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Zusammenfassung

Escherichia coli stellt aufgrund hoher Wachstumsraten, der Toleranz gegeniiber vielfélti-
gen Kultivierungsbedingungen und effektiven genetischen Modifizierungsméoglichkeiten nach
wie vor einen der wichtigsten Produzenten rekombinanter Proteine fiir die biotechnologische
Produktion und Forschung dar. Zur Optimierung der Produktausbeuten weisen Sekretionss-
trategien gegeniiber der konventionellen cytoplasmatischen Expression viele Vorteile auf,
wie ein signifikant vereinfachtes downstream processing bei oftmals deutlich erhéhten Pro-
duktmengen an biologisch aktivem und l6slichem Protein. Die fiir derartige Applikationen
nutzbaren bakteriellen Hauptsekretionspfade Sec und Tat unterliegen allerdings limitierten
Exportkapazitéaten. Ein detailliertes mechanistisches Verstdndnis der komplexen molekula-
ren Interaktionen des Sekretionsvorgangs ist in diesem Kontext hochst erstrebenswert. Zu
diesem Zweck wurde der Sekretionsvorgang auf Transkriptomebene mittels kommerzieller
whole-genome DNA-Microarrays evaluiert. Anhand verschiedener induzierbarer Sekretions-
systeme erfolgte sowohl die Analyse der Tat- und Sec-spezifischen Translokation ins Peri-
plasma als auch die extrazelluldre Sekretion mittels Stimmen, die sogenannte bacteriocin
release proteins (BRPs) coexprimieren. Anhand der Daten aus den whole-genome Expe-
rimenten wurde ein sekretionsspezifischer low-density Microarray mit 109 genspezifischen
Oligonukleotiden etabliert und zur routineméfigen Applikation gebracht. Es konnte gezeigt
werden, dass die differentielle Genexpression der sekretionsspezifischen Gene innerhalb weni-
ger Minuten stattfindet. Aufgrund der BRP-Expression wurden substantielle regulatorische
Effekte auf Membranstress-assozierte Gene beobachtet, als Beispiel sei hier das Rfa- und
das Phagenschockoperon pspABCDE sowie die Gene spy und lolAB genannt. Zudem fand
die differentielle Expression von Komponenten der LPS- und Peptidoglykan-Biosynthese so-
wie weiterer Gene statt, die in der Aufrechterhaltung der Membranintergritéten fungieren.
Eine Initiation der zelluldren Stress- und SOS-Antwort wurde anhand der differentiellen
Expression der Gene lexA, recA und soxS beobachtet. Fiir die Sec- und Tat-spezifische Se-
kretion wurde die Regulation von verschiedenen Chaperonen (FkpA, GroES, GroEL), von
Komponenten der bakteriellen Translokase (SecY, SecE, TatD), sowie von Genen, die me-
chanistisch in den Sekretionsvorgang involviert sein konnten (mltE, imp), nachgewiesen.
Durch Coexpression von Chaperonen und Translokase-Komponenten konnte eine signifi-
kante Steigerung der Sekretionseffizienzen erzielt werden. Deshalb stellen sie interessante
Ziele fiir Optimierungsstrategien dar. Zur besseren Vergleichbarkeit von Expressionsprofilen
und funktionellen Interaktionen wurden die regulierten Gene einer k-means Clusteranaly-
se unterzogen. Die Verifikation der Chip-generierten Daten mittels quantitativer real-time
PCR und Northern Blotting wurde exemplarisch anhand des Datensatzes einer low-density
Microarray-Analyse gezeigt. Zusétzlich wurde die Methode der Chiptechnologie selbst wei-
terentwickelt, indem neue innovative und multiple Fluorophore, sogenannte Quantum Dots,
eingesetzt wurden und ein System zur absoluten Quantifizierung etabliert wurde.

