-
nommen. Dazu wurde die Proteinsequenz mindestens eines Mitglieds jeder bekannten Transposon-
familie verwendet, um per TBLASTN nacdh Sequenzéhnlichkeiten unter den Schrotschusssequenzen zu
suchen. Unter den erhaltenen Treffern wurden mit BLASTN digjenigen herausgefiltert, die Fragmente
von bekannten Transposonspezes reprasentierten. Ubrig blieben TBLASTN-Treffer unter den Schrot-
schusssequenzen, die mutmaldich neuen Transposonspezes zuzuschreiben waren. Auf diese Weise
wurden mehrere neue Elemente der TRE-Familie der non-LTR-Retrotransposons identifiziert:
TRE3-C (s. auch Abschnitt 3.2.2), TRE3-D, TRE5-B und TRE5-C. Darlber hinaus wurden
verschiedene Fragmente von TRE-dhnlichen Sequenzen gefunden, die durchweg kurz sind — etwa
500bp — wnd jeweils nur in einer bis wenigen einander dhnlichen Kopien existieren. Es handelt sich
vermutlich um Reste von ausgestorbenen Spezes dieser Familie. Da sie weder fur die Genom-
assmblierung noch fur die Gesamtbeurtellung des Transposongehalts in D. discoideum von wesent-
licher Bedeutung sind, wurden diese fragmentarischen Trangpeses nicht weiter bearbeitet.
Die Analyse von Transposonenden und internen Transposonbruchpunkten ist eine Methode,
die mit sehr hoher Effizienz zur Identifizierung neuer Transposonspezes gefuhrt hat. Der Methode
liegen zwei Ansatzpunkte zaigrunde. Der eine lautet: Findet man in einer Transposonkopie aner
bekannten Spezes eine scharf begrenzte umfangreiche Insertion, handelt es sch mit hoher
Wahrscheinlichkeit um die Insertion eines transposablen Elements. Der Weg zur Identifizierung einer
neuen Transposonspezes aus Schrotschusssequenzen fuhrt hier Gber die Analyse von internen
Transposonbruchpunkten. Dabei mussin jedem Einzdfall ausgeschlossen werden, dasses sch um die
Verkirzung einer Transposonkopie durch Rekombination handelt. Das Erscheinungsbild der
gesuchten verschadhtelten Transposontopologien in Schrotschusssequenzen wird im Zusammenhang
mit der Ermittlung von TSD-Sequenzen réher beschrieben (Abschnitt 3.3.3 ab S. 42). Der zweite
Ansatzpunkt ergibt sich aus der Beobaditung, dass ale Transposons, die nicht strikt
sequenzspezfisch an bestimmten Orten des Genoms inserieren, signifikant haufig in vorhandene
Transposonkopien inserieren (vgl. Abschnitt 3.6.2 ab S. 62). Demnadh ist jede Transposonkopie
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wahrscheinlich von weiterer Transposonsequenz flankiert. Die Frage, ob dieser wahrscheinliche Fall
fur eine gegebene Transposonflanke tatsadlich zutrifft, kann durch sorgféltige Sequenzanalyse beant-
wortet werden. Das Aufsplren von Transposonverschadchtelungen hat zur Entdedkung verschiedener
neuer Transposonspezes beigetragen: DCLT-A, DDT-A, DDT-B, DDT-S sowie wesentliche Telle
der Element¢hugS undthugT.

Die Consensusequenzen aler neu aufgefundenen transposablen Elemente wurden bei GenBank
deponiert. Die Acc.Nos. kdnnen der Tab. 43 auf S. 74 oder Anhang 6.3 ab S. 98 entnommen werden.
Die Klassfizierung zu Familien und Klassen ist ebenfalls aus Tab. 43 zu ersehen. Die a@ngehende
Sequenzanalyse wird im Abschritb ab S.47 beschrieben.

3.3 Analysevon Target-Site-Duplikationen

Die Lange der , Target-Site-Duplikation“ (TSD) ist ein spezfisches Merkmal jedes Transposons.
Daher war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, ale in D. discoideum angetroffenen Transposon-
spezies beziglich der Lange ihfe3D zu charaterisieren.

3.3.1 Transposonflankenpaare durch Anwendung der inversen PCR

Der Experimentverlauf der inversen PCR (Abschnitt 2.2.6 ab S. 22) hangt von einer unbekannten
Grée @, ndmlich der Position einer Restriktionsgelle. Ist die unbekannte Restriktionsgelle sehr nah
zum Ende der bekannten Sequenz, bringt das Experiment geringen Sequenzzuwads. Ist die
unbekannte Restriktionsdelle sehr welt jenseits des Sequenzabbruchs, ist der intramolekulare Verlauf
der Ligation eher unwahrscheinlich, und de Amplifizierung der grofien Region zwischen den beiden
Primerstellen wird wahrscheinlich scheitern. Der Wahl des Restriktionsenzyms komnt also eine
wesentliche Bedeutung fur die Erfolgsausscht der inversen PCR zu. Eine wichtige Orientierungshilfe
it das Einbezehen von Information Uber die Haufigkeitsvertellung von Erkennungsmotiven der
verfligbaren Restriktionsenzyme. Wenn mdglich, sollte dabei die organismenspezfische Basen-
verteilung, oder besser noch die organismenspezfische Motivverteilung zugrunde gelegt werden. Die
entsprechenden Werte fir D. discoideum wurden aus den groferen Contigs (> 5000bp) der
akkumulierten Assemblierungsergebnisse (Abschnitt 3.1.1 ab S. 31) ermittelt. Als Datengrundlage fur
die verfigbaren Restriktionsenzyme diente die Datenbank REBASE (ROBERTS & MACELIS200]). In einer
Ubersicht sind de kommerziell verfligoaren Enzyme zausammengestellt, welche die methodischen
Vorausstzungen erflllen und deren Schnittstellenabstand in der Genomsequenz im Mittel 500 bis
2600bp betragt (Tab. 12). Diese Auswahl von Restriktionsenzymen verspricht nach den statistischen
Uberlegungen die héchsten Erfolgsquoten.

Der Verlauf der DNA-Prdparation wird duch PCR-Kontrollen verfolgt (Tab. 13). Aufgrund der
relativ geringen DNA-Konzentrationen geht die DNA besonders leicht im Verlauf der Reinigungs-
prozeduren verloren.
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Tab. 12. Auswahl kommerziell verfigbarer Typ-ll-Restriktionsendonukleasen, die versetzte
Einzelstrangbriche setzen (sog. ,klebrige Enden") und deren Erkennungsmotive im Bereich
der spater Uberhdngenden Enden eindeutig definiert sind (kein sog. ,,Wobbling"). Fett hervor-
gehoben sind Restriktionsenzyme, die im Verlauf dieser Arbeit zur inversen PCR verwendet
wurden. Drei verschiedene Methoden liefern Werte fir den mittleren Motivabstand von
Erkennungsmotiven: Are allgemein — berechneter mittlerer Motivabstand unter der Annahme
von Gleichverteilung der vier Basen. Age nach Basenverteilung — berechneter mittlerer Motiv-
abstand auf Basis der tatsGichlichen Basenverteilung in D. discoideum. Are empirisch — beob-
achteter mittlerer Motivabstand in Contig-Sequenzen von D. discoideum. Er ist das Sortier-
kriterium der Tabelle.

Restriktions- Erkennungsmotiv.  Age allgemein Are nach Are empirisch
enzym Basenverteilung

Nlalll CATG' 256 503 572
Tagl TCG,A 256 503 727
Tatl WGTAC,W 1024 854 967
Mfel CAATT,G 4096 3417 1004
Tscl ‘ACGT, 256 503 1108
BstYl R'GATC,Y 1024 2015 1478
Bfal CTA,G 256 503 1486
Nspl R,CATGY 1024 2015 2028
Bcll TGATCA 4096 3417 2326
Pacl TTAATTAA 65536 2115 2541
Acil CCG,.C 256 2761 2580

Tab. 13. Primerpaare fir PCR-Konftrollen, die die Existenz von genomischer DNA aus
D. discoideum wdahrend der DurchfUhrung prdparativer Methoden nachzuverfolgen erlau-
ben. Die Auswahl befriedigt insbesondere das BedUrfnis nach restriktionsresistenten PCR-
Markern (Spalte 1).

Restriktionsenzym  Primerpaar Produkt [bp] L ocus
Bcll DDT-A.2220 / DDTA.3660R 1450 DDT-A
Bfal DDT-A.2220 / DDTFA.3660R 1450 DDT-A
BstYI DDT-A.2220 / DDTA.3660R 1450 DDT-A
Mfel pahA.A / pahA.B 780 pahA

Nspl DDT-A.3790 / DDTA.4584R 800 DDT-A
Tatl DDT-A.981 / DDT-A.2415R 1400 DDT-A
Tscl pahA.A / pahA.B 780 pahA

Die inverse PCR wurde auRer zur Identifizierung von Transposonflanken auch im Rahmen des
Genomprojekts zur Vervollstdndigung genomischer Loci eingesetzt, fir die @ne Abdedkung mit
Klonen der Schrotschussiibliotheken fehlt (nicht dargestellt). Die dabel gesammelten Ergebnisse
wurden bel nadifolgenden Experimenten als Positivkontrolle angesetzt, um die Verwendbarkeit der
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Template-Praparate zu bestatigéal(. 14).

Tab. 14. Positivkontrollen fUr Template-Préaparate zur inversen PCR. Die Primersequenzen sind
im Abschnitt 2.2.4 ab §. 20 definiert. AbkUrzung: RE = Restriktionsenzym.

RE: Template RE: Template Primerpaar(e) Produkt [bp]  Locus

generieren linearisieren

Bfal Bglll pahA.C / pahA.A 950 pahA

BstYI - JP3222/JP3223 + 930  Contig JAX4b14d09.r1
JP0013/JP0186

Mfel Acll JP0179/JP0180 440  Contig JC2a113f09.s1

Nspl Nsil JP0137 /JP0138 1100 Flanke von gpbA

Tatl - JP3265/JP3266 + 457  Contig JC2al177b02.r1
JP3240/JP3267

Die Anwendung der inversen PCR zur ldentifizierung von Flankenpaaen von Transposons beinhaltet
eine geringfigige Abwandlung des Grundschemas (Abschnitt 2.2.6 ab S. 22). Die Transposonkopie
stellt hier das bekannte Sequenzstiick dar, und beiderseits der bekannten Sequenz schliefdt sich
unbekannte Sequenz an, die es zu ermitteln gilt. Deshalb wird ein Restriktionsenzym gewahit, das in
der Transposonsequenz Uberhaupt nicht schreidet. Der experimentelle Prozedur bleibt davon unbe-
einflusg.

3.3.1.1 Identifizierung von Flankenpaaren des Transposonsthug-T
Fur die Consensusquenz des Elements thug-T gibt es zwel
nicht-schneidende Typ-II-Endonukleasen unter der metho- Bell
disch erschlossenen Auswahl von Enzymen (vgl. Tab. 12 ab
S. 37): Bcll und Nspl. Es wurden ungedffnete invers-PCR-
Templates verwendet, und in Nested-Primer-Ansdtzen
wurde mit den Primerpaaen thug-T.74R / thug-T.693 sowie
thug-T.2R / thug-T.820 amplifiziert. Aus der Primerbe-
nennung geht die Position der Primer in der 1132bp langen
Consesusequenz dethug T hervor.

Abb. 15 zagt das Ergebnis der PCR-Reé&tionen. Auf beiden
Templates werden jewels mindestens zwei Produkte
erhalten (Bcll-Template: Produkte von ca 750 und 2000bp
Lange; Nspl-Template: Produkte von ca 2000 und 3000bp
Lange neben mehreren schwachen Produkten zwischen O ppp 15 Amplikons der inversen
und 1500bp Lange). Nadh Trennung im Agarosegel wurden PCR zur Identifizierung von Flanken-
jeweils DNA-Banden der GroRenbereiche 600-1000bp, Paaren des Transposons thug-T.
15002500bp (Bcll-Template) und 0-1500bp, 15002500bp, 25004000bp (Nspl-Template)
ausgeschnitten, die DNA extrahiert, im Vektor pDrive (Qiagen) kloniert und mit den Primern M13-
fwd und M13-rev sequenziert. Die Sequenzen der Einzdklone wurden nach hoher Sequenziiberein-

Nspl

.e

[ ]
"
'
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stimmung zu einer Consensussequenz asembliert. Die resultierenden funf Consensussequenzen sind
in Anhang6.2.1ab S.95 vollstandig wiedergegeben.

Funf verschiedene Amplikons konnten unter den Klonen identifiziert werden (Tab. 16). Zwel davon
sind hinsichtlich ihrer Sequenz inkonsistent mit der angenommenen Entstehung aus einem inversen
Template (vgl. Abschnitt 2.2.6 ab S. 22): Eines mit einer Lange von 557 bp enthédlt nicht die au

Tab. 16. Flankenpaare des Transposons thug-T als Ergebnis inverser PCR. AbkUrzung: RITR -
rechter ITR.

inverser Produkt- TSD Sequenzanalyse

Template lange [bp]

Bcll 786 - konsistent, aber verkirzter RITR der Transposonkopie

Bcll 2097 AACT konsistent; Insertion in TREB; Locus identisch mit
3350bp-Produkt auNspl-Template

Nspl 557 - inkonsistent, keine Schnittstelle fiir Nspl,

Nspl 924 GTAAT Ligationsstelle mit Einschub von mtDNA, nur links davo

Nspl-Schnittstelle; Flankenpaarung konsistent mit Cont
JC2d04c02.r1

Nspl 3349 AACT konsistent; Insertion in TREB; Locus identisch mit
2100bp-Produkt auBcll-Template

erwartende Schnittstelle fur Bcll, ein anderes mit einer Léange von 924 bp enthélt einen artifiziellen
Sequenzenschub von mitochondrialer DNA — der chimére Status wird duch Sequenzvergleich mit
Schrotschusssequenzen bestétigt. Beide verfélschten Produkie sind jewells nur in geringer Menge im
Produktgemisch aufzufinden (Abb. 15). Obwohl das Amplikon mit 924bp Lange enen artifiziellen
Charakter hat, bilden die enthaltenen Elementflanken von thug-T ein topologisches Paa im Genom,
wie die Sequenz dnes Contigs zegt, in dem beide Flanken konsistent zu einem gemeinsamen
Transposolocus assembliert wurden. Esdsich eineT SD-Langevon 5Sbp ableiten.

Ein Amplikon mit 786bp Lange représentiert einen Locus des thugT, desen redites Ende
abgeschnitten ist. Es kann demnach keine TSD abgeleitet werden. Zwel weitere Amplikons gammen
vom gleichen thug-T-Locus (2097bp von Bcll-Template, 3349bp von Nspl-Template). Die dzu-
leitendeTSD ist 4 bp lang.

3.3.1.2 Suche nach Flankenpaaren des TransposoDT-S

Mehrere Restriktionsendonukleasen der Auswahl in Tab. 12 auf S. 37 haben keine Schnittstelle in der
Consensussequenz des Transposons DDT-S: Bcll, Bfal, Mfel, Nspl, Tatl. Es wurde aunédst nur auf
dem inversen Template des Enzyms Bcll mit dem Primerpaa DDT-S.21R / DDT-S.738 eine PCR
durchgefuhrt. Aus der Primerbenennung geht die Position der Primer in der 758bp langen
Consensussequenz des DDT-S hervor. Es ist vorab zu bemerken, dass der Primer DDT-S.21R
unvorteil hafterweise auch an die Sequenz des slteneren Transposons DDT-A binden kann. Wie im
Abschnitt 3.5.5 ab S. 56 ndher ausgefuhrt wird, hat der redite ITR des DDT-S sehr hohe
Sequenzéhnlichkeit mit dem linken ITR des Elements DDT-A. Andere Regionen des DDT-S kommen
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als Primerbindestellen weniger in Frage, well die Sequenz von DDT-S Uberwiegend sehr A/T-reich
ist.

Aus der PCR-Reé&ktion wurden dominante Produkte von je 450bp, 750bp und 1000bp erhalten
(Ergebnisse nicht dargestellt). Nadch Trennung im Agarosegel wurden Banden entsprechend deser
Produkte ausgeschnitten, die DNA isoliert, im Vektor pGEM-T Easy (Promega) kloniert und mit
Primern M13-fwd und M13-rev sequenziert. Die Sequenzen der Einzeklone wurden nach hoher
Sequenziibereinstimmung zu einer Consensussequenz assembliert. Die resultierenden vier Consensus-
sequenzen sind in AnhabgR.2ab S.97 vollstandig wiedergegeben.

Tab. 17. Flanken der Transposons DDT-A und DDT-S als Ergebnis inverser PCR. Aus der
Sequenzanalyse geht fir alle identifizierten PCR-Produkte hervor, dass sie nicht von einem
invertierten Template stammen.

inverser  Produkt Identitat der Flanke  Sequenzanalyse
Template [bp]

Bcll 486 TRES5-A.14748-5186 Das Produkt enthélt beiderseits die Primersequ
DDT-S.21R; keindcll-Schnittstelle

Bcll 741 Tdd-5418-1116 Das Produkt enthalt beiderseits die Primersequ
DDT-S.21R; keindBcll-Schnittstelle

Bcll 1017 skipper3839-4696 Das Produkt enthalt beiderseits die Primersequ
DDT-S.21R; keindcll-Schnittstelle

Bcll 1092 Tdd-4 1862-2910 Das Produkt enthalt beiderseits die Primersequ

DDT-S.21R; keindcll-Schnittstelle

Die Amplikons enthalten nicht das eingesetzte Primerpaa, sondern jewells nur paaweise denselben
Primer DDT-S.21R. Die identifizierten Flanken enthaten auch keine Schnittstellen fir Bcll.
Dementsprechend konnen die ehaltenen Produkie nicht aus DNA-Abschnitten hervorgehen, die
durch Template-Inversion entstanden sind (vgl. Beschreibung zu Theorie und Methodik, Abschnitt
2.2.6 ab S. 22). Die Sequenzen der PCR-Produkte weisen auch keine Anzeichen von chimarem
Charakter auf (Tab. 17). Vielmehr handelt es sch bei den amplifizierten DNA-Abschnitten um
Sequenzen anderer Transposons, die im vollen Einklang mit deren Consensussequenz stehen. Dieser
Befund deutet darauf hin, dassdie anplifizierten Fragmente in genau deser Topologie im Genom von
D. discoideum existieren. Es snd offenbar Flanken von jewels zwel sehr eng benacdhbarten
Elementen der Spezes DDT-A oder DDT-S (s. Bemerkungen zur Primerspezfitét). Demnacd hétten
die Produkte edensogut durch ein konventionelles PCR-Experiment von genomischer DNA
amplifiziert werden kénnen.

3.3.2 Sequenzanalys&ompletter Transposonloci

Die komplette Sequenz aner Transposonkopie liegt vielfadch vor, wenn die Sequenz per se sehr kurz
ist (DDT-S, thug-Familie) oder wenn verkirzte Kopien transponiert worden sind, was regelméafiig bei
den mon-LTR-Retrotransposons vorkommt (TRE-Familie). In solchen Félen besteht eine gute
Chance, dass einzdne Schrotschussequenzen oder Schrotschussklone die eine vollstandige
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Transposonkopie mitsamt der TSD abdedken (Tab. 18). Beispielsweise konnten auch fir das LTR-
Retrotransposon DGLT-A mehrere TSDs aus der Sequenzanalyse von solo-L TR-Kopien ermittelt
werden. In einigen Féllen waren langere, vollstandige Transposonkopien auf assemblierten Contigs
des Genomprojekts vorhanden (Abschnitt 3.1.1 ab S. 31). Durch Anayse der Paaung von Schrot-
schusssequenzen, die vom gleichen Klon stammen, wurde die korrekte Assemblierung deser
Transposokopien verifiziert.

Tab. 18. I|dentifizierte Target-Site-Duplikationen (TSDs) durch Auswertung von vollstandig
sequenzierten Transposonloci.

Transposon- TSD Belege

spezies

DDT-S CC Klon JAX4a29b01

DDT-S GT Klon JAX4a168h12

DDT-S TA Klon JAX4b16al1

DGLT-A TTTA JC1a140f10.s1 JC1b82g12.s1 JAX4b63d12.r1 JC1a139}t
DGLT-A TTTGT JC2a23h07.r1 JC2a37h12.r2

DGLT-A TTTC JC2d01d02.r1 JC2y01h09.s1 JC2a99g02.r1 JC2¢38f04.1
DGLT-A ACTT Contig JC2a234e08.r1 / JC2e38h05.s1 (Chr2)

Tdd-5 GTTAA Klon JC1b45h04, ContiY4a

TRE3-B TCGTCTCG(GAAAAC) Klon JAX4a16f12

TRE3-C TCTTGGCATTTTGAT(A) Klon JAX4b09c08

TRE3-D GGTTCAATTCTTT(AAT) Klon JAX4a48d09

TRES5A (AAAA)GTACGTTATTATCTA YAC DY3850

TRES5A GTACGTTATTATCT YAC DY3850

TRES5C GTCCATTTTTAAA Klon JC2b186b11

TRE5C TATACCCTTTTATTTA Klon JC2c38e08

thug-T GTAAT Contig JC2d04c02.r1

Fur langere Individuen von TRE-Elementen konrnten Paae von flankierenden Sequenzen auch
unabhéngig von einer gemeinsamen Klonierung identifiziert werden. Die TSDs dieser Elementgruppe
sind so lang —im Bereich von 10 bis 16 bp — dassjede TSD genligend Sequenzinformation enthélt,
um die korrespondierenden Transposonflanken aufgrund ihrer Sequenz endeutig zuordnen zu
kénren. So wurden mehrere Flankenpaae aisammengetragen, die jewells die Analyse der TSD
erlauben (Tab. 19). Bel den non-L TR-Retrotransposons der TRE-Familie erschwert der Umstand de
TSD-Interpretation, dass die Elementgrenzen weder 3 noch 5 exakt definiert sind. Die Poly-
adenylierung kann verschiedene Langen haben, und das 5'-Ende kann an einer beliebigen Position der
Consensussequenz  abgebrochen sein. Dadurch bestehen fur die Beurtelung der TSD-Lénge
Freiraume.
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Tab. 19. Identifizierte Target-Site-Duplikationen (TSDs) durch Paarung langer, individueller TSD-
Sequenzen im Falle der Transposons der TRE-Familie.

Transposon- TSD Belege durch Schrotschusssequenzen

spezies

TRE3-A (A)GTATCCGTTC JAX4a83f02.r1 JAX4b21c08.s1

TRE3-A (A)CTTGCTGCT JC2a10c08.s1 JAX4b05d06.51 JAX4a98g08.s1
TRE3-A (AAA)GGTACC(C) JAX4a78b05.s1 JAX4b18e01.r1

TRES3-B CTCTCAAATATC JAX4a86b06.s1 JAX4a69g04.r1

TRE3-B TGAGAAAGGAA(A) JAX4b21a02.s1 JAX4d01d09.s1

TRES3-C GTGTACCGATCTCCC JAX4a28h06.r1 JAX4b11a07.r1 JAX4b17f07.r1
TRE3-C (A)TTTTAAAAGTTTTTT JC2a103e07.s1 JAX4a170e04.s1 JAX4b09c12.51 ...
TRES3-C (ATTGATGTTGATGATGT  JAX4a30d10.rl JAX4a68c09.s1 JC2a20f11.r1
TRE3-C (AA)TTCCTTTTTTCAAT JAX4al18f07.s1 JAX4al14h01.s1

TRE3-D (AA)TCAAGATATTGTT(ACA)  JAX4a222b10.rl JAX4a212¢10.s1

TRESB (AAA)TTTATATTTT(GAT) JC2al15a09.s1 JC2a75c12.r1 JC1c198e04.s1 JC2b142
TRE5B (A)TACTTCCATAA JC2a25f06.r1 JAX4a440b09.r1

3.3.3 Analyse von verschachtelten Transposonloci

Eine Methode, die fir die meisten Transposons aus D. discoideum eine Analyse der TSD erlaubt,
basiert auf der Auswertung verschachtelter Transposonloci, wie sie in den Sequenz-Clustern fur
einzene Transposonspezes (s. Abschnitt 2.4 ab S. 23) zu beobaditen sind. Verschaditelte Trans-
posonloci verursadhen in den Sequenz-Clustern Erscheinungen, wie sie in Abb. 20 gezegt sind.
Insertionen einer Transposonspezes B in eine Transposonspezes A offenbaren sich in den Sequenz-
Clustern durch eine darakteristische Topologie von divergenten Abschnitten der Schrotschuss
sequenzen. Es finden sich zwei Subpopulationen von divergierenden Schrotschusssequenzen, deren
divergente Sequenzabschnitte in entgegengesetzte Richtungen zeigen.

