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Diversitatsgenerierende Retroelemente (DGRs) stellen einen neuen Typus Retroelement dar, die
gezielt einen Teil einer codierenden Sequenz des Wirtsgenoms Uber einen Copy and Replace-
Mechanismus hypermutieren und somit zur Erzeugung biologischer Diversitat beitragen kdnnen.
Trotz dieser einzigartigen Eigenschaften und dem potentiellen Wert dieser Elemente fiir Industrie
und Forschung konzentrierten sich seit der Beschreibung des ersten DGRs vor (iber zehn Jahren die
meisten Publikationen auf mechanistische Eigenschaften des Prototypen aus dem Bordetella
Bakteriophagen. Allerdings sind zahlreiche Fragen zur Funktionsweise dieser Elemente noch immer
ungeklart. Ebenso wurden bisher extensivere, vergleichende Studien, die weitere Vertreter dieser

Elemente bericksichtigen, noch nicht durchgefiihrt.

Die vorliegende Dissertation leistet einen wichtigen Beitrag zum tieferen Verstdndnis
diversitatsgenerierender Retroelemente. Das eigens fir diesen Zweck konzipierte Programm DiGReF
erlaubte eine umfassende Analyse der Bestdande 6ffentlicher Datenbanken auf DGRs in sequenzierten
Genomen. Mit Hilfe dieser Daten konnten weitere Aspekte dieser Elemente aufgeklart werden, die
eine Analyse ihrer Verteilung, ihrer phylogenetischen Beziehungen, ihrer Struktur und eine
Charakterisierung der einzelnen Elemente einer DGR-Kassette umfassten. So konnte gezeigt werden,
dass das zuvor fiir wenige Elemente beschriebene Merkmal der Adeninsubstitution eine gemeinsame
Eigenschaft aller DGRs ist, wahrend keine C-, T- oder G-Substitionen auftreten. Ebenso fanden sich
erste Belege daflir, dass die beiden essentiellen Elemente Template Repeat und reverse
Transkriptase nicht notwendigerweise ein gemeinsames Transkript besitzen. Auerdem konnte
erstmalig die Gruppe der weitgehend uncharakterisierten akzessorischen Proteine umfassender
beschrieben und ein Consensusmotiv ermittelt werden. Fiur kiinftige Studien werden die DiGReF-

Software und die Ergebnisse dieser Arbeit von grundlegender Bedeutung sein.

Der zweite Teil dieser Arbeit fokussierte sich auf die experimentelle Charakterisierung zweier
Kernkomponenten von DGRs, der reversen Transkriptase und den akzessorischen Proteinen.
Wadhrend die Aufreinigung einer DGR-assoziierten reversen Transkriptase noch weitere
experimentelle Arbeiten erfordern wird, konnte das akzessorische Protein Alr3496 aus der Blaualge
Nostoc sp. PCC 7120 erfolgreich in rekombinanter Form aufgereinigt werden. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass AIr3496 diverse Nucleinsdauresubstrate bindet, und in der Lage ist, die
Hybridisierung von komplementaren DNA-Strangen zu katalysieren. Dies legt nahe, dass

akzessorische Proteine aus DGR-Elementen eine Rolle als Nucleinsdaurechaperone iibernehmen.



Diversity-generating retroelements (DGRs) constitute a new type of retroelement, which is able to
diversify a distinct section of a host open reading frame by using a copy and replace mechanism;
biological diversity is created in the process. On the contrary, classic retroelements utilize a copy and
paste mechanism and can potentially disrupt coding or regulatory sequences of the host genome by

insertion.

The first description of a DGR was published about one decade ago; since then, several studies have
focused on mechanistical properties of this prototypical element from the Bordetella bacteriophage.
However, various questions concerning these elements are still unanswered. Moreover, more
comprehensive studies that compare elements from various organisms have not been conducted so

far.

This thesis provides a significant contribution to a deeper understanding of diversity-generating
retroelements. An exclusively-designed program called Diversity-Generating Retroelement Finder
(DiGReF) allowed for a comprehensive analysis of public databases for the presence of DGRs in
sequenced genomes. Using these data, more advanced studies were conducted that included
analysis of distribution, phylogeny, structure and characterization of every component in DGR
cassettes. For instance, it was revealed that adenine substitution, which was reported previously for
several elements, is a common hallmark of all DGRs. Also, first evidence was found that the two core
components of DGRs, template repeat and reverse transcriptase, do not necessarily share a common
RNA transcript. Additionally, the largely uncharacterized group of accessory proteins was more
closely investigated, leading to the identification of a previously unreported consensus motif. Future

studies will benefit from the DiGReF software, and the results described herein.

In the second part of this thesis, two key components of DGRs — the reverse transcriptase and an
accessory protein — were assessed experimentally for further characterization. While more work has
to be invested in the purification of a DGR reverse transcriptase, successful recombinant expression
and purification of the accessory protein Alr3496 from the cyanobacterium Nostoc sp. PCC 7120 was
achieved, and binding of various nucleic acid substrates was observed in filter binding assays.
Additionally, further experiments demonstrated that Alr3496 is able to catalyze hybridization of
complementary DNA strands, which suggests that DGR accessory proteins might act as nucleic acid

chaperones.
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L. Einleitung

Bis weit in das 20. Jahrhundert hinein herrschte in der Biologie Uneinigkeit dariber, ob die
genetische Information Uber Deoxyribonucleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) oder Proteine
weitergegeben wird. Schlielllich konnte in einer Reihe von Experimenten zwischen 1944 und 1961
demonstriert werden, dass DNA Trager der Erbinformation ist, die Weitergabe an nachfolgende
Generationen jeweils semikonservativ erfolgt, und ein Triplettcode die Information (ber die
Primarstruktur von Proteinen beinhaltet (Avery et al., 1944; Hershey and Chase, 1952; Nirenberg and
Matthaei, 1961; Watson and Crick, 1953). Dass das Genom eines Organismus nicht
notwendigerweise einen starren, unveranderlichen Zustand besitzt, sondern vielmehr diversen
Umbauten und Modifikationen unterworfen ist, war bereits zu diesem Zeitpunkt mit der Theorie und
Entdeckung des Crossing Overs durch Thomas Hunt Morgan und Barbara McClintock nicht unbekannt
(Creighton and McClintock, 1931). McClintock war es auch, die in den 50er Jahren Studien vorstellte,
in denen sie die Existenz mobiler Genomabschnitte postulierte (McClintock, 1956), was
gleichbedeutend war mit tiefgreifenden topologischen Verdanderungen des Erbguttrdgers. Es dauerte
jedoch weitere 20 Jahre, bis ihre Arbeit Anerkennung fand, und das Konzept von mobilen
genetischen Elementen (MGEs) von der gangigen Lehrmeinung akzeptiert wurde (Starlinger and
Saedler, 1972). Heute ist bekannt, dass MGEs wichtige biologische Funktionen erfillen,
beispielsweise in der Erzeugung genetischer Vielfalt und der Entstehung neuer Gene (Chenais et al.,
2012; Feschotte, 2008), oder in der Beteiligung an der epigenetischen Regulation von

Wirtsgenomabschnitten (Chueh et al., 2009).

Bei MGEs handelt es sich um DNA-Abschnitte von wenigen hundert bis mehreren tausend
Basenpaaren (bp) Lange, die die Fahigkeit besitzen, ihre Position und/oder ihre Zahl im Genom zu
verandern. Ein markantes Merkmal dieser Elemente ist, dass der Transpositionsprozess die Integritat
des Wirtsgenoms weitgehend ignoriert; mobile genetische Elemente sind sozusagen nur an der
eigenen Weiterverbreitung interessiert, weswegen sie im Englischen oft als ,selfish” bezeichnet
werden (Doolittle and Sapienza, 1980; Orgel and Crick, 1980; Werren, 2011). Im besten Falle erfolgt
der Einbau des Elements an einer neutralen Stelle im Wirtsgenom, die keine codierende oder
regulierende Aufgabe besitzt. Ist jedoch ein funktionaler Genomabschnitt Ziel eines MGEs, so hat
dies in der Regel negative Auswirkungen fir das Wirtsgenom, und somit fiir den beherbergenden
Organismus als Ganzes (Kazazian, 1998; Lee et al., 2012). Ebenso wurde beobachtet, dass in héheren
Eukaryoten selbst die Insertion in Genomabschnitte, welche nur in der Nahe von aktiven Abschnitten
liegen, eine Stérung dieser Abschnitte verursachen kann (Kuehnen et al., 2012). Grund hierfir sind

epigenetische Mechanismen, welche durch die Prasenz eines MGEs eine geringere Transkriptionsrate
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der umliegenden Sequenzen bewirken kénnen. Grundsatzlich zeigen die bisher bekannten MGEs
eher eine geringe Spezifitdt hinsichtlich der Wirtsgenomsequenzen, in die sie sich integrieren.
Lediglich einzelne Elemente wie R1 (Drosophila melanogaster) und R2 (Bombyx mori) inserieren
spezifisch in Loci, die fur ribosomale RNAs codieren (Jakubczak et al., 1990). Andere Elemente
wiederum, wie z. B. TRAS1/SART1 sind spezifisch fiir Telomersequenzen in B. mori (Takahashi et al.,
1997), wahrend Prophagen oft in der Ndhe oder innerhalb von tRNA-Genen inserieren (Canchaya et
al., 2004). Die Mehrzahl mobiler genetischer Elemente jedoch stellt weit weniger definierte
Anspriche an ihre jeweiligen Zielsequenzen. L1-Elemente bendtigen lediglich die Sequenz TTTA (Feng
et al., 1996), wahrend einige DNA-Transposons wie das Tcl/mariner-Element in der Regel nur noch
ein AT-Dinucleotid im Wirtsgenom zur Insertion nutzen (Plasterk et al., 1999). Noch geringere
Bedingungen erfordern scheinbar Alu-Elemente: hier vollzieht sich der Einbau weitgehend zufillig,
und gleichmaRig Gber das Wirtsgenom verteilt, mit einer gewissen Bevorzugung von Sequenzen in

der Nahe dhnlicher Elemente oder genischer Regionen (Wagstaff et al., 2012).

Diversitatsgenerierende Retroelemente (DGRs) stellen eine faszinierende Ausnahme unter MGEs dar
(Doulatov et al., 2004; Liu et al., 2002; Medhekar and Miller, 2007). Sie kénnen einen Teil eines
codierenden Abschnitts der Wirts-DNA durch eine hypermutierte Variante ersetzen, indem sie eine
exakt definierte Zielsequenz verwenden. Das resultierende Protein wird somit in seinen
biochemischen Eigenschaften verdndert. Dies kann mit einem unmittelbaren Selektionsvorteil fur
den Wirt verbunden sein, da es dem Zielprotein beispielsweise ermoéglicht wird, durch DGR-
vermittelte Hypermutation schneller auf einen externen Anpassungsdruck zu reagieren. Da lediglich
eine einzige, definierte Sequenz ersetzt wird, legt das Element auch keine neuen Kopien von sich
selbst an; es agiert vielmehr als Teil des Wirtsorganismus, und nicht mehr als eigenstandiges, auf die
eigene Weiterverbreitung ausgerichtetes Element. Im bisher am detailliertesten beschriebenen
Element, dem Bordetella Bakteriophagen-DGR, dhnelt dieses System auf verbliffende Weise der
Technik des Phagendisplays, einer Methode zur Identifizierung von Bindungspartnern fiir einen

gewadhlten Liganden (Smith, 1985).

Trotz dieser bemerkenswerten Eigenschaften ist liber die Elemente selbst, ihre Verbreitung, ihren
Funktionsmechanismus und ihre Genese bislang nicht viel bekannt. In der vorliegenden Arbeit
wurden daher bioinformatische und experimentelle Techniken eingesetzt, um den Kenntnissstand
Uber diese Elemente betrachtlich zu erweitern, und ein aktualisiertes Bild von diesen speziellen

Vertretern mobiler genetischer Elemente zu definieren.
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Der erste Vertreter dieser neuen Art mobiler genetischer Elemente wurde im Bordetella
Bakteriophagen entdeckt (Liu et al., 2002). Hierbei handelt es sich um einen 42,5 kbp groBen dsDNA-
Phagen, der Bakterien der Gattung Bordetella infizieren kann. Die erfolgreiche Infektion einer
Zielzelle erfordert die Bindung des Phagen an das Oberflaichenprotein Pertactin (Leininger et al.,
1991; Liu et al., 2002), was durch ein Protein an den Spitzen der Schwanzfasern des Phagen erfolgt;
dieses wird vom major tropism determinant-Locus (mtd) codiert. Die Expression von Pertactin ist —
wie zahlreiche andere Proteine in Bordetella (Akerley et al., 1995; Cotter and DiRita, 2000; Cotter and
Miller, 1997) — abhangig vom Lebenszyklus des Bakteriums. Wahrend es in der Plus-Phase auf der
Zelloberflache exprimiert vorliegt, fehlt es in der Minusphase; die Infektion ist dem Phagen in diesem
Stadium somit normalerweise nicht moglich. Es wurde jedoch beobachtet, dass eine geringe Zahl von
Phagen (etwa einer von 10° Phagen) zur Infektion von Minus-Phasenzellen in der Lage ist, indem sie
alternative Oberflachenproteine benutzen (Liu et al., 2002). Dieses Phanomen wird
Tropismenwechsel (tropism switching) genannt. Die Mehrheit der Phagen, die aus einer infizierten
Minus-Phasenzelle hervorgingen, konnte ebenso nur andere Minus-Phasenzellen infizieren. Mit einer
Frequenz von einem von 10° Phagen wurde der Tropismus jedoch wieder zu Plus-Phasenzellen
revertiert. Bei beiden Tropismenwechseln konnte eine dritte Phagenspezies isoliert werden, die in
der Lage war, Zellen in beiden Phasen zu infizieren. Die Phagenvarianten wurden entsprechend ihrer
Tropismen Bvg plus-tropic Phage (BPP-1), Bvg minus-tropic Phage (BMP-1) und Bvg indiscriminant
Phage (BIP-1) genannt, wobei sich Bvg auf das Signaltransduktionssystem BvgAS von Bordetella
Bakterien bezieht, das den Wechsel zwischen diesen beiden Lebensphasen und einer intermedidren

Phase vermittelt (Deora et al., 2001; Stockbauer et al., 2001; Uhl and Miller, 1996).

Sequenzanalysen der verschiedenen Phagenvarianten zeigten, dass jeweils das mtd-Gen in einer
definierten Region an seinem 3‘-Ende stark mutiert war (Liu et al., 2002). Dieser Sequenzabschnitt
erhielt die Bezeichnung ,variable Region’ (VR). Auffillig war hierbei, dass Hypervariation nur an
einzelnen, distinkten Positionen auftrat. Bei einer genaueren Betrachtung der benachbarten
Sequenzabschnitte fand sich downstream vom mtd-Locus eine Kopie der VR, in der die
hypervariablen Reste ausschlieRlich Adeninen entsprachen. Diese Region erhielt spater die
Bezeichnung ,Template Repeat’ (TR). Darliber hinaus wurden zwei offene Leserahmen identifiziert:
einer codiert ein unbekanntes Proteinprodukt, das man zunachst mit ,accessory tropism determinant’
(Atd), und spater ,accessory variation determinant’ (bAvd) benannt hat., Der zweite Leserahmen

codiert flreine reverse Transkriptase (brt), was fir ein DNA-Virus duBerst ungewdhnlich ist (s.

Abbildung 1).
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Abbildung 1: Das DGR-Element des Bordetella Bakteriophagens. (A) Struktur des Bordetella Bakteriophagen-DGRs. In der
variablen Region (VR) des mtd-Locus tritt massive Sequenzvariation auf, die einen Tropismenwechsel des Phagens
ermoglicht. Downstream befinden sich Leserahmen fiir die Accessory Variability Determinant (avd) und fir eine reverse
Transkriptase (brt). Zwischen avd und brt liegt der Template Repeat, der eine nahezu identische Kopie der variablen Region
des mtd-Locus darstellt; in ihm tritt keine Sequenzvariation auf, hypervariable Positionen in der VR entsprechen hier
ausschlieBlich Adeninen. (B) Alignment der BPP-1 TR und den variablen Regionen mehrerer unterschiedlicher
Tropismenvarianten (nach Liu et al., 2002). Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur verénderte Positionen dargestellt.

Deletionsmutationen des brt-Locus sowie der Repeatregion fiihrten zu einer signifikant verminderten
Fahigkeit zum Tropismenwechsel (Liu et al., 2002). In einem weiteren Experiment konnte ein Transfer
von stummen Mutationen in der Repeatregion in die entsprechende Region des mtd-Gens in
tropismenveranderten Phagennachkommen demonstriert werden. Diese einzelnen Beobachtungen

flhrten zur Entwicklung des Konzepts der diversitatsgenerierenden Retroelemente.
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Abbildung 2: Schema des DGR-Mechanismus. Der TR-Locus wird transkribiert, und das Transkript Giber die assoziierte
reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Hierbei kommt es zu Fehlern bei der Basenkomplementation von Adeninen,
so dass in die resultierende cDNA an entsprechenden Positionen Nicht-Thymine eingebaut werden. In einem bisher nicht
geklarten Vorgang, der die Bezeichnung ,mutagenic Homing’ erhalten hat, ersetzt die mutagenisierte cDNA den
entsprechenden Parentalstrang in der variablen Region des Zielgens. Durch Reparaturmechanismen o. A. wird die Synthese
des Zweitstranges durchgefiihrt, der nun Nicht-Adenine an Positionen enthélt, die Adeninen im TR entsprechen. Die Rolle
des Proteins bAvd ist noch nicht geklart; denkbar ist eine Beteiligung am RT-Prozess oder im ‘mutagenic homing’.

Der heute als am wahrscheinlichsten angenommene Mechanismus dieser Elemente ist in
Abbildung 2 skizziert. Er beginnt mit der Transkription des Template Repeats. Die entstandene TR-
RNA wird anschlieBend als Matrize zur cDNA-Synthese verwendet, was durch die reverse
Transkriptase Brt erfolgt (Guo et al., 2008). Hierbei werden Fehlpaarungen in den entstehenden
DNA-Strang eingefligt, die zu den beobachteten Adeninaustauschen fiihren; diese werden im
Nachfolgenden gemall IUPAC-Nomenklatur als A->N-Mutationen (,Adenine to aNy nucleotide”)
bezeichnet. Die mutierte cDNA wird anschlieRend in den Parentalstrang eingefligt, wobei die
entsprechende Region am 3‘-Ende des mtd-Gens ersetzt wird. Dieser Vorgang wird als ,mutagenic
homing’ bezeichnet, und ist noch immer weitgehend unverstanden. Es ist moglich, dass das
akzessorische Protein bAvd hierbei eine Rolle spielt, da Deletionsmutanten des zugehorigen Gens avd
ebenfalls eine deutlich verminderte Fahigkeit zum Tropismenwechsel zeigten (Doulatov et al., 2004).
Interessanterweise wurde beobachtet, dass Mutationen praferentiell an den ersten beiden

Positionen eines Codons erfolgen (Medhekar and Miller, 2007; Minot et al.,, 2012). Wé&hrend
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Mutationen in der dritten Codonposition, der sogenannten Wobble-Position, haufig zu synonymen
Substitutionen fihren, bewirken Veranderungen in den ersten beiden Positionen meist auch
Veranderungen auf Aminosdureebene. Dies fiihrt zu einer effektiven lokalen Variation des Mtd-
Proteins, was gleichbedeutend ist mit einer betrachtlichen Erweiterung des Wirtszellspektrums fir
den Phagen, und einem deutlichen Selektionsvorteil. Zuvor wurde bereits angesprochen, dass dieses
System als eine Art natirliches Phagendisplay beschrieben werden kénne. Im Unterschied zu der
Labortechnik, bei der in der Regel nur einer der Bindungspartner variiert wird, erfolgt hier die
Anpassung des einen Bindungspartners Uber massive Sequenzvariation an ein Set aus potentiellen
Bindungspartnern. Die Maoglichkeit einer Adaption des Bordetella Bakteriophagen-DGRs an
alternative Zielproteine konnte bereits demonstriert werden: Guo et al. konnten den defekten
offenen Leserahmen eines Kanamycinresistenzfaktors durch DGR-Aktivitadt reparieren, und hierdurch
dem Triger dieses Gens ein Uberleben auf kanamycinhaltigem Medium erméglichen (Guo et al.,
2011). Analoge Variationen dieses Systems flir den Einsatz in komplexeren Versuchsanordnungen

sollten demnach ebenso moglich sein.

Die Existenz weiterer DGRs konnte zundchst von Doulatov et al. gezeigt werden, die in ersten
Datenbankanalysen acht weitere Vertreter identifizieren und gleichzeitig zeigen konnten, dass diese
Elemente auch in Prokaryoten vorliegen koénnen, und sich phylogenetisch von anderen
Retroelementen wie LTR-Retrotransposons oder Gruppe llI-Introns klar abgrenzen (Doulatov et al.,
2004). Bis zum Jahr 2008 wurden ca. 40 dieser Elemente in zumeist prokaryotischen Genomen
identifiziert (Simon and Zimmerly, 2008), eine genauere Beschreibung fand bisher jedoch nicht statt.
Nahezu samtliche Studien, die seit der Erstbeschreibung der DGR-Elemente im Jahr 2002 erschienen
sind, konzentrierten sich auf das DGR-Element aus dem Bordetella Bakteriophagen, und somit stellt
auch heute noch dieser Prototyp das am besten untersuchte System dieser Gruppe von
Retroelementen dar. Die folgenden Abschnitte fassen die Ergebnisse dieser Studien zusammen, und
geben einen Uberblick dariiber, was heute {iber Struktur und Mechanismus dieser Elemente bekannt

ist.

Die bisher identifizierten diversitdatsgenerierenden Retroelemente zeigten stets Repeatstrukturen,
welche sich lediglich in Adeninpositionen voneinander unterschieden; dies muss jedoch nicht
zwangsldufig bedeuten, dass nicht auch DGRs mit einer anderen Basenpraferenz existieren, und

bisher lediglich nicht gefunden worden sind. Wahrend in den bekannten DGRs variable Regionen
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stets Teil eines Zielgens sind, wurden Template-Repeats meist downstream der Zielgene identifiziert.
Interessanterweise kdnnen Template Repeats Teil des offenen Leserahmens der reversen
Transkriptase sein (so z. B. im Falle des Vibrio harveyi VHML-Phagen), und befinden sich auch sonst
unmittelbar up- oder downstream dieses Leserahmens (Medhekar and Miller, 2007). Dies legt nahe,
dass TR und RT ein gemeinsames Transkript verwenden und die frisch translatierte RT ihre eigene
mRNA als Template zur cDNA-Synthese verwendet, wie es von einigen Retroelementen wie

beispielsweise dem LINE1-Element bekannt ist (Wei et al., 2001).

Eine der interessantesten Eigenschaften diversitatsgenerierender Retroelemente ist die Fahigkeit,
theoretisch unendliche viele Zyklen der Diversifizierung durchlaufen zu kénnen, und somit ein
Protein so lange zu verandern, bis es den jeweils geltenden Anforderungen am besten entspricht.
Hierzu muss jedoch die Urkopie der variablen Region — also der Template Repeat — unbedingt
erhalten bleiben; ware auch er Ziel des mutagenic Homings, wirden sukzessive alle Adenine zu
Nichtadeninen mutiert, bis keine Variation mehr moglich ware. Da das mutagenic Homing jedoch
hochstwahrscheinlich auf einem Homologiemechanismus beruht, muss es ein Merkmal geben, das
TR von VR unterscheidet. Sequenzvergleiche dieser beiden Regionen zeigen eine C/G-reiche Region
am 3‘-Ende der Repeats, die gefolgt wird von einem Sequenzabschnitt, der in samtlichen
untersuchten VRs unverdndert ist, sich aber in flinf Nucleotiden vom entsprechenden TR-Abschnitt
unterscheidet (s. Abbildung 1B). Doulatov et al. konnten zeigen, dass diese Sequenz, die sie initiator
of mutagenic homing (IMH) benannt haben, fir die Unterscheidung zwischen TR und VR
verantwortlich ist (Doulatov et al., 2004). In Experimenten, in denen die IMH-Region des Template
Repeats (IMH*) die entsprechende Sequenz in der variablen Region ersetzte, konnte keine
Hypermutation der VR beobachtet werden, wahrend ein umgekehrter Austausch (also von IMH* zur
IMH der VR) Variabilitdt im Template Repeat bewirkte. Ob diese Region auch in anderen DGRs zu
finden ist oder es sich um ein spezielles Merkmal des Bordetella Bakteriophagen-Elements handelt,
ist in den bisherigen Studien noch nicht geklart worden. Die Beobachtung, dass die IMH-Sequenz der
variablen Region sich nie andert, ist zugleich ein Hinweis darauf, dass die Stelle, an der die Insertion
der hypermutierten cDNA erfolgt, upstream dieses Elements, also in der G/C-reichen Region liegen
muss. Dies konnte 2008 von Guo et al. auch experimentell nachgewiesen werden (Guo et al., 2008).
In der gleichen Arbeit wurden zudem die Minimalanforderungen an Template Repeats flr eine
erfolgreiche Variation und anschliefendes Homing bestimmt. Am 3‘-Ende der TR sind lediglich die
G/C-reiche Region sowie die IMH* wichtig, wahrend am 5‘-Ende 10 bis 19 Basen vorliegen missen,
die Homologie zur VR aufweisen; Sequenzen, die dazwischen liegen, kbnnen ausgetauscht oder —im
Falle des Bordetella Bakteriophagen DGRs — um bis zu 200 Nucleotide verlangert werden. Dieses
Resultat ist besonders fur zukiinftige Anwendungen von Bedeutung, in denen DGRs als

Diversitatsgeneratoren fir heterologe Zielproteine eingesetzt werden kdnnten, da es zeigt, dass
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grundsatzlich jedes Protein auf diese Weise hypermutiert werden kdnnte, und mechanistisch nur

geringe Anforderungen an TR/VR-Sequenzen gestellt werden.

Zusatzlich zu IMH und IMH*, die fir die Diskriminierung zwischen TR und VR verantwortlich sind,
wurde ein weiteres Element am 3‘-Ende der Bordetella Bakteriophagen-VR identifiziert, welches eine
Rolle im Homing-Prozess zu besitzen scheint. Guo et al. zeigten 2011, dass dort eine Stem-Loop-
Struktur auf DNA-Ebene ausgebildet werden kann, deren Deletion zu einer drastisch verminderten
Homing-Aktivitat fihrt (Guo et al., 2011); da der komplementare Strang logischerweise ebenfalls zur
Ausbildung dieser Struktur fahig ist, konnte es sich sogar um eine Kreuz-Struktur (,cruciform’)
handeln. Auch in anderen DGR-Elementen konnten Sequenzen gefunden werden, die gleichartige
Strukturen ausbilden kdnnten. Stamme wiesen stets eine Lange von 7 bis 10 Basenpaaren auf und
waren G/C-reich, zeigten sonst jedoch keinen hohen Konservierungsgrad. Ein anderer Befund ergab
sich bei den Loopstrukturen: hierbei handelte es sich stets um Tetranucleotidsequenzen, welche dem
Consensus 5-GRNA-3‘ entsprachen. Interessanterweise kann ein dhnliches Motiv (5-GNRA-3‘) haufig
in RNA-Molekilen, die einen hohen Grad an Sekundar- und Tertiarstrukturierung aufweisen, als
stabilisierendes bzw. verankerndes Element gefunden werden (Abramovitz and Pyle, 1997; Costa and
Michel, 1995; Woese et al., 1990). Ob das VR-assoziierte Motiv tatsachlich eine Entsprechung des
RNA-Motivs auf DNA-Ebene darstellt, oder welche Aufgabe im speziellen der Stem Loop/Kreuzform-

Struktur im Homing-Mechanismus zukommt, konnte bisher jedoch noch nicht geklart werden.

Reverse Transkriptasen (RTs) sind Proteine, die DNA mithilfe einer RNA-Matrize synthetisieren
kénnen. Seit ihrer Entdeckung durch Howard Temin (Temin and Mizutani, 1970) und David Baltimore
(Baltimore, 1970) im Jahr 1970 konnten RTs in einer Vielzahl biologischer und oftmals medizinisch
relevanter Zusammenhange identifiziert werden, wie beispielsweise in Retroviren (Gallo et al., 1984;
Poiesz et al., 1981), oder in der Reparatur von eukaryotischen Chromosomenenden durch das Enzym
Telomerase, bei dem es sich ebenfalls um eine reverse Transkriptase handelt (Meyerson et al., 1997,
Nakamura et al.,, 1997). Einige reverse Transkriptasen, wie beispielsweise die des humanen
Immundefizienzvirus (HIV), weisen eine relativ hohe Fehlerrate bei der cDNA-Synthese auf, und
fihren somit zu zahlreichen Punktmutationen in den resultierenden Proteinen (Preston et al., 1988;
Roberts et al., 1988; Smyth et al., 2012). Dies erschwert retrovirale Therapieanséatze erheblich, da die
molekularen Ziele der Wirkstoffe ihre Strukturmerkmale stetig verandern, und hoch-spezifisch
wirkende Agenzien wirkungslos werden lassen (Wainberg et al., 1993). Die Fehler dieser RTs sind
allerdings nicht auf einen bestimmten Basentypus beschrankt; Mutationen kénnen an jeder Position

der neu synthetisierten cDNA auftreten.
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Bisher beschriebene reverse Transkriptasen weisen jeweils eine dhnliche strukturelle Organisation
auf. Generell werden Polymerase-Strukturen gerne mit denen einer rechten Hand verglichen,
bestehend aus den Doméanenelementen Daumen (thumb), Handflache (palm), Fingern (fingers) sowie
einer RNase H-Domane und einer Verbindungsdomane (s. Abbildung 3). Das katalytische Zentrum der
Polymeraseaktivitdt, ein Tetrapeptidmotiv der Form YxDD, ist dabei in der Handflache lokalisiert,
wahrend Finger und Daumen an der Substraterkennung beteiligt sind und mit Oligonucleotiden

interagieren.

Daumen
Daumen

P~

Verbindung

Verbindung

Abbildung 3: Reverse Transkriptasen und ihre Domanenstruktur. Trotz einiger Unterschiede in den Details weisen die
reverse Transkriptase des humanen Immundefizienzvirus HIV (links, Untereinheit p66) und das homologe Enzym des
murinen Leukdmievirus Moloney-MLV (rechts) eine ahnliche Organisation auf, die sich in Finger-, Handflachen- und
Daumendomane sowie eine Verbindungsdomane gliedert. Nicht abgebildet ist die RNase H-Domé&ne aus M-MLV, da bisher
noch keine Struktur des vollstandigen Enzyms vorliegt. Zusatzlich abgebildet ist ein Oligonucleotid im Komplex mit HIV-RT
(grau), das zwischen Daumen und Fingern zur RNaseH-Domane verlduft. Katalytische Zentren (YxDD) in den Handflachen
sind in beiden Molekulen dunkelblau dargestellt. RCSB-Codes 1RTD und 1RW3 (Das and Georgiadis, 2004; Huang et al.,
1998).

Zusatzlich zu den in Abbildung 3 dargestellten Strukturen liegt heute lediglich eine weitere
Kristallstruktur einer reversen Transkriptase vor, die der katalytisch aktiven TERT-Untereinheit der
Telomerase aus dem Rotbraunen Reismehlkafer (Tribolium castaneum) (Gillis et al., 2008). Diese
geringe Datenlage spiegelt ein zentrales Problem in der Strukturaufklarung dieser Enzymklasse wider.
Neben der Erzeugung stabiler, wohlgeordneter Kristalle stellt bereits die Expression eines I6slichen,
aktiven Proteins in ausreichenden Mengen eine gewisse Herausforderung dar. Zahlreiche
Veroffentlichungen aus der Anfangszeit der HIV-Forschung demonstrieren dies anschaulich;
Versuche, das RT-Protein aus HIV rekombinant herzustellen und in aktiver Form aufzureinigen waren
zunachst nur von begrenztem Erfolg (Flexner et al., 1988; Hizi et al., 1988; Larder et al., 1987), und
erst eine Mutagenese des Leserahmens mit der damals noch jungen Technik der

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) fiihrte zu einer Optimierung der
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Ausbeute an l6slichem Protein (D'Aquila and Summers, 1989), und zuletzt zur Losung der Struktur
durch Kohlstaedt et al. (Kohlstaedt et al., 1992). GleichermalRen mussten Loslichkeitsprobleme bei
der Strukturanalyse der M-MLV-RT durch Punktmutation einiger Aminosdauren und Uber gezielte
Entfernung ungeordnet vorliegender Bereiche Uberwunden werden, um schlieflich eine

Kristallstruktur erzeugen und auswerten zu konnen (Das and Georgiadis, 2001, 2004).

Der Bordetella Bakteriophage ist ein DNA-Virus, und daher war die Anwesenheit eines Gens, das fir
eine reverse Transkriptase codiert, zunachst iberraschend. Inzwischen konnte durch Deletions- und
Nonsensemutationsversuche eindrucksvoll demonstriert werden, dass das bRT-Enzym des Bordetella
Bakteriophagen-DGR fiir die Funktion des Elements essentielle Bedeutung besitzt (Guo et al., 2008;
Liu et al., 2002). Da durch Intron-Tagging belegt werden konnte, dass die TR-Region tatsachlich
transkribiert wird (Guo et al.,, 2008), kann auRerdem davon ausgegangen werden, dass das TR-
Transkript in einem weiteren Schritt von der elementcodierten reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben wird. Doch wie entstehen die Mutationen, die schlieRlich in der VR identifiziert

werden kénnen?

Wie bereits erwahnt, zeigen einige retrovirale RTs eine hohe Fehlerrate bei der cDNA-Synthese. Es
liegt daher nahe anzunehmen, dass DGR-RTs wahrend der reversen Transkription ebenfalls
Mutationen in die cDNA einfligen, und zwar mit einer Spezifitat flir Adeninpositionen. Es muss jedoch
darauf hingewiesen werden, dass dies bisher nur eine Theorie ist, und ein eindeutiger
experimenteller Nachweis noch aussteht. Zwar wurde bisher die heterologe Expression und
Aufreinigung der RT aus dem Bordetella Bakteriophagen-DGR beschrieben (Liu et al.,, 2002),
allerdings wurde noch keine ausreichende biochemische, strukturelle und funktionelle
Charakterisierung des Proteins vorgenommen. Die Griinde hierfiir sind nicht bekannt, allerdings
weist eine kirzlich erschienene Publikation darauf hin, dass das Wildtypenzym keine hohe in vitro-
Stabilitat aufweist, und zudem nur Gber eine Aufreinigung aus Inclusion Bodies zu isolieren ist, was

strukturelle und funktionelle Analysen deutlich erschwert (Alayyoubi et al., 2012).

In einigen der bisher beschriebenen DGRs befindet sich ein zusatzlicher offener Leserahmen
zwischen VR und TR (Medhekar and Miller, 2007). Wie durch Deletionsexperimente gezeigt wurde,
wird dieser Leserahmen fiir den Tropismenwechsel — und somit flir DGR-Aktivitdt — im Bordetella
Bakteriophagen benotigt (Doulatov et al.,, 2004). Die genaue Funktion des entsprechenden
Genprodukts, welches im Bordetella Bakteriophagen zunachst ,accessory tropism determinant’ (Atd)

(Doulatov et al., 2004) und spéater ,accessory variation determinant’ (bAvd) (Alayyoubi et al., 2012)



Einleitung

genannt wurde, ist unbekannt. Eine jlingst erschienene Publikation konnte lediglich zeigen, dass
bAvd in vitro unspezifisch Nucleinsdauren bindet, und mit der reversen Transkriptase des BPP1-
Elements einen Komplex bildet, wobei dieser Komplex hochstwahrscheinlich eine Bedeutung fiir das
mutagene Homing im DGR-Mechanismus besitzt (Alayyoubi et al., 2012). Des weiteren konnte durch
sukzessive Deletionen gezeigt werden, dass der 3‘-Teil des avd-Leserahmens nicht nur eine
codierende Funktion besitzt, sondern einen Teil des Template Repeats bildet, der sich unmittelbar
downstream anschlieRt. Welche Aufgabe diesem Teil zukommt, ist nicht erldutert worden.
Moglicherweise befinden sich regulatorische Elemente wie ein Promoter in der codierenden Sequenz
von bAvd, die in den Deletionsmutanten verloren gingen und daher keine Transkription des TR mehr
erlauben. Von Alayyoubi et al. stammt auBerdem eine erste Kristallstruktur von bAvd, die eine
homopentamere Quartarstruktur vorhersagt, welche wiederum aus einem Vier-Helix-Monomer

gebildet wird (Alayyoubi et al., 2012).

Es wurde auRerdem darauf hingewiesen, dass in einigen DGRs, die keinen akzessorischen offenen
Leserahmen aufweisen, die RT-Gene mit einem Locus (iberlappen, der moglicherweise eine Helicase
and RnaseD C-terminal Doméane (HRDC) codiert (Medhekar and Miller, 2007). Hierbei handelt es sich
um Domaénen, die in anderen Proteinen an der Bindung von Nucleinsduren beteiligt sind (Liu et al.,
1999). Im Hinblick auf den noch immer gréRtenteils unverstandenen Homing-Prozess, in dem der
parentale DNA-Strang ge6ffnet und aufgewunden werden muss, liegt es nahe zu vermuten, dass das
bAvd-Protein und seine Homologen eine den HRDC-Domaénen analoge Funktion libernehmen, und an
der Bindung von Nucleinsduren beteiligt sind und dass HRDC-Domanen das Fehlen dieser Faktoren
kompensieren. Interessanterweise werden HRDC-Domédnen ebenfalls ausschlieRlich aus Alpha-
Helices gebildet, diese weisen allerdings im Vergleich zur Struktur von bAvd eine unterschiedliche

Orientierung zueinander auf (Bernstein and Keck, 2005; Killoran and Keck, 2008; Kim and Choi, 2010).

Neben den akzessorischen Proteinen stellen DGR-Zielproteine eine weitere Komponente dar, tGber
die nur wenig bekannt ist. Im prototypischen DGR des Bordetella Bakteriophagens wird das mtd-Gen
des Phagen durch DGR-Aktivitdat hypermutiert, um Proteinvarianten zu generieren, die dem Phagen
die Bindung an alternative Oberflachenproteine erlauben (Liu et al.,, 2002). Diese Element-
Wirtsbeziehung ist zurzeit die einzige, die hinsichtlich ihrer Funktion verstanden ist. Ein weiteres
Zielprotein (TvpA aus Treponema denticola) wurde 2011 von Le Coq und Ghosh naher betrachtet,
allerdings ohne Riickschliisse auf seine biologische Funktion ziehen zu kdnnen (Le Coq and Ghosh,
2011). In jener Arbeit lag der Fokus auf strukturellen Eigenschaften von TvpA; es wurde gezeigt, dass

das Protein — ebenso, wie Mtd (McMahon et al., 2005) — ein Faltungsmuster aufweist, das zuerst bei
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C-Typ-Lektinen beobachtet und nach diesen benannt wurde (Weis et al., 1991). Dieses Muster
erlaubt extensive Variationen einzelner Aminosaurereste, die eingebettet zwischen konservierten,
invarianten Aminosauren liegen. Letztere stellen eine Art Gerlst dar, durch das die Gesamtstruktur
der Domane erhalten bleibt, wahrend der biochemische Charakter durch Hypermutation der an der

Oberflache exponierten Aminosauren variiert werden kann (s. Abbildung 4).

. hydrophob, variabel
[] hydrophob, invariabel

[l hydrophil, variabel
[l hydrophil, invariabel

Abbildung 4: Topologie der hypervariablen Reste des Mtd-Proteins. Dargestellt sind die dreidimensionalen Strukturen der
Rezeptorbindestellen von vier verschiedenen Mtd-Trimeren, die durch DGR-Aktivitdt hypermutiert wurden (A bis D). Griin
und rot hervorgehobene Reste geben variable Positionen an, gelbe und blaue Markierungen die Aminosduren, die nicht
mutiert werden. Zusatzlich zeigt Teilabbildung E die invarianten Aminosduren, die die Rezeptorbindestelle umgeben (nach
McMahon et al., 2005).

Dies stellt somit eine elegante Losung eines grundsatzlichen Problems DGR-vermittelter Mutagenese
dar: wie kann die Bindungsspezifitdt eines Proteins variiert werden, ohne dass es zum Kollaps der
Struktur, und somit zu einem vollstdndigen Funktionsverlust kommt? So kdnnen beispielsweise
Antikorper — das einzige bisher bekannte Konzept in der Natur, das sich mit DGRs vergleichen lasst —
unter bestimmten Voraussetzungen aggregieren, und zum Krankheitsbild der AL-Amyloidose
(Amyloid Light Chain Amyloidosis) fiuhren. Im Gegensatz zu DGR-Zielproteinen mit C-Typ-
Lektinfaltungsmuster liegen variable Aminosduren dort konzentriert an einer Stelle der

Polypeptidkette vor, weshalb ungiinstige Sequenzvariationen nicht durch zwischenliegende,
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stabilisierend-wirkende Reste kompensiert werden kénnen. Die Gefahr eines Strukturverlusts und
einer damit einhergehenden Aggregation Uber freiliegende, hydrophobe Regionen ist somit héher als
bei Proteinen mit C-Typ-Lektinfaltungsmuster. Weitere Unterschiede zeigen sich im
Variationspotential dieser beiden Konzepte. Antikdrper und T-Zellrezeptoren erreichen eine
Sequenzvielfalt von ~ 10™ bis 10 Proteinen; im Gegensatz hierzu kénnen DGRs 10* (im Fall von
Mtd) bis 10** (im Fall von TvpA) verschiedene Proteinvarianten generieren, und somit das

erstgenannte System deutlich Gbertreffen (Chothia and Lesk, 1987; Davis and Bjorkman, 1988).

Mangels experimentell bestimmter Referenzdaten ist es schwierig, eine Aussage uUber die
biologischen Funktionen der Zielproteine, und somit auch tber den Einfluss der DGR-vermittelten
Hypervariation zu treffen. Im Falle von TvpA konnte ein spirochaetenspezifisches Lipopeptidsignal
ermittelt werden (Medhekar and Miller, 2007), was eine Membranstandigkeit des Proteins nahelegt.
Dies stiinde auch im Einklang mit der bisherigen Annahme, dass DGRs eine Moglichkeit bieten,
schnell und effizient auf duReren Selektionsdruck zu reagieren und eine Anpassung des Wirts an die

veranderten Bedingungen vorzunehmen.
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Diversitatsgenerierende Retroelemente stellen eine neuartige Klasse von mobilen genetischen
Elementen mit bisher einzigartigen Eigenschaften dar. Im Gegensatz zu klassischen Retroelementen
gehen sie eine Art symbiotische Beziehung mit ihrem Wirtsgenom ein, ohne sich zu vervielfaltigen
und hierlber wirtseigene Genstrukturen zu zerstoren. Der Nutzen, den diese Elemente fir
wissenschaftliche und industrielle Anwendungen bereitstellen konnten, ist offensichtlich.
Diversitatsgeneratoren konnten in der Entwicklung neuartiger pharmakologischer Wirkstoffe
eingesetzt werden, in der Erzeugung neuer Enzymklassen zur katalytischen Umsetzung von
Metaboliten oder Umweltgiften, oder — in Analogie zum Bordetella Bakteriophagen — als
Evolutionsbeschleuniger von Phagen, die gegen medizinisch-relevante bakterielle Erreger eingesetzt
werden und damit eine Strategie gegen die zunehmende Verbreitung von Antibiotikaresistenzen

darstellen kdnnten. Hierzu ist ein genaueres Studium dieser Elemente notwendig.

Einige wegweisende Veroffentlichungen haben bereits elegante Experimente beschrieben, in denen
erste Details Gber die molekularen Mechanismen der DGR-vermittelten Mutagenese im Bordetella
Bakteriophagen ermittelt werden konnten. Wenngleich angenommen werden kann, dass DGR-
Elemente in anderen Phagen und Prokaryoten ahnliche Eigenschaften aufweisen, wurden diese
Elemente bisher weder experimentell noch in deskriptiven Studien behandelt. Dariliber hinaus sind
noch viele Details ungeklart: wie erfolgt die Hypermutation an Adeninpositionen? Was sind die
molekularen Grundlagen des Homing-Prozesses? Was ist die Funktion des bAvd-Proteins und seiner

Homologe? Wie weit verbreitet sind DGRs in der Natur, und wie werden sie weitergegeben?

Die vorliegende Arbeit widmet sich einigen dieser bisher offenen Fragen. Ein erstes Ziel stellte die
Entwicklung des Programms DiGReF in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Genetik der
Technischen Universitat Kaiserslautern dar, welches eine weitgehend automatisierte Analyse von
Nucleotidsequenzen auf DGR-typische Repeatstrukturen erlaubt. Mit diesem Programm konnten in
einem nachsten Schritt die erhaltenen DGRs auf gemeinsame und unterschiedliche Merkmale hin
untersucht werden. Neue Einblicke in die Natur und Genese dieser Elemente kdnnten hierdurch
ermoglicht werden, und Riickschlisse auf molekulare Eigenschaften dieser Elemente erlauben, auf

die weitere Experimente aufbauen kénnen.

Ein anderer Teil dieser Arbeit konzentrierte sich auf zwei essentielle Faktoren von DGRs. Eines der
Ziele war die rekombinante Expression und Reinigung einer reversen Transkriptase zur eingangigeren
strukturellen und biochemischen Charakterisierung. Desweiteren sollte die Rolle der bisher kaum
beschriebenen akzessorischen Proteine ermittelt werden, die sie im DGR-Mechanismus erfillen.
Hierzu sollte versucht werden, einen Vertreter dieser Proteine rekombinant zu erzeugen, zu isolieren

und in einer Reihe von Funktionsanalysen zu untersuchen.



II. Material & Methoden

Material & Methoden

Alle Chemikalien wurden von der Applichem GmbH, Darmstadt, bezogen. Wenn mdglich, wurde ein

molekularbiologiegeeignter Reinheitsgrad gewahlt. Chemikalien, die nicht von der Applichem GmbH

stammten, sind in Tabelle 1 genannt. Der Reinheitsgrad war stets pro analysi (p.A.) oder hoher,

sofern nicht anders angegeben.

Substanz
40% Acrylamid:Bisacrylamidl6sung (37,5:1)
Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Complete Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R250
Di (N-succinimidyl)-3,3'-dithiopropionat
Eisessig
Ethanol 95%
Glycerin 86%
Glycin (Elektrophoresegrad)
Imidazol (Ultrol Grade)
Isopropanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NDSB 195/201/256
Orange G
Salzsdure 37%
Zinkchlorid

Hersteller
Carl Roth GmbH
Serva
Carl Roth GmbH
Roche
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Chemikalienausgabe TU Kaiserslautern
Carl Roth GmbH
Calbiochem/Merck-Millipore
JT Baker
Carl Roth GmbH
Calbiochem/Merck-Millipore
Sigma-Aldrich
JT Baker
Sigma-Aldrich

Fiir RNase-freie Arbeiten (jeweils Molecular Biology Grade)

Ethylendiamintetraacetat -Lésung (0,5 M)
Magnesiumchlorid-Lésung (1 M)
Nucleotidtriphosphat-Set

Calbiochem/Merck-Millipore
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
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Nachfolgend genannt sind die Losungen und Puffer, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Arbeiten mit DNA

Agarosegele

1 % (w/v) Agarose
40 mM Tris

20 mM Essigsaure
1 mM EDTA

0,03 pg/mL Ethidiumbromid

5x KCM-L6sung fiir Transformationen

500 mM KCI
150 mM CacCl,
250 mM MgCl,

Alkalische Lyse - Lésung 1
50 mM Glucose

10 mM EDTA (pH 8,0)

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)

Alkalische Lyse - Lésung 3
3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

Polyacrylamidgele
89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA

5% (w/v) Acrylamid

Tris/Acetat/EDTA-Puffer (TAE, 50x)
2 M Tris (Base)

1 M Essigsaure

50 mM EDTA

Annealing-Puffer (10x)
200 mM Tris-Cl (pH 7,5)
500 mM Nacl

Alkalische Lyse - Lésung 2
0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS

Tris/Borat/EDTA-Puffer (TBE, 10x)
890 mM Tris (Base)

890 mM Borsaure

20 mM EDTA

Elutionspuffer fiir Aufreinigungen aus PAA-Gelen
10 mM MOPS (pH 6,0)

300 mM NaCl

1 mM EDTA (pH 8,0)

8 M Harnstoff (nur bei denaturierenden Gelen)

0,05 % (w/v) Ammoniumpersulfat

0,05 % (v/v) TEMED

Arbeiten mit RNA

in vitro-Transkriptionspuffer (10x)

400 mM Tris-Cl (ph 8,0)
100 mM NaCl

220 mM MgCI2

20 mM Spermidin

0,1 % (v/v) Triton X-100



Arbeiten mit Proteinen

Polyacrylamidgele - Trenngel
375 mM Tris-Cl (pH 8,8)

8 bis 15 % (w/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED

Coomassie-Farbelosung

0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
45 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

SDS-PAGE-Laufpuffer (10x)
250 mM Tris

1,92 M Glycin

1 % SDS (w/v)

Aufreinigung His-Alr3497

Lysepuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerin

350 mM Nacl

0,2 % (v/v) NP-40

10 mM Imidazol

15 mM B-Mercaptoethanol

Lagerpuffer

40 mM Tris pH 8,0
50 % (v/v) Glycerin
10 mM MgCl,
2mM DTT

Aufreinigung Alr3496-His

Lysepuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)
10 % (v/v) Glycerin

1 M NacCl

10 mM Imidazol
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Polyacrylamidgele - Sammelgel
190 mM Tris-Cl (pH 6,8)

5% (w/v) Acrylamid

0,2 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED

Entfarbel6sung
55 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Eisessig

Waschpuffer
10 mM Tris-Cl (pH 7,5)

Elutionspuffer
10 mM Tris (pH 7,5)
750 bis 5 M NaCl

Waschpuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)
10 % (v/v) Glycerin

1 M NaCl

100 mM Imidazol



Elutionspuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)
10 % (v/v) Glycerin

1 M NacCl

500 mM Imidazol

Aufreinigung T7 RNA Polymerase

Lysepuffer

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)
500 mM Nacl

10 % (v/v) Glycerin

10 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer B

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)
300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

25 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Lagerpuffer

40 mM Tris pH 8,0

50 % (v/v) Glycerin

100 mM NaCl

10 mM DTT

1 mM EDTA

0,1 % (v/v) Triton X-100

Aufreinigung RNase-Inhibitor

Lysepuffer

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)
500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

10 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer B

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)
300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

20 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol
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Lagerpuffer

10 mM Tris-Cl (pH 8,0)
50 % (v/v) Glycerin
150 mM NacCl

Waschpuffer A

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)
500 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

25 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Elutionspuffer

25 mM Tris-Cl (pH 8,0)
300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

200 mM Imidazol

5 mM B-Mercaptoethanol

Waschpuffer A

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)
500 mM Nacl

10 % (v/v) Glycerin

20 mM Imidazol

5 mM [-Mercaptoethanol

Elutionspuffer

25 mM NaH,PO, (pH 8,0)
300 mM NaCl

10 % (v/v) Glycerin

200 mM Imidazol

5 mM [-Mercaptoethanol



Lagerpuffer

25 mM Tris-Cl (pH 7,5)
50 % (v/v) Glycerin
100 mM KCI

10 mM DTT
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Aufreinigung M-MLV Reverse Transkriptase

Lysepuffer

50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
300 mM NaCl

10 % (v/v) Glycerin

10 mM Imidazol

Elutionspuffer

25 mM NaH,PO, (pH 8,0)
300 mM NacCl

10 % (v/v) Glycerin

200 mM Imidazol

Aufreinigung Tag DNA-Polymerase

Lysepuffer

50 mM Tris-Cl (pH 8,0)

10 % (v/v) Glycerin

50 mM KClI

0,1 % (v/v) NP-40

1 mM EDTA (pH 8,0)

5 mM B-Mercaptoethanol

ATPase-Assays

2x Malachitgriinlésung

0,03 % Malachitgriin-Oxalat

10 mM Natriummolybdat

0,05 % (v/v) Triton X-100

mit 0,7 M Salzsdure auf Endvolumen
gebracht

Waschpuffer

50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
300 mM NaCl

10 % (v/v) Glycerin

20 mM Imidazol

Lagerpuffer

25 mM NaH,PO, (pH 8,0)
150 mM NaCl

50 % (v/v) Glycerin

Lagerpuffer

20 mM Tris-Cl (pH 8,0)
50 % (v/v) Glycerin
100 mM NaCl

0,1 mM EDTA (pH 8,0)
1 mMDTT

ATPase-Assaypuffer (10x)

200 mM Tris-Cl (pH 7,5) oder MOPS (pH 6,5)
20 mM MgCl,

60, 600 oder 1500 mM KCIl oder NaCl



Unwinding-Assays & Nucleinsdurechaperonassays

Reaktionspuffer (10x)
200 mM HEPES (pH 7,6)
10 mM EDTA (pH 8,0)
10 mM MgCl,

10 mM DTT

1 % (v/v) Triton X-100

Chemische Quervernetzung

Cross Linking-Puffer (5x)
50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
750 mM NacCl

50 % (v/v) Glycerin

Material & Methoden

Filter Binding-Assays

Reaktionspuffer (10x)

200 mM Tris-Cl (pH 7,5)

60 mM NacCl

50 mM B-Mercaptoethanol
10 mM EDTA

Alle autoklavierfahigen Losungen wurden fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar, oder ggf. durch Filtration

(PorengroBe 0,2 um) sterilisiert.