Schliisselbegriffe: Proteinsekretion, Sec-Pathway, Tat-Pathway, bacteriocin release proteins,
Quantum Dots, DNA-Microarray Technologie, Clustering, Bioreaktorkultivierung



Abstract

E. coli still remains one of the most important hosts for the production of recombinant
proteins in science and biotechnology industry. Secretion of recombinant proteins comprises
many advantages over conventional cytoplasmic expression strategies as e.g. a significant-
ly facilitated downstream processing. In addition more soluble product with an enhanced
biological activity can be obtained in most cases. Utilizing the natural secretion pathways
Sec and Tat is limited by the secretion-capacity of the translocase. Therefore, a detailed
insight into the complex underlying regulatory mechanisms of the secretion process is de-
sirable to resolve this bottleneck for the recombinant protein production. For that purpose
the secretion-process is evaluated on the transcriptom-level using commercially available
whole-genome DNA-microarrays. Different secretion-systems for the Sec- and Tat-specific
translocation into the periplasm and the secretion into the extracellular space, mediated by
coexpressed bacteriocin release proteins (BRPs), were evaluated. The results of the whole-
genome experiments were used to develop and apply a secretion-specific low-density array
with 109 gene-specific oligonucleotides. It was validated that the differential expression of
secretion specific genes occurs within few minutes. BRP-expression causes substantial regu-
latory effects of genes involved in the response to membrane stress as e.g. the Rfa- and the
phage-shock operon as well as genes spy and lolAB. Furthermore genes involved in main-
taining the membrane-integrity or coding for components of the Lipopolysaccharide- and
peptidoglycan-biosynthesis were differentially expressed. An initiation of stress and SOS-
response was observed by the regulation of genes lexA, soxS and recA. For the Sec- and
Tat-specific secretion the regulation of different chaperones (e.g. GroES, GroEL and FkpA),
components of the bacterial translocase (e.g. SecY, SecE, Tat D) and genes potentially invol-
ved in the secretion-mechanism (e.g. mltE, imp) were observed. Coexpression-strategies of
translocase-components and chaperones aiming at an enhanced secretion were proved to be
sucsessful in many cases. Therefore, these regulated genes were highly promising candidates
for optimisation strategies. For the identification of similar expression-profiles and functional
interactions, the regulated genes were clustered using k-means algorithm. The verification
of the microarry-data with quantitative real-time PCR and northern blotting was perfor-
med exemplary by a low-density data-set. In addition the DNA-microarray technology was
not only used but optimized by establishing a new innovative microarray-detection system
based on quantum-dot fluorophores and an array-based system for absolute quantification.

Keywords: protein secretion, sec-pathway, tat-pathway, bacteriocin release proteins, Quan-
tum Dots, DNA-microarray technology, clustering, bioreactor cultivations