Es miseen zwei Vorausstzungen in der Transposonverteilung gegeben sein, damit die beschriebenen
Phanomene in regelmaliger Weise beobachtet werden kdnnen:

* Verschadhtelte Transposonloci missen Uberhaupt im Genom vorhanden sein. Daraus folgt, dass
Transposons mit einer gewissen Haufigkeit im Genom vorkommen missen, damit in rein
statistischer Konsequenz auch eine gewise Zahl von verschadtelten Transposonloci zu beob-
adten ist. Oder es mussalternativ einen Trend zum Verschadteln von Transposonkopien geben,
der Uber das Mal3 der algemeinen Wahrscheinlichkeit fir das Zusammentreffen von zwel
Transposoninsertionen am gleichen genomischen Locus hinausgeht. Letzteres ist im Genom von
D. discoideum der Fall: Es besteht ein hoch dignifikanter Trend zum Verschaditeln von
Transposokopien (AbschnitB.6.2ab S.62).

* Die Abdedkung des Genoms mit Schrotschusssequenzen muss ausreichend grold sein, damit
verschadtelte Transposonkopien unter den Sequenzen erkannt und analysiert werden kénnen. In
Anknlpfung an das entworfene Treffermodell (Abschnitt 2.5.1 ab S. 25) geht es um die Identifi-
Zierung der beiden Sequenzibergange awischen Transposonkopie A und Transposonkopie B —
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also ein genomisches Feaure der Lange 0. Die beiden zu identifizierenden Sequenzfeaure sind
Uber die Lange der Transposonkopie B voneinander getrennt, welche in der Regel die Lange der
Schrotschusssequenzen und -klone Ubersteigt. Die Treffer auf die Sequenzfeaure sind demnach
statistisch unabhangig.

A) |
| || ||
I |
I |
B.1) | |
I | |
I | |
|
|
B.2)
éi Contig Editor: —1750 JAX4a26f10.r1 ==
<c | <] > ] » [N ] P
1 1020 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160

1672 JCEe52d07.rl1 |ARATAAGCGRAGCAATATACCACACTCARRTTGARCTARARCAATATARATTCATYATCAATATCCCAGAT gAGATTTCCAACARCTT
-1669 JG2=z01g08. rl |AAATAAGCGAAGCAATATACCACaCTCAARTTGARCTARSACaATATARATTCATGATCAATATCCCAGATGAGATTTCCA-CA-CTT,
1670 JC2d23b07. 51 |AMATAAGCGAAGCAATATACCACACTCARATTCARCTALALCARTCACAGCARAGAMABATHCACCTTTARLGCARATTTARACARALG
-1655 Ja¥4h40£f06. rl | TTTAATTTAAAGCGAATTTAALGETEGTITITIcTICECTGTGATATALATTCATGATCAATATCCCAGATCACGATATCCaaCAALTTE
-408 JAE4aldh0e. sl |AAATARGCGARGCARTATACC ACACTCAARTTGARCTARAACARTATARATTCATGATCARTATCCCACATCAGATTTCCARCARCTT
1671 JC2a20c07. 51 |AMATAAGCGAAGCAATATACCACACTCARATTCARCTAMALCARTCACAGCARAGAMABATHCACCTTTARLGCARATEEARACARALG

1651 JAax4b13all. cl TATCCCAGATGAGATTT-CAACAACTT
7-1649 JAH4aT1d02. s1 CCCAGATGAGATTTCCAACAALTT
CONSENSUS ABATABGCGAAGCAATATACCACACTCAARTTGAACTAAASCAATATARATTCATGATCARTATCCCAGATCACATTTCCAACAACTT: ,"_

Abb. 20. |denfifikation von Target-Site-Duplikationen (TSDs) durch Auswertung von verschach-
telten Transposonloci wie sie in Sequenz-Clustern sichtbar werden. A) Mehrere Transposon-
kopien der Sperzies A (gelb) befinden sich im Genom. Eine Kopie enthdlt eine inserierte Kopie
einer Transposonspezies B (blau), mit den flankierenden Sequenzen der TSD (rot). B.1) Aus
genomischen Schrotschusssequenzen, die Fragmente der Transposonspezies A enthalten, wird
ein Sequenz-Cluster aufgebaut. Das Bild zeigt den schematisierten Blick auf einen Ausschnitt
des Sequenz-Cluster fUr diejenige Region, in der die Insertion von Transposonspezies B statt-
gefunden hat. B.2) Wie B.1 ein Blick auf das Sequenz-Cluster, hier in der Reprdsentationsform
eines GAP4-Projekis (vgl. Abschnitt 2.4.2 ab S. 25). Dieses explizite Beispiel zeigt die Insertion
einer DDT-S-Kopie in eine TRES-B-Kopie. Die TSD-Sequenz lautet auf AT.

Da die beiden Vorausstzungen gegeben sind, besteht ein Ansatzpunkt, in systematischer Weise
TSDs aus der Beobaditung von verschadhtelten Transposonkopien zu analysieren. Schliefdlich belegt
die Ausbeute der mit dieser Methode gesammelten TSDs, dass die aufgezénlten Vorausstzungen
erflllt sind. Tab. 21 listet die aifgefundenen verschadtelten Transposonloci und de davon abge-
leitetenTSD-Sequenzen deachfolgend inserierten Transpospazies auf.
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Tab. 21. |dentifizierte Target-Site-Duplikationen (TSDs) durch Auswertung von verschachtelten
Transposonloci. Die Tabelle dokumentiert Falle der Insertion einer Transposonkopie der Spezies
A in eine Transposonkopie der Spezies B. Eine Vielzahl von Insertionen der Spezies DDT-S und
DIRS-1 wurde in dieser Zusammenstellung vernachldssigt.

Transposon Transposon TSD Belege durch
speziesA  spezieB Schrotschussequenzen
DCLT-A DDT-S AATT JC2b287d12.r1 JAX4a99f08.s1 JC2b230b11.r1 JC3a45c08.r1
DDT-A TRE3-A AA JAX4a34d11.r1 JAX4c01d03.r1
DDT-B DDT-B AT JC2¢176¢11.r1 JAX4d03b12.s1 JC2a162904.51 ...
DDT-S Tdd-5 TA JC2d21e02.r1 JC2b325¢09.r1 JC2b395¢c11.s2 JC2d104c05.r1
DDT-S Tdd-5 TA JAX4a88h03.r1 JC2b364h10.s1 JC2a87c04.r1 JC2b134g1ll.s:
DDT-S Tdd-5 TA JAX4a87b05.s1 JAX4a56¢10.r1 JAX4a97d10.s1
DDT-S TRES5B AT JC2d23b07.s1 JC2a20c07.s1 JAX4b40f06.r1
DIRS-1 DDT-B - JAX4a103a10.s1 JC2a130b11.rl JC2a118b09.s1 JC2al12a0:
DIRS-1 DDT-B - JAX4d06a05.r1 JC2e63f11.r1 JC2a16h12.s1 JAX4al54c01.r1
DIRS-1 DDT-B - JC2d72a02.s1 JAX4a15f08.r1 JAX4al144h09.r1
skipper TRESB TTGTT JAX4a72¢10.r1 JAX4b60b05.s1
Tdd-5 TRE3-A ATTAG JAX4a34d11.r1
thug T TRE3-B AACT JAX4a239e06.r1 JAX4a21d03.s2
TRE3A TRE3C (A)IGAAAAA  gb|K02643 gh]AH001350
CATA
TRE3C TRE3D GTATTCAA JCla212c08.r1 JAX4a229e09.s1 JC1c87€06.r1
TGAAG(A)
TRE5C DGLT-A TTCCTATTA JC2b386h05.r1 JC2a23h07.s1 JC1b57f10.r1
AAT(A)

Aus verschaditelten Transposonloci konrten demnadh systematisch TSDs fur die meisten
Transposonspezes von D. discoideum ermittelt werden: DIRS-1, skipper, Tdd-4, -5, DDT-A, -B, -S,
thug-S, -T. Unermittelt bleiben meist die TSDs der streng insertionsortspezfischen Transposon-
spezes, die aRRerst selten in andere Transposonkopien inserieren — wenn doch, dann rur in Kopien
von Transposons mit derselben Insertionsortspezfitét. Fur diese Transposongruppe konnten rur
wenige verschadtelte Transposontopologien aufgefunden werden: Ein Fall eines TRE3-C in
TRE3-D, einer von TRE5-C in DGLT-A. Glicklicherweise besitzen die streng insertionsortspezfi-
schen Transposons der TRE-Familie sehr lange TSDs, so dassdie paaweise Zuordnung von Flanken
durch deren Sequenz mdoglich ist (AbschBig.?.

3.4 Haufigkeit der Transposons im Genom vorD. discoideum

3.4.1 Genomischer Anteil von Transposons

In Hinblick auf die angestrebte Asemblierung des Dictyostelium-Genoms aus Schrotschusssequen-
zen ist es wichtig, den Anteil einzener Transposonspezes an der Gesamtsequenz des Genoms zu
kenren. Die Zahl von Transposonindividuen einzelner Spezes ist eine wesentliche Grof3e bel der
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Beurteilung der Komplikationen, die bei der Assemblierung zu erwarten sind (vgl. Abschnitt 3.7 ab
S. 63). Im Abschnitt 2.5.2 ab S. 27 sind de Methoden zur Schétzung von Nukleotidantell und
Mindestkopienzahl eines Transposons im Genom beschrieben. Die Schétzergebnise fur ale
identifizierten Transpos@pezies sind ifab. 43auf S.74 zusammengefasst.

Wichtig fur die Interpretation der Schétzergebnisse ist eine Kenntnis der Unschérfe der Schétzung.
Als Kontrolle der Schatzmethode habe ich die Aktingenfamilie mit ihren zahlreichen Genkopien
herangezogen. Die Kopienzahl dieser Genfamilie wurde in zurickliegenden Untersuchungen aufgrund
von Blot-Analysen auf 17 bis 20 geschétzt, und es wurden 15 deser Kopien durch Sequenzierung
charakterisiert (Riickblick in Romans & FIRTEL 1989. Die Ahnlichkeit der Aktingenkopien auf
Nukleotidebene betrégt mindestens 90%. Die Verhdtnise lassen sich aso gut mit denen von
Transposokopien einer Spezies vergleichen.

Aufgrund der Trefferstatistik von Schrotschusssequenzen wird fur die Aktingene ene Kopienzahl von
39 eschétzt — also die doppelte Zahl im Vergleich zum Literaturwert. Um die Ursache fir den
gravierenden Unterschied in den Kopienzahlschdtizungen zu untersuchen, wurden genomische
Contigs assembliert, die jeweils individuelle Aktingenkopien reprasentieren. Fur diese Asemblierung
wurde aif ale Ressourcen von Schrotschuss®quenzen zurtickgegriffen, d.h. auch die Sequenzen der
chromosomenspezfischen Banken, um eine maximale Ausbeute der vorhandenen Aktingenkopien zu
erreichen. Schliefdlich konnte aif diese Weise die Existenz von mindestens 23 vollsténdigen
Genkopien nachgewiesen werden. Daneben fanden sich zwel kurze genomische Fragmente mit einer
Sequenzéhnlichkeit zum Aktin. Es handelt sich dabel sicherlich um Pseudogene. Es snd also
mindestens drei Aktingenkopien mehr im Genom von D. discoideum vorhanden as urspringlich
geschétzt. Es bleibt dennoch eine gravierende Diskrepanz awischen der Kopienzahlschétzung von 39
und der anzunehmenden tatsachlichen Kopienzahl von 23, maximal 24 (unter Berticksichtigung der
fragmentarischen Kopien as 2 x %5). Zur Klarung deses Missrerhdtnisses wurde ane dternative
Schéatzmethode angewandt, die auf der Auswertung von treffenden Sequenzen beruht, nicht auf der
Zahlung der getroffenen Nukleotide (Abschnitt 2.5.1 ab S. 25). Die Lange der Aktingenkopien ist
invariabel — von den zwel kirzeren Fragmenten abgesehen —, daher greift diese Methode in dieser
Situation. Man erhéalt auf diesem Wege einen deutlich geringeren Schatzwert:

P(Hlnpzl) = [ Lsh- Lo + max (I.;:- Lo, O) ] / Lg
mit Lsn= 379,Lo = 50,L¢ = 1131, I = 3,4-10 (vgl. Abschnitt3.1.2ab S.32)
= (379 -2x50 + 1131) / 3,4-10= 4,1-1C0

ML(Nng)  =ny/[nspx P(H|N=1) |
mit nsp = 45150 und gefunden&cthrotschusstreffemy = 61
=61/ (45150 4,1-10°) = 33
Dieser Schatzwert von 33 Genkopien steht bereits in einem bessren Einklang mit der anzu-
nehmenden Zah!l. Ist die Abweichung signifikant? Angenommen, im Genom befinden sich tatsadlich

nicht mehr als die nachgewiesenen 24 Kopien — und eine sehr viel héhere Zahl ist aufgrund der
Datenlage der Contigsequenzen und aufgrund der Ergebnise vieler verdffentlichter wissen-
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schaftlicher Arbeiten auszuschlief3en —, dann berechnet sich die Wahrscheinlichkeit aufgrund einer
binomial verteilten Kombination der Ereignisse , Treffer” / ,kein Treffer* gemald Abschnitt 2.5.2 ab
S. 27. Ich korrigiere fur die paaweise Kopplung von Schrotschusssequenzen mit einem Freiheitsgrad
von 0,58 wnd arbeite demzufolge mit der Ziehung 35 aus 26480bei p = 24 x 4,1-10°. Das Integral

der Binomialverteilung fur x > 35 betragt 0,054 (Tab. in Anhang 6.1.2). Fur die Fragestellung nach
beidseitigem Verlasen des zentraen Wahrscheinlichkeitsintervals wird ein Integral von 0,108
erhalten. Die Abweichung vom Erwartungswert ist demnach nur schwach signifikant.

Die dlerdings hochsignifikante Diskrepanz awischen der Schéatzung aufgrund von Nukleotidumfang
von treffenden Schrotschusssequenzen und zu der anzunehmenden Kopienzahl ist ein starkes Indiz
fur einen systematischen Fehler bei der Schétzung von Kopienzahlen. Die Erfahrungen beziglich der
Klonierbarkeit und Sequenzierbarkeit deuten auf die mdgliche Ursache hin, dass G/C-reichere
Sequenzen, beispielsweise CDS mit 31 % G/C gegentiber nicht codierender Sequenz mit 12 % G/C,
in den Schrotschusssequenzen deutlich Uberreprasentiert sind. Aufgrund der Zweifel an der Haltbar-
keit des gatistischen Modells gegentiber der Ziehung von Schrotschusssequenzen aus einem Genom
wurde davon abgesehen, auf Basis des datistischen Modells Vertrauensintervalle fir die Schatzungen
von Sequenzantell und Kopienzahlen zu berechnen. Es muss deutlich hervorgehoben werden: Die
Unschérfe der vorgestellten Schétzungen geht weniger auf die Begrenztheit der herangezogenen
Stichproben als vielmehr auf die engeschrénkte Anwendbarkeit des datistischen Modells zuriick. Die
notwendige Einschrankung geht auf den spirbaren Einfluss von Klonierungs- und Sequenzierungs-
Bias zurtck. Leider ist der Einigdieser Gréf3en kaum quantifizierbar.

Alle Schétzergebnisse fur die Transposonhaufigkeiten sind gemeinsam mit anderen Charakteristika
der TransposonspeziesTab. 43auf S.74 zusammenge&at.

3.4.2 Fragmentierungsindex und Fragmentanzahl der Transposonsspezies

Unter Fragmentierung verstehe ich hier das Phanomen, dass Transposonanteile im Genom nicht
durchweg in vollstandiger Lange ihrer Consensussequenz auftauchen. Vielmehr findet man mehr oder
weniger haufig Fragmente, die nur Teille der Consensussequenz reprasentieren, z.B. nur die linke
Hélfte oder ein Mittelstiick der Gesamtsequenz. Falls fur eine Transposonspezes nur vollstandige
Insertionen im Genom existieren, ermittelt sich die Anzahl der Transposonloci dieser Spezes im
Genom aus dem genomischen Anteil der Transposonspezes (s. vorigen Abschnitt) und der Lénge der
Consensussequenz. Man erhélt als Wert die ,minimale Fragmentanzahl“ — kleinere Werte kdnnen rur
im Rahmen der Schéatzungenauigkeit vorkommen. Falls die Transposonindividuen aber fragmentiert
sind, ist die Zahl der Transposonloci gréféer. Als Mal3 fihre ich hier das Verhdltnis der Anzahl von
tatsadilichen Transposonfragmenten im Genom zur Anzahl der Transposonindividuen, die sich
ergeben wirden, wenn ale Transposonloci unfragmentierte und vollstandige Sequenzen enthalten.
Ich nenne das Mal} ,Fragmentieruingex”. Es hat men Wertebereich von 1.

Die Fragmentierung der Loci einer Transposonspezes lasg sich belegen und ermitteln durch Schrot-
schusssequenzen, welche die Sequenz der Transposonspezes tragen, die Sequenz aoer an einer
Consensusposition, die nicht dem Ende der intakten Transposonspezes entspricht, in nicht-
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Transposonsequenz Ubergeht. Die statistische Auswertung solcher Funde fihrt zu einem Maximum-
Likelihood-Schatzwertiir Bruchereignisse unter den Transposonkopien (Abscritfiab S.25).
Ein Beredhnungsansatz bezeht auch die aus der Consensussequenz zu erwartenden Transposonenden
ein, und aus dem Verhdltnis von extrapolierter Endenanzahl und minimaler Fragmentanzahl ergibt
sich der Fragmentierungsindex. Dieser Berechnungsweg berlicksichtigt auch den Einfluss interner
Deletionen quantitativ. Unter den Ergebnissen des Fragmentierungsindex fir die Transposonspezes
befinden sich viele Werte von kleiner 1 (nicht dargestellt), die aus theoretischer Sicht keinen Sinn
ergeben. Ich habe festgestellt, dass diese irritierenden Ergebnise darauf zurtickgehen, dass die
natlrlichen Enden der betroffenen Transposonspezes in den Schrotschusssequenzen deutlich
unterreprasentiert sind. Die Sequenz-Cluster sind in diesen Féllen an den Enden der Consensus-
sequenz schwadher durch Schrotschusssequenzen abgededkt als im Mittelbereich, wobei das
Absinken der lokaen Coverage im Alignment nicht mit internen Bruchpunkten der
Transposonsequenz e@nhergeht — es gibt keine Anzeichen von Fragmentierung. Als Beispiel fir das
beschriebene Phanomen ist in Abb. 22 die lokale Vertellung der Coverage Uber das Sequenz-Cluster
von Tdd4 dargestellt.
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Abb. 22. [okale Abdeckung der Consensussequenz des Transposons Tdd-4 durch Schrot-
schusssequenzen.

In den beschriebenen Fallen, die Hinweise aif einen Klonierungs- und/oder Sequenzierungs-Bias fir
die Endabschnitte der Transposonsequenzen zegen, wurden schlief3lich nur die beobadhteten internen
Sequenzbruchpunkte fur die Schédtzberechnungen des Fragmentierungsindex herangezogen. Die
minimale Fragmentanzahl wird zunacdst als Schétzung fir die tatsadliche Fragmentanzahl zugrunde
gelegt. Anschlielend werden die beobaditeten Hinweise aif Falle interner Fragmentierung
hinzugerechret. Alle Beredhnungsergebnise sind gemeinsam mit anderen Charakteristika der
Transposospezies imMab. 43auf S.74 zusammengefasst.
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3.5 Sequenzanalyse der neu aufgefundenen Transposons aus

D. discoideum
In den vorigen Abschnitten wurden die Transposonspezes immer unter algemeingiitigen Gesichts-
punkten betradhtet: Sequenzermittlung, Kopienzahl, Fragmentierung und TSD-Analyse. In den
folgenden Abschnitten soll hingegen auf die dharakteristischen hiologischen Eigenschaften der neu
entdeckten Transposgpezies néher eingegangen werden.

3.5.1 LTR-Retrotransposons

Es wurde bereits friher vermutet, dassder Hindlll -Repeat (H3R), ein 268bp langes Element, das
haufig in der Nachbarschaft von tRNA-Genen beobaditet wird, den solo-LTR eines LTR-Retro-
transposons darstellt (WinckLER 1998). Ich habe a@n autonomes LTR-Retrotransposons identifiziert,
dem der H3R als LTR zuzuschreiben ist (Abschnitt 3.2.2). Die Benennung deses neu entdeckten
Elements as ,Dictyostelium Ty3/Gypsy-Like Transposon“ (DGLT-A) ergibt sich aus der
Sequenzahnlichkeit der codierenden Sequenz zu den Ty3/Gypsy-ahnlichen LTR-Retrotransposons
(Einzeheiten spéter). DGLT-A kommt in zwel Subformen vor, DGLT-A.1 und DGLT-A.2, die
durch eine Reihe von charakteristischen Basensubstitutionen, Insertionen und Deletionen voneinander
verschieden sind. Die Kopienzahl ist fur beide Formen sehr niedrig, und nur fur die Subform
DGLT-A.1 konnte die vollstandige Consensussequenz ermittelt werden.

Die 5 kbp lange Consensussequenz des DGLT-A.1 besitzt einem einzigen, langen ORF (Abb. 23).
Ein Sequenzvergleich der korrespondierenden Peptidsequenz mit den réchstéhnlichen annotierten
Transposons, Gypsy-ahnlichen LTR-Retrotransposons aus Oryza sativa (Acc.No. AB01474) und
aus Pisum sativum (Acc.No. AF0830749, zegt, dass ale wesentlichen funktionellen Elemente in
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Abb. 23. Auftragung von Start- (grine Balken) und Stopcodons (rote Balken) Uber die drei
Leseraster im Sinnstrang der Consensussequenz von DGLT-A.1. Verkirzte grine Balken
markieren nicht-kanonische Startcodons. Auf die Darstellung der negativ orientierten
Leseraster wird verzichtet, da sie keine ldngeren Leserahmen enthalten.

dieser Peptidsequenz enthalten sind: Ein Zinkfinger-dhnliches Motiv der Formel CX;CX,HX4C im
Sequenzabschnitt 243256, ein Aspartyl-Protease-Motiv der Sequenz LVDTGS im Abschnitt 310
315 eine Reverse-Transkriptase-Doméane dwa im Abschnitt 500-680 mit auf3erordentlicher hoher
Aminosaureahnlichkeit zwischen den verglichenen Proteinen, eine RNAse-H-Doméne im Abschnitt
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773786 wd schlieflich eine Integrase-Domane im Bereich 10761434 einschliefdlich einem
aminoterminal gelegenen HHCC-Motiv im Bereich 10891130 Dem DGLT-A-Element fehlt ein
Gag-ahnlicher Proteinabschnitt. Ein solcher ist Ublicherweise 5 in einem separaten ORF codiert
(LenG ET AL. 199§. Dadurch ist die Transposonsequenz ungewdhnlich kurz. Von etwa 50 nadher
Uberpruften Ty3/Gypsy-ahnlichen LTR-Retrotransposons war keines kirzer als 6000bp. Da, wie
dargelegt, dle funktionell relevanten Peptidabschnitte identifiziert werden konrten, handelt es sch
offenbar um ein autonomes Transposon voller Lange.

Ein fir LTR-Retrotransposons typischer Polypurintrakt befindet sich beim DGLT-A 2 bp proximal
vom rechten LTR mit der Sequenz AAAAGGGGGGGA. Inshesondere die Aufeinanderfolge von sieben
Guanidinnukleotiden ist fir das A/T-reiche Genom von D. discoideum eine hochsignifikante
Erscheinung. Proximal benachbart zum linken LTR ist typischerweise die ,Primer Binding Site"
(PBS, Abb. 2 auf S. 9) lokalisiert. Die Sequenz TTT GGCGACATCGICTTT CAA AAA hat jedoch
keine Ahnlichkeit mit dem 3'-Ende dner tRNA, dem haufig beobadteten Primermolekiil fir die
Initidiserung der reversen Transkription des Minusdrangs. Die Teilsequenz TGG CGA CAT CGT C
konnte avar in einem asemblierten Contig unseres fortschreitenden Genomsequenzierungsprojekts
aufgefunden werden, der entsprechende Sequenzabschnitt ist aber im zentralen Tell eines Polll-
transkribierten Gens, einem Homologen des ,nuclea receptor binding fador-1“ der Ratte (Acc.No.
AB015724, lokalisiert. Schliefdlich mussdie Frage nach dem Primermolekll offen gelassen werden.
Auch beim LTR-Retrotransposon skipper konnte der natirliche Primer fir die reverse Transkription
des Minusstrangs bisher nicht identifiziert werdemé eT AL 1999.