Die folgenden Medien wurden in dieser Arbeit verwendet.

LB-Medium (nach Miller) TB-Medium

10 g/L Trypton 12 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt 24 g/L Hefeextrakt
10 g/L NaCl 0,4 % (v/v) Glycerin

170 mmol/L KH,PO,
720 mmol/L K;HPO,

Autoinduzierendes Medium (nach Studier, 2005)
10 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt

5 g/L NaCl

25 mmol/L Na,HPO,
25 mmol/L KH,PO,
50 mmol/L NH,Cl

5 mmol/L Na,SO,
0,5 % (v/v) Glycerin
0,05 % (w/v) Glucose
0,2 % (w/v) Lactose
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Alle Medien wurden fiir 20 min bei 121 °C und 2 bar durch Autoklavieren sterilisiert. Die Zusatze zu
TB-Medium und zum autoinduzierendem Medium wurden entweder ebenfalls autoklaviert oder
durch Filtration (PorengrofRe 0,2 um) sterilisiert, und erst kurz vor Verwendung zum Medium

hinzugegeben.

Die verwendeten Antibiotika sowie ihre jeweiligen Stammldsungs- und Arbeitskonzentrationen sind

in Tabelle 2 angegeben.

L Konzentration der Stammlésung Arbeitskonzentration
Antibiotikum
[mg/mL] [ug/mL]
Ampicillin 100 100
Kanamycin 50 50
Chloramphenicol 30 30
Gentamycin 20 20

In Tabelle 3 dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Stamme, die Bezugsquelle sowie

relevante Angaben zum Genotyp.

Stamm Genotyp Bezugsquelle

- $80IacZAM15 A (lacZYA-argF)U160 recAl endAl hsdR17 (rk,, 7 Vitrosen/Life

DH5a T1% . Technologies GmbH,
mk+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl tonA Darmstadt
Top10 F—mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl !I'ne\gﬁr:oglir;i/;fzmb H
araD139 A (ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG Darmstadt
BL21 (DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = A sBamHlo New England Biolabs
AEcoRI-B int:: (lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5 GmbH, Frankfurt
fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT gal sulA11 R (mcr-73::miniTn10- .
E B
T7 Express -Tet®)2 [dem] R (zgb-210::Tn10--Tet’) endAl A (mcrC- IR B IRl
GmbH, Frankfurt
mrr)114::1S10
Rosetta Il Novagen/Merck
(DE3) F ompT hsdSg (rs” mg’) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamR) Millipore KGaA,
Darmstadt

Agilent Technologies
Deutschland GmbH,
Boblingen

ArcticExpress B F ompT hsdS (rs mg ) dcm” Tet' gal A (DE3) endA Hte [cpn10
(DE3) cpn60 Gent']
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Alle Enzyme wurden von New England Biolabs (NEB) bezogen. Ausnahmen konnen Tabelle 4

entnommen werden

Enzym

HybriPol DNA Polymerase

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase
MonsterScript Reverse Transcriptase

MyTaq DNA Polymerase

Phusion High Fidelity DNA Polymerase

Rat Lung RNase Inhibitor
T7 RNA Polymerase

Hersteller

Bioline GmbH, Luckenwalde
Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern

Epicentre/Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
Bioline GmbH, Luckenwalde

Finnzymes/Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich

Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern
Abt. Molekulare Genetik, TU Kaiserslautern

Details zu den selbstaufgereinigten Enzymen konnen dem Abschnitt 2.2.3.3 entnommen werden.

Fir immunbiologische Arbeiten wurden Antikorper benutzt, die in Tabelle 5 aufgefiihrt sind.

Antikérper Hersteller

goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg
mouse anti-CDB mAb New England Biolabs, Frankfurt

mouse anti-GST mAb Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg

mouse anti-His Epitop-Tag mAb Dianova GmbH, Hamburg



Folgende Kits wurden in dieser Arbeit verwendet:

Kit
HiYield Plasmid Mini-Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit

PureLink® HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit

GeneArt Seamless Cloning & Assembly Kit

QlAquick Nucleotide Removal Kit

Radiochemikalie
[a-32P]-Adenosintriphosphat
[a-azP]-Deoxycytosintriphosphat
[y-azP]-Adenosintriphosphat

Material & Methoden

Hersteller
Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

Invitrogen/Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Invitrogen/Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Qiagen NV, Hilden

Tabelle 7 kdnnen die Radiochemikalien entnommen werden, die in dieser Arbeit benutzt wurden.

Hersteller
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

PerkinElmer Inc, Rodgau



Material & Methoden

Eine Ubersicht zu den verwendeten Markern und GroRenstandards kann Tabelle 8 entnommen

werden.

DNA Ladder 100 bp
DNA Ladder 1 kb

ColorPlus Prestained Protein Ladder (10-230 kDa)
ColorPlus Prestained Protein Marker, Broad Range
PageRuler Prestained Protein Ladder

Gel Filtration Calibration Kit LMW

Hersteller

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
New England Biolabs GmbH, Frankfurt

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Thermo Fisher Scientific/Fermentas, St. Leon-Rot

GE Healthcare/Life Sciences GmbH, Freiburg

Fiir bioinformatische Arbeiten wurden die Programme verwendet, die in Tabelle 9 verzeichnet sind.

Software

DiGReF (Diversity-generating
retroelement finder)

BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool)

PSI-BLAST (Position-specific
iterated BLAST)

PHI-BLAST (Pattern-Hit initiated
BLAST)

CLC Sequence Viewer v6.4

Prophage Finder

ACLAME/Prophinder

PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.5.0.4

Image)

Hersteller

Abt. Genetik, TU Kaiserslautern

National Center for Biotechnology
Information

National Center for Biotechnology
Information

National Center for Biotechnology
Information

CLC bio, Aarhus/Danemark

Department of Biological Sciences,

University of Wisconsin-Parkside
Laboratoire de

Bioinformatique des Génomes et
des Réseaux, Université Libre de
Bruxelles

Schrédinger, LLC, New York

National Institutes of Health,
Bethesda

Referenz

(Schillinger et al., 2012)

(Altschul et al., 1990)

(Altschul et al., 1997)

(zZhang et al., 1998)

(Bose and Barber, 2006)

(Leplae et al., 2010)

(Schrodinger, 2010)

(Schneider et al., 2012)
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Eine Auswahl der in dieser Arbeit verwendeten Gerate ist in Tabelle 9 aufgefihrt.

Geridt

Cyclone Phosphor Imager

Dot Blot 96 System

Gel iX Imager Geldokumentationssystem

Innova Incubation Shaker 44/44R

Qubit® 1.0 Fluorometer

Kiihlbodenzentrifuge RC5B

KiihImikrozentrifuge 5415R

Kiihltischzentrifuge Z383K

MaxQ4000 Incubation Shaker

Membranpumpe MZ 2C NT +2AK

Mini Sub-Cell GT Horizontalgelektrophoresesystem

Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Vertikalgelelektrophoresesystem

MyCycler Thermocycler

peqSTAR 2x Thermocycler

Sonopuls HD 2200 Ultraschallhomogenisator

Hersteller

PerkinElmer Inc, Rodgau
Biometra/Analytic Jena AG, Jena

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

New Brunswick/Eppendorf AG, Hamburg

Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt

Sorvall/Heraeus/Thermo Scientific, Dreieich

Eppendorf AG, Hamburg

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen

Thermo Scientific, Dreieich

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin
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Alle weiteren Materialien sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Hersteller

Amersham/GE Healthcare Life Science GmbH,

Hybond ECL Nitrocellulosemembran .
Freiburg

) s N T T Amersham/GE Healthcare Life Science GmbH,

Freiburg
Protino Ni-NTA-Agarose Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Glutathione Superflow Resin Qiagen NV, Hilden
Chitin Beads New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Grade DE81 lon Exchange Paper GE Healthcare Life Science GmbH, Freiburg

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von DNA-Gemischen wurden standardmaRig 1 %
(w/v) Agarosegele in 1x Tris/Acetat/EDTA-Puffer verwendet. Hierzu wurde 1 g Agarose in 100 mL 1x
TAE-Puffer in einer Mikrowelle erhitzt, bis der Feststoff komplett gel6st war. Nach kurzem Abkihlen
wurden 3 pL Ethidiumbromid (10 mg/mL, Endkonzentration 0,3 pg/mL) zur Losung hinzugefugt; die
Losung wurde in eine abgedichtete Kammer gegossen, ein Kamm gesteckt, und die Elektrophorese
nach Auspolymerisierung in 1x TAE bei 70 bis 100 V durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA-Probe zuvor
mit einem Ladepuffer gemischt, der einen oder mehrere inerte Farbstoffe zur normaloptischen
Kontrolle des Laufverhaltens enthielt. Die Visualisierung der DNA nach ausreichender Auftrennung

erfolgte unter UV-Anregung.

Zur hochauflésenden analytischen und praparativen Auftrennung von DNA-Gemischen wurden
denaturierende Polyacrylamidgele zwischen 5 und 12 % (v/v) in 1x Tris-Borat-EDTA-Puffer benutzt. Es

wurde eine 20 %ige Stamml6sung aus 40 %igem Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29 : 1), 10x TBE-
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Pufferkonzentrat und Harnstoff (Endkonzentration 8 M) verwendet, die mit einer identisch
zusammengesetzten Losung ohne Acrylamid auf den gewiinschten Acrylamidgehalt verdiinnt wurde.
Die Losung wurde unmittelbar nach Zugabe von Ammoniumpersulfat (Endkonzentration 0,05 %) und
TEMED (Endkonzentration 0,05 %) luftblasenfrei zwischen zwei Glasplatten gespritzt, ein Kamm
gesteckt, und die Elektrophorese nach Auspolymerisierung in 1x TBE je nach GelgrofRe bei 12 bis 24
Watt durchgefiihrt. Bei praparativen Gelen erfolgte die Visualisierung (iber UV-Shadowing, bei

analytischen Gelen (iber radioaktive Markierung der Proben und Phosphor-Imaging.

Zur Riickgewinnung von DNA aus Polyacrylamidgelen wurde die Bande ausgeschnitten, zerkleinert
und mit 3 Volumen PAGE-Elutionspuffer fiir mindestens 4 Stunden bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde die Lésung Uber einen Spritzenfilter (PorengroRRe 0,2 um) gegeben und die DNA durch Zugabe
von Ethanol herausgefallt. Das Pellet aus der anschlieBenden Zentrifugation wurde noch einmal kurz
gewaschen und schlielllich in einem geeigneten Volumen Wasser bzw. TE-Puffer aufgenommen, und

die Konzentration Gber die Absorption der Probe bei 260 nm bestimmt.

Fir die Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen wurden wahlweise kommerzielle Kits
verwendet, die in Tabelle 6 genannt sind, oder eine alkalische Lyse der Zellen mit anschlieRender
Fallung und ggf. Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Bei der Verwendung von Kits wurden
stets die Herstellerangaben befolgt, wahrend die DNA-Isolierung Uber alkalische Lyse nach einem
leicht modifizierten Protokoll von Birnboim und Doly durchgefiihrt wurde (Birnboim and Doly, 1979;
Sambrook and Russell, 2001). Zusammengefasst wurden Ubernachtkulturen von transformierten
DH5a-Zellen mittels Zentrifugation pelletiert und die Zellen in Losung 1 griindlich resuspendiert. Die
Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von Lésung 2, die Neutralisierung mit Loésung 3. Denaturierte
chromosomale DNA, Proteine und Membranbestandteile wurden mittels Zentrifugation von der
renaturierten Plasmid-DNA abgetrennt. Die Zugabe von 0,7 Volumen lIsopropanol bewirkte die
Prazipitation der Plasmid-DNA, welche anschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen wurde und ggf.
Uber Zugabe eines Volumens Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1, pH 7,5-8,0) weiter
aufgereinigt wurde. Die Quantifizierung der DNA erfolgte spektroskopisch bei 260 nm oder

fluorometrisch mit dem Qubit® Fluorometer-System.

Zur Préparation von kompetenten Zellen wurde eine Ubernachtkultur eines E.coli-Stammes 1:100 in

LB-Medium verdinnt und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nM (ODgy) von ca. 0,5 bis 0,7 bei



Material & Methoden

37 °C und 200 rpm wachsen gelassen (= logarithmische Wachstumsphase). Die Zellen wurden bei
6000 x g und 4 °C vom Kulturmedium abgetrennt, in eiskaltem TSB-Medium resuspendiert und fir
mindestens 1 Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen aliquotiert, in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. Die
Transformationseffizienz wurde mit einem Standardvektor (pBS) bestimmt und betrug fir
Klonierungsstamme mindestens 1 x 10’ Transformanden (colony forming units, CFU) pro pg DNA, fir

Expressionsstimme mindestens 1 x 10° CFU/ug DNA.

Zur Transformation wurden 10 bis 50 ng Plasmid-DNA in 1x KCM-L6sung (Gesamtvolumen 100 L) zu
100 pL kompetenter Zellen gegeben, fiir 20 min auf Eis und weitere 10 min bei RT inkubiert. Bei
Verwendung eines bakteriostatischen Selektionsantibiotikums wurden die Zellen direkt auf
Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert, bei einem bakterioziden
Selektionsantibiotikum zuvor fir 1 Stunde mit 1 mL vorgewarmtem LB-Medium bei 37 °C und

200 rpm inkubiert, um eine Expression des Resistenzfaktors zu ermdoglichen.

Klonierungen wurden in dieser Arbeit grofStenteils Gber den enzymatischen Verdau von Vektor und
Insert und anschlielender Ligation der Fragmente durchgefiihrt. Grundsatzlich wurden nur
Restriktionsenzyme verwendet, welche keine glatten Enden, sondern 5-Uberhinge produzieren, was
,sticky end“-Klonierungen erlaubt. Hierzu wurden Vektor und Insert mit einem oder idealerweise
zwei Restriktionsenzymen nach Herstellerangaben verdaut (mit einem mindestens zehnfachen
Enzymberschuss), mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) von Enzymen
und Salzen gereinigt und in einem molaren Insert-zu-Vektor-Verhaltnis von 5:1 mit T4 DNA-Ligase
(NEB) fir mindestens 2,5 Stunden bei RT in 1x Ligasepuffer inkubiert. AnschlieRend wurde die Ligase
flr 20 min bei 65 °C inaktiviert, und das Ligationsprodukt fiir eine Transformation von E.coli DH5a.-
Zellen verwendet. Positive Transformanden wurden (ber Kolonie-Polymerasekettenreaktion
(Kolonie-PCR) bestimmt (s. Abschnitt 2.2.1.6) und fiir die Inokulation einer Ubernachtkultur
verwendet. Plasmid-DNA wurde aus diesen Kulturen nach den Angaben aus Abschnitt 2.2.1.3 isoliert
und Uber einen analytischen Verdau mittels geeigneter Restriktionsenzyme untersucht. Die Sequenz
positiver DNA-Klone wurde abschlieRend liber Sanger-Sequenzierung durch die Firma Seq-it GmbH,

Kaiserslautern oder LGC Genomics GmbH, Berlin verifiziert.

Flr einige Konstrukte, die in dieser Arbeit erzeugt wurden, wurde das GeneArt Seamless Cloning &
Assembly Kit der Life Technologies GmbH verwendet, welches ein nicht naher erldutertes
Rekombinationsverfahren nutzt, um ein Insert mit einem Vektorbackbone zu verkniipfen. Hierzu

muss der jeweilige Zielvektor zunachst mit wahlweise ein oder zwei Restriktionsenzymen linearisiert
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und von Enzymen und Puffern gereinigt werden. Das Insert wird mittels PCR erzeugt; hierbei werden
an den Termini des Inserts Abschnitte von 15 bp angefiigt, die homolog zu den Enden des
linearisierten Zielvektors sind. Insert- und Vektor-DNA werden anschlieBend in einem molaren
Verhéltnis von 2:1 mit einem nicht ndher beschriebenen Enzymgemisch fir 30 Minuten bei RT
inkubiert, und das Produkt fiir die Transformation von E.coli Top10-Zellen verwendet. Positive

Transformanden wurden wie vorstehend beschrieben analysiert und weiterverarbeitet.

Polymerasekettenreaktionen wurden in dieser Arbeit mit mehreren Enzymen durchgefihrt. Fir
analytische PCR-Reaktionen wurde entweder die rekombinant erzeugte DNA-Polymerase aus
Thermus aquaticus (Taq) oder das Enzym MyTaq der Firma Bioline GmbH verwendet, wahrend fir
praparative Arbeiten die Enzyme Phusion der Firma Thermo Scientific oder Hybripol von der Bioline
GmbH eingesetzt wurden. Kommerzielle Enzyme wurden stets mit ihren zugehorigen Puffern nach
Herstellerangaben verwendet; Reaktionen mit der rekombinant erzeugten Tag-Polymerase
enthielten den in 2.1.2 genannten Puffer in 1x Konzentration. Weiterhin enthielten die Reaktionen
standardmaRig alle vier Deoxyribonucleotide in einer Konzentration von jeweils 200 uM sowie die
beiden Primer in einer Konzentration von jeweils 200 nM, sofern bei kommerziellen Enzymen nicht
anders angegeben. Die Thermoprofile wurden ebenfalls an die Herstellerangaben angepasst; fir
Reaktionen mit der Tag-Polymerase wurde eine initiale Denaturierungsphase von 5 Min bei 98 °C
gewdhlt, gefolgt von Ublicherweise 25 Zyklen aus Denaturierung (10 s, 98 °C), Annealing (15 s,
variable Temperatur) und Elongation (1 min/kbp, 72 °C). Nach einer finalen Elongationsphase von

10 min bei 72 °C wurden die Proben bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Als Template wurden standardméaRig 30 ng eines Plasmids oder 1 ug genomische DNA eingesetzt.
Einen Sonderfall stellt die Kolonie-PCR dar, die als Screeningmethode bei Klonierungen Anwendung
fand (s. 2.2.1.5). Hierbei wurden Bakterien mit einem sterilen Zahnstocher oder einer Pipettenspitze
von einer Kolonie auf einer Agarplatte entnommen, in einem 0,2 mL-PCR-GefdaR abgestreift und

anschlieRend mit dem entsprechenden PCR-Mix gemischt.

Zur fluorometrischen Bestimmung geringer DNA-Konzentrationen (< 1 pg/uL) wurde die Qubit®-
Plattform der Firma Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt, mit dem Qubit® DNA BR Assay-

Kit verwendet. Zu 199 plL einer Arbeitslosung, bestehend aus einem Puffer und einem Farbstoff,
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wurde 1 pL einer DNA-LGsung gegeben, gemischt, fir 10 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert und

die Konzentration mit dem Qubit® Fluorometer 1.0 bestimmt.

Die radioaktive Markierung von DNA-Oligonucleotiden wurde Uber Endlabeling durchgefiihrt. Hierzu
wurde das Oligonucleotid (Endkonzentration ~0,66 uM, entspricht 10 pmol 5'-Termini) in einem
Reaktionsvolumen von 15 plL mit 15 Richardson-Units T4 Polynucleotidkinase und 150 uCi [y->*P]-ATP
fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden nicht-inkorporierte Nucleotide Uber
GroRenausschlussfiltration mit einer MobiSpin S-300-Sdule oder mit dem QlAquick Nucleotide
Removal Kit entfernt. Die Aktivitat des markierten Oligonucleotids wurde per Szintillationsmessung

bestimmt, die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Zur Hybridisierung zweier komplementarer DNA-Strange wurden diese aquimolar oder ggf. mit
einem zwei- bis dreifachen Uberschuss eines der Strange in 20 mM Tris-Cl, pH 7,5 und 50 mM NaCl
flr 1 Minute bei 95 °C denaturiert und anschlieBend langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die

Duplex wurde bei -20 °C gelagert.

Fir die Handhabung von RNA galten im Wesentlichen die gleichen Arbeitsvorschriften und
Vorgehensweisen wie bei Arbeiten mit DNA. Um eine Kontamination mit ubiquitdren Ribonukleasen

(RNasen) zu vermeiden, wurden zudem folgende Punkte beachtet:

e Glaswaren wurden fir 6 Stunden bei 220 °C gebacken.

e Alternativ wurden Glaswaren und Plastikwaren fir mindestens 20 Minuten mit 3 %
Wasserstoffperoxid behandelt.

e Zum Ansetzen von wassrigen Losungen wurde Wasser verwendet, das mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt wurde. Hierzu wurde DEPC in einer
Endkonzentration von 0,1 % zu Wasser gegeben, gemischt und fiir mindestens 16 Stunden
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde das Wasser autoklaviert, um restliches DEPC zu

inaktivieren.
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e Es wurden entweder sterile, nukleasenfreie serologische Einwegpipetten oder Filterspitzen
flr Pipettierungen verwendet.

e Bei samtlichen Arbeitsschritten wurden Handschuhe getragen.

e Zur akuten Dekontaminierung von Arbeitsflichen, Pipetten und weiterem Arbeitsmaterial

wurde RNase Away (Molecular Bioproducts/Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Desweiteren wurde RNA soweit moglich bei — 80 °C gelagert, um thermisch induzierter Degradierung

entgegen zu wirken.

Zur Erzeugung von RNA im praparativen Malstab wurden in vitro-Transkriptionen mit rekombinant
erzeugter T7 RNA-Polymerase durchgefiihrt. Hierzu wurde zunachst Plasmid-DNA, die die
gewiinschte Sequenz hinter einem T7-Promoter enthalt, downstream der Sequenz linearisiert, um
eine run off-Transkription zu ermoglichen. Der gereinigte Vektor wurde zusammen mit
T7 Polymerase, RNase Inhibitor sowie Ribonucleotiden in 1x Transkriptionspuffer mit 10 mM DTT fur
mindestens 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der wahrend der Reaktion gebildete
Magnesium-Pyrophosphat-Komplex kurz abzentrifugiert und die RNA mit 3 Volumen Ethanol bei -
80 °C aus dem Uberstand gefillt. AnschlieBend erfolgte eine weitere Reinigung der RNA {iber
praparative PAGE (s. Abschnitt 2.2.1.2). Die Konzentration der RNA-Praparationen wurde mittels UV-

Spektrometrie bestimmt.

Zur fluorometrischen Bestimmung geringer RNA-Konzentrationen (< 1 ug/uL) wurde die Qubit®-
Plattform der Firma Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt, mit dem Qubit® RNA HS Assay-
Kit oder dem Qubit® RNA Assay-Kit verwendet. Zu 199 pl einer Arbeitslosung, bestehend aus einem
Puffer und einem Farbstoff, wurde 1 pL einer RNA-L6sung gegeben, gemischt, fiir 10 Minuten bei RT

im Dunkeln inkubiert und die Konzentration mit dem Qubit® Fluorometer 1.0 bestimmt.

Die radioaktive Markierung von RNA wurde in dieser Arbeit (iber Bodylabeling durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine in vitro-Transkriptionsreaktion wie in 2.2.2.2 beschrieben angesetzt, und die Reaktion mit
[a-**P]-ATP supplementiert (ca. 6 x 10’ cpm pro 150 pL). Die Reaktion wurde fiir 2 Stunden bei 37 °C

inkubiert und anschlieBend Uber GroRenausschlussfiltration mit einer MobiSpin S-300-Sdule von
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nicht-inkorporierten Nucleotiden gereinigt. Die Konzentration der synthetisierten RNA wurde
fluorometrisch bestimmt, die Aktivitat Gber Szintillationsmessung. Die markierte RNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fir die Erzeugung von Heteroduplices wurde der DNA-Strang in einem dreifachen Uberschuss zum
komplementaren RNA-Strang gegeben und in 20 mM Tris-Cl, pH 7,5 und 50 mM NacCl fir 1 Minute
bei 95 °C denaturiert; anschlieBend wurde die Reaktion langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Die

Duplex wurde bei -20 °C gelagert.

Zur guantitativen und qualitativen Analyse von Proteinproben wurden
Polyacrylamidgelektrophoresen  unter  denaturierenden  Bedingungen  durchgefiihrt; als
denaturierendes Agens wurde den Gelen Natriumdodecylsulfat (SDS) zugefiigt (Laemmli, 1970). Die
verwendeten PA-Gele bestanden aus einem Trenngel mit variablem Acrylamidgehalt (zwischen 8 und
15 %) sowie einem dariibergeschichteten Sammelgel, welches einen niedrigeren Acrylamidgehalt
und einen niedrigeren pH-Wert aufweist. Die Zusammensetzungen der Gelldsungen kdnnen
Abschnitt 2.1.2 entnommen werden, die Polymerisierung wurde durch Zugabe von 0,08 % APS und
0,08 % TEMED initiiert. Zur verbesserten Auflésung wurde den Proteinproben (falls nicht anders
angegeben) 100 mM [-Mercaptoethanol in SDS-Ladepuffer zugegeben, um intermolekilare
Schwefelbriicken zu reduzieren. Proteinproben wurden mit Ladepuffer fir 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert und sofort auf das Gel geladen; die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach Sicht
bei 120 bis 160 Volt. AnschlieBRend erfolgte die Visualisierung der Proteine lber Farbung mit
Coomassie Brilliant Blue R-250. In einigen Fallen wurde eine Schnellfarbung durchgefiihrt (Ortiz et al.,
1992). Hierzu wurde das Gel je nach Prozentigkeit fiir 10 bis 20 Minuten zunachst in 0,2 M Imidazol,
und anschlieBend fir 30 bis 60 Sekunden in 0,3 M Zinkchlorid inkubiert. Dieses bildet einen
weilllichen Komplex mit SDS und Imidazol, wahrend Proteinbanden durchscheinend bleiben.

AnschlieBend wurde das Gel mit destilliertem Wasser gewaschen und mit Coomassie gefarbt.
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Fiir gering konzentrierte Proteinproben wurde vor Auftragung auf ein Polyacrylamidgel eine
Acetonprazipitation durchgefiihrt. Hierzu wurde eiskaltes Aceton in dreifachem Volumen zur Probe
gegeben und gemischt, und fir mindestens 30 Minuten bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in einem geringen Volumen SDS-Ladepuffer

aufgenommen.

Fir die Erzeugung und Isolierung rekombinanter Proteine aus E.coli wurde in der Regel das
nachfolgende Protokoll verwendet. Die Variationen dieses Protokolls, welche sich fir jedes Protein
unterschieden, kénnen Tabelle 12 entnommen werden. Die zugehorigen Puffer sind in Abschnitt

2.1.2 aufgefihrt.

Protein Konstrukt  Expressionsstamm IPTG-Konzentration  Expressionsbedingungen
Alr3496 pTS31 E.coli T7 Express 0,1 mM 3h,37°C/UN, 16 °C
M-MLV-RT pSD0O8 E.coli BL21 (DE3) 0,7 mM 3h, 37 °C

RNase Inhibitor pSD91 fDCE‘;”) Rosetta 0,25 mM UN, 16 °C

T7 Polymerase pSD84 E.coli BL21 (DE3) 0,4 mM 4h, 37 °C

Tag DNA pSD20  E.coli BL21 (DE3) 0,5 mM UN, 37 °C

Polymerase

Zunachst wurde ein geeigneter Expressionsstamm mit 10 bis 50 ng des jeweiligen Konstrukts
transformiert und auf einem LB-Nahrboden mit passendem Antibiotikum ausplattiert. Von dieser
Platte wurden mehrere Kolonien zur Inokulation einer Vorkultur aus LB-Medium und Antibiotikum
verwendet. Diese wurde nach Ubernachtinkubation bei 37 °C und 200 rpm 1:100 verdiinnt, unter
gleichen Bedingungen inkubiert, und die Bakteriendichte regelmaRig tUber die Absorption bei 600 nm
bestimmt. Zwischen einer optischen Dichte von 0,4 bis 0,7 wurde die Kultur ggf. auf
Expressionstemperatur abgekihlt und die Expression durch Zugabe von IPTG gestartet. Zuvor wurde
1 mL der Kultur entnommen, die Bakterien pelletiert, in 2x SDS-Ladepuffer resuspendiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert (= Probe der uninduzierten Kultur). Nach Expression wurde
die Dichte der Kultur erneut gemessen, die gleiche Zellzahl wie zuvor entnommen und
weiterverarbeitet (= Probe der induzierten Kultur). Der Rest der Expressionskultur wurde bei 4 °C und
6000 x g pelletiert und entweder frisch weiterverarbeitet, oder bei -20 °C bzw. -80 °C gelagert. Die
Lyse der Zellen erfolgte auf Eis in einem geeigneten Volumen Lysepuffer mit dem Bandelin HD 2200

Ultraschallhomogenisator, ausgeriistet mit der KE76-Sonotrode mit insgesamt 10 Pulsen zu je 10



Material & Methoden

Sekunden bei ca 50 % Output. Zwischen den einzelnen Pulsen lagen Kiihlpausen von mindestens 20
Sekunden, bzw. von 5 bis 10 Minuten zwischen dem flinften und sechsten Puls. Lésliche Bestandteile
wurden von unldslichen tber Zentrifugation bei 12.000 bis 14.000 x g fiir 30 min bei 4 °C abgetrennt.
Von beiden Fraktionen wurden Proben genommen, mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Der Uberstand wurde mit einer geeigneten Matrix
inkubiert, die zuvor mit mindestens 5 Saulenvolumen (CV) Lysepuffer equilibiert worden war.
AnschlieBend wurde das Gemisch auf eine Saulenvorrichtung gegeben, der Durchfluss verworfen,
nachdem zuvor eine Probe entnommen und wie zuvor beschrieben weiterverarbeitet worden war,
und die Matrix unter geeigneten Bedingungen gewaschen. Von der Matrix wurde eine Probe
genommen und mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt, und gebundenes Protein zu mehreren Fraktionen
eluiert. AbschlieRend wurde eine weitere Probe der Matrix genommen. Die Fraktionen wurden
entweder Uber SDS-PAGE analysiert, oder — bei etablierten Aufreinigungsprotokollen und meist
hoher Reinheit des Proteins — (ber ein Schnellverfahren, bei dem 10 uL jeder Fraktion auf eine
Nitrocellulosemembran aufgetragen und getrocknet wurde. AnschlieBend wurde die Membran in 1 %
Ponceau S inkubiert, (berschiissiger Farbstoff mit destilliertem Wasser weggewaschen und
Fraktionen, die eine Farbung zeigten, fir die weitere Verwendung gesammelt. In der Regel schloss
sich eine Dialyse gegen einen geeigneten Lagerpuffer an; hierzu wurden die Fraktionen in einen
Dialyseschlauch passender Grofte gefiillt und Gber Nacht bei 4 °C gegen das mindestens 200-fache
Probenvolumen dialysiert. AnschlieBend wurden eventuell vorhandene Prazipitate durch
Zentrifugation bei 4 °C fiir 30 min bei 12.100 x g entfernt, die Proteinkonzentration des Uberstandes

bestimmt und die dialysierte Probe bei geeigneter Temperatur gelagert.

Die Aufreinigung der Tag DNA-Polymerase erfolgte nicht {ber Affinitdtschromatographie.
Stattdessen wurde nach Lyse und Separation der I6slichen von den unl6slichen Bestandteilen der
Uberstand fir 1h bei 75 °C inkubiert. Hierbei wurde der GroRteil der Proteine aus E.coli denaturiert,
wahrend die thermostabile Polymerase in Losung blieb. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(30 min bei 14.000 x g und 4 °C) wurden 30 % (w/v) Ammoniumsulfat zum Uberstand hinzugefiigt,
erneut zentrifugiert, das Pellet in einem geringen Volumen Lysepuffer resuspendiert und tiber Nacht

gegen Lagerpuffer dialysiert.

Zur fluorometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Qubit®-Plattform der Firma
Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt, mit dem Qubit® Protein Assay-Kit verwendet. Zu

199 pL einer Arbeitslosung, bestehend aus einem Puffer und einem Farbstoff, wurde 1 pL einer
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Proteinlosung gegeben, gemischt, fliir 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert und die Konzentration

mit dem Qubit® Fluorometer 1.0 bestimmt.

Zur eindeutigen Bestimmung von Fusionsproteinen wurden Immunoblots (Western Blots)
durchgefiihrt. Hierzu wurden Proteingemische zundchst per SDS-PAGE wie in Abschnitt 2.2.3.1
beschrieben aufgetrennt und anschlieRend mit dem Tank Blot-Modul des Bio-Rad Mini-PROTEAN®
Tetra Cell-Systems auf eine Nitrocellulose- oder Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF) libertragen. Die
Transfereffizienz wurde Uber Farbung der Membranen mit Ponceau S uberpriift. Bei PVDF-
Membranen erfolgte vor dem Transfer und vor Inkubation mit Ponceau S eine kurze Aktivierung der
Oberflache mit Methanol. Da die Transfereffizienz der DGR-assoziierten Proteine zundchst sehr
gering ausfiel, wurde der Transferpuffer fiir die Ubertragung von Proteinen mit hoher Basizitat
angepasst(Szewczyk and Kozloff, 1985). Unspezifische Bindungsstellen wurden mit einem Gemisch
aus 3 % Bovinem Serum Albumin (BSA) und 5 % fettfreier Milch in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS) entweder fir 1h bei RT oder iber Nacht bei 4 °C abgeblockt. Die Inkubation mit
den jeweiligen Primarantikorpern erfolgte in geeigneter Verdiinnung im Blockingreagenz bei RT fir
1h. Die Membranen wurden anschlieRend mehrmals mit PBS gewaschen und anschliefend
wiederum fir 1h bei RT mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Visualisierung mit dem ECL plus-Kit von

Amersham/GE Lifescience auf Rontgenfilmen.

Um den in vitro-Oligomerisierungszustand des akzessorischen Proteins Alr3496 zu bestimmen,
wurden Quervernetzungsexperimente mit Di (N-succinimidyl)-3,3'-dithiopropionat (DSP) analog zu
Willmund et al. durchgefiihrt (Willmund et al.,, 2008). Hierzu wurden variierende Mengen
rekombinant erzeugten Proteins (zwischen 0,5 und 13,5 pg) in 1x Cross-Linking Puffer mit
variierenden Konzentrationen (zwischen 20 und 1800 uM) des Cross-Linkers fiir 30 min bei 25 °C
inkubiert und die Quervernetzung durch Zugabe von je 1 plL 4,4 M e-Aminocapronsaure und weitere
Inkubation flir 15 min bei 25 °C gestoppt. Zu den Ansdtzen wurde ein gleiches Volumen 2x SDS-
Ladepuffer ohne 3-Mercaptoethanol gegeben und die Probe ggf. bis zur Analyse per SDS-PAGE bei -
20 °C gelagert.
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Um sicherzustellen, dass die Reaktionsbedingungen der hier durchgefiihrten Versuche (d. h. die
Zusammensetzungen der verwendeten Reaktionspuffer) nicht zu einer vorzeitigen Prazipitation der
getesteten Enzyme fiihren, wurden diese zuvor auf dquivalente Weise mit den Reaktionspuffern
inkubiert, und die Proteinkonzentrationen nach kurzer Zentrifugation bei 12.100 x g fluorometrisch
bestimmt. Reaktionsbedingungen wurden als geeignet angesehen, wenn die gemessene

Konzentration um weniger als 10 % unter der initialen Konzentration lag.

Zur Bestimmung der Aktivitdt rekombinant erzeugter und aufgereinigter reverser Transkriptasen
wurde in dieser Arbeit der Assay nach Matsuura et al. in modifizierter Variante eingesetzt(Matsuura
et al.,, 1997). Gereinigte Proteine wurden in einer 10 plL-Reaktion mit einem RNA:DNA-Duplex
(1 uM:3 pM), Deoxyribonucleotiden (jeweils 500 pM) und [a->’P]-Deoxycytosintriphosphat (ca.
0,25 uCi pro 10 pL-Reaktion) mit einem variablen Reaktionspuffer fiir 90 min bei 25 °C inkubiert. Als
Positivkontrolle diente entweder eine kommerzielle reverse Transkriptase (MonsterScript von
Epicentre) oder die RT aus dem Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV-RT). Diese wurden bei 37 °C
flr 90 min inkubiert. Als Negativkontrollen wurden jeweils identische Ansadtze verwendet, bei denen
das Enzym gegen ein gleiches Volumen Wasser ausgetauscht worden war. AuRerdem wurde den
Reaktionen RNase Inhibitor zugegeben, um die Template-RNA vor Degradation durch RNase-
Kontaminationen zu schitzen. AnschlieBend wurden 5 pL der Reaktion auf DE81-Filterscheiben
aufgetragen und diese nach einer Trockenzeit von mindestens 1 Stunde mehrmals mit 100 mM
Na,HPO, und abschlieBend einmal mit absolutem Ethanol gewaschen(Kuchta, 1996). Das verwendete
Filtermaterial bindet hohermolekulare Nucleinsduren mit sehr hoher Affinitdt, wahrend kleinere
Fragmente und Einzelnucleotide nicht gebunden werden. Somit kann durch Szintillationsmessung der
Aktivitat inkorporierter dCTP-Nucleotide ein direkter Riickschluss auf die cDNA-Syntheserate bzw RT-

Aktivitat in den Reaktionsansatzen gezogen werden.

Die Fahigkeit des Proteins Alr3496, verschiedene Nucleinsdauresubstrate zu binden, wurde Uber den
modifizierten Filter-Binding Assays nach Wong & Lohman untersucht(Wong and Lohman, 1993).
Variierende  Proteinmengen wurden in 12 ulL-Reaktionen zu radioaktiv-markierten

Nucleinsduresubstraten in Reaktionspuffer gegeben, die in mindestens zehnfachem Unterschuss zur
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niedrigsten eingesetzten Proteinkonzentration vorlagen (lblicherweise 10 nM). Untersucht wurde
die wahrscheinlich native TR-RNA des Nostoc sp. PCC 7120-DGRs sowie die kontextfremde Unal2 3'-
UTR-RNA, ssDNA, dsDNA sowie ein Heteroduplex aus dem 3‘-Ende der TR-RNA, der eine ausgepragte
Hairpinstruktur sowie die wahrscheinliche IMH beinhaltet, und einer hierzu vollstandig
komplementdren DNA, sowie einer DNA, die die Mismatches der korrespondierenden variablen
Region aufweist (s. Abbildung 29). Inkubationstemperaturen und —zeiten wurden wie angegeben
variiert, und je 10 pL der Reaktionen auf ein Membransandwich in einer Dot-Blot-Apparatur
gegeben. Das Sandwich bestand aus einer oberen Nitrocellulosemembran, die fir Proteine und
proteingebundene Nucleinsduren selektiv ist, sowie einer unteren Nylonmembran, die Nucleinsduren

bindet (s Abbildung 5).

Nitrocellulose
R

Nylon
\

P ie v

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Membransandwiches, modifiziert nach Wong & Lohman. Proteingebundene und
freie Nucleinsdauren werden auf eine obere Nitrocellulosemembran appliziert und vom angelegten Vakuum angesaugt.
Proteingebundene Nucleinsduren verbleiben auf der Nitrocellulose, wahrend freie Nucleinsduren von der unteren
Nylonmembran gebunden werden.

AnschlieBend wurden die Spots mit einem ca. hundertfachen Volumen Reaktionspuffer gewaschen,
die Membranen getrocknet und radioaktive Signale Uber eine Storage Phosphor-Imagerplatte
detektiert. Diese wurde mit dem Cyclone Storage Phosphor-Imager ausgelesen, und die erhaltenen
Autoradiogramme mit der Software Image) ausgewertet. Die Intensitdten der radioaktiven Signale
korrelieren direkt mit der Menge der gebundenen Nucleinsdure; die Intensitdt der
Nitrocellulosemembranen geben somit Aufschluss (ber die Menge an proteingebundener
Nucleinsdure, wahrend die Signale der Nylonmembran die Menge der freien Nucleinsdure
wiedergibt. Die Dissoziationskonstante des Proteins fiir das jeweilige Nucleinsduresubstrat ergab sich

aus der Proteinkonzentration, bei der 50 % des Signals proteingebunden vorlag.
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Zur Bestimmung des nativen in vitro-Oligomerisierungszustands von Alr3496 wurde eine Size-
Exclusion-Chromatographie des Proteins in der Abteilung fiir Molekulare Biophysik der Technischen
Universitat Kaiserslautern durchgefiihrt. Ein Probenvolumen von 200 pL einer Proteinprdparation
(1 mg/mL) in 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 500 mM NaCl und 20 % Glycerol wurde mit Hilfe eines Akta
Purifiers 10 (GE Healthcare) lber eine Superdex 75 10/300 GL-Sdule mit einer FluBRrate von
0,5 mL/min gegeben, und Fraktionen zu 300 pL gesammelt. Uber die Absorption bei 280 nm konnten
proteinhaltige Fraktionen bestimmt, und ein Elutionsprofil ermittelt werden. Das Molekulargewicht
des nativen Komplexes wurde Uber Extrapolation mit dem Gel Filtration Calibration LMW Standard

(GE Healthcare) ermittelt.

In diesen Experimenten sollte ermittelt werden, ob Alr3496 eine ATPase-Aktivitdt aufweist. Hierzu
wurde ein ATPase-Assay nach Carter et al. durchgefiihrt, welcher das bei der Hydrolyse von ATP
freigesetzte Phosphat flir eine Nachweisreaktion nutzt(Carter and Karl, 1982). Dieses kann im
Komplex mit Molybdat an Malachitgriin unter Bildung eines schwer I6slichen, griinen Komplexes
binden. Die Intensitat der Farbung kann mit einem ELISA-Reader bei 620 nm gemessen werden, und
ist direkt proportional zur Menge des freien Phosphats im Reaktionsansatz; zur rechnerischen
Bestimmung der Phosphatkonzentration wurde jeweils eine Eichgerade aus den Messwerten von vier

Standardlosungen bekannter Phosphatkonzentrationen erstellt.

Variiert wurden die Reaktionsbedingungen hinsichtlich Enzymkonzentration, Pufferzusammen-
setzung und der Zugabe verschiedener Nucleinsdurespezies. Enzymkonzentrationen von 3, 10 und 30
UM wurden mit den in Abschnitt 2.1.2 aufgeflihrten Reaktionspuffern in 1x Konzentration sowie ggf.
Nucleinsauren in — soweit moglich — dquimolaren Konzentrationen in einem Reaktionsvolumen von
19 plL fir 10 min bei 37 °C vorinkubiert. AnschlieBend wurde den Reaktionen ATP zugegeben
(Endkonzentration 1 mM) und fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 4 uL der
Reaktion zu 200 pL 1x Malachitgriinlésung gegeben, und diese Ansdtze fiir 10 min bei RT inkubiert.
Die Menge des gebildeten Phosphats wurde durch Messung der Absorption bei 620 nm und Abgleich
mit der Eichkurve bestimmt. Von diesen Werten wurden Eigenbeitrage der ATP-L6sung und der

Proteinpraparationen allein subtrahiert (s. Tabelle 20).

Um eine mogliche Helicaseaktivitat nachzuweisen, wurde zusatzlich zu den ATPase-Assays

untersucht, ob Alr3496 in der Lage ist, einen DNA-Doppelstrang in Einzelstrange aufzutrennen.
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Hierzu wurde Oligonucleotid NZ116 mit dem in Abschnitt 2.2.1.8 beschriebenen Protokoll radioaktiv
markiert und mit einem zweifachen Uberschuss des komplementiren Oligonucleotids NZ117 wie in
Protokoll 2.2.1.9 beschrieben hybridisiert. Dieser Duplex wurde mit variierenden Konzentrationen
Alr3496 und 1 mM ATP in 1x Unwinding-Reaktionspuffer in einem Endvolumen von 10 pL fir 10 min
bei 37 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10 pL 2x Ladepuffer fiir native PAGE gestoppt.
Ein Teil der Reaktionen wurde auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen und unter nativen
Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet, die Detektion radioaktiver
Signale erfolgte Uber eine Storage Phosphor-Imagerplatte. Diese wurde mit dem Cyclone Storage
Phosphor-Imager ausgelesen. Als Negativkontrollen wurden in dem Assay Wasser und BSA statt
Protein eingesetzt, zur Kontrolle des Laufverhaltens wurden markierter Einzelstrang und Duplex

aufgetragen.

Es wurde untersucht, ob Alr3496 in der Lage ist, die Hybridisierung zweier komplementarer DNA-
Strange zu katalysieren. Hierzu wurde das Oligonucleotid NZ116 wie in Abschnitt 2.2.1.8 erldutert
radioaktiv markiert und in einem Assay analog zu Martin et al. mit dem komplementaren
Oligonucleotid NZ117 und variierenden Konzentrationen Alr3496 in 1x Unwinding-Reaktionspuffer in
einem Volumen von 10 pL fiir 10 min bei 37 °C inkubiert (Martin and Bushman, 2001). AnschlieRend
wurde die Reaktion durch Zugabe von 2x Ladepuffer fiir native PAGE gestoppt, die Reaktionen auf ein
12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen und eine Elektrophorese durchgefiihrt. Abschliefend wurde
das Gel getrocknet und eine Storage Phosphor-Imagerplatte aufgelegt. Das Autoradiogramm wurde
mit dem Cyclone Storage Phosphor-Imager ausgelesen. Auch hier dienten Wasser und BSA als

Negativkontrollen, Duplex und Einzelstrang als Referenz.
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III. Ergebnisse

Zahlreiche Aspekte diversitatsgenerierender Retroelemente sind noch immer ungeklart, da bisher
lediglich zu einem bestimmten Element, dem aus dem Bordetella Bakteriophagen, detailliertere
Studien veroéffentlicht worden sind. Aus diesem Grunde sollten in dieser Arbeit einerseits
bioinformatische Strategien eingesetzt werden, um eine systematische Suche nach DGRs in
offentlichen Datenbanken durchzufiihren und mittels vergleichender Genomanalysen (comparative
genomics) Gemeinsamkeiten, Unterschiede und dariber hinausgehende Informationen zu diesen
Elementen herauszuarbeiten. In einem zweiten Vorhaben sollten zwei essentielle Faktoren von DGR,
die reverse Transkriptase und ein akzessorisches Protein, rekombinant erzeugt, aufgereinigt und

biochemisch charakterisiert werden.

Diversitatsgenerierende Retroelemente kénnen anhand von zwei Merkmalen identifiziert werden:
zum einen durch eine reverse Transkriptase, zum anderen durch Repeatstrukturen in der
genomischen Nachbarschaft des RT-Gens, die sich ausschlieBlich in ihrem Adeningehalt
unterscheiden dirfen. Beide Merkmale miissen zusammenkommen, damit von einem DGR
gesprochen werden kann, da es durchaus denkbar ist, dass Repeatstrukturen dieser Art auch
natlrlichweise im Genom von Prokaryoten oder Phagen vorkommen kdnnen. Umgekehrt wurde
gezeigt, dass reverse Transkriptasen essentieller Bestandteil von DGRs sind, und nicht zuletzt die
namensgebenden Faktoren dieser Retroelemente darstellen. Wahrend reverse Transkriptasen relativ
einfach durch BLAST-Suchen aufgefunden werden konnen, ist die manuelle Suche nach
Repeatstrukturen &dulerst arbeitsintensiv und fehleranfillig. Aus diesem Grunde wurde in
Zusammenarbeit mit der Abteilung Genetik der TU Kaiserslautern das PERL-basierte Programm
DiGReF entwickelt, das genomische Sequenzen auf DGR-typische Repeatstrukturen untersuchen

kann. Dieses Programm wurde von Professor Dr. John A. Cullum, Dipl.-Biol. Mohamed Lisfi und
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Jingyun Chi, MSc. konzipiert und geschrieben; Teil dieser Arbeit war zunachst die Evaluierung des

Programms hinsichtlich Effizienz, Fehleranfalligkeit und Vollstandigkeit der Suchergebnisse.