1 Einfiihrung

Die Herstellung von rekombinanten Proteinen fiir Forschung, industrielle Biotechnologie und
medizinische Applikationen gewinnt zunehmend an Bedeutung und wirtschaftlicher Rele-
vanz. Allein der Umsatz von gentechnisch erzeugten Arzneimitteln betrug 2005 2,06 Mrd.
Euro, dies entspricht einem Anteil an allen Wirkstoffen von 3,6 Prozent. Das Marktvolu-
men fiir Enzyme ist in den letzten Jahren um 50 Prozent gewachsen und die Prognosen
namhafter Wirtschaftsinstitutionen (Festel Capital 2004, McKinsey 2003) sagen fiir die wei-
e oder industrielle Biotechnologie weitere hohe Wachstumsraten voraus. Besonders unter
dem Aspekt nachhaltiger industrieller Produktion werden biotechnologische Prozesse weiter
an Bedeutung gewinnen und haben in einigen Bereichen bereits die Marktfiihrerschaft er-
langt (Positionspapier der DECHEMA: Weife Biotechnologie (2004)). Seit dem prominenten
Beispiel der rekombinanten Insulin-Produktion in FEscherichia coli im Jahre 1978 wurden
tiber 70 rekombinante Proteine fiir die humane Medikation in der BRD zugelassen (Stand
2005). Nach wie vor stellt das gram-negative Bakterium Escherichia coli einen der wichtigs-
ten Wirtsorganismen zur Produktion rekombinanter Proteine dar. Neben einer detailliert
erforschten Genetik liegen die Griinde dafiir in einer hohen Produktivitéit, der Toleranz ge-
geniiber vielfaltigen Kultivierungsbedingungen sowie der Existenz etablierter und effizienter
Aufreinigungsmethoden (Holland et al. (1990), Rinas et al. (2004)). Konventionelle cyto-
plasmatische Expressionsstrategien weisen gegeniiber der Sekretion rekombinanter Proteine
ins Kulturmedium oder Periplasma gram-negativer Prokaryonten entscheidende Nachteile
auf. Neben einem signifikant vereinfachten downstream processing ist die Proteaseaktivitit
im extrazelluliren Raum deutlich reduziert. Zudem verhindern die im Cytoplasma vorherr-
schenden reduzierenden Bedingungen oftmals eine korrekte Ausbildung von Disulfidbriicken,
welche fiir die Proteinfaltung entscheidend sein kénnen. Besonders fiir Wachstumsfaktoren
und Antikorperfragmente besitzt dieses Faktum Relevanz (Fernandez et al. (2000)). Die Her-
stellung mancher rekombinanter Proteine wird durch Sekretionsstrategien erst ermoglicht.
Dies gilt fiir Falle, in denen das cytoplasmatisch lokalisierte Protein fiir den Wirt toxisch
ist oder einem schnellen proteolytischen Abbau unterliegt (Binet et al. (1997)). Zudem tritt
bei der prokaryontischen Expression einiger eukaryontischer Proteine, bedingt durch die N-
terminale Methionin-Elongation, eine drastische Reduktion ihrer biologischen Aktivitat auf
(Qui et al. (1998)). Aufgrund der post-sekretorischen Prozessierung des Sekretionssubstrates
durch die Signalpeptidasen kann diese Problematik ebenfalls umgangen werden. Manche Se-
kretionspfade diskriminieren aktiv zwichen korrekt gefaltetem und fehlgefaltetem Substrat
und sezernieren somit ausschliefilich die biologisch aktive Form des rekombinanten Proteins.
Dies entspricht einer drastischen Steigerung der spezifischen Aktivitédt und ist besonders fiir
eine biochemische Charakterisierung und fiir die Strukturaufklarung von immenser Bedeu-
tung (Pedelacq et al. (2002), Goulding et al. (2003)). Zusammengefasst erhéhen Sekreti-
onsstrategien haufig die Ausbeute an biologisch aktiven Protein bei drastisch vereinfachten
Aufreinigungsbedingungen. In FE. coli existieren zwei Hauptsekretionspfade Sec und Tat,
welche Substrate mit einer spezifischen N-terminalen Signalsequenz ins Periplasma translo-
kieren (Mori et al. (2001), Palmer et al. (2003), Briiser et al. (2007)). Um eine extrazellulére
Lokalisierung der ins Periplasma gelangten Proteine zu realisieren hat sich die Coexpression
sogenannter bacteriocin release proteins (BRPs) als besonders vorteilhaft erwiesen (Abra-
hansen et al. (1986), Rahman et al. (2005)). Ungliicklicherweise unterliegen die natiirlichen
Sekretionspfade in FE. coli einer Kapazitédtslimitierung, da das Bakterium im natiirlichen
Habitat nur geringe Mengen und wenige Substrate sekretiert. Aus diesem Grund ist ein de-



tailliertes Verstdndnis der komplexen molekularen Vorgange und Interaktionen, denen der
Sekretionsprozess unterliegt, wiinschenswert. Zur Steigerung der Sekretionseffizienzen haben
sich verschiedene Optimierungsstrategien als erfolgreich erwiesen. Diese beinhalteten die Co-
expression von Komponenten der bakteriellen Translokase oder Chaperonen (Schaffner et al.
(2001), Li et al. (2003), Perez-Rodriguez et al. (2007). Bis dato existieren derartige Optimie-
rungsstrategien hauptséchlich auf Basis empirischer und unsystematischer Evaluierungen im
Rahmen proteinanalytischer Studien. Erstmalig sollen in dieser Arbeit die der Proteinsekre-
tion zugrunde liegenden komplexen biochemischen Interaktionen in der Zelle ganzheitlich
und systematisch auf globaler Transkriptomebene erfasst werden. Aufgrund des hochpar-
allelen und flexiblen Analysenformats finden dabei Microarray-basierte Detektionssysteme
als Schliisseltechnik Anwendung. Die transkriptionellen Analysen basieren auf der Verwen-
dung unterschiedlicher Sekretionsstdmme, welche fiir verschiedene Reporterproteine des Sec-
und Tat-Pfades codieren. Die extrazelluldare Lokalisierung der Reporterproteine wird mit-
tels Coexpression der angesprochenen BRPs realisiert. Basierend auf den Daten von whole-
genome Experimenten soll ein applikationsspezifischer low-density Microarray designed und
etabliert werden. Fiir die Interpretation der komplexen Microarray-Daten soll neben einer
Datenbankanalyse ein Daten-Clustering durchgefiihrt werden. Clusteranalysen stellen ein
wichtiges Werkzeug zur Identifizierung &hnlicher Expressionsverlaufe oder Funktionalité-
ten von Genen dar. Anhand der generierten Daten sollte es moglich sein, systematische
Optimierungsstrategien zur Generierung von Sekretionsstdmmen mit einer erhdhten Sekre-
tionseffizienz zu etablieren. Im zweiten Teil der Arbeit ist der Fokus auf neue Detektions-
und Applikationsmoglichkeiten fiir DNA-Microarrays gerichtet.