DGLT-A hat eine ausgepragte Zielpréferenz fur das 5'-Ende von tRNAs — wie auch die non-LTR-
Retrotransposons der TRES-Subfamilie. Diese Eigenschaft hat zur Entdedkung des Elements gefiihrt.
Allerdingsinseriert das DGLT-A mit umgekehrter Orientierung. Die adt inspizierten Kopien sind alle
in paralleler Leserichtung zur tRNA ausgerichtet.

3.5.2 non-L TR-Retrotransposons: Die TRE-Familie

In D. discoideum wird de Klase der non-LTR-Retrotransposons durch eine anzige, mitglieder-
reiche, aber sehr homogene Transposonfamilie vertreten. In Abschnitt 3.2 wurde a@n einheitliches
Benennungsschema flr diese Transposons eingefihrt. Der Grundbauplan der Elemente ist redit
Ubersichtlich und typisch fur die gesamte Subklasse der non-LTR-Retrotransposons (Abb. 27A).
Wiederholte Sequenzen an den beiden Enden kommen nicht vor. Eine ausgedehnte zentrale intronlose
codierende Region enthédlt zwel Uberlappende — oder im Falle des TRE5-B zumindest eng benadh-
barte — ORFs.

Obwohl die Uberlappungsregion zwischen ORF1 und ORF2 wesentliche Bedeutung fiir das Gleich-
gewicht der Trandationsprodukte hat (Abschnitt 1.2.1 ab S. 6), zeigt sie unter den verschiedenen
TRE-Elementen eine hohe Formesifalt (Abb. 24):

« Eswerden in keinem Fall Stem-Loop-Strukturen nahe dem ORF-Uberlapp gefunden (JACKSET AL.
1988 LENG ET AL. 1999. Derartige Strukturen verursachen eine gelegentliche Unterdriickung des
Stopsignals. Alle ORF-Ubergange sind in Form von L eserasterverschiebungen oder — nur im Falle
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von TRES5B — durch rdumliche Trennung der ORFs realisiert.

* TRE3-A besitzt einen ,, Single-Nucleotide Polymorphism® (SNP) fur das Startcodon von ORF2.
Alternativ zur DNA-Sequenz TAATG (Stop, gefolgt von Start im -1-benachbarten Leseraster)
findet sch TAATA mit einer Allelfrequenz von 30 %. Entweder wird hier das ungewoéhnliche
Startcodon AUA benutzt (s. auch rachster Punkt) oder dieser Polymorphismus fuhrt zu Tran-
skripten, von denen ORF2 nicht trandatiert wird. Im letzteren Fall stellt sich allerdings die Frage,
wie @n solches Transkript den Replikationsmedhanismus durchlaufen kann. Die reverse
Transkription kénnte nur durch das Translationsprodukt eines anderen Transkripts erfolgen.

* TRE5-A.1 besitzt das Codon AUA im Leseraster -2 relativ zum Stopcodon, das als einzig

maoglicher Reinitiaisierungspunkt in Frage komnt. Das nachste mogliche kanonische Startcodon
AUG ist 300bp stromaufwarts entfernt.

» Eine deutliche Sonderstellung nimmt das Transposon TRE5-B ein. Desen ORFs snd zwischen
Stop und Startcodon durch einen Uber Hp0langen Polyadenintrakt getrennt.

TRES3-A
CTATACGACT CCCAAGAGGAGATCGATATCATCTCATAATGGT AGT AATCAAAAT CAACCAATGGAATGT
CTATACGACT CCCAAGAGGAGATCGATATCATCTCATAATAGT AGTAATCAAAAT CAACCAATGGAATGT
Frame+l | R L P R G DR Y HL I MV VI KI NQ WN
Frame+2 L Y D S Q E E I DI I s * wW* * § K S T N G M
Frame+3 Y T T P K R R S 1 S S HNGSNOQOQNOQWPMEC

TRE3-B
ACCAGT CAATACT GGT GCTGCCAAACCTAGTAAGGTATGAGCT CAAAAAT CAACT TTATAACATGGAATT
Frame+l P V N T G A A K P S KV * A QK STL * HG.I

Frame +2 Q Sl L VL PNLVIRYELI KNI QQLYNME
Frame+3 T S Q Yy wc Cc Q T * * G MS S K I NF I T WN
TRE3-C

TGGTACCAAGT TTCCAATTGCCAGTAGTATTAGAAAATAAT GGAACAATTAAAATTATTACTATGGAACT
Frame+l G T K F P I A S S I R K * WNN®* NY Y Y GT
Frame +2 vV PSF QL PV VL ENNGTI K1 I T ME
Frame+3 W'Y Q V S NC Q * vy * K1 ME QL KL L L WN
TRE5-A.1

TCAAAAGGT AGATAAAAAT CTACCCCAAATAAAACTATAAAGAAAAACACAATAAGAATAGGTGTTTGGA
Frame+l Q K VvV D K N L P QI K L * R K T Q * E * V F G
Frame +2 K R* | KI Y P K* NY KEIKHNIKNIRTC L
Frame+3 S K G R * K S T P N K T I K K N T I R I G V W
TRE5-B

ATACTTCCATCTGTCTCATTTGITTAAAAAAAAAA| 90 bp | AAAAAAAAATGATAAAAATAATGACC
Frame+1 | L P S V S F V * K K K| 30aa|] K K N D K N N D L
Frame+2 Y F H L S H L F K K K K 30a|] K K M I K I M T
Frame +3 T S 1 CL I CL KKK |] 3aal|]K K K * * K * * P

Abb. 24. ORF-Ubergdnge bei den TRE-Elementen. In Rot hervorgehoben sind jeweils die
Peptidsequenzen von ORF1 und ORF2. In Blau hervorgehoben beim Element TRE3-A ein Poly-
morphismus, der das Startcodon von ORF2 betrifft.
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Von den zwei abzuleitenden Proteinprodukten ist letzteres deutlich dem fir Retroelemente — Retro-
transposons und Retroviren — typischen Polyprotein homolog. In der Auftragung des Konser-
vierungsgrads der aignierten Polyproteine dler vollsténdig bekannten TRES zachnen sich drel
funktionelle Doménen ab (Abb. 25): Eine Endonuklease-Doméne vom Typ der apurinisch/apyrimidi-
nischen Endonukleasen, die Doméne der reversen Transkriptase (RT) und ein CCHC-Motiv, das
vermutlich an der DNA-Bindung beteiligt ist. Diese Zuweisung wird duch Sequenzéhnlichkeit zu
verschiedenen Retroelementen unterstiBizA$TP).

Abb. 25. Lokaler Konservierungsgrad im Alignment der Polyproteine (ORF2) aller vollstandig
bekannten TRE-Elemente. Methoden zur Bemessung des lokalen Konservierungsgrads (Ab-
schnitt 2.6.3 ab S. 29): schwarz — Methode der relativen Identitdt, rot — Entropie-Methode, blau
- Matrix-Methode. Die Lage der funkfionellen Domdnen ist durch farbliche Unterlegung
gekennzeichnet: grin — AP-Endonuklease, gelb - reverse Transkriptase, violett — CCHC-Motiv
mit aminoterminaler Nachbarschaft.

Das Polyprotein und spezell die RT-Doméne @gnen sich als phylogenetische Indikatoren (EickBusH
1992). Da sich die Polyproteine der TREs in ihrer Gesamtlange gut alignieren lassen, wurde dieses
Alignment unter Auschluss zweifelhaft alignierter und Gap-reicher Bereiche (ca 15 % im carboxy-
terminalen Abschnitt) zum Beredhnen eines phylogenetischen Baums herangezogen (Abb. 26). Da
zwel der TRE-Elemente und deren Polyproteine unvollstandig bekannt sind (TRE3-D und TRE5-C),
wurde in einem ersten Schritt die Gesamttopologie unter Ausschluss der unvollstandigen Elemente
berechnet. In einem zweiten Schritt wurden Alignmentsegmente dler Elemente entsprechend der
Lange der unvollsténdigen Elemente herangezogen, um die Verzweigungspunkte der verbleibenden
Elemente zu ermitteln und in den Baum einzufugen.

Bemerkenswert ist, dass sch in der Rethe von TRE3-Elementen Uber TRE5S-B und -C hin zum
Element TRE5-A ene ausgeprégte Modulstruktur entwickelt hat (Abb. 27B, vgl. auch phylo-
genetische Analyse in Abb. 26). Es wurde bereits durch zuriickliegende Untersuchungen gezagt, dass
das Transposon TRE5-A am 5-Ende e@ne darakteristische Tandemwiederholung einer 202bp
langen Sequenz, das genannte A-Modul, besitzt (MARSCHALEK ET AL. 199A). Auch das neu
aufgefundene Element TRES-B zagt diese modulare Struktur des 5-UTR mit einer 84-%-igen
Konservierung seiner 198bp langen Modulsequenz im Vergleich zum TRE5-A. Einzene Trans-
posonkopien von TRE5-B weisen Sequenzabweichungen in der Modulstruktur auf, und de Abwei-
chungen sind dabei in jewells allen Wiederholungseinheiten strikt gleich. Zwel unabhangige Félle mit
einer Consensus-Ubereinstimmung von 96,5nd 99,%% und jeweils zwei bis drei exakten
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L1Hs
TRES-A
0.92
TRES-B

0% TRE3-A

0.99
TRE3-B
0.79
TRE3-C
0.10 1.00
TRE3-D

Abb. 26. Phylogenetischer Baum auf Basis des Polyproteins (ORF2) aller TRE-Elemente. Als
Wurzel wurde ORF2 vom LINE1-Element des Menschen herangezogen (,L1Hs", Acc.No.
AABS59368). Die Astldngen im Baum korrelieren mit der Jukes-Cantor-Distanz (MaBstab unten
links). Die Werte an den Knoten geben die relative Bootstrap-Unterstitzung aus 1000
Ziehungen wieder.

A) — gag L EN  RT IN IR A,
|4

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

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

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

Abb. 27. Struktur der TRE-Elemente. A) Grundbauplan eines TRE-Elements, der ganz dem
Ublichen Aufbau eines non-LTR-Transposons folgt B) Zugewinn modularer Strukturelemente in
der Reihe der Elemente TRE3 - TRES-B/-C - TRES-A.

Wiederholungen konnten identifiziert werden.

3.5.3 Unklassifizierte, unautonome Transposons: Die thug-Familie

Die neu aufgefundenen Transposonspezes thug-S und thug-T lassen sich aufgrund ihrer @nlichen
ITR-Sequenz zu einer gemeinsamen Familie grupperen. Da viele Transposonkopien der Familie mit
Rearangements der Zielsequenz asziiert sind, habe ich die Familie ,thug‘ (engl. fur ,Schléger”)
genanrt. Die spezfizierenden Buchstaben ,,S* (fir engl. ,,shortened”) und , T* sollen deutlich maden,
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dass es sich nicht um autonome Transposonspezies handelt.

Die Elemente enthalten kaum codierendes Potenzial; beim Element thug-S ist im Minusgrang der
2192bp langen Consensussequenz @n ORF vorhanden, der einer Proteinsequenz von 178aal.énge
entspricht. Es konnte sich um ein Genfragment handeln, jedoch lasg sich an der trandatierten
Sequenz mit BLASTP oder TBLASTN keine Sequenzadhnlichkeit zu irgendeinem beschriebenen
Polypeptid erkennen. Die ITRs snd das wesentliche Kriterium, die thug-Elemente eéner gemeinsamen
Familie auzuordner. Sie haben eine Lange von 18 bp (thug-S) und 8bp (thug-T) lauten distal auf die
konservierte Sequenz TGT...ACA. Die Sequenz stellt eine Verbindung zu den LTR-Retrotrans-
posons her. Gleiches gilt fur die TSD-Lange von 4 bis 5bp, die beim thugT ermittelt wurde
(Abschnitt3.3.1.1ab S.38).

3.5.4 Die DNA-Transposons Tdd4 und Tdd-5

Das Element Tdd-4 wurde bereits in der Einleitung als das erste beschriebene DNA-Transposon aus
D. discoideum genanrt. Ein reu aufgefundenes Element mit starker Ahnlichkeit auf den Ebenen von
Organisation und abgeleiteter Proteinsequenz (s. unten) wurde Tdd-5 genannt, um es namentlich dem
Tdd-4 zur Seite a1 stellen. Wiein der Einleitung (Abschnitt 1.4.2 ab S. 14) ausgefihrt, ist das Benen-
nungsschema Tdd-X nur noch fir die DNA-Transposons Tdd-4 und Tdd-5 im aktiven Gebrauch.
Und ich schlage vor, das Schema nur noch fir die Elemente dieser Familie zu verwenden.
Tdd-4 hat eine relativ komplizierte Genstruktur mit sechs Introns (WEeLLs 1999. Ich postuliere die
Genstruktur des neu identifizierten Tdd-5 auf Grundlage awveier unabhangiger in-silico-Methoden
(Abb. 28).

A. Das Genanalyseprogramm GENEID sagt ein einziges Gen mit 4 Introns vorher, aus dem sich ein
Polypeptid von ca 600aalange ewarten lasg. Eine Vorhersage fur das Startcodon fehit (nicht
dargestellt).

B. Ein paarweiser Sequenzvergleich zwischen Tdd-5 und Tdd-4 unter Verwendung von
TBLASTX bestétigt das durch GenelD vorhergesagte Gen in weiten Teilen. Die esten vier Exons
werden in weitgehend Ubereinstimmenden Regionen vorgeschlagen. Nur fur die linke Grenze des
ersten Exons, die recite Grenze des dritten Exons und den carboxyterminalen Genbereich
bestehen Unterschiede. Am 3'-Ende ist die Sensitivitét der Genanalyse durch TBLASTX-Vergleich
schwadh und mdglicherweise luckenhaft, well die Proteinsequenzahnlichkeit zwischen Tdd-5 und
Tdd-4 dort sehr niedrig ist.

Ich habe versucht, aus den teilweise voneinander abweichenden Vorhersagen unter Zuhilfenahme der
ausgepragten Proteinsequenzéhnlichkeit zwischen Tdd-5 und Tdd-4 eine bestmégliche Gesamt-
vorhersage abzuleiten (Abb. 28 unten). Zu den Diskrepanzen zwischen den beiden Vorher-
sageagebnisen muss bemerkt werden, dass das Genanalyseprogramm GeNelD zwar eigens fur die
Gensuche in D. discoideum trainiert wurde, dassjedoch andererseits bekanrt ist, dass Transposons
im Vergleich zu ,normalen* Wirtsgenen eine verzerrte Codon-Nutzung zeigen (MRAZEK & KARLIN
1999, so dassGenvorhersagen fUr Transposons sérker fehlerbehaftet sind as bel anderen Genen. Im
Zweifelsfall sollte daher der Methode des TBLASTX-Vergleichs der Vorzug gegeben werden, sofern
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konsistente Splice-Signale an den Randern der Inseln von Sequenzéhnlichkeit identifiziert werden
konren. Ich schlage ane Genstruktur mit vier Introns vor, die sich exakt an homologen Positionen
Zu den ersten vier Introns des Tdd-4 befinden (WeLLs 1999, wahrend de Intronflanken kanonische
Splice-Signale besitzen. Fir das finfte und sedhste Intron von Tdd-4 konnte keine Entsprechung
beim Tdd-5 gefunden werden — insgesamt sinkt die Proteinsequenzéhnlichkeit zwischen Tdd-5 und
Tdd-4 im carboxyterminalen Bereich auf niedrige Werte & (mittlere Zeile in Abb. 28, Abb. 29). Die
postulierte Transposasequenz von Tdé hat eine Lange von 7@

TBLASTX Tdd-4 (| -.n.h 1 - . -- | s

integratives i
Genmodell
H gA & ES B ED

Abb. 28. Genstrukturanalyse fir die Nukleotidsequenz des Transposons Tdd-5. Das skalierte
Grafikfeld reprasentiert in horizontaler Ausrichtung die Sequenz von Tdd-5 in gesamter Lange.
Die Vorhersagen und ein integratives Genmodell sind darin zeilenweise angeordnet, Kasten
markieren postulierte CDS. Die Farbe jedes Kastens gibt die absolute Leserasterposition der
vorhergesagten CDS in Bezug auf die Basenposition 1 wieder. Die Hohe der Kasten in den
Leilen ,,GeENEID" und ,,TBLASTX_Tdd-4" korreliert mit log(Score) des zugrunde liegenden Vorher-
sageergebnisses.

T T
£ 3830

Aus dem Alignment der Peptidsequenzen der Transposasen von Tdd-4 und Tdd-5 geht durch Analyse
des lokalen Konservierungsgrads deutlich die Doméanenstruktur des Proteins hervor (Abb. 29). Zwe
konservierte Regionen konnen aufgrund von Sequenzéhnlichkeit charakteristischen funktionellen
Doméanen zugeordnet werden. Zunadst liegt aminoterminal ein HHCC-Motiv, das dem der
Integrase-Doméne von diversen Retroelement-Pol-Proteinen @hnlich ist, besonders dem des Woot-
Retrotransposons aus Tribolium castaneum und dem des LTR-Retrotransposons skipper aus D.
discoideum. Interessanterweise schliefdt sich carboxyterminal ein konservierter Sequenzbereich an,
der keine Sequenzdhnlichkeit zu anderen verwandten Proteinen zegt. Es ist moglich, dass dieser
konservierten Region eine Rolle bei der familienspezfischen Vermittlung der Substraterkennung, d.h.
DNA-Bindung zukommt.

Weiter proximal befindet sich eine ausgedehrte konservierte Proteinregion, die deutliche Sequenz-
ahnlichkeit zum DD35E-M otiv verschiedener Retroelement-Integrasen zegt. Durch diese Sequenz-
ahnlichkeiten wird die phylogenetische Briickenstellung der Elemente Tdd-4 und Tdd-5 zwischen den
Integrasen der Retrotransposons einerseits und den Transposasen der DNA-Transposons andererseits
eindringlich belegt (vgl. Doak ET AL. 1999. Wie beéim HHCC-Motiv setzt sich auch beim DD35E-
Motiv carboxyterminal die Sequenzkonservierung fort, ohne dass die asitzliche Region ene
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Abb. 29. Lokaler Konservierungsgrad im kompletten Alignment der Transposasen von Tdd-4
und Tdd-5. Zur Bemessung des lokalen Konservierungsgrads wurde die Entropie-Methode
herangezogen (Abschnitt 2.6.3 ab S.29). Hervorgehobene Regionen: blau — HHCC-Motiv,
grin — DD35E-Motiv, gelb — prolinreiche Domdne. Rote Balken geben die Positionen der
Introns im Transposasegen des Elements Tdd-5 wieder.

Sequenzahnlichkeit zu verwandten Proteinen aufweist. Auch hier kann ohne experimentelle Befunde
vorerst nur vermutet werden, dass die Region eine familienspezifische Funktion vermittelt.
Carboxyterminal ist die Sequenzéhnlichkeit zwischen den Transposasen von Tdd-4 und Tdd-5 sehr
gering. Trotzdem ist diese Region beim Tdd-5 wie beim Tdd-4 sehr prolinreich, dhnlich wie die
Integrase-Nadberschaft bei einzednen Viren (WeLLs 1999). Eine differenzierte Funktion kann dieser
»prolinreichen Doméne* gegenwartig nicht zugeschrieben werden. Ein SPXX-Motiv, das in der
Transposase von Tdd-4 carboxyterminal in Tandemwiederholungen auftritt (WEeLLs 1999, wird beim
Tdd-5 nicht gefunden. Es existiert auch nicht in den verschiedenen Sinnstrang-Translationen der
Nukleotidsequenz stromabwaérts des postulierten Stopcodons — fir den Fall, dassdie Vorhersage des
Stopcodons beim Tdd-5 nicht zutréfe. Demnadh I&sg sich dem SPXX-Motiv der Transposase von
Tdd-4 keine wesentliche funktionelle Bedeutung zuschreiben. Die Léngen der Consensussequenzen
von Tdd4 und Tdd5 unterscheiden sich rur um ca 50bp (1,3%), und daher scheint es
unwahrscheinlich, dass die von mir abgeleitete Sequenz des dmdlistandig ist.

Das Element Tdd-4 ist sicherlich das Transposon mit der htchsten aktuellen Transpositionsaktivitét
in D. discoideum. Dieser Befund wird bereits gestiitzt durch die Tatsadhe, dass die Entdedung
(WELLS 1999 auf ein zufélli ges Transpositionsereignis bei einem Transfektionsexperiment zurtickgeht.
Weiterhin habe ich von den 20 berichteten Flanken von Tdd-4 in D. discoideum AX4 (WELLS 1999
nur eine anzige (5%) in den 20 wabhingigen Fanken aus unseren Schrotschusssequenzen
wiedergefunden, wahrend de Wiederauffindungsrate bei einer geschéatzten Zahl von 80 Enden (vgl.
Tab. 43 auf S. 74) etwa 25 % betragen sollte. Und drittens habe ich im Verlauf der Assemblierung
genomischer Sequenz von D. discoideum immer wieder Abschnitte beobadtet, die in jewells zwel
Varianten auftauchen, die sich rur durch Vorhandensein oder Fehlen einer Tdd-4-Insertion vonein-
ander unterscheiden. Eine Locus-Duplikation mit Disruption der einen Locus-Kopie durch
Transposoninsertion erscheint in den meisten Fallen unwahrscheinlich, weil die Tdd-4-Variante immer
nur durch einen einzigen Schrotschusklon reprasentiert wird. Ein gutes Beispidl fur dieses Phdnomen
der ,flichtigen“ Tdd-4-Kopien ist der genomische Locus des Gens V4b. Es wurden zwel unab-
héangige Tdd-4-Insertionen gefunden, die jeweils nur durch einen einzigen Schrotschussklion
représentiert sind (Abb. 30 oben). Der Locus des eng sequenzverwandten V4a-Gens tragt
interessanterweise @ne permanente Insertion des Transposons Tdd-5 (Abb. 30 unten). So scheinen
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beide V4-Genorte an attraktives Sprungziel gerade fur diese Transposonfamilie a1 sein. Die Existenz
eines dritten V4-Locus wird weder durch die Sequenzen des Genomprojekts noch durch die
molekulargenetische Analyse anderer Autoren untersttBHERSON& SINGLETON 1993).

Tdd-4

o Il

Abb. 30. Genomische Loci der V4-Gene. oben: V4b (Acc.No. X15380 und flankierende
Sequenzen aus dem Assembly des laufenden Genomprojekis), unten: V4a (Acc.No. X15381
und flankierende Sequenzen aus dem Assembly des laufenden Genomprojekts). Graue
Strahlen verbinden Regionen mit Sequenzdhnlichkeit zwischen den beiden Loci. Transposon-
insertionen sind rot hervorgehoben: Ein Kasten im V4a-Locus symbolisiert eine stabile Kopie,
Pfeilmarkierungen am V4b-Locus markieren unabhd&ngige, jeweils einmalig durch Schrot-
schusssequenzen reprdsentierte Insertionen.

3.5.5 Neuartige DNA-Transposons. Die DDT-Familie

Drel neu aufgefundene repetitive Elemente ais dem Genom von D. discoideum bilden eine
Verwandtschaftsgruppe. Sie haben einen invertierten terminalen Repea (ITR) gemeinsam, dessen
aul3erster Bereich die streng konservierte Sequenz CACAGC...GCTGTG aufweist und der noch Uber
weitere ca 50 bp eine signifikante kreuzweise Sequenzéhnlichkeit zegt (Abb. 31). Diese gemeinsame
strukturelle Eigenschaft deutet bereits darauf hin, dasses sch um eine Familie von DNA-Transposons
handelt. Zwel vermutlich autonome Elemente von 5,2 und 55 kbp Lénge haben jeweils eine
ausgepragte dierende Kapaaztét, die durch Vergleich der trandatierten Sequenz hervortritt (s.
unten). Ein drittes Element ist gegenliber den anderen stark verkirzt, mit einer Gesamtlange von rur
758bp. Es enthélt offenbar keine adierenden Regionen, und demnad ist es kaum ein autonomes
Element. Ich gebe der Familie den Namen ,, Dictyostelium DNA-Transposons® (DDT). Die @nzenen
Elemente werdeBDDT-A, DDT-B undDDT-S (,S* fur shortenefigenannt.