Erste Programmversionen implementierten Suchstrategien, die nach identischen Repeats einer
definierten Lange (20 nt) in der genomischen Umgebung von RT-Genen suchten. Wurde ein solcher
Repeat gefunden, wurden die Sequenzen und zusatzliche 50 Nucleotide up- und downstream
extrahiert. Diese Sequenzen wurden in einem zweiten Schritt mit einem Programm wie ClustalW
alignt, wodurch substitutierte Positionen sichtbar gemacht werden konnten. Bei manueller
Durchsicht der Ergebnisse zeigte sich jedoch, dass dieses Verfahren eine geringe Sensitivitat in der
Identifizierung von DGRs aufwies. Haufig finden sich in genuinen DGRs keine zusammenhangenden
Repeatsequenzen einer Lange von 20 Nucleotiden, so dass diese Elemente vom Programm nicht als
DGR erkannt wurden. Ebenso suchten diese frithen Programmversionen lediglich nach
Repeatpaaren, was DGRs mit zwei oder mehreren VRs effektiv ausschloss. Uber die manuelle
Kontrolle des Outputs war es somit moglich, die Spezifitat und Sensitivitdt des Programms sukzessive

zu verfeinern, und die Analysestrategie zu optimieren.

In der finalen Version erhalt DiGReF als Input eine oder mehrere GI-Nummern von putativen DGR-
RTs. Auf genomischer Ebene werden jeweils 5000 Nucleotide up- und downstream der zugehdorigen
offenen Leserahmen extrahiert, und die Gesamtsequenz aus 10.000 Nucleotiden zzgl. RT-ORF mittels
eines Sliding Windows von 50 nt Ldnge auf VR/TR-Strukturen untersucht. Dies bedeutet, das ein
Substring von 50 nt Ldnge gewahlt und mit dem Rest der Sequenz abgeglichen wird. Zuvor werden
samtliche Adeninpositionen des Substrings durch ,Wildcards” ersetzt, das heilst, sie diirfen beim
Abgleich mit dem Rest der Sequenz jeder der vier Basen A, T, C oder G entsprechen. Gibt es eine
Ubereinstimmung, wird das Suchfenster inkrementell um 1 nt erweitert und mit dem ermittelten
Substring verglichen, bis ein Mismatch auftritt; das Sequenzpaar wird als TR/VR ausgegeben. Liegt
keine derartige Ubereinstimmung vor, wird ein weiterer 50 nt-Substring als Suchmotiv gewéhlt, der

relativ zum vorigen um 1 nt versetzt ist.

Grundsatzlich ist es moglich, mit DiGReF ganze Genome auf TR/VR-Sequenzen zu durchsuchen. Der
Rechenaufwand, der notig ware um samtliche Genome der 6ffentlich zugdanglichen NCBI-Datenbank
zu durchsuchen, ware jedoch betrachtlich. Aus diesem Grunde wurde fiir eine systematische Suche
nach DGRs vor Einsatz des DiGReF-Programms eine Vorauswahl von Kandidatengenomen und der in
Frage kommenden Sequenzabschnitte vorgenommen. Kandidaten-RTs wurden Uber eine PSI-BLAST-
Suche ermittelt, die die Sequenzen acht bekannter DGR-RTs als Query verwendete. Anschlielend
wurden Uber DiGReF Repeatstrukturen identifiziert und die Ergebnisse einer manuellen

Qualitatskontrolle unterzogen (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der DGR-Suche. Uber eine PSI-BLAST-Suche mit bekannten DGR-RTs als Query wird
ein erstes Datenset erzeugt. Mit Hilfe des Programms DiGReF werden DGR-typische VR/TR-Strukturen in einer Umgebung
von 5000 bp gesucht und in einem zweiten Datensatz ausgegeben. Eventuelle Redundanzen werden in einem letzten Schritt
manuell entfernt.

In den Veroffentlichungen von Doulatov et al., Medhekar & Miller sowie Simon & Zimmerly wurde bis
heute zumindest die Existenz von etwa 40 DGRs erwdhnt(Doulatov et al., 2004; Medhekar and Miller,
2007; Simon and Zimmerly, 2008), wenngleich die Elemente selbst — bis auf das prototypische
Bordetella Bakteriophagen-DGR — nie genauer beschrieben worden sind. Von acht Vertretern dieser
Elemente wurden die Primarsequenzen der reversen Transkriptasen ausgewdahlt. Wie bereits zuvor
fir andere Retroelemente extensiv beschrieben (Simon and Zimmerly, 2008), ist die jeweilige RT sehr
gut geeignet, das zugehorige Element spezifisch zu identifizieren und phylogenetisch zu
charakterisieren. Dartiber hinaus stellt die RT das konstanteste Element eines DGRs dar: wahrend die
Zielproteine eine starke Variabilitat aufweisen und natiirlich auch nicht notwendigerweise immer mit
einem DGR verbunden sein missen, ist die Anwesenheit eines akzessorischen Proteins offenbar nicht

in allen Fallen erforderlich.

Um ein moglichst umfassendes Set von DGRs zu erhalten, wurden die acht RTs so ausgewahlt, dass
sie ein breites Herkunftsspektrum aufweisen (s. Tabelle 13). Somit sollte ausgeschlossen werden,

ausschlieBlich nah verwandte Elemente aus z. B. einem 6kologisch isolierten Habitat zu erhalten.
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RT Gl- Organismus Klasse Erstmals beschrieben
Nummer
Nostoc punctiforme .

Npun_F4892 186684985 PCC 73102 Cyanobakterien (Doulatov et al., 2004)
Desulfotomaculum — (Simon and Zimmerly,

Dred_1227 134299090 reducens MI-1 Firmicutes 2008)
Ruminococcus obeum . (Simon and Zimmerly,

RUMOBE_01080 149833092 ATCC 29174 Firmicutes 2008)

LG (Simon and Zimmerl

LPC_1855 148359926 pneumophila Gammaproteobakterien Vo

2008)

str. Corby
Trichodesmium
T 1 113474819 C kteri Doulat t al., 2004
ery_1035 34748 erythraeum IMS101 yanobakterien (Doulatov et al., 2004)
Treponema denticola .

TDE2266 42527768 ATCC 35405 Spirochaeten (Doulatov et al., 2004)
Photobacterium . (Simon and Zimmerly,

VAS14_ 16052 90580666 angustum 514 Gammaproteobakterien 2008)

bbp5 41179367 ~ Dordetella phage Phagen (Liu et al., 2002)

BPP-1

Die acht RTs wurden jeweils als Query fiir eine PSI-BLAST-Suche verwendet. PSI-BLAST ist eine
Variation des BLAST-Algorithmus, bei der nach einem ersten Suchlauf, der einer normalen BLASTp-
Suche entspricht, eine Scoring-Matrix aus vom Benutzer ausgewahlten Treffern erstellt wird. Diese
Matrix dient in der darauffolgenden Suche (Iteration) als Query, um die Suche weniger Uber die
Querysequenz als vielmehr Uber das Profil der besten Resultate zu beeinflussen. Mit Hilfe dieses
Verfahrens kénnen weiter entfernte Mitglieder einer Proteinfamilie besser gefunden werden als mit
einer konventionellen BLASTp-Suche. Es wurden zwei Iterationen mit den jeweils besten 30 Treffern
als Querys durchgefiihrt, nach diesen veranderte sich das erhaltene Set nicht mehr in relevanter
Weise. Um die Zahl der Kandidaten-RTs weiter einzugrenzen wurde manuell geprift, ob es eine
Grenze in den BLASTp-Ergebnissen gibt, die genuine DGR-RTs von den restlichen trennt. BLAST-
Ergebnisse erhalten stets einen E-Wert, der die Wahrscheinlichkeit beschreibt, mit dem verwendeten
Query rein durch Zufall einen Treffer in der vorliegenden Datenbank zu erhalten. Es zeigte sich, dass
alle erhaltenen RTs mit einem E-Wert von 0,005 oder kleiner genuine DGR-RTs darstellten, so dass
alle Treffer mit einem schlechteren E-Wert in der weiteren Analyse nicht betrachtet wurden. Das
erste Datenset bestand an diesem Punkt aus 2651 potentiellen DGR-RTs, basierend auf der NCBI-

Datenbankversion vom November 2011.

In einem nachsten Schritt wurde das Programm DiGReF benutzt, um unter den erhaltenen 2651 RTs

tatsachliche DGR-RTs, und somit die gesamten DGR-Elemente, zu identifizieren. Als Mindestkriterien
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fir TR/VR-Paare wurden nach verschiedenen Testldufen 50 Basenpaare Gesamtliange mit 10
mutierbaren Adeninen im Template Repeat und 7 Adeninaustauschen in der variablen Region
gewadhlt. Eine Lockerung dieser Kriterien verminderte die Spezifitdt des Programms und fihrte zu
einer deutlichen Anhadufung von anderen Retroelementen wie Gruppe-ll-Introns; lediglich 6
wahrscheinliche DGRs, die eine relativ geringe Mutageneseaktivitat aufwiesen, konnten zusatzlich

ermittelt werden.

Uber DiGReF konnten 171 DGRs identifiziert werden. Nach manueller Bearbeitung des Sets, bei der
redundante Eintrdge entfernt wurden, blieben 155 DGRs, von denen 126 zuvor noch nicht
beschrieben worden waren. Dieses Set wurde im Anschluss extensiven Analysen unterzogen, die in
den Abschnitten 3.1.2.1 bis 3.1.2.7 beschrieben werden. Eine vollstandige Auflistung der Elemente

findet sich in Anhang A1l.

Die bisher publizierten DGRs wiesen ausschlieflich Adeninaustausche auf. Um der Frage
nachzugehen, ob es auch Elemente mit einer anderen Basenspezifitat gibt, wurde das Programm so
modifiziert, dass entweder nach Cytosin-, Guanin- oder Thyminaustauschen gesucht wurde, wobei
die Kandidatensequenzen aus 3.1.1.1 mit ansonsten gleichen Suchparametern analysiert wurden. Es
wurden keine entsprechenden Elemente gefunden, allerdings férderte diese Suche drei Elemente
zutage, bei denen TR und VR auf dem relativ zur RT komplementaren Strang liegen, und somit als
Repeats mit Thyminaustauschen erkannt wurden. Bezogen auf die TR-RNA handelt es sich also
wiederum um Adeninaustausche. Auf diese Elemente wird in Abschnitt 3.1.2.1 noch einmal

eingegangen werden.

Ebenso wurde gepriift, ob es DGRs mit RT-Proteinen gibt, die eine geringere Sequenzidentitat zu den
Query-RTs aufweisen, und mit ihnen somit auch weniger nah verwandt sind. Es wurden einige RTs
mit hoheren E-Werten aus den Ergebnissen aus 3.1.1.2 ausgewahlt und wiederum als Query fir eine
BLASTp-Suche verwendet. Hierbei wurden keine neuen Treffer im Vergleich zu den Ergebnissen aus
3.1.1.1 erhalten. Somit kann davon ausgegangen werden, dass das erhaltene Set von DGRs

vollstandig ist.
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Mithilfe eines geeigneten Programms, wie beispielsweise Artemis (Rutherford et al., 2000), ist es
moglich, den Output, der von DiGReF generiert wurde, graphisch darzustellen. Eine Umwandlung des
Outputs in ein Artemis-kompatibles Format wurde mit dem zusatzlichen Programm
output_artemis.pl, das von Dipl.-Biol. Mohamed Lisfi ebenfalls in PERL geschrieben wurde,
durchgefiihrt. Der Quelltext dieses Programms findet sich im Anhang dieser Arbeit. Abbildung 7 zeigt

beispielhaft einen Screenshot von einem DGR, der mit Artemis visualisiert wird.

t Create Run Graph Display
o.arc [7]0RFS 100+

i bases 124 TR (/color=3 /note="TR")

= o N s s A T Abb||dung 7: Visua“sierung der
O W L L T A 1 VAR I\Im:NH L T T T T e Y R R A ] DGR-Struktur iiber Artemis. Der
I T TEEE IR IO O w1 W I S N T T e R

o5 [ s s o8 o3

am von DiGReF erzeugte Output
o |ucon [eano fozoo lwos s [ssoe foo o Jeoss fssoo oo [ kann in ein Artemis-kompatibles
Format umgewandelt werden,

T L T e S T O A B TR I A === T IR NI I A NR BARLTLI] | e
T I A T A T R AR AR NI mm:ﬂ“\mun N was eine ubersichtliche
S0 0000 D 0 e im0 Darstellung der DGR-
a . Z Komponenten ermoglicht. Man
erkennt VR (rot), TR (grln,
unten in Detailansicht

angewahlt) und den RT-ORF
(hellblau). Es ist zudem maoglich,
offene Leserahmen in der

B so01 6013 RT

o ) fehe e Sequenz anzeigen zu lassen
o e (cyan), was eine einfache
e f0 5192 ¢ nome Zuordnung der variablen Region
zu einem Zielgen ermdoglicht.

s 6365 6775 ¢ none
g 6372 6735  nome
o5 6789 7286  none
s 7258 7851  nonme
s 7488 7880 ¢ nome
s 784z 8447  nonme
g 7868 8278 ¢ none
o5 8009 8556  none
s 9346 10146 ¢ none
s 10206 11009 ¢ none

Wie bereits in vorigen Studien berichtet wurde(Doulatov et al., 2004; Medhekar and Miller, 2007),
kénnen diversitatsgenerierende Retroelemente eine Vielzahl von Arrangements der
Einzelkomponenten aufweisen. Dies wird in den Ergebnissen dieser Arbeit bestatigt und dariber
hinaus durch bisher unbeschriebene DGR-Typen erganzt (s. Abbildung 8). So kénnen TR und RT, wie
im Falle des DGRs aus Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 (Gl 312115534) durch ein Zielgen
raumlich voneinander getrennt vorliegen; &ahnlich verhadlt es sich bei den Elementen aus
Photobacterium angustum S14 (Gl 90580666), Shewanella baltica 0S155 (Gl 126090247) und Vibrio
sp. RC586 (Gl 262403399). Hier liegen TR und RT-ORF sogar auf jeweils unterschiedlichen Stréangen.
Diese vier Falle, in denen die jeweiligen variablen Regionen der Zielgene lediglich

Adeninsubstitutionen aufweisen und die Elemente somit aktiv sind, zeigen, dass TR und RT nicht
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notwendigerweise zusammen transkribiert werden, wie es bei einigen anderen Retroelementen der

Fall ist.

Weiterhin fallt auf, dass ~15% aller identifizierten DGRs mehrere Zielgene lber einen einzigen
Template Repeat hypermutieren konnen. In der Standardanalyse wurden bis zu drei Zielgene pro
DGR beobachtet, wahrend bei einer extensiveren Suche bis zu vier VRs gefunden wurden, die sich
Uber 300 Kilobasenpaare vom DGR entfernt befinden kénnen (Pseudogulbenkiania sp. NH8B, Gl
347538767). Denkbar ist, dass sich bei genomweiter Anwendung von DiGReF noch mehr Zielgene

finden lassen, was hier aus Griinden der Rechenkapazitat nicht Gberprift wurde.

Die Vielfalt der DGR-Strukturen macht eine systematische Nomenklatur der Elemente notwendig, die
idealerweise offen gehalten wird fir zuklinftige Ergdnzungen des hier beschriebenen Sets und sich
gleichzeitig an einem eindeutigen Merkmal der Elemente orientiert. In dieser Arbeit wurde ein
System aus zunéchst vier Gruppen eingefiihrt, die sich Gber die relative Anordnung von TR und RT
zueinander definieren. Gruppe 1 bilden somit alle DGRs, bei denen der TR upstream von der RT liegt,
wahrend er bei den Elementen der Gruppe 2 downstream von dieser lokalisiert ist. Gruppe 3 umfasst
DGRs, bei denen der offene Leserahmen der RT partiell oder vollstandig mit dem TR Uberlappt.
Gruppe 4 beinhaltet schlielich den hier erstmalig beschriebenen DGR-Typus, bei dem TR und RT-
ORF auf getrennten Strangen vorliegen. Als sekundares Klassifizierungsmerkmal, angezeigt durch
kleine lateinische Buchstaben, die den Gruppennummern nachgestellt werden, dient die Anzahl und
Position der Zielgene, und somit der variablen Regionen. Einzelheiten zu den Strukturtypen sowie der

Reprasentation in unserem Ergebnis-Set kdnnen Abbildung 8 entnommen werden.
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Gruppe 1 Gruppe 2
la (n=86,56.6%) 1b (n=8,5.3%) 2a(n=5,33%) 2b(n=2,1.3%)
lc(n=4,26%)  1d(n=2,1.3%) 2c(n=2,1.3%)  2d(n=4,2.6%)

2e(n=1,07%)  2f(n=1,0.7%)

Gruppe 3 Gruppe 4

3a(n=24,15.8%) 3c (n=6,4.0%) 4a (n = 3, 2.0%) | “RTase  [=TR

p—r_p— 0t =ZiellORF =VR
—

3d(n=3,20%)  3f(n=10.7%)

[ I | g ==y ==

Abbildung 8: Vorgeschlagenes Klassifikationssystem fiir DGRs. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Elemente
weisen eine Vielzahl von strukturellen Arrangements auf. Zur vereinfachten Beschreibung wird ein System vorgeschlagen,
welches DGR-Elemente anhand der relativen Position von Template Repeat und RT-ORF in vier Gruppen einteilt: Elemente,
mit einer TR upstream (1) oder downstream (2) des RT-ORFs, und Elemente, bei denen RT-ORF und TR teilweise oder
vollstandig Uberlappen (3). Eine vierte Gruppe wird durch die in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen Elemente gebildet,
bei denen TR und RT-ORF auf unterschiedlichen Strangen lokalisiert sind. Das zweite Identifikationsmerkmal bilden Position
und Zahl der mutierten Zielgene, angegeben durch kleine lateinische Buchstaben.

Trotz zahlreicher Strukturvariationen entfallt der gréSte Anteil der hier beschriebenen DGRs auf das
Arrangement des prototypischen Elements aus dem Bordetella-Bakteriophagen (Strukturtyp 1a,
56,6%). Eine weitere umfangreiche Gruppe wird vom Strukturtyp 3a gebildet (15,8%), bei dem die TR
teilweise oder ganz mit dem RT-ORF {iberlappt. Hier muss jedoch angemerkt werden, dass
automatische Annotationen von Genomen haufig Fehler bei der Festlegung der 5-Termini von Genen
machen; die Leserahmen werden artifiziell verlangert, da weiter upstream gelegene ATG-Codons, die
in frame mit dem Rest des Gens sind, als Startcodon angenommen werden. Dies kann in diesem Fall
dazu fiihren, dass TR und RT-ORF nur scheinbar Uberlappen, und einige Elemente des Typs 3a
eigentlich auch zu Typ 1a gezahlt werden missten (natdrlich gilt dasselbe fiir die Typen 3b, 3c, usw.).
Die hier angegebene Machtigkeit der Gruppe 1a bildet also somit nur die Untergrenze, und es kann

davon ausgegangen werden, dass weitere Elemente hinzugezahlt werden kénnen.
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Bereits im vorangegangen Abschnitt wurde erwahnt, dass ein einziges DGR mehrere Zielgene, die
fern im Genom liegen kénnen, hypermutieren kann. Da dies lber einen einzigen Template Repeat
geschieht, ist es plausibel anzunehmen, dass auch die Zielgene selbst eine hohe Homologie
zueinander aufweisen. Die Sequenzidentitdten wurden Uber das Programm needle, das Teil des
EMBOSS-Softwarepakets ist, ermittelt. Sie betrugen zwischen 42,6% und 81,3%, und erfillten somit
die Kriterien flr Paralogie, die von Blattner et al. definiert wurden als mindestens 30%
Sequenzidentitdt Gber mindestens 60% der Nucleotidsequenz. Ebenso wurde untersucht, ob sich
genomweit noch weitere Paraloge der Zielgene finden lassen, die nicht vom DGR hypermutiert
werden. Hierzu wurde eines der Zielgene als Query fiir eine BLASTp-Suche gegen das jeweilige
Genom verwendet, und die erhaltenen Proteine mit needle auf ihre Sequenzidentitat tberpriift. In
allen Féllen bis auf zwei (Burkholderia glumae BGR1, Gl 238027140 und Desulfobacter postgatei
2ac9, Gl 355363092) fanden sich tatsiachlich Leserahmen, die diese Bedingungen erfiillten. Die

mogliche biologische Bedeutung dieses Befunds wird in Kapitel 4 dieser Arbeit ndher erlautert.

Das Mutagenesepotential eines DGRs hangt unmittelbar vom Adeningehalt des zugehorigen
Template-Repeats ab: je mehr mutierbare Adenine vorhanden sind (besonders, wenn sie sich an
erster oder zweiter Stelle des Codons befinden), desto eher konnen auf Proteinebene
Aminosaureaustausche stattfinden, und die biochemischen Eigenschaften des Zielproteins verdandert
werden. Zudem erscheint es plausibel anzunehmen, dass kritische Ober- und Untergrenzen fir die
Langen von TR und VR existieren: sind sie zu kurz, kann nur ein kleiner Bereich des resultierenden
Proteins verandert werden; sind sie zu lang, werden u. U. zu groRRe Teile des Proteins mutiert und
seine Funktion beeintrdchtigt. Bisher beschriebene TRs und VRs zeigten unterschiedliche Langen: im
Falle des Bordetella Bakteriophagen lag sie bei 134 bp, wahrend andere DGRs mit teilweise unter 100
Nucleotiden deutlich kiirzere Repeats aufwiesen. In unserem Ergebnis-Set fanden sich Langen
zwischen der willklrlich gewdahlten Mindestlange der Suchsequenz von 50 bp (Clostridium
symbiosum WAL-14163, Gl 323485235) und 184 bp (Bacteroides fragilis 638R, Gl 301163046), mit
einer mittleren Lange von 100+50bp. Mithilfe des PERL-Scripts output_graph.pl, das von Dipl.-Biol.
Mohamed Lisfi geschrieben wurde, kénnen graphische Darstellungen von VR und TR erzeugt werden,

die zudem die Basengehalte beider Sequenzen beinhalten (s. Abbildung 9, PERL-Script siehe Anhang).
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>TR1/35255--35305/ AATGTCACTAAATTAGGTGCTAATTGGAATAATGGCTTGAATACCAGTGC A: 17 cCc: 7 G: 11 T: 16
x| LIl l==l LIzl I=l b izl =l L= =l
>VR1/35027--35077/ CGTGTCGCTGTATTGGGTGCTAGTTGGTATTATGGCTTGRATGCCGGTGC A: 7 C: 8 G: 18 T: 18

Abbildung 9: Graphische Darstellung von VR/TR-Paaren. Das PERL-Script output_graph.pl extrahiert VR/TR-Paare und
erlaubt einen Direktvergleich der Sequenzen, hier am Beispiel des DGRs aus Clostridium symbiosum WAL-14163, Gl
323485235. Mismatches werden mit einem ,X‘ markiert, identische Basen mit ,|‘. AuRerdem werden die Basengehalte der
Sequenzen ausgegeben, was eine Berechnung der Adeninsubsti-tutionen und der Hypermutationsrate ermdoglicht.

Aus diesen konnten wiederum die Gesamtzahl der mutierbaren Adenine in der VR, die Zahl der
veranderten Adenine in der VR sowie die Basen, zu denen diese mutiert wurden und schlieBlich eine
Hypermutationsrate ermittelt werden, die sich aus dem Verhaltnis der mutierten Adenine zur
Gesamtzahl der Adenine ergibt. Die Ergebnisse kdnnen Abbildung 10 sowie Tabelle A1 entnommen

werden.
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Abbildung 10: Basensubstitutionen in DGRs. (A) Die Template Repeats und variablen Regionen aller 155 ermittelten DGRs
wurden auf A->N-Mutationen untersucht, und die Haufigkeiten ermittelt, mit denen Cytosin, Guanin, Thymin und Adenin an
einer adeninkorrespondierenden Position in der VR auftraten. (B) Um einen eventuellen Einfluss von Wirtsfaktoren
herauszufiltern, wurden die Substitutionsmuster einer phylogenetisch definierten Gruppe (des Bacteroides-Clusters 2 aus
Abbildung 12) untersucht. (C)/ (D) GleichermaRen wurden einzelne Organismen mit multiplen VRs analysiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte der relativen Haufigkeiten einer Base in n variablen Regionen, die Fehlerbalken geben die zugehérige
Standardabweichung wieder. Man erkennt, dass letztere meist so hoch ausfillt, dass keine eindeutige Aussage hinsichtlich
eines signifikant starker vertretenen Substitutionsmusters gemacht werden kann.
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Es wurden stark variierende Hypermutationsraten zwischen 0,21 und 0,86 beobachtet, der Median
liegt bei 0,5. Hier ist jedoch zu beachten, dass ein Adeninrest in der VR entweder durch fehlerfreie
reverse Transkription entstanden sein kann, und es somit nie ein Mutageneseereignis an dieser
Position gab, oder durch praferentielle Selektivitdit des DGR-Mechanismus fiir Adenine. Diese
Selektivitat konnte eine intrinsische Eigenschaft der beteiligten RT sein, oder eventuellen
Wirtsfaktoren zuzuschreiben, die bislang jedoch noch nicht bekannt sind. Bei Fehlen einer Selektivitat
wiirde man einen proportionalen Anstieg der A->B-Mutationen mit der Zahl der Adenine im
entsprechenden TR erwarten, und ein Basenverhaltnis von anndhernd 1:1:1:1. Wie man Abbildung
10A und Tabelle Al jedoch entnehmen kann, entsprechen die vorliegenden Substitutionsmuster
diesen Erwartungen nicht. Es wurden insgesamt bevorzugt G-Substitutionen, gefolgt von T- und
schlieBlich C-Substitutionen beobachtet, wenngleich ohne statistisch-signifikante Auspragungen (s.
Fehlerbalken). Ebenso konnte ein XZ—Test zeigen, dass zumindest im Falle von G- und T-
Substitutionen eine Abweichung von einer reinen Normalverteilung, und somit ein moglicher Einfluss
von Wirtsfaktoren vorliegt (p = 0.00008 bzw. 0.0057). Als nachstes wurde eine Untergruppe von
DGRs betrachtet, die jeweils aus Bacteroides sp. stammten. Hier sollten eventuelle Wirtsfaktoren
jeweils identisch sein und eine eventuelle Basenpradferenz in den Ergebnissen deutlicher
herauszulesen sein. Wie Abbildung 10B allerdings zeigt, lasst sich auch hier keine statistisch
gesicherte Aussage hinsichtlich einer bestimmten Basenpraferenz treffen; ebenso verhalt es sich fir
Basenaustausche eines einzigen DGRs mit mehreren VRs (Abbildung 10C und D). Zusammenfassend
konnte an dieser Stelle gezeigt werden, dass Wirtsfaktoren zumindest keinen besonders starken
Einfluss auf die Basenpraferenz eines DGRs haben. Ebenso weisen die vorliegenden Daten darauf hin,
dass die Substitutionsmuster nicht ausschlieflich einer Normalverteilung folgen, und ein reiner

Zufallsmechanismus ebenfalls ausgeschlossen werden kann.

Es ist weiterhin fraglich, ob eine solche Art der Analyse Gberhaupt zu einem auswertbaren Ergebnis
fihren kann. Es muss berlcksichtigt werden, dass durch einen Selektionsdruck, der zwar nicht unter
Kultivierungsbedingungen, jedoch in der offenen Natur vorherrscht, ein Bias in das
Substitutionsmuster eingebracht wird und dieses verzerrt. Um dieses Problem zu I6sen, ware eine
dynamische Betrachtung eines oder mehrerer einzelner DGR-Systeme notwendig, welche zudem

auch ohne einen Anpassungsdruck aktiv sind.

Die Proteinsequenzen der reversen Transkriptasen aus dem Ergebnis-Set wurden extrahiert und mit

MAFFT alignt. Von Simon & Zimmerly wurde fiir einige wenige DGR-RTs eine Struktur aus sieben
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Domanen beschrieben, die auch in den reversen Transkriptasen anderer Elemente gefunden werden
kénnen; der bemerkenswerteste Unterschied ist das Fehlen einer RNaseH-Domane im Falle der DGR-
RTs. Diese Architektur findet sich auch bei samtlichen RT-Proteinen, die in dieser Arbeit ermittelt
wurden; somit wird diese Einteilung als ein generelles Strukturmerkmal dieser RT-Klasse bestatigt.
Konservierte Bereiche innerhalb dieser Domanen sind das flr reverse Transkriptasen typische YxDD-
Motiv in Domane 5, das hier in 86% der Falle entweder als YMDD oder YVDD enthalten ist, und ein
Motiv aus sieben Aminosauren in Domane 4 des Proteins: (L/I/V)GxxxSQ. Dieses Motiv wurde zuvor
bereits in fast allen DGR-RTs identifiziert, aufgrund des geringen Datenbestandes war es jedoch nicht
klar, ob es sich hierbei tatsachlich um ein exklusives Merkmal handelt, oder lediglich phylogenetisch
nah beieinander liegende RTs untersucht wurden. In dieser Arbeit wiesen tGber 90% dieses Motiv auf,
wobei Variationen zumeist an den beiden letzten Positionen (SQ) vorliegen. In 9,7% der RTs finden
sich die Kombinationen VQ, NQ, AQ, SP, SH oder PA. Dariiber hinaus wurde bei Vergleich mit den PSI-
BLAST-Ergebnissen, die als Input fiir DiGReF dienten (s. Abschnitt 3.1.1.1) und mit bekannten RTs aus
anderen Retroelementen wie Retroviren, Gruppe-ll-Introns und Non-LTR-Retrotransposons
festgestellt, dass das Consensus-Motiv, wie es dem Sequenzlogo in Abbildung 11 entnommen
werden kann, DGR-RTs deutlich von anderen Retroelementen abgrenzt, die zumeist ein QGxxxSP-

Motiv an dieser Stelle aufweisen.
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Abbildung 11: Sequenzlogo der DGR-RTs. Das Logo veranschaulicht graphisch die relativen Haufigkeiten von bestimmten
Aminosauren an den dargestellten Positionen 1 bis 23 aus Domane 4 in 155 DGRs, gemessen in Bits. Im Falle des DGRs aus
dem Bordetella Bakteriophagen entspricht das Motiv den Aminosdurepositionen 175 bis 197. Chemisch-dhnliche
Aminosauren besitzen g leiche Farben. Man erkennt eine hohe Konservierung aliphatischer Reste an Position 7 sowie des
Glycins an Position 8, und das DGR-typische SQ-Motiv an den Positionen 12 und 13.

Aus friheren Arbeiten zur HIV-RT ist bekannt, dass der Prolinrest, der in DGR-RTs meist durch
Glutamin ersetzt ist, an der Koordination von dNTPs und dem Template bei cDNA-Synthese beteiligt

ist, wahrend Mutationen an dieser Position zu einer generell verminderten Synthesegenauigkeit des
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Enzyms flhrt. Es ist daher moglich, dass dieses DGR-spezifische Motiv flir das prominenteste
Merkmal dieser Elemente, namlich adeninspezifische Hypermutation, verantwortlich sein kénnte.
Hierbei scheinen auch die anderen beobachteten Kombinationen fiir die beiden terminalen Reste
zuldssig zu sein, da nach Durchsicht der TR/VR-Sequenzen dieser Elemente weder eine geringere
Hypermutationsrate, noch eine Anhdaufung von B->N-Mutationen festgestellt werden konnte. Dies
ware zu erwarten bei inaktivem Status dieser Elemente aufgrund der natlirlichen Mutationsvorgange

in Genomen.

Umgekehrt fanden sich 28 reverse Transkriptasen mit einem intakten SQ-Motiv in Domane 4, in
deren Nahe DiGReF keine VR/TR-Strukturen ermitteln konnte. Bei Durchsicht dieser Elemente stellte
sich heraus, dass die zugehorigen Leserahmen entweder auf sehr kurzen Contigs lagen, oder nahe am
Ende eines Contigs. Somit konnten nicht auf beiden Seiten 5000bp extrahiert und durchsucht
werden. Die wahrscheinlichste Erklarung ist hier also, dass es sich um echte DGRs handelt, sie als
solche aufgrund der ungenligenden Sequenzierfragmentlangen allerdings nicht erkannt werden
kdnnen. In 6 Fallen (Gls 212705095, 212705094, 227485655, 227486150, 260439164, 338175397)
handelte es sich nicht um intakte RT-ORFs, so dass es sich wahrscheinlich um defekte DGRs handelt.
In mindestens zwei Fallen (Gls 17232506 und 189468311) war zunéachst nicht klar, warum keine
TR/VR-Sequenzen entdeckt wurden: die Leserahmen lagen nicht auf kurzen Contigs, oder nahe an
den 5‘- oder 3‘-Enden eines Sequenzierfragments, und zeigten auch keine auffilligen Aberrationen,
die zu einer Inaktivierung der RTs gefiihrt hatte. Bei manueller Durchsicht der flankierenden
Sequenzen fanden sich jedoch TR/VR-dhnliche Strukturen, die jedoch zahlreiche nah
beieinanderliegende B->N-Mutationen aufwiesen, und somit DiGReFs Analysefensterweite von 50bp
unterliefen. Es ist unklar, ob diese Elemente erst kirzlich inaktiviert wurden, oder ob es sich um
Elemente handelt, die eine intrinsisch-hohere Fehleranfalligkeit fir alle Basenspezies, und nicht nur

fir Adenine im Speziellen, aufweisen.

Als nachstes wurde ermittelt, in welchen Bakterienklassen DGRs auftauchen, ob es eine signifikante
Anreicherung in bestimmten Klassen gibt, und ob Auffilligkeiten in der Phylogenie der Elemente
auftreten. Zunachst wurde gezahlt, wie haufig ein Element in einer bestimmten Bakterienklasse
gefunden werden kann; hierzu wurde die Einteilung der Taxonomy-Datenbank von NCBI verwendet,

das Ergebnis ist in Tabelle 14 dargestellt.
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Hits in unserem

Taxonomy-Klassifizierung Sequenzierte Genome auf NCBI [%] Etgebnis-set| %]
Actinobacteria 7,8 5,2
Bacteroidetes/Chlorobi group 3,9 27,7
Cyanobacteria 2,3 5,8
Deinococcus-Thermus 0,6 0,6
Firmicutes 23,6 31,0
Nitrospirae 0,1 0,6
Alphaproteobacteria 9,0 2,6
Betaproteobacteria 6,0 7,7
Gammaproteobacteria 21,4 12,3
Delta/Epsilonproteobacteria 3,1 2,6
Spirochaetes 5,6 0,6
unclassified Bacteria 0,2 0,6
Chlamydiae/Verrumicrobia group 1,0 0,6
Phages 11,7 1,9
Other Bacteria 3,8

Man erkennt drei prokaryotische Klassen, die in unserem Set Uberreprasentiert sind: Bacteroidetes,
Firmicutes sowie Gammaproteobakterien. Zusammengenommen beinhalten sie 71 % aller DGRs, die
in dieser Arbeit identifiziert werden konnten. Die restlichen Klassen sind mit zumeist < 10 % deutlich
unterreprasentiert, haufig konnte nur ein einziges Element (0,6 %) in diesen Klassen ermittelt
werden. Diese Verteilung muss jedoch nicht notwendigerweise die natirliche Verteilung dieser
Elemente wiederspiegeln; dies ware nur dann der Fall, wenn alle Klassen in gleicher Zahl in der
Datenbank reprdsentiert waren. Um mogliche Ungleichverteilungen in den Datenbanken zu
kompensieren, wurde Taxonomy daher zudem die Anzahl aller komplett sequenzierter Genome der
jeweiligen Klassen entnommen und mit denen der DGRs verglichen. Wahrend fir Firmicutes und
Gammaproteobakterien sich auch in der NCBI-Datenbank generell eine Uberreprasentation findet,
und wir in unserem Ergebnis-Set somit lediglich eine Korrelation mit diesem Sachverhalt beobachten,
scheinen Bacteroidetes-Elemente tatsdchlich vermehrt in unseren Ergebnissen enthalten zu sein. Da
Bacteroidetes-Vertreter in der Humanmedizin eine besondere Bedeutung als Ubertriger von
Resistenzen und als Nosokomialkeime besitzen, besteht ein hohes Interesse an der Sequenzierung
vieler klinischer Isolate. Somit stammen zahlreiche Bacteroidetes-DGRs entweder aus
unterschiedlichen klinischen Isolaten derselben Bacteroides-Spezies, oder aus nicht naher
klassifizierten Vertretern, die somit ebenfalls nur unterschiedliche Isolate darstellen kdnnten;
folgerichtig weisen sie eine enorm hohe Sequenzidentitdt zueinander auf, wie man auch dem
zugehorigen phylogenetischen Baum (s. u.) entnehmen kann. Somit erklart sich, warum bei relativ

geringem Anteil der Bacteroidetes-Gruppe an den sequenzierten Prokaryotengenomen eine
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scheinbare Uberreprésentation in unseren Ergebnissen zu finden ist: es handelt sich hierbei um je ein
einzelnes Element, das — nur geringfligig verandert — natiirlich auch in anderen Isolaten derselben
Spezies auftritt. Man kann hieran erkennen, dass eine quantitative Interpretation der Prdasenz von
DGRs in bestimmten prokaryotischen Klassen schwierig ist, da der Datenbankbestand keineswegs

einen Blick auf die natiirliche Verteilung in der Natur erlaubt.

Ein wichtiges Ergebnis jedoch ist die qualitative Beschreibung der Verteilung von DGRs: in nahezu
jeder prokaryotischen Klasse lieBen sich Elemente finden, und es ist wahrscheinlich, dass mit
fortlaufender Entwicklung der Genomdatenbanken auch in den bisher fehlenden Klassen DGRs
identifiziert werden kdnnen. Die Verbreitung von DGRs beschrankt sich somit keineswegs auf
Mitglieder 6kologischer Habitate oder auf bestimmte, durch phanotypische Merkmale wie aerobe
oder anaerobe Lebensweise, Trophie oder Extremophilie definierte Gruppen von Prokaryoten,
sondern umfasst nahezu alle Klassen und eine Vielzahl von Habitaten, was ihren universellen Nutzen
demonstriert. Interessanterweise ist ihre Verbreitung innerhalb einzelner Klassen hingegen
sporadisch: sie treten nur bei einzelnen Mitgliedern auf, und durchsetzen nie eine komplette Klasse.
Ebenso ist die absolute Zahl der Elemente, die identifiziert werden konnten, vergleichsweise gering:
in (iber 6000 sequenzierten Genomen wurden lediglich 155 Elemente gefunden, was einer Inzidenz
von < 3% entspricht. Es stellt sich somit die Frage, warum DGRs nicht weiter verbreitet sind, wenn sie
ihren Wirten einen so groRen Anpassungsvorteil bieten kdnnten. Uberlegungen zu dieser Frage

werden in einem eigenen Abschnitt in Kapitel 4 diskutiert.

Eine weitere Frage, die sich stellt, betrifft die Inzidenz der DGRs in Phagen. Uber jedes zehnte
sequenzierte Genom in der NCBI-Datenbank stammt aus einem Phagen, nicht zuletzt, weil seit jeher
ein besonderes Interesse an Phagen und ihrer Anwendung in der Forschung bestand, und weil ihre in
der Regel kleinen Genome relativ leicht zu sequenzieren sind. Dennoch lieRen sich nur drei Phagen-
DGRs in unseren Ergebnissen finden, was einer Inzidenz von 1,9% entspricht. Die Griinde hierfir sind

unklar, und werden ebenfalls in Kapitel 4 noch einmal angesprochen.

Mithilfe der Proteinsequenzen der DGR-RTs, die den hochsten Konservierungsgrad aller DGR-
Elemente aufweisen, wurde ein phylogenetischer Neighbour Joining-Baum, basierend auf einem
Clustalw-Alignment, mit 1000 Bootstrapping-Replikaten erstellt (s. Abbildung 12). Als Wurzel des
Baums wurde die reverse Transkriptase des Gruppe ll-Introns aus Bacillus halodurans (Gl 47076650)
gewadhlt. Um algorithmenbasierte Fehlgruppierungen besser zu erkennen, wurde aulerdem ein

ebensolcher Baum unter Verwendung des Maximum Likelihood-Verfahrens erstellt und die
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Ergebnisse miteinander verglichen. Es zeigten sich keine relevanten Unterschiede zwischen beiden

Bdaumen, und im Folgenden wurde mit dem NJ-basierten Baum weitergearbeitet.

100 [ 9il119356297 Chlorobium phaechacteroides DSM 266
L— gi|194337212 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1
100 [ gi[312115534 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100
99 Lt 79 L gi|350574651 Thiorhodovibrio sp. 970
gi|257093900 Candidatus Accumulibacter phosphatis clade IIA str. UW-1

100
——=] Cyanobacteria

100 [ gil71065017 Psychrobacter arcticus 273-4
gi|171058937 Leptothrix cholodnii SP-6

54

gi|83309559 Magnetospirillum magneticum AMB-1
gi|83310593 Magnetospirillum magneticum AMB-1

Ralstonia/Burkholderia

gi|291612675 Sideroxydans lithotrophicus ES-1

gi|319764254 Alicycliphilus denitrificans BC

h_ gi|347538767 Pseudogulbenkiania sp. NH8B
gi|340788559 Collimonas fungivorans Ter331

gi|312962032 Pseudomonas fluorescens WH6

100
100 Bacteroidetes Cluster 1

92 4 L gi|148359926 Legionella pneumophila str. Corby

gi|297374652 Candidatus Magnetobacterium bavaricum

gi|308273696 uncultured Desulfobacterium sp.
62 gi|189425132 Geobacter lovleyi SZ

187 L[o4 gi|254523226 Stenotrophomonas sp. SKA14

gi[350551816 Thiorhodospira sibirica ATCC 700588
100 [ gi|126090247 Shewanella baltica OS155

100 I'gi|262403399 Vibrio sp. RC586

— 74 — gi|90580666 Vibrio angustum S14

—Qi|291614412 Sideroxydans lithotrophicus ES-1
92 gil41179367 Bordetella phage BPP-1
<| B gi[341642641 Vibrio cholerae HE-09
gi|220934786 Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7
12— Bifidobacteria

93 100 [ gi|154502436 Ruminococcus gnavus ATCC 29149
gi|317498222 Lachnospiraceae bacterium 51 63FAA
100 gi|167759158 Clostridium scindens ATCC 35704
L0 I'gi|323691302 Clostridium symbiosum WAL-14673
gi|160932588 Clostridium leptum DSM 753

/—< Bacteroidetes Cluster 2

Abbildung 12: Phylogenetischer Baum der DGR-RTs. Ein phylogenetischer Baum, basierend auf einem ClustalW-Alignment
der Aminosduresequenzen von DGR-RTs, wurde mit dem Neighbour-Joining-Algorithmus und 1000 Bootstrapping-

Replikaten erstellt. Dargestellt ist ein reprasentativer Ausschnitt. GroRe phylogenetische Gruppen mit Bootstrappingwerten
von 100 sind kollabiert dargestellt (farbige Dreiecke).
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Zusatzlich wurde ein NJ-Baum erstellt, der auf 16S RNA-Sequenzen der Organismen aus unserem Set
beruht, und somit die Verwandtschaftsverhaltnisse dieser Organismen beschreibt. Beide Baume
wurden unter der Annahme miteinander verglichen, dass diversitatsgenerierende Retroelemente
ebenso wie das jeweilige Wirtsgenom der natirlichen Mutationsrate unterworfen sind und die
Phylogenie somit hinsichtlich beider Merkmale dhnlich sein sollte. Bei der Betrachtung wurden nur
Gruppierungen berticksichtigt, die jeweils Gber hohe Bootstrapping-Werte (> 70) verfligen, und somit
eine hohe Robustheit der Gruppierung anzeigen. In der Mehrheit der Falle wurde die obige Annahme
bestatigt; auf RT-Ebene lassen sich Cluster aus Proteinen mit hoher Homologie zueinander erkennen,
die sich ebenfalls auf Ebene der korrespondierenden 16S RNA-Sequenzen finden lassen. Es kann
somit also davon ausgegangen werden, dass DGRs in diesen Fallen von einem gemeinsamen
Vorlauferorganismus Uber vertikalen Gentransfer an evolutionar jlingere Spezies weitergegeben
wurden. Die hier definierten Cluster kénnen haufig bestimmten prokaryotischen Klassen zugeordnet
werden, wie Cyanobakterien, Clostridiales oder Bacteroidetes. Interessanterweise lassen sich die
meisten Elemente aus der Gruppe der Bacteroidetes in zwei unterschiedlichen Clustern finden, so
dass hier moglicherweise von zwei verschiedenen Vorlauferelementen ausgegangen werden kann. In
einigen Fallen wurden jedoch RT-Proteine miteinander gruppiert, deren korrespondierende 16S RNA-
Sequenzen deutlich weniger Homologie zueinander aufwiesen, und zwischen denen somit eine
grofRere Distanz im 16S RNA-Baum besteht. Anders ausgedriickt bedeutet dies, dass zwei Organismen
liber DGR-Elemente verfligen kdnnen, die zueinander einen héheren Verwandtschaftsgrad aufweisen
als die Organismen selbst. Eine wahrscheinliche Erklarung fir diesen Befund kdnnte ein horizontaler
Gentransfer zwischen zwei relativ geringfligig verwandten Organismen gewesen sein, bei dem das
DGR-Element ebenfalls weitergegeben wurde. Die betreffenden Elemente und ihre genomische
Lokalisation wurden daraufhin ndher untersucht. Es stellte sich heraus, dass DGRs offensichtlich, in
Ermangelung eines eigenen Systems zur Mobilisierung, eine Vielzahl von anderen mobilen
genetischen Elementen benutzen, um sich horizontal, also von einer Art zu einer anderen, zu

verbreiten.

a) Phagen/Prophagen: Drei DGRs (Gls 27311204, 291621968 und 41179367) aus unserem Set
wurden in Phagen gefunden, hiervon ist eines das prototypische Bordetella Bakteriophagen-
DGR. Um weitere potentiell prophagenassoziierte DGRs zu ermitteln, wurde die ACLAME-
Datenbank benutzt, in der sequenzierte Genome bereits auf Prophagenregionen hin
untersucht wurden. In neun Fallen (GIs 150390313, 134299090, 171058937, 83309559,
83310593, 15000754, 71065017, 146277368, 120599269) konnten DGRs aus unserem Set
solchen Regionen zugeordnet werden, alle Falle weisen im RT-Baum eine vom 16S RNA-
Baum abweichende Eingruppierung auf. Als nachstes wurde versucht, mit dem

Prophagefinder-Tool die Genomsequenzen der Organismen aus unseren Ergebnissen auf
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Prophagenregionen zu untersuchen. Dieses Programm (bersetzt mittels BLASTx eine
Nucleinsduresequenz von 5 Kilobasenpaaren bis 10 Megabasenpaaren (was in der
GroRRenordnung der meisten bakteriellen Genome liegt) in allen sechs Leserahmen und
vergleicht die erhaltenen Proteine mit einer Phagenproteindatenbank. In einem weiteren
Schritt werden die Treffer nach Sequenzidentitat und topologischen Aspekten, also Ballungen
von Treffern in einem bestimmten Bereich der Inputsequenz, analysiert, und potentielle
Prophagenregionen ausgegeben. Hierliber kann dann manuell ein Vergleich mit den
genomischen Koordinaten der DGRs erfolgen. Die Verlasslichkeit dieses Programms kann
jedoch in Frage gestellt werden; so werden zwar Prophagenregionen gefunden, die teilweise
mit DGR-Regionen Uberlappen, allerdings ist es fraglich, ob es sich hierbei um ,echte”
Prophagen handelt, oder nur Ballungen von offenen Leserahmen mit hoher Homologie zu
Phagenproteinen. Haufig fehlen essentielle Proteine wie Integrasen, Capsidproteine oder
Polymerasen in den ermittelten Regionen. Dies kann natirlich einerseits auf fehlende
Referenzproteine in der Datenbank zurlickzufihren sein, andererseits auf einen
,defekten/gestrandeten” Phagen im Genom, dessen Gene durch die natirliche
Mutationsrate und die Tendenz, genetischen Ballast zu elimineren, mit der Zeit verloren
gehen. Es ist somit nie eindeutig entscheidbar, ob ein DGR sich in einer echten,
mobilisierbaren Prophagenregion aufhalt, oder einmal tatsachlich Teil eines Phagen war und
nun ebenso gestrandet ist bzw. vom Wirt assimiliert wurde, oder die genetische
Nachbarschaft lediglich aus Leserahmen gebildet wird, die eine gewisse Homologie zu
Phagenproteinen besitzen. Mit Prophinder wurde ein weiteres Tool verwendet, welches ein
dhnliches Prinzip wie Prophagefinder implementiert: hier wird eine BLASTp-Suche gegen eine
Phagenproteindatenbank durchgefiihrt, wobei als Query-Sequenzen die Zielgene der DGRs
aus unserem Set gewdhlt wurden. Mit der strengsten Sucheinstellung, die einen E-Wert von
0,0001 als Cut-Off verwendet, konnten ca. 43,3 % aller Zielgene aus unserem Ergebnis-Set
zwischen 1 und 20 Treffern in der ACLAME-Datenbank zugeordnet werden. Eine
Vergleichsabfrage mit demselben Cut-Off, die eine Queryliste aus zufdllig ausgewahlten
Proteinen aus denselben Organismen benutzte, ergab allerdings ebenso in 21,7 % aller
Queryproteine eine gute Ubereinstimmung in ACLAME. Dies ist fiir eine Negativkontrolle ein
relativ hoher Wert, so dass auch hier keine verlassliche Aussage Uber die Zielproteine und
eine mogliche Assoziation mit Phagen moglich ist. Die genaue Zahl von DGRs, die lber
Phagen verbreitet werden, kann somit aufgrund fehlender geeigneter Analysetools noch
nicht gegeben werden. Mit den neun ermittelten Fallen und den drei Phagen-DGRs wurden
allerdings bereits 7,7 % der DGRs aus unserem Set als phagen- oder prophagenassoziiert

erkannt.
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b) Transposons/Konjugative Transposons: Das Element aus Vibrio sp. RC586 (Gl 262403399)
weist in seiner unmittelbaren genomischen Nachbarschaft mehrere Leserahmen auf, die mit
dem Tn7-Transposon assoziiert werden; da diese jedoch alle auf einem relativ kleinen Contig
von etwa 14,2 kbp liegen, ist eine genauere Analyse dieses Sequenzfragments nicht moglich.
Ein weiteres Beispiel fand sich innerhalb des Bacteroides-Clusters 1 (s. Abbildung 12), und
somit nicht direkt erkennbar bei einem Vergleich der phylogenetischen Baume. Im Falle von
Bacteroides sp. 1_1_14 (Gl 298387225) und Bacteroides ovatus 3_8 47FAA (Gl 336413338)
konnte durch einen MEGABLAST-Vergleich der Contigs ein Fragment von ca. 42,6 kbp

ermittelt werden, auf dem die jeweiligen DGR-Elemente liegen (s. Abbildung 13).