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Einfiihrung

Das gram-negative Enterobakterium FEscherichia coli (E. coli) ist von zwei Zellmembranen
umgeben, der duferen Membran welche, das Bakterium von seiner Umwelt separiert, und
der inneren Cytoplasmamembran. Zwischen diesen liegt die strukturgebende Komponente
des Peptidoglykans, eine diinne Schicht, die hauptséchlich aus den zwei Zuckerderivaten N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsiure sowie einer kleinen Gruppe von Aminoséuren
besteht. Der sich aufgrund der Lokalisation der beiden Membranen ergebendende Zwischen-
raum wird Periplasma genannt. Die Sekretion rekombinanter Proteine in das Kulturmedium
hat daher obligat durch diese zwei Membranen zu erfolgen, welche sich hinsichtlich Struk-
tur und Zusammensetzung substantiell unterscheiden. Wéahrend des Translokationsprozesses
muss dabei die Integritdt und Funktionalitdt der Membran gewahrt bleiben. In E. coli sind
bis dato flinf verschiedene natiirliche Sekretionstypen bekannt, von denen aber lediglich die
Typen I und II fiir die Sekretion rekombinanter Proteine von Bedeutung sind. Beim Typ
I erfolgt die extrazelluldre Sekretion in einem Schritt durch beide Membranen, wohingegen
bei der Translokation von Typ II ein periplasmatisches Intermediat auftritt (Mergulaho et
al. (2005)).

2.2 Typ I Sekretionsmechanismus

Der Typ I Sekretionsmechanismus wird von gram-negativen Bakterien zur Sekretion hoch-
molekularer Toxine und Exoenzyme verwendet. Die Exportmaschinerie besteht aus den
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beiden inneren Membranproteinen HlyB und HlyD, welche zur Familie der Transporter der
ABC-bindenden Kassette gehoren und einem &ufteren Membranprotein TolC (Blight et al.
(1994)). Die Translokation kann jedoch auch von anderen Sekretionspathways beeinflufst
werden, im Besonderen soll an dieser Stelle auf den SecB-abhéngigen Sekretionspathway
verwiesen werden. Der mit Abstand bedeutendste und am haufigsten verwendete Transpor-
ter ist das a-Haemolysin-System (HlyA) (Fernandez et al. (2000)). Die C-terminale Region
von HlyA enthélt die notwendige Information fiir die Translokation des Proteins und wird
dem gewiinschten rekombinanten Produkt angehéngt, welches somit von der Exportmaschi-
nerie als Substrat erkannnt wird. Die beiden ABC-Proteine lagern sich unter ATP-Aufnahme
zu einem stabilen Komplex zusammen und binden an das cytoplasmatisch lokalisierte Sub-
strat mit der C-terminalen Signalsequenz. Ein TolC-Trimer bildet einen Translokationskanal
(Lénge 14 nm, Durchmesser 3,5 nm) der beide Membranen verbindet und sich dabei an den
Komplex aus HlyB, HlyD und dem rekombinanten Protein bindet. Fiir die Translokati-
on des Substrates durch den Kanal ist ATP-Hydrolyse notwendig, nach erfolgtem Trans-
port dissoziert TolC vom HlyB/HlyD-Komplex, wobei die Membranen wieder voneinander
separiert werden. Wahrend des Transports durch den Tunnel erfolgt die Ausbildung von
Disulfidbriicken, welche sich unabhéngig von den membrangebundenen Dsb-Enzymen voll-
zieht (Gentschev et al. (2002)). Rekombinante Proteine im Grofsenbereich von 50 bis 4000
Aminosduren wurden erfolgreich mittels dieses Pathways sekretiert, die Abmessungen des
Translokationstunnels erlaubt auch die Sekretion teilweise gefalteter Substrate. Bis zu fiinf
Prozent rekombinantes Protein bezogen auf den Gesamtproteingehalt der Zelle lassen sich
so sekretorisch darstellen (Mergulaho et al. (2005)). Trotz dieser Vorteile weist die Ver-
wendung dieses Sekretionspfades zwei entscheidende Nachteile auf. So wird die C-terminale
Signalsequenz nicht abgespalten, was einen zusétzlichen proteolytischen Schritt zur Pro-
duktgewinnung erforderlich macht. Des Weiteren ist es oftmals notig, durch Coexpression
der Komponenten des Sekretionspfades die Transportkapazitdt zu erhohen. Trotzdem lasst
sich zumeist nur durch die Realisierung niedriger Proteintranslationsraten eine Séttigung
der Exportkapazititen umgehen (Fernandez et al. (2000), Gentschev et al. (2002)).