BB$'§ ITR b= TRR — H TRR m

Genl Gen 2

DDT-S ITR TRR ITR !

Abb. 31. Struktur der Transposons aus der DDT-Familie. Zur Entwicklung der Genmodelle s. Text
und Abb. 34. AbkUrzungen: ITR - invertierter terminaler Repeat, TRR - Tandem-Repeat-Region.

56



K. Szafranski Die Transposons im Genom von Dictyostelium discoideum

Die Herkunft des DDT-S-Elements und seine Bezehung zu den vermeintlich autonomen Elementen
DDT-A und DDT-B ist wegen der kaum verflgbaren Vergleichskriterien schwierig. Die Orientierung
des DDT-Sist aufgrund der fehlenden codierenden Kapaaztét frel wahlbar bzw. augenscheinlich unbe-
stimmbar. Um eine Kléarung in dieser Frage au finden, wurde an phylogenetischer Baum fur die ITRs
dler drei DDT-Elemente berechnet (Abb. 32). Es fallt auf, dassder linke ITR des DDT-A sehr eng
mit dem rediten ITR des DDT-S gruppert. Gemessen an der Kirze der untersuchten Sequenz-
regionen ist die Bootstrap-Unterstiitzung gu. Ein weiteres diagnostisches Merkmal liegt in Tandem-
Reped-Regionen, die bei allen drei DDT-Elementen proximal benachbart zu den ITRs zu finden sind.
Das Vertellungsmuster der Repeas und de Lange der repetitiven Einheiten sind jeweils fir die
Elemente dharakteristisch (Abb. 33). Trotzdem lasg sich eine sehr starke Ahnlichkeit des Musters
von DDT-S mit dem von DDT-A nicht verleugnen. Insgesamt sprechen die Befunde uni sono dafr,
dass sich DDT-S von DDT-A oder einem DDT-A-nahen Element durch Deletion ableitet. Die
Strukturen von ITRs und Tandem-Repea-Regionen werden kongruent, wenn die vorab
veroffentlichte Sequenz von DDT-S (Acc.No. AF298203 invertiert wird. Wahrscheinlich ist auch,
dassDDT-S durch Translationsprodukte v&yDT-A passiv mobilisiert wird.

DDT-A.LITR 0.10
DDT-S.RITR 0.86

DDT-A.RITR

DDT-B.RITR

DDT-S.LITR

DDT-B.LITR

Abb. 32. Phylogenetischer Baum fUr die [TRs aller drei DDT-Elemente, berechnet mit den
Programmen DNADIST / NEIGHBOR aus dem PHYLIP-Paket. Spezielle Abkirzungen: LITR = linker ITR,
RITR = rechter [TR. Beim Element DDT-S beziehen sich die Bezeichnungen ,links" und ,rechts"
auf die unter Acc.No. AF298203 verdffentlichte Sequenz. Die Astldngen im Baum korrelieren
mit der Jukes-Cantor-Distanz (MaBstab oben rechts). Die Werte an den Knoten geben die
relative Boofstrap-Unterstitzung aus 100 Ziehungen wieder.
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Abb. 33. Karte der Tandem-Repeats bei den DDT-Elementen, welche die Nachbarschaft der
ITRs bilden. Eine Region wird als repetitiv gewertet, wenn in einem Fenster von =25 bp eine
Basenkorrelation von mindestens 85 % besteht. Negative Positionsangaben beziehen sich auf
das Sequenzende. Die Sequenz von DDT-§ wurde gegenUber der verdffentlichten Referenz
(Acc.No. AF298203) invertiert, um die Ahnlichkeiten zwischen DDT-S und DDT-A aufzuzeigen
(vgl. Text).

Auf der Suche nach dem Gengehalt der DDT-Elemente wurde e@ne sorgfaltige Analyse von Gen-
strukturen der Transposonspezes DDT-A und DDT-B vorgenommen. Dabei wurden drei unab-
hangige Methoden verfolghAbb. 34):

A. Das Genanalyseprogramm GeNEID sagt zwei separate Gene vorher: Ein sehr langes, intronloses,
das ein Polypeptid von ca 800aalange ewarten |1&sd. Ein zweites kirzeres mit drel Introns, das
zu einem Polypeptid von ca. 3@@Lange korreliert.

B. Ein paaweiser Sequenzvergleich zwischen DDT-A und DDT-B unter Verwendung von TBLASTX
bestétigt das erste durch GenelD vorhergesagte Gen wollauf. Im Falle des zweiten Gens liefert
TBLASTX jedoch rur fur die esten drei putativen Exons Treffer gering oberhalb des Rauschens,
und die Exongrenzen variieren zwischen den beiden Vorhersagen erheblich.

C. Durch RT-PCR konnte en Transkript fur das zweite vorhergesagte Gen amplifiziert werden
(Abb. 35 und Abb. 34 unten). Der linke Primer liegt mit einem Abstand von 23 bp stromaufwaérts
des Startcodons, der redhte Primer liegt proximal des putativen Stopcodons. Es konrten aso die
linke Gengrenze und de Intronpositionen und -grenzen unzweifelhaft bestimmt werden, die redite
Gengrenze bleibt jedoch durch den PCR-Befund unbestimmt. Es konrnte kein Produkt fur die
Verbindung zwischen Gen 1 und Gen 2 erhalten werden. Uberhaupt war es nicht mdglich, ein
Transkript fur Gerl zu amplifizieren.

Anhand der Sequenzéahnlichkeit lassen sich die Ergebnisse der Genanalyse fir DDT-A weitgehend auf
DDT-B Ubertragen. Danadh codiert Gen 1 jeweils fur ein Polypeptid von 839 wnd 815aal ange (in
der Reihenfolge DDT-A, DDT-B). Die Startcodons snd dabei untereinander konserviert, das
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GenelD -
TELASTX DDT-B » BofiEE i ¢ i alll = 5
PCR-Primerkomb 3 5
- 2 ————=< 4‘| 3 9
—<
— 6
7
cDNA

Abb. 34. Genanalyse fir die Nukleotidsequenz des Transposons DDT-A. Das skalierte Grafikfeld
reprdsentiert in horizontaler Ausrichtung die Sequenz von DDT-A in gesamter Ldnge. Die
Vorhersagen sind darin zeilenweise angeordnet, Kasten markieren postulierte CDS. Die Farbe
jedes Kastens gibt die absolute Leserasterposition der vorhergesagten CDS in Bezug auf die
Basenposition 1 wieder. Die Hohe der Kasten in den Zeilen ,GenelD" und ,,TBLASTX_DDT-B"
korreliert mit log(Score) des zugrunde liegenden Vorhersageergebnisses. Linien Uber den
Kasten zeigen eine Gruppierung von Exons zu einem Gen an.

Abb. 35. PCR-Experimente zur Etablierung eines Genmodells fir das Transposon DDT-A. Mit
insgesamt 9 Primerpaaren wurden PCR-Reaktionen von gDNA und cDNA durchgefUhrt.
Zahlen bezeichnen die Doppelbahnen fir Produkte von gDNA (links) und cDNA (rechts) mit
den Primerkombinationen 1 bis 9. Die Sequenzintervalle der verwendeten Primerpaare auf
der Consensussequenz von DDT-A sind in Abb. 34 eingezeichnet: 1 — DDT-A.2200/DDT-A.3429R,
2 — DDT-A.981/DDT-A.1671, 3 — DDT-A.812/DDT-A.1671R, 4 — DDT-A.2220/DDT-A.3660R, 5§ —
DDT-A.2220 /DDT-A.4584R, 6 — DDT-A.3790/DDT-A.4584, 7 — DDT-A.3591/DDT-A.4584R, 8 -
DDT-A.3790/ DDT-A.4672R, 9 — DDT-A.3790/DDT-A.4876R. ,C" bezeichnet die Doppelbahn fir
Produkte der PCR-Positivkontrolle.

Stopcodon liegt beim DDT-A vier Codons hinter dem alignierten Genende von DDT-B. Gen 2
codiert jeweils fur ein Polypeptid von 269 wnd 256aalange (in der Reihenfolge DDT-A, DDT-B).
Startcodon und beide Intronpositionen stimmen zwischen den Transposons Uberein, die Carboxy-
termini lasen sich ncht zweifelsfrei alignieren, haben aber anndhernd deiche Langen. Die
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Sequenzéhnlichkelt der Polypeptide ist deutlich erkennbear: 52 % Identitét fur Polypeptid 1, 33 % fur
Polypeptid2.

Der lokale Konservierungsgrad, ermittelt aus dem Alignment von Protein 1 der Transposons
DDT-A und DDT-B (Abb. 36), ist sehr viel unschérfer verteilt als in den vorangegangenen
Anwendungsféllen (Abb. 25 auf S. 51, Abb. 29 auf S. 55). Es findet sich ein scharfer Doppelpesk um
Alignmentposition 410 und ausgedehntere Bereiche mit hoher Konservierung um die Positionen 500
560, 640 und 740.

a
18
-8.2
=-8.4
-8.6
-8.8
-1 0

-1,2 =2

[T T T T T T T T T[T T T T T T T T T [T T T T T T T T T [T T T T T T T T T [T T T T T T T T T[T T T T T T T T T[T T T T T T T T T[T T T T T T T T T[T 1T
a 188 288 3808 4688 i) 53] 788 fila L]

Abb. 36. Lokaler Konservierungsgrad im Alignment von Protein 1 der Transposons DDT-A und
DDT-B. Methoden zur Bemessung des lokalen Konservierungsgrads (Abschnitt 2.6.3 ab S. 29):
schwarz — Entropie-Methode, rot — Matrix-Methode. Hervorhebung der Domdnenstruktur: blau
— Zinkfinger-dhnliche Domadne.

Ungewdhnlicherweise ist durch BLASTP-Suchen mit den Proteinsequenzen dieser Transposongruppe
keine Sequenzahnlichkeit zu irgendeinem zuvor beschriebenen transposablen Element — auch
nicht zu irgendeinem zuvor beschriebenen Protein — nachweisbar. Eine BLASTP-Suche gegen ProDoM
liefert Treffer im Bereich der Signifikanzgrenze, die nicht mit dem Profil der Konservierung zwischen
den Elementen DDT-A und DDT-B zusammenfallen. Abfragen gegen Proteinmotivdefinitionen aus
den Datenbanken ProsiTE und Pram, basierend auf Hidden-Markov-Modellen, weisen auf eine
Zinkfinger-ahnliche Doméne im aminoterminalen Bereich von Protein 1 hin. Als Abwandlung des
Grundmotivs CX,.4CX19HX3.sH (ProsiTE PS0028 und PSH0157 findet sich hier eine konservierte
Sequenz der Formel CX,CX1,HX3HX3CX,C. Eine Ahnlichkeit besteht auch zum sogenannten , RING
finger“-Motiv (PFam PF00097).

3.6 Zielpraferenzen bei der Transposoninsertion

3.6.1 Spezifische Insertion in tRNA-Genflanken

Alle Transposons der TRE-Familie zeigen eine strikte Zielortspeafitét bei ihrer Insertion (WINCKLER
1999. Um diese Spezfitét néher zu untersuchen, habe ich die Absténde avischen dem 5'-Ende von
TRE-Insertionen und Promotormotiven der benachbarten tRNA-Gene ausgewertet. tRNA-Gene
enthalten sogenannte A-Box- und B-Box-Motive als esentielle Bestandteile ihres internen Pollll-
Promotors. Zusétzlich kann auch 3’ ein zweites B-Box-Motiv auftauchen (,,exB-Box", MARSCHALEK
& DINGERMANN 1997). 5-verkirzte Elementkopien, die bel non-LTR-Retrotransposons héufig durch
vorzdtigen Abbruch der reversen Transkription zustande kommen, wurden gleichermal3en ausge-
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wertet, da der Insertionsort schon zu Beginn der reversen Transkription endguitig determiniert ist.
Die Suche nach den Promotormotiven wurde mit Positional-Weight-Matrizen durchgefihrt, die an
veroffentlichten tRNA-Gensequenzen trainiert wurden. Die Ergebnisse sind in Tab. 37 zusammen-

gefesd.

Tab. 37. Stichprobenanalysen der Abstdnde zwischen TRE3-Elementen und den Promotor-
motiven der benachbarten tRNA-Gene. Ak maBgebliche Positionen gelten jeweils die ersten
Positionen von Ubereinstimmung mit der TRE-Consensussequenz und der Promotormotive
(Consensus: A-Box TRNYNNRRN;-,GG, B-Box und exB-Box RGGTTANNCCY). AbkUrzungen: - = das
Motiv ist nicht vorhanden/nachweibar, ¢ = Die verfiugbare Sequenz reicht nicht aus, um das
Motiv zu identifizieren. Fett hervorgehoben st der Abstand zu dem Motiv, das mutmaBlich die

Insertion dirigiert hat.

Transposon tRNA-Gen

TRE3-A Arg (UCU)
TRE3-A Ser (UGA)
TRE3-A Ala(AGC)
TRE3-A Thr (AGU)
TRE3-A Vva (AAC)
TRE3-A Asp (GUC)
TRE3-A Ser (UGA)
TRE3-A Cys(ACA)
TRE3-A Arg (ACG)
TRE3-A va (UAC)
TRE3-A Va (UAC)
TRE3-A Arg (ACG)
TRE3-A Glu (UUC)
TRE3-A Tyr (GUA)
TRE3-A Met (CAU)
TRE3-A lle (AAU)

TRE3-A Thr (AGU)
TRE3-A Lys (UUU)
TRE3-A Thr (UGU)
TRE3-A Glu (UUC)
TRE3-A Leu (CAA)
TRE3-A Asn (GUU)
TRE3-A Leu (UAA)
TRE3-B Thr (AGU)
TRE3-B Vva (AAC)
TRE3-B Gly (GCC)
TRE3-B lle (AAU)

TRE3-B Phe (GAA)
TRE3-B Vva (AAC)
TRE3-B Met (CAU)
TRE3-B GIn (UUG)
TRE3-B Lys (UUUV)

Distanz [bp] gegeniber:

A-Box B-Box exB-Box
? 72 -
130 76 26
134 91 41
136 94 49
142 98 48
144 102 50
159 107 -
- 108 =
155 111 57
174 114 -
160 116 =
161 117 61
162 120 68
176 123 75
? 124 74
168 125 70
176 134 84
181 138 85
203 141 -
187 145 96
201 148 93
201 157 105
? 174 120
94 52 -
99 53 =
113 72 20
117 74 20
? 79 29
131 87 33
135 92 37
136 93 42
150 107 36

Beleg, Referenz

JAX4a77f03
JAX4b24d09
X53444
JAX4a35h11
M24053
JAX4a56¢10
JAX4292d10
AF133115

X 59561
AF133116

X 03499
JAX4a134e01
M 24566
X53447

K 02645
U46204
JAX4a69b10
X59577

JAX 4320608
M 24567
JAX4a135d05
X53443
JAX4a186a09
JAX4a88h08
AF067199, JAX 43135001
JAX4a63a02
JAX4a143g01
U46205
AF067200
JC1a236906
JAX4d01d09
JAX4ad2b03

61



K. Szafranski Die Transposons im Genom von Dictyostelium discoideum

Transposon tRNA-Gen Distanz [bp] gegeniiber:  Beleg, Referenz
A-Box B-Box exB-Box
TRE3-B Gly (GCC) 153 112 60 JAX4all7alO
TRE3-B Arg (UCU) 159 116 68 X59563
TRES3-C Asp (GUC) 111 69 - JAX4b19c10
TRES3-C Asp (GUC) 118 76 - JAX4b23h11
TRE3-C Asp (GUC) 127 85 - JAX4al37h06
TRES3-C Lys (UUU) 147 104 49 X59576
TRES3-C Pro (UGG) 146 105 48 JAX4b13e08
TRES3-C lle(AAU) 149 106 52 JAX4d10a02
TRE3-C Met(CAU) 151 109 58 JAX4al6a06
TRES3-C GIn (UUG) 153 110 - JC2al103e07
TRES3-C Pro (UGG) 169 128 - JAX4bl1la07
TRES3-C Cys (GCA) 178 136 - JAX4b07h04
TRES3-C Thr (AGU) 188 146 98 JAX4al21b08

3.6.2 Allgemeine Verschachtelung von Transposons

Neben der funktionell begriindeten Insertionsortspezfifét der vorangenannten Transposons wurde in
dieser Arbeit auch fir unspezfisch inserierende Transposons eine Konzentrierung in Clustern
beobadtet. Das geht hervor aus der Sequenzanalyse der Transposonflanken. Fir Transposon-
individuen kannin durchschnittlich 67 % der Félle in der flankierenden Sequenz en beliebiges anderes
Transposon identifiziert werden (Tab. 38). Einerseits zeigt die Transposonasziation innerhalb einer
Transposonfamilie a@ne gleichbleibende Rate, zueinander sind de Asziationsraten der Transposon-
familien jedoch ungleich: Tdd-4 und Tdd-5 sind jewells zu ca 50 % in andere Transposons inseriert,
fur die Mitglieder der DDT-Familie liegt diese Rate bei ca%®0

Gegen die Hypothese, dass die Transposoninsertionen unterliegen der Freiheit, an jeder beliebigen
Stelle des Genoms gleichermal3en stattfinden zu kénnen, spricht die beobadtete Transposonballung
statistisch hoch signifikant: p << 1-10%° unter Anwendung des zentralen Grenzwertsatzes. Fort-
fihrend lasd sich der Antell des Genoms, der frel von Transposonsequenzen ist, der aber die
Insertion von Transposons unter neutraler Auswirkung auf die Vitalitdt des Wirts erlaubt, berechren:
Die vorhandenen Transposonsequenzen macden ca 10 % der chromosomalen Sequenz aus, und etwa
halb so groR3ist die ausétzlich verfligbare potenzielle ,,Landeflache” flr Transposoninsertionen (33 %
gegeniber 66 %, s. Summenzele in Tab. 38), also 5% der chromosomalen Sequenz. Aus den
Ergebnisen der Assmblierung von Chromosom 2 (Abschnitt 3.1.1 ab S. 31) kann als Vergleich die
Gendichte im Genom ermittelt werden: Gene enschlieflich Introns maden 72% der nicht-
repetitiven Sequenz von Chromosom 2 aus. Introns snd bei D. discoideum relativ kurz
(durchschnittlich 177 bp), daher kommen sie ds neutrale Insertionsorte fur Transposons nicht in
Frage. Da in intergenischer Sequenz, die 25% des Genoms ausmadt, nur halb so viele
Transposoninsertionen stattgefunden haben wie im repetitiven Antell des Genoms (10 %), kann
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Tab. 38. Verteilung der Transposoninsertionsorte auf bestehende Transposonloci und anonyme
genomische Sequenz. Die Zusammenstellung enthalt alle identifizierten Transposonspezies, fur
die keine ausgesprochene Insertionsortspezifitdt nachgewiesen werden kann.

I nsertionsziel

analysierte Transposon anonym
Transposon Enden N % N %
DIRS1 15 13 87 2 13
skipper 10 9 90 1 10
DCLT-A 4 4 100 0 0
Tdd-4 20 10 50 10 50
Tdd-5 16 7 44 9 56
DDT-A 24 20 83 4 17
DDT-B 29 26 90 3 10
DDT-S 21 18 86 3 14
thugS 14 3 21 11 79
thugT 17 4 24 13 76
Summe 170 114 67 56 33

geschlossen werden, dass die intergenische Sequenz Uberwiegend (rechnerisch 80 %) funktionell
relevant ist.

3.7 Assemblierung von Transposonkopien aus Schrotschusssequenzen

3.7.1 Relevante Parameter

Zwei wesentliche Parameter, die in Hinblick auf die Assemblierbarkeit von Transposonindividuen eine
Rolle spielen, sind die Dichte von Polymorphismen und de korrespondierenden Allelfrequenzen fir
die beobadteten Polymorphismen. Diese Parameter gehen in die Berechnung der Sequenzdiversitét 1t
ein, die ds ein Mal3 fur die Abschdtzung der Assemblierbarkeit herangezogen wird (vgl. Abschnitt
253 ab S. 27). Um die Bezehung zwischen Sequenzdiversitét und Assemblierbarkeit zu unter-
suchen, habe ich Simulationen mit kinstlich erzeugten Sequenzpopulationen durchgefiihrt (Abb.
39A). Der Zusammenhang zwischen sinkendem 1t aufgrund verénderter Allelfrequenz und der
Sequenzlange, die nétig ist, um mehrere Transposonindividuen speafisch voneinander zu
unterscheiden, hat einen schwadh hyperbolischen Verlauf (Abb. 39B). Er kann ohne gravierenden
Fehler linear angenéhert werden.

Eine dritte EinflusgrofRe, namlich die Anzahl der Transposonindividuen einer Spezes, bestimmt
darUber hinaus die Schwierigkeit der Assemblierbarkeit. Sie geht wie die Allelfrequenz linea in die
»Hartnadkigkeit® gegen eine spezfische Assemblierung ein (nicht dargestellt). Die Anzahl der
Transposonindividuen wird in dem neu eingefihrten Mal3 Ra berticksichtigt (vgl. Abschnitt 2.5.3 ab
S.27).
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Abb. 39. Beziehung zwischen Sequenzdiversitat und Unterscheidbarkeit (U / Umax) dargestellt
an Simulationen mit kinstlich erzeugten Alignments. A) Unterscheidbarkeit der Sequenzen bei
= 0,018, abhdangig von der analysierten Sequenzstrecke — anhand der Zahl der unterscheid-
baren Sequenzgruppen (schwarz) oder des Anfeils der Sequenzen im Alignment, die
eindeutig identifizierbar sind (rot). Senkrechte Balken markieren Intervalle der Standard-
abweichung. B) Halbwertspunkt Lseq,% aus A) in Abhdngigkeit von 1/1t Farbsymbolik wie

unter A).

3.7.2 MalRetund R zur Abschatzung der Assemblierbarkeit von Transposon
individuen

Es wurden fr alle identifizierten Transposonspezes in D. discoideum zwei Mal3e berechnet, um die
Asemblierbarkeit fur die Transposonspezes quantitativ zu fassen: 1 und Ra (vgl. Abschnitte 2.5.3
und 2.5.4 ab S. 27). Dazu wurden verifizierte Polymorphismen und deren Allelfrequenzen aus den
Sequenz-Clustern ausgewertet. Die Ergebnisse fUr ale identifizierten Transposonspezes snd in
Tab. 40 zusammengefasd. Eine Anayse der gefundenen Werte efolgt gemeinsam mit anderen
Parametern unter Abschndtt4 ab S.83.
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Tab. 40. Sequenzdiversitat T und das AssemblierbarkeitsmaB Ra fUr alle idenfifizierten Trans-
posonspezies in D. discoideum.

Sequenzdiversitat Assemblierungs-

Transposon T widerstand Ra
DIRS1 0,0234 1537
skipper 0,0215 512
DGLT-A 0,0042 417
DCLT-A 0,0072 255
TRE3A 0,0121 967
TRE3B 0,0143 486
TRE3C 0,0071 771
TRE3D 0,0032 450
TRE5A 0,0104 1982
TRESB 0,0079 479
TRE5C 0,0180 51
Tdd-4 0,0072 667
Tdd-5 0,0253 76
DDT-A 0,0211 159
DDT-B 0,0246 158
DDT-S 0,0294 842
thugS 0,0154 161
thug T 0,0417 51

3.7.3 Assemblierung eines genomischen Transposon-Clusters

In den vorigen Abschnitten wurden allgemein die Parameter berechnet, die e@ne objektive Ein-
schdtzung der Assemblierbarkeit von Transposonkopien ermdglichen. Da die verfligbaren Mal3e keine
absolute Antwort geben, ob die Kopien einer bestimmten Transposonspezes erfolgreich assemblier-
bar sind oder nicht, wurde die Frage beispielhaft von der praktischen Seite angegangen.