24 kbp 42 kbp insert 24 kbp

Bacteroides ovatus 5 B — 3
3 8 47FAA - — a )

Bacteroides sp. 1_1_14 5’

o
(G
(a]
Bacteroides ‘ \ p
thetaiotaomicron 5" -3
| |
| |

VPI-5482

48 kbp

Abbildung 13: Nutzung eines 42 kbp-Elements als DGR-Shuttle. Durch Vergleich der Contigs von Bacteroides sp.
1_1 14 und Bacteroides ovatus 3_8_47FAA, die DGR-Elemente mit hoher Homologie zueinander beinhalten,
konnte ein 42 kbp groRes Element (blau) identifiziert werden, an dessen 3‘-Ende das DGR (gelb) liegt. Die
flankierenden Sequenzen (griin und rot) in Bacteroides sp. 1_1_14 unterscheiden sich von denen in Bacteroides
ovatus 3_8_47FAA (violett und grau), und konnen ohne das Insert in einer dritten Spezies, Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482, gefunden werden.

Die das 42 kbp-Insert jeweils flankierenden Sequenzen (in der Abbildung violett/grau bzw.
rot/griin) weisen eine deutlich geringere Sequenzidentitit untereinander auf, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass es sich um ein austauschbares und entweder mobiles oder
zumindest mobilisierbares Element handelt, das vom DGR-Element zur Verbreitung genutzt
wird. Gestlitzt wird diese Annahme durch einen Vergleich mit Bacteroides thetaiotaomicron
VPI-5482, in dem sich die upstream und downstream flankierenden Sequenzen aus
Bacteroides sp. 1_1_14 finden lassen, jedoch ohne 42 kbp —Element. Es handelt sich somit
wahrscheinlich um die Prdinsertionsstelle des Elements. Worum es sich bei diesem Element

handelt, ist unklar. Eine BLASTp-Suche der groRten enthaltenen offenen Leserahmen (mind.



Ergebnisse

900 bp) identifiziert einige Phagenproteine, allerdings auch ein DNA-Transpositionsprotein,
eine Clp-Protease sowie ein Radical SAM-Domanenprotein. Es kénnte sich somit um ein
komplexeres, mobilisierbares DNA-Element handeln, das Module von Phagen und

Transposons besitzt.

c) Plasmide: Das DGR-Element von Shewanella baltica OS155 (Gl 126090247) ist auf einem
Plasmid lokalisiert, und somit das erste Element, das auf dieser Klasse von mobilen

Nucleinsauren gefunden wurde.

Um mehr Uber die biologische Bedeutung von DGRs herauszufinden, ist es notwendig, die Proteine
genauer zu beschreiben, die von ihnen hypermutiert werden. Hierzu wurden die Zielproteine der
DGRs (iber die Zuordnung der VR-Regionen zu offenen Leserahmen in Artemis bestimmt, extrahiert,

und ihre Datenbankannotationen in einem ersten Schritt ermittelt (s. Tabelle 15).

Annotation Anzahl Anteil [%]
Hypothetical/predicted protein, Unknown function 82 50,0
FGE Enzym/NACHT/NTPase-Domine 45 27,4
DUF1566 7 4,3
Major tropism determinant 5 3,0
Concanavalin A-Typ Lektin/Glucanase Superfamilie 5 3,0
DUF3988 2 1,2
Andere 18 11,0

Die meisten Proteine werden mit ,hypothetical protein“, ,unkown protein“ oder &hnlichem
annotiert (55,5%), was an dieser Stelle keine weiteren Riickschllisse auf ihre Funktion zuldsst. Eine
weitere grole Gruppe wird — unter anderem — mit ,Formylglycine generating sulfatase enzyme”
beschrieben (ca. 27 %); auf diese unter DGR-Zielproteinen recht hadufig anzutreffende Annotation
wurde bereits von Le Coq & Ghosh hingewiesen. Der Name ist etwas irrefiihrend, tatsachlich handelt

es sich hier um eine Gruppe von Enzymen, die die Aktivierung von Sulfatasen katalysiert, und nicht

um Sulfatasen selbst; dies geschieht durch die Methylierung eines Cysteinrests im aktiven Zentrum
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von Sulfatasen, wodurch Formylglycin gebildet wird. Eine weitere haufiger auftretende Annotation
von Zielproteinen aus unseren Ergebnissen ist ,major tropism determinant” (3 %), also Proteine mit
hoher Homologie zum Zielprotein des Bordetella Bakteriophagen-DGRs.. Interessanterweise ist eben
dieses Zielprotein das einzige mit dieser Annotation, das nach bisherigem Kenntnisstand (vgl.
Abschnitt 3.1.2.6) eindeutig mit einem Phagen assoziiert werden kann. Daneben gibt es einige
konkrete Annotationen der Zielproteine, wie beispielsweise ,Serralysin®, ,6-Phosphofructokinase”,
,NADH-dependent Glyceratdehydrogenase” oder ,,DNA Topoisomerase IV“. Diese wurden manuell
mit genuinen Vertretern dieser Enzyme verglichen, und kdnnen als Fehlannotationen vernachlassigt

werden.

Die subzelluldre Lokalisation (subcellular localization, SCL) kdnnte ebenfalls Aufschluss dariber
geben, in welche Prozesse Zielproteine involviert sind; so erscheint es am sinnvollsten, Proteine zu
hypermutieren, die einem sich verdndernden Umfeld prasentiert werden, und somit eher
membranstandig und mit der hypermutierten Region extrazelluldr orientiert erwartet werden
kénnten. Automatische Annotationsvorgange schliefen teilweise SCL-Vorhersagen mit ein, allerdings
scheint die Verlasslichkeit solcher Routinen nicht besonders hoch zu sein; so wird laut NCBI Protein-
Eintrag beispielsweise flir das Zielprotein aus Clostridium bolteae ATCC BAA-613 (Gl 160938972) eine
mitochondriale Assoziation vorhergesagt. Aus diesem Grunde wurden die DGR-Zielproteine aus
unserem Set einer separaten SCL-Analyse unterzogen. Hierzu wurden die Programme PSortb v3.0.2
und in Ergdnzung hierzu SVMTM verwendet: wahrend ersteres eine detailliertere Vorhersage einer
cytosolischen, extrazellularen oder membranassoziierten Lokalisation eines Proteins erlaubt und eine
Kombination aus einer BLASTp-Suche, Support Vector-Machines, Transmembranhelicesvorhersage
sowie Motiv- und Lokalisationssignalanalyse implementiert, Gberprift SYMTM die Primarstruktur
lediglich auf mogliche Transmembranbereiche. Eine Kurziibersicht der Ergebnisse kann Tabelle 16

entnommen werden, detailliertere Angaben finden sich in der Anhangtabelle A3.

Zahl Anteil [%]

Gram-positiv
Zytosol 7 13,2
Membran (intrazellular) 3 5,7

Extrazelluldr 5 9,4



Unbekannt

Transmembranregion
Gram-negativ

Zytosol

Membran (intrazellular)
Periplasma

Membran (extrazellular)
Extrazellular

Unbekannt

Transmembranregion

38

17

13

69

13

71,7

5,7

15,7

0,9

0,9

6,5

12,0

63,9

12,0
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Zuletzt wurde ein ClustalW-Alignment der extrahierten Zielproteine durchgefiihrt, und das Ergebnis

in einem phylogenetischen Baum dargestellt (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Phylogenetischer Baum der DGR-Zielproteine. Die Aminosduresequenzen von DGR-Zielproteinen wurden
mit ClustalW alignt und ein phylogenetischer Baum erstellt. Grob lassen sich DGR-Zielproteine in drei Hauptaste einteilen,
von denen einer samtliche Proteine, die lUber eine FGE-Enzym-Annotation verfligen, beinhaltet, sowie samtliche Proteine
mit Major Tropism Determinant-Annotation.

Man erkennt drei Hauptéste; wahrend zwei der Aste ausschlieRlich aus Proteinen mit unbekannter
Funktion bestehen, finden sich samtliche FGE-Enzyme sowie , major tropism determinants” und eine
dritte Gruppe mit der Annotation , Concanavalin A-Typ Lektin“ im dritten Ast. Somit scheint zwischen
diesen Proteinen ein gewisses Verwandtschaftsverhdltnis zu bestehen, was die FGE-Enzyme noch
deutlicher in die Nahe der durch den Bordetella Bakteriophagen bereits gut beschriebenen Major

Tropism-Determinanten riickt.

Um einen besseren Eindruck Uber das absolute Verwandtschaftsverhéltnis der Proteine zu erhalten,
wurden innerhalb eines Astes sowie zwischen Vertretern unterschiedlicher Aste E-Werte (ber
BLASTp ermittelt. In Einklang mit frlheren Beobachtungen besitzen die meisten Proteine — selbst
innerhalb eines Astes — keine besonders grolRe Sequenzidentitat zueinander, wie man an E-Werten
von oft 0,01 und schlechter erkennt. Dies bedeutet entweder, dass DGRs recht unterschiedliche
Zielproteine akquiriert haben, oder umgekehrt, dass sich aus wenigen Ahnenproteinen, die mit

einem DGR verbunden waren, eine Vielfalt von Proteinen entwickelt hat; einen genaueren
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Rickschluss auf das relative Alter dieser Elemente lassen die derzeitigen Ergebnisse nicht zu,
allerdings kann in Anbetracht dieser Ergebnisse angenommen werden, dass DGRs keine jungen

Elemente sind.

In einigen bisher beschriebenen DGRs wurden akzessorische Proteine identifiziert, die eine
unbekannte, jedoch essentielle Rolle im Mechanismus der Hypermutation des Zielgens besetzen.
Eine prazisere Definition dieser Proteingruppe ist bislang nicht erfolgt; so gibt es beispielsweise
keineHinweise auf konservierte Motive, mit denen eine systematische Suche nach Homologen
moglich ware. Daher wurden die von DiGReF extrahierten genomischen Sequenzen mit dem
EMBOSS-Programm getorf auf offene Leserahmen untersucht, und die ermittelten Gene in die
jeweiligen Aminosauresequenzen Ubersetzt. Um die Machtigkeit der Ergebnisse und somit die
erforderliche Rechenleistung der nachfolgenden Schritte zu reduzieren, wurde ein Cut-Off von
minimal 270 Nucleotiden/90 Aminos&duren gesetzt, da die bisher publizierten akzessorischen Proteine
ahnlich kurz sind (~ 100 Aminosauren); durchsucht wurden jeweils der Strang, auf dem der RT-ORF
liegt sowie der komplementare Strang. Es wurden 5821 Leserahmen extrahiert. Diese wurden mit
ClustalW alignt und auf auffdllige Motive hin untersucht. Neben den DGR-RTs mit ihrem
charakteristischen SQ-Motiv in Doméane 4 und dem YxDD-Motiv in Domane 5 fand sich eine Gruppe
von 82 Proteinen, die mit dem bAvd-Protein aus dem Bordetella-Phagen alignte und ein Consensus-
Motiv in der Nahe des C-Terminus aufwies. Diese Gruppe wurde noch einmal extrahiert und alignt,

und ein Sequenzlogo des Motivs erstellt (s. Abbildung 15)

weblogo.berkeley.edu

Abbildung 15: Sequenzlogo putativer akzessorischer Proteine. Das Consensus-Motiv von 82 extrahierten Proteinen
wurde auf relative Aminosdurehaufigkeiten pro Position untersucht und ein Sequenzlogo erstellt. Die Positionen
korrespondieren mit den Aminosdureresten 102 bis 121 des akzessorischen Proteins bAvd aus dem Bordetella
Bakteriophagen. Man erkennt eine hohe Konservierung aliphatischer Aminosauren an Position 8, basischer Aminosduren an
den Positionen 10 und 17 sowie der Aminosaure Tryptophan an Position 15.

Aus dem Sequenzlogo lasst sich das Consensus-Motiv
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[L/I/V]-G=[K/R]=x=x-G—-G-W-x-K

ableiten. In 92% der Proteine fanden sich Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten (Leucin,
Isoleucin und Valin) an Position 8 des Sequenzmotivs in Abbildung 15, wahrend 84% ein Glycin an
Position 9 aufweisen. Die nachste Position wird in 78% der Sequenzen mit einer basischen
Aminosaure (Lysin oder Arginin) besetzt. An Position 12 lassen sich in 81% der Sequenzen wiederum
aliphatische Aminosauren identifizieren, und in ca. 15% Serin oder Threonin. Position 13 ist weniger
stark konserviert und wird in 60% der Sequenzen mit Glycin besetzt, in knapp einem Fiinftel (19,5%)
mit Serin oder Threonin. Es folgen wiederum zwei stark konservierte Positionen: Glycin ist in ca. 88%
der Falle an Position 14 vertreten, und Tryptophan zu 89%. Weiterhin auffallig ist, dass das Motiv in
ebenfalls 89% aller Sequenzen von mindestens einer oder bis zu drei basischen Aminosaduren an den

Positionen 16 bis 18 gefolgt wird.

Als nachstes wurde Uberprift, an welcher Position innerhalb der DGR-Kassette diese Proteine zu
finden sind. Bisher beschriebene DGRs konnten bAvd-artige Leserahmen stets unmittelbar vor dem
Leserahmen der reversen Transkriptase lokalisieren. Durch die hier angewandte Suchstrategie sollte
es moglich sein, auch Leserahmen zu finden, die sich auf abweichenden Positionen, oder auf dem
Gegenstrang befinden konnten. Es zeigte sich, dass auch hier die Leserahmen stets unmittelbar
upstream der RT lokalisiert sind. Dieses Ergebnis kdnnte darauf schlieBen lassen, dass akzessorisches
Protein und reverse Transkriptase ein gemeinsames RNA-Transkript teilen, moglicherweise, weil

beide Proteine als Komplex vorliegen missen.

Fir die adeninspezifische Hypermutation, die ein einzigartiges Merkmal von DGRs darstellt, ist nach
heutigem Kenntnisstand die elementeigene reverse Transkriptase wahrscheinlich von zentraler
Bedeutung. Um diese Enzymklasse mechanistisch und strukturell eingehender zu charakterisieren, ist
eine erfolgreiche rekombinante Synthese eines oder mehrerer Vertreter dieser Enzyme eine
notwendige Voraussetzung. Allerdings stellt die rekombinante Synthese von reversen Transkriptasen
noch immer eine Herausforderung dar; bis heute konnten lediglich drei Kristallstrukturen dieser

Enzymklasse erhalten und gelost werden (s. Abschnitt 1.1.2). Im Folgenden werden die Schritte
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beschrieben, die in dieser Arbeit unternommen wurden, um eine l6sliche und funktionsfahige

reverse Transkriptase eines DGR-Elements zu erzeugen und zu charakterisieren.

In dieser Arbeit wurden mehrere Konstrukte erzeugt, deren Details Tabelle 16 entnommen werden

kénnen.
Donororganismus
Konstrukt Vektor Ta
der RT g
pTS1 Treponema denticola pCR4 -
Bacteroides
pTS2 . . pCR4 -
thetaiotaomicron
pTS3 Treponema denticola pTWIN1 Mxe GyrA Intein/CBD, C-terminal
Bacteroides . .
pTS4 . . pTWIN1 Mxe GyrA Intein/CBD, C-terminal
thetaiotaomicron
pTS5 Treponema denticola pGEX-6P-1 GST-Tag, N-terminal
Bacteroides .
pTS6 . . pGEX-6P-1 GST-Tag, N-terminal
thetaiotaomicron
Bacteroides . .
pTS8 . ] pET15b 6xHis, N-terminal
thetaiotaomicron
pTS9 Treponema denticola pET21a 6xHis, C-terminal
Bacteroides . .
pTS10 . ] pET21a 6xHis, C-terminal
thetaiotaomicron
pTS11 Treponema denticola pTWIN1 Ssp DnaB Intein/CBD, N-terminal
Bacteroides . .
pTS12 . . pTWIN1 Ssp DnaB Intein/CBD, N-terminal
thetaiotaomicron
pTS13 Treponema denticola pETGEX-CT® GST-Tag, C-terminal
Bacteroides 5 .
pTS14 . . PETGEX-CT GST-Tag, C-terminal
thetaiotaomicron
pTS15 Thermus aquaticus pCR2.1 -

pTS16 Vibrio Phage VHML pCR2.1 -
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pTS17 Nostoc sp. PCC 7120 pUC57 -
pTS18 Thermus aquaticus pET15b 6xHis, N-terminal
pTS19 Vibrio Phage VHML pET15b 6xHis, N-terminal
pTS20 Nostoc sp. PCC 7120 pET15b 6xHis, N-terminal
pTS21 Thermus aquaticus pET21a 6xHis, C-terminal
pTS22 Vibrio Phage VHML pET21a 6xHis, C-terminal
pTS23 Nostoc sp. PCC 7120 pET21a 6xHis, C-terminal
pTS24 Thermus aquaticus pET1lla -
pTS25 Vibrio Phage VHML pET11a -
pTS26 Nostoc sp. PCC 7120 pET11a -

> (siehe Sharrocks, 1994)

Es wurden die reversen Transkriptasen aus Treponema denticola ATCC 35405 (TDE2266, Gl
42527768), Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (BT2313, Gl 29347723), Thermus aquaticus
Y51MC23 (TaqDRAFT_5432, Gl 218295563), Vibrio Phage VHML (ORF37, Gl 27311204) sowie Nostoc
sp. PCC 7120 (Alr3497, Gl 17230989) ausgewahlt, um ein breites Spektrum von Organismen
abzudecken. Fir Konstrukte mit den RTs aus Treponema denticola ATCC 35405 und Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482 wurde als Ausgangsmaterial genomische DNA verwendet, welche von der
Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen wurde. Die
Amplifikation der codierenden Sequenzen erfolgte mittels PCR. Die Leserahmen der RTs aus Thermus
aquaticus Y51MC23, Vibrio Phage VHML und Nostoc sp. PCC 7120 wurden hingegen per Gensynthese
assembliert; zusatzlich wurden die Sequenzen an die Codon Usage in E.coli angepasst, um die
heterologe Expression in diesem System zu optimieren. Darliber hinaus wurden mehrere Tags an die
reversen Transkriptasen fusioniert; dies ermoglichte einerseits eine Aufreinigung Uber
Affinitdtschromatographie, andererseits ist bekannt, dass grofRere Tags wie Glutathion-S-Transferase
die Loslichkeit des Fusionsproteins erhohen kénnen. Um mogliche Interferenzen der Tags mit der
nativen Struktur der Proteine zu umgehen, wurde, soweit moglich, jeder Tag jeweils C- und N-
terminal fusioniert. Durch analytische PCR, Restriktionsfragmentlangenvergleiche und

Sequenzierungen wurde jeweils die Integritdt der Konstrukte verifiziert.
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Mehrere Stamme von Escherichia coli wurden mit den oben genannten Konstrukten transformiert
und Uberexpressionen wie in Kapitel 2.2.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden hierbei Stimme
gewahlt, die fir rekombinante Proteinexpression optimiert wurden, und somit geringere Mengen

endogener Proteasen aufweisen.

In initialen Versuchen wurde die Expression des Zielproteins bei 37 °C mit einer IPTG-Konzentration
von 1 mM induziert und der Loslichkeitsstatus wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben bestimmt. Falls
die RT in der unl6slichen Fraktion vorlag, wurden die Expressions- und Lysebedingungen variiert;
getestet wurden Inkubationen bei Raumtemperatur und 16 °C, verminderte IPTG-Konzentrationen
bis 0,1 mM sowie Lysepuffer mit variierenden pH-Werten, Salzkonzentrationen und Zusatzen wie
reduzierenden oder l6slichkeitsunterstiitzenden Agenzien und Detergenzien. Es zeigte sich, dass die
RT-Proteine aus Treponema denticola und Bacteroides thetaiotaomicron zwar teilweise als
Fusionsproteine in E.coli exprimiert wurden, jedoch stets als unl6sliche Proteinaggregate (Inclusion
Bodies). Da weder durch unterschiedliche Tags, noch durch Variation der Expressionsbedingungen
die Loslichkeit dieser Proteine erhoht werden konnte, wurden andere Vertreter der DGR-RTs fir
weitere Expressionsstudien ausgewahlt. Die Leserahmen dieser Proteine wurden zusatzlich an die
Codon Usage in E.coli angepasst. Fir einige dieser Proteine konnte tatsachlich eine Expression in

|6slicher Form beobachtet werden.

Die Ergebnisse der Expressions- und Loslichkeitstests dieser Fusionsproteine sind in den Abbildungen
16 bis 18 dargestellt, eine Zusammenfassung aller Ergebnisse der Expressionsstudien kann Tabelle 18

entnommen werden.

Quellorganismus Erwartete . . . -
Ta N Expression  Léslichkeitsstatus  Aufreinigun
der RT g Gréfse [kDa] P f gung
Mxe GyrA
Intein/CBD, 60,3 ja unloéslich nicht moglich
Treponema C-terminal
denticola
GST,
ATCC 35405 64,5 ja unldslich nicht moéglich
N-terminal

6xHis, 39,7 nein - -



Bacteroides
thetatiotaomicron
VPI-5482

Thermus aquaticus
Y51MC23

Vibrio Phage VHML

C-terminal

Ssp DnaB
Intein/CBD,

N-terminal
GST,
C-terminal

Mxe GyrA
Intein/CBD,

C-terminal
GST,
N-terminal
6xHis,
N-terminal
6xHis,
C-terminal

Ssp DnaB
Intein/CBD,

N-terminal
GST,
C-terminal
6xHis,
N-terminal
6xHis,

C-terminal

6xHis,
N-terminal
6xHis,

C-terminal

69,9

64,5

61,6

65,8

41,0

41,0

71,2

65,8

36,9

36,9

36,1

36,1

36,1

35,3

nein

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

ja

nein

ja

ja

nein

nein

nicht bestimmt

unloslich

unloslich

unldslich

unléslich

nicht bestimmt

nicht bestimmt

|6slich

unloslich

|6slich

Ergebnisse

nicht moglich

nicht moglich

nicht
durchge-fihrt

nicht moglich

nicht moéglich

nicht moglich

nicht moéglich
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Uber Heparin,

6xHis, _ L jedoch nicht
42,6 ja |6slich duzi
N-terminal reproduzier-
bar
Nostoc sp. PCC 7120
6xHis,
42,5 Ja I6slich nicht moglich
C-terminal
- 41,7 Ja unloslich nicht moglich

TaqDRAFT_5432, Thermus aquaticus Y51MC23

6xHis, N-terminal 6xHis, C-terminal
M \" N us P M \" N

kDa kDa

175 175

80

80 58

58 46
46

30

*

30 |

Abbildung 16: Expression und Loslichkeit der DGR-RT aus Thermus aquaticus Y51MC23. Die Expression der Proteine
erfolgte in Escherichia coli T7 Express (New England Biolabs) bei 16 °C mit 0,5 mM IPTG, weitere Details konnen Abschnitt
2.2.3.3 entnommen werden. Aufgetragen sind Gesamtzellextrakte vor (V) und nach (N) Expression des Proteins, sowie
Proben der l8slichen Proteinfraktion im Uberstand (US) bzw. der unldslichen Bestandteile im Pellet (P). Die Laufhdhe der
RT-Proteine ist mit (*) gekennzeichnet. Expression des Fusionsproteins mit N-terminalem 6xHis-Tag ist nicht erkennbar,
allerdings weist die Fraktion der l6slichen Proteine eine Anreicherung eines Proteins der erwarteten GroRe auf. Deutlichere
Expression lag im Falle des Proteins ohne Tag vor, allerdings nur in unldslicher Form. 12 % SDS-PAGE, Coomassie Brillant
Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Marker Broad Range, New England Biolabs
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ORF37, Vibro Phage VHML

6xHis, N-terminal 6xHis, C-terminal Ohne Tag

kDa

175

80

58

46

30 B8

Abbildung 17: Expression und Léslichkeit der DGR-RT aus Vibrio Phage VHML. Details wie in Abbildung 16 und Abschnitt
2.2.3.3. Nur im Falle einer N-terminalen Fusion des 6xHis-Tags ist eine schwache Expression des Proteins in |6slicher Form
sichtbar. 12 % SDS-PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Marker Broad Range, New
England Biolabs

Alr3497, Nostoc sp. PCC 7120

6xHis, N-terminal 6xHis, C-terminal Ohne Tag
KDa M A\ N us P kDa
175
80
80 60
50
58
40
46
30
30 25

20

Abbildung 18: Expression und Léslichkeit der DGR-RT aus Nostoc sp. PCC 7120. Details wie in Abbildung 16 und Abschnitt
2.2.3.3. Expression der RT war mit und ohne 6xHis-Tag moglich, in 16slicher Form jedoch nur als Fusionsprotein. 12 % SDS-
PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Marker Broad Range bzw. Prestained Protein Ladder,
Broad Range , New England Biolabs
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Lagen detektierbare Mengen |6slichen Proteins vor, wurde versucht, diese mittels
Affinitatschromatographie von endogenen E.coli-Proteinen zu isolieren. Eine Bindung der Proteine an
Ni-NTA Uber das 6xHis-Tag war jedoch nur unter denaturierenden Bedingungen moglich (nicht
gezeigt), so dass davon ausgegangen werden kann, dass der N-Terminus des Fusionsproteins nach
Expression nicht zuganglich ist. Interessanterweise zeigte sich hingegen, dass im Falle von His-
Alr3497 eine Bindung des Proteins unter nativen Bedingungen an eine Heparin-Cellulose-Matrix
moglich war (s. Abbildung 19). Dieser Versuch wurde von Maike Gieseke aus der Arbeitsgruppe fir

Molekulare Genetik der TU Kaiserslautern durchgefiihrt.

M Vv N US P FTWIW2 S 1 2 3 4 5 &6
kDa

175

— —

== —
80 ==

el AR
58 =
46 o —

——— ﬂ E . #—His-Ar3497

30

— . —
25 s

7 M 8 9 0 1M1 12 13

— “4—His-Ar3497

e i

Abbildung 19: Aufreinigung von His-Alr3497 iiber Heparin-Cellulose. Lysate von T7 Express-Zellen, die His-Alr3497 in 4h bei
16 °C mit 0,5 mM IPTG exprimiert haben, wurden wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben hergestellt und mit dquilibrierter
Heparin-Cellulose inkubiert. Ein Teil des I6slichen Fusionsproteins konnte an die Matrix binden und durch Elution mit
ansteigenden NaCl-Konzentrationen teilweise eluiert werden. FT = Durchfluss nach Inkubationdes Uberstandes mit
Sdulenmaterial, W1 und W2 = Durchfluss nach Waschen des Saulenmaterials, S = Sdulenmaterial nach Elution, 1 bis 13 =
Elutionen. 12 % SDS-PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Marker Broad Range, New
England Biolabs. Durchgefiihrt von Dipl.-Biol. Maike Gieseke von der Abt. Molekulare Genetik der TU Kaiserslautern.

Heparin-Cellulose wird haufig zur Affinitatsreinigung von DNA-/RNA-bindenden Proteinen eingesetzt,
was in diesem Falle darauf hinweist, dass His-Alr3497 in seiner nativen Faltung vorliegt. Im Folgenden
konnte jedoch das Ergebnis, das in Abbildung 19 dargestellt ist, mit neueren Chargen Heparin-

Cellulose nicht reproduziert werden. Das hier isolierte Protein wurde, ebenso wie Rohlysate ohne
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weitere Aufreinigungsschritte, in einem Assay auf Aktivitdt Uberprift, dessen Ergebnisse im

folgenden Abschnitt dargestellt sind.

Um die Aktivitat der reversen Transkriptasen in dieser Arbeit nachzuweisen, wurde ein
Versuchsaufbau analog zu Matsuura et al. gewahlt (Matsuura et al., 1997). Hierbei wird eine cDNA-
Synthese mit einer reversen Transkriptase in Gegenwart eines Reaktionspuffers durchgefiihrt, der
neben variablen Pufferionen, Salzen und Detergenzien dNTPs enthélt, von denen eine Spezies
zusatzlich radioaktiv markiert vorliegt. Der Reaktionsansatz wird nach Inkubation auf DE81-Filter
aufgetragen, die lediglich hohermolekulare Nucleinsduren, jedoch keine Einzelnucleotide binden.
Nichtinkorporierte Nucleotide werden in mehreren Waschschritten entfernt und die verbliebene
Aktivitat Gber Szintillationszahlung bestimmt. Der Assay konnte in der Form, wie er in Abschnitt
2.2.4.1 ausfihrlich beschrieben wird, etabliert werden. Als Positivkontrolle flr aufgereinigte RTs
wurde anfangs eine kommerzielle reverse Transkriptase (MonsterScript, Epicentre/Biozym GmbH)
verwendet, spater die Moloney Murine Leukemia Virus-RT (M-MLV-RT), die wie in Abschnitt 2.2.3.3
beschrieben aus E.coli aufgereinigt wurde und somit einen vergleichbareren Hintergrund ergibt.
Ebenso wurden Rohlysate von E.coli nach Expression des jeweiligen Fusionsproteins getestet, um
auszuschlielen, dass die reverse Transkriptase erst durch den Aufreinigungsprozess an Aktivitat
verliert. Hier wurden Rohlysate von E.coli nach Expression der M-MLV-RT als Positivkontrolle
verwendet, als Negativkontrolle wurden E.coli-Zellen mit dem Vektor pBS transformiert und im
Folgenden ebenso behandelt wie die Zellen der Positivkontrolle. Variiert wurden jeweils die
Reaktionspuffer hinsichtlich pH-Wert, Salzkonzentration, Additive, und divalenten Metallkationen;
Experimente wurden bis zu drei Mal durchgefiihrt, und jede Probe stets doppelt bestimmt.
Abbildung 20 zeigt beispielhaft ein Ergebnis dieser Versuche; eine Gesamtiibersicht Gber die in den

Assays getesteten Bedingungen wird in Tabelle 19 dargestellt.
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Abbildung 20: Ergebnis eines RT-Aktivitatsassays. Aufgereinigtes His-Alr3497 wurde wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben mit
einem RNA-Template und einem DNA-Primer inkubiert. Der Reaktionspuffer enthielt zudem die angegebenen
Metallkationen in 0,5 mM-Konzentration. Negativkontrollen bestanden aus einem identischen Reaktionsansatz, in dem His-
Alr3497 gegen ein gleiches Volumen Wasser ausgetauscht worden war. Nach Reaktion wurden die Ansatze auf DE81-Filter
aufgetragen, gewaschen und die verbliebene Aktivitat Gber Szintillationsmessung bestimmt. Faktoren wurden berechnet
aus dem Quotienten der Aktivitaten einer Probe und der zugehdrigen Negativkontrolle; Aktivitdten der Negativkontrollen
wurden mit sich selbst in Relation gesetzt und berechneten sich daher stets zu 1.

Puffersystem pH-Wert Salz Divalentes lon Sonstiges
50 mM MES 4,5 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM MES 5 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM MES 5,5 10 mM KCl 10 mM MgCl,
50 mM MES 6,5 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM MOPS 6 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM MOPS 7 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM MOPS 7,5 10 mM KCl 10 mM MgCl,
50 mM Tris 6,5 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM Tris 7,5 10 mM KCl 10 mM MgCl,
50 mM Tris 7,5 100 mM KCl 10 mM MgCl,
50 mM Tris 7,5 1 mM KCl 10 mM MgCl,
50 mM Tris 7,5 10 mM KClI -
50 mM Tris 7,5 10 mM KClI 0,5mM CacCl,
50 mM Tris 7,5 10 mM KClI 0,5mM MnCl,
50 mM Tris 7,5 10 mM KCl 0,5mM ZnCl,
50 mM Tris 7,5 10 mM KClI 10 mM MgCl, 0,05% NP-40
50 mM Tris 8 10 mM KClI 10 mM MgCl,
50 mM Tris 8,5 10 mM KCl 10 mM MgCl,

Es konnte unter den getesteten Pufferbedingungen bisher keine Aktivitat detektiert werden.
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Im bioinformatischen Teil der vorliegenden Arbeit wurden Analysen der akzessorischen Proteine, die
mit einigen DGRs assoziiert sind, durchgefiihrt. Es konnte eine Gruppe von Proteinen identifiziert
werden, die Gber ein neuartiges Consensus-Motiv verfligen und jeweils relativ hohe isoelektrische
Punkte aufweisen (Mittelwert ~ pH 9,73 £+ 0,58). Eine naheliegende Vermutung ist daher, dass es sich
um nucleinsdurebindende Faktoren handelt, denen im DGR-Mechanismus mehrere, bisher
ungeklarte Rollen zukommen kénnten. Da bioinformatische Methoden allein nicht ausreichen, um
dieser Theorie nachzugehen, wurde ein Vertreter dieser Proteine — Alr3496 aus Nostoc sp. PCC 7120
— ausgewadhlt, um seine Funktion experimentell ndher zu bestimmen. Der offene Leserahmen des
Alr3496-Proteins konnte Uber ein rekombinationsbasiertes Verfahren (GeneArt Seamless Cloning &
Assembly Kit, Invitrogen/Life Technologies) erfolgreich in den Vektor pET24b kloniert werden, das
Konstrukt erhielt die Bezeichnung pTS31. Uber dieses ist eine Expression des Proteins mit einem C-
terminalen 6xHis-Tag moglich. Die Sequenz des Inserts und der flankierenden Plasmidbereiche wurde

durch Sequenzierung verifiziert, die zugehorige Vektorkarte kann dem Anhang entnommen werden.

Die Expression erfolgte zunachst im Stamm T7 Express in LB-Medium, mit 0,1 mM IPTG als Inducer
und bei 16 °C fur etwa 6,5 Stunden. Wie man Abbildung 21 entnehmen kann, haben diese
Bedingungen bereits zu einer guten Expressionsrate des Proteins gefiihrt; dartber hinaus zeigte sich,
dass ein grofRer Teil des Proteins nach Lyse in der |6slichen Fraktion lokalisiert war. Im Anschluss
hieran wurde von Lena Conrad, B.Sc., (Abt. fir Molekulare Genetik der TU Kaiserslautern)
untersucht, wie stark die Expression in 5 Stunden bei 37 °C ist, und wie sich diese
Inkubationstemperatur auf die Loslichkeit des Proteins auswirkt. Abbildung 21 zeigt, dass auch hier

eine deutliche Produktion des Proteins in l6slicher Form erfolgt.
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Abbildung 21: Expression und Loslichkeitsstatus von Alr3496-His. E.coli T7 Express-Zellen wurden wie zuvor beschrieben
transformiert und eine Expression der Zielproteine bei 16 °C fur 6,5 h (links) bzw. 37 °C fiir 5h (rechts) mit je 0,1 mM IPTG
durchgefiihrt. Deutliche Expression eines groftenteils I16slichen Proteins von ca. 14 kDa ist in beiden Féllen erkennbar. 15 %
SDS-PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range, New England Biolabs

3.3.2.2 Aufreinigung des Proteins Alr3496
Die Isolierung und Reinigung des Proteins erfolgte liber eine Ni-NTA-Matrix. Die Proben, die wahrend

der Aufreinigung genommen und per SDS-PAGE analysiert wurden, sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Aufreinigung von Alr3496-His. Die Expression des Proteins erfolgte wie zuvor beschrieben in E.coli T7
Express-Zellen bei 16 °C. Die |6sliche Fraktion der Zelllysate wurde mit Ni-NTA inkubiert. An der Durchflussprobe nach
Inkubation (FT) und der Probe der gewaschenen Ni-NTA-Agarosebeads (B) erkennt man, dass das Protein vollstandig an die
Matrix gebunden werden konnte. Das Protein konnte mit 500 mM Imidazol vom Sdulenmaterial eluiert werden. 15 % SDS-
PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range, New England Biolabs

Es zeigte sich, dass Reinheit und Stabilitat des Proteins stark von der verwendeten Salz-, Glycerol-
und Imidazolkonzentration des Puffers abhdngen, wahrend das Puffersystem wahlweise Tris oder
Phosphat sein kann. Moderatere Salzkonzentrationen von 300 mM NacCl fihrten zwar zu Loslichkeit
des Proteins und zu einer (schwacheren) Bindung an das Sdulenmaterial, eine Elution des Proteins
war allerdings nur in geringen Mengen moglich. Der Grof3teil verblieb an die Matrix gebunden, was
haufig ein Zeichen von Prazipitation des Proteins ist. Mit einer hheren Salzkonzentration von 1 M
NaCl war hingegen eine effiziente Matrixbindung und nachfolgende Elution méglich. Aufgrund der
starken Bindung des Proteins an das Saulenmaterial kénnen zudem sehr stringente
Waschbedingungen (100x Sdaulenvolumen mit 100 mM Imidazol) verwendet werden, um unspezifisch
gebundene Proteine oder endogene Proteine mit mehreren aufeinanderfolgenden Histidinen effektiv
zu entfernen. Detergenzien wurden nicht verwendet, die Aufreinigung erfolgte zudem unter nicht-
reduzierenden Bedingungen. Das Protein eluiert erst bei hohem Imidazolkonzentrationen von
500 mM vollstandig von der Ni-NTA-Matrix als Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von
12 bis 14 kDa. In einigen Fallen sind weitere Banden bei ca. 28 kDa, 42 kDa, 56 kDa und auch héher

zu erkennen. Hierbei handelt es sich sehr wahrscheinlich um Oligomere des Proteins.
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Die Umdialysierung des Proteins in den Lagerpuffer wurde Gber ein kurzes Pufferscreening optimiert:
hierbei wurde jeweils das gleiche Volumen eluierten Proteins in vier verschiedenen Dialysepuffern
iber Nacht inkubiert, am nichsten Tag zentrifugiert und der Proteingehalt des Uberstands gemessen

(s. Tabelle 18).

Puffer NaH,PO,, pH 8,0 [M] Glycerol [%] NaCl [M] Gesamtausbeute [mg]
1 0,01 50 0,15 1,2
2 0,01 50 0 1,5
3 0,01 5 0,15 0,6
4 0,01 5 0 0,2

Es zeigte sich, dass die Stabilitat stark von der verwendeten Glycerolkonzentration abhangt; Puffer 1
und 2, die jeweils 50 % Glycerol beinhalteten, zeigten die groflte Ausbeute I6slichen Proteins. Die
Natriumchloridkonzentration scheint zunachst keinen groRen Einfluss auf die Stabilitdt des Proteins
zu haben, im Direktvergleich von Puffer 1 und 2 sogar einen moglicherweise negativen Effekt
auszuilben. Da jedoch bereits in der Aufreinigung des Proteins beobachtet wurde, dass hohe
Natriumchloridkonzentrationen bendtigt werden, um eine optimale Bindung des Proteins an das
Saulenmaterial zu gewahrleisten, und auch die Ergebnisse der Dialyse gegen Puffer 3 und 4
moglicherweise einen stabilisierenden Effekt nahelegen, wurden fiir die standardmaRige Lagerung
50% Glycerol und 150 mM NaCl eingesetzt; der abweichende Befund fiir Puffer 2 kénnte auf eine
Messungenauigkeit zuriickzufiihren sein. Das Protein ist unter diesen Bedingungen mindestens 6

Monate bei 4 °C stabil.

Die Primarstruktur des Alr3496-Proteins wurde verwendet, um mit zwei in silico-
Modellierungsmethoden (Rosetta und i-TASSER) die potentielle Tertidrstruktur des Proteins zu

bestimmen. Die jeweils besten Modelle sind in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: in silico-Strukturaufklarung von Alr3496. (A) ROSETTA-Struktur, (B) iTASSER-Struktur, (C) Primarstruktur mit
eingezeichneten Helixbereichen. Das in Abschnitt 3.1.2.8 ermittelte Motiv ist in den Teilabbildungen jeweils gelb markiert.
Die Berechnung der ROSETTA-Struktur wurde von Dipl-Biol. Meik Walther aus der Abteilung fir Genetik der TU

Kaiserslautern durchgefiihrt.

Beide Programme errechneten jeweils eine sehr ahnliche Struktur, die eines Vier-Helix-Blindels. Das
Consensus-Motiv, das in dieser Arbeit identifiziert wurde (s. 3.1.2.7), befindet sich in Helix a4.

Weitere bAvd-Homologe wurden mit i-Tasser analysiert, und es wurden jeweils dhnliche Vier-Helix-

Strukturen erhalten. AuRerdem wurde Uber eine BLASTp-Suche eine Homologie zu den sogenannten

Ribosomal_S23p-Proteinen festgestellt.
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Um den Oligomerisierungszustand von Alr3496 zu bestimmen, wurde eine Gelfiltration des Proteins
durchgefiihrt. Hierzu wurde in einem ersten Versuch eine 200 plL-Probe des Proteins in 50 mM
NaH,PO, (pH 8,0), 150 mM NaCl und 10% Glycerol auf eine aquilibierte Superdex 75-Sdule (GE
Healthcare) geladen. Wahrend des Filtriervorganges prazipitierte das Protein aufgrund von
Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial, daher wurde in einem zweiten Versuch ein alternativer
Laufpuffer gewahlt, der 500 mM NaCl und 20% Glycerol enthielt. Die Stabilitdt des Proteins in diesem
Laufpuffer wurde zuvor durch Beobachtung der I6slichen Proteinkonzentration iber mehrere Tage

hinweg sichergestellt. Es ergab sich folgendes Elutionsprofil:

Alr3496, MW 13,8 kDa RNase A, MW 13,7 kDa
- 90~

500 60 = A260
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Abbildung 24: Gelfiltration von Alr3496. Zweihundert Mikroliter einer Alr3496-Praparation (1 mg/mL in 10 mM NaH,PO,,
20 % Glycerol und 500 mM NaCl) wurden Uber eine Superdex-75-Saule (GE Healthcare) gegeben und das Elutionsprofil des
Proteins ermittelt. Dargestellt sind die Absorptionen bei 280 nm (rot) und 260 nm (blau). Man erkennt einen singuldren
Peak, was darauf hindeutet, dass das Protein als uniforme Spezies von der Saule eluiert wird. Ein Absorptionsmaximum ist
bei 10,97 mL zu erkennen, was einem Molekulargewicht von 56,7 kDa entspricht. Ein Protein vergleichbarer GroRe (RNase
A) zeigt im selben Puffer ein deutlich unterschiedliches Elutionsverhalten, mit einem Absorptionsmaximum bei 14,15 mL.
Zudem entspricht das Elutionsvolumen von RNase A dem unter Standardbedingungen (grtiner Pfeil), so dass ausgeschlossen
werden kann, dass der verwendete Puffer einen signifikanten Einfluss auf das Laufverhalten hat.

Man erkennt einen einzelnen Peak bei 10,97 mL, was nach Abschatzung liber einen kommerziellen
GroRenstandard einem Molekulargewicht von 56,7 kDa entspricht. Dies wiirde auf eine
Tetramerisierung des Proteins hinweisen. Dariliber hinaus scheint das Protein in nur einem
Oligomerisierungszustand vorzuliegen, da es sich im Profil um einen einzelnen, diskreten Peak
handelt. Bei der zuvor beobachteten zusatzlichen Bande bei ca. 28 kDa scheint es sich um eine

dimere Erscheinungsform unter den Bedingungen der denaturierenden SDS-PAGE zu handeln.
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Die Werte des GroRenstandards wurden in einem Puffer ermittelt, der weniger als 20 % Glycerin
enthielt, was eine direkte Vergleichbarkeit mit dem hier ermittelten Elutionsvolumen erschwert. Um
das Retentionsverhalten des Proteins in dem modifizierten Laufpuffer besser abschatzen zu kénnen,
wurde im selben Puffer RNase A ebenfalls (iber die Sdule gegeben; RNase A gehort zu den Proteinen
des GroRenstandards und besitzt ebenso wie Alr3496 ein Molekulargewicht von ca. 14 kDa, und

sollte somit ein dhnliches Elutionsprofil aufweisen. Das Ergebnis ist in Abbildung 24 dargestellt.

Im Vergleich zum Kalibrierpunkt fiir RNase A (14,21 mL) wird in dem modifizierten Laufpuffer mit
14,15 mL nur eine geringe Abweichung beobachtet, so dass — zumindest auf diesem einzelnen

Messwert basierend — das berechnete Molekulargewicht des Alr3496-Komplexes zutreffen kann.

Das bAvd-Homolog AIr3496 beinhaltet lediglich einen Cysteinrest (Cys13). Im Falle einer
Oligomerisierung des Proteins Uber Disulfidbriicken kdnnte somit maximal eine Dimerisierung
erwartet werden. Eine relativ simple und schnelle Methode, diese Frage zu beantworten, besteht in
der SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Ublicherweise wird dem Laemmli-Ladepuffer
ein reduzierendes Agens zugesetzt, um Cysteine im reduzierten Zustand zu halten und somit
intermolekulare Disulfidbriickenbindungen aufzulésen. Hier wurden jedoch oxidierende Bedingungen
gewahlt, um mogliche native Oligomerisierungen, die durch Disulfidbriickenbindungen stabilisiert
werden, zu erhalten und in der Coomassiefarbung sichtbar zu machen. Eine Verdiinnung des Proteins
wurde geteilt und mit reduzierendem oder nicht-reduzierendem Laemmli-Puffer versetzt, und
gleiche Volumina der Proben mehrmals auf ein 15% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, um
Pipettierungenaugkeiten beim Laden zu kompensieren. Abbildung 25 zeigt das Ergebnis dieses

Versuchs in der Coomassie-Farbung.
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Abbildung 25: Einfluss des Redoxzustands von Alr3496 auf die Quartarstruktur. Alternierend wurden je ~ 2,5 pg des
Proteins in einem Ladepuffer mit 2,15 M -Mercaptoethanol (+) bzw. ohne reduzierendes Agens (-) auf ein 15 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Man erkennt keine signifikante Zunahme der potentiellen Dimerbande bei ~ 28 kDa unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. 15 % SDS-PAGE, Coomassie Brillant Blue R250. M = ColorPlus Prestained Protein Ladder
(10-230 kDa)

Man erkennt keine Veranderung des Bandenmusters bei Vergleich der Proben mit und ohne

reduzierendem Agens.

Zur weiteren Bestimmung der nativen Stochiometrie des Alr3496-Proteins wurde eine chemische
Quervernetzung des Proteins mit Di (N-succinimidyl)-3,3'-dithiopropionat (DSP) wie in Abschnitt
2.2.3.6 beschrieben durchgefiihrt. Variierende Proteinmengen zwischen 0,5 pg und 13,5 ug wurden
mit DSP-Konzentrationen zwischen 0 und 1,8 mM in einem Volumen von 10 plL inkubiert. Die
Produkte wurden mit nicht-reduzierendem SDS-Ladepuffer versetzt und auf ein 15% SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt. Es war nicht mdglich, eine
bestimmte Oligomerisierungsform des Proteins Uber Quervernetzung mit DSP zu isolieren.
Beobachtet werden konnte lediglich eine Zunahme unspezifischer Vernetzung mit zunehmender

DSP-Konzentration.
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Abbildung 26: Chemische Quervernetzung mit DSP. Variierende Mengen Alr3496 (0 ug, 0,5 ug, 1,5 pg, 4,5 pg und 13,5 ug,
durch Keilform tiber Gelbildern dargestellt) wurden mit den angegebenen Konzentrationen DSP wie beschrieben inkubiert
und nach Abstoppen der Reaktion mit e-Aminocapronsdure ohne Reduktionsmittel tiber 15 % SDS-PAGE aufgetrennt. Man
erkennt keine Zunahme einer bestimmten Oligomerisierungsform bei ansteigenden DSP-Konzentrationen. Deutlich wird
hingegegen eine gleichmalige Abnahme der Banden-intensitaten von Monomeren, Dimeren und schlieflich auch Trimeren
in Abhdngigkeit der DSP-Konzentration. Weiterhin erkennt man unspezifische Vernetzung durch Zunahme nicht-diskreter
Bandenmuster im hohermolekularen Bereich, bis hin zu Komplexen, die nicht bzw. kaum in das Sammelgel eingewandert
sind (z. B. 1800 uM DSP, hochste Proteinkonzentration).

Die Funktion des bAvd-Proteins aus dem Bordetella Bakteriophagen und seiner Homologe ist bisher
nicht geklart worden. Ein erster Hinweis auf eine potentielle Funktion kam 2008 in der Publikation
von Guo et al. (Guo et al., 2008), in der von einer Bindung des bAvd-Proteins an RNA berichtet
wurde; allerdings beruhte diese Aussage auf unveroffentlichten Daten. Die relativ hohen
isoelektrischen Punkte der ermittelten bAvd-Homologe (Mittelwert ~pH 9,73 + 0,58) wirden
ebenfalls zu dieser Beobachtung passen. Um das Bindeverhalten von AIr3496 genauer zu
charakterisieren, wurde ein Assay nach Wong & Lohman gewahlt, in dem das Protein mit einer
radioaktiv markierten Nucleinsdure inkubiert wird. Die Anteile der radioaktiven Sonde, die entweder
an Protein gebunden oder frei vorliegen, werden durch Abtrennung der Probe iber ein
Membransandwich aus Nitrocellulose und Nylon und anschlieBende Quantifizierung des Signals
bestimmt (Details s. Abschnitt 2.2.4.2). Abbildung 27 zeigt beispielhaft das Ergebnis eines solchen

Versuchs.
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Abbildung 27: Filter Binding-Assays nach Wong und Lohman (Wong and Lohman, 1993). Beispielhaftes Ergebnis eines
Filter Binding-Assays.Es wurden Alr3496-Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,8 uM in Abstdanden zu 0,1 pM eingesetzt. Man
erkennt eine Zunahme des radioaktiven Signals auf Nitrocellulose mit ansteigener Proteinkonzentration, wahrend die
Signalintensitat auf Nylon eine reziproke Entwicklung zeigt. Als Negativkontrolle wurden 1,5 uM BSA gewabhlt.

In ersten Experimenten wurden zunachst Temperatur- und Zeitabhangigkeiten der Reaktion
bestimmt, hierbei stellte sich heraus, dass bereits nach ca. 2 Minuten ein reproduzierbarer

Endzustand erreicht wird, der sich auch bei ldangeren Inkubationszeiten nicht andert

(s. Abbildung 28A).
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Abbildung 28: Zeit- und Temperaturabhangigkeit der Substratbindung durch Alr3496. Das bAvd-Homolog Alr3496 aus
Nostoc sp. PCC 7120 wurde mit der TR-RNA des gleichen DGR-Elements (pPM11) oder mit einer kontextfremden RNA
(pNZ004) inkubiert und der Anteil des proteingebundenen Signals wie im Text beschrieben bestimmt. Variiert wurden die
Inkubationsdauer (A, jeweils 2, 10 und 30 Minuten) sowie die Inkubationstemperatur (B, 0 °C, 4 °C und Raumtemperatur).
Als Negativkontrolle wurde die TR-RNA aus Nostoc sp. PCC 7120 mit BSA unter jeweils identischen Bedingungen inkubiert.

Die Sdulen stellen jeweils Mittelwerte aus 3 (A) bzw. 2 (B) unabhédngigen Experimenten dar, die Fehlerbalken die
zugehorigen Standardfehler.