2.3 Typ II Sektretionsmechanismus

Bei dem Sekretionsmechanismus vom Typ I handelt es sich um einen zweistufigen Prozess.
Fiir die Translokation durch die Cytoplasmamembran sind drei Pfade bekannt:

1. SecB-abhéngiger Pathway
2. Signal recognition particle (SRP)-Pathway
3. Twin arginine translocator (Tat)-Pathway

In dem zweiten Schritt der extrazellularen Sekretion, der Translokation durch die &u-
fere Membran, ist eine spezifische Proteinmaschinerie involviert, welche Sekreton genannt
wird. Daneben besteht aber fiir die rekombinante Proteinproduktion die Mdoglichkeit sich
einer unspezifischen Sekretion des periplasmatischen Inhalts zu bedienen. Hierfiir stehen ver-
schiedene chemische und physikalische Methoden zur Verfiigung. Besonders der Einsatz von
sogenannten bacteriocin release proteins soll an dieser Stelle erwdhnt werden. Abbildung 1
gibt eine Ubersicht iiber den Typ II-Sekretionsmechanismus.
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Abb. 1: Translokation rekombinanter Proteine durch die Cytoplasmamembran nach dem Typ
IT Sekretionsmechanismus. Aus Mergulaho et al. (2005).

2.3.1 SecB-abhangiger Sekretionspfad

Die grofse Mehrheit der von E. coli sekretierten Proteine wird mittels dieses Pathways trans-
lokiert, daher wird in Sekretionsstrategien zur rekombinanten Proteinproduktion zumeist
dieser Pfad verwendet. Die zentralen Membrankomponenten SecYEG fungieren auch beim
SRP-Pathway als Translokationstunnel durch die Cytoplasmamembran (siche auch Abbil-
dung 1). Substrate des Sec-Pathways besitzen eine dreigliedrige, N-terminale Signalsequenz
von 18-30 Aminosduren Lénge. Sie besteht aus einem positiv geladenen N-Terminus (N-
Region), einem zentralen hydrophoben Teil (H-Region) und einer polaren, helixbrechenden
Region (C-Region), welche die Schnittstelle fiir die prozessierende Signalpeptidase enthélt
(Christobal et al. (1999), Economou et al. (1999)). Aufgrund der positiven Ladung des
N-Terminus wird vermutet, dass dieser Teil der Signalsequenz von der negativ geladenen
Phospholipiddoppelschicht eine elektrostatische Anziehung erfihrt und daher dazu fungiert,
das Praprotein zur Membran zu dirigieren. Diese Vermutung wurde durch Mutationsstudi-
en bestétigt, welche eine erhéhte Translokationsrate als Folge einer Ladungserhéhung der
N-Region nachweisen konnten. Die H-Region umfasst 7-15 Aminoséduren. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Erh6hung der Hydrophobizitéit mit einer Erhéhung der Sekretionseffizienz
einhergeht und dass eine minimale Hydrophobizitdt notwendig ist, um eine Proteinsekretion
zu vermitteln. Das enstehende, noch ribosomal assoziierte Sekretionsprotein wird von einem
sogenannten Trigger-Faktor gebunden (Beck et al. (2000)). Diese Bindung verhindert, dass
das zu sekretierende Protein mit Komponenten des SRP-Pathways interagiert, und sie wird
aufrecht erhalten, bis das Préprotein das Ribosom verldsst (Maier et al. (2003)). Durch
das Chaperon SecB wird das Préprotein in einem Transport-kompetenten Zustand gehal-
ten. Indem sich das Chaperon an die reifende Region des Préproteins anlagert, wird seine
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vollstandige Faltung verhindert (Ullers et al. (2004)). In Gegenwart vom Préaprotein bindet
SecB an SecA, die periphere Membrankomponente der Translokase. Die Wechselwirkung von
SecA mit dem zu sekretierenden Protein wird durch die Signalsequenz erleichtert, welche
von SecA spezifisch erkannt wird. Die Bindung von ATP an eine der zwei ATP-bindenden
Doménen von SecA fithrt zur Freisetzung von SecB aus der Membran. Die Formierung der
Sec-Komponenten zu einer funktionsfdhigen Translokase ist dabei weiterhin unklar, es wur-
den sowohl mono-, di-, tri- und oligomere Formen postuliert (Breyton et al. (2002), Yahr et
al. (2000)). Die Bindung vom Préprotein an membrangebundenes SecA fiihrt zur Translo-
kation von ca. 20 Aminosduren. Nachfolgende Bindung von ATP erméglicht den Zutritt von
weiteren 15-20 Aminoséduren in den Translokationskanal. Fiir die vollstindige Translokati-