Ein asembliertes genomisches Contig von ca 33 kbp Lange trégt ein Cluster von Transposon-
fragmenten (Abb. 41). Die Assmblierung wurde durch Verfolgen einzigartiger polymorpher
Ausprégungen (diagnostischer Positionen) geleitet, und sie wurde validiert in Hinblick auf die
Paaung von Schrotschusssequenzen, die vom gleichen Schrotschussklon stammen. Es gibt keine
Hinweise auf mogliche Chimérismen in dem Contig. Die Abdedung stimmt mit der redhnerischen
Abdedung fur eine unikale genomische Sequenz Uberein. Die Assmblierung wurde an einer beliebig
gewdhiten Kopie des Transposons DDT-A begonren; die Wahl der Region ist also weitgehend
zufélig. Daher ist auch der bewdltigte Schwierigkeitsgrad bei der Assemblierung der Transposon-
fragmente représentativ - jedenfals fur die in diesem Contig dominierenden Transposonspezes, die
hauptsadlich der DDT-Familie angehoren. Das Contig - und de Assmblierbarkeit - endet an
Fragmenten des DIRSE einer Transposepezies mit einem besonders hohen Schvikettisgrad.
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Das Contig ist ausschliefdlich aus Fragmenten derjenigen Transposonspezes zusammengesetzt, die
kein ausgesprochen zielortspezfisches Insertionsverhalten zeigen: Elemente der DDT-Familie,
DIRS-1 und — vertreten durch einige sehr kurze Fragmente — das Retrotransposon skipper und
Elemente der thug-Familie. Die an dem Contig beobadtete Ballung von Transposonkopien entspricht
den Verhdtnisen, die sich aus Schrotschusssequenzen extrapolieren lasen (Abschnitt 3.6.2). In das

=) =)
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i ) [zzzzzzzzzg Fececec — = » = D 3
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@ DDT-A [ DIRS-1
Elementenden: 5'jj 3 I DDT-B B thug-S, thug-T
Elementorientierung: [>>] [ Multi-Copy-Sequenz @ DDT-S O skipper

Abb. 41. Assemblierte Sequenz eines genomischen Clusters aus Transposonkopien (GENBANK
Acc.No. AF298624). Die Zuordnung von Sequenzregionen zu einzelnen Transposonspezies geht
aus der farbigen Kennzeichnung hervor (Legende rechts). Eine Pfeilsymbolik kennzeichnet
Transposonenden und die Orientierung der Transposonfragmente (Legende links).

Cluster eingestreut sind langere Abschnitte von nicht-Transposonsequenz (funf mit ca 1 kbp Lange),
die dwa ar Héfte an mindestens einer anderen Stelle des Genoms sequenzéhnlich wiederholt
werden. Einer dieser niedrig-repetitiven Abschnitte tragt tRNA-Pseudogene. Der Antell von Trans-
posonsequenzenden auf dem Contig, die unmittelbar mit einer anderen Transposonkopie asoziiert
sind, betragt 60%. Im genomweiten Mittel betrégt dieser Wert fir die Transposonspezes der
DDT-Familie 83 bis 906 (Abschnitt3.6.2.

3.7.4 Gesambbschatzung der Assemblierbarkeit von Transposandividuen

Die berechneten Mal3e Tt und Ra erlauben, die Transposonspezes in eine Reihenfolge beziglich ihrer
Assemblierbarkeit zu bringen (Abschnitt 3.7.2). Des Weiteren wurden praktische Versuche air
korrekten Asemblierung von Transposonloci unternommen (Abschnitt 3.7.3). Aus den Ergebnisen
habe ich abgeschétzt, welcher Antell der Transposonsequenzen asemblierbar ist und welcher nicht.
Kopien der Transposonspezes mit Ry < 160 —das snd TRES5-C, Tdd-5, DDT-A, DDT-B, thug-S,
thug-T — lassen sich zweifelsfrei assemblieren (Abschnitt 3.7.3). Fehlerfrel assemblierbar sind auch die
Kopien der Transposonspezes und -individuen mit einer Lange < 1,5 kbp — d&s snd DDT-S, alle
bekannten Kopien von TRES-C, die meisten Kopien von TRE3-D —, da die Transposonsequenz mit
grof3er Wahscleinlichkeit durch Schrotsclaklone tberbrickt wird.

Nach ihrem Verteilungsmuster im Genom unterscheiden sich zwei Trangpgsoen:

* Gruppe 1 bildet umfangreiche Kopien-Cluster aus zielortunspezfisch inserierenden Transposon-
spezes (Abschnitt 3.6.2). Diese Cluster sind auschliefdlich um die Centromere angesiedelt. Sie
haben einen Gesamtumfang von 5,9 % der chromosomalen Sequenz. Eingestreut in diese Cluster
sind auch Sequenzen, die nicht von Transposons gebildet werden (Abschnitt 3.7.3). Deren Anteil
l&sg sich momentan nur grob auf ¥ der repetitiven Regionen schatzen.
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*  Gruppe 2 enthdt die insertionsortspezfischen Transposonspezes, TRE-Elemente und DGLT-A,
die Kopien-Cluster um tRNA-Genloci bilden. Die Kopienzahl dieser Spezes belauft sich auf etwa
350 Die Kopienzahl von tRNA-Genen wird ausgehend von der beobadteten Zahl auf Contigs
der Asemblierung von Chromosom 2 auf 400 hochgerechnet (GLOCKNER ET AL. 2009. Gemal3
Untersuchungen von MARSCHALEK & DINGERMANN (1991 betragen die Antelle von richt, einseitig
und beidseitig mit Transposons asziierten tRNA-Genloci jewells 62, 29 und 8 %. Schédtzungs-
weise lasen sich durchschnittlich 2 kbp Randbereich dieser Transposon-Cluster aus Sequenzen
randstéandiger Schrotsckelone assemblieren.

Abb. 42 sellt Antele und GrofRRenumfang der Transposonsequenzen dar, die nadch obigen
Uberlegungen und Schitzungen fehlerfrei assmbliert werden konnen. Die Rechnung unterscheidet
zwischen

» durchweg repetitiven Regionen, die nicht assembliert werden kénnen,

» asemblierbaren Transposonkopien, die von nicht assemblierbaren Regionen flankiert werden. Das
in Abschnitt3.7.3beschriebene Contig féllt in diese Kategorie.

* nicht repetitiven Abschnitten grofRerer repetitiver Regionen und tRNAS, die beiderseits von
tRNA-assoziierten Transposons flankiert werden,

» Randern repetitiver Regionen, die an unikale genomische Sequenz stol3en.

Genom
Centromer e
- 2400
Cluster Kop
tRNA-
Cluster
1,3%, 450 kbp
0,7 %, 240 kbp
1,1% 370 kbp

Abb. 42. Assemblierbare und nicht assemblierbare Anteile von Transposonsequenz im
Dictyostelium-Genom. Durch farbliche Kennzeichnung werden unterschieden: weil — nicht
assemblierbare Transposonsequenz, gelb — Transposonsequenz, die assemblierbar ist, aber
voraussichtlich zu kleinen, nicht kartierbaren Conftigs fihrt, orange — nicht-Transposonsequenz,
die Bestandteil von Transposon-Clustern ist und voraussichtlich zu kleinen, méglicherweise
kartierbaren Contigs fUhrt, blau — assemblierbare Transposonsequenz, die voraussichtlich Teil
groBer, kartierbarer Contigs sein wird.
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4 DISKUSSION

4.1 Allgemeine Charakteristika der Transposons

4.1.1 Aufsplren neuer Transposonsequenzen

Verschiedene methodische Ansdtze elaubten mir die Identifizierung neuer transposabler Elemente.
Die Strategien haben unterschiedliche Vor- und Nadtelle hinsichtlich Arbeitsaufwand, Sensitivitét,
Spezfitdt und Ausbeute. Ein kreuzweiser Vergleich aller Schrotschussequenzen wurde bereits in
zuriickliegenden Studien durchgefuihrt (Gooowin & PouLTER 2000), um repetitive Sequenzen zu identi-
fizieren. So vielversprechend dieser methodische Ansatz aus theoretischer Sicht sein mag, in der
Praxis erweist sich gerade die hohe Sensitivitét der Methode ds Naditeil, da sie @ne grof3e Zahl von
falsch postiven Kandidaten liefert. Dies snd entweder unikale diromosomale Regionen mit
ungewohnlich hoher Coverage oder tatsadhliche Multi-Copy-Sequenzen, die keine Transposons
darstellen. Es existieren im Genom von D. discoideum sehr viele Multigenfamilien, die sich a priori
nicht von multiplen Kopien einer Transposonspezes unterscheiden lasen (GLOCKNER ET AL. 2002).
Eine Unterscheidung ist erst durch Sequenzanalyse maglich, wobei sich Transposons durch terminale
Sequenzwiederholungen (LTRs oder ITRs) und/oder codierende Kapaztat mit Sequenzahnlichkeit zu
bekannten Transposonformen diagnostizieren lasen. Die gezelte Suche nach Mitgliedern gut
charakterisierter Transposongruppen mittels BLAST lésg Transposons unter den Schrotschuss
sequenzen mit hoher Spezfitét erkennen. Sengitiv ist die Methode freilich rur fir den Verwandt-
schaftsbereich der Transposonspezes, die aur Suche @ngesetzt wurden. Eine Reihe von Transposon-
spezesin D. discoideum ware avangslaufig unerkannt geblieben, wenn auschliefdlich diese Methode
angewandt worden wére: Die Elemente der DDT-Familie und der thug-Familie. Trotzdem stiitzen
sich andere Studien alein auf diese Strategie (CroLLius ET AL. 2000. Eine neuartige Methode aur
Suche nach Transposonsequenzen ergibt sich aus der Analyse von Transposonver schachtelungen,
wie sie im Genom von D. discoideum haufig vorkommen (vgl. Abschnitt 3.6.2 ab S. 62). Diese
Methode ist spezell geagnet, Transposons neuartiger Typen und solche mit geringen Kopienzahlen
aufzusplren. In dieser Hinsicht bildet sie ene sinnwlle Ergénzung zu den anderen beiden Analyse-
methoden.

Im Anschluss an diese Studie stellt sich die Frage: Wurden ale Transposonspezes im Genom
identifiziert? Die Methode der Analyse von verschaditelten Transposonloci wurde eschopfend
angewandt. Es konnen dadurch aber nur digienigen Spezes identifiziert werden, deren Loci in
Verschadhtelungen vorkommen. Ein Beispiel fir einen widrigen Fall ist DGLT-A, ein streng
insertionsortspezfisches Transposon. Es wurde wahrend der fortschreitenden Assmblierung des
Genoms von D. discoideum entdedkt, wére &er auch durch die spéter erfolgte Suche nac
Transposonhomologen aufgefunden worden. Aber auch nach einer erschopfenden Homologiesuche
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koénnen Transposonformen unentdedkt bleiben, wenn es sch um neuartige Formen handelt, die keine
deutliche strukturelle Bezehung zu den bekannten Transposons besitzen und in redit niedriger
Kopienzahl — weniger als zehn — im Genom vertreten sind.

4.1.2 Aufbau von Alignments fur Transposorsequenzen

Aus mehreren Griinden war es nitzlich, Sequenz-Cluster fur alle a1 untersuchenden Transposon-
spezies aufzubauen:

 Zunadhst erweist sich eine erschopfende Sammiung von Schrotschussequenzen fir jede
Transposonspezes in Form einer Liste ds vorteilhaft. Sie enthélt die Sequenzen, die wahrend der
Asemblierung der genomischen Sequenzen von D. discoideum gesondert zu berlicksichtigen
sind. Die Sammlung von Schrotschusgreffern ist als reprasentative Stichprobe gleichzdtig eine
solide Grundlage fuir die Abschatzung der Kopienzahl jeder Transguesoes.

* Die vermutlich naheliegendste Analyse anes lchen Transposonsequenz-Clusters ist die
Ableitung einer Consensussequenz. Eine Consensussequenz, die sich aus Schrotschusssequenzen
ableitet, hat gegeniiber Klonierung und Analyse enzdner Transposonkopien den Vorteil, dass
Einzephdnomene von Deletionen, Inversionen und nicht-représentativen Basenaustauschen nicht
einfliel3en.

* In einem Sequenz-Cluster kénnen Polymorphismen unter den verschiedenen Transposonkopien
identifiziert und eingehend analysiert werden. Subformen der Transposons mit wiederkehrenden
Deletionen oder diagnostischen polymorphen Auspragungen lassen sich erkennen.

« Aus den dignierten Sequenzen des Clusters lassen sich auch die Ubergéange von Transposon- zu
nicht-Transposon-Sequenzen ablesen. Durch Analyse der nicht-Transposon-Sequenzen lassen sich
Schliise Uber die Nadbarschaft der Transposons ziehen. Aufgrund der Reprasentativitdt der
beobadteten Ubergange lase sich aus beobaditeten transposoninternen Ubergangspunkten der
Fragmentierungsgrad der Transpagmazies schlie3en.

GOODWIN & PoULTER (2000 haben zur Untersuchung des Transposongehalts im Genom von Candida
albicans einen dhnlichen Weg zur Organisation und Anayse der Schrotschuss&quenzen einge-
schlagen. Die Autoren beschranken sich jedoch im Wesentlichen auf die Identifizierung und
Abgrenzung der Transposonspezes. Die hier vorgestellte Prozedur zum Erstellen der Sequenz-
Cluster ist in ihrem Grundprinzip dem von psi-BLAST verwandt (ALTscHuL & KooniN 1998. Diese
Anwendung zielt jedoch alein auf ein Doménen-Clustering von Proteinsequenzen ab. Durch diese
Spezaliserung auf Proteindoménen, die im Vergleich zu Nukleotidsequenzen immer relativ kurz
ausfallen, erlibrigt sich das Problem des Hantierens mit versetzt Uberlappenden, kurzen Sequenz-
fragmenten, die unter Umstanden sehr lange Alignments bilden. Dartber hinaus ist psi-BLAST als
abgeschlossene Anwendung in der Programmiersprache C entwickelt, was die Weiterentwicklung
oder Anpasaung komplizierter gestaltet als das hier entwickelte integrative Konzept mit den
KomponenterBLASTN undCLUSTAL W.
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4.1.3 Genomischer Anteil und Fragmentierungsdex

Ganz wesentlich fur die Schéatzung des genomischen Anteils von Transposonsequenzen ist die Grole
des Genoms, und zwar des chromosomalen Anteils des Genoms. Das extracdhromosomale rDNA-
Element spielt fir die Betradhtung der transposablen Elemente keine Rolle, da es keine konstitutiven
Transposoninsertionen enthdlt (nicht dargestellte Ergebnisse). In Abschnitt 3.1.2 ab S. 32 habe ich
eine Schatzung der Genomgroi3e vorgestellt. Sie basiert auf der statistischen Interpretation von
Sequenzen aus einer reprasentativen Sequenzbibliothek, die mit einer beobadteten Dichte auf einen
unikalen Ausschnitt des Genoms fallen. Es ist damit erstmals eine Schétzung der Genomgrélie
verfligbar, deren Ergebnis und Unsicherheitsanteil rational validierbar ist. Cox ET AL. (1990 haben aus
der elektrophoretischen Auftrennung ganzer Chromosomen des D.-discoideum-Stamms AX3k den
chromosomalen Anteils des Genoms auf etwa 40 Mbp geschétzt. Es liegt auf der Hand, dass die
Grolenbeurteilung von DNA-Molekilen mit mehr als 4 Mbp Lange auf einem Agarosegel sehr
unsicher ist. Mein Schétzergebnis von 34 Mbp unterscheidet sich Uberhaupt nicht von der Genom-
grofRe, die sich aus der YAC-basierten physikalischen Karte des Genoms ergibt (KuspA & Loomis
1996). Wie in der Einleitung dargelegt, ist das Vertrauen in die YAC-Karte durch Ergebnisse énes
unabhéngigen Mappings getribt (KonrForTov ET AL. 2000. Eine Erklarung defir, dass die Grofen-
einschdtzung duch die Arbeiten von Kusea & Loowmis dennoch zutrifft, liegt moglicherweise darin,
dass der physikalischen Karte @n Grundstock von identifizierten Restriktionsfragmenten aus dem
Verdau mit drei verschiedenen selten schneidenden Endonukleasen zugrunde liegen (KuspA & Loomis
1994). Die Grofe der Redtriktionsfragmente, die maximal 2 Mbp erreicht, ldsg sich aus der
Auftrennung durch Pulsfeigtlelektrgphorese recht zuverlassig ermitteln.

Ich habe Schéatzungen von Nukleotidanteil und Mindestkopienzahl aller Transposonspezes des
Genoms beschrieben (Abschnitt 3.4.1 ab S. 44). Wird de Schitzmethode anhand der zahlreichen
Genkopien des Aktins kontrolliert, so ist eine signifikante Abweichung von der anzunehmenden
Kopienanzahl zu erkennen. Ein Abweichungstrend vom erwarteten Wert zechnet sich ebenfalls ab,
wenn der Schdtzung de Zahl der Schrotschusdreffer anstelle des Nukleotidumfangs zugrunde gelegt
wird. Diese Ergebnisse sind ein Indiz fir einen Bias hinsichtlich Klonierbarkeit und Sequenzierbarkeit
lokaler DNA-Abschnitte des Genoms von D. discoideum, auf den bereits mehrfach hingewiesen
wurde. Als Konsequenz beruht die Unschérfe der vorgestellten Schatzungen nicht nur auf dem
Umfang der untersuchten Schrotschusssequenzen sondern auch merklich auf der eingeschrankten
Anwendbarkeit des gatistischen Modells. Ich helte es daher nicht fir zwedkméRig, Vertrauens
intervalle der Schatzungen zu beredchnen. Fur das verfolgte Leitziel dieser Arbeit, dem Einschéatzen
von Schwierigkeiten und Maglichkeiten bel der Assemblierung von repetitiver genomischer Sequenz,
reicht es aus, Kopien- und Fragmentzahlen in ihren Grélenordnungen zu bestimmen. Immerhin gilt
fur die berechneten Schatzwerte (Tab. 43 auf S. 74), dass $e die tatsadhliche Situation auf Grundlage
der verfugbaren Daten bestmdglich beschreiben.

In vorangehenden Studien haben andere Autoren die Kopien- und Fragmentzahlen durch Southern
Blot bestimmt. Fir DIRS-1 wurden 40 intakte und etwa 200 degenerierte Kopien in einem nicht
ndher benannten Stamm von D. discoideum ermittelt (CapreLLO ET AL. 1984. In der vorliegenden
Arbeit wurde d@wa der gleiche Gesamtwert gefunden, jedoch eine weitaus geringere Fragmentierung.
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Die Diskrepanz eklart sich moglicherweise in einer hohen Sequenzdiversitdt des DIRS-1, die auch
die Restriktionsgellen betreffen kann und so zusétzliche Restriktionsl@ngenpolymorphismen hervor-
ruft, die von den Autoren als Anzechen fur Fragmentierung gewertet wurden. Das Element skipper
komnt laut LEnG ET AL. (1998 in 15 bis 20 wenig fragmentierten Kopien in den Stammen AX-2 und
AX-3 vor. Meine Schéatzung ergibt einen mehr als doppelt so grofRen Wert. Aul3er der Schéatzungs-
ungenauigkeit konnte @n Unterschied in den untersuchten Schleimpilzstéammen die Diskrepanz der
Werte ekléren. MARSCHALEK & DINGERMANN (1991) schédtzten Kopienzahlen von 200 TRE5-A-
Elementen und 800tRNA-Gene fur die Genome der Stamme AX-2 und AX-3. Diese Schéatzung der
Zahl der tRNA-Gene ist verglichen mit der beobadteten Dichte auf 6,5Mbp Sequenz von
Chromosom 2 sehr hoch (vgl. Abschnitt 3.1.1 ab S. 31). Unsere Daten lasen 340 bis 400 tRNA-
Gene im Genom des Stamms AX-4 erwarten. Entspredchend betrégt auch meine Schatzung der Zahl
von TRE5-A-Elementen nur das 0,45-fadche des Literaturwerts. Die Kopienzahl von TRE3-C wurde
von PooE & FIRTEL (1989 fur verschiedene Stamme auf 10 bis 15 geschéatzt. Wenn man
berticksichtigt, dassin der zitierten Arbeit mit einer Sequenz des 5'-Endes hybridisiert wurde und
dass 5-Verkirzungen bel den rmon-LTR-Retrotransposons haufig sind, korrespondiert der
Literaturwert gut mit der hier ermittelten Zahl von tber 30.

4.1.4 Target-Site-Duplikationen

Es wurden mehrere Strategien verfolgt, um die Lange der TSD fir moglichst ale Transposonspezes
zu bestimmen. Die Analyse der Sequenz von kompletten Transposonloci ist der meistbeschrittene
Weg (JurkA 1997, WELLS 1999. Im Rahmen dieser Arbeit war die Methode nur bedingt einsetzbar,
weil die vollstandige Sequenz von Transposonkopien rur in Einzdfélen zur Verfligung stand. Uber
die Schrotschussequenzen stehen komplette Transposonloci von kurzen oder verkirzten
Transposons zur Verfligung. Einen Sonderfall stellen die TRE-Elemente mit ihren sehr langen TSDs
dar. Hier konnten — unabhéngig von einer vollstandigen Sequenzierung und evtl. Assemblierung von
vollstdndigen Transposonkopien — zusammengehdrige Flanken alein aufgrund der unzweifelhaften
Identitét der TSD-Sequenz identifiziert werden. Diese Mdglichkeit erdffnet auch einen vielver-
sprechenden Ansatzpunkt fir die Paaung von Contig-Enden wéahrend der Assemblierung, wenn
durch eine nicht assemblierbare Transposonkopie eine Séiglenzerursacht wird.

Ein aternativer methodischer Ansatz ist die inverse PCR. Mit Hilfe dieser Tedhnik ist es mdglich,
gezelt Paae von flankierenden Sequenzen einer einzednen Transposonkopie a1 erhaten (WELLS
1999. Im Fall des Transposons DDT-S bestanden zum einen Probleme, in der A/T-reichen Sequenz
von D. discoideum Primerregionen zu definieren. Des weiteren ergab sich, dass durch die nachbar-
schaftliche Topologie der zahlreichen Kopien von DDT-S ein dominanter Hintergrund von uner-
wunschten PCR-Produkten erhalten wurde (Abschnitt 3.3.1.2 ab S. 39). Aus meiner Sicht eignet sich
daher der methodische Ansatz der inversen PCR nicht zur systematischen Analyse von Transposon-
flanken, und er wurde daher nicht weiterverfolgt.

Die beiden zuvor beschriebenen Methoden zielen darauf ab, Flankenpaae von Transposonloci in
weitgehend konservierter Topologie in eine interpretierbare Sequenz zu Uberfihren. Eine demgegen-
Uber andersartige Herangehensweise ist die Analyse von ver schachtelten Transposonloci, die durch
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Auswertung der Transposonsequenz-Cluster gefunden werden kdonnen (Abschnitt 3.3.3 ab S. 42).
Wenn eine Transposonkopie A in eine Transposonkopie B inseriert ist, dann missen in den
Schrotschusssequenzen zwei Zeugnisse von dieser Topologie a1 finden sein: Der Ubergang von A
nach B und der Ubergang von B nach A. Die Ubergangspositionen, bezogen auf die Consensus-
sequenz von Transposon A, geben exakt die Lange der TSD fir Transposonspezes B an. Der Erfolg
dieser Methode wird nicht durch Klonierbarkeit und Léange der Transposonsequenz oder deren
Asemblierbarkeit beantradtigt. Lediglich muss die Abdedung des Genoms durch Schrotschuss
sequenzen ein gewisses Mindestmald erreichen, damit die benétigten Sequenzen der Ubergangspunkte
gefunden werden kénnen. Die grundlegende Vorausstzung, dass verschadhtelte Transposonloci
Uberhaupt existieren, ist im Genom vdndiscoideum klar erftillt (Abschnitt3.6.2ab S.62).