Um sicherzustellen, dass auch bei variierenden Versuchsbedingungen ein stabiler Endzustand
erreicht wird, wurde dennoch die Inkubationszeit jeweils auf 30 Minuten erhoht. Desweiteren
konnten keine Unterschiede in den Ergebnissen unter verschiedenen Inkubationstemperaturen (0 °C,
4 °C, Raumtemperatur) festgestellt werden (s. Abbildung 28B); die Versuche wurden zur
Vereinfachung daher auf Eis (0 °C) und bei Raumtemperatur (21 — 22 °C) durchgefiihrt. Es wurde

auBerdem bestatigt, dass das Alr3496-Protein unter den gewahlten Versuchsbedingungen stabil ist;
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hierzu wurden entsprechende Verdiinnungen des Proteins in 1x Reaktionspuffer fiir 30 Minuten auf
Eis oder bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend kurz zentrifugiert, die Proteinkonzentration der

Uberstinde gemessen und mit der Ausgangskonzentration verglichen.

Im Folgenden wurden mehrere Nucleinsdurespezies (jeweils 10 nM) mit 100 nM bis 6 uM Alr3496
inkubiert. Getestet wurden die wahrscheinliche TR-RNA des DGRs aus Nostoc sp. PCC 7120, wie sie
von P. Moller der Abteilung Molekulare Genetik/TU Kaiserslautern experimentell bestimmt wurde
(pPM11-Transkript), eine kontextfremde RNA (die 3‘-UTR des Unal2 non-LTR-Retrotransposons,
pNZ004-Transkript), zwei DNA:RNA-Hybride aus der wahrscheinlichen IMH-Region der TR-RNA
(pLM1-Transkript) und einem hierzu vollstandig komplementaren DNA-Strang bzw. einem DNA-
Strang mit IMH*-Mismatches, sowie ebenfalls kontextfremde ssDNA und dsDNA (NZ116 und
NZ116:NZ117). Eine Ubersicht der Substrate ist in Abbildung 29 gegeben.
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Abbildung 29: Nucleinsduresubstrate fiir Filter-Binding Assays. RNA-Spezies sind schwarz, DNA-Spezies grau dargestellt.
Getestete Substrate umfassten (A) die wahrscheinliche TR-RNA des DGR-Elements aus Nostoc sp. PCC 7120, (B) die 3-UTR
des UnalL2-Elements, (C) ssDNA, (D) dsDNA, und (E) einen RNA:DNA-Heteroduplex aus der 3‘-Struktur der RNA aus (A), die
die IMH beinhaltet (pLM1-Transkript), sowie einem perfekt-komplementdren DNA-Strang bzw. einem DNA-Strang mit drei
Mismatches, der der homologen Sequenz der zugehdrigen variablen Region entspricht.
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Abbildung 30: Filter Binding-Assays mit variierenden Alr3496-Konzentrationen. Variierende Alr3496-Konzentrationen
wurden mit 10 nM RNA (A und B), ssDNA (C), dsDNA (D) und zwei RNA:DNA-Hybriden (E) fir 30 min bei 0°C und
Raumtemperatur inkubiert (in E nur RT) und die Anteile proteingebundener sowie freier Nucleinsdure wie zuvor
beschrieben bestimmt. Dargestellte Punkte sind Mittelwerte aus jeweils drei unabhdngigen Experimenten mit
Doppelbestimmungen, Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Man erkennt jeweils eine Bindung des Substrates, wobei ansteigende Proteinkonzentrationen
ebenso einen Anstieg des proteingebundenen Substratanteils bewirken, der schliefRlich in ein Plateau
Ubergeht. Wie aus den Vorversuchen (s. Abbildung 28B) bereits bekannt, wirkt sich die
Inkubationstemperatur nicht auf detektierbare Weise auf die Bildung des Enzym-Substratkomplexes
aus, die Kurven der Bindung bei 0 °C und RT lberlagern jeweils einander. Im Vergleich der einzelnen
Substratspezies treten jedoch Unterschiede hervor. Wahrend die wahrscheinliche TR-RNA des Nostoc

sp. PCC 7120-DGRs (Abbildung 30A) zu maximal ~85 % gebunden vorliegt, wird fiir eine
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kontextfremde RNA (Abbildung 30B) lediglich ~75 % Bindung erreicht. Fiir DNA-Substrate liegt der
gebundene Anteil noch héher (85 bis 95 %, Abbildung 30C und D). Interessanterweise handelt es sich
hierbei um kontextfremde DNA-Substrate, d. h. es kann ausgeschlossen werden, dass ein
komplexeres Sequenzmuster von Alr3496 erkannt wird. Die getesteten RNA-DNA-Hybride wurden
hier so gewahlt, wie sie im Verlauf der DGR-vermittelten Hypervariation auftreten kénnen: der RNA-
Strang bildete das vermutliche 3-Endes der TR-RNA, inklusive einer ausgepragten Hairpinregion und
der vermutlichen IMH-Region. Als DNA-Strange wurden Oligos gewahlt, die entweder die nicht
perfekt-komplementdre Sequenz der IMH-Region beinhalten (TS77), oder die perfekt-
komplementare Sequenz der IMH*-Region (TS78). Man erkennt in Abbildung 30E fiir beide Varianten
einen nahezu identischen Kurvenverlauf, mit einem Maximum von ~ 98 % Bindung. Aus den
Bindungskurven kann direkt die Dissoziationskonstante abgelesen werden. Sie ist ein MaR fir die
Affinitat zweier Bindungspartner, und liegt hier bei der Proteinkonzentration vor, die eine Bindung

von 50 % der Substrate bewirkt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 dargestellt.

Substrat Inkubationstemperatur Kp [uM] Maximal gebundene Substratmenge [%)]
pPM11-RNA 0°C 0,3 87,5+2,1
RT 0,3-0,4 84,4+3,0
pNZ004-RNA 0°C 0,3-0,4 75,7+0,9
RT 0,3 74,8+0,8
NZ116 0°C <0,2 95,3+2,0
RT <0,2 91,4+19
NZ116:Nz117 0°C <0,2 92,8+2,1
RT <0,2 84,7+2,5
pLM1:TS77 0°C 0,1-0,2 97,9+0,9
pLM1:TS78 0°C 0,1 979+1,1

Uber die in Abschnitt 3.3.4.1 beschrieben Filter Binding Assays konnte gezeigt werden, dass Alr3496

Nucleinsduren binden kann. Als nachstes wurde untersucht, ob es sich bei dem Protein um eine
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Helicase und somit um eine ATPase handelt. Der Malachitgriin-Assay ist eine duBerst sensitive
Methode zum Nachweis einer ATPase-Aktivitdt, der auf der Bildung eines Komplexes aus Molybdat
und freiem Phosphat, das bei der Spaltung von ATP gebildet wird, beruht(Carter and Karl, 1982).
Dieser Phosphat/Molybdatkomplex kann wiederum mit Malachitgriin unter Bildung eines griinen

Komplexes reagieren, der tiber die Absorption bei 640 nm spektrometisch erfasst werden kann.

Die Versuche wurden von Lena Conrad, BSc., im Rahmen ihrer Masterarbeit in der Abteilung
Molekulare Genetik/TU Kaiserslautern durchgefiihrt. Zunachst wurde sichergestellt, dass das Protein
im verwendeten Reaktionspuffer ausreichend stabil ist; dies verlief analog zur Stabilitatsbestimmung,
wie sie bereits flr die Filter Binding-Assays zuvor beschrieben wurde. AnschlieRend wurden die
Beitrdage der verwendeten ATP-LOosung bzw. der Proteinlésung selbst zu einer eventuellen
Farbreaktion bestimmt, indem ein &quivalentes Volumen der Losungen direkt zur
Malachitgriinfarbelosung gegeben und die Intensitdt des Farbumschlags bestimmt wurde. Das

Ergebnis ist in Tabelle 22 dargestellt.

Lésung Phosphatkonzentration [uM]
ATP 1,4
Alr3496, 3 uM 0,3
Alr3496, 10 uM 0,7
Alr3496, 30 uM 2,2

Man erkennt, dass sowohl die ATP-L6sung als auch die Proteinldsung bereits eine gewisse Menge
freien Phosphats in die Reaktion mit einbringen. Daher wurden in der nachfolgenden Auswertung der

Proben die Beitrage dieser beiden Komponenten von den ermittelten Konzentrationen abgezogen.

Es wurden mehrere Konzentrationen des Proteins mit variierenden Reaktionspuffern und
unterschiedlichen Nucleinsdurezusatzen inkubiert und anschlieBend mit Malachitgriinlésung
gemischt, und die Absorption bei 640 nM gemessen. Als Negativkontrollen wurden die jeweiligen
Storagepuffer der Proteinprdparationen in identischer Weise mit den restlichen
Reaktionskomponenten inkubiert und gemessen. Bei Experimenten mit Nucleinsdurezugabe wurden
die Proben zusatzlich mit und ohne Zugabe von ATP gemessen. Ein reprdsentatives Ergebnis dieser

Versuche ist in Abbildung 31A dargestellt.
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Abbildung 31: ATPase-Assays mit Malachitgriin. (A) Reprédsentatives Ergebnis eines Assays. Einzelstrangige DNA wurde mit
3, 10 und 30 uM Alr3496 inkubiert, mit Malachitgriinlésung versetzt und die Farbintensitat Gber die Absorption bei 640 nm
gemessen. Die Phosphatkonzentration wurde mit einer Eichgeraden bestimmt, wie sie in (B) abgebildet ist. AuBerdem
wurden die Eigenbeitrage der Proteinpraparation und ggf. der ATP-Losung wie in Tabelle 22 angegeben von den
Konzentrationen abgezogen. (B) Fir jedes Einzelexperiment wurde eine Eichgerade erstellt mit 0, 4, 8, 12 und 16 uM
Phosphat. Uber lineare Regression ergab sich eine Formel, mit der die Phosphatkonzentrationen der Proben wie in (A)
berechnet werden konnten. Man beachte, dass erst ab einer Phosphatkonzentration von 4 UM eine Absorption von 0,1
gemessen wird; dies bedeutet, dass eine exakte Bestimmung von Phosphatkonzentrationen < 4 uM mit dieser Methode
nicht moglich ist, da sich die Absorption aulRerhalb des verlasslichen photometrischen Messbereichs befindet.

Abbildung 31A kann zudem entnommen werden, dass nach Abzug der Beitrdage der ATP-Losung und
der Proteinpraparation zum Gesamtsignal teilweise negative Werte errechnet werden. Hierbei
handelt es sich um ,Konzentrationen” im Bereich von bis zu +2 uM; wie man der Eichkurve in
Abbildung 31B entnehmen kann, befinden sich diese Konzentrationen auBerhalb des verldsslichen
photometrischen Messbereichs, so dass sie als irrelevant angesehen werden kénnen. In keinem der

getesteten Falle konnte eine ATPase-Aktivitdt beobachtet werden.

Zusatzlich zu den Filter Binding-Assays wurde ein Gel Shift-Experiment durchgefiihrt, um die Bindung
von Alr3496 an ein Nucleinsauresubstrat zu visualisieren. Auch dieses Experiment wurde von Lena

Conrad durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Electrophoretic Mobility Shift Assay mit Alr3496. Eine radioaktiv markierte DNA-Sonde (NZ116, 18 nM)
wurde fiir 10 min mit variierenden Konzentrationen Alr3496 (0,66, 2, 6 oder 14 uM) bei 37 °C inkubiert und die Ansatze auf
ein natives 12%-Polyacrylamidgel geladen. Man erkennt eine deutliche Verschiebung des Signals relativ zum Signal der
freien Sonde bei den drei niedrigsten Konzentrationen, wahrend bei der héchsten Konzentration kein Komplex zu sehen ist.
Fiir jede der getesteten Konzentrationen lasst sich jedoch ein starkes Signal auf Hohe der Geltaschen beobachten, was auf
Bildung eines hohermolekularen Komplexes aus Protein und Sonde schlieRen lasst, und das Fehlen einer Komplexbande bei
14 uM Alr3496 erklaren konnte. Als Negativkontrollen wurden den Ansdtzen Wasser oder BSA statt Protein zugeflgt.

Trotz der negativ verlaufenen ATPase-Assays mit Malachitgrin kénnte es sich bei Alr3496 dennoch
um eine Helicase handeln. So ist es z. B. von DEAD-Box-Proteinen bekannt, dass diese teilweise nur
dann eine Helicaseaktivitdt aufweisen, wenn das passende Substrat in der Reaktion vorliegt. Flr
weitere Untersuchungen wurden Unwinding-Assays mit Alr3496 durchgefiihrt. Hierbei wurde eine
Duplex-DNA, in der einer der Strdnge radioaktiv markiert vorlag, mit variierenden
Proteinkonzentrationen inkubiert, und die Reaktionen auf ein natives Polyacrylamidgel aufgetragen.
Nach elektrophoretischer Auftrennung und Trocknung des Gels wurde eine Aufnahme per Phosphor
Imaging erstellt und ausgewertet. Dieser Versuch wurde ebenfalls von Lena Conrad aus der Abteilung

fir Molekulare Genetik der TU Kaiserslautern durchgefihrt.
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Abbildung 33: Unwinding-Assay mit Alr3496. Variierende Konzentrationen des akzessorischen Proteins Alr3496 wurden
mit einem Duplex aus den komplementaren Oligonucleotiden NZ116 und NZ117 (je 1,8 nM) fiir 10 min bei 37 °C inkubiert,
und die Reaktionen auf ein natives 12%-Polyacrylamidgel aufgetragen. Getestete Proteinkonzentrationen waren 24 nM, 74
nM, 222 nM, 666 nM und 2 uM Alr3496. Kontrollen wie im Text beschrieben.

Alle Proben enthielten zusatzlich 1 mM ATP. Als Kontrollen wurden jeweils der Einzelstrang und der
NZ116:NZ117-Duplex aufgetragen. AuBerdem wurde Alr3496 durch Wasser bzw 2 uM BSA ersetzt
und im Weiteren wie die restlichen Proben behandelt. Auch hier konnte kein Unwinding der Strange

beobachtet werden.

Als nachstes wurden Versuche durchgefiihrt, in denen Alr3496 auf eine potentielle Chaperonfunktion
flr Nucleinsduren untersucht wurde. Die Versuche wurden analog zu Martin et al. (Martin and
Bushman, 2001)konzipiert: zwei zueinander komplementare Nucleinsdurestrange (NZ116 + NZ117),
von denen einer radioaktiv markiert ist, wurden mit dem Protein inkubiert und anschlieBend auf ein
natives Polyacrylamidgel geladen. Nach Elektrophorese wurde lber Storage Phosphor Imaging eine
Aufnahme des Gels erstellt. Dieser Versuch wurde ebenfalls von Lena Conrad aus der Abteilung fir

Molekulare Genetik der TU Kaiserslautern durchgefihrt.
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Abbildung 34: Nucleinsdurechaperonassay mit Alr3496. Variierende Konzentrationen des akzessorischen Proteins Alr3496
wurden mit den komplementaren Oligonucleotiden NZ116 und NZ117 fiir 20 min bei 37 °C inkubiert, und die Reaktionen
auf ein natives 12%-Polyacrylamidgel aufgetragen. Getestete Proteinkonzentrationen waren 24 nM, 74 nM, 222 nM, 666
nM und 2 uM AlIr3496. Man erkennt eine proteinabhdngige Hybridisierung der beiden Nucleinsdurestrange, wobei hohere
Proteinkonzentrationen den Effekt eher verringern. Auch hier finden sich allerdings mit zunehmenden
Proteinkonzentrationen starkere Signale in den Geltaschen, was auf Bildung héhermolekularer Komplexe hindeutet. Als
Laufkontrolle wurden Einzel- und Doppelstrang ohne Protein aufgetragen; diese Proben stammen vom selben Gel, wurden
allerdings mit einem anderen Phospho-Imagerscreen belichtet, was den unterschiedlichen Hintergrund erklart. Sonstige
Kontrollen wie im Text beschrieben.

Als Kontrollen wurden jeweils der Einzelstrang und der NZ116:NZ117-Duplex aufgetragen. AuBerdem
wurde Alr3496 durch Wasser bzw 2 uM BSA ersetzt und im Weiteren wie die restlichen Proben
behandelt. Wie man Abbildung 36 entnehmen kann, konnte in der Tat eine
proteinkonzentrationsabhangige Hybridisierung der Strange beobachtet werden. Man erkennt eine
deutliche Hybridisierung der beiden Striange bei 24 nM, die mit zunehmenden Konzentrationen
geringer ausfdllt. Ein Grund hierfiir kénnte die Bildung von hohermolekularen Komplexen aus
Proteinen und Sonde sein, die bereits in den Gel Shift-Assays in Abschnitt 3.3.4.3 zu erkennen war.
Durch diese Komplexbildung ist es dem Protein nicht mehr moglich, eine effiziente Hybridisierung
der beiden Strange zu gewadhrleisten, weshalb es zu dem hier beobachteten

konzentrationsabhangigen Effekt kommt.
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IV. Diskussion

Diversitatsgenerierende Retroelemente sind eine faszinierende, neuartige Gruppe von
Retroelementen, die zahlreiche Merkmale aufweisen, die fiir Retroelemente und MGEs im
Allgemeinen sehr untypisch sind. Zu Beginn dieser Arbeit waren diese Elemente bereits seit 7 Jahren
bekannt, doch war unser Bild von ihnen im Allgemeinen noch sehr lickenhaft. Einige weitere
Vertreter dieser Elemente waren bereits gefunden worden, doch gab es weder Angaben (iber ihre
genaue Zahl oder ihre Verbreitung, noch eine extensivere Beschreibung einzelner Elemente. Ebenso
war nicht geklart, inwieweit die Erkenntnisse, die aus den Forschungen am Bordetella
Bakteriophagen-DGR gewonnen wurden, Allgemeingiiltigkeit besitzen und auf analoge Elemente
Ubertragen werden kénnen, oder ob es sich um individuelle Auspragungen eines Einzelfalls handelt.
Zudem gestalteten sich manuelle Suchen nach diversitatsgenerierenden Retroelementen als dauRerst
zeitaufwendig und fehleranfallig, und die Sensitivitat der Suchstrategie war schwer zu bewerten. In
dieser Arbeit wurde das PERL-basierte Programm DiGReF entwickelt, das die Identifizierung von
DGRs weitgehend automatisiert. DiGReF konnte insgesamt 155 DGRs in der nr-Datenbank von NCBI
ermitteln, von denen der grof3te Teil (126) zuvor noch nicht beschrieben wurde (Schillinger et al.,
2012). Umgekehrt waren in den Ergebnissen samtliche DGRs enthalten, die bisher publiziert worden
sind. Mit diesen Daten wurden zum ersten Mal vergleichende Analysen dieser Elemente erméglicht,
deren Ergebnisse im Folgenden diskutiert werden, und die das Bild von DGRs umfassender definieren

als friihere Studien.

Eine manuelle Uberpriifung der Qualitat der Suchergebnisse zeigte, dass es sich jeweils um ,echte”
DGRs mit TR/VR-Sequenzen handelt, wie sie bereits fir andere DGRs beschrieben wurden. Ebenso
konnte beobachtet werden, wie sich die verwendeten Suchparameter auf die Sensitivitdat bzw.
Spezifitat auswirken. In dieser Arbeit wurde nach Repeatstrukturen mit einer Mindestldnge von 50
Nucleotiden gesucht, die mindestens 10 Adenine und 7 Adeninaustausche aufweisen sollten. Wurde
die Zahl der geforderten Adeninaustausche auf 5 gesenkt, wurden 47 weitere Treffer ausgegeben.
Eine genauere Untersuchung dieser Treffer ergab allerdings, dass nur sechs von ihnen potentielle

DGRs mit eher geringer Mutageneserate darstellen. Von den restlichen 41 scheinen 13 ein Element in
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hoher Kopienzahl in Arthrospira platensis NIES-39 darzustellen, mit hoher Homologie zu zwei
weiteren Elementen in Arthrospira maxima CS-328. Es ist fraglich, ob ein DGR-Element in so hoher
Kopienzahl pro Genom vorliegen kénnte, da beispielsweise beziiglich der reversen Transkriptase eine
enorme Redundanz auf genomischer Ebene bestinde, und andere Konstellationen, wie
beispielsweise multiple VRs, die mit einem einzigen DGR-Element verbunden sind, eine effizientere
Losung darstellen. Von den (brigen 28 Elementen lassen sich sieben eindeutig als Gruppe ll-Introns
identifizieren (Dai and Zimmerly, 2002; Smith and Lee, 2009). Dies zeigt, dass es auch im Umfeld
dieser Elemente Repeats mit wenigen ,pseudo-adeninspezifischen” Variationen geben kann. Uber
die restlichen 21 Elemente kann zwar keine exakte Aussage gemacht werden, doch ist es mit den
vorstehenden Beobachtungen wahrscheinlich, dass es sich auch hier groRtenteils um neuartige

Gruppe llI-Introns handelt, welche noch nicht in Datenbanken verzeichnet worden sind.

Dieses Ergebnis demonstriert, dass die initial gewahlten Parameter geeignet waren, um eine
hinreichende Sensitivitat bei guter Spezifitat in der Suche nach DGRs zu erzielen, und diese Elemente
zu ihren nachsten Verwandten, den Gruppe lI-Introns, gut abzugrenzen. Interessanterweise gab es
RTs mit DGR-typischem Consensusmotiv (s. 3.1.2.4), fir die von DiGReF keine TR/VR-Repeats
ermittelt werden konnten. Hier handelte es sich meist um Leserahmen auf relativ kleinen Contigs, so
dass es DiGReF nicht moglich war, jeweils 5000 Nucleotide up- und downstream des Leserahmens zu
extrahieren und zu durchsuchen. Ebenso wurden zwei DGRs durch manuelle Durchsicht gefunden, in
denen B->N-Mutationen gehauft auftraten, und es somit kein Fenster von 50 Nucleotiden gab, in
denen ausschlieBlich Adeninaustausche vorlagen. Eine Identifizierung mit DiGReF war in diesen
Fillen daher nicht moglich. Insgesamt sind diese beiden Problemfille — kurze Contigs und
Anhdufungen von B->N-Mutationen — als vernachladssigbar anzusehen. Das Problem liickenhafter
Bakteriengenome wurde andernorts bereits angesprochen (Klassen and Currie, 2012), und es
existieren erste Ansatze, echte ,End-to-End“-Sequenzierungen zu erzeugen, und zudem Liicken, die
haufig durch stark veranderliche Sequenzen und repetitive Abschnitte gebildet werden, selbst in
bereits sequenzierten Genomen retrospektiv zu schlieBen (Ribeiro et al., 2012; Shendure and
Lieberman Aiden, 2012). Es kann davon ausgegangen werden, dass kiinftige Sequenzierroutinen eine
deutliche Verbesserung der Genomqualitat mit sich bringen werden, und eine Analyse durch DiGReF
problemlos erfolgen kann. Das Auftreten von zwei DGRs mit B->N-Mutationen in dieser Studie kann
hingegen zweierlei bedeuten. Entweder handelt es sich hierbei um Elemente, die erst vor kurzem
inaktiviert wurden, und nun der normalen Mutationsrate des Genoms unterworfen sind, was sie fur
eine weitere Betrachtung eher uninteressant erscheinen lassen wiirde, da sie in wenigen
Generationen héchstwahrscheinlich aus dem Genom elimiert werden. Andererseits kdnnte es sich
um eine DGR-Untergruppe handeln, deren RT-Enzyme keine ausgepragte Prdferenz von Adeninen

(oder einer anderen Base) aufweisen. Gleichartige DGR-Typen kdnnten zwar durch eine Modifikation
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des DiGReF-Algorithmus identifiziert werden, mit der lediglich nach Repeatstrukturen in der Nahe
DGR-artiger RTs gesucht werden wiirde, die eine gewisse Zahl von Mismatches beinhalten,
andererseits scheint diese Gruppe zahlenmaBig eher gering vertreten zu sein, und kann daher
vernachldssigt werden. Insgesamt konnte also demonstriert werden, dass (iber DiGReF-Analysen
DGR-Elemente, welche in den Genomen von derzeit sequenzierten Organismen vorliegen, nahezu
guantitativ erfasst werden konnen. Die vorstehend ausfiihrlich besprochenen Ausnahmen sind
grolRtenteils auf momentane technische Limitationen zurlickzufiihren, so dass die Abdeckung durch
DiGReF in zuklnftigen Analysen mit abnehmendem Fragmentierungsgrad sequenzierter Genome

eher noch effizienter ausfallen wird.

Um auch potentielle DGR-RTs zu erfassen, die nur eine geringe Ahnlichkeit zu den Query-RTs
besitzen, wurde auflerdem ein weiteres Set von Kandidaten-RTs lber eine zweite PSI-BLAST-Suche
erzeugt; als Queries dienten hierbei validierte DGR-RTs aus dem ersten erhaltenen Set, die nur
geringe Homologie zu den ersten Query-RTs aufwiesen. Dieses Set wurde ebenfalls mit DiGReF
analysiert, allerdings ergaben sich keine neuen Treffer. Hieraus ldsst sich schlieRen, dass bereits liber
den ersten Suchlauf alle DGR-RTs erfasst werden konnten, und die Ergebnisse in dieser Arbeit ein

vollstandiges Bild dieser Elemente wiedergeben.

Im letzten Abschnitt wurde bereits erwdhnt, dass die Suchparameter ,Repeatlange”, ,,Adeningehalt”
und ,, Adeninaustausche” in DiGReF einfach zu modifizieren sind. Darliber hinaus kann das Script von
DiGReF leicht mit weiteren Scripten verknlpft und an individuelle Fragestellungen angepasst
werden. So kann der Output, den das Programm erzeugt, mit einem weiteren Script beispielsweise in
ein Format umgewandelt werden, das von einem Programm wie Artemis (Rutherford et al., 2000)
geoffnet werden kann. Dies ermdglicht eine lbersichtliche visuelle Darstellung der einzelnen DGR-
Elemente und ihrer relativen Position zueinander, was in dieser Arbeit entscheidend zur Entwicklung
einer Nomenklatur beigetragen hat. Ebenfalls ist es moglich, sich Gber das Programm Artemis die
Leserahmen anzeigen zu lassen, in denen variable Regionen liegen, und eine BLASTp-Suche direkt aus
dem Programm heraus zu starten; dies diente in dieser Arbeit der Identifizierung und Extraktion der
Zielproteine. Mit einem weiteren Zusatzscript konnten Template Repeats und die entsprechenden
variablen Regionen aus den DGR-Outputdateien extrahiert und so dargestellt werden, dass ein
direkter visueller Vergleich moglich ist. Darliber hinaus wurde eine Auswertung der Basenaustausche
jedes einzelnen Elements deutlich vereinfacht, da das gleiche Script die Zahl jeder Basenspezies in
den beiden Repeats zahlt und ausgibt. Weitere Programmerweiterungen in Form simpler PERL-

Scripte sind denkbar, beispielsweise zur bequemen Umformatierung des Outputs in Formate, die von
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sekundaren Analyseprogrammen gelesen werden konnen, oder zur Automatisierung einer
komplexeren Auswertung, die auf den Ergebnissen dieser Arbeit beruht. So kénnten in zukiinftigen
Programmversionen neue Datenbankeintrage analysiert, DGRs extrahiert und sofort auf Strukturtyp,
Basenaustausche, Anwesenheit von akzessorischen Proteinen und weitere Merkmale hin analysiert

werden.

Es konnte gezeigt werden, dass DiGReF auf zuverldssige und quantitative Weise in der Lage ist, DGRs
in 6ffentlichen Datenbanken zu erfassen; die erhaltenen 155 Elemente bilden ein vollstandiges Set
von genuinen diversitatsgenerierenden Retroelementen. Falsch-positive Ergebnisse lagen dort vor,
wo die Parameter zugunsten einer sensitiveren Suche weniger stringent gewahlt wurden, wahrend
falsch-negative Ergebnisse lediglich im Falle von kurzen Contigs und Anhaufungen von B->N-
Mutationen auftraten. Die Verwendung einer weit verbreiteten Programmiersprache erlaubt es,
durch zusatzliche Programmodule die Auswertung von DGRs leicht an spezifische Forschungsfragen

anzupassen oder ganze Analyseketten zu entwerfen, an deren Beginn DiGReF implementiert wird.

Die Analyse struktureller und mechanistischer Merkmale von diversitdtsgenerierenden
Retroelementen beschrankte sich bisher auf eine eher geringe, Gberschaubare Zahl von Elementen
(Guo et al., 2008; Guo et al., 2011; Le Coqg and Ghosh, 2011). So konnten beispielsweise zwar
adeninexklusive Mutationen fir alle bisher betrachteten Elemente bestatigt werden, nur war unklar,
ob dies tatsachlich fir alle DGRs galt, oder nur fir eine bestimmte Untergruppe. Genereller
ausgedriickt: beobachtete man tatsachlich allgemeingiiltige Eigenschaften, oder bezogen sich die
Gemeinsamkeiten nur auf das verfligbare Set von DGRs, die gerade eben aufgrund einer hohen
Homologie zueinander gefunden worden waren? Durch DiGReF ist es erstmals moglich gewesen, ein
vollstandiges Set von DGRs zu generieren, und dieses auf strukturelle Gemeinsamkeiten und
Unterschiede hin zu untersuchen (Schillinger et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Analysen werden in

den folgenden Abschnitten dargestellt.

Template Repeats und variable Regionen mit A->B-Mutationen sind das Hauptidentifikationsmerkmal
von diversitatsgenerierenden Retroelementen, und wurden fiir die automatisierte Suche nach DGRs

mit DiGReF als Suchkriterium verwendet. Dieses Kriterium wurde gewahlt, da bisher publizierte
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Studien (iber DGRs ausschliefSlich Adeninaustausche in den korrespondierenden variablen Regionen
beobachtet haben. Dies muss jedoch nicht zwangsldufig bedeuten, dass nicht auch andere DGR-
Varianten existieren, die eine andere Basenpraferenz in ihrem Mutageneseverhalten aufweisen. Aus
diesem Grund wurde DiGReF derart modifiziert, dass in analoger Weise nach Sequenzpaaren mit
Cytosin-, Guanin- oder Thyminaustauschen gesucht wurde; es konnten allerdings keine derartigen
Elemente identifiziert werden, so dass die Adeninpriaferenz als ein eindeutiges
Identifikationsmerkmal von DGRs bestatigt werden konnte. Diese Suchstrategie kann dariiber hinaus
auch als Indikator fur die Spezifitdit von DiGReF angesehen werden. Im Zuge der massiven
Sequenzierung von prokaryotischen Organismen wurde festgestellt, dass repetitive Sequenzen auch
in den Genomen von Bakterien in hoher Zahl zu finden sind, und diversen genetischen Elementen
wie MITEs (miniature inverted-repeat transposable elements), REPs (repetitive extragenic
palindromic sequences) oder CRISPRs zugeordnet werden kénnen (Delihas, 2011). Sollten repetitive
Sequenzen von mindestens 50 Basenpaaren Lange, die sich jeweils an den Positionen einer
bestimmten Nucleotidart unterscheiden, schon natirlicherweise in prokaryotischen Genomen
vorkommen, konnte keine Aussage darliber getroffen werden, ob diese Variationen tatsachlich durch
DGR-Aktivitat erzeugt wurden. Die in diesem Abschnitt beschriebenen DiGReF-Analysen ergaben
jedoch — bis auf die in Abschnitt 4.1.1.1 genannten Ausnahmen — keine Treffer. Ebenso wurden im
Zuge der Programmevaluation von DiGReF zuféllig ausgewahlte Proteine analog zu den Kandidaten-
RTs als Input gewahlt. Auch hier wurden von DiGReF keine DGR-typischen Repeatstrukturen
ermittelt. Dies zeigt, dass Repeats dieser Art tatsachlich nur in Verbindung mit den Leserahmen fir

DGR-typische RTs gefunden werden kdnnen.

Warum exklusiv Adenine Ziel der DGR-vermittelten Mutagenese sind, ist noch nicht hinreichend
untersucht worden. Das plausibelste Modell, das den DGR-Mechanismus erklart, geht von einer
fehleranfalligen cDNA-Synthese aus, die aus strukturellen Besonderheiten der reversen Transkriptase
resultiert (Medhekar and Miller, 2007). Denkbar ist, dass Templat-Nucleotide sich wahrend des
Synthesevorgangs an einer Position des katalytischen Zentrums befinden, die Adenine mit
niedrigerer Stringenz koordiniert als andere Nucleotide, woraus der Einbau nicht-komplementarer
Basen in die cDNA folgt. Es stellt sich hier die Frage, ob die Wahl der nicht-komplementaren Basen
zuféllig erfolgt, oder ob Substitutionen in den variablen Regionen einem gewissen Muster folgen,
d. h. ob es gewisse Praferenzen in der Substitution von Adenin gegen eine bestimmte Base gibt. Wie
in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist eine Aussage hierzu schwierig. Zwar kdnnen vermehrt A->G-
Substitutionen beobachtet werden, wahrend A->T- und A->C-Substitutionen weniger zahlreich
gefunden werden, allerdings besitzt diese Beobachtung keine statistische Signifikanz. Es konnte
hingegen gezeigt werden, dass G- und T-Substitutionen keiner Normalverteilung folgen, und

entweder die beteiligte reverse Transkriptase oder wirtseigene Faktoren die Selektivitat
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beeinflussen. Eine gesonderte Betrachtung des Substitutionsmusters in einer Gruppe von
Bacteroides-Elementen mit n = 16 (um den evt. Beitrag von Wirtsfaktoren zu subtrahieren) und des
Musters zweier einzelner Organismen mit drei bzw. vier Zielgenen (um den evt. Beitrag der reversen
Transkriptase zu subtrahieren) ergab ebensowenig ein klareres Bild. Ob eine Beteiligung von
Wirtsfaktoren ganzlich ausgeschlossen werden kann, oder mdglicherweise eine Verzerrung der
Substitutionsmuster aufgrund biologischer Selektion oder unterschiedlicher Codon Usage der
jeweiligen Organismen vorliegt, wird Gegenstand kiinftiger Betrachtungen und entsprechender

Laborexperimente sein.

Als DGR-Komponente mit dem hochsten Konservierungsgrad wurden die reversen Transkriptasen in
dieser Arbeit am eingehendsten untersucht. Es wurde gezeigt, dass das Consensusmotiv
[L/1/V]GxxxSQ in Domane 4 der Proteine sie deutlich von den reversen Transkriptasen anderer
Retroelemente unterscheidet, und somit diagnostisch ist flir DGRs. Der markanteste Unterschied zu
den entsprechenden Motiven anderer Retroelemente ist das SQ-Dipeptid, welches sonst einem SP
entspricht. Allerdings wurden in den hier besprochenen Ergebnissen Variationen dieses Dipeptids
beobachtet, d. h. das es bietet ein hinreichendes, aber nicht notwendiges Kriterium, um ein DGR-
Element als solches zu bestimmen. Es liegt nahe, das ermittelte Consensusmotiv aufgrund seines
exklusiven Auftretens in DGRs mechanistisch mit den charakteristischen Adeninaustauschen zu
assoziieren, und es wurde bereits fir die reverse Transkriptase des HI-Virus gezeigt, dass Domane 4
(dort QGxxxSP), und hier besonders Prolin an Position 157, das dem Glutaminrest im DGR-Consensus
entspricht, fur die korrekte Ausrichtung von Template-Nucleotiden und dNTPs zustdndig ist
(Klarmann et al., 2000; Smith et al., 1999). In Abschnitt 4.1.2.1 wurde bereits spekuliert, dass die
Proteinarchitektur moglicherweise Bedingungen schafft, die die korrekte Koordination von
Cytosinen, Guaninen und Uracilen mit dNTPs erlaubt, Adeninen jedoch einen gewissen
Bewegungsspielraum lasst, und es somit zu unspezifischer Basenpaarung kommt. Hierfiir scheint der
Glutaminrest jedoch nicht allein verantwortlich zu sein, da auch Alanin, Histidin und sogar Prolin in
den hier untersuchten DGRs an dieser Position auftreten kénnen, und die zugeho6rigen TR/VR-
Sequenzen DGR-typische Substitutionen von Adeninen aufweisen. Es koénnte somit das
Zusammenspiel des gesamten  Motivs, oder weiterer, bisher nicht beachteter
Aminosaureseitenketten sein, die zum adeninspezifischen Phanotyp der DGR-RTs fithren. Um diese
Frage zu beantworten, reichen bioinformatische Analysen allein nicht aus; hilfreich ware hierzu eine
Kristallstruktur einer DGR-RT, im Komplex mit Template und dNTPs, doch gestaltet sich die
heterologe Expression und Aufreinigung eines funktionsfahigen Proteins als schwierig (s. Abschnitt

4.2.1). Alternativ kdnnte zunachst untersucht werden, ob eine Chiméaren-RT, bestehend aus dem
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Korpus einer gut aufzureinigenden reversen Transkriptase (z. B. der M-MLV-RT) und einer DGR-
typischen Domane 4 eine erhohte Fehleranfalligkeit an Adeninpositionen des Templates aufweist.
Diese und weitere Strategien zur Strukturaufklarung der DGR-RTs werden in Abschnitt 4.2 weiter

besprochen.

Uber die akzessorischen Proteine der diversititsgenerierenden Retroelemente ist bislang wenig
bekannt. Von den bisher publizierten DGRs zeigt nur eine Teilgruppe zusatzliche Leserahmen, die fir
akzessorische Proteine codieren (Medhekar and Miller, 2007). Allerdings konnte eine Mutation des
avd-Leserahmens im Bordetella Bakteriophagen-DGR bereits frith zeigen, dass das Genprodukt fir
die Funktion des DGRs eine essentielle Rolle spielt (Doulatov et al., 2004). Die vorliegende Arbeit
tragt einen erheblichen Teil dazu bei, die Funktion dieser Proteinklasse und ihren Beitrag zum DGR-
Mechanismus besser zu verstehen, worauf insbesondere in Abschnitt 4.3 noch einmal eingegangen
wird, der sich mit den experimentellen Ergebnissen zum akzessorischen Protein Alr3496 aus Nostoc

sp. PCC 7120 befasst.

Von den 155 DGRs, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden, wiesen 82 (~ 53 %) einen
offenen Leserahmen auf, der Homologien mit dem bereits beschriebenen akzessorischen Protein
bAvd aus dem Bordetella Bakteriophagen-DGR aufweist. Hierliber konnte ein Consensusmotiv erstellt
werden, das unter anderem eine hohe Konservierung basischer Reste an seinem C-Terminus
beinhaltet. Zusammen mit den relativ hohen isoelektrischen Punkten dieser Proteine (Mittelwert
pH 9,73 + 0,58, s. Tabelle A2) legt dies die Vermutung nahe, dass akzessorische Proteine eine
nucleinsdurebindende Funktion besitzen. Diese Schlussfolgerung diente als Ausgangspunkt fir die

experimentelle Charakterisierung des Proteins Alr3496 im zweiten Teil dieser Arbeit.

Interessant ist, dass in lediglich der Halfte der hier identifizierten Elemente akzessorische Proteine
gefunden werden konnten. Dies kann einerseits mit der Suchstrategie selbst zusammenhangen, die
das bAvd-Protein des Bordetella Bakteriophagen-DGRs als Hilfe zur Mustererkennung im Alignment
benutzte, doch zeigte auch ein erneutes Alignment der extrahierten offenen Leserahmen, nach
Entfernung der zuvor identifizierten 82 Proteine, keine auffilligen Proteingruppen mit hoher
Homologie. Dies kann wiederum bedeuten, dass zwar weitere akzessorische Proteine existieren, sie
aber recht gering konserviert sind und somit nicht tGber ein Alignment erfasst werden kdnnen, oder
dass die verbliebenen DGRs keine akzessorischen Proteine bendtigen, weil sie alternative
Funktionsmechanismen entwickelt haben. Andererseits ist es ebenfalls moglich, dass das DGR-
Element in manchen Fallen kein akzessorisches Protein codieren muss, weil bereits vom

Wirtsorganismus selbst ein homologes Protein zur Verfligung gestellt wird, welches das DGR-Element
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rekrutiert. Eine einfache BLASTp-Suche zeigt, dass akzessorische DGR-Proteine Homologien zu den
,ribosomal 23S rRNA‘-Proteinen aufweisen, die in einigen Organismen gefunden wurden und eine
bislang ungeklarte Funktion besitzen (Afseth et al., 1995; Ralph and McClelland, 1993); hierbei
kénnte es sich um eben jene endogenen Substitute handeln, die einem potentiell mobilen
genetischen Element die Moglichkeit bieten, auf tGberflissigen genetischen Ballast zu verzichten. Ein
experimenteller Nachweis dieser These konnte Uber einen Rescue-Versuch in einem in vivo DGR-
System erfolgen. In Analogie zu den Deletionsversuchen, die von Doulatov et al. durchgefiihrt
wurden, konnte diesem Versuchsaufbau zusatzlich ein ,ribosomal 23S rRNA‘-Protein in trans, also
Uber ein Expressionsplasmid, hinzugegeben werden. Lasst sich hierdurch die DGR-Funktion
wiederherstellen, ware dies ein deutlicher Hinweis darauf, dass einige DGR-Elemente
Wirtszellproteine fiir ihre eigene Funktion rekrutieren muissen, wahrend andere selbst fir die

bendtigten Faktoren codieren.

Die hier ermittelten 155 DGRs zeigen eine groRe strukturelle Variabilitat. Nahezu alle Arrangements
der Elemente wurden beobachtet, sowie eine variable Zahl von Zielgenen, die bei einer
ausgedehnteren Analyse der Wirtsgenome moglicherweise noch erhoht werden konnte. Diese
Beobachtungen lassen mehrere Schlussfolgerungen zu. Einige Retroelemente zeigen eine bevorzugte
Nutzung ihrer eigenen mRNA als Template fir die reverse Transkription. Dies scheint bei
diversitatsgenerierenden Retroelementen nicht unbedingt der Fall zu sein, da TR und RT-ORF in
einigen DGRs durch ein weiteres Element wie z. B. ein Zielgen rdumlich voneinander getrennt sind (s.
Abbildung 8, Strukturtyp 2e). In drei DGRs liegen beide TR und RT sogar auf verschiedenen DNA-
Strangen (s. Abbildung 8, Strukturgruppe 4). Diese Beobachtung kdnnte fur zukinftige Experimente
von grofler Bedeutung sein. Ebenso verradt die relativ kompakte Struktur von DGRs mit einer
Gesamtlange von selten mehr als 2000 bis 3000 bp, dass die Zielgene héchstwahrscheinlich mit dem
DGR zusammen weitergegeben werden, da man sonst groRere Distanzen zwischen den einzelnen

Komponenten der DGRs erwarten wiirde.

Die Zahl der sequenzierten Organismen ist in den letzten Jahren rapide gestiegen, und wird weiterhin
steigen. Somit werden auch neue DGRs entdeckt und veroffentlicht werden. Es ist daher sinnvoll,
bereits friihzeitig Gber eine Klassifikation der DGRs nachzudenken. In dieser Arbeit wurde eine
Nomenklatur vorgeschlagen, die auf der relativen Anordnung von TR und RT-ORF zueinander basiert.
Das System wurde bewusst offen gehalten, um eine Anpassung an neue Strukturtypen, die in dieser

Arbeit nicht beobachtet wurden, zu gewahrleisten.
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In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal ermittelt werden, wieviele DGRs es tatsachlich in
sequenzierten Organismen gibt, und wie hoch ihre Inzidenz ist. Eskonnten 155 DGR-Elemente in (iber
6000 Prokaryoten- und Phagengenomen ermittelt werden; somit verfiigen ca. 2,6% aller
sequenzierten Prokaryoten und Phagen (iber ein solches Element. Diese Zahl Gberrascht: warum tritt
ein Element, das seinem Wirt eine so potente Anpassungsmoglichkeit bietet, nicht in weitaus
hoherer Zahl in der Natur auf? Zur Beantwortung dieser Frage ist ein tieferes Verstandnis der
eigentlichen biologischen Funktion dieser Elemente notwendig, da ein DGR-Element nur dann von
seinem Wirt assimiliert werden kann, wenn es sich als fur ihn vorteilhaft erweist; ist dem nicht so,
stellt es genetischen Ballast dar und wird aus dem Wirtsgenom entfernt. Das Beispiel des Bordetella
Bakteriophagen-DGRs demonstriert eindrucksvoll, wie Wirtsorganismen DGRs als Werkzeug zur
eigenen Evolution einsetzen und sich hierliber einen entscheidenden Selektionsvorteil verschaffen
kénnen. Hinweise darauf, welche Funktionen die Zielproteine in anderen Organismen erfiillen, sind
bisher jedoch nicht erbracht worden. Die Analysen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, und
deren Ergebnisse in Abschnitt 4.1.4.2 diskutiert werden, kénnen ebensowenig eine befriedigende
Antwort geben. Zum gegenwartigen Zeitpunkt fehlen somit entscheidende Informationen, die
Aufschluss Uber die Bedeutung von DGR-Elementen in diesen Organismen, und somit auch zur
Beantwortung der Frage, warum sie eine so geringe Inzidenz aufweisen. Mehrere Theorien wurden
allerdings aufgestellt, die diesen Befund erkldren konnten (Schillinger and Zingler, 2012), und werden

im Folgenden erldutert.

a) Der Nutzen eines DGRs ist geringer als bisher angenommen.
Bisherige Betrachtungen gingen vom Prototyp-DGR des Bordetella Bakteriophagen aus, in
dem das Element ein Protein hypermutiert, das fiir das Attachment an Wirtszellen
verantwortlich ist (Liu et al., 2002). Durch stetige Hypermutation kann das Protein einem sich
ebenso stetig verandernden Wirtszellspektrum angepasst werden, was dem Phagen
wiederum mehr Moglichkeiten bietet, sich zu vermehren. Allein von der vorteilhaften Natur
eines einzelnen DGRs auf die Gesamtheit zu schlieRen, ist jedoch moglicherweise ein
Trugschluss. Damit ein DGR nutzbringend eingesetzt werden kann, sind mehrere
Voraussetzungen notig. Zunachst einmal muss ein Organismus ein Protein, das eine

Hypermutation dieses Umfangs durchlduft, sinnvoll in sein Proteinrepertoire integrieren
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kénnen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DGRs stets eine recht kompakte
Struktur aufweisen, und meist nur wenige Kilobasenpaare umfassen. Dies spricht fur die
Theorie, dass die Zielgene ebenfalls zur DGR-Kassette gehdren und mit weitergegeben
werden, da sonst keine mechanistischen Griinde gegen eine dezentralisierte Lokalisierung
von Zielgenen und den restlichen DGR-Komponenten sprechen wirden. Sollte also das
Produkt des Zielgens fiir den neuen Organismus entweder nicht von Nutzen oder gar
schadlich sein, wird das Element schnell inaktiviert und deletiert werden. Es kann somit sein,
dass die DGR-assoziierten Zielproteine nur fir eine bestimmte Gruppe von Organismen von
Nutzen sind, wogegen allerdings der Befund aus Abschnitt 3.1.2.5 spricht, dass niemals
komplette Klassen von Organismen DGRs aufweisen, sondern pro Klasse nur in vereinzelten,
individuellen Organismen Elemente gefunden wurden. Andererseits muss, falls das DGR-
Element erst ein neues Zielgen im Wirtsorganismus akquiriert, die Insertion des Elements an
einer ,passenden” Stelle erfolgen, und ein Template-Repeat entstehen, der das Zielprotein
an einer geeigneten Stelle hypermutiert; ebenso missen auch nach Hypermutation
essentielle Aminosauren, die fur die korrekte Faltung des Proteins erforderlich sind, erhalten
bleiben. Nicht zuletzt muss ein DGR-Element, das beispielsweise Uber horizontalen
Gentransfer weitergegeben wurde, den Defensivmechanismen der neuen Wirtszelle
entkommen, mit denen die Infiltration durch Fremd-DNA verhindert wird. In Anbetracht
dieser Vielzahl von Bedingungen, die ein DGR-Element erfiillen muss, kdnnte die
beobachtete Inzidenz von 2,6% durchaus erklarbar sein. Zum Vergleich kénnen CRISPRs
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat-Elemente) herangezogen werden.
Hierbei handelt es sich ebenfalls um genetische Elemente, die erst in den letzten Jahren
vermehrt in prokaryotischen Genomen identifiziert wurden (Jansen et al., 2002). CRISPRs
umfassen ein System aus DNA-Repeatstrukturen, die nach Transkription im Komplex mit
Proteinen der Abwehr von Fremd-DNA dienen, und somit eine Art prokaryotisches
Immunsystem darstellen, das gewisse Ahnlichkeiten zum RNAi-Mechanismus in Eukaryoten
aufweist (Brouns et al., 2008; Carte et al., 2008). Diese deutlich autonomeren Elemente sind
mit einer Inzidenz von ca. 40 % allerdings ebenfalls nicht so zahlreich vertreten, wie man es

aufgrund des potentiellen Nutzens vermuten kénnte (van der Oost et al., 2009).

Datenbanken spiegeln keine natiirlichen Verteilungen wider.
Wie bereits in Abschnitt 3.1.2.5 aufzeigt, geben Datenbanken nicht notwendigerweise ein
Bild wieder, das den natiirlichen Gegebenheiten entspricht. Und so, wie es Verzerrungen in

der Verteilung der DGRs in den einzelnen Prokaryotenklassen geben kann, konnte die hier
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beobachtete absolute Zahl von 155 DGRs in > 6000 sequenzierten Organismen auf einen
nicht-reprasentativen Datenbankbestand zurlickzuflihren sein. Viele der sequenzierten
Organismen stammen aus mikrobiologischen Sammlungen, in denen sie unter konstanten,
artifiziellen Bedingungen kultiviert wurden. Sollten DGRs von Organismen eingesetzt werden,
um sich an wechselnde duBere Bedingungen schneller anpassen zu kdnnen, wiirde dieser
Anpassungsdruck unter Kultivierungsbedingungen fehlen. In der Folge kdnnte es daher zum
Verlust des Elements kommen, da es dem Wirt keinen Vorteil mehr bietet, und genomischen
Ballast darstellt. Diese Beobachtung wurde bereits an anderer Stelle gemacht, beispielsweise
beim Verlust von Virulenzfaktoren unter Kultivierung (Elena and Lenski, 2003; Fux et al.,
2005). Ein Indiz fur die Plausibilitat dieser Theorie lieferte eine PHI-BLAST-Suche in der
env_nr-Datenbank, in der Sequenzen aus nicht ndher klassifizierten Umweltisolaten,
beispielsweise aus Metagenomsequenzierungsprojekten, deponiert sind. Im Unterschied zu
einer BLASTp-Suche verwendet PHI-BLAST neben der Querysequenz noch ein zusatzliches
Muster (pattern), mit dem die Treffer gefiltert werden kdnnen. Wie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, ist der [LIV]GxxxSQ-Consensus charakteristisch fiir DGR-RTs, und kann somit
als diagnostisches Merkmal bei einer Suche mit PHI-BLAST benutzt werden. Die Suche
forderte weitere 106 Sequenzen zutage, die potentiellen DGR-RTs entsprechen; eine
genauere Analyse mit DiGReF ist jedoch aufgrund der meist kurzen Contiglange nicht moglich
Wenngleich die Identitat dieser Treffer somit noch nicht vollstandig geklart werden kann,
weist dieses Ergebnis jedoch darauf hin, dass in Umweltisolaten deutlich mehr DGRs
gefunden werden kdnnen als in langjahrig kultivierten Organismen, und die geringe Inzidenz
auf die Qualitdit des sequenzierten DNA-Materials zurlickzufiihren ist. Eine genauere
Bestimmung der natirlichen Haufigkeiten von DGRs ist somit zum gegenwartigen Zeitpunkt

nicht moglich.