on des zu sekretierenden Proteins kommen zwei Arten von freier Energie zur Verwendung:
ATP-Hydrolyse und protonenmotorische Kraft. Im Translokationstunnel wird das Préaprote-
in unter ATP-Hydrolyse von SecA freigesetzt, welches selber aus der Membran deinsertiert
und durch cytosolisches SecA ersetzt werden kann. Sukzessive Runden von ATP-Hydrolyse
und Insertion/Deinsertion von SecA translokieren das Praprotein durch die Membran. So-
bald das Praprotein zur Halfte durch den Sekretionstunnel gelangt ist, vermag die proto-
nenmotorische Kraft die Translokation zu komplettieren (auch in Abwesenheit von SecA)
(Driessen et al. (2001)). Der limitierende Schritt bei der Sekretion mittels des Sec-Pfades
und damit auch der bottleneck fiir viele Produktionsprozesse ist die SecA-Freisetzung aus der
Membran. Bei einer Blockade des Exportes wird eine Erh6hung der SecA-Synthese beobach-
tet, weshalb Optimierungsstrategien haufig auf eine Erhohung der cytosolisch lokalisierten
SecA-Konzentration abzielen (Tziatzios et al. (2004)). Ungliicklicherweise bindet SecA al-
lerdings an seine eigene mRNA, was die Expression reprimiert. Neben dieser Selbstkontrolle
der Expression verkompliziert eine weitere Expressionskontrolle, diesmal auf der Transla-
tionsebene, den Erfolg einfacher Coexpressions-Strategien erheblich. Die Translation von
SecA wird durch das Produkt eines stromaufwérts liegenden sekretorischen Genes (secM)
kontrolliert. Beide Gene sind im selben Operon organisiert und liegen nach der Transkription
auf derselben polycistronsischen mRNA vor. Ist die Sekretion von SecM limitiert présentie-
ren die Ribosomen, welche den SecM-ORF translatieren, die Ribosomenbindedoméne der
SecA /SecM-mRNA und stimulieren so die SecA-Translation. Ist hingegen gentigend Export-
kapazitit vorhanden und wird SecM effektiv translokiert, so wird die SecA-Translation repri-
miert (Sarker et al. (2002)). Um diesem Umstand zu begegnen, wurden Strategien entwickelt,
die eine effektive SecM-Sekretion unterbinden. So verhindern zum Beispiel Mutationen im
Signalpeptid von SecM die Translokation, wodurch die SecA-Translation konstitutiv statt-
findet. Allerdings hat sich gezeigt, dass die Expression von Signalpeptid-mutierten SecM
extrem toxisch fiir die Zelle ist (Nakatogawa et al. (2002)). Eine Produktion von einem ar-
tifiziellen secA-Gen, isoliert von secM, ist ebenfalls hdufig keine addquate Losung, da die
Expression weniger effektiv verlauft als vom natiirlichen secAM-Operon (Nakatogawa et al.
(2004)). Um die limitierende Translokationskapazitét zu erhohen, hat die Verwendung soge-
nannter Protein-Lokalisationsmutanten (prl-Mutanten) oftmals erstaunliche Erfolge gezeigt.
Dabei handelt es sich um Mutationen im secY (prlA), secE (prlG), secG (prlH) oder secA
(prlD)-Gen, also jenen Genen deren Proteinprodukte den Translokationskanal bilden. Es
wird angenommen, dass die Mutationen den Tunnel entspannen und so auch fiir Substrate
mit defekten Signalsequenzen passierbar machen. Die bisher effektivste Mutante wurde im
secY-Gen gefunden (prlA4) und fiithrte zu einer zehnfach hoheren Sekretion des rekombi-
nanten Produktes verglichen mit dem Wildtyp (van der Wolk et al. (1998)). Trotz der vielen
Vorteile und Méglichkeiten einer Verwendung des Sec-Pfades fiir die extrazellulare Produk-
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tion von rekombinanten Proteinen gibt es auch deutliche Limitierungen in der Anwendbar-
keit. So geschieht die Sekretion mittels des Sec-Pfades zu grofien Teilen posttranslational
und sich im Cytoplasma schnell faltende Proteine kénnen nicht exportiert werden (Palmer
et al. (2003), De Lisa et al. (2004)). Die korrekte Faltung und damit 3D-Struktur ist zudem
fiir viele Cofaktor-tragende Enzyme von substantieller Bedeutung. Auch fiir diese Art von
Proteinen kommt eine Sekretion mittels des Sec-Pfades nicht in Betracht. Derartige Prote-
ine lassen sich mittels des twin-arginine translocator (Tat)-Pathways exportieren, welcher
nachfolgend in Abschnitt 2.3.3 vorgestellt wird.