Fur die meisten der identifizierten Transposonspezes konnte ich TSD-Sequenzen ermitteln
(Abschnitt 3.3 ab S. 36, Zusammenfasaung in Tab. 43). Die vorhandenen Sequenzdaten lieferten
keine Informationen fir die TSD des Transposons Tdd-4. In einer zuriickliegenden Arbeit konnte
deren Lange auf (4-)5 bp bestimmt werden (WEeLLs 1999, und im Einklang damit steht die hier
bestimmte TSD-Léange von 5 bp fir die neu aufgefundene, verwandte Transposonspezes Tdd-5. Fur
die Transposonspezes thug-S liegt ebenfalls kein Ergebnis vor. Grund dafir mag de dzuschatzende
niedrige Kopienzahl und der hohe Fragmentierungsindex dieser Transposonspezies sin. Experimente
mit inverser PCR schlugen fehl (Ergebnisse nicht dargestellt), so dass vermutlich keine intakten
Kopien dieses Transposons im Genom von D. discoideum existieren und daher auch keine TSDs
ermittelt werden kénnen. Fur das verwandte Transposon thug-T konrnten zwei Flankenpaae und de
korrespondierenden TSD-Sequenzen ermittelt werden, alerdings mit uneinheitlicher Léange von
jeweils 4 und 5bp. Auch wenn daher die Ergebnislage fur die Transposons der thug-Familie dinn und
unscharf ist, wird doch ein bemerkenswerter Bezaug zu den L TR-Retrotransposons hergestellt, deren
TSD-Lange eoenfalls 4 bis 5, selten 3 bp betragt (KumAR & BENNETZEN 1999. Auch die TSD-Lange
des Transposons DGLT-A, die mehrmals 4 bp und in einem Fall 5bp betrégt, ist mit der Zuge-
horigkeit dedDGLT-A zu denLTR-Retrdransposons konform.

Hinsichtlich alternativer Langen der TSD stellen die Transposons der TRE-Familie einen Sonderfall
dar. FUr die non-LTR-Retrotransposons gelten spezelle Unwagbarkeiten aufgrund der variablen
Lange der Transposonkopien und der dadurch héufig undefinierbaren Kopiengrenzen. Es snd
lediglich die minimalen Wertebereiche angegeben, die aufgrund der Datenlage gesichert sind (Tab.
43). Demnach erzeugen mindestens drei der sieben TRE-Elemente eine TSD mit variierender Lange.
Damit im Einklang stehen Berichte anderer Autoren: 9-10 bp fir TRE3-A (PooLE & FIRTEL 1984) und
13-15bp fur TRE5-A (MARSCHALEK ETAL. 1993. Offenbar ist die TSD-Léange bei den TRE-Elementen
ein wenig konserviertes Merkmal; das zeigt auch der Vergleich zwischen den einzenen Vertretern der
TRE-Familie. Nur in der Krone des Verwandtschaftsbaums kann eine Korrelation zum Verwandt-
schaftsgrad festgestellt werden (\Aghb. 26 auf S.52).
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4.2 Sequenzanalyse der aufgefundenen Transposonspezies

Im Verlauf dieser Studie habe ich 18 Transposonspezes im Genom von D. discoideum identifiziert
und analysiert, deren Consensussequenzen eine Gesamtlange von 76 kbp ergeben. 12 der beobadr
teten Transposonspezes werden her erstmals beschrieben (Gesamtconsensuslange 44 kbp). Diese
Sequenzinformation stellt nicht nur eine wertvolle Ressource fir die Assemblierung des Genoms dar
(Abschnitt 4.4), die Analyse der Transposonsequenzen erlaubt auch einen Einblick in die molekulare
Biologie der mobilen Elemente.

4.2.1 Analysemethoden

Fur die Elemente Tdd-5, DDT-A und DDT-B wurde én vergleichender Ansatz zur Analyse von
Genstrukturen verfolgt. Es geht zwar mit GENEID (PARRA ET AL. 200Q Abschnitt 2.6.1) ein eigens fur
D. discoideum trainiertes Genanalyseprogramm zur Verfigung. Allerdings haben MRAZEK & KARLIN
(1999 gezegt, dass Transposons im Vergleich zu ,normalen” Wirtsgenen eine aypische Codon-
Nutzung an den Tag legen, so dass Genvorhersagemethoden, die auif Annahmen Uber die Sequenz-
tupelhdufigkeit beruhen, fir Transposons gérker fehlerbehaftet sind als bei anderen Genen. Der
TBLASTX-Vergleich besitzt eine Vorhersagekraft, die unabhéngig vom Typ des Proteins ist. Es muss
lediglich ein homologes Gegenstiick existieren. Es s angemerkt, dass auch das Programm
PROCRUSTES Sequenzédhnlichkeiten gegen Eintrdge ener Proteindatenbank zur Vorhersage von
Genstrukturen heranziehlGgLFAND ET AL. 1996).

Mit drei verschiedenen Methoden wurde der Grad der lokalen Konservierung in alignierten
Proteinsequenzen gemesen: Die Methode der relativen ldentitét, die Entropie-Methode und de
Matrix-Methode. Abgesehen davon, dass bei nur zwel alignierten Sequenzen die Methode der
relativen lIdentitét und de Entropie-Methode proportionale Zahlenwerte liefern, sind die mit den drei
Methoden erhaltenen Werte insgesamt (iberraschend einheitlich. , Uberraschend“ deswegen, well
nachvollziehbare Bewertungsunterschiede zwischen den Methoden bestehen: Die Methode der
relativen Identitét unterscheidet sich von der Entropie- und Matrix-Methode darin, dass eine
Beschrénkung der beobadteten Symbole an einer Alignmentposition auf eine kleine Tellmenge von
Symbolen, z.B. nur hydrophobe Reste oder nur saure, nicht angemessen als Konservierung gewertet
wird.

4.2.2 Retrotransposons

Retrotransposons dominieren das Genom von D. discoideum. 8,1 % des Genoms fallen Sequenzen
dieser Transposonklase a1, wahrend der Gesamttransposongehalt auf 9,6 % geschétzt wird
(Ubersicht in Tab. 43). Das gut untersuchte LTR-Retrotransposon DIRS-1 tragt mit einem
Genomanteil von 3,3 % wesentlich zum strukturellen Aufbau der centromernahen Regionen bei (vgl.
Abschnitt 4.3.1). Die beiden homogenen und mitgliederreichen Transposonfamilien der Ty3/Gypsy-
und Tyl/Copia-ahnlichen LTR-Retrotransposons besitzen Vertreter in fast allen bisher untersuchten
eukaryotischen Genomen (KumAR & BENNETZEN 1999. Erstere wird in D. discoideum durch die
Elemente skipper (LENGETAL. 1998 und DGLT-A (Abschnitt 3.5.1 ab S. 48) vertreten, letztere durch
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das Element DCLT-A (Abschnitt 3.5.1). Die neu aufgefundenen Transposonspezes DGLT-A und
DCLT-A kommen jeweils mit weniger als 10 Kopien im Genom vor. Da bel vielen Kopien Lese-
rasterverschiebungen in den ORFs beobadtet werden, sind —wenn tUberhaupt — wenige intakt. Um
die Interpretation von Artefakten zu vermeiden, wurde von einer tiefschirfenden Sequenzanalyse
abgesehen, zumal die Elemente Transposonfamilien angehéren, die bereits durch hunderte wenig
diverse Mitglieder reprasentiert werdeuiAr & BENNETZEN1999).

Ein charakteristischer und vermutlich wirtstypischer Bestandtell des Transposon-Repertoires von
D. discoideum sind de non-L TR-Retrotransposons der TRE-Familie. Die vorliegende Arbeit hat
die Zahl der Mitglieder von drei auf sieben erhéht, und an der vorliegenden Sequenzinformation lasg
sich durch Auftragung des lokalen Konservierungsgrads entlang eines Protein-Alignments ein sehr
detailli ertes Bild (ber die Vertelung der funktionellen Information im Protein gewinnen. Die
grundsétzliche Domanenauftellung in AP-Endonuklease, RT und Zinkfinger-ahnliches CCHC-Motiv
tritt deutlich hervor (vgl. MaLIk ET AL. 1999. Zukinftige experimentelle Studien erhalten durch diese
Information eine niitzliche Datengrundlage Uber die Topologie funktionell relevanter Eigenschaften
des Polyproteins. Wichtige offene Fragen sind der Mechanismus der Integration in den zweiten DNA-
Einzdstrang wahrend der spéten Integrationsphase und besonders die molekularen Grundlagen zur
Vermittlung der Zielortspezfitét, die bel den TRE-Elementen und anderen Retrotransposons
ausgebildet ist.

Da Retrotransposons virusdhnliche Partikel bilden, ist oft diskutiert worden, inwiefern sie sich
horizontal, d.h. Uber Zell- und Artgrenzen hinweg ausbreiten konnen. Im Falle der non-LTR-Retro-
trangposons kamen Untersuchungen zum Ergebnis, dassdie phylogenetischen Bezehungen sehr eng
mit den Entwicklungdlinien ihrer Wirte korreliert sind, so dass bei ihnen offenbar keine horizontale
Ausbreitung stattgefunden hat (MALik ET AL. 1999. Im Einklang damit konnte ich zegen, dass die
TRE-Elemente, die aishliefdlichen Vertreter der non-LTR-Retrotransposons im Genom von
D. discoideum, monophyletisch gegentiber alen Ubrigen non-L TR-Retrotransposons snd (Abb. 26
auf S. 52). lhr entwicklungsgeschichtlicher Ursprung liegt an der Wurzd der Verzweigung von L1-
dhnlichen Elementen (Metazoa & Chlorophyta, MaLIk ET AL. 1999 und in Nadchbearschaft zur Gruppe
von R2/R4 (Arthropoden, Burke ETAL. 1999. Die Korrelation von Wirts- und Transposonevolution
dieser Klasse legt nahe, sie ds phylogenetischen Marker heranzuziehen. Die Vortele dieses
Markers snd: A) Weite und durchdringende Verbreitung zumindest bei Metazoa und Fungi. B) Der
sich aus der Transposition ergebende Kopientiberschuss der eine Identifizierung bereits durch
niedrigredundante Sequenzierung erlaubt und C) Der Konservierungsgrad der reversen Transkriptase,
der eine Detektion mittels universeller Hybridiserungssonden und moglicherweise aich PCR-
Tedhniken erlaubt. Gleichermal3en finden sich variable Genabschnitte, die auch kurze Verwandt-
schaftsdistanzen aufzuldsen erlauben.

Die TRE5-Subfamilie weist eine Besonderheit in der strukturellen Organisation auf: Das repetitive
A-Modul asdistalen Tell des5'-UTR (Abb. 27B auf S. 52). Die Nukleotidsequenz dieses Moduls ist
zu 84% zwischen TRE5-A und TRES-B konserviert. Da die Entwicklungslinien von TRES5-A und -B
sich gemal’ der Peptidsequenz ihrer Pol-Proteine bereits vor einiger Zeit voneinander getrennt haben
(Abb. 26), ist anzunehmen, dass das A-Modul eine wesentliche funktionelle Bedeutung hat.
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Alternativ ist auch ein horizontaler Sequenzaustausch zwischen TRE5-A und -B eine denkbare
Erklarung fur die bemerkenswerte strukturelle Ahnlichkeit der 5'-Enden. GleichermalRen muss aber
eine funktionelle Bedeutung fur die Tandemwiederholungen als slektives Kriterium hinter einem
solchen Sequenzaustausch vermutet werden. Eine interessante Frage in Hinblick auf die Funktion des
A-Moduls lautet: Wie ehdt sich eigentlich die repetitive Struktur der A-Module? Das A-Modul
enthdlt laut vorangehender Studien am TRE5-A den internen Promotor fur die Bildung des
Transkripts (ScHUMANN ET AL. 1999. Durch die repetitive Natur des Moduls hat jede Elementkopie
mehrere potenzielle Transkriptionsstartpunkte, aber nur der erstmégliche Transkriptionsstartpunkt
liefert ein Transkript voller Lange. Wenn jeder dieser Transkriptionsstartpunkte gleichwertig it,
misde das Element nach mehreren Runden der Replikation am 5'-Ende auf eine @nzige Kopie des
A-Moduls reduziert sein. Wie ehdlt sich also die repetitive Struktur der A-Module? Moglicherweise
sind de TRE5-Elemente in der Lage, ihre 5’ -Enden durch neue Einheiten des A-Moduls zu erganzen.
Diese Theorie wird durch die folgenden Argumente gestutzt:

* Am Beispidl des Elements R2 wurde gezegt, dassdie reverse Transkriptase von non-L TR-Retro-
trangposons ungewohnliche Seitenaktivitéten besitzen kann: Eine Template-unabhangige
Polymerase-Aktivitdt, die ane 3'-Verkirzung des mRNA-Templates durch Synthese aner
Zufalsequenz an Zielmolekil ausgleicht (Luan & EickBusH 1995 und de Fahigkeit zum
Template-Wedsel wéahrend der reversen Transkription (BILBILLO & EickBusH 2002). Letzterer
Medhanismus koénnte durch zyklische Eigenverdrangung des Templates zu repetitiven Sequenzen
fihren.

* Es wurden beim TRE5-B zwel Varianten der Modulsequenz identifiziert, die avar charakteri-

stische Abweichungen vom Consensus aufweisen, die Abweichungen sind jedoch in jeder wieder-
holten Sequerginheit exakt gleich.

Ich postuliere daher eine Telomerase-dhnliche Aktivitét der Transposons aus der TRE5-Familie. In
diesem Zusammenhang ist hervorhebenswert, dassdie non-L TR-Retrotransposons TART und TRAS
aus Drosophila und GilM aus Giardia lamblia durch ihr zielortspeafisches Insertionsverhalten mit
den Telomeren asziiert sind (Tab. 45 mit Literaturverweisen). Das TART-Element hat bei
Drosophila die Funktion der Telomerase, die diesem Organismus fehlt, vollstéandig Ubernommen.
Zugegebenermallen sind de repetitiven Einheiten der Telomere bei Eukaryonten nur wenige Basen
lang —also wesentlich kiirzer als die aur Diskusgon stehende repetierte Modulstruktur. Jedoch gibt es
im Bakterienreich, z.B. bel Streptomyceten, Telomere mit wiederholten Einheiten von mehr als
100bp Lange QuiN & COHEN1998).

4.2.3 DNA-Transposons

Das neu aufgefundene Transposon Tdd-5 besitzt gemal3 seiner Struktur, spezell der Genorganisation
und der abzuleitenden Peptidsequenz seiner Transposase dne deutliche verwandtschaftliche
Bezehung zu Tdd-4. Tdd-5 hat einen sehr geringen Genomanteil, der einer Zahl von 6 vollstéandigen
Kopien entspricht. Aktive Kopien dieser Transposonspezes snd wegen des hohen Fragmentierungs-
index nicht zu erwarten. Wertvoll erweist sich der Fund deses Elements, well es durch den
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paaweisen Sequenzvergleich mit Tdd-4 tiefere Einblicke in die strukturelle Organisation dieser
Transposofamilie erlaubt.

Die beiden reu aufgefundenen thug-Elemente sind der Sequenz ihrer ITRs zufolge miteinander
verwandt. Das Vorhandensein eines I TR ist vorlaufig das einzige Argument, sie der Klasse der DNA-
Transposons zuzurechnen. Sie sind nicht autonom, da sie keinerlei codierendes Potenzial besitzen.
Die distale Sequenz des ITRs lautet auf TGT...ACA, ebenso wie bel den Elementen Tdd-4 und
Tdd-5. So kann vermutet werden, dassdie Transposase aitonomer Vorfahren der thug-Elemente eine
dhnliche Zwischenstellung zwischen der Tcl/Mariner-Familie und den Integrasen der LTR-Retro-
trangposons einnmmt. DafUr spricht auch die nadhgewiesene TSD-Lange von 4 oder 5 bp. In der
Literatur sind viele DNA-Transposonspezes beschrieben worden, die sich durch Sequenzdeletionen
von autonomen Formen ableiten lasen — klasgsches Beispiel sind de Ds-Elemente, verkirzte
Formen des Activator-Transposons beim Mais (Febororr 1989. Da die Analyse der unautonomen
thug-Elemente keine endglitigen Feststellungen Uber verwandtschaftliche Bezehungen zu anderen
Transposongruppen erlaubt, wirde es sch lohren, in verwandten Organismen nach autonomen
Formen dieser Familie zu suchen.

Unter den aufgefundenen Transposons befinden sich Elemente a@nes neuartigen Typs, die DDT-
Elemente (Abschnitt 3.5.5 ab S. 56). Das Vorhandensein von ITRs und einem intronhaltigen Gen
legen nahe, die drel Elemente dieser Familie ds DNA-Transposons zu klassfizieren. Hinweise aif die
verwandtschaftliche Stellung oder den Transpositionsmedhanismus konnten jedoch wegen der
fehlenden Sequenzéhnlichkeit zu irgendeiner publizierten Proteinsequenz nicht gesammelt werden.
Diese Frage nach der phylogenetischen Stellung der DDT-Elemente muss offen beiben. Durch eine
in-silico-Sequenzanalyse wurde an Transkriptionsmodell mit zwei Genen aufgestellt. RT-PCR
lieferte @nen Nachweis fur die linke Gengrenze und de Intronpositionen von Gen 2. Hingegen wurde
fur Gen 1 kein Transkript gefunden. An der Existenz von Gen 1 besteht jedoch wenig Zweifel, da en
ca 2400bp langer ORF vorliegt. So werden die Gene sehr wahrscheinlich separat transkribiert,
Gen 1 —wie fur eine Transposase au erwarten —mit einer sehr geringen Rate. Moglicherweise wird es
nur in bestimmten Entwicklungsdadien des Wirtes transkribiert, nicht wahrend der vegetativen
Entwicunggphase, aus der die verwendete cDNA stammit.

Die Mdoglichkeit zur Interpretation von Transposon-Phanomenen alein anhand von genomischer
Sequenz ist limitiert, da die Genomsequenz dan weitestgehend statisches Bild vom dynamischen
Prozess der Transposition liefert. Es ist zu bedenken, dass Transpositionsereignise Uber mehrere
Wirtsgenerationen hinweg nur selten vorkommen. In der Natur sind die beobadteten transpos-
tionellen Systeme immer von deutlich ausgepradgten Moderationsmedhanismen begleitet (vgl.
Abschnitt 4.3.2). Aus diesen Uberlegungen heraus ist geplant, die funktionelle Charakterisierung der
DDT-Elemente in einem System fortzufiihren, das von der natdrlichen Situation im Wirt D.
discoideum unabhéngig ist (Abb. 44). Die funktionelle Analyse der Transposons aus der DD T-Familie
wird einen Schwerpunkt weit@hrender experimenteller Arbeiten bilden. Geplant ist im Einzelnen:

* Eine Absicherung der Genmodelle.

* Die Untersuchung der natOrlichen transposablen Aktivitdét im Genom von D. discoideum.
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Ansatzpunkt ist hier die Charakteriserung von Transkripten und potenziellen Transkript-
Vorlagen, d.h. wenig fragmentierten Transposonkopien.

* Versuche zunin-vitro-Nachweis fiir die Transpositionsaktivitétb. 44).

gDNA cDNA

CDSKlon CDS- Klon
DDT-AGen1l DDT-AGen?2

DDT-A DDT-A
Protein 1 Protein 2

Template-K onstr ukt

Experimente zum
Nachweis der
Transposition

Abb. 44. Experimentplanung zur funktionellen Charakterisierung der Transposons aus der DDT-
Familie.

Die DNA-Transposons hilden eine aul3erordentlich heterogene Transposongruppe, und ihre weite
Verbreitung unter Prokaryonten lasd vermuten, dass $e sehr alt sind (MAHILLON & CHANDLER 1998).
Die ndhere Charakteriserung der DDT-Elemente kdnnte @nen Beitrag leisten, das Verstandnis von
dieser Transposonklasse weiter voranzubringen.

4.3 Einflussvon Transposons auf die Genomor ganisation

4.3.1 Vertellung von Transposonkopien

Viele Retrotransposons inserieren strikt zielortspezifisch (Tab. 45). Dabel wurden fast immer
Préferenzen fur die Flanken von Pollll- transkribierten Genen beobaditet, d.h. tRNA-Gene und Gene
fur ribosomale Untereinheiten. Auch im Genom von D. discoideum tauchen solche insertionsort-
speafischen Transposons auf, und zwar ale Mitglieder der TRE-Familie und das neu beschriebene
Gypsy-like LTR-Retrotransposon DGLT-A. Die Elemente der TRE-Familie inserieren zielsicher in
die stromaufwarts (Subfamilie TRES) oder stromabwaérts liegende Flanke (Subfamilie TRE3) von
tRNAs. Die Untersuchung der Phylogenie der TRE-Elemente zeigt (Abb. 26 auf S. 52), dassdie avel
Subfamilien jeweils monophyletische Linien darstellen. Demnach het im Verlauf der Evolution ein
Wechsel oder eine Differenzierung des Insertiertsaltens def RE-Elementestattgefunden.

Mit dem LTR-Retrotransposon Ty3 aus Hefe, das gleichermal3en 4-10 bp stromaufwarts von tRNA-

79



K. Szafranski Die Transposons im Genom von Dictyostelium discoideum

Genen inseriert, liegt ein wertvolles Modellsystem fur die zelspezfische Transposonintegration in
tRNA-Flanken vor. In-vitro-Studien (KIRCHNER ET AL. 1995 CONNOLLY & SANDMEYER 1997) zeigen eine
Betelligung der Transkriptionsfaktoren TFIII B und TFIII C auf (YieH ET AL. 2000. Diese essentiellen

Tab. 45. Streng sperzifische Insertionsorte fUr Transposons aus D. discoideum und anderen
Organismen.

Transposon Transposontyp Wirt Insertionsort Referenz

beta LTR-Retrotransposon  C.albicans  5'von tRNA PERREAU ET AL1997

DGLT-A LTR-Retrotransposon  D. discoideum 5' von tRNA

GilMm non-LTR-Retrotransposo Giardia telomere Uber-  ARKHIPOVA & M ORRISON
lamblia gange 2001

R1 non-LTR-Retrotransposo Insekten 28S rRNA JACUBCZAK ET AL. 1991

R2 non-LTR-Retrotransposo Arthropoden 28S rRNA BURKE ET AL. 1999

TART non-LTR-Retrotransposo Drosophila  telomere Substan SHEEN& LEvIS 1994

TRAS non-LTR-Retrotransposo Lepidoptera telomereRepeats KuBo ET AL. 2001

TRES3 non-LTR-Retrotransposo D. discoideum 3' von tRNA SZAFRANSKI ET AL. 1999

TRES non-LTR-Retrotransposo D. discoideum 5' von tRNA WINCKLER 1998

Tyl LTR-Retrotransposon S cerevisae nahe tRNA VOYTAS & BOEKE 1993

Ty3 LTR-Retrotransposon S cerevisae 5'von tRNA KIRCHNER ET AL 1995

Bestandteile des aktiven RNA-Polymerase-111- Transkriptionskomplexes stehen durch Protein-DNA-
Wedhselwirkung in Verbindung mit den Promotormotiven A-Box und B-Box. Neben diesen
konstitutiven Bestandteilen des internen tRNA-Gens ist bel D. discoideum haufig ein zusétzliches
B-Box-Motiv stromabwaérts des tRNA-Gens zu finden, genannt exB-Box-Motiv (fur ,,extra B-Box",
vgl. MARSCHALEK & DINGERMANN 1991). Zur Untersuchung der Insertionsortspezfitdt von TRE-
Elementen habe ich fir 5'-Enden von verschiedenen TRE3-Transposonkopien die Absténde a1 tRNA-
Promotormotiven zusammengetragen. Die gefundenen Absténde deuten darauf hin, dassdie Insertion
in gleicher Weise durch das B-Box- oder exB-Box-Motiv vermittelt werden. Als Folgeschluss wére
der Transkriptionsfaktor TFIII C ein wichtiger Kandidat fiir eine Protein-Protein-Wedselwirkung mit
dem Insertionskomplex des Transposons as dirigierende Wirkung zu Beginn der Insertion.
Angesichts der hohen Schwankungsbreite der B-Box-zu-Transposon-Absténde sind jedoch gewisse
Zweifel gereditfertigt. Ein endgtitiges Urtell zu dese Frage sollte sich auf experimentelle Arbeiten
stitzen. Ein Schritt in diese Richtung ist die efolgreiche Isolation von TFIII C aus D. discoideum
(BUKENBERGER ET AL 1999,

Uber die lange Zeit, in der LTR-Retrotransposon DIRS-1 in D. discoideum untersucht worden ist,
wurde vielfach festgestellt, dass Kopien von DIRS-1 in Kopien der eigenen Spezes hinein inseriert
sind (z.B. CAPFELLO ET AL. 1984). Kartierungsergebnisse weisen darauf hin, dass Cluster von DIRS-1-
Kopien fast auschliefdlich an jeweils einem Ende dler Chromosomen von D. discoideum lokalisiert
sind (KusPa & Loomis 1996). Die Anhdufung von DIRS-1 an jeweils einer einzigen eng begrenzten
Region der Chromosomen, wahrscheinlich der Centromeren, konrte auch durch ein FISH-Assy an
Metaphase-Chromosomen bestétigt werden (R. Succane, personliche Mittellung). Andere haben aus
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den Beobaditungen geschlossen, dass eine spezfische Gerichtetheit fir das Verschaditeln der
DIRS-1-Kopien sorgt (CapreLLO ET AL. 1989. Ich konnte in den Schrotschusssequenzen umfang-
reiches Belegmateria fir einen allgemeinen Ballungstrend der Kopien aller Transposonspezies
finden — de streng insertionsortspezfischen ausgenommen (Abschnitt 3.6.2 ab S. 62). DIRS-1 besitzt
also insofern keine Sonderstellung. Die Centromere sind vermutlich allein deshalb ein stark frequen-
tiertes Insertionsziel, weil diese Region frel von wirtseigenen Genen und transkriptionell wenig aktiv
ist. Insofern ist es nicht Uberraschend, dass im Genom von Candida albicans eine vergleichbare
Ballung von Transposonkopien in den Centromerregionen gefunden wurde (GoobwiN & POULTER
2000. In einem kompakten Genom wie dem von D. discoideum oder C. albicans sind jenseits des
Centromers offenbar kaum ,inerte* Bereiche vorhanden. Nur spezalisierte Transposonformen wie
DGLT-A und TRE-Elemente gelangen mittels ihrer zielortspeafischen Insertion in eng begrenzte
Areale der genreichen Regionen des Genoms.