DGRs sind hauptsdchlich phagenassoziiert.

Die dritte Erklarung fur die unerwartet niedrige Zahl von DGR-Elementen zieht in Erwagung,
dass DGRs hauptsachlich von Phagen genutzt werden, und moglicherweise analoge
Funktionen zum Bordetella Bakteriophagen-DGR aufweisen. Die in Prokaryoten
beobachteten DGRs kdnnten somit zu einem groBen Teil Komponenten eines Prophagen
sein; die beobachtete geringe Inzidenz wiirde daher auf die relativ geringe Zahl von
Sonderfallen zurickzufihren sein, in denen im Genom eines Prokaryoten ein Prophage
vorliegt, der zudem Trager eines diversitatsgenerierenden Retroelementen sein muss. Eine

Verifizierung dieser Theorie konnte (ber eine verlassliche Prophagenanalyse der
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Prokaryotengenome erfolgen; eine solche wurde wie in Abschnitt 3.1.2.6 beschrieben zwar
versucht, allerdings bestehen Zweifel an der Aussagekraft der Ergebnisse. So wurden zwar
Regionen, in denen DGR-Elemente liegen, vom Programm ProphageFinder als
Prophagenregion markiert, allerdings sind diese Regionen haufig deutlich kiirzer als ein
kompletter Prophage es erfordern wirde; zudem fehlen den potentiellen Prophagen haufig
Leserahmen, die fiir essentielle Faktoren wie beispielsweise Integrasen, Polymerasen oder
Capsidproteine codieren. Eine hinreichend gesicherte Aussage bzgl. Phagen- oder
Prophagenassoziation kann daher aufgrund mangelnder Spezifitdt nicht gegeben werden.
AulRerdem wurde die mit der BLAST-Funktion der ACLAME-Datenbank gepriift, ob, sich
Homologe zu den Zielgenen der DGR-Elemente aus dem in dieser Arbeit beschriebenen Set in
dieser Datenbank finden lassen. Es zeigte sich, dass 43,3 % der Zielproteine einem
Phagenprotein zugeordnet werden konnte. Um die Qualitdt dieses Ergebnises und die
Spezifitdt des Programms bewerten zu kdnnen, wurde auRerdem eine Liste mit Proteinen
analysiert, die aus den gleichen Organismen wie die DGR-Zielgene stammten, mit diesen
jedoch nicht assoziiert sind. Es zeigten 21,7 % dieser Kontrollproteine eine Homologie zu
einem Phagenprotein. Dieses Resultat ldsst zwei Interpretationen zu: entweder sind
prokaryotische Genome tatsachlich stark durchsetzt von Prophagen, so dass bei zufilliger
Auswahl eines Proteins stets eine Grundwahrscheinlichkeit von ca. 20% gegeben ist, dass es
sich um ein Phagenelement handelt, oder die Qualitdt der Referenzdatenbank ist — ahnlich
wie bei ProphageFinder — noch nicht auf einem Stand, der eine zufriedenstellende
Zuordnung erlauben koénnte, und lasst an dieser Stelle keinen Aufschluss Uber die
Zielproteine der DGRs zu. Mit 43,3 % versus 21,7 % konnte sich allerdings eine leichte
Tendenz abzeichnen, dass es deutlich mehr phagenassoziierte Elemente unter den 155
identifizierten DGRs gibt, als bisher erkannt. Dennoch stellt sich weiterhin die Frage, wieso
nur drei DGRs direkt in sequenzierten Phagen ermittelt wurden, wenn der Anteil der

Virengenome an den hier durchsuchten Sequenzen immerhin 11 % betragt.

Das entwicklungsgeschichtliche Alter der DGRs beeinflusst deren Verbreitung

Weitere Uberlegungen zogen in Betracht, dass DGRs relativ junge oder relativ alte Elemente
sein konnten. Bei entwicklungsgeschichtlich jungen Elementen kénnte eine weitreichende
Verbreitung noch nicht stattgefunden haben, was die geringe Zahl der in dieser Arbeit
identifizierten Elemente erklaren wiirde. Hiergegen spricht jedoch, dass unter diesen
Bedingungen DGRs eine eher monophyletische Verteilung zeigen missten, und die
Zielproteine — sofern sie Teil des Elements sind, das weitergegeben wird — hohe Homologie

zueinander besitzen sollten (Hennig, 1966). Beides ist jedoch nicht der Fall; DGRs zeigen eine
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paraphyletische Verteilung, d. h. sie werden in nahezu allen prokaryotischen Klassen
gefunden, wobei keine Klasse eine vollstandige Durchsetzung aufweist (Benachenhou et al.,
2009; Chen et al., 2011; Nardi et al., 2003). Die Sequenzkonservierung bei den Zielproteinen
fallt hingegen dullerst gering aus, wie die hohen E-Werte in BLAST-Suchen der Proteine
gegeneinander zeigen (s. Abschnitt 3.1.2.6). Andererseits konnte es sich bei
diversitatsgenerierenden Retroelementen wie bei ihren phylogenetisch nachsten
Verwandten, den Gruppe lI-Introns (Doulatov et al., 2004), um entwicklungsgeschichtlich alte
Elemente handeln, die nur noch fir einzelne Organismen, die unter einem hohen
Anpassungsdruck stehen, von Nutzen sind. Ein zusatzliches Indiz fir diese Theorie ist die

paraphyletische Verteilung der Elemente in den Klassen.

Zu beachten ist, dass die vorstehenden Erklarungsansatze sich nicht gegenseitig ausschlieBen, und
keine der genannten Theorien fir sich alleine die beobachtete Verteilung von
diversitatsgenerierenden Retroelementen erkldaren kann. Es kann vielmehr davon ausgegangen
werden, dass der tatsachliche Grund fiir die geringe Zahl der DGRs in einer Kombination der hier
beschriebenen Theorien besteht. So konnte es sein, dass die Akquisition eines nutzbringenden DGRs
zunachst relativ aufwendig ist, und Organismen, nachdem sie eine 6kologische Nische besetzt haben,
keinen Bedarf mehr an einer Mikroevolution eines bestimmten Proteins haben, und das Element
nach einigen Generationen verlieren. Lediglich in vereinzelten Fallen erweist sich eine Hypervariation
eines Proteins noch immer als Selektionsvorteil, so dass diese Elemente bis heute erhalten geblieben
sind. Dass die derzeit sequenzierten Genome keine hinreichend genaue Abbildung der natlrlichen
Gegebenheiten darstellen, erschwert in einem solchen Szenario zusatzlich eine quantitative

Beschreibung dieser Elemente.

Um die biologische Bedeutung eines DGRs verstehen zu kdnnen, muss die Funktion des jeweiligen
Zielgens bekannt sein. Daher wurden die Zielgene der 155 DGRs aus dieser Arbeit extrahiert und auf
ihre Annotation, ihren phylogenetischen Verwandtschaftsgrad, ihre subzelluldre Lokalisation und
eine mogliche Phagen- bzw. Prophagenassoziation Uberprift. Es konnte gezeigt werden, dass die
Zielgene der DGRs sich phylogenetisch in drei groBere Gruppen einordnen lassen; wahrend zwei
Gruppen sich nicht weiter definieren lassen, umfasst die dritte u. a. alle DGR-Zielproteine, die liber
automatische Annotationsprozesse die Annotation ,Formylglycin-generierendes Enzym“ (FGE)
erhalten haben. FGE-Enzyme sind flr die Aktivierung von Sulfatasen verantwortlich, und katalysieren

die Methylierung eines Cysteinrests im aktiven Zentrum dieser Enzyme, wobei ein Formylglycinrest
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gebildet und die Sulfatase aktiviert wird (Dierks et al., 1999; Schmidt et al., 1995). Sulfatasen selbst
sind wiederum an diversen Synthese- und Degradationsvorgangen in Eukaryoten und Prokaryoten
beteiligt, indem sie die Hydrolyse von Sulfatestern katalysieren (Dierks et al., 2005). Arylsulfatase A
beispielsweise ist fiir die Degradation von Sulfatiden in Nervenzellgewebe verantwortlich; die
Degradation dieser Stoffe ist notwendig, da bei Fehlfunktionen des Enzyms die Substrate
akkumulieren und Krankheitsbilder wie die metachromatische Leukodystrophie verursachen
(Gieselmann et al., 1991; Gieselmann et al., 1994; Polten et al., 1991). Arylsulfatase A ist wiederum
Substrat von SUMF1, einem FGE-Homolog im Menschen. Ist dieses mutiert, konnen beide Enzyme
(neben weiteren Substraten) nicht aktiviert werden, und es kommt zum Krankheitsbild der multiplen

Sulfatasedefizienz (Cosma et al., 2003; Dierks et al., 2003; Schlotawa et al., 2011).

Warum eine Gruppe von Aktivatorproteinen Ziel der DGR-vermittelten Hypermutation sein soll,
erscheint zunachst unklar. Le Coq und Ghosh haben hierzu bereits angemerkt, dass einige
Organismen — wie Treponema denticola — sich als obligate Anaerobier in einer Umgebung befinden,
die die sauerstoffabhidngige Umwandlung von Cystein zu Formylglycin nicht zuldsst (Le Coq and
Ghosh, 2011). Daruber hinaus konnten sie zeigen, dass die variable Region des Zielproteins in
Treponema denticola (TvpA) der Region in humanem FGE (hFGE) entspricht, in der die beiden
katalytisch aktiven Cysteine und ein Serin lokalisiert sind (Dierks et al., 2005). Die entsprechenden
Aminosaurereste in TvpA unterliegen der Hypermutation, was einen Funktionsverlust eines FGE-
Enzyms zur Folge hatte. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass zumindest im Falle von TvpA
kein FGE-Enzym vorliegt. Da sich die variablen Regionen der in dieser Arbeit identifizierten DGRs
nahezu ausschlieflich am 3‘-Ende der Zielgene befinden, werden in den meisten Fallen die
dquivalenten Cysteine und Serine ebenfalls hypermutiert werden, was auch fiir diese Proteine eine
Funktion als FGE-Enzym unwahrscheinlich macht. Naherliegender ist es, dass DGR-Zielproteine und
FGE-Enzyme entweder einen gemeinsamen Vorldufer besitzen, oder dass eine konvergente Evolution
erfolgt ist, an deren Ende eine Enzymklasse steht, deren Architektur fiir Zielproteine und FGE-Enzyme
gleichermalien vorteilhaft ist. Le Coq und Ghosh versuchten in ihrer Veroffentlichung ebenfalls eine
Deutung, und schlugen eine Analogie der Zielproteine zu Abzymen vor, katalytisch aktiven
monoklonalen Antikérpern, die spezifisch den Ubergangszustand einer Reaktion erkennen und
stabilisieren kdonnen (Tramontano et al., 1986). Ein solches Konzept wéare durchaus auf DGR-
Zielproteine (ibertragbar. Es konnte sich um Zelloberflaichenproteine oder sekretierte Proteine
handeln, die die Verwertung von Metaboliten in der Umgebung ermdglichen, die aufgrund ihrer
GroRe oder Struktur nicht aufgenommen werden kénnen. Uber eine solche externe ,Vorverdauung”
wiare es fir das Bakterium in Zeiten der Energieknappheit moglich, neue Nahrungsquellen zu
erschlielen. Ebenso denkbar ist eine noch starkere Analogie zu Antikorpern in Form von Faktoren,

die ihrerseits an Proteine auf den Oberflachen feindlicher Bakterienzellen oder von Phagen in der
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Umgebung binden und diese binden und/oder lysieren konnten. Durch DGR-vermittelte
Hypervariation kénnte somit ein Mikrobizidarsenal erzeugt werden, welches auf eine Vielzahl von

Zellen oder Phagen in der Umgebung einwirken und schnell an neue Ziele angepasst werden kann.

Eine weitere Untergruppe des ,FGE-Enzym“-Astes tragt die Annotation ,,Concanavalin/A-Typ Lektin”.
Lektine sind eine Klasse von Proteinen, die haufig an der Outside-In-Signaltransduktion beteiligt sind
(Hebert, 2000). Fir einige DGR-Zielproteine wurde bereits ein konserviertes Lektinfaltungsmuster der
variablen Regionen experimentell nachgewiesen (Le Coq and Ghosh, 2011; McMahon et al., 2005);
interessanterweise scheint die Anlage von Template Repeats dahingehend selektioniert zu werden,
dass dieses Faltungsmuster als eine Art Gerist stets erhalten bleibt, und keiner Hypermutation
unterworfen ist. Die Variation hingegen erfolgt an Aminosaurepositionen, die nicht unmittelbar an
der Faltung beteiligt sind. Diese Anordnung wirft umgekehrt natirlich die Frage auf, ob die anderen
beiden Aste aus Proteinen gebildet werden, die nicht dem Lektinfaltungsmuster folgen, und
moglicherweise eigene Losungen fir das Problem der Strukturkonservierung bei gleichzeitiger
Hypermutation entwickelt haben. Die derzeit vorliegenden Daten kdnnen in dieser Hinsicht noch
keinen Aufschluss geben, so dass die Beantwortung dieser Frage Gegenstand kinftiger

Betrachtungen sein wird.

Die Aufreinigung einer rekombinant erzeugten, biologisch aktiven reversen Transkriptase stellt nach
wie vor eine Herausforderung in den Biowissenschaften dar. Ein Blick in die RCSB Datenbank (Berman
et al., 2000) illustriert dies: es existieren 260 Eintrdge, die reverse Transkriptasen oder mit ihnen
assoziierte Strukturen beinhalten. Hiervon entfallen 76 % auf Strukturen zur RT des humanen
Immundefizienzvirus (HIV), 9 % auf die Struktur der RT des murinen Leukdmievirus und 2 % auf
Telomerase-assoziierte Strukturen. Die restlichen 13 % werden grofStenteils aus Struktureintragen
gebildet, die nur eine periphere Assoziation mit reversen Transkriptasen haben, beispielsweise
RNase H-Domanen oder Integrasen, die aus einem gemeinsamen Vorlduferpolypeptid prozessiert
werden. Man erkennt, dass tatsdchlich von nur drei unterschiedlichen reversen Transkriptasen
Strukturen vorliegen, wahrend weitere Enzyme dieser Klasse bisher noch nicht erfolgreich

kristallisiert und analysiert werden konnten.

Die reversen Transkriptasen diversitatsgenerierender Retroelemente unterscheiden sich

hauptsachlich in drei Punkten von den bisher beschriebenen RT-Enzymen: sie besitzen keine
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RNase H-Domadne, sie weisen ein klassenspezifisches Consensusmotiv in Domane 4 auf, und ihre
Primarstruktur ist mit durchschnittlich 378 Aminosduren relativ kurz. Da sich kleine Proteine in der
Regel aufgrund hoherer Loslichkeit besser aufreinigen lassen als groRere (siehe u. a. Koschorreck et
al., 2005; Palomares et al., 2004; Schlieker et al., 2002), lag die Vermutung nahe, dass auch im Falle
der DGR-RTs eine gute in vitro-Loslichkeit vorliegen kénne, was ein entscheidender Faktor fir
nachfolgende Aufreinigungsschritte und Funktionsanalysen ware. Eine Bestatigung dieser Annahme
geben bioinformatische Tools wie http://www.biotech.ou.edu/, welche eine Vorhersage lber die
in vitro-Loslichkeit eines Proteins treffen kdnnen, das in E.coli Gberexprimiert wird (Davis et al., 1999;
Wilkinson and Harrison, 1991). Hierbei werden besonders das Verhaltnis von negativ geladenen
Resten (Glu und Asp) zu positiv geladenen Resten (Lys und Arg) sowie die Zahl von Aminosauren, die
vermehrt in Turn-Regionen auftreten (Gly, Ser, Asn und Pro), fiir die Vorhersage berlicksichtigt. So
wird fir die RT des DGR-Elements aus Treponema denticola ATCC 35405 eine Wahrscheinlichkeit von
71,8 % auf Loslichkeit ausgegeben, fir die RT aus Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 68,6 % und
fiir die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 zumindest 57,2 %. Wie in dieser Arbeit jedoch gezeigt wurde,
erwiesen sich samtliche getesteten RTs als schwer bzw. gar nicht 16slich. Auch die Fusion an groRere
Tags wie GST oder CBD/Inteine, welche im Allgemeinen einen l|6slichkeitsfordernden Effekt
vermitteln, wirkte sich nicht beglinstigend aus, ebensowenig wie eine Herabsenkung der
Expressionstemperatur oder Variationen in der Inducer-Konzentration bzw.
Medienzusammensetzung. Lediglich im Falle der codonoptimierten RTs aus dem Cyanobakterium
Nostoc sp. PCC 7120 eine nennenswerte Loslichkeit beobachtet werden, welche schlieBlich die
Isolation des Proteins Uber Affinitatschromatographie ermoglichte. Nachfolgende Tests ergaben
jedoch, dass im Vergleich zu kommerziellen RTs oder einer selbstaufgereinigten M-MLV-RT auch
unter variierenden Pufferbedingungen keine detektierbare Aktivitdt des aufgereinigten Proteins
festzustellen war. Somit sind entweder noch keine addquaten Reaktionsbedingungen gefunden
worden, oder die isolierte Form des Proteins ist generell inaktiv, was auf eine zwar |6sliche, jedoch
falsch gefaltete Variante zurlickzufiihren sein konnte. Erschwerend kommt hinzu, dass der
Aufreinigungserfolg bisher nicht reproduzierbar war, da sich Alr3497 mit anderen Chargen
Heparincellulose als der in Abbildung 19 verwendeten nicht isolieren lief. Somit muss auch die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der Aufreinigungseffekt in diesem Versuch nicht
aufgrund einer intrinsischen Affinitdt einer reversen Transkriptase zu Heparin erfolgte, sondern
lediglich eine unspezifische Interaktion eines — richtig oder falsch gefalteten — Proteins mit einem
Bestandteil der Heparincellulose darstellte. Diese Befunde reihen sich in die Beobachtungen ein, die
bereits fir die RT aus dem Bordetella Bakteriophagen-DGR (bRT) gemacht wurden. Hier erfolgte
zundchst eine Aufreinigung aktiven Proteins aus Inclusion Bodies mit anschlieBender Riickfaltung (Liu

et al., 2002); spater konnte die Isolation unter nativen Bedingungen durchgefiihrt werden, doch

126




Diskussion

scheint die Stabilitat dieses Proteins eher gering zu sein, da die Autoren darauf hinweisen, dass das
Protein innerhalb von 24 Stunden nach Aufreinigung fir Assays verwendet wurde (Alayyoubi et al.,
2012). Eine Aufklarung der Proteinstruktur fand bisher nicht statt. Interessanterweise konnte eine
Mutante des bRT-Proteins gefunden werden, welche an Position 138 statt eines Aspartatrests ein
Glutamin beinhaltet, und welche eine erhdhte Stabilitat gegeniiber dem Wildtypenzym aufweist
(Alayyoubi et al., 2012). Eine analoge Mutante kdnnte fiir die RT aus Nostoc sp. PCC 7120 (Alr3497)
Uber Mutagenese von D135 erzeugt werden. Sequenzvergleiche zeigen, dass es sich hierbei um das
homologe Aspartat zum katalytisch aktiven D110 in der RT des HI-Virus handelt. Auch im Falle von
bRT zeigte sich, dass D138 fiir die katalytische Aktivitdit von Bedeutung zu sein scheint, da die
Mutante lediglich ein Flnftel der Wildtypenzymaktivitdt aufweist, jedoch konnte selbst eine
schwach-aktive Variante von Alr3497 bereits bedeutend zur weiteren Charakterisierung dieser

Enzymklasse beitragen.

Es ist offensichtlich, dass klassische Versuche zur Erhéhung der Loslichkeit eines rekombinant
erzeugten Proteins, wie verminderte Syntheserate Gber Absenkung der Inkubationstemperatur oder
geringere Inducerkonzentration, Fusion an l6slichkeitsfordernde Peptide/Proteine oder Variation des
Expressionsstammes im Falle der DGR-RTs nur wenig Erfolg zeigten. In folgenden Arbeiten sollten
daher alternative Strategien implementiert werden, von denen einige im Folgenden kurz erlautert

werden:

a) Erhéhung der intrinsischen Léslichkeit durch ,directed evolution’
Eine Moglichkeit, die intrinsische Lslichkeit eines Proteins in vitro oder in einem heterologen
Expressionssystem zu erhdhen, besteht zundchst in der Erzeugung einer Mutantenbibliothek
Uber DNA Shuffling (Stemmer, 1994) oder fehlerbehaftete PCR-Methoden (Cadwell and
Joyce, 1992) und Fusion der Mutantengene an die Leserahmen eines geeigneten
Reportergens, beispielsweise GFP oder eines Resistenzfaktors gegen ein Antibiotikum (Fisher
et al., 2006; Jiang et al., 2007; Seitz et al.,, 2010; Waldo et al., 1999). Fluoreszenz oder
Uberleben in einem antibiotikahaltigen Medium sind somit ein Indikator fiir Loslichkeit des

Fusionsproteins, und der Mutante allein.

b) ,Rational design‘des Proteins liber gezielte Mutagenese und limitierte Proteolyse
Proteine aggregieren in der Regel liber intermolekulare Wechselwirkungen freiliegender
hydrophober Seitenketten. In manchen Fallen sind diese Seitenketten fiir die Funktion des
Proteins an sich nicht wichtig, und kdnnen deletiert werden. Beispielsweise konnte durch
limitierte Proteolyse und Strukturvergleiche der M-MLV-RT mit der HIV-RT festgestellt

werden, dass ein aminoterminaler Bereich von 24 Aminosauren unstrukturiert vorliegt und
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keine Entsprechung in der HIV-RT besitzt; dieser wurde daraufhin deletiert (Georgiadis et al.,
1995; Najmudin et al, 2000). Einige gezielte Mutagenesen aufeinanderfolgender
hydrophober Reste der M-MLV-RT erhdhten die Loslichkeit bei gleichzeitiger Beibehaltung
der biologischen Aktivitat darlber hinaus betradchtlich (Georgiadis, 2001). Jedoch sind
Vergleiche zwischen der HIV-RT, der M-MLV-RT und den DGR-RTs nur von begrenzter
Aussagekraft, da wie eingangs erwahnt sich letztgenannte Klasse teilweise betrachtlich von
anderen RTs unterscheidet, und die Bestimmung eines ,Core“-Enzyms mit grof3en
Unsicherheiten belegt ist. Erfolgversprechender ware die Nutzung der in dieser Arbeit
gewonnen Daten (ber DGR-RTs. Uber eingehendere Sequenzvergleiche konnten stark
konservierte Regionen (abgesehen von den bereits besprochenen Domédnen 4 und 5)
identifiziert werden, wahrend andere Regionen, die eine weniger starke Konservierung
aufweisen, entweder deletiert oder in ihrem hydrophoben Charakter abgeschwéacht werden

konnten.

Erzeugung eines Chimdrenproteins

Zur Erzeugung eines loslichen und aktiven Proteins kénnte man sich einer bereits
vorhandenen |6slichen RT, wie beispielsweise der in dieser Arbeit verwendeten M-MLV-RT,
bedienen. Wie gezeigt werden konnte, unterscheiden sich DGR-RTs von anderen RTs unter
anderem in dem Motiv in Domane 4 ([L/I/V]GxxxSQ statt QGxxxSP). Analog zu Versuchen von
Kanda & Saigo (Kanda and Saigo, 1993), in denen Domane 5 der M-MLV-RT gegen die
homologe Domane eines eukaryotischen Retrotransposons ausgetauscht wurde, oder zu
Isaka et al. (Isaka et al., 1998), die Teile der RT des Simian Immundeficiency Virus und der des
Human Immundeficiency Virus gegeneinander ausgetauscht haben, konnte hier Domane 4
der M-MLV-RT gegen die einer DGR-RT ersetzt, und das Substitutionsverhalten des erzeugten
Chiméarenproteins gegentiber dem Wildtypprotein untersucht werden. Nachteilig ist, dass
hierilber nur die Analyse der Domadne 4 erlaubt wird, wahrend die Interaktion mit
Bindungspartnern wie TR-RNA oder Alr3496 nicht untersucht werden kann. Sollte das so
entstandene Protein auBerdem keine adeninspezifischen Mutationen erzeugen, ware unklar,
ob dies auf das Fehlen eines zusatzlichen Faktors zuriickzufiihren ist, oder lediglich darauf,

dass die Struktur der M-MLV-RT dies nicht erlaubt.
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Fiir einige DGRs konnte ein zusatzlicher offener Leserahmen identifiziert werden, der sich zwischen
Zielgen und Template Region befindet, und dessen Proteinprodukt offenbar essentiell fir die
Funktion des Elements ist; das Homolog des Bordetella Bakteriophagen-DGRs wurde zunachst Atd
(fGr accessory tropism determinant), spater bAvd (fir accessory variability determinant) genannt
(Alayyoubi et al., 2012; Doulatov et al., 2004; Medhekar and Miller, 2007). BLAST-Analysen belegen
eine Homologie einiger akzessorischer Proteine zu den bisher nicht eingehender charakterisierten
ribosomalen S23-Proteinen. Im bioinformatischen Teil dieser Arbeit wurde eine systematische Suche
nach akzessorischen Proteinen in den ermittelten 155 DGRs durchgefiihrt. Hierbei wurde eine
Gruppe von Proteinen identifiziert, die Gber ein zuvor unbekanntes Consensusmotiv am 3‘-Ende und
eine generell positive Ladung charakterisiert wird. Ein Vertreter dieser Gruppe, Alr3496 aus Nostoc
sp. PCC 7120, wurde ebenfalls als Teil dieser Arbeit erfolgreich kloniert, aufgereinigt und auf

strukturelle sowie biochemische Eigenschaften hin untersucht.

Im Gegensatz zu den Versuchen, die reverse Transkriptase des DGR-Elements aus Nostoc sp. PCC
7120 rekombinant zu erzeugen und zu isolieren, verliefen die Experimente zur Aufreinigung des
akzessorischen Proteins erfolgreicher. Es wurden Reinigungsprotokolle erstellt, mit denen hohe
Ausbeuten eines reinen Proteins erhalten werden kénnen (bis zu 8 mg Protein pro Liter Kultur). Bei
optimalen Lagerbedingungen blieb das Protein {iber 6 Monate hinweg bei 4 °C stabil. Uber das
fusionierte Hexabhistidintag ist es dartber hinaus moglich, das Protein fiir einige Anwendungen an
einer Ni-NTA-Matrix zu immobilisieren. Denkbar sind beispielsweise Pulldown-Assays mit lysierten
Nostoc sp. PCC 7120-Bakterien, in denen endogene Bindungspartner an Alr3496 binden und in den
nachfolgenden Waschschritten mit aufgereinigt werden; eine Identifizierung der coprazipitierten
Proteine konnte (Uber SDS-PAGE und massenspektrometrische Methoden erfolgen. Der
wahrscheinlichste Bindungspartner ist die reverse  Transkriptase, wie es in
Coprazipitationsexperimenten von Alayyoubi et al. gezeigt wurde (Alayyoubi et al., 2012), es ist
jedoch nicht ausgeschlossen, hierliber auch bisher unbekannte, wirtseigene Faktoren zu bestimmen,

die fir die Aktivitat des DGRs bendtigt werden und Alr3496 binden.

Zeitgleich zu den hier beschriebenen Versuchen wurde von Alayyoubi et al. das homologe Protein
bAvd aus dem Bordetella Bakteriophagen-DGR aufgereinigt, und seine Struktur bestimmt (Alayyoubi

et al., 2012). Im Gegensatz zu Alr3496 gestaltete sich dort die Isolation des Proteins deutlich
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schwieriger, da keine native Loslichkeit vorlag und die Aufreinigung aus Inclusion Bodies mit
anschlieBender Rickfaltung des Proteins und zusatzlicher GroRenausschlussfiltration erfolgen
musste. Uber die Langzeitstabilitit des Proteins wird keine Aussage gemacht. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass Alr3496 aufgrund seiner problemlosen
Aufreinigung, seiner hohen Langzeitstabilitdt und der Stabilitdt in einer Reihe von Puffern, die in
dieser Arbeit fiir Funktionstests benutzt wurden, gegenliber dem Homolog bAvd deutliche Vorteile
und gute Perspektiven fir weitere Funktionsanalysen bietet, die sich an diese Arbeit anschlieRen

werden.

4.3.2 Alr3496 nimmt in vitro eine Tetramer- oder Pentamerstruktur ein
Fir das Protein bAvd aus dem Bordetella Bakteriophagen-DGR und die beiden ribosomalen S23-

Proteine Xcc0516 und Bt 0352, die keine Assoziation mit einem DGR-Element aufweisen, liegen
bereits Strukturen aus kristallographischen Experimenten vor. lhnen gemeinsam ist eine
homopentamere Quartarstruktur, wahrend das Monomer aus einem Vier-Helix-Blindel gebildet wird.

Das in dieser Arbeit ermittelte Consensusmotiv findet sich dabei an der AuRenseite des Pentamers,

wo es moglicherweise mit Substraten oder anderen Faktoren interagieren kann.

Consensus

Abbildung 35: Pentamerstruktur des akzessorischen Proteins bAvd. (A) Aufsicht auf das Homopentamer von bAvd. Die
verschiedenen Protomere sind unterschiedlich farbig dargestellt. Das Consensusmotiv befindet sich in Helix 4, an der
AuBenseite des Pentamers (roter Pfeil). (B) Seitenansicht der Struktur aus (A). Auch hier ist die Position des Consensus-
Motivs mit roten Pfeilen markiert. Abbildung adaptiert nach Alayyoubi et al., 2012.
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Die in silico-Strukturvorhersage des Proteins Alr3496 ergab mit zwei verschiedenen Programmen
ebenfalls ein Vier-Helix-Blindel; dies stiitzt die Vermutung, dass dieses Protein, ebenso wie seine
Homologe, eine ahnliche Faltung und Oligomerisierung annimmt. Da recht hohe und reine
Ausbeuten mit den hier ermittelten Aufreinigungsbedingungen erzielt werden kénnen, sind gute
Voraussetzungen fir eine Kristallisation und anschlieRende Strukturaufklarung des Proteins gegeben.
Zunachst wurden jedoch andere Techniken eingesetzt, um Informationen Uber den
Oligomerisierungszustand des Proteins zu erhalten. Aus den Gelfiltrationsexperimenten ergab sich,
dass Alr3496 wie ein Protein von etwa 57 kDa von einer Sephadex-Sdule eluiert wird; dieses
Molekulargewicht wiirde einer Tetramerisierung des Proteins entsprechen, wahrend ein Pentamer
ein Molekulargewicht von ca. 70 kDa besitzen und ein deutlich anderes Elutionsverhalten zeigen
wirde. Weitere Proteinpeaks wurden jedoch nicht detektiert, was bedeutet, dass in der
verwendeten Proteinpraparation nur eine Oligomerisierungsform vorliegt.
Quervernetzungsexperimente mit DSP erlaubten hingegen keine Aussage (iber die Stochiometrie des
in vitro-Zustands des Proteins, da mit keinem der getesteten DSP/Protein-Verhiltnisse eine deutliche
Zunahme einer Oligomerisierungsform beobachtet werden konnte (s. Abbildung 26). Eine mdgliche
Erklarung fur dieses Ergebnis kdnnte in einer ungeeigneten Wahl des Quervernetzers DSP gelegen
haben, welcher mit seiner GroRe (spacer arm) von 12 A im mittleren Bereich der tblicherweise zur
Quervernetzung von Proteinen eingesetzten Agenzien liegt. Jedoch kdnnten die Protomere enger
voneinander als 12 A entfernt sein, und den Einsatz alternativer Quervernetzer erfordern. Denkbar
wéren Agenzien mit einem kiirzeren Spacer-Arm, wie beispielsweise Glutaraldehyd (5 A) (Robin et al.,
2009) oder 1,5-Difluoro-2,4-dinitrobenzen (3 A) (Keinan et al., 2010), falls die Untereinheiten des
Alr3496-0Oligomers nur einen geringen Abstand zueinander haben, und DSP aus sterischen Griinden
nicht reagieren konnte. Umgekehrt kénnten die sterischen Bedingungen zwischen den Protomeren
dergestalt sein, dass eine Quervernetzung erst durch Agenzien wie Bis-

Succinimidylpolyethylenglykole (21 bis 35 A) (Lay et al., 2012) erreicht werden kénnte.

Es stellt sich somit die Frage, ob Alr3496 tatsachlich eine tetramere Quartarstruktur aufweist, was
das Protein deutlich von bAvd und den nicht-DGR-assoziierten Homologen Xcc0516 und Bt_0352
unterscheiden wiirde. Ein Alignment von Alr3496 und bAvd zeigt, dass nicht alle Reste, die an den
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Protomeren des Bordetella Bakteriophagen-
Homologs teilnehmen, konserviert vorliegen (s. Abbildung 36); so finden sich beispielsweise an den
Positionen der aliphatischen Reste V40, L50 und 188 jeweils aromatische Aminosauren in Alr3496.
Diese besitzen zwar ebenfalls hydrophoben Charakter, kénnten jedoch aufgrund ihrer GroRe eine
Pentamerisierung verhindern. Denkbar ist, dass statt einer 72°-Anordnung der Protomere zueinander
eine 90°-Anordnung angenommen wird, was zu einer Interaktion alternativer Reste und einer

Tetramerisierung flihren. Flr V40, A41, 188 und M77 existieren in Alr3496 keine homologen Reste, so
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dass eine Pentamerisierung moglicherweise nicht erfolgen kann, und eine Tetramerisierung

bevorzugt wird.

20 40 60
I | |
Alr3496 = = == = = = === MKELSVIQKT YDCIKWYVP| IERLPKIHKF TLGDRIINQL YDLLEGLIKA 50
bAvd MEPIEEATKC YDQMLI¥ERY ERVLSYLYPI AQSIPRKHGg ﬁR-EI\!{IFLKCL kGQVELFLVA 59
80 100 120

| | |
Alr3496 KYAKNKLPQL ESLNSQLDIL RYQTRMLFDF DK---MSIER YEYVIKLIDE IGTELGGWIK 107
bAvd GKS -NQVSKL YAADAGLAML RFWLRFLAGI QKPHAMTPHQ VETAQVLIAE VGRILGSWIA 118
*

|
* *
! !

Alr3496 NQRNREK- - - 114
bAvd RVNRKGQAGK 128

Abbildung 36: Clustal-Alignment von Alr3496 und bAvd. Konservierte Aminosduren sind in Rot hervorgehoben; Reste, die
laut Alayyoubi et al. an der hydrophoben Interaktion zwischen Protomeren teilnehmen, sind mit (*) gekennzeichnet,
wahrend Reste, die fir das mutagene Homing essentiell zu sein scheinen, mit (!) markiert sind. Das fir akzessorische
Proteine charakteristische Motiv, das in dieser Arbeit identifiziert wurde, ist unterstrichen.

Ebenso ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass die Abschatzung des Molekulargewichts unter dem
verwendeten Laufpuffer nicht ganz korrekt war, und lediglich bei globuldren Proteinen wie RNase A
eine gute Ubereinstimmung mit den zuvor ermittelten Elutionsvolumina des kommerziellen
Standards ergibt. Weitere Gelfiltrationen mit einem breiteren Spektrum von Proteinen, die in 20 %
Glycerol vorliegen, konnten genauere Werte liefern und eine prazisere Bestimmung des
tatsachlichen Molekulargewichts des Alr3496-Oligomers erlauben. Als Alternativmethode zur
Gelfiltration konnte der Oligomerisierungszustand Uber eine analytische Ultrazentrifugation
bestimmt werden (Jose et al., 2012; Yamamoto et al., 2008). Eine andere Mdglichkeit, die nicht auRer
Betracht gelassen werden sollte, ist ein unterschiedliches Oligomerisierungsverhalten unter in vitro-
Bedingungen. Dieses Phanomen wurde bereits andernorts beobachtet (Barranco-Medina et al., 2008;
Garvey et al., 2011), und auch hier kdnnte lediglich die Wahl des Puffers, des Tags oder des
Expressionssystems E.coli zur Bildung eines Tetramers gefiuihrt haben, wahrend unter anderen
Bedingungen moglicherweise ein Pentamer beobachtet werden kdnnte. Umgekehrt muss beachtet
werden, dass weder Alayyoubi et al., noch Lin et al. alternative Methoden zur Uberpriifung der
Struktur eingesetzt haben, und die beobachteten Homopentamere lediglich Kristallisationsartefakte

sein kdnnten (Alayyoubi et al., 2012; Lin et al., 2006).
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Bisher ist die Funktion der akzessorischen Proteine nicht geklart worden, ebensowenig die ihrer
Homologe, der ribosomalen S23-Proteine. Wie Abbildung 2 zu entnehmen ist, bestehen mogliche
Funktionen fir akzessorische Proteine einerseits in einer Beteiligung am RT-Prozess, beispielsweise in
einer Art Adapterprotein, welches TR-Transkripte und die elementeigene reverse Transkriptase
zusammenfihrt. Andererseits konnte das Protein eine Rolle im bisher weitgehend unverstandenen
Mutagenic Homing-Vorgang spielen. Fiir diesen Prozess haben Bob Medhekar und Jeff F. Miller vier

verschiedene Modelle vorgeschlagen, die in Abbildung 37 skizziert sind (Medhekar and Miller, 2007).

Zielgen avd-Homolog TR

-

5= —_

Transkription

TR-RNA ~—

)

A Replikation B Doppelstrangbruch C Einzelstrangbruch D RecA-unabhingige
homologe Rekombination

3
VR VR VR
5’ 3 5'—/ — 3 5° 3 5 7
3 5 5 5 —
3 3y~
PRV VR VR
5 3 5 3 5 3 3 5
/" 5 / ¥ / ¥ _\_/_
5,// 5.// 5-//

Abbildung 37: Mogliche Mechanismen des Mutagenic Homing. Ein TR-Transkript wird in A bis C iber einen Target Primed
Reverse Transcription (TPRT)-Prozess in cDNA umgeschrieben. Als Primer dienen jeweils freie 3’OH-Enden von (A)
Okazakifragmenten wahrend der Replikation oder von (B) Doppelstrangbriichen bzw. (C) Einzelstrangbriichen, die jeweils
durch noch unbekannte Faktoren generiert werden. Modell D geht hingegegen von einem RT-Prozess aus, der unabhangig
vom Homing-Prozess ist, und durch einen unbekannten Primer initiiert wird. Der Einbau erfolgt anschlieRend durch
homologe Rekombination der cDNA mit dem Antisense-Strang der VR, wobei eine Beteiligung von RecA bereits
ausgeschlossen werden konnte (Guo et al., 2008). Abbildung adaptiert von Medhekar und Miller, 2007
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Das erste Modell nimmt an, dass DGR-Aktivitdat wahrend der Replikation vorliegt. Okazakifragmente,
auf dem Folgestrang dienen hierbei als Primer einer reversen Transkription, weswegen dieser
Prozess auch Target Primed Reverse Transcription (TPRT) genannt wird. AnschlieBend wird der
generierte Antisense-Strang durch zelleigene Faktoren mit den Downstreamfragmenten ligiert, und
der Sense-Strang durch eine komplementare Variante ersetzt. Dieser Prozess wiirde somit analog
zum Insertionsmechanismus des Gruppe llI-Introns Rmtintl aus Sinorhizobium meliloti verlaufen
(Martinez-Abarca et al., 2004). In zwei weiteren Modellen werden freie 3-OH-Enden, die aus Doppel-
bzw. Einzelstrangbriichen durch bisher unidentifizierte Faktoren wie Nucleasen oder Stress
resultieren, wiederum in einer TPRT-Reaktion als Primer fir die cDNA-Synthese des Antisense-
Strangs verwendet (Christensen et al., 2006; Gasior et al., 2006). Das letzte Modell, das Medhekar
und Miller postuliert haben, trennt RT- und Insertionsreaktion voneinander (Storici et al., 2007). Die
neu synthetisierte cDNA ersetzt in einem homologen Rekombinationsprozess den Antisense-Strang
der alten VR, wéahrend ein komplementarer Gegenstrang auch hier Uber zelleigene DNA-
Reparaturmechanismen synthetisiert wird. In jedem dieser Modelle kdnnten akzessorische Proteine
eine essentielle Funktion besitzen. In einer kirzlich veroffentlichten Publikation konnte gezeigt
werden, dass bAvd in vitro an diverse Nucleinsdurespezies und an die reverse Transkriptase
desselben Elements bindet (Alayyoubi et al., 2012). Welchen Hintergrund diese Bindung hat, oder ob
sie nur ein Versuchsartefakt ist, konnte nicht beantwortet werden. Uber die in vivo-Funktion des
bAvd-Proteins ist lediglich bekannt, dass sie essentiell ist fiir die Funktion des DGRs (Doulatov et al.,
2004); zusatzlich konnte beobachtet werden, dass offenbar auch die codierende Sequenz des bAvd-
Proteins eine wichtige Funktion besitzt, da 5‘-Deletionen des Leserahmens bei gleichzeitiger
Supplementierung des Proteins in trans eine verminderte Aktivitdit des DGR-Elements bewirkten
(Alayyoubi et al., 2012). In dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Alr3496 sowohl RNA
als auch DNA und RNA:DNA-Hybride binden kann (s. Abbildung 30). Die Affinitat fur die
wahrscheinliche TR-RNA und eine fremde RNA war vergleichbar hoch, wahrend zu RNA:DNA-
Hybriden und DNA offenbar eine hohere Affinitdt besteht, die in weiteren Versuchen naher
untersucht werden muss. Zudem konnte reproduzierbar gezeigt werden, dass Alr3496 in der Lage ist,
die Bildung von Duplex-DNA zu katalysieren und somit als Nucleinsdurechaperon zu agieren (s.
Abbildung 34); ein Aufwinden von Duplex-DNA in Einzelstrdnge wurde hingegen nicht beobachtet (s.
Abbildung 33). Dies steht auch im Einklang mit den Ergebnissen aus Experimenten zum Nachweis
einer ATPase-Aktivitdt, die ebenfalls negativ verlaufen sind (s. Abschnitt 3.3.4.2). Es bleibt jedoch
nicht auszuschlieBen, dass eine sequenzspezifische Helicaseaktivitdit von Alr3496 vorliegt, und
weitere mogliche native Bindungspartner getestet werden sollten. Ein Problem stellen hierbei die
relativ hohen Eigenbeitrdge der ATP- und Proteinlosungen dar, die fir die Malachitgriinassays

eingesetzt werden. Kiinftige Experimente zum Nachweis einer ATPase-Aktivitdt konnten (ber
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Methoden erfolgen, welche nicht unmittelbar von der Menge des vorhandenen Phosphats
abhangen. Eine solche Methode beruht auf der Ausnutzung einer mehrstufigen metabolischen
Reaktion, in deren Verlauf NADH zu NAD+ oxidiert wird. Die Rate, mit der diese Oxidation verlduft,
kann (iber die Abnahme des Absorptionssignals bei 340 nm bestimmt werden, und ist direkt

proportional zur ATPase-Aktivitat des betrachteten Proteins (Norby, 1971).

Mit dem hier beobachteten enzymkatalysierten Hybridisieren zweier Strange liegt der erste Hinweis
auf die Funktion der bAvd-Homologe innerhalb des DGR-Mechanismus vor. Alr3496 und homologe
Proteine konnten somit als Nucleinsdurechaperone an der postulierten TPRT-Reaktion beteiligt sein
und ein Annealing von TR-RNA VR-DNA katalysieren. Da aullerdem eine Bindung an die reverse
Transkriptase des DGR-Elements fiir bAvd gezeigt werden konnte (Alayyoubi et al.,, 2012), ist es
denkbar, dass das Protein eine zweite Funktion als Lotse besitzt, welcher RT und Template:Primer-
Komplex in raumliche Ndhe zueinander bringt, und somit eine Voraussetzung fiir eine cDNA-Synthese
schafft. Es ist sogar moglich, dass es sich um ein Adapterprotein handelt, das durch die Bindung der
RT eine spezifische reverse Transkription der TR-RNA einleitet, wahrend andere, wirtseigene RNA-
Ziele ignoriert werden. Die Dissoziationskonstanten des Proteins mit verschiedenen
Nucleinsduresubstraten  betrugen zwischen 100 und 400 nM, wobei niedrigere
Dissoziationskonstanten in den hier durchgefiihrten Versuchen teilweise nicht gut erkennbar waren
und noch einmal separat bestimmt werden sollten. Diese Konstanten reihen sich im Mittelfeld der

Affinitatskonstanten flir andere nucleinsdurebindende Proteine ein, die in Tabelle 23 gegeben sind.

Protein Spezies Art Kp [nM] Referenz
L k D
Spl H. sapiens Transkriptionsfaktor 0,41-0,53 (Letovsky and Dynan,
1989)
Egr-1 H. sapiens Transkriptionsfaktor 0,01-0,014 (Nalefski et al., 2006)
hGABPa H. sapiens Transkriptionsfaktor 1,5 (Suzuki et al., 1998)
. . (Ratcliff and Erie,
UvrD E. coli Helicase 1400 2001)
RecQ E. coli Helicase 3,8-21,6 (zhang et al., 2006)
NS3 Hepatitis C-Virus Helicase 2-4 (Levin and Patel, 2002)
Tral36 Plasmid Helicase/Relaxasedomane 3300 Sch(il;'dak:;ec\llw,aggo3)
7 Humanes Immundefizienz- Nucleocapsidprotein/ 123 -233 (Stewart-Maynard et
P Virus 1 Nucleinsdurechaperon al., 2008)
012 Rous Sarcoma-Virus Nuclgoc?p5|dprote|n/ 200 - 660 (Stewart-Maynard et
Nucleinsdaurechaperon al., 2008)
- (Kolosha and Martin,
ORF1p Non-LTR Retrotransposon L1 Nucleinsdurechaperon 0,7-4,6

2003)
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Die hier beobachteten Bindungen sind somit weder besonders stark, im Vergleich zu beispielsweise
den Transkriptionsfaktoren in Tabelle 21, noch besonders schwach, da andere Proteine, wie die
Relaxasedomdne des Tral-Proteins oder die UvrD-Helicase jeweils um den Faktor 10 schwacher
binden. Hinzugefligt werden sollte, dass die schwdcheren Konstanten in Tabelle 23 in der Regel aus
Experimenten stammen, in denen generell die Bindung des Proteins an Nucleinsauren, und nicht
unbedingt seines nativen Ziels, getestet wurde. Analog hierzu koénnten mit den nativen
Bindungspartnern von Alr3496 deutlich héhere Affinitaten festgestellt werden. Da die Affinitat des
Proteins zur wahrscheinlichen TR-RNA vergleichbar war wie die zu einer Fremd-RNA, und die
Affinitdten niedriger als z. B. fir DNA:RNA-Hybride, scheint die TR-RNA allein keine
Erkennungssequenz zu beinhalten, die zu einer verstarkten Bindung des Proteins flhrt. In weiteren
Experimenten sollten kontextfremde DNA:RNA-Hybride untersucht werden, um zu ermitteln, ob
moglicherweise ein doppelstrangiges Motiv in den hier durchgefiihrten Versuchen erkannt wurde,
und daher eine niedrigere Dissoziationskonstante bestimmt wurde, oder ob dieses Verhalten
generell bei Heteroduplices beobachtet werden kann. Nicht geklart in diesem Zusammenhang ist die
Frage nach einer Beteiligung des Proteins an der Diskriminierung von VR und TR. In dieser Arbeit
wurden RNA:DNA-Hybride untersucht, welche entweder der Bindung der TR-RNA an die homologe
Sequenz der TR-DNA entspricht, oder der Bindung an die entsprechende VR-DNA; beide Substrate
wurden von Alr3496 mit gleicher Affinitdt gebunden. Somit scheint unter den hier getesteten
Bedingungen AIr3496 nicht am Erkennungsprozess beteiligt zu sein, der einen Einbau der
mutagenisierten TR-RNA am TR-Locus verhindert. Moglich ist, dass hierfiir eine komplexere
Interaktion der Stem-Loop-Motive der TR-RNA oder der VR-DNA mit dem Protein notwendig ist, und
eine IMH-Region allein nicht ausreicht; dies wirde jedoch den Ergebnissen von Doulatov et al.
widersprechen, denen zufolge ein simpler Austausch der TR-IMH* gegen die VR-IMH ausreicht, um

auch den TR-Locus fiir mutagenes Homing empfanglich zu machen (Doulatov et al., 2004).
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Diversitatsgenerierende Retroelemente weisen selbst eine Dekade nach ihrer erstmaligen
Beschreibung noch eine Reihe ungeklarter Fragen auf hinsichtlich ihrer Urspriinge, ihrer Funktion und
der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. Diese Arbeit leistet einen Beitrag dazu, das Bild
dieser Elemente vollstandiger zu definieren, als es bisherige Studien vermocht haben. Zukiinftige
Analysen neu hinzukommender Elemente sollten mit dem Rahmenwerk, das mit dieser Arbeit
geschaffen wird, deutlich einfacher, schneller und effizienter zu bewerkstelligen sein, und damit

weitere wertvolle Beitrage zum tieferen Verstandnis dieser Elemente liefern.

Eine Herausforderung stellt nach wie vor die Aufreinigung und detaillierte biochemische
Beschreibung einer reversen Transkriptase aus einem DGR-Element dar, da selbst Studien, die die
erfolgreiche Isolation rekombinanten Proteins beschrieben, eine Vielzahl von Fragen zu Struktur und
Mechanismus dieser Enzyme unbeachtet lieRen (Alayyoubi et al., 2012; Liu et al.,, 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurden zahlreiche Voraussetzungen und Ansatzpunkte geschaffen, die in
kommenden Experimenten zur Losung dieser Fragen beitragen kdnnen, beispielsweise in Form einer

alternativen Aufreinigungsstrategie oder durch die Erzeugung von Chiméarenproteinen.