2.3.2 SRP-Pathway

Der signal recognition particle (SRP)-Pathway nutzt ebenfalls den membrangebundenen
Teil der Sec-Translokase und soll daher an dieser Stelle nur kurz Erwdhnung finden. Ei-
ne N-terminale Signalsequenz mit stark hydrophobem Kern dirigiert Substrate zu diesem
Sekretionspfad. Der einzige Unterschied zur SecB-abhéngigen Signalsequenz besteht in der
fehlenden Bindestelle fiir den Trigger-Faktor (siehe Abschnitt 2.3.1). Eine erhohte Hydro-
phobizitéat der Signalsequenz erhoht auch beim SRP-Transport die Effizienz (Peterson et al.
(2003)). Kotranslational zur der am Ribosom entstehenden Proteinkette wird dieselbe vom
Faktor Ffh, assistiert von einer 4.5S rRNA, gebunden. Die Bindestelle fiir Ffh mit der am
Ribosom entstehenden Proteinkette iiberlappt mit der Bindestelle fiir den Trigger-Faktor,
weshalb ein diskriminierender Mechanismus propagiert wurde (Beck et al. (2000)). Mecha-
nistisch wird davon ausgegangen, dass SRP- und Trigger-Faktor des Sec-Pfades gleichzeitig
um die Bindestelle am Ribosom konkurrieren und gebunden bleiben bis die reifende Prote-
inkette sich vom selben 16st. Abhéngig von den Eigenschaften des Peptides wird entweder
die Bindung von SRP oder des Trigger-Faktors stabilisiert. Das Protein wird entweder
posttranslational via SecB-Pfad oder als kompletter Ribosom-SRP-Komplex von FtsY zur
Membran dirigiert. Wahrend der Interaktion mit den Phospholipiden der Membran wird
die GTPase Aktivitdt von FtsY und Ffh stimuliert. Als Folge davon wird die reifende Pro-
teinkette in den Translokationstunnel freigesetzt. Der Translokationstunnel wird meistens,
wie eingangs erwéhnt, von den Sec-Komponenten SecYEG gebildet (Tziatzios et al. (2004).
Einige Autoren berichten jedoch auch iiber die Nutzung anderer Translokationsporen (Yahr
et al. 2000)). Ein SRP-Targeting kann durch eine Erhhung der Hydrophobizitéat der Signal-
sequenz erreicht werden. Vorteilhaft gegeniiber einer Translokation via des SecB-abhéngigen
Pfades kann die Tatsache sein, dass der SRP-Pfad in der Lage ist, teilweise gefaltete Prote-
ine zu translokieren (Beck et al. (2000)). Sich im Cytoplasma schnell faltende Proteine sind
inkompatibel mit einer Sec-Translokation, allerdings ist die Sekretion vollstéandig gefalteter
Proteine nur mittels des Tat-Pfades moglich.