Kopien von DIRS-1 habe ich nicht nur als Insertion in Kopien der eigenen Art sondern auch in
Kopien anderer Transposonspezes gefunden. Die Schlusdolgerung anderer Autoren auf ein
speazfisch begrindetes Verschadhteln ist demnacdh auf begrenztes Sequenzmaterial zurtickzufihren.
Tatsadlich stelle ich aber einen Trend zur Ballung von Transposonkopien der gleichen Art oder
Familie fest (Abschnitt 3.7.3 ab S. 65). Dieser Befund betrifft wiederum alle Transposonspezes. Fur
mehrere Transposonspezes haben KapiTtonov & JURKA (1999 eine edensolche ungleichméllige
Verteilung auf den Chromosomen von Arabidopsis thaliana beschrieben. Eine mégliche Erklérung
ist, dassdie Transposition einer Spezes in zdtlichen Schiben erfolgt, zu einem gegebenen Zeitpunkt
aber nur eng begrenzte genomische Areale als Landeflache zur Verfigung stehen.

4.3.2 Dynamik des Transposonbestands

Die verschiedenen Transposonspezes im Genom von D. discoideum zeigen deutliche Unterschiede
hinsichtlich des Kopienumfangs und des Fragmentierungsindex. Retrotransposons snd mit einem
Genomanteil von 8,1 % viel zahlreicher und weniger fragmentiert (mittlerer Fragmentierungsindex
von 1,4 — gewichtet nach dem Genomantell) as DNA-Transposons mit einem Genomantell von
1,5 % und einem Fragmentierungsindex von 2,7. Ahnliche Verhdtniss fir die Genomanteile nach
Transposonklassen liegen bel Wirbeltieren vor (INT. Hum. GENOME SEQ. Cons. 200]). Die Unterschiede
in der Ausbreitung lassen darauf schlief3en, dass die Populationsdynamik der Transposonspezes je
nach ihrer Klassenzugehdrigkeit sehr verschieden ist.

Ich werte wiederkehrende interne Deletionen bei Transposonkopien, die mit einem Verlust
essntieller codierender Regionen und damit auch der Autonomie enher gehen, als Zeichen fur einen
Moderationseffekt. Ein weiterer Hinwels auf einen solchen Moderationseffekt ist beispielsweise die
Transkription des LTR-Retrotransposons DIRS-1, die Uber einen Hitzeschock-Promotor gesteuert
wird (CoHeN ET AL. 1989. Sie unterliegt damit Umwelteinfliissen, die auf die Wirtszdle anwirken und
durch die ihr eigenen Signaltransduktionssysteme mitgeteilt werden — ohne unmittelbaren Vortell fur
das Transposon. Anbetradt dieser Tendenzen zur Moderation ist eine Modellvorstellung, die
Transposons alsglfish DNA' beschreibt, nicht haltbaH(ckey 1982 FLAVELL 1995).

Der Begriff der Moderation spielt eine entscheidende Rolle fir ein Modell, das ich flr die Dynamik
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von Transposonpopulationen vorschlage. Dazu ist scharf zwischen Retrotransposons und DNA-
Transposons zu unterscheiden. Bei den Retrotransposons geht die Transposition direkt mit der
Vermehrung der Kopien einher. Da bei der Transposition — zumindest tendenziell — das Transkript
und de Proteine, die von demselben Transkript abstammen, funktionell aneinander gekoppelt sind,
selektiert der Vermehrungsmedhanismus auf die Fitness zur Transposition. Durch eine steigende
Transpositionsrate, die sich proportional zur Fitness und Kopienzahl verhdlt, komnt es leicht zu
einem ,Lawinenereignis’ von Transpositionen. Als entgegen wirkende Kraft werden unmoderierte
(sehr fitte) Transposons dadurch eliminiert, dassinfolge unkontrollierter Transposition der Wirt und
damit auch die Transposons zugrunde gehen. Anders snd de Verhdltnise bei den DNA-
Transposons, deren Transposition richt direkt mit einer Vermehrung einhergeht. Die Vermehrung
kann durch anschlief3ende Rekombination in einer diploiden (oder polyploiden) Zelle, wahrend der
DNA-Replikation oder durch Reparaturmecinismen erfolgen. Ein Teill der Medhanismen kann aber
auch zu einer Verringerung der Kopienzahl fihren. Somit besteht kein ausgeprégter Trend zur
Veranderung der Kopienzahl in Abhéangigkeit von der Transpositionsrate. Das Uberleben der DNA-
Transposons hangt damit wesentlich von ihrem Beitrag ab, den sie zur Fitness des Wirts beitragen.

Das Modell erklart verschiedene Beobachtungen an den Tranppgsiationen vorD. discoideum:

» Die Kopienzahl fur Retrotransposons ist hdher als die von DNA-Transposons, weil nur beim
replikativen Transpositionsmedhanismus der Retrotransposons die Vermehrungsfahigkeit as
positives Selektionskriterium wirken kann.

» Eine Vielzahl von Retrotransposons besitzt eine strikte Zielortspeafitét bel der Insertionsreaktion
(Beispiele in Tab. 45). Fur DNA-Transposons ist eine solche Spezfitét nicht bekannt. Retro-
transposons bergen die Gefahr, sich ,lawinenartig® im Genom auszubreiten — das Risiko eines
Schadens fiir den Wirt ist hoch, die Uberlebenschance der Transposons hangt aber gleichsam vom
Uberleben des Wirts ab. Infolge dieser Abhéngigkeit ist der Selektionsdruck fiir Medhanismen, die
zur Vermeidung von wirtsschadigenden Mutationen dienen, gro3. Es ist daher kein Zufall, dass
sich ein solcher Mecdhanismus in Form einer Zielortspezfitét, die Transposoninsertionen zu inerten
Regionen des Genoms dirigiert, bei verschiedenen Retrotransposons entwickelt hat. Die Tatsacdhe,
dass sch eine Zielortspezfitdét mehrfach unabhangig in verschiedenartiger Form in einzenen
Transposonspezies entwickelt hat, ist ein Nachweis fur den Selektioks

» Fur DNA-Transposons besteht ein ausgesprochener Trend hin zum Verlust der Autonomie anes
Teils der Transposonkopien. Der Beginn dieses Prozesses lésg sich am Tdd-4 beobadten, das zu
ca 25% in der unautonomen Form Tdd-4d mit einer Deletion des aktiven Zentrums der
Transposasedoméne vorkommt (WeLLs 1999 Abb. 22 auf S. 47). Endpunkt dieser Entwicklung ist
eine Trennung in unmobile Transposase und passv mobile Transposons, beobaditet in hoch-
fragmentierten, aber codierenden Elementen DDT-A und DDT-B gegeniber unautonomem
DDT-S. Der selektionswirksame Vortel einer solchen Populationsentwicklung ist, dass die
Kopienzehl der Transposons zunehmen kann — mit dem postiven Aspekt des Gewinns
potenzieler Rekombinationspunkte im Genom —, ohne dass die Transpositionsaktivitét
proportional zunimmt — das Risiko von potenziell nadteiligen Transpositionsereignisen Heibt
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konstant.

4.4 Transposonsim Kontext der Genomassemblierung

Transposonkopien stellen die grofte Herausforderung bei der Assemblierung von Genomen dar. Auf
dieser Einsicht fuldt die vorliegende Arbeit. Um dem Problem eine Kontur zu geben, wurde der
genomische Anteil der verschiedenen Transposonspezes von D. discoideum bestimmt und dartber
hinaus die Sequenzdiversitdt jeder einzenen Transposonspezes ermittelt (Abschnitt 3.7.2 ab S. 64).
Herangezogen habe ich die Sequenzdiversitét T, die durch Nei & Li (1979 als Mal3 zur Beschreibung
der Variabilitdt unter sehr &dhnlichen Sequenzen eingefihrt wurde, sei es im Fale von
Populationsgenetik an variablen Genloci oder wie im hier betrachteten Fall der Sequenzvariation
unter Instanzen von Multi-Copy-DNA. Zusétzlich habe ich das Mal3 Ra eingefiihrt, um auch die
Kopienzahl in einer Abschdtzung der Assemblierbarkeit quantitativ zu beriicksichtigen (Abschnitte
253 und 254 ab S. 27). Mit Hilfe dieser Mal3e wurde die Betrachtung der Assemblierbarkeit von
Transposonkopien unabhangig von konkreten Verfahren zur Assemblierungediiheh

Wie sind nun die Werte in Hinblick auf die Frage nach der tatsadilichen Assemblierbarkeit zu
interpretieren? Unter ginstigsten Vorausstzungen gilt, dass $ch alle Transposonspezes assemblieren
lasen, deren Wert Ra kleiner ist als die Lange der Schrotschusssequenzen — also ca 350bp oder
sogar 2 x 350bp bei Heranziehen der Sequenzpaae, die von einem Klon stammen. Auf dieser
Sequenzstredke sollten sich im gtatistischen Mittel gentigend polymorphe Auspragungen ansammeln,
um eine andeutige Zuordnung der Schrotschusssequenz zu einer Transposonkopie i erlauben.
Mehrere glinstige Voraussetzungen gelten jedoch in der vorliegenden realen Situation nicht.

» Die Gleichverteilung polymorpher Positionen Uber die Transposonsequenz ist nur annghernd
gegeben (Ergebnise nicht dargestellt). Die vollstandige, fehlerfrele Assemblierung von
Transposonkopien wird nach dem Bottle-Ned-Prinzip gerade an solchen Stellen schwierig sein,
an denen polymorphe Sequenzauspragungen selten sind. Eine Abschdtzung der Erfolgsausschten
sollite dso eher vom unginstigeren Fall als vom ginstigsten Fall ausgehen. Erschwerend ist, dass
adéguate Vertellungsfunktionen fir die Anhdufung oder Ausdinnung von polymorphen
Merkmalen aus den Schrotschesguenzen nicht abgeleitet werden kdnnen.

» Die Entscheidung, ob zwei Schrotschusssequenzen in ihren polymorphen Sequenzauspragungen
voneinander verschieden sind, beruht auf einem paaweisen Vergleich. Die Sequenzstredke, Uber
die eén paaweiser Vergleich moglich ist, ist maximal so lang wie die kirzere der beiden
Schrotschusssequenzen, die miteinander verglichen werden, eventuell betrifft die Uberlappung
aber jeweils nur Teile beider Sequenzen. Versucht man, die Lange der Uberlappung statistisch zu
fasen, so geht die Coverage des Genoms mit Schrotschusssequenzen wesentlich in die
Berechnung ein. Und auch her — wie aiuch beim vorigen Punkt — ist bei der Betrachtung von
vollstandigen Transposonkopien, deren Lange ein Vielfaches der Schrotschusssequenzen betrégt,
von einem Worst-Case-Szenario an bestimmten Stellen der Transposonloci auszugehen (vgl. Abb.
22 auf S.47).
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» Die Kopplung polymorpher Sequenzauspragungen wirkt sich negativ auf die Prognose aur
Unterscheidbarkeit von Transposonkopien aus. Mit steigendem Mal3 an Kopplung nimmt der
diagnostische Wert polymorpher Sequenzauspragungen ab. Die Extrapolation der Mal3e tund Ra
auf vollsténdige Transposonloci legt ein Diversitétsmodell zugrunde, bei dem jede polymorphe
Auspragung ungekoppelt mit benachbarten polymorphen Auspragungen ist. Wahrscheinlich liegt
aber eine gewisse Kopplung von polymorphen Merkmalen vor. Diese Annahme egibt sich aus der
anzunehmenden dichotomen Entwicklungsgeschichte der verschiedenen Transposonkopien. Eine
neue Transposonkopie ist zum Zeitpunkt der Entstehung zwangdaufig sequenzidentisch zu einer
anderen Transposonkopie, von der sie sich ableitet. Nur die nadhfolgend in die Transposonkopien
eingefuihrten Mutationen sind von den dbrigen polymorphen Merkmalen entkoppelt. Entkopplung
kann auf3erdem erfolgen durch homologe Rekombination zwischen zwe verschiedenen
Transposonkopien.

Es exigtieren auch Effekte, die ene Unterschatzung der Unterscheidbarkeit von Transposonkopien
bedingen:

* Transposonspezes mit einer hohen Dichte polymorpher Sequenzmerkmale zegen auch einen
erhdhten Grad von Kopienfragmentierung (vgl. Tab. 40 mit Tab. 43). Die Fragmentierungspunkte
koénren als zusétzliches shr spezfisches diagnostisches Kriterium gewertet werden, das in die
Berechnung der Maf3eund R, nicht eingeht.

* Es besteht fUr drei der Transposonspezes aus D. discoideum alein aufgrund der Kirze ihrer
Sequenz ane gute Prognose fur ihre Assemblierbarkeit, denn \iele der beidseitig sequenzierten
Schrotschussklone sollten vollstandige Kopien dieser Transposons tberspannen konnen. Dies gilt
fur die Elemente DDT-S (Consensusénge 758bp), thug-S (2192bp), thug-T (1132bp) und
TRE3-D und TRE5-C, die jewels fast aus<hliefllich as verkirzte Kopien im Genom
vorkommen.

Die Schrotschusgechnik zur Genomsequenzierung gewinnt immer mehr an Bedeutung. Daher ist der
Entwicklungsdruck in diesem Zweig der Bioinformatik grof3 und es gibt eine Reihe von agorith-
mischen Lésungsvorschlagen fur die Assemblierung von repetitiven Sequenzen (ANSON & MYERS 1999,
PEVZNER ET AL. 200). Sie sind Ausdruck eines kontinuierlichen Fortschritts in der Erkennung und
Behandlung von repetitiven Antellen unter Schrotschusssequenzen. Das bedeutet aber nicht, dasseine
eingehende Analyse des Gehalts von repetitiven Elementen eines Genoms in Zukunft Gberfliissg wird,
vielmehr verschiebt sich die Grenze zavischen [6sbaren und unldsbaren Assemblierungsproblemen. Die
tatsadliche Lage der Grenze mussin jedem Anwendungsfall neu ermittelt werden. Untersuchungen
zur Leistungsfahigkeit von Assemblierungsprogrammen wurden stets an beispielhaften Genomen
durchgefuihrt und die Assemblierungdiicken und -fehler ausgezailt (PEvzner ET AL. 200)). Ziel sollte
jedoch sein, praktikable Mal3e zau entwickeln, mit denen Assemblierungsschwierigkeiten bewertet
werden konren. Mittels dieser MalRe konnte ane objektive und quantitative Bewertung von
Assemblierungsproblemen erfolgen. Ich habe im Verlauf dieser Arbeit versucht, solche Male au
entwerfen. Anleihen von Methoden aus dem Forschungsfeld der Populationsgenetik waren dabei
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hilfreich aber nicht hinreichend. Die Anstrengungen sollten vggtéhrt werden.

In Hinblick auf das Sequenzierungsprojekt fur das Genom von D. discoideum konrnte ene wichtige
Grundlage aur Assemblierung des Genoms aus Schrotschuss®quenzen geschaffen werden. Was aber
geschieht mit den ungelésten Assemblierungsproblemen? Im Falle der Genomsequenzierung von
D. discoideum liegt eine besondere Schwierigkeit darin, dass bakterielle Klone mit grofen Inserts
nicht verfligbar sind. Dadurch fehlen beispielsweise BAC-Endsequenzen, die bei der Uberbriickung
von Transposonkopien eine wichtige Rolle spielen kdnnten (AnsoN & MYERs 1999). YAC- und cYAC-
Klone sind verfligbar, haben aber eine hohe Quote an Chiméren (KonrForTov ET AL. 2000Q. Solange
diese Klonressourcen zur sequenzspezfischen Auflésung oder zur Uberbriickung von Transposonloci
fehlen, konren etliche Transposonkopien nicht aufgelost werden (Abschnitt 3.7.4 ab S. 66). In
einigen Einzdfdlen koénnen PCR-Experimente helfen, um Abschnitte Kartierter Licken zu
amplifizieren und zu sequenzieren. Allerdings wird gerade wahrend der Endphase des Genomprojekts
abgewogen werden, ob der 6konomische Aufwand eines kompromisdosen Llckenschlief3ens in
einem akzeptablen Verhaltnis zum Informationsgewinn steht.
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6 ANHANG

6.1 Binomialtabellen

Die Werte der folgenden Tabellen spiegeln die Werte der kumulativen Funktion F(x | n,p) zu einer
Binomialverteilung wider.

6.1.1 Vertrauensintervall bei der Schatzung der Genomgrélie
Binomialtabellen fur n=2608Q 96<x<118 und verschiedene Werte von p im Bereich
0.00390< p< 0.00438.

p
X 0,00390 0,00396 0,00402 0,00408 0,00414 0,00420 0,00426 0,00432 0,00438

96 0,30653 0,25490 0,20867 0,16816 0,13341 0,10420 0,08014 0,06069 0,04528

97 0,34281 0,28825 0,23865 0,19453 0,15612 0,12336 0,09599 0,07356 0,05552

98 0,38046 0,32340 0,27073 0,22317 0,18115 0,14480 0,11397 0,08835 0,06746

99 0,41916 0,36008 0,30471 0,25396 0,20846 0,16852 0,13416 0,10520 0,08126
100 0,45852 0,39796 0,34034 0,28674 0,23796 0,19451 0,15660 0,12419 0,09702
101 0,49816 0,43671 0,37734 0,32128 0,26950 0,22271 0,18130 0,14539 0,11486
102 0,53769 0,47594 0,41537 0,35732 0,30290 0,25301 0,20821 0,16881 0,13485
103 0,57672 0,51528 0,45409 0,39455 0,33792 0,28523 0,23725 0,19444 0,15703
104 0,61490 0,55435 0,49312 0,43265 0,37429 0,31919 0,26828 0,22222 0,18140
105 0,65188 0,59277 0,53210 0,47127 0,41169 0,35461 0,30112 0,25204 0,20792
106 0,68735 0,63021 0,57065 0,51004 0,44978 0,39122 0,33555 0,28374 0,23651
107 0,72107 0,66634 0,60842 0,54859 0,48823 0,42871 0,37130 0,31712 0,26705
108 0,75282 0,70088 0,64508 0,58657 0,52667 0,46673 0,40809 0,35196 0,29935
109 0,78243 0,73361 0,68034 0,62365 0,56474 0,50494 0,44560 0,38797 0,33322
110 0,80981 0,76432 0,71394 0,65951 0,60212 0,54300 0,48348 0,42487 0,36839
111 0,83489 0,79290 0,74567 0,69388 0,63846 0,58055 0,52139 0,46232 0,40459
112 0,85766 0,81923 0,77537 0,72654 0,67350 0,61727 0,55901 0,49999 0,44152
113 0,87814 0,84330 0,80291 0,75727 0,70698 0,65286 0,59598 0,53756 0,47885
114 0,89641 0,86509 0,82823 0,78596 0,73867 0,68705 0,63202 0,57468 0,51626
115 0,91256 0,88466 0,85131 0,81249 0,76842 0,71962 0,66683 0,61105 0,55342
116 0,92672 0,90207 0,87216 0,83682 0,79611 0,75036 0,70016 0,64637 0,59001
117 0,93901 0,91743 0,89084 0,85894 0,82165 0,77913 0,73181 0,68038 0,62574
118 0,94961 0,93086 0,90742 0,87888 0,84501 0,80583 0,76160 0,71284 0,66032
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p

X 0,00390 0,00392 0,00394 0,00398 0,00432 0,00434 0,00436 0,00438
96 0.30653 0.28875 0.27154 0.25490 0.06069 0.05514 0.05001 0.04528
97 0.34281 0.32412 0.30592 0.28825 0.07356 0.06708 0.06108 0.05552
98 0.38046 0.36101 0.34198 0.32340 0.08835 0.08089 0.07394 0.06746
99 0.41916 0.39912 0.37941 0.36008 0.10520 0.09669 0.08871 0.08126
100 0.45852 0.43808 0.41788 0.39796 0.12419 0.11457 0.10552 0.09702
101 0.49816 0.47753 0.45703 0.43671 0.14539 0.13463 0.12445 0.11486
102 0.53769 0.51706 0.49646 0.47594 0.16881 0.15689 0.14557 0.13485
103 0.57672 0.55631 0.53581 0.51528 0.19444 0.18137 0.16890 0.15703
104 0.61490 0.59488 0.57468 0.55435 0.22222 0.20802 0.19441 0.18140
105 0.65188 0.63244 0.61272 0.59277 0.25204 0.23676 0.22205 0.20792
106 0.68735 0.66865 0.64959 0.63021 0.28374 0.26746 0.25171 0.23651
107 0.72107 0.70325 0.68499 0.66634 0.31712 0.29994 0.28324 0.26705
108 0.75282 0.73600 0.71867 0.70088 0.35196 0.33399 0.31644 0.29935
109 0.78243 0.76670 0.75042 0.73361 0.38797 0.36935 0.35109 0.33322
110 0.80981 0.79523 0.78006 0.76432 0.42487 0.40575 0.38691 0.36839
111 0.83489 0.82150 0.80750 0.79290 0.46232 0.44287 0.42361 0.40459
112 0.85766 0.84547 0.83266 0.81923 0.49999 0.48038 0.46087 0.44152
113 0.87814 0.86715 0.85554 0.84330 0.53756 0.51796 0.49837 0.47885
114 0.89641 0.88658 0.87615 0.86509 0.57468 0.55527 0.53578 0.51626
115 0.91256 0.90385 0.89455 0.88466 0.61105 0.59199 0.57276 0.55342
116 0.92672 0.91906 0.91085 0.90207 0.64637 0.62781 0.60901 0.59001
117 0.93901 0.93235 0.92516 0.91743 0.68038 0.66247 0.64424 0.62574
118 0.94961 0.94385 0.93761 0.93086 0.71284 0.69571 0.67819 0.66032
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6.1.2 Wahrscheinlichkeitsintervalle fur Schrotschusstreffer auf die
Aktingenfamilie

Binomialtabelle fur n=2648Q p=0.000984 wnd verschiedene Werte fir x im Bereich 5<x <50

wiedergeben.

X | F(x|n,p) X | F(x|n,p) X | F(x|n,p)
20 0,13621 36 0,97500
5 0,00000 21 0,18745 37 0,98358
6 0,00000 22 0,24816 38 0,98945
7 0,00001 23 0,31695 39 0,99338
8 0,00004 24 0,39164 40 0,99593
9 0,00011 25 0,46949 41 0,99756
10 0,00030 26 0,54751 42 0,99856
11 0,00075 27 0,62280 43 0,99917
12 0,00174 28 0,69287 44 0,99953
13 0,00371 29 0,75582 45 0,99974
14 0,00738 30 0,81049 46 0,99986
15 0,01377 31 0,85643 47 0,99993
16 0,02417 32 0,89383 48 0,99996
17 0,04013 33 0,92336 49 0,99998
18 0,06322 34 0,94598 50 0,99999
19 0,09491 35 0,96282

6.2 Sequenzen von Transposonflanken aus inverser PCR

Die folgende Sequenzaufstellung gbt eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Experimenten
mit inverser PCR, beschrieben im Abschnitt 3.3.1 ab S. 36. In Kleinbuchstaben sind de Sequenzen
der Primer hervayehoben, mit denen das PCR-Produkt amplifiziert wurde.