Des Weiteren konnten in dieser Arbeit erste experimentell gestltzte Hinweise auf die Funktion der
bisher nur wenig beschriebenen akzessorischen Proteine gegeben werden. Als nachstes wird die
ndhere Charakterisierung der beobachteten Annealingreaktion hinsichtlich Kinetik, Sequenzspezifitat
und zeitlicher Reihenfolge der Bindung an Nucleinsdure und reverse Transkriptase erfolgen. Eine
weitere Versuchsreihe wird sich mit dem in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen Consensusmotiv
auseinandersetzen; wie Alayyoubi et al. in ihrer Publikation bereits anmerkten (Alayyoubi et al.,
2012), ist die zentrale Pore, die durch die fiinf Protomere gebildet wird, deutlich zu klein, um mehr
als einen Einzelstrang zu beherbergen. Es ist daher wahrscheinlicher, dass die katalytisch aktiven
Reste auf der AuBenseite des Pentamers zu finden sind, beispielsweise im Consensusmotiv. In den
nachsten Schritten sollte daher eine Mutagenese einiger Reste, z. B. der basischen am C-terminalen
Ende des Motivs durchgefiihrt werden, sowie eine Analyse, wie sich diese Verdanderung auf das

Bindungsverhalten von Nucleinsduresubstraten auswirkt.
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GI-Nr. der RT Organismus Erstreferenz Strukturtyp1 Linge TR/VR [nt] Aktivitit® Phage/Prophage | Motiv in Domine 4 | GI-Nr. des Zielproteins
17230989 Nostoc sp. PCC 7120 Doulatov et al. 2c 128 0,61; 0,64 Unbekannt sQ 17230986; 17230987
23335577 Bifidobacterium longum DJO10A Doulatov et al. la 107 0,65 Unbekannt SQ 23335578
27311204 Vibrio phage VHML Doulatov et al. la 116 0,32 Ja sQ 27311203
29347723 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 Doulatov et al. la 54 0,70 Unbekannt sQ 29347726
41179367 Bordetella phage BPP-1 Liu et al. (2002) la 120 0,76 Ja sQ 41179369
42527768 Treponema denticola ATCC 35405 Doulatov et al. la 78 0,63 Unbekannt SQ 42527771
71065017 Psychrobacter arcticus 273-4 Simon & Zimmerly la 117 0,52 Ja sQ 71065019
78189651 Chlorobium chlorochromatii CaD3 Medhekar & Miller 2b 61 0,47 Unbekannt sQ 78189652
83309559 Magnetospirillum magneticum AMB-1 Medhekar & Miller 3c 57 0,67; 0,65 Ja sQ 83309557
83310593 Magnetospirillum magneticum AMB-1 Medhekar & Miller 3c 86 0,48; 0,52 Ja SQ 83310595; 83310596
90580666 Photobacterium angustum S14 Simon & Zimmerly 4a 130 0,47 Unbekannt sQ 90580665
113474819 Trichodesmium erythraeum IMS101 Doulatov et al. 2a 54 0,40 Unbekannt SQ 113474820

119356297 Chlorobium phaeobacteroides DSM 266 Simon & Zimmerly 1d 124 0,48; 0,52 Unbekannt sQ 119356295
119509703 Nodularia spumigena CCY9414 Simon & Zimmerly 2a 79 0,59 Unbekannt sQ 119509705
119511289 Nodularia spumigena CCY9414 Simon & Zimmerly 2a 124 0,40 Unbekannt sQ 119511291
120599269 Shewanella sp. W3-18-1 Simon & Zimmerly 3a 109 0,41 Ja sQ 120599271
126090247 Shewanella baltica 0S155 Simon & Zimmerly 4a 139 0,41 Unbekannt sQ 126090249
126659397 Cyanothece sp. CCY0110 Simon & Zimmerly 2d 116 0,59; 0,54 Unbekannt sQ 126659395; 126659398
126660098 Cyanothece sp. CCY0110 Simon & Zimmerly 2d 85 0,58; 0,36 Unbekannt sQ 126660096; 126660100
134299090 Desulfotomaculum reducens Mi-1 Simon & Zimmerly la 117 0,41 Ja sQ 134299088
139439157 Collinsella aerofaciens ATCC 25986 Simon & Zimmerly la 128 0,44 Unbekannt NQ 139439154
146277368 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 Simon & Zimmerly la 117 0,38 Ja sQ 146277366
148359926 Legionella pneumophila str. Corby Simon & Zimmerly la 141 0,55 Unbekannt sQ 148359924
150007547 Parabacteroides distasonis ATCC 8503 Simon & Zimmerly la 120 0,45 Ja AQ 150007545
150390313 Alkaliphilus metalliredigens QYMF Simon & Zimmerly la 111 0,48 Ja sQ 150390315
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153810696 Ruminococcus obeum ATCC 29174 Simon & Zimmerly la 115 0,54 Unbekannt sQ 153810692
153815102 Ruminococcus torques ATCC 27756 Simon & Zimmerly la 66 0,70 Unbekannt SQ 153815106
154488049 Bifidobacterium adolescentis L2-32 Schillinger et al. la 109 0,70 Unbekannt SQ 154488051
154502436 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 Schillinger et al. la 111 0,52 Unbekannt SP 154502435
154504579 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 Schillinger et al. la 125 0,50 Unbekannt sQ 154504576
158333546 Acaryochloris marina MBIC11017 Schillinger et al. 2a 120 0,59 Unbekannt SQ 158333542
160885942 Bacteroides ovatus ATCC 8483 Schillinger et al. 3a 79 0,42 Unbekannt sQ 160885940
160888221 Bacteroides uniformis ATCC 8492 Schillinger et al. 3a 95 0,55 Unbekannt sQ 160888218
160932588 Clostridium leptum DSM 753 Schillinger et al. la 106 0,58 Unbekannt sQ 160932587
160938970 Clostridium bolteae ATCC BAA-613 Schillinger et al. la 126 0,48 Unbekannt SQ 160938972
160944040 Faecalibacterium prausnitzii M21/2 Schillinger et al. la 123 0,55 Unbekannt vQ 160944044
161789197 Vibrio sp. 0908 Schillinger et al. 3a 102 0,46 Unbekannt sQ 161789191
167754333 Alistipes putredinis DSM 17216 Schillinger et al. 3a 115 0,50 Unbekannt sQ 167754335
167758195 Clostridium scindens ATCC 35704 Schillinger et al. la 124 0,46 Unbekannt sQ 167758197
167759158 Clostridium scindens ATCC 35704 Schillinger et al. la 112 0,62 Unbekannt sQ 167759157
167763773 Bacteroides stercoris ATCC 43183 Schillinger et al. la 79 0,56 Unbekannt sQ 167763775
167841733 Burkholderia thailandensis MSMB43 Schillinger et al. 1c 89 0,38; 0,38 Unbekannt sQ 167841735; 167841736
171058937 Leptothrix cholodnii SP-6 Schillinger et al. la 116 0,52 Ja sQ 171058939
186684985 Nostoc punctiforme PCC 73102 Doulatov et al. 2c 127 0,48; 0,52 Unbekannt sQ 186684982; 186684983
187929429 Ralstonia pickettii 12J Simon & Zimmerly 3c 99 0,47; 0,47 Unbekannt sQ 187929426; 187929427
189425132 Geobacter lovleyi SZ Simon & Zimmerly 1d 124 0,61; 0,50 Unbekannt sQ 189425131; 189425135
189460481 Bacteroides coprocola DSM 17136 Schillinger et al. la 119 0,56 Unbekannt sQ 189460484
189463015 Bacteroides coprocola DSM 17136 Schillinger et al. la 117 0,37 Unbekannt sQ 189463017
194335165 Prosthecochloris aestuarii DSM 271 Simon & Zimmerly 2a 81 0,35 Unbekannt sQ 194335168
194337212 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 Simon & Zimmerly la 91 0,56 Unbekannt sQ 194337214
194337359 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 Simon & Zimmerly 3d 85 0,45; 0,61 Unbekannt sQ 194337361
210634695 Collinsella stercoris DSM 13279 Schillinger et al. 3a 127 0,64 Unbekannt NQ 210634698
218295563 Thermus aquaticus Y51MC23 Schillinger et al. la 87 0,62 Unbekannt sQ 218294592
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218961492 Candidatus Cloacamonas acidaminovorans Schillinger et al. 3a 72 0,40 Unbekannt sQ 218961497
220934786 Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 Guo et al. (2011) la 129 0,32 Unbekannt sQ 220934788
225163615 Opitutaceae bacterium TAV2 Simon & Zimmerly ? ? ? Unbekannt SQ 225163611; 225163613
225419931 Clostridium asparagiforme DSM 15981 Schillinger et al. la 120 0,71 Unbekannt sQ 225419932
227485876 Anaerococcus lactolyticus ATCC 51172 Schillinger et al. 1b 93 0,46 Unbekannt sQ 227485875
229815313 Collinsella intestinalis DSM 13280 Schillinger et al. la 132 0,59 Unbekannt NQ 229815311
237710620 Bacteroides sp. 9_1_42FAA Schillinger et al. la 57 0,71 Unbekannt sQ 237710622
237716228 Bacteroides sp. D1 Schillinger et al. 3a 90 0,42 Unbekannt sQ 345511692
237720926 Bacteroides sp. 2_2_4 Schillinger et al. la 112 0,50 Unbekannt sQ 237720929
237721078 Bacteroides sp. 2_2_4 Schillinger et al. 3a 90 0,50 Unbekannt sQ 237721080
238027140 Burkholderia glumae BGR1 Schillinger et al. 3c 90 0,37;0,52 Unbekannt sQ 238027142
238909111 Eubacterium eligens ATCC 27750 Schillinger et al. la 82 0,56 Unbekannt sQ 238909112
239625916 Clostridiales bacterium 1_7_47_FAA Schillinger et al. la 126 0,44 Unbekannt sQ 239625914
253568001 Bacteroidessp.1_1_6 Schillinger et al. 3a 90 0,42 Unbekannt sQ 383122829
253570541 Bacteroides sp.1_1_6 Schillinger et al. 3a 74 0,35 Unbekannt AQ 253570539
253574968 Paenibacillus sp. oral taxon 786 str. D14 Schillinger et al. 1b 91 0,48 Unbekannt sQ 253574967
253578879 Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA Schillinger et al. la 121 0,48 Unbekannt sQ
254523226 Stenotrophomonas sp. SKA14 Schillinger et al. ? ? Unbekannt sQ
257093900 | Candidatus Accumulibacter phosphatis clade II1A str. UW-1 | Schillinger et al. la 60 0,67 Unbekannt sQ 257093902
257094650 | Candidatus Accumulibacter phosphatis clade II1A str. UW-1 | Schillinger et al. 2a 84 0,67 Unbekannt sQ 257094652
257439360 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 Schillinger et al. la 114 0,52 Unbekannt sQ 257439358
257440840 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 Schillinger et al. 1b 93 0,50 Unbekannt sQ 257440841
257792377 Eggerthella lenta DSM 2243 Schillinger et al. la 130 0,50 Unbekannt NQ 257792375
258517326 Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 Guo et al. (2011) la 115 0,62 Unbekannt sQ 258517324
260587208 Blautia hansenii DSM 20583 Schillinger et al. la 114 0,56 Unbekannt SQ 260587206
260642123 Bacteroides finegoldii DSM 17565 Schillinger et al. la 120 0,54 Unbekannt sQ
261880961 Prevotella bergensis DSM 17361 Schillinger et al. la 117 0,43 Unbekannt sQ 261880963
262403399 Vibrio sp. RC586 Schillinger et al. 4a 139 0,49 Unbekannt sQ
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265750836 Bacteroides sp. 3_1_33FAA Schillinger et al. la 117 0,41 Unbekannt sQ 265750838
266622220 Clostridium hathewayi DSM 13479 Schillinger et al. la 89 0,54 Unbekannt SQ 266622224
283796807 Clostridium sp. M62/1 Schillinger et al. la 97 0,44 Unbekannt sSQ
291513637 Alistipes shahii WAL 8301 Schillinger et al. la 113 0,69 Unbekannt sSQ 291513639
291517473 Bifidobacterium longum subsp. longum F8 Schillinger et al. la 109 0,80 Unbekannt sQ 291517474
291522399 Coprococcus catus GD/7 Schillinger et al. la 158 0,73 Unbekannt PA
291524999 Eubacterium rectale DSM 17629 Guo et al. (2011) la 126 0,48 Unbekannt sQ 291525001
291526343 Eubacterium rectale DSM 17629 Guo et al. (2011) la 127 0,75 Unbekannt sQ 291526342
291546485 Ruminococcus sp. SR1/5 Schillinger et al. la 95 0,38 Unbekannt SH 291546483
291561321 butyrate-producing bacterium SS3/4 Schillinger et al. la 88 0,54 Unbekannt AQ 291561319
291561556 butyrate-producing bacterium SS3/4 Schillinger et al. 1b 79 0,65 Unbekannt sQ
291612675 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 Schillinger et al. 3c 97 0,36; 0,50 Unbekannt sQ 291612672; 291612673
291614412 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 Schillinger et al. la 117 0,75 Unbekannt sQ 291614410
291621968 Vibrio phage VP58.5 Schillinger et al. 3a 116 0,52 Ja sQ 291621966
293369862 Bacteroides ovatus SD CMC 3f Schillinger et al. 3a 89 0,36 Unbekannt AQ 293369860
293372957 Bacteroides ovatus SD CMC 3f Schillinger et al. 3a 90 0,35 Unbekannt sQ 293372955
294674266 Prevotella ruminicola 23 Schillinger et al. la 88 0,38 Unbekannt sQ 294674267
294778518 Bacteroides vulgatus PC510 Schillinger et al. la 119 0,54 Unbekannt sQ 294778517
297374652 Candidatus Magnetobacterium bavaricum Schillinger et al. 1b 122 0,43 Unbekannt sQ 297374650
298385378 Bacteroides sp. 1_1_14 Schillinger et al. la 77 0,55 Unbekannt sQ 298385375
298387225 Bacteroides sp.1_1_14 Schillinger et al. 3a 89 0,36 Unbekannt sQ 298387223
298480077 Bacteroides sp. D22 Schillinger et al. la 107 0,32 Unbekannt sQ 298480076
298480981 Bacteroides sp. D22 Schillinger et al. 3a 91 0,54 Unbekannt sQ 298480979
299067086 Ralstonia solanacearum CMR15 Schillinger et al. 3c 91 0,41; 0,57 Unbekannt sQ 299067088; 299067089
299145828 Bacteroides sp. 3_1 23 Schillinger et al. 3a 115 0,32 Unbekannt sQ 299145826
301163046 Bacteroides fragilis 638R Schillinger et al. la 183 0,36 Unbekannt sQ
308273696 uncultured Desulfobacterium sp. Schillinger et al. 3d 141 0,55; 0,49 Unbekannt sQ 308273693; 308273697
312115534 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 Schillinger et al. 2e 118 0,42;0,32 Unbekannt sQ 312115533; 312115538
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312962032 Pseudomonas fluorescens WH6 Schillinger et al. 1c 100 0,38; 0,38 Unbekannt sQ 312962029; 312962030
313113756 Faecalibacterium cf. prausnitzii KLE1255 Schillinger et al. 1b 87 0,55 Unbekannt SQ 313113757
313147618 Bacteroides fragilis 3_1_12 Schillinger et al. la 121 0,62 Unbekannt SQ 313147617
313147952 Bacteroides fragilis 3_1_12 Schillinger et al. la 119 0,56 Unbekannt sQ 313147953
315918944 Bacteroides sp. D2 Schillinger et al. 3a 90 0,46 Unbekannt sQ 383111379
315923025 Bacteroides sp. D2 Schillinger et al. la 118 0,58 Unbekannt SQ 383112786
317498222 Lachnospiraceae bacterium 5_1_63FAA Schillinger et al. la 109 0,63 Unbekannt SP 317498224
319764254 Alicycliphilus denitrificans BC Schillinger et al. 3a 100 0,45 Unbekannt sQ 319764252
322688997 Bifidobacterium longum subsp. infantis 157F Schillinger et al. la 102 0,68 Unbekannt sQ 322688999
323485151 Clostridium symbiosum WAL-14163 Schillinger et al. la 68 0,38 Unbekannt sQ 323485155
323485235 Clostridium symbiosum WAL-14163 Schillinger et al. la 49 0,66 Unbekannt sQ 323485236
323486088 Clostridium symbiosum WAL-14163 Schillinger et al. la 114 0,63 Unbekannt SH 323486086
323691302 Clostridium symbiosum WAL-14673 Schillinger et al. la 112 0,48 Unbekannt sQ 323691301
325279507 Odoribacter splanchnicus DSM 20712 Schillinger et al. la 122 0,50 Unbekannt sQ 325279508
331088842 Lachnospiraceae bacterium 3_1_46FAA Schillinger et al. la 121 0,65 Unbekannt sQ 331088844
331089069 Lachnospiraceae bacterium 3_1_46FAA Schillinger et al. la 97 0,48 Unbekannt sQ 331089072
332533803 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 Schillinger et al. 3a 116 0,46 Unbekannt sQ 332533805
332534155 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 Schillinger et al. 3a 116 0,53 Unbekannt sQ 332534157
332653877 Ruminococcaceae bacterium D16 Schillinger et al. 1b 94 0,60 Unbekannt sQ 332653876
332654472 Ruminococcaceae bacterium D16 Schillinger et al. 1b 93 0,38 Unbekannt sQ 332654471
332655364 Ruminococcaceae bacterium D16 Schillinger et al. la 124 0,44 Unbekannt sQ 332655366
332666264 Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100 Schillinger et al. 2a 113 0,62 Unbekannt sQ 332666261
332707562 Lyngbya majuscula 3L Schillinger et al. ? ? ? Unbekannt sQ 332707564; 332707565
336402102 Bacteroides sp. 1_1_30 Schillinger et al. la 118 0,45 Unbekannt sQ 336402101
336410996 Bacteroides sp. 2_1 56FAA Schillinger et al. la 121 0,46 Unbekannt sQ 336410997
336413450 Bacteroides ovatus 3_8_47FAA Schillinger et al. la 118 0,58 Unbekannt sQ 336413451
336433792 Lachnospiraceae bacterium 2_1_58FAA Schillinger et al. la 82 0,46 Unbekannt sQ 336433794
336435571 Lachnospiraceae bacterium 1_4 56FAA Schillinger et al. 1c 68 0,52; 0,65 Unbekannt AQ 336435573; 336435574
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338762709 Lactobacillus johnsonii pfol Schillinger et al. ? ? ? Unbekannt SP
338999650 Halomonas sp. TDO1 Schillinger et al. la 67 0,57 Unbekannt SQ 338999653
340788559 Collimonas fungivorans Ter331 Schillinger et al. 3f 107 0,22; 0,44; 0,31 Unbekannt SQ 340788556; 340788557
341642641 Vibrio cholerae HE-09 Schillinger et al. la 121 0,50 Unbekannt sQ 341642638
344341810 Thiocapsa marina 5811 Schillinger et al. 2b 63 0,83 Unbekannt sQ 344341809
344343882 Marichromatium purpuratum 984 Schillinger et al. 2f 124 0,53 Unbekannt SQ 344343879
345871758 Thiorhodococcus drewsii AZ1 Schillinger et al. 2d 116 0,65; 0,67 Unbekannt sQ 345871756
345883525 Prevotella sp. C561 Schillinger et al. la 100 0,50 Unbekannt sQ
345893474 Desulfovibrio sp. 6_1_46AFAA Schillinger et al. la 106 0,30 Unbekannt sQ 345893468
347538767 Pseudogulbenkiania sp. NH8B Schillinger et al. 1c 103 0,33; 0,33 Unbekannt SQ 347538771; 347538772
348026361 Megasphaera elsdenii DSM 20460 Schillinger et al. la 72 0,56 Unbekannt sQ 348026359
350551816 Thiorhodospira sibirica ATCC 700588 Schillinger et al. 3d 80 0,70; 0,50 Unbekannt sQ 350551814; 350551817
350574651 Thiorhodovibrio sp. 970 Schillinger et al. 3a 98 0,48 Unbekannt sQ 377661873
355363092 Desulfobacter postgatei 2ac9 Schillinger et al. 2d 113 0,38 Unbekannt sQ 389579824; 389579827
355386195 Clostridium clostridioforme 2_1_49FAA Schillinger et al. la 83 0,65 Unbekannt sQ 357052768
355625064 Clostridium sp. 7_3_54FAA Schillinger et al. la 89 0,47 Unbekannt sQ
355629964 Clostridium sp. 7_3_54FAA Schillinger et al. la 54 0,87 Unbekannt sQ 355629966
355681483 Clostridium citroniae WAL-17108 Schillinger et al. la 87 0,65 Unbekannt sQ 355681487

! siehe Abbildung 8 in Abschnitt 3.1.2.1

? berechnet aus dem Verhaltnis der Adeninaustausche zur Gesamtzahl der Adenine im assoziierten Template Repeat
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Proteins Organismus Linge [AS] [pH] Consensus GI-Nr. der RT
17230988 Nostoc sp. PCC 7120 114 9,41 IGTELGGWIK 17230989
41179368 Bordetella phage BPP-1 128 10,18 VGRILGSWIA 41179367
71065018 Psychrobacter arcticus 273-4 127 9,72 IGKIIGGWIK 71065017
83309558 Magnetospirillum magneticum AMB-1 124 10,0 IGQQASGWLK 83309559
83310594 Magnetospirillum magneticum AMB-1 117 10,29 VGKQATAWLK 83310593
90580667 Photobacterium angustum S14 126 10,04 IQRQVVGWRK 90580666
113474818 Trichodesmium erythraeum IMS101 100 9,65 IGK*LGIWIK 113474819
119356296 Chlorobium phaeobacteroides DSM 266 106 9,48 LGKMLGGWLK 119356297
119509704 Nodularia spumigena CCY9414 114 9,47 IGFELGGWIK 119509703
119511290 Nodularia spumigena CCY9414 115 9,71 IGNELGGWIK 119511289
120599270 Shewanella sp. W3-18-1 117 10,29 IGKMTGGWIK 120599269
126090246 Shewanella baltica 05155 122 9,51 VSRQATGWRK 126090247
126090246 Vibrio sp. RC586 122 9,51 VSRQTTGWRK 262403399
126659396 Cyanothece sp. CCY0110 131 9,8 IGIELGGWIK 126659397

126660099 Cyanothece sp. CCY0110 112 9,6 VGTELGGWIK 126660098
134299089 Desulfotomaculum reducens MI-1 100 9,78 IGRMIGGWLK 134299090
146277367 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 116 9,23 IGRMIGGWFK 146277368
148359925 Legionella pneumophila str. Corby 102 9,62 IGKQVTGWRN 148359926
150390314 Alkaliphilus metalliredigens QYMF 113 9,84 IGRMLGGWMK 150390313
154504577 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 118 8,63 IGVMLGEMIE 154504579
158333543 Acaryochloris marina MBIC11017 112 9,59 IGLDLGGWIK 158333546
160885941 Bacteroides ovatus ATCC 8483 135 8,34 IGKQSTGWYK 160885942
160885941 Bacteroides sp. D1 135 9,16 IGKQSTGWYK 237716228
160885941 Bacteroides ovatus SD CMC 3f 135 8,34 IGKQSTGWYK 293372957
160885941 Bacteroides sp. D22 135 8,34 IGKQSTGWYK 298480981
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160885941 Bacteroides sp. D2 135 9,13 IGKQSTGWYK 315918944
160888219 Bacteroides uniformis ATCC 8492 124 9,71 IGKQATGWKQ 160888221
160938971 Clostridium bolteae ATCC BAA-613 129 9,42 LGCIIGGIIE 160938970
160938971 Clostridiales bacterium 1_7_47_FAA 129 9,42 LGCIGGIIE 239625916
160938971 Eubacterium rectale DSM 17629 129 9,42 LGCIIGGIIE 291524999
161789150 Vibrio sp. 0908 117 10,17 IGKMIGGWIK 161789197
167758196 Clostridium scindens ATCC 35704 138 9,28 IGGKIGGLIK 167758195
167841734 Burkholderia thailandensis MSMB43 124 9,72 IGKQANGWKN 167841733
171058938 Leptothrix cholodnii SP-6 114 9,47 LGRMIGGWVK 171058937
186684984 Nostoc punctiforme PCC 73102 114 9,18 IGIELGGWIK 186684985
187929428 Ralstonia pickettii 12J 123 10,3 VGKQVGGWRK 187929429
189468312 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 123 9,68 LSKQLSAWHD 29347723
189468312 Bacteroides fragilis 638R 123 9,68 LSKQLSAWHD 301163046
194335166 Prosthecochloris aestuarii DSM 271 120 10,19 VGKMLGGWLR 194335165
194335166 Candidatus Cloacamonas acidaminovorans 120 9,62 SGKMVGGWLK 218961492
194337213 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 106 10,28 LGKMLGGWIK 194337212
218295564 Thermus aquaticus Y51MC23 115 10,63 LGRMVGGWLK 218295563
225163614 Opitutaceae bacterium TAV2 118 10,48 CGKMLGGWIK 225163615
227485877 Anaerococcus lactolyticus ATCC 51172 130 9,34 VKNMAVSWHM 227485876
237721080 Bacteroides sp. 2_2_4 269 8,34 IGKQSTGWYK 237721078
238027141 Burkholderia glumae BGR1 119 10,09 IGKQATGWRN 238027140
253574970 Paenibacillus sp. oral taxon 786 str. D14 115 9,71 LGRITGGLIK 253574968
257439359 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 114 10,34 IGRMLGGWKK 257439360
257440839 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 119 10,23 IGRIIGGLQK 257440840
258517325 Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 113 9,94 IGRMLGGWIK 258517326
260587207 Blautia hansenii DSM 20583 114 10,34 IGRMLGGWKK 260587208
291546484 Ruminococcus sp. SR1/5 123 9,49 IGRMLGGWMA 291546485
291612674 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 122 9,52 VGKQAGGWRK 291612675
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291621967 Vibrio phage VP58.5 106 10,19 LGKMIGGWIR 291621968
293369861 Bacteroides ovatus SD CMC 3f 126 9,52 IEKQIIGWRN 293369862
298387224 Bacteroides sp.1_1_14 126 9,9 VEKQILGWRN 298387225
299067087 Ralstonia solanacearum CMR15 124 10,0 IGKQANGWKK 299067086
308273694 uncultured Desulfobacterium sp. 128 9,95 LSKQSEGWLK 308273696
312115537 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 121 10,46 IGRLVGGWAK 312115534
312962031 Pseudomonas fluorescens WH6 117 10,58 VGRQANAWKK 312962032
319764253 Alicycliphilus denitrificans BC 130 10,34 IGRKAGGWAK 319764254
323486087 Clostridium symbiosum WAL-14163 111 9,36 IGRMVGGWIK 323486088
325288745 butyrate-producing bacterium SS3/4 111 9,66 IGRIIGGLQQ 291561556
332533804 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 117 10,18 IGKMLGGWIK 332533803
332534156 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 118 10,19 IGKMLGGWVK 332534155
332654473 Ruminococcaceae bacterium D16 117 10,02 MGRIIGGLQK 332654472
332666263 Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100 115 9,23 AGKMCGGWMK 332666264
332707563 Lyngbya majuscula 3L 115 10,17 IGKELGGWIK 332707562
336433793 Lachnospiraceae bacterium 2_1_58FAA 117 9,8 IKYMTIAWRN 336433792
336435572 Lachnospiraceae bacterium 1_4 56FAA 123 9,4 IKHMAIAWRK 336435571
338999652 Halomonas sp. TDO1 121 9,38 IGCMIGGWLK 338999650
340788558 Collimonas fungivorans Ter331 131 9,98 IGKQANGWRK 340788559
344343881 Marichromatium purpuratum 984 120 10,87 VGRMLGGWIR 344343882
345893472 Desulfovibrio sp. 6_1_46AFAA 135 10,56 IGKMLGAWLK 345893474
347538770 Pseudogulbenkiania sp. NH8B 118 9,98 IGKQANGWRK 347538767
348026360 Megasphaera elsdenii DSM 20460 72 9,5 IGKMLGGWIK 348026361
350551815 Thiorhodospira sibirica ATCC 700588 126 10,71 LGRQAGGWLK 350551816
355629965 Clostridium sp. 7_3_54FAA 114 10,25 IGRMLGGWKK 355629964
357052769 Clostridium clostridioforme 2_1_49FAA 120 9,7 IKYMTIAWRS 355386195
381160529 Thiorhodovibrio sp. 970 132 9,58 TGRLVGGWLR 350574651
383122828 Bacteroides sp. 1_1_6 135 7,5 IGKQSTGWYK 253568001

161




ANHANG 162

GI-Nr. des akz?ssorlschen I Linge [AS] Isoelektrischer Punkt Consensus GI-Nr. der RT
Proteins [pH]
383123377 Bacteroides sp.1_1_6 126 9,98 IEKQIIGWRN 253570541

422908029 Vibrio cholerae HE-09 107 10,14 CGAMLNAWLK 341642641
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Ko Vot dralurn | Pieene | i drn
17230986 Nostoc sp. PCC 7120 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1
17230989
17230987 Nostoc sp. PCC 7120 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1
23335578 Bifidobacterium longum DJO10A Unbekannt Unbekannt 2 23335577
27311203 Vibrio phage VHML ORF35; DUF323 Phage 1 27311204
29347726 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 DUF3988 Extrazellular 3 29347723
41179369 Bordetella phage BPP-1 Major Tropism-Determinante Phage 1 41179367
42527771 Treponema denticola ATCC 35405 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 42527768
71065019 Psychrobacter arcticus 273-4 Unbekannt Unbekannt 1 71065017
78189652 Chlorobium chlorochromatii CaD3 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1 78189651
83309557 Magnetospirillum magneticum AMB-1 Unbekannt Unbekannt 3 83309559
83310595 Magnetospirillum magneticum AMB-1 Fibrobacter succinogenes Major Domain Unbekannt 3
83310596 Magnetospirillum magneticum AMB-1 Unbekannt Unbekannt 3 83310593
90580665 Photobacterium angustum S14 Sa;z%tzifgj::a?::ug_tz:):i::z;ﬁrs;rf2?:;?12:’),il;;acr:iiiiz;ezi&t:::se Unbekannt (mehrere moglich) 3 90580666
113474820 Trichodesmium erythraeum IMS101 Formylglycingenerierendes Enzym; Serin/Threoninkinase Membran (intrazellular) 1 113474819
119356295 Chlorobium phaeobacteroides DSM 266 Formylglycingenerierendes Enzym; NACHT NTPase;P-Loop; DUF323 Zytosol 1 119356297
119509705 Nodularia spumigena CCY9414 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt (mehrere moglich) 1 119509703
119511291 Nodularia spumigena CCY9414 F0rmylglycingeneLriiS(r;r;gfesi:rngT;Tﬁigig‘i?g“"ty‘assm“ertes Zytosol 1 119511289
120599271 Shewanella sp. W3-18-1 Unbekannt Extrazellular 1 120599269
126090249 Shewanella baltica 05155 lg-Doméne; Salmonella repeat °;‘r‘gt';?r‘:wn function (DUF823); Lk30-like | ¢ eliular (mehrere moglich) 2 126090247
126659395 Cyanothece sp. CCY0110 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1
126659397
126659398 Cyanothece sp. CCY0110 Unbekannt Zytosol 1
126660096 Cyanothece sp. CCY0110 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1
126660098
126660100 Cyanothece sp. CCY0110 Von Willebrand-Faktor Typ A (VWA)-Domane Zytosol 1
134299088 Desulfotomaculum reducens MI-1 Unbekannt Unbekannt 1 134299090
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139439154 Collinsella aerofaciens ATCC 25986 Triacylglycerollipase Unbekannt 3 139439157
146277366 Rhodobacter sphaeroides ATCC 17025 Unbekannt Unbekannt 1 146277368
148359924 Legionella pneumophila str. Corby Unbekannt Extrazellular 3 148359926
150007545 Parabacteroides distasonis ATCC 8503 Unbekannt Unbekannt 2 150007547
150390315 Alkaliphilus metalliredigens QYMF Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 150390313
153810692 Ruminococcus obeum ATCC 29174 NADH-abhangige Glyceratdehydrogenase Unbekannt 1 153810696
153815106 Ruminococcus torques ATCC 27756 DNA-Topoisomerase IV Membran (intrazellular) 3 153815102
154488051 Bifidobacterium adolescentis L2-32 Unbekannt Unbekannt 2 154488049
154502435 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 Unbekannt Unbekannt 2 154502436
154504576 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 Major Tropism-Determinante; PHA00653 Unbekannt 1 154504579
158333542 Acaryochloris marina MBIC11017 Caspase-Domane; pfam00656 Zytosol 1 158333546
160885940 Bacteroides ovatus ATCC 8483 Unbekannt Unbekannt 3 160885942
160888218 Bacteroides uniformis ATCC 8492 Protein of unknown function (DUF3988); pfam13149 Periplasma 3 160888221
160932587 Clostridium leptum DSM 753 Unbekannt Extrazellular 2 160932588
160938972 Clostridium bolteae ATCC BAA-613 Major Tropism-Determinante; PHAO0653 Unbekannt 1 160938970
160944044 Faecalibacterium prausnitzii M21/2 Unbekannt Unbekannt 3 160944040
161789191 Vibrio sp. 0908 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 161789197
167754335 Alistipes putredinis DSM 17216 Unbekannt Zytosol 2 167754333
167758197 Clostridium scindens ATCC 35704 Formylglycingenerierendes Enzym, Major Tropism-Determinante, Unbekannt 1 167758195
Serin/Threoninkinase

167759157 Clostridium scindens ATCC 35704 Unbekannt Unbekannt 2 167759158
167763775 Bacteroides stercoris ATCC 43183 Unbekannt Unbekannt 2 167763773
167841735 Burkholderia thailandensis MSMB43 Unbekannt Unbekannt 3

167841733
167841736 Burkholderia thailandensis MSMB43 Unbekannt Unbekannt 3
171058939 Leptothrix cholodnii SP-6 Unbekannt Extrazellular 1 171058937
186684982 Nostoc punctiforme PCC 73102 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1

186684985
186684983 Nostoc punctiforme PCC 73102 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1
187929426 Ralstonia pickettii 12J Unbekannt Unbekannt 3

187929429
187929427 Ralstonia pickettii 12) Unbekannt Unbekannt 3
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189425131 Geobacter lovleyi SZ Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Unbekannt 3
189425135 Geobacter lovleyi SZ Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Unbekannt (mehrere moglich) 3 189425132
189460484 Bacteroides coprocola DSM 17136 Unbekannt Unbekannt 3 189460481
189463017 Bacteroides coprocola DSM 17136 Unbekannt Membran (extrazellular) 1 189463015
194335168 Prosthecochloris aestuarii DSM 271 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 194335165
194337214 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 Formylglycingenerierendes Eznym; P-Loop Zytosol 1 194337212
Formylglycingenerierendes Enzym; Phosphohydrolase; Bacillus subtilis
194337361 Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1 YydB Homolog; Metallophosphatase-Doméane; DUF323; NACHT Unbekannt 1 194337359
nucleoside triphosphatase

210634698 Collinsella stercoris DSM 13279 Unbekannt Unbekannt 3 210634695
218294592 Thermus aquaticus Y51MC23 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 218295563
218961497 Candidatus Cloacamonas acidaminovorans Formylgly(cli;ghz:ecziizzszi f;:{}?sgr;igzﬁtcﬁzs; regulator Unbekannt 1 218961492
220934788 Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 Major Tropism-Determinante; PHA00653 Unbekannt 1 220934786
225163611 Opitutaceae bacterium TAV2 Formylglycingenerierendes Enzym Extrazellular 1

225163615
225163613 Opitutaceae bacterium TAV2 GxxExxY Protein; TIGR04256 Zytosol 3
225419932 Clostridium asparagiforme DSM 15981 Unbekannt Unbekannt 2 225419931
227485875 Anaerococcus lactolyticus ATCC 51172 3-dehydroquinate dehydratase, type I; TIGR01093 Unbekannt 3 227485876
229815311 Collinsella intestinalis DSM 13280 Unbekannt Zytosol 3 229815313
237710622 Bacteroides sp. 9_1_42FAA predicted protein Unbekannt 2 237710620
237720929 Bacteroides sp.2_2_4 predicted protein Extrazellular 2 237720926
237721080 Bacteroides sp.2_2_4 conserved Unbekannt Unbekannt 3 237721078
238027142 Burkholderia glumae BGR1 Unbekannt Unbekannt 3 238027140
238909112 Eubacterium eligens ATCC 27750 Unbekannt Unbekannt 2 238909111
239625914 Clostridiales bacterium 1_7_47_FAA Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 239625916
253570539 Bacteroides sp.1_1_6 conserved Unbekannt Unbekannt 3 253570541
253574967 Paenibacillus sp. oral taxon 786 str. D14 predicted protein Unbekannt 3 253574968
257093902 | Candidatus Accumulibacter phosphatis clade IIA str. UW-1 Formylglycingenerierendes Enzym; NACHT NTPase; DUF323 Zytosol 1 257093900
257094652 Candidatus Accumulibacter phosphatis clade IIA str. UW-1 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1 257094650
257439358 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 257439360
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257440841 Faecalibacterium prausnitzii A2-165 Serralysin Zytosol 3 257440840
257792375 Eggerthella lenta DSM 2243 Unbekannt Unbekannt 3 257792377
258517324 Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 258517326
260587206 Blautia hansenii DSM 20583 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 260587208
261880963 Prevotella bergensis DSM 17361 Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily; pfam13385 Membran (extrazellular) 1 261880961
265750838 Bacteroides sp. 3_1_33FAA Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily; pfam13385 Membran (extrazellular) 1 265750836
266622224 Clostridium hathewayi DSM 13479 Unbekannt Membran (intrazellular) 3 266622220
291513639 Alistipes shahii WAL 8301 Unbekannt Extrazellular 2 291513637
291517474 Bifidobacterium longum subsp. longum F8 Unbekannt Unbekannt 2 291517473
291525001 Eubacterium rectale DSM 17629 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 291524999
291526342 Eubacterium rectale DSM 17629 Unbekannt Unbekannt 2 291526343
291546483 Ruminococcus sp. SR1/5 Formylglycingenerierendes Enzym Extrazellular 1 291546485
291561319 butyrate-producing bacterium SS3/4 Unbekannt Unbekannt 3 291561321
291612672 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 Unbekannt Unbekannt 3

291612675
291612673 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 Unbekannt Unbekannt 3
291614410 Sideroxydans lithotrophicus ES-1 Unbekannt Zytosol 1 291614412
291621966 Vibrio phage VP58.5 gp18 protein Phage 1 291621968
293369860 Bacteroides ovatus SD CMC 3f Unbekannt Unbekannt 3 293369862
293372955 Bacteroides ovatus SD CMC 3f Unbekannt Unbekannt 3 293372957
294674267 Prevotella ruminicola 23 Unbekannt Extrazellular 3 294674266
294778517 Bacteroides vulgatus PC510 Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily; pfam13385 Unbekannt (mehrere moglich) 1 294778518
297374650 Candidatus Magnetobacterium bavaricum Protein of unknown function (DBZ;SSSQ" pfam07603; Fibronectin Typ Ii Extrazellular 3 297374652
298385375 Bacteroides sp.1_1_14 conserved Unbekannt Unbekannt (mehrere moglich) 3 298385378
298387223 Bacteroides sp.1_1 14 conserved Unbekannt Unbekannt 3 298387225
298480076 Bacteroides sp. D22 Unbekannt Unbekannt 2 298480077
298480979 Bacteroides sp. D22 lipoprotein Unbekannt 3 298480981
299067088 Ralstonia solanacearum CMR15 6-phosphofructokinase, eukaryotic type; TIGR02478 Unbekannt 3
299067089 Ralstonia solanacearum CMR15 protein of unknown function Unbekannt 3 299067086
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299145826 Bacteroides sp. 3_1_23 conserved Unbekannt Unbekannt 3 299145828
308273693 uncultured Desulfobacterium sp. Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Extrazellular 3
308273697 uncultured Desulfobacterium sp. Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Unbekannt 3 30827369
312115533 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 TIR domain; pfam13676 Unbekannt 1

312115534
312115538 Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 TIR domain; pfam13676 Zytosol 1
312962029 Pseudomonas fluorescens WH6 Unbekannt Unbekannt 3

312962032
312962030 Pseudomonas fluorescens WH6 Unbekannt Unbekannt 3
313113757 Faecalibacterium cf. prausnitzii KLE1255 beta-glycosidase-like protein Unbekannt 3 313113756
313147617 Bacteroides fragilis 3_1_12 predicted protein Unbekannt 2 313147618
313147953 Bacteroides fragilis 3_1_12 conserved Unbekannt Unbekannt 2 313147952
317498224 Lachnospiraceae bacterium 5_1_63FAA Unbekannt Unbekannt 2 317498222
319764252 Alicycliphilus denitrificans BC Unbekannt Unbekannt 3 319764254
322688999 Bifidobacterium longum subsp. infantis 157F Unbekannt Zytosol 2 322688997
323485155 Clostridium symbiosum WAL-14163 Unbekannt Unbekannt 3 323485151
323485236 Clostridium symbiosum WAL-14163 Unbekannt Unbekannt 2 323485235
323486086 Clostridium symbiosum WAL-14163 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1 323486088
323691301 Clostridium symbiosum WAL-14673 Unbekannt Unbekannt 2 323691302
325279508 Odoribacter splanchnicus DSM 20712 Unbekannt Unbekannt 2 325279507
331088844 Lachnospiraceae bacterium 3_1_46FAA Unbekannt Unbekannt 2 331088842
331089072 Lachnospiraceae bacterium 3_1_46FAA Unbekannt Unbekannt 3 331089069
332533805 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 Unbekannt Unbekannt 1 332533803
332534157 Pseudoalteromonas haloplanktis ANT/505 Formylglycingenerierendes Enzym Extrazellular 1 332534155
332653876 Ruminococcaceae bacterium D16 Fibronectin type 3 domain Extrazellular 3 332653877
332654471 Ruminococcaceae bacterium D16 putative mucin-5AC Unbekannt 3 332654472
332655366 Ruminococcaceae bacterium D16 putative mucin-5B Extrazellular 2 332655364
332666261 Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100 Formylglycingenerierendes Enzym; AAA ATPase Domane Unbekannt (mehrere moglich) 1 332666264
332707564 Lyngbya majuscula 3L Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 1

332707562
332707565 Lyngbya majuscula 3L Unbekannt Unbekannt 1
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336402101 Bacteroides sp. 1_1_30 CotH protein Membran (extrazellular) 1 336402102
336410997 Bacteroides sp. 2_1_56FAA Unbekannt Unbekannt 2 336410996
336413451 Bacteroides ovatus 3_8_ 47FAA Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily; pfam13385 Membran (extrazellular) 1 336413450
336433794 Lachnospiraceae bacterium 2_1_58FAA Unbekannt Zytosol 3 336433792
336435573 Lachnospiraceae bacterium 1_4 56FAA Unbekannt Unbekannt 3

336435571
336435574 Lachnospiraceae bacterium 1_4 56FAA Unbekannt Zytosol 3
338999653 Halomonas sp. TDO1 Unbekannt Unbekannt 1 338999650
340788556 Collimonas fungivorans Ter331 Unbekannt Unbekannt 3

340788559
340788557 Collimonas fungivorans Ter331 Unbekannt Unbekannt 3
341642638 Vibrio cholerae HE-09 Major Tropism-Determinante; PHA00653 Unbekannt 1 341642641
344341809 Thiocapsa marina 5811 Formylglycingenerierendes Enzym Membran (extrazellular) 1 344341810
344343879 Marichromatium purpuratum 984 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt (mehrere moglich) 1 344343882
345511692 Thiorhodococcus drewsii AZ1 Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 3 345871758
345871756 Desulfovibrio sp. 6_1_46AFAA Unbekannt Extrazellular 1 345893474
345893468 Pseudogulbenkiania sp. NH8B Unbekannt Unbekannt 1

347538767
347538771 Pseudogulbenkiania sp. NH8B Unbekannt Unbekannt 3
347538772 Megasphaera elsdenii DSM 20460 Unbekannt Unbekannt 3 348026361
348026359 Thiorhodospira sibirica ATCC 700588 Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Unbekannt (mehrere moglich) 1
350551814 Thiorhodospira sibirica ATCC 700588 Protein of unknown function (DUF1566); pfam07603 Unbekannt 3 350551816
350551817 Clostridium sp. 7_3_54FAA Formylglycingenerierendes Enzym Unbekannt 3 355629964
355629966 Clostridium citroniae WAL-17108 Unbekannt Membran (intrazellular) 1 355681483
355681487 Bacteroides sp. D1 Unbekannt Unbekannt 3

237716228
357052768 Bacteroides sp. D1 Unbekannt Zytosol 3
377661873 Clostridium clostridioforme 2_1_49FAA Formylglycingenerierendes Enzym; Carboxypeptidase Unbekannt 1 355386195
383111379 Bacteroides sp. D2 Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily; pfam13385 Membran (extrazellular) 1 315923025
383112786 Bacteroides sp. D2 Unbekannt Unbekannt 3 315918944
383122829 Bacteroidessp.1_1 6 Unbekannt Unbekannt 3 253568001
389579824 Desulfobacter postgatei 2ac9 Formylglycingenerierendes Enzym Zytosol 1 355363092
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389579827

Desulfobacter postgatei 2ac9

Formylglycingenerierendes Enzym

Unbekannt

1

355363092

! siehe Abbildung 14 in Abschnitt 3.1.2.6
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Ts1 | CAGGCGCATATGAAAAGAAAAGGCAATCTATATCAC Forward-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pTWIN1 tber
Ndel/Sap!

Ts2 | ACACACGCTCTTCTGCAAGTTAAAAGGTATTTGTTACAG Reverse-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pTWIN1 Gber
Ndel/Sap!

TS3 | TAATACGACTCACTATAGGG T7 Promoter-Primer

TS4 | GATTGCCATGCCGGTCAAGG Reverse-Sequenzierprimer fiir pTWIN1

1S9 | AGCAGCGCTCTTCTAACATGAAAAGAAAAGGCAATC Forward-Klonierungsprimer fir TDE2266 in pTWIN1 Gber
Sapl/Pstl

TS10 | AGCAGCCTGCAGTCAAGTTAAAAGGTATTTGTTAC Reverse-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pTWIN1 Gber
Sapl/Pstl

TS11 | AGCAGCGCTCTTCTAACATGATTTTTGACAGTTATTC Forward-Klonierungsprimer fir BT_2313 in pTWIN1 (iber
Sapl/Pstl

TS12 | AGCAGCCTGCAGTTATTTACTATTCCTGTCCC Reverse-Klonierungsprimer ftir BT_2313 in pTWIN1 Gber
Sapl/Pstl

TS13 | AGCAGCCTCGAGAGTTAAAAGGTATTTGTTACAGTAAGCC Reverse-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pET21a Uber
Ndel/Xhol

TS14 | AGCAGCCTCGAGTTTACTATTCCTGTCCCCGCTATC Reverse-Klonierungsprimer fir BT_2313 in pET21a tber
Ndel/Xhol

1515 | AGCAGCCCATGGGGATGARAAGAAAAGGCAATC Forward-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pETGEX_CT tber
Ncol/Sacl

1516 | AGCAGCGAGCTCAGTTARAAGGTATTTGTTAC Reverse-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pETGEX_CT Uber
Ncol/Sacl

1517 | AGCAGCGAGCTCATGATTTTTGACAGTTATTC Forward-Klonierungsprimer fir BT_2313 in pETGEX_CT Uber
Sacl/Sacl

1518 | AGCAGCGAGCTCTTTACTATTCCTGTCCC Reverse-Klonierungsprimer fir BT_2313 in pETGEX_CT Uber
Sacl/Sacl

7519 | AGCAGCGGATCCATGAAAAGAAAAGGCAATC Forward-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pGEX-6P-1 liber

BamHI/Xhol
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1520 | AGCAGCCTCGAGTCAAGTTARAAGGTATTTGTTAC Reverse-Klonierungsprimer fiir TDE2266 in pGEX-6P-1 liber
BamHI/Xhol

1521 | AGCAGCGGATCCATGATTTTTGACAGTTATTC Forward-Klonierungsprimer fur BT_2313 in pGEX-6P-1 Uber
BamHI/Xhol

1522 | AGCAGCCTCGAGTTATTTACTATTCCTGTCC Reverse-Klonierungsprimer fiir BT_2313 in pGEX-6P-1 liber
BamHI/Xhol

TS29 | AGCAGCCTCGAGTCAAGTTAAAAGGTATTTGTTACAGTAAGCC Reverse-Klonierungsprimer flir TDE2266 in pET19b diber
Ndel/Xhol

T$30 | AGCAGCCTCGAGTTATTTACTATTCCTGTCCCCGCTATC Reverse-Klonierungsprimer fir BT_2313 in pET19b lber
Ndel/Xhol

TS34 | AGCAGCGGATCCTCAAGTTAAAAGGTATTTGTTACAGTAAGCC ersetzt TS29 wegen Frameshift

TS41 | AAGTCGAGTGGGTTGCACAAGG Reverse-Sequenzierprimer fiir pETGEX_CT

TS42 | ACTGGGACTCCATCGTTTCT Forward-Sequenzierprimer fiir pTWIN1 bei N-terminaler Fusion

TS43 |ATTAACCCTCACTAAAGGGA T3 Promoter-Primer

TS44 | GTAAAACGACGGCCAG M13-Sequenzierprimer (Forward)

TS45 | CAGGAAACAGCTATGAC M13-Sequenzierprimer (Reverse)

TS46 | ATTTAGGTGACACTATAG SP6-Sequenzierprimer

7549 | ACATTACATTACATTTATTTCG Aane.aI:c an pNZ004-RNA; Template/Primer-Komplex fir RT-
Aktivitatsassays

TS51 | AACGGCAGCCATATGCGTTCACTGGGCTGE Iforward-KIonlerungsprlmer flr Vibrio-Phage ORF37 in pET21a
Uber Ndel/BamHI

TS52 | TAGCAGCCGGATCCACAGCTCAGATCGATGG fﬁeverse-KIomerungsprlmer fir Vibrio-Phage ORF37 in pET21a
Uber Ndel/BamHI

153 | AACGGCAGCCATATGARACGTTACGGCAACE Forward-Klonierungsprimer fur alr3497 in pET21a liber

Ndel/BamHI
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TS54 | TAGCAGCCGGATCCTTTACGACGGAAATGE Reverse-Klonierungsprimer fiir alr3497 in pET21a Uber
Ndel/BamH]I

TS55 | AACGGCAGCCATATGGATCTGGAAGATAACC Forward-Klonierungsprimer fiir TagDRAFT_5432 in pET21a liber
Ndel/BamH]I

TS56 | TAGCAGCCGGATCCGATTTCGCCAAGTTCGATAAC }feverse-KIonlerungsprlmerfurfur TagDRAFT_5432 in pET21a
Uber Ndel/BamHI

TS57 | TAGCAGCCCTCGAGACAGCTCAGATCGATGG Ersetzt TS52

TS58 | TAGCAGCCCTCGAGTTTACGACGGAAATGC Ersetzt TS54

TS59 | TAGCAGCCCTCGAGGATTTCGCCAAGTTCGATAAC Ersetzt TS56

7568 | AAGAAGGAGATATACATATGAAAGAATTATCGGTCATCCARAAG Forward-KIonlfarungsprlmer fur.alr3496 in pET24b mit GeneArt
Seamless Cloning & Assembly Kit

TS69 | TGGTGGTGGTGCTCGAGTTTTTCTCTGTTTCTTTGATTTTTAATCC Reverse-KIomgrungsprlmer fur §Ir3496 in pET24b mit GeneArt
Seamless Cloning & Assembly Kit

175 AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGCGCGACAACATCAACAACAATATTGGTTTTCGTGTTGTC | Forward-Klonierungsprimer fiir 3'-Ende der vermutlichen Nostoc

TGCGCGTTCGGGAGTACTCTTCACCA sp. PCC 7120 TR-RNA in pBSAT7
1576 AGCTTGGTGAAGAGTACTCCCGAACGCGCAGACAACACGAAAACCAATATTGTTGTTGATGTTGTC | Reverse-Klonierungsprimer fiir 3'-Ende der vermutlichen Nostoc
GCGCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG sp. PCC 7120 TR-RNA in pBSAT7
1577 | TGAAGAGTACTCCCGAACGCGCAGACAACACGAAAACCAA ;/ilzlgtlam_:g komplementares Antisense-Oligo fiir Nostoc sp. PCC
1578 | TGAAAAGTCCTCCCGAACGCGCAGACAACACGAAAACCAA Komplementares Antisense-Oligo fiir Nostoc sp. PCC 7120-IMH

mit Mismatches
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Autor: Dipl.-Biol. Mohamed Lisfi, Abteilung fiir Genetik, TU Kaiserslautern

# DiGRef vl - Program to find diversity generating retroelements - 26. April 2012
# Written by Mohamed Lisfi, Department of Genetics, University of Kaiserslautern,
# Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern, Germany.