6.2.1 Flankenpaare des Transposontgug-T

>JPCRa05d01 785 letters

ccgaccaccagtt gtt acAATTAAAATGAATATTATTTATATTTTTAAGATTTTTTTTAT
TTTTTTTTTTTCAAAAGATATGAAAAAATTTTGATCAAATTAAGATAAGT TGTAATAAAA
TTCAATTAAATACAATTGACACATCAATTTTAAAACATCCATCAGTTTTAGAATGTITGT T
CTATTGGTATTTTAAGT CCAGATTGTCGTACTGCACCGATTGGTATATTGGTATTAAAAG
AAAATCCATCAATTGATTTAAATAAATTACAAAAT GAAATTAATAATATCATCACGCAAG
ATATTGAATCACTGGCAGTCTTAAAAAAAATAATAGT TATTAACCAATTACCAAAAACAA
AAGTTGGTAAAATTCCAAGACAAATTTTATCAAATTTATTAAATGATCCAAACTATCAAT
TACCAGACGATGTCAATGACTCTGAACTATTTTATAAAATCAAAGAGTTATATATGAAAA
ATTAATTTTAGCAAAGT TTTTGTAAATTGT TTTTGT TCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
GAGTAATAATAATTAAAAAAGAAAATAATTTGGATTATTTTTTTTTAATTTAATAAAAGT
AGGAGATATAAAAAATAAATAAAAAATATAAAAAAAAAATAAAAAAATTTAAACTTTTAA

ATAATATGTTTGAAATTATTTGATTTTTTTTTTTTTTTGACTAAAAATAGTGTTTTACTA
TGGGACAAAAAGAGT TTTTTTAATCCACCTCCATCCTTATTgt tt t gt t t aaaggggt t t
tctcc

>JPCRa05e01 2097 letters
ccgaccaccagtt gt t acAAACTAATCACAATAACACATCAATCAATCAATTTTCAAATT
GGTCAAAAATTATTAAAACTCTAAAAACTATCAATATAACAAAGACAAACAAACTCAACG
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TGCAAAACAAATACTATTAGAAAAAGCAGCAAAATTCAAACATCTTGAAGAACAATGCAT
CGCTGAATACAATATTATGTGTAACAAAAACAAATTACATCAAAACCACACAAACATATT
AAAAAAACATATAAATGGAGAAATACCTAGCAAGTATCTAT CAGCAATACTAAACAAAAG
ATCAAAAGATGCAAAAAT GAATCAATCCAATATGGTAACATCATTACATCCGACCCCGAC
CAAATTGAAAATGCGT TTGTTGAATTCTACACAAATTTATATAGCTTACAAATATGTTGT
CCAATTACTCACCAGCTCATGCTAAACACATGGCCCATCATAAAAAATGAATATTGGAAT
GGTTTAGACTCACCATTTATACAAGATGAAGT TGAAGCTGCAATTAAAATCTGTAACCCC
AACAAATCACCCGGT CCAGATGGCGT TACAAATGCATTCTACATTAATCATTTAAACCAA
GTTAAACCAATTCTCACTACATTATTCAACGATATACTAGAAAATCCCCACCACATCACA
ACAGAATTCACCCAAGGT CTTATACACACAATATACAAGAAAGGCAACCCCTTACTCAAA
TCAAATCGT CGTCCCATTACACTTCTAAACACT GATTACAAGATCCTCTCAAAAGTAATC
AATACACGTCTTCTGAGAATACTTCCTTTCATCATCAACAACTACCAAACTGGTTTCGTA
CCCCACAGATTCATCAAAGACAACAT CATCAACATCAATGAATTAATCAACTACCT CAAA
TCTAAAAACCTCCCTGGTATCATCACACTATTTGACTTCTTTAAAGCATTTGATTCTATC
TCTCACGATAGTATTAAAAGAACATTTATTCATATTGGTATACCAATAAAATTAATAAAT
TTAATCCACAAGCTATTATCTGACTCACAAGCAAAAATTTCAATTAATGGTAAAACCAGA
AAATTCGATATTAAAAGAGGT GTAAAACAAGGT GACCCAATCTCAGCCACTTTATTTGTA
ATTGTAATTGAAATATTAGCAAGAACAATAAATGCAGACAATTCAATAATTGGATTACCA
ATTTCACCCAATCCACAAATTAAAATCAAATTTACCCAATTTGCAGACGACCTTACAACA
TACAACATCAACTACGAACAACAACAACAGT CAATCAAACATTTCGATAATTTCTGCGCT
TCAACATCATCATCTTTAAATTTTGACAAAAGT GCAATAATAGAAAT CAACCCCCACAAA
ATCACTGATAAACACATAATAAACAACATTCCACAATCAAAAAGAATTCCAATAACCAAA
AAAGATCAATCAGAAAGAGT TCTTGGCTATTTCTTTAATCATAATGGT TTACATAGGAAA
TTACCAGAAACAATGAAAACACT GATCAAGGTGAATTTAAAAACACTCCAACTCATACAC
ATGGCAACAGATTAGATAGAATATATACTCAATACAATAGAATAGACCCTGAAAATATAT
ATACACAAGT CCACCAAATTCCATCTTCATTATTAGATCATAATCCAGTATCAACAACAA
TTTCTTCACCTTTTCAAATAAATAAACATAAGAAAAGATGGATATTATCACCTGGTACTG
CAAATGACCATGAAGCAATCAATATTATCAATCATTTAATAACTTGTAACAAGATCTCAA
AAAAATATCTTGTTAATACTAATATTTATTTAATTTTATGAAATGT TCCAAACAGAACAT
TTAAAAATAACTATTAATATTGAATTGATAATTCAATATTAATTATTACTAACTTAATTC
ATTTTAATAAATTGTTTCATTTTATATAATAAACT CACTAAACACAACAAAACAATAATT
CAAAAATAAATAATAATAATTTAGAATATAGTTTTGTTTCAACATTTTGT TATGACACAT
ACAATTCAGAAAATAATAATAATTTATTTTATTgtttt gttt aaaggggttttctcc
>JPCRa05a01 557 letters

ccgaccaccagtt gt t acAAACTAATCACAATAACACATCAATCAATCAATTTTCAAATT
GGTCAAAAATTATTAAAACTCTAAAAACTATCAATATAACAAAGACAAACAAACTCAACG
TGCAAAACAAATACTATTAGAAAAAGCAGCAAAATTCAAACATCTTGAAGAACAATGCAT
CGCTGAATACAATATTATGTGTAACAAAAACAAATTACATCAAAACCACACAAACATATT
AAAAAAACATATAAATGGAGAAATACCTAGCAAGTATCTAT CAGCAATACTAAACAAAAG
ATCAAAAGATGCAAAAAT GAATCAATCCAATATGGTAACATCATTACATCCGACCCCGAC
CAAATTGAAAATGCGT TTGTTGAATTCTACACAAATTTATATAGCTTACAAATATGT TGT
CCAATTACTCACCAGCTCATGCTAAACACATGGCCCATCATAAAAAATGAATATTGGAAT
GGTTTAGACTCACCATTCATACAATTCAGAAAATAATAATAATTTATTTTATTgt tt t gt
ttaaaggggttttctcc

>JPCRa05b03 924 letters

ccgaccaccagtt gt t acAGTAATGATTACAATTAAACAATAATAATTAAAATAATAATT
TATTTAGTTTTATATAATTTAGAGT TTTCATTCGAAACTTCTCGGTCGAAAATTGTAAAA
ACTAAAAAAAAATAAAGT TAGTTCTGATTGACCTTTACAGCATTCTTATAATATTAATTG
TTTTCCTTTGTTTACTAAGACAAAAACAT TAAAGCATAACCCAAACACACTCAAACTCAA
ACACATATCAACAATTGATGGTAGAGCTATTTTAGCAGACGT TATATTTCCAAATCAATT
ACCAATTGGTATTCTTGGAATTTATGCACCAGCATCAAATGATACCATCAAAAAGAATTC
ATAACAACTTCACTACAAACACT TCTCCACAACCACT CAACAAACCCAATACCAAACCAA
TCCCAACATGTAATAATGCAGCTACGGGEGT TGGTCCTTCCATTGCATCTGATAACCACA
TATGTAAACCTAATTGTGCTGATTTTCCCACAACTCCTATTACTATGAAACTACCTATTA
AGGTAAACAAAATTTAATTATTAAATTACATTGT TAATATTAATAAGT TTTTAATAAAAT
TAATAGTAATTGTAACAAGATCTCAAAAAAATATCTTGTTAATACTAATATTTATTTAAT
TTTATGAAATGT TCTAAACAGAACATCTAAAAAATAACTATTAATATTGAATTGATAATT
CAATATTAATTATTACTAACTTAATTCATTTTAATAAATTGTTTCATTTTATATAATAAA
CTCACTAAACACAACTAAACAATAATTCAAAAATAAATAATAATAATTTAGAATATAGT T
TTGTTTCAACATTTTGTTATGACACATACAATTCAGAAAATAATAATAATTTATTTTATT
gttttgtttaaaggggttttctce

>JPCRa05c03 3349 l|etters

ccgaccaccagtt gt t acAAACTAATCACAATAACACATCAATCAATCAATTTTCAAATT
GGTCAAAAATTATTAAAACTCTAAAAACTATCAATATAACAAAGACAAACAAACTCAACG
TGCAAAACAAATACTATTAGAAAAAGCAGCAAAATTCAAACATCTTGAAGAACAATGCAT
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CCCTGAATACAATATTATGT GTAACAAAAACAAATTACATCAAAACCACACAAACATATT
AAAAAAACATATAAATGGAGAAATACCTAGCAAGTATCTAT CAGCAATACTAAACAAAAG
ATCAAAAGATGCAAAAAT GAATCAATCCAATATGGTAACATCATTACATCCGACCCCGAC
CAAATTGAAAATGCGT TTGTTGAATTCTACACAAATTTATATAGCTTACAAATATGTTGT
CCAATTACTCACCAGCTCATGCTAAACACATGGCCCATCATAAAAAATGAATATTGGAAT
GGTTTAGACTCACCATTTATACAAGATGAAGT TGAAGCTGCAATTAAAATCTGTAACCCC
AACAAATCACCCGGT CCAGATGGCGT TACAAATGCATTCTACATTAATCATTTAAACCAA
GITAAACCAATTCTCACTACATTATTCAACGATATACTAGAAAATCCCCACCACATCACA
ACAGAATTCACCCAAGGT CTTATACACACAATATACAAGAAAGGCAACCCCTTACTCAAA
TCAAATCGT CGTCCCATTACACTTCTAAACACT GATTACAAGATCCTCTCAAAAGTAATC
AATACACGTCTTCTGAGAATACTTCCTTTCATCATCAACAACTACCAAACTGGTTTCGTA
CCCCACAGATTCATCAAAGACAACAT CATCAACATCAATGAATTAATCAACTACCT CAAA
TCTAAAAACCTCCCTGGTATCATCACACTATTTGACTTCTTTAAAGCATTTGATTCTATC
TCTCACGATAGTATTAAAAGAACATTTATTCATATTGGTATACCAATAAAATTAATAAAT
TTAATCCACAAGCTATTATCTGACTCACAAGCAAAAATTTCAATTAATGGTAAAACCAGA
AAATTCGATATTAAAAGAGGT GTAAAACAAGGT GACCCAATCTCAGCCACTTTATTTGTA
ATTGTAATTGAAATATTAGCAAGAACAATAAATGCAGACAATTCAATAATTGGATTACCA
ATTTCACCCAATCCACAAATTAAAATCAAATTTACCCAATTTGCAGACGACCTTACAACA
TACAACATCAACTACGAACAACAACAACAATCAATCAAACATTTCGATAATTTCTGCGCT
TCAACATCATCATCTTTAAATTTTGACAAAAGT GCAATAATAGAAATCAACCCCCACAAA
ATCACTGATAAACACATAATAAACAACATTCCACAATCAAAAAGAATTCCAATAACCAAA
AAAGATCAATCAGAAAGAGT TCTTGCCTATTTCTTTAATCATAATGGT TTACATAGGAAA
TTACCAGAAACAATGAAAACACTGATCAAATCATTAGTACTATGGAAAACTAGT GGCACA
ACATTAAAAACAAAAACAACCATCATAAACACCTACTCACTATCACCAATAACATATTTA
TCATACCTTGAAGAATTTACAAAAGAT GAAGAAATTCAAATAAATAAATTAATCTCAAGG
TTTATGAATTCTCCCGCAAATTCTGAATCACCAACTCTCGATACCAATTCCATTGAAAAC
AACACATCAACCATCCATTCACGTGCAAAAATACCTTTGATGTGTTATGATAGATCATTA
AAACCATTAAAAGAAGGT GGTTGGGGTATGTGGAATATACAAT TACGACAAGT TGCTCAA
AAGATTTGGATATACAACAGATTTTTACAAATGCATAAATCTGCAAACAATTCAATATAC
ATGATAAGT TGGATGGATCAAATCATCAACAAATCAATCTCTTCTCCATACCTTATAAAA
ATCAAAAAAGAAT GGGAAAACT ATGCAACT CAAATTGGACATCTAAAAGATAAAGT TCAA
ATCCTACAACCAATATTAACAAAAAACCAACCCTCTCAAACATTAAACACAAATAATATT
TCACTACCACCAACACT CAAAGAAATCTACTCGACAATACTAAACAATCACCAATGCAAA
TCAAAAGACTATATTGGCAAGAAATATTCAGATCTACTTCTTACTTCGCACCAACAATCA
ATACAACTATTATGGAAATACACATACGACCAACTTTTTGT CAAAATTCAAAAATTAAAA
GATCCAAAAGGCCGTGATACAATGCAAAGATTCCATGCTAGATGTCTTCCGATTAATCAT
CTACACAACAAAGT TTGCCCCATTTGCAACAATGAAATGAATAATGATCCCTATGGT CAT
TTGTTTTTCAATTGTCAGCACACAATCAACTTCATAAACCACGACAAATTAAAATATTTT
ATATATAAAAATTGCAAT GGAAACAAAAACT GGT CACTAACAAAAAACCAAACAACAAAA
TTATACACACTCATTTATAAACCACAAACAAACAACAAAGCATTTAAACCAGATCCAACT
ATCAATATTAATTTTCATTTTGCAGAAAACGCACAATATAAAAAATACAGGT TCAACT GG
AATTATATAAACACAAATCTTGATCTAGT CAGAACACATGTATCTATTATCGCAGGAGAT
TTCAACTGTATCCACAACGACAATTCACTATTAGATGATATTATCCAATCCTANANATAC
CAACACCATTTAATTGATCAAGGT GAATTTAAAAACACT CCAACTCATACACATGGCAAC
AGATTAGATAGAATATATACTCAATACAATAGAATAGACCCT GAAAATATATATACACAA
GTCCACCAAATTCCATCTTCATTATTAGATCATAATCCAGTATCAACAACAATTTCTTCA
CCTTTTCAAATAAATAAACATAAGAAAAGATGGATATTATCACCT GGTACTGCAAATGAC
CATGAAGCAATCAATATTATCAATCATTTAATAACTTGTAACAAGATCTCAAAAAAATAT
CTTGTTAATACTAATATTTATTTAATTTTATGAAATGT TCCAAACAGAACATTTAAAAAT
AACTATTAATATTGAATTGATAATTCAATATTAATTATTACTAACTTAATTCATTTTAAT
AAATTGTTTCATTTTATATAATAAACT CACTAAACACAACAAAACAATAATTCAAAAATA
AATAATAATAATTTAGAATATAGT TTTGTTTCAACATTTTGT TATGACACATACAATTCA
GAAAATAATAATAATTTATTTTATTgtttt gttt aaaggggttttctcc

6.2.2 Flanken der Transposons DDT-A und DDT-S

>JPCRa38a06 486 letters

ggtgcatttttctttgct gt gCAACTACACCCTAAATAAGT GTGGACACACCACTCACAC
CTGGAATGTGAAGATTTTAAACAATCTACAAATTGCACTAGTAGCCAATTTAATAGCTAT
TATATTCGAAAAAATTTGGCACAAAAGAAACAAACT CATTCACGATAAAAAAGAAATAAT
AATTCATAGACAACAAGT CATACGTGAACTAATTAAAACACAAAGAGCTGCATGGGACAG
GATACAAGCGGTTATAAACAAAACAT TAAGAAT CAAAT CAAAGCAACGGCCAGAAGAACA
AAATAAATTAGACTCACTAATCTCGCTAAGCTATTACAATTTAGAAATGGAACTCACCTC
TTCACTTAATAGCACTTCCGAAACAT CTCAAAAAATACAATAATTCACTCAGTACTTTCT
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ATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACT TGGGAACCCcacagcgaagaaaaa

t gcacc
>JPCRa39a07 741 letters
ggtgcatttttctttgct gt gTAGTCTCTAAAGAGTATGI TTATAAGTTTCATAATGI TG

AATCAAATTCATTATTAAAATATCTAATAATATAATCTTAATTTTTTAAAGAAATGGTCA
CGAAGAGT TACTTAAATCCGAAAAGAAAGT TTTTACAACCAATGATGGCCAAACCATTTC
ATCTAGTGTCCTCCGTAAGGTCATTAATGATGTTGAGT TTTCAAACCATTGGGACGAGAT
GCATAAAGGT CATATTGGAAGAGATGCCACTTACCAAAAATTCAAGTCAATGTATTTTTG
TACTGGTATGTGGGTAATGGT TGATAATGCAGT CAAGCAATGTGATATAT GCCAAAGAAA
CAAAATTAAGGGTAAAATATTAATTTAAATTAATAAAAATTATTATTTATATCAAATGAT
ATTAATAATTTTAATATAGGTATCAATAAAGAATATGTTGCAATTGAAGATACTGAGGAG
TATTCAAGAATGGT TTTTGATTTAACATCTTTAAAAGGAGAGCATAGAAATAATGATATC
ATTATAGAATCTACCGATAGATTCTCTTCTAATTGGGAAACTATCAAAAATGATAATGTA
AAAGAAGCAAACGATTCAAACATTGTCTATATTCTTATTTGTGTCAATTCTTTCACAAAA
TTTGCAACTGGAAGGTAATTACCTTAATACTCTCCTAAAAGT TCAATATTATTTATATTA
cacagcaaagaaaaat gcacc

>JPCRa40a04 1017 letters

ggtgcatttttctttgct gTGACACCGCTTTCATTACACATATTGGTAAATTTGAATATA
CTAGAATGCCACAAGGT TTAGTCAACTCTCCATCCACATTCGCCAGATTGATGGT CGAAA
TATTTGGAAAAATCAAAAGT TTATTACAATACTTTGATGATCTTTTGGT TCATTCAAAAC
TCGACTACATGGTACATTTCATTGAAATCATTAGAATGCTTCTATATTGTAGAAAGTACC
TATTATTCATTTCAAGAGAAAAGAGT GAAATGT TAAAGACTGAAGTTGATTTCCTTGGT T
TTCACATTCATAAAGATGGTATATCTCCAAGAGCTGCAAAGGT TAGAGCTATCTCTGAGT
TACCTGAACCAAGAAACGCCAAAGAAGCTGAAGCTGCATTAGGTCTTTTTGGATTCTTCA
GGAGACACATTGAAAATTACGCTGAAAAAACCTATCACCT TTCCAAAGAATCAAAAGGGA
AAAACAAGAAAACT CTTTCTGATGAATCACT CAAAGAATTCAATAATCTAAAGAAAGAGT
TTGAAGGTGAAAATATTGT CGCTATTCCAATTGAACAAGATAACT CCATATCAATAGATA
TCGAAAAGGT TAAAGCAT CAACAGACATGCCAATCCATTCAGATAATAATAATATAAACA
ATGGTAGTTTTCACTTGTATTGTGATGTTAGTGATAAAGCATTATCAGGTGTGTTATATC
AAATCCAAGGTGATAAATTCAAAGTCATTTGGT TCCACAGTAGAAAACTTACTGATACTC
AAAAGAGGTACAGCATAGGTGATAGAGAGT TCCTTTCAATCATTGATTCTCTAAAGAAGT
TTCAACATTTATTAATTGGTAAAAAGGT TTCAATCTACACTGATCACCAAAATCTTACAT
ATATTATCAATAAGT CAAACGATAAACCGT TCACAAAGAGACAAGATAATTATATGAAAT
ATATTAAAGAATTTGATTATGAATTAAGACATATAAcacagcaaagaaaaat gcacc
>JPCRa40a08 1092 letters

ggtgcatttttcttcgct gt gTTGGTAATACAGGAAGACACTAAACAACTTTATAAACTT
GAATTTTTGGAAGATGGAATCAATAGCCTTCAAAAAAAAGGT TTATACTCTGGTTTTGTA
GGAGGTAACAAGTTGGT TCTTTATAAACAATCAACAGT TGATATTTTTAGAACATCGCCA
AACATACAAAAAGATATTGATTCTTTTACTTCTGGTCTTTATTTAAATAATGATGGGAAA
GITATTGAATTTCTGGT TCAGT TTATTAAAAATCTTGGTAAGGATTTATCCAATTTCAAC
TTGCATCAATTGGTAACACAAAATGATCCATTTACGGT TTTGGAAGATGCTCTTAACAAT
CCATCAAATATTCCACCTATCATTAACGATAATCCATTTCAACACAAACTCAATAATGAA
ATGGAACAAGAAGAAATACTCCCATTTTTAAATAATAATCCAACAGCGCCAAATTTAATG
AATTGTTTGAGAAAGGATATGAAT TTAAAAGAAATAGTACCACCAATACCT CAAGT GCAA
ATAATACCATCGTATACTATACCACAATCTGGTAGTGGTATAGTAACAACTGT TAAACGT
CTCAGAGGCCGTCCTCATAAGATACCAATTGT TAATAAACCTCCTTTAAAATCACATTCT
AAACCATCCAAATCACCTCTCAAATCACCATCCATTTCACCTTCCAATTCACCATTTAAA
TCACCATTTAAATCACCTTCCAAATCACCATTTAAATCACCTTCCAAATCACCATCCATT
TCACCTTCCAATTCACCATTTAAATCACCTTCCAATTCACCTTTTAAATCACCATTTAAA
TCACCTTCCAAATCACCATCAATAGGAAAAATCGT TAATGT GATACCTTCAAAAAAAGTT
GCAAAAACAAAGT TAACAAGGACACAAAAATTAGAACTTGATTTGGT TGCAATTAATAGA
AGGGGGTATGGGGAAAT TAGAAAATAAAAACAAGT GGCCAAAT CAAAAAAACAAAAAAAA
CACAAATCAACCCAAAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAATTAAAAATTAAAAACacagcaaa
gaaaaat gcacc
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6.3 Eintrage in Sequenzdatenbanken

Tab. 46. Verdffentlichungen der erarbeiteten Sequenzdaten in Form von GENBANK-Eintrégen.

Acc.No.

AF134169
AF134170
AF134171
AF135841
AF298201
AF298202
AF298203
AF298204
AF298206
AF298207
AF298208
AF298209
AF298210
AF298624

AF4740004

Titel

Dictyostelium discoideum retrotransposon TRE3-A

Dictyostelium discoideum retrotransposon TRE3-B

Dictyostelium discoideum retrotransposon TRE3-C

Dictyostelium discoideum retrotransposon TRE3-D

Dictyostelium discoideum putative transposon DDT-A
Dictyostelium discoideum putative transposon DDT-B
Dictyostelium discoideum putative transposon DDT-S
Dictyostelium discoideum gypsy-like LTR retrotransposon DGLT-A.1
Dictyostelium discoideum transposon Tdd-5

Dictyostelium discoideum transposon thug-S

Dictyostelium discoideum transposon thug-T

Dictyostelium discoideum non-L TR retrotransposon TRES-B
Dictyostelium discoideum non-L TR retrotransposon TRE5-C
Dictyostelium discoideum chromosome 2 repeat region
Dictyostelium discoideum copia-like LTR retrotransposon DCLT-A
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