# Email contact: cullum@rhrk.uni-kl.de

use strict;
use warnings;

# bioperl must be installed for the following:
# for details of installing bioperl see: www.bioperl.org

use Bio::DB::GenBank ;
use Bio::SeqlO;

use Bio::Seqg;

use Bio::Seqg::RichSeqg;
use Bio::Tools::SegStats;

#*****************************************************************************

Froxx USING THE PROGRAM WITH DEFAULT PARAMETERS KA

#

# The program needs a text input file GI.txt, which lists the GI numbers of
# GenBank protein sequences (i.e. RT sequences)

# The analysis of each sequence is output as its own text file with

# the name <GI number>.txt

# The RT protein entry is downloaded from NCBI and used to find the

# corresponding DNA sequence from the DBSOURCE field

# The output coordinates for the TR and VR are the coordinates in the

# DNA sequence

# If you want to produce a GenBank format entry that can be viewed in a

# sequence viewer program such as Artemis, you must run the accompanying

# program convertGB.pl

#
#

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak Ak A*h K, Kk

#~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k***************************************

Frox CHANGING PARAMETERS xHAK
#

# You must alter the source code as detailed below
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#‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k************************

Froxx CHANGING INPUT FILE NAME *xAK
#
my $input = 'GI.txt'; # change GI.txt to required name

FHrhh ARk k Kk h kAR AR A I Ik k kK kI AR AR A A A Ik k ok kh kAR XXX LA Ak k ok ki h ok kA XA XXX

Froxx CHANGING MUTABLE BASE *xAK
#
my $b = 'A'; # change A to C, G or T

K K K K Kk K kK K K R K K R K K R K K R Kk ok K R K K K ok Kk ok K R K K ok K K ok K ok kK ok Kk R ok Kk R kR ok Kk ok kK ok ok

Froxx CHANGING LENGTH OF REGION *xAK
Froxx TO BE SEARCHED FOR TR AND VR xR
#

# default is 5000 bp up- and downstream of each RT

#

my $seqRTseq = 5000; # change to number of bp needed

#***********************‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k********

Froxx CHANGING MINIMUM NUMBER *xAK
#rxx OF A-RESIDUES in TR * ok k

#

# default is at least 10 A-residues

#

my S$basenumb = 10; # change to required number

#‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k********

FrEx CHANGING MINIMUM NUMBER *okx
FrEx OF SUBSTITUTIONS IN VR KAk
#

# default is at least 7 substitutions of A-residues

#

my $subs = 7; # change to required number

#*****************************************************************************
#‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k************************

# the file contains a list of GI-numbers that will be investigated with the program
# give the inputfile
open (INFILE, "<$input") or die "Can't open input file, $!\n";

my @Inlines = <INFILE>; # all lines in the file
foreach my $GI number (@Inlines) # each line contains one GI-number

{

chomp S$GI number;
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# OUTFILEput files will be appointed by GI-numbers
# with text document (.txt) format
open (OUTFILE, ">$GI number.txt");
my $gi= "$GI number"; # GI-number
my $db = Bio::DB::GenBank->new;
my $seq obj = S$db->get Seq by gi (Sgi); # search by GI-number
my SOUTFILEput seq = Bio::SeqlO ->new ( -format => 'genbank'); # read from file
# get a segfeature somehow, eg, from a Sequence with Features attached
# array of sub Sequence Features

my @features = $seq obj->get SeqFeatures;

foreach my $feature (Q@features) {

next unless (Sfeature->primary tag eq 'CDS'); # primary tag for a feature 'CDS'
if ($feature->has tag ('coded by')) {
(my $coded by) = $feature->get tag values ('coded by'); # value of the specified tag

# for complement

if ($coded by =~m/complement\ ( (.+)\)/) {
S$1 =~m/ (.+) :\W* (\d+)\.\.\wx (\d+) /;
print OUTFILE "RT complement ($2..$3)\t";

scomprt ($1,%$2+2,5$3-1,$seqRTseq) ;
&comptrvr ($1,$2+2,$3-1, $subs, $basenumb, $b) ;
}

# for upstream

else {

$coded_by =~m/ (.+) :\W* (\d+) \.\.\W* (\d+)/;
print OUTFILE "RT $2..$3\t";

srt ($1,$2,$3, $subs, $basenumb, $seqRTseq, $b) ;
}
}

}

# subroutin to get RT coordinates in complement
sub comprt {

my ($dbsourcs, $start, $end, $SseqRTseq) = @ ;

my $db = Bio::DB::GenBank->new;

my $seq obj = $db->get Seq by acc (Sdbsourcs);

my $genome seq = Bio::SeqlO ->new ( -format => 'fasta');
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my $genome = $seq obj->seq;
my $genomelen = $seq obj->length;

$Sgenome=~s/\s//g;

my $len = $end-S$start+l;
my $rtdna = substr (S$genome,$start,S$len);

$rtdna =~tr/ATCG/TAGC/;
Sgenome =~tr/ATCG/TAGC/;

Sgenome = reverse ($Sgenome);
Srtdna = reverse ($rtdna);
my $seq = nn,

my $start seq;

while ($genome=~m/$rtdna/gi)
{

Send = pos ($genome) ;

Sstart = $end-$len+l;

sometimes the TR is localized at the extremity of complementary genome, in a position less than 5000 bases
in the loop, it is assumed that the position superior to 5000 bases,
if that it is true, $i is equal to 5000, and the start position of DNA sequence is equal to ($start - 5000)
if not, a number lower than 5000 will be sought, in such a way that the start position of DNA sequence is equal to 1
for (my $i = $seqgRTseq/2 ; $i<= $seqRTseq/2 ; $i--) {
Sstart seq = $start-$i;
if (0 < $start_seq) {
$seq = substr ($genome,$start seq, $len+$seqRTseq) ;
last
}

4o e

my $seglen=length (S$seq);

print OUTFILE "length of genome: S$genomelen\nS$rtdna\n\n$seg\n\n";
}

# subroutin to get TR and VR coordinates in complement
sub comptrvr ({

my ($dbsourcs, $end, $start, $subs, S$basenumb, $b) = @ ;
my $db = Bio::DB::GenBank->new;

my $seq obj = $db->get Seq by acc ($dbsourcs);

my $genome seq = Bio::SeqlO ->new ( -format => 'fasta');
my $genome = $seq obj->seq;

$genome=~s/\s//g;
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my $len = S$end-S$start+l;
my $rtdna= substr ($Sgenome,S$start,$len);

$rtdna=~tr/ATCG/TAGC/;
Sgenome=~tr/ATCG/TAGC/;
Sgenome=reverse ($Sgenome) ;
Srtdna=reverse (Srtdna);

my $seq = "";
my S$start seq;

while ($Sgenome=~m/$rtdna/gi)
{

Send = pos ($genome) ;

Sstart = $end-$len+l;

# loop to find the exact coordinates of TR and VR as used in sub comprt
for (my $i = $seqRTseq/2 ; $i<= $seqRTseq/2 ; $i--) {
Sstart _seq = $start-$i;
if (0 < $start_seq) {
$seq = substr (Sgenome,$start seq, $lent+$segRTseq) ;
last
}

my $seglen=length (S$seq);

sfindrepeat ($start, $seq, $seglen, S$genome, S$subs, S$basenumb, $b);
}

# subroutin to get coordinates of RT in upstream
sub rt {

my ($dbsourcs, $start, S$end, $subs, S$basenumb, $seqRTseq, $b) = @ ;

my $db = Bio::DB::GenBank->new;

my $seq obj = $db->get Seq by acc ($dbsourcs);

my $genome seq = Bio::SeqlO ->new ( -format => 'fasta');
my $genome = $seq obj->seq;

my $genomelen = $seq obj->length;

$genome=~s/\s//g;
my $len = Send-S$start+l;
my $start seq;

my $seq;

# in some genomes the TR is localized at the beginning, in a position less than 5000 bases
# in the loop, the correct position being sought, as well as in sub comprt
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for (my $i = $seqRTseq/2 ; $i<= $seqRTseq/2 ; $i--) |
Sstart _seq = $start-$i;
if (0 < $start_seq) {
$seq = substr ($genome,S$start seq, $len+$seqRTseq) ;
last
}
}

my S$seglen=length (Sseq);
my Srtdna= substr ($genome,S$start-1,S$len-3);
print OUTFILE "length of genome: $genomelen\nS$rtdna\n\n$seg\n\n";

&findrepeat ($start, $seq, $seglen, S$genome, $subs, S$basenumb, $b);
}

# subroutin to find repeats

sub findrepeat

{

my ($start, $seq, $seglen, $genome, $subs, $basenumb, $b) = @ ;
my @TR pos = "";

my @VR pos =

wn o,
7

# get repeat position; ATTENTION: Some of the TR position have two (or more) VRs, we have to seperate them
for (my $n=1; $n <= $seqglen-100; Sn++) {
my $bp= substr ($seq, $n,50);
S$bp =~ s/$b/[ACGT]/gi;
while ($seq =~m/Sbp/gi) {
my S$bppos=pos ($seq)-50;

if ($bppos == $n ) {next}
elsif (abs ($bppos-$n)<=50) {next}
else {

my $start_seq;
for (my $i = $seqRTseq/2 ; $i<= $seqRTseq/2 ; $i--){
Sstart_seq = S$start-$i;
if ( 0 < $start seq) {
my $trpos= $start-$i+s$n;
my $vrpos= $start-$i+Sbppos;
if (0 < $trpos) {
push (@TR pos, S$Strpos);
push (@VR pos, S$vrpos);
}
last

my $scalarpos = scalar (@TR_pos);
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# to give signals if there exist no TR and VR
if ($scalarpos <= 3){print OUTFILE "no TR and VR!\n";}

else { # 1f there is repeat

# the programm can interpret up to 20 repeats

# the number that ends the name of each array, means the number of repeats
# each array contains corresponding position of TR and VR

my @TR 1 = "";

my QTR 2 = "";

my @TR 3 = "";

my @TR 4 nw.,

my @TR_5
my Q@TR 6 "
my Q@TR_7 "
my @TR 8 ",
my @TR 9 = "";
my @TR 10 = "";
my QTR 11 = "";
my @TR 12 = "";
my @TR 13 = "";
my QTR 14 = "";
my QTR 15 = "";
my @TR 16 = "";
my @TR 17 = "";
my @TR 18 = "";
my @TR 19 = "";
my QTR 20 = "";

wn o,
7

my @VR 1 = "";
my @VR 2 ",
my @QVR_3 ",
my @VR_4 nw .
my @QVR_5 "
my @VR 6 = "";
my @VR 7 ;
my @VR_8 ",
my QVR_9 = "";
my @VR 10 = "";
my @VR 11 = "";
my QVR_ 12 = "";
my QVR 13 = "";
my @VR 14 = "";
my @VR 15 = "";
my QVR 16 = "";
my QVR_ 17 = "";
my @VR 18 = "";
my @VR 19 = "";
my QVR 20 = "";
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# to push positions of TRs and VRs in arrays
MYLOOP: for (my $n = 1; $n < S$scalarpos-1; S$n++) {
for (my $m=1; $m<=20; S$m++) { # Sm: possible number of repeat
# prerequisite to put positions in the correct array according to number of repeat
# for first position

if (Sn==1) {
if ($TR pos[$n] != $STR pos[Sn+$m]) {
for (my $k = 0; $k < $m; Sk++) {
if ($m==1){ push (@TR 1, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 1, SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==2){ push (@TR 2, S$TR pos[$n+$k]); push (@VR 2, $VR pos[$n+S$k]);}
if ($m==3){ push (@TR 3, STR pos[$n+$k]); push (@VR 3, $VR pos[$n+$k]);}
if ($m==4){ push (Q@TR 4, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 4, SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==5){ push (Q@TR 5, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 5, S$VR pos[$n+$Sk]);}
if ($m==6){ push (@TR 6, $STR pos[$n+$k]); push (@VR 6, $SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==7){ push (@TR_7, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 7, $VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==8){ push (QTR 8, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 8, S$VR pos[$n+$Sk]);}
if ($m==9){ push (Q@TR 9, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 9, SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==10) { push (@TR_10, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 10, $SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==11){ push (@TR 11, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 11, $SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==12){ push (@TR 12, STR pos[$n+$k]); push (@VR 12, $VR pos[Sn+$k]);}
if ($m==13){ push (@TR 13, STR pos[$n+$k]); push (@VR 13, $VR pos([Sn+$k]);}
if ($m==14){ push (@TR 14, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 14, $SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==15){ push (@TR_15, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 15, $SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==16){ push (G@TR 16, STR pos[$n+$k]); push (@VR 16, $VR pos([Sn+$k]);}
if ($m==17){ push (@TR 17, S$TR pos[$n+$k]); push (@VR_17, $VR pos[$n+$k]);}
if ($m==18){ push (@TR 18, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 18, $SVR pos[$n+$k]);}
if ($m==19){ push (@TR 19, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 19, $SVR pos[$n+$Sk]);}
if ($m==20){ push (@TR 20, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 20, $SVR pos[$n+Sk]);}

}
next MYLOOP
}
}

# prerequisite to put positions in the correct array according to number of repeat
# for next positions
elsif (1 < $n) {
unless ($TR pos[$n] == $TR pos[$n-1]) {
unless ($TR pos[$n] == $TR pos[$n+S$m]) {
for (my $k = 0; $k<$m; S$k++) {

if ($m==1){ push (@TR 1, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 1, S$VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==2){ push (@TR 2, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 2, $SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==3){ push (@TR 3, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 3, $VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==4){ push (QTR 4, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 4, S$VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==5){ push (@TR 5, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 5, S$VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==6){ push (@TR 6, $STR pos[$n+$k]); push (@VR 6, $SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==7){ push (@TR_7, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 7, $SVR pos[$n+Sk]);}
if ($m==8){ push (Q@TR 8, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 8, S$VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==9){ push (@TR 9, $TR pos[$n+$k]); push (GVR 9, S$VR pos[$n+Sk]);}
if ($m==10){ push (@TR 10, $TR pos[$n+$k]); push (@VR 10, $SVR pos[$n+Sk]);}



}

if
if
if
if
if
if
if
if
if
if

next

($m==11) {
($m==12) {
($m==13) {
($m==14) {
($m==15) {
($m==16) {
(Sm==17) {
($m==18) {
($m==19) {
($m==20) {
MYLOOP

push
push
push
push
push
push
push
push
push
push

(@TR 11,
(RTR_12,
(RTR_13,
(RTR_14,
(@TR_15,
(RTR_16,
(RTR_17,
(@TR_18,
(@TR_19,
(@TR_20,

# number of positions in each array

my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my
my

Sscal =
S$sca2 =
$sca3 =
Sscad =
$scab5 =
$scab =
S$Ssca7l =
$sca8 =
$sca9 =

$scall =

$scall
Sscal2
Sscal3
S$scald
$scal5s
$scalé6
Sscal?
Sscals8
$scal9

$sca20 =

scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar
scalar

(TR _1);
(@TR_2) ;
(QTR 3);
(GTR_4);
)
)
)
)

7

(BTR_5
(QTR 6
(QTR 7
(GTR_8
(BTR_9) ;
(@TR 10

’

’

’

(@TR_11);
(TR 12
(@TR 13

(RTR 14);

)
)
)
)
_14)
(QRTR_15) ;
)
)
)
)
)

7

7

’

(RTR 16
(RTR_17
(TR 18
(RTR 19
(RTR_20

7

7

’

’

STR pos
STR_pos
STR_pos
STR pos
STR pos
STR _pos
STR_pos
STR pos
STR pos
STR pos

Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk

]
]
]
]
]
]
]
]
]
]

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

’
’

’

’

’

’

’

’

’

’

push
push
push
push
push
push
push
push
push
push

@VR 11,
@VR_12,
@VR_13,
@VR_14,
@VR_15,
@VR_16,
@VR_17,
@VR_18,
@VR 19,
@VR 20,

SVR pos
SVR _pos
SVR _pos
SVR pos
SVR pos
SVR _pos
SVR _pos
SVR pos
SVR pos
SVR pos

ANHANG

Sn+Sk1) ;)
Sn+skl) i}
Sn+skl) i}
Sn+sk]) ;)
Sn+sk]) ;)
1)1}
1)1}
1)}
1)}
1)}

’
’

’

’

Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk
Sn+Sk

’

’

’

’

# arrays with the first position and the last position for successive positions

my
my
my
my
my
my
my
my
my

@TR nrl

@TR_nr3
@TR_nr4
@TR nr5
@TR nré6
@TR_nr7
@TR_nr8
@TR nr9

(LRI
’

@TR nr2 = "";

— nn.
7

— nn.
7

— nn.
7

— nn.
7

we o,
’
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my QTR nrl0
my @TR _nrll
my @TR_nrl2 "
my QTR nrl3
my QTR nrl4
my @TR_nrl5
my @TR_nrlé6 "
my QTR nrl7
my QTR nrl8
my QTR nrl9
my @TR_nr20

my @VR_nrl
my @VR nr2
my @VR nr3
my @VR nr4 "
my @VR nr5
my @VR nré6
my @VR nr7
my @VR nr8 "
my @VR nr9 ;
my @VR nrl0 ne,
my QVR nrll ;
my QVR nrl2 "
my @VR nrl3 ne,
my @VR nrlé4 ;
my QVR nrl5 "";

my @VR nrlé6 "
my QVR nrl7 "y
my QVR nrl8
my @QVR_nrl9
my @VR_nr20

# to add only the first and last position for successive positions in the array

for (my $k=0; $k<1; $k++) {push (@TR nrl, $TR 1[$Sk+1]); push (@VR nrl, SVR 1[$k+1]); for (my $n=1; $n<scalar (@TR 1)-1; $n = $n+l) {my $i = $Sn + 1;
if ( (STR_1[Sn+Sk]!= STR 1[$i+Sk]-1) || (SVR _1[$n+Sk]!= SVR 1[$i+$k]-1)) {push (@TR nrl, $TR 1[$n+$k]);push (@TR nrl, $TR 1[$i+$k]); push (@VR nrl,
SVR_1[$n+$k]);push (@VR nrl, $SVR 1[$i+$k]);}}push (@TR nrl, $TR 1[$k-1]);push (@VR nrl, $VR 1[$k-11);}

for (my $k=0; $k<2; $k++) {push (@TR nr2, $TR 2[$k+1]); push (@VR nr2, SVR 2[$k+1]); for (my $n=1; $Sn<scalar (@TR 2)-2; $n = $n+2) {my $i = $n + 2;
if ( (STR_2[$n+$k]!= STR 2[$i+Sk]l-1) || (SVR 2[$n+$k]!= SVR 2[$i+Sk]-1)) {push (@TR _nr2, $TR_2[$n+$k]);push (@TR nr2, S$TR_2[$i+$k]); push (Q@VR_nr2,
SVR 2[$n+$k]);push (@VR nr2, $VR 2[$i+$k]);}}push (@TR nr2, STR 2[S$k-2]);push (@VR nr2, $VR 2[$k-2]);}

for (my $k=0; $k<3; $k++) {push (@TR nr3, $TR 3[$k+1]); push (QGVR nr3, $VR 3[$k+1l]); for (my $n=1; Sn<scalar (@TR 3)-3; $n = Sn+3) {my $i = $n + 3;
if ( (STR_3[Sn+$k]!= STR 3[$i+$k]-1) || (SVR_3[$n+$k]!= $VR 3[$i+Sk]-1)) {push (@TR _nr3, $TR_3[$n+$k]);push (@TR_nr3, $TR 3[$i+$k]); push (QVR nr3,
SVR_3[$n+$Sk]);push (@VR nr3, SVR 3[$i+$k]);}}push (@TR nr3, $TR 3[$k-3]);push (@VR nr3, $SVR 3[$k-3]);}

for (my $k=0; $k<4; S$k++) {push (@TR nr4, $TR 4[S$k+1]); push (@VR nr4, SVR 4[$k+l]); for (my $n=1; S$n<scalar (@TR 4)-4; $n = S$n+4) {my $i = S$n + 4;
if ( (STR 4[$n+Sk]!= STR 4[S$i+$k]-1) || (SVR 4[Sn+$Sk]!= $VR 4[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr4, $TR 4[$n+Sk]);push (@TR nrd4, STR 4[S$i+$k]); push (QVR nr4,
SVR_4[$n+Sk]);push (@VR nr4, SVR 4[$i+Sk]);}}push (@TR nr4, $STR 4[S$k-4]);push (@VR nr4, SVR 4[Sk-4]1);}

for (my $k=0; $k<5; $k++) {push (@TR nr5, $TR 5[$k+1]); push (@VR nr5, SVR 5[$k+1]); for (my $n=1; $Sn<scalar (@TR 5)-5; $n = $n+5) {my $i = $n + 5;
if ( (STR 5([$n+$k]!= STR 5([$i+Sk]-1) || (SVR 5([$n+Sk]!= SVR 5[$i+$k]-1)) {push (@TR nr5, $TR 5([$n+$k]);push (@TR nr5, $TR 5([$i+S$k]); push (@VR nr5,

SVR 5[$n+$k]);push (@VR nr5, $VR 5[$i+$k]);}}push (@TR nr5, STR 5([$k-5]);push (@VR nr5, $VR 5[$k-5]);}
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for (my $k=0; $k<6; $k++) {push (€TR nr6, S$STR 6[$k+1]); push (QGVR nr6, $SVR 6[$k+1l]); for (my $n=1; S$n<scalar (G@TR 6)-6; $n = $n+6) {my $i = $n + 6;
if ( (STR 6[Sn+$k]!= STR 6[$i+Sk]-1) || (SVR 6[$n+Sk]!= SVR 6[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr6, STR_6[$n+Sk]);push (@TR nr6, STR 6[$i+Sk]); push (@VR nré,
SVR_6[$n+Sk]);push (@VR nr6, SVR 6[$i+$k]);}}push (@TR nr6, STR 6[$k-6]);push (@VR nr6, SVR 6[Sk-6]);}

for (my $k=0; $k<7; $k++) {push (€TR nr7, S$TR 7[$k+1]); push (QVR nr7, $VR 7[$k+1l]); for (my $n=1; Sn<scalar (G@TR 7)-7; $n = S$n+7) {my $i = $n + 7;
if ( (STR 7[Sn+$k]!= STR 7[$i+Sk]-1) || (SVR 7[$n+Sk]!= SVR 7[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr7, STR 7[$n+S$k]);push (@TR nr7, STR 7[$i+S$k]); push (@VR nr7,
SVR_7[$n+$k]);push (@VR nr7, SVR 7[$i+$k]);}}push (TR nr7, $TR 7[$k-7]);push (@VR nr7, $SVR 7[$k-71);}

for (my $k=0; $k<8; S$k++) {push (@TR nr8, $TR 8[S$k+1l]); push (VR nr8, SVR 8[$k+l]); for (my $n=1; $Sn<scalar (@TR 8)-8; $n = $Sn+8) {my $i = $Sn + 8;
if ( (STR 8[Sn+$k]!= STR 8[$i+Sk]-1) || (SVR 8[$n+Sk]!= SVR 8[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr8, STR 8[$n+Sk]);push (GTR nr8, STR 8[$i+Sk]); push (EVR nr8,
SVR 8[$n+$k]);push (@VR nr8, $VR 8([$i+$k]);}}push (@TR nr8, $TR 8([$k-8]);push (@VR nr8, $VR 8[$k-8]);}

for (my $k=0; $k<9; $k++) {push (€TR nr9, S$TR 9[$k+1]); push (QGVR nr9, $VR 9[$k+1l]); for (my $n=1; Sn<scalar (G@TR 9)-9; $n = $n+9) {my $i = $n + 9;
if ( (STR 9[Sn+$k]!= STR 9[S$i+Sk]-1) || (SVR 9[$n+Sk]!= SVR 9[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr9, STR 9[$n+Sk]);push (@TR nr9, STR 9[$i+Sk]); push (GVR nr9,
SVR_9[$n+$k]);push (@VR nr9, SVR 9[$i+$k]);}}push (@TR nr9, $TR 9([$k-9]);push (@VR nr9, SVR 9[$k-9]);}

for (my $k=0; $k<10; Sk++) {push (@TR nrl0, $TR 10[$k+1]); push (E@VR nrl0, $VR 10[$k+1]); for (my S$n=1; Sn<scalar (@TR 10)-10; $n = $n+10) {my $i =
$n + 10; if ( (STR_10[$n+Sk]!= STR _10[$i+$k1-1) || (SVR 10[$n+Sk]!= SVR 10[$i+Sk]-1)) {push (@TR nrl0, $TR 10[$n+$k]);push (@TR nrl0, $TR_10[$i+$k]);
push (@VR nrl0, $VR 10[$n+$k]);push (@VR nrl0, $VR 10[$i+$k]);}}push (@TR nrl0, $TR 10[$k-10]);push (@VR nrl0, $VR 10[$k-101);}

for (my $k=0; $k<11; $k++) {push (@TR nrll, $TR 11[Sk+1]); push (@VR nrll, SVR 11[$k+1l]); for (my $n=1; $n<scalar (@TR 11)-11; $n = $n+ll) {my $i =
$n + 11; if ( (STR_11[$n+Sk]!= STR _11[$i+$k1-1) || (SVR 11[$n+$k]!= SVR 11[$i+Sk]-1)) {push (@TR nrll, $TR 11[$n+$k]);push (@TR nrll, $TR_11[$i+$k]);
push (@VR nrll, SVR 11[$n+Sk]);push (@VR nrll, SVR 11[$i+Sk]);))push (@TR nrll, STR 11[$k-11]);push (@VR nrll, SVR 11[$k-11]1);}

for (my $k=0; $k<12; $k++) {push (TR nrl2, $TR 12[S$k+1]); push (@VR nrl2, SVR 12[$k+1l]); for (my $n=1; $n<scalar (@TR 12)-12; $n = $n+l2) {my $i =
Sn + 12; if ( (STR_12[$n+Sk]!= STR 12[Si+Sk]-1) || (SVR 12[$n+Sk]!= SVR 12[$i+Sk]-1)) {push (TR nrl2, $TR 12[$n+$k]);push (@TR nrl2, S$TR 12[$i+S$k]);
push (@VR nrl2, $VR 12[$n+$k]);push (QVR nrl2, SVR 12[$i+$k]);}}push (@TR nrl2, S$TR 12[$k-12]);push (QVR nrl2, SVR 12[$k-12]);}

for (my $k=0; $k<13; Sk++) {push (@TR nrl3, $TR 13[$k+1]); push (E@VR nrl3, $VR 13[$k+1]); for (my S$n=1; Sn<scalar (@TR 13)-13; $n = $n+13) {my $i =
Sn + 13; if ( (STR_13[$n+Sk]!= STR 13[$i+Sk]-1) || (SVR 13[$n+Sk]!= SVR 13[$i+$k]-1)) {push (TR nrl3, $TR 13[$n+$k]);push (@TR nrl3, S$TR 13[$i+Sk]);
push (@VR nrl3, $VR 13[$n+$k]);push (@VR nrl3, $SVR 13[$i+$k]);}}push (@TR nrl3, $TR 13[$k-13]);push (@VR nrl3, $SVR 13[$k-13]);}

for (my $k=0; $k<14; Sk++) {push (@TR nrl4, STR 14[S$k+1]); push (@VR nrl4, $VR 14[$k+1]); for (my S$n=1; Sn<scalar (@TR 14)-14; $n = $n+l4) {my $i =
$n + 14; if ( (STR_14[$n+Sk]!= STR _14[$i+$k1-1) || (SVR 14[$n+Sk]!= SVR 14[$i+Sk]-1)) {push (@TR nrl4, S$TR 14[$n+$k]);push (@TR nrld, $TR _14[$i+S$k]);
push (@VR nrl4, $SVR 14[$n+$k]);push (@VR nrld4, $SVR 14[$i+$k]);}}push (@TR nrl4, STR 14([$k-14]);push (@VR nrl4, SVR 14[$k-14]1);}

for (my $k=0; $k<15; $k++) {push (@TR nrl5, $TR 15[$k+1]); push (@VR nrl5, SVR 15[$k+1l]); for (my $n=1; $n<scalar (@TR 15)-15; $n = $n+l5) {my $i =
Sn + 15; if ( (STR_15[$n+Sk]!= STR 15[$i+Sk]-1) || (SVR 15[$n+$k]!= SVR 15[$i+5k]-1)) {push (@TR nrl5, $TR 15[$n+$k]);push (@TR nrl5, $TR 15[$i+5k]);
push (@VR nrl5, SVR 15[$n+$k]);push (@VR nrl5, SVR 15[$i+$k]);)})push (@TR nrl5, STR 15[$k-15]);push (@VR nrl5, SVR 15[$k-15]);)}

for (my $k=0; S$k<16; Sk++) {push (@TR nrl6, $TR 16[$k+1]); push (@VR nrl6, $VR 16[$k+1l]); for (my Sn=1; Sn<scalar (@TR 16)-16; $n = $n+l6) {my S$i =
Sn + 16; if ( (STR_16[Sn+Sk]!= $TR 16[$i+Sk]-1) || (SVR 16[Sn+$k]!= SVR 16[$i+Sk]-1)) {push (@TR nrl6, $TR 16[$n+Sk]);push (@TR nrl6, STR 16[$i+Sk]);
push (@VR nrl6, $SVR 16[$n+$k]);push (@VR nrl6, SVR 16[$i+Sk]);}}push (@TR nrl6, STR 16[$k-16]);push (@VR nrl6, SVR 16[$k-16]);}

for (my $k=0; $k<17; $k++) {push (@TR nrl7, $STR 17[Sk+1]); push (@VR nrl7, SVR 17[Sk+l]); for (my $n=1; Sn<scalar (@TR 17)-17; Sn = $n+l7) {my $i =
Sn + 17; if ( (STR_17[S$n+Sk]!= STR 17[$i+Sk]-1) || (SVR 17[$n+$k]!= SVR 17[$i+5k]-1)) {push (@TR nrl7, $TR 17[$n+$k]);push (@TR nrl7, $TR 17[$i+5k]);
push (@VR nrl7, $VR 17[$n+$k]);push (@VR nrl7, SVR 17[$i+$k]);}}push (@TR nrl7, S$TR 17[$k-17]);push (@GVR nrl7, SVR 17[Sk-17]);}

for (my $k=0; $k<18; Sk++) {push (@TR nrl8, $TR 18[$k+1]); push (@VR nrl8, $VR 18[$k+1l]); for (my Sn=1; Sn<scalar (@TR 18)-18; $n = $n+18) {my S$i =
Sn + 18; if ( (STR_18[$n+Sk]!= STR 18[$i+Sk]-1) || (SVR 18[$n+Sk]!= SVR 18[$i+5k]-1)) {push (@TR nrl8, $TR 18[$n+$k]);push (RTR nrl8, S$TR 18[$i+5k]);
push (@VR nrl8, $VR 18[$n+$k]);push (@VR nrl8, SVR 18[$i+$k]);}}push (@TR nrl8, $STR 18([$k-18]);push (@VR nrl8, $SVR 18[$k-18]1);}

for (my $k=0; $k<19; Sk++) {push (@TR nrl9, $TR 19[$k+1]); push (@VR nrl9, $VR 19[$k+1l]); for (my Sn=1; Sn<scalar (@TR 19)-19; $n = $n+l19) {my $i =
Sn + 19; if ( (STR_19[$n+Sk]!= $TR 19[$i+Sk]-1) || (SVR 19([Sn+$k]!= SVR 19[$i+Sk]-1)) {push (@TR nrl9, $TR 19[$n+Sk]);push (@TR nrl9, S$STR 19[$i+Sk]);
push (@VR nrl9, $VR 19[$n+$k]);push (@VR nrl9, $SVR 19[$i+$Sk]);}}push (@TR nrl9, $STR 19([$k-19]);push (@VR nrl9, $SVR 19[$k-19]);}

for (my $k=0; $k<20; $k++) {push (@TR nr20, $STR 20[$k+1]); push (@VR nr20, SVR 20[$Sk+l1l]); for (my $n=1; Sn<scalar (@TR 20)-20; S$n = $n+20) {my $i =
Sn + 20; if ( (STR _20[$n+$Sk]!= STR 20[$i+Sk]-1) || (SVR 20([Sn+$k]!= $VR 20[$i+Sk]-1)) {push (@TR nr20, $TR 20[$n+$k]);push (GTR nr20, $TR 20[$i+$k]);
push (@VR nr20, $VR 20[$n+$k]);push (@VR nr20, SVR 20[$i+$k]);}}push (@TR nr20, S$STR 20[$k-20]);push (Q@VR nr20, SVR 20([$k-20]);}

# two arrays (one for TR and one for VR) with the first position and the last positions for all repeats
my @all TR nr "y
my @all VR nr

(IRTIY
7
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# to add all first and last positions for successive positions of all repeats in one array

# positions for TR in @all TR nr and positions for VR in @all VR nr

if (3 <= $scal) { shift @TR nrl; push (€all TR nr , @TR nrl); shift @VR nrl; push }

if (3 <= $sca2) shift @TR nr2; push (@all TR nr , @TR nr2); shift @VR nr2; push }

if (3 <= $sca3l) shift @TR nr3; push (Qall TR nr , QTR nr3); shift @VR nr3; push (Gall VR nr , @QVR nr3 }

if (3 <= $sca4) shift @TR nr4; push (€all TR nr , @TR nrd4); shift @VR nr4; push (€all VR nr , @VR nrd4); }
}
}
}
}

(@all VR nr , @VR nrl)

) ( )

) ( )

) ( _nr4)

if (3 <= $scab) shift @TR_nr5; push (@all TR nr , @TR nr5); shift @VR nr5; push (@all VR nr , @VR nr5);
) ( )

) ( )

) ( )

( )

@all VR nr , @VR nr2

if (3 <= $scab) shift @TR nr6; push (€all TR nr , @TR nr6); shift @VR nr6; push (@all_VR nr , @VR nré6
if (3 <= $sca’) shift @TR nr7; push (@all TR nr , @TR nr7); shift @VR nr7; push (Gall VR nr , @VR nr7
if (3 <= $scal) shift @TR nr8; push (€all TR nr , @TR _nr8); shift @VR nr8; push (@all VR nr , @VR nr8
if (3 <= $sca9) shift @TR_nr9; push (Rall TR nr , @TR nr9); shift @VR nr9; push (@all VR nr , @VR nr9); }
if (3 <= $scal0) shift @TR_nrl0; push (@all TR nr , @TR _nrl0); shift @VR nrl0; push (@all VR nr , @VR nrl0
if (3 <= $scall) shift @TR nrll; push (€all TR nr , QTR nrll); shift @VR nrll; push
if (3 <= $scal2) shift @TR nrl2; push (@all TR nr , QTR nrl2); shift @VR nrl2; push
if (3 <= $scal3) shift @TR_nrl3; push (@all TR nr , @TR nrl3); shift @VR nrl3; push
if (3 <= $scal4) shift @TR _nrl4; push (@all TR nr , @TR nrld4); shift @VR nrl4; push
if (3 <= $scalb) shift @TR nrl5; push (@all TR nr , @TR nrl5); shift @VR nrl5; push

)

)

)

)

)

’

P T PSP

’

)
@all VR nr , @VR nrll);
@all VR nr , @VR nrl2)
@all VR nr , @VR_nrl3)
@all_VR nr , @VR_nrld);
@all VR nr , @VR nrl5);
)
)
)
)
)

’

’

’

if (3 <= $scalé6) shift @TR nrl6; push (@all TR nr , @TR nrl6); shift @VR nrl6; push
shift @TR _nrl7; push (@all TR nr , @TR nrl7); shift @VR nrl7; push
shift @TR _nrl8; push (@all TR nr , @TR nrl8); shift @VR nrl8; push
shift @TR nrl9; push (€all TR nr , QTR nrl9); shift @VR nrl9; push
shift @TR nr20; push (@all TR nr , @TR nr20); shift @VR nr20; push

@all VR nr , @VR nrlé
@all VR nr , @VR_nrl7
@all VR nr , @VR_nrl8
@all VR nr , @VR nrl9
@all VR nr , @VR nr20

’

if (3 <= $scal’)
if (3 <= $scals8)
if (3 <= $scal?9)
if (3 <= $sca20)

’

’

D S N NS
L N D N D VN N}

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

’

shift @all TR nr;
shift @all VR nr;

my $n;
# after the assembly of all positions for all repeats, the positions are scattered
# in this loop the ruptured positions will be connected with each other
MYLOOP2: for ($n=0; $n< @all TR nr;$n = $n+2) {
for (my $i=0; $i<@all TR nr;S$i= $i+2) {

if ($all TR nr[$n+l] == $all TR nr[$i]-1) {

if ($all VR nr([$n+l] == $Sall VR nr([$i]-1){

splice (@all TR nr, $i, 1, $all TR nr[s$n]); splice (Gall TR nr, $n, 2);

splice (@all VR nr, $i, 1, $all VR nr[s$n]); splice (€all VR nr, $n, 2);

$n=0;

next MYLOOP2

}

}

elsif ( ($all TR nr[$i+l] == $all TR nr[$nl-1)) |
if ($all VR nr[$i+l] == $all VR nr([$n]-1) {
splice (@all TR nr, $i+l, 1, $Sall TR nr([$n+l]); splice (@all TR nr, $n, 2);
splice (@all VR nr, $i+l, 1, $all VR nr([Sn+l]); splice (@all VR nr, $n, 2);
$n=0;

next MYLOOP2
}
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# number of elements in the array with final positions
my $scaTRnr =scalar (@all TR nr);

for (my $n=1; $n<= $scaTRnr/2; S$n++) {

# the exact length of the repeat
my Srepeatlen = $all TR nr([l] - $all TR nr[0]+50;
my $allTRnr50 = $all TR nr[1]+49;
my $allVRnr50 = $all VR nr[1]+49;

my $TRseq = substr ($genome, $all TR nr[0],Srepeatlen);
my S$VRseq = substr ($genome, $all VR nr([0], S$Srepeatlen);
my S$TR postoRT = $all TR nr([0] - S$start;
my $VR postoRT = $all VR nr[0] - $start;

## to calculate number of each base in DNA sequence
## in order to calculate number of subsituted base in VR

# for TR
my $TRseqobj = Bio::PrimarySeg->new (-seq => $TRseq,
-alphabet => 'dna',
-id => 'test');

my $TRseq stats = Bio::Tools::SeqStats->new (-seq => $TRseqobj);

# obtain a hash of counts of each type of monomer
# (i.e. amino or nucleic acid)
STRseq stats = Bio::Tools::SeqStats->new (-seq =>$TRseqobj);

my $TR hash ref = $TRseq stats->count monomers (); # e.g. for DNA sequence
# for VR
my S$VRseqobj = Bio::PrimarySeg->new (-seq => $VRseq,
-alphabet => 'dna',
-id => 'test');

my $VRseq stats = Bio::Tools::SegStats->new (-seq => $VRseqobj);

# obtain a hash of counts of each type of monomer

# (i.e. amino or nucleic acid)

SVRseq stats = Bio::Tools::SegStats->new (-seq =>$VRseqobj);

my S$VR hash ref = $VRseq stats->count monomers (); # e.g. for DNA sequence

# number of bases (A, C, G, and T) in TR and VR

# N if genome contains nucleotides marked as N (non normal bases A, C, G, and T)
my STR A = 0;

my STR C =
my $TR G =
my STR T
my $TR N
my $VR A
my SVR C

7

’

’

0
0
0
0 .
0
0

7

7

’
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my $VR_G
my $VR T =
my $VR_N
my $TR_ b
my $VR b =

’
’

0
0
0;
0
0

’

’

# number of substituted bases A (C, G or T) in VR
my S$b_subs;

foreach my $base (sort keys %STR hash ref) ({
if (Sbase eq $b) {$b_subs = (STR hash ref->{Sbase}) - (SVR hash ref->{S$base}); STR b =
# if (Sbase eq 'A'){SA subs = (STR hash ref->{S$base}) - (SVR hash ref->{S$base}); STR A
if ($base eq 'A'){STR A = $TR hash ref->{Sbase}; $VR A = SVR hash ref->{S$base};}
if ($base eq 'C'){$TR C = $TR hash ref->{Sbase}; $VR C = SVR hash ref->{S$base};}
if (Sbase eq 'G') {STR G STR _hash ref->{S$base}; SVR G SVR hash ref->{S$base};}
'T')
)

$TR _hash ref->{$base}; $VR b

= $VR_hash ref->{$base};}
STR _hash ref->{S$base}; SVR A =

SVR hash ref->{Sbase};}

if (Sbase eq {STR T STR _hash ref->{S$base}; SVR T SVR hash ref->{$base};}
if ($base eq 'N'){$TR N = $TR hash ref->{$base}; $VR N = $VR hash ref->{$base};}
}

if ($basenumb < $TR b) {
if ($subs <= $b_subs) {
if ($TR N == 0) {
print OUTFILE ">TRSn/$all TR nr[0]--$allTRnr50/\n$TRseg\t\tA: $TR A\tC: STR _C\tG: S$TR G\tT: $TR T\n>VR$n/$all VR nr[0]--
$allVRnr50/\nSVRseq\t\tA: SVR_A\tC: $VR C\tG: SVR_G\tT: $VR T\nnumber of substituted base $b: S$Sb_subs\nposition of RT relative to TR is
STR postoRT\nposition of RT relative to VR is $VR postoRT\n\n";
}
}

shift (@all TR nr);
shift (Qall TR nr);
shift (Q@all VR nr);
shift (@all VR nr);
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use strict;

use warnings;

my @RT_list = (
291522399,

338762709

for (my $i=0; Si<@RT_list; Si++){

#foreach my Sname (@RT_list){

open (OUT,">artemis_SRT_list[Si].txt#") or die "Opening output file failed: $!\n";
open (INFILE,"SRT_list[Si].txt") or die "Opening input file failed: $!\n";

#print OUT "SRT_list[Si]\t";

#print OUT "Sname\t";
#print OUT "\n";

my @Inlines =<INFILE>;
my Sstart;

my Send;

my SRT_start;

my SRT_end;

my STR_start;

my SVR_start;

my STR_end;

my SVR_end;

my Slen;

my SRT_comp_Start;



my STR_comp_Start;

my SVR_comp_Start;

my STR_len;

my SVR_len;

my SRTpos;

my STRpos;

my SVRpos;

#for (my Si=1; Si<@Inlines; Si++)
#

if (SInlines[0] =~m/ART (\d+)\.\. (\d+)\s*\w*\s*\w*\s*\w*\W*\s* (\d*)/)

for (my $m=5000 ; 0<=$m; $Sm--){

# Sstart= $1-5000;
Sstart= $1-Sm;

if (0 <=Sstart ){
SRT_start = $1-Sstart+1;

SRT_end = $2-Sstart+3;

printf OUT ("%-5s", "FT");

printf OUT ("%-16s", "CDS");
print OUT "$RT_start..$RT_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/note=\"RT\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/color=9";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "RT");
print OUT "$RT_start..$RT_end";

print OUT "\n";




printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/note=\"RT\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/color=9";

print OUT "\n";

for (my Si=1; Si<@Inlines; Si++)

if (SInlines[Si] =~m/A>TR\d*\W{1} (\d+)-- (\d+)\W{1}\s*/)

STR_start = $1-Sstart+1;

STR_end = $2-Sstart+3;

printf OUT ("%-5s", "FT");

printf OUT ("%-16s", "TR");

print OUT "STR_start..STR_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/note=\"TR\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/color=3";

print OUT "\n";

elsif (SInlines[$i] =~m/A>VR\d*\W{1} (\d+)-- (\d+)\W{1}\s*/)

SVR_start = $1-Sstart+1;

SVR_end = $2-Sstart+3;

printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "VR");

print OUT "SVR_start..SVR_end";



print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/note=\"VR\"";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/color=2";

print OUT "\n";

last

m

elsif ($Inlines[0] =~m/ART complement\W* (\d+)\.\. (\d+)\W*\s*\w*\s*\w*\s*\w*\W*\s* (\d*)/)

SRTpos =$1;

for (my $m=5000 ; 0 <=5m; Sm--){
SRT_comp_Start = $3-$1;
# Sstart= $1-5000;

Sstart= SRT_comp_Start-Sm;

Slen = $2-$1;

SRT_start = SRT_comp_Start-Sstart;

SRT_end = $Sm+Slen-3;

if (0 <=$start ){

# my Sstt = $3-$2;
# my Sendd = $3-$1-3;
#last}
printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "CDS");
print OUT "$RT_start..SRT_end";
print OUT "\n";
printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/note=\"RT\"";



print OUT "\n";
printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/color=9";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-5s", "FT");

printf OUT ("%-16s", "RT");

print OUT "$RT_start..$RT_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/note=\"RT\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/color=9";

print OUT "\n";

for (my S$i=0; Si<@Inlines; Si++)

if (SInlines[$i] =~m/A>TR\d*\W{1} (\d+)-- (\d+)\W{1}]\s*/)

STRpos =$1;

if (SRT_comp_Start < $STRpos)

STR_comp_Start = $1-SRT_comp_Start;

STR_start =STR_comp_Start + $Sm + Slen;
STR_len = $2-51;

STR_end = STR_start +STR_len;

printf OUT ("%-5s", "FT");

printf OUT ("%-16s", "TR");

print OUT "STR_start.. STR_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");




print OUT "/note=\"TR\"";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/color=3";

print OUT "\n";

elsif (STRpos < SRT_comp_Start)

STR_comp_Start = $1-SRT_comp_Start;
STR_start =STR_comp_Start + Sm + Slen;
STR_len = $2-$1;

STR_end = STR_start +STR_len;

printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "TR");

print OUT "STR_start.. STR_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/note=\"TR\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/color=3";

print OUT "\n";

elsif (SInlines[$i] =~m/A>VR\d*\W{1} (\d+)-- (\d+)\W{1}\s*/)

if (SRT_comp_Start < $STRpos)

SVR_comp_Start = $1-SRT_comp_Start;

SVR_start =SVR_comp_Start + $Sm + Slen;

SVR_len = $2-$1;



SVR_end = SVR_start +SVR_len;

printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "VR");
print OUT "$VR_start..SVR_end";
print OUT "\n";
printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/note=\"VR\"";
print OUT "\n";
printf OUT ("%-21s", "FT");
print OUT "/color=2";

print OUT "\n";

elsif (STRpos < SRT_comp_Start)

SVR_comp_Start = $1-SRT_comp_Start;
SVR_start =SVR_comp_Start + Sm + Slen;
SVR_len = $2-$1;

SVR_end = SVR_start +SVR_len;

printf OUT ("%-5s", "FT");
printf OUT ("%-16s", "VR");

print OUT "SVR_start..SVR_end";
print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/note=\"VR\"";

print OUT "\n";

printf OUT ("%-21s", "FT");

print OUT "/color=2";

print OUT "\n";

Hast



m

print OUT ">SRT _list[Si]\n";
#name\n";
print OUT "SInlines[3]";

next



Autor: Dipl.-Biol. Mohamed Lisfi, Abteilung fiir Genetik, TU Kaiserslautern

use strict;
use warnings;

my Q@RT list = (
#GI numbers here
)i

foreach my $name (QRT list) {

open (INFILE,"S$name.txt")

my @Inlines =<INFILE>;

my @linebasel;
my @linebase2;

open (OUT,">graph Sname.txt") or die "Opening output file failed: $!\n";

for ( my $n=1; $n<@Inlines; $n++)

{

if ($Inlines[$Sn] =~m/">TR\d*\W{1l}
=~m/ (\w+)\s*/;

SInlines[S$n+1]
@linebasel = spli

if ($Inlines[$n+
$Inlines[$n+3] =~m/

t (//, 81);

2] =~m/">VR\d*\W{1}
(\w+) \s*/;

@linebase2 = split (//, $1);

chomp $Inlines([$n];
chomp $Inlines[$n+2

unshift (@linebasel
unshift (@linebase2
}

printf OUT ("%-30s",
printf OUT ("%30s", "
printf OUT ("%-30s",
for (my $m =1 ; Sm<@
{
if ($linebasel [Sm]
{
print OUT "|";
}
else
{
print OUT "x";
}
}
print OUT "\n";
printf OUT ("%-30s",
printf OUT ("%30s",
}
}

17
, SInlines([Sn]);
, $Inlines[$n+1]);

"SInlines[$n]");
$Inlines([$n+1]1");
ey

linebasel; Sm++)

eq $linebase2[$m])

"S$SInlines[$n+2]1");

"$Inlines[$n+3]1\n");

(\d+) --

(\d+) --

or die "Opening input file failed: $!\n";

(\d+)\W{L1}\s*/) {

(\d+)\W{L1}\s*/) {
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