2.3.3 Tat-Pathway

Parallel zum Sec-Translokon und unabhéngig von diesem existiert in Bakterien (ein ana-
loges System findet sich auch im Thykaloidlumen der Chloroplasten héherer Pflanzen) ein
weiterer Sekretionspfad, welcher als twin-arginine translocator (Tat)-Pathway Eingang in
die Literatur gefunden hat. Der Name leitet sich von zwei aufeinanderfolgenden, hoch-
konservierten Argininen in der Signalsequenz der Tat-Substrate her. Dieser Sekretionspfad
weist die einzigartige Eigenschaft auf, unabhingig von ATP vollsténdig gefaltete Proteine
durch die Cytoplasmamembran zu translokieren. Natiirliche Substrate dieses Pfades sind
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z.B. Proteine, die in der respiratorischen Energiegewinnung des Bakteriums {iber Elektro-
nentransferkaskaden involviert sind (Sanders et al. (2001)). Solche Proteine gewinnen ihre
katalytischen Aktivitdten durch Bindung bestimmter Cofaktoren im Cytoplasma, welches
eine vorherige vollstdndige Faltung voraussetzt. Auch miissen diese Substrate obligat gefaltet
translokiert werden, um vollstéindig biologisch aktiv zu sein (Berks et al. (2000)). Ahnlich
dem Sec-Pathway besitzen Substrate, die mittels des Tat-Pfades translokiert werden, ei-
ne N-terminale, dreigliedrige Signalsequenz als Sekretionssignal. Allerdings weist diese eine
grofere Lange (25-50 Aminoséuren), hauptsichlich durch einen ausgedehnteren N-Terminus
verursacht, und eine geringere Hydrophobizitat in der zentralen H-Region auf. Eine positive
Ladung in der C-Region wie sie bei vielen Tat-Signalsequenzen auftritt, allerdings noch nie
bei Sec-Signalpeptiden beobachtet wurde, fungiert mit grofer Wahrscheinlichkeit als Aus-
schlusskriterium fiir den Sec-Transport (Blaudeck et al. (2001)). Dieses konnte auch dadurch
gezeigt werden, dass Sec-Signalpeptide ihre Fahigkeit verloren, ihr Protein zu exportieren,
wenn eine Substitution durch basische Aminoséduren in dieser Region vorgenommen wurde.
An der Grenze zwischen der C- und der H-Region befindet sich das schon eingangs er-
wahnte hochkonservierte Argininpaar, welches Teil einer Consensussequenz S-R-R-X-F-L-K
ist. Eine polare Aminosédure (S), eine variable Position X und zwei hydrophobe Aminoséu-
ren flankieren die Arginine, wobei die hydrophoben Positionen essentiell fiir eine effektive
Translokation sind. Die helixbrechende C-Region enthélt, analog den Sec-Signalpeptiden, die
Erkennungssequenz fiir die Prozessierung durch die Signalpeptidase nach erfolgter Translo-
kation. Die Positionen -1 und -3 relativ zur Schnittstelle der Peptidase werden dabei von
kleinen, ungeladenen Aminoséuren besetzt (Alami et al. (2003)). Zwei genetische Loci codie-
ren in E. coli fiir die Komponenten der Tat-Maschinerie; das Tat A-Operon, welches die vier
Gene tatABCD enthélt und das monocistronsische TatE. Die konstitutive Expression der
Tat-Komponenten deutet darauf hin, dass jene essentiell unter allen Wachstumsbedingungen
sind. TatA, TatB und TatE weisen eine &hnliche Struktur auf. Sie besitzen am N-Terminus
eine Transmembran-Helix, gefolgt von einer amphiphilen Helix, welche mit der cytoplas-
matischen Seite der Membran assoziert ist, und schlieflich einen in das Cytoplasma hin-
einragenden C-Terminus variabler Lange (Robinson et al. (2004)). Deletionsanalysen haben
ergeben, dass der C-Terminus nicht essentiell fiir die Translokation ist. TatC hingegen weist
eine unterschiedliche Struktur auf, es handelt sich dabei um ein stark hydrophobes Protein
mit sechs Transmembran-Helices sowie jeweils auf der cytoplasmatischen Seite der Mem-
bran lokalisierten N- und C-Terminus. Zwischen unterschiedlichen Spezies weist TatC die
grofite Aminosdurenkonservierung auf, die meisten davon in den cytoplasmatischen Loops
des Proteins. Dieser Befund ist konsistent mit der Beobachtung, dass TatC sehr wahrschein-
lich die spezifische Determinante der Substraterkennung ist (Tullman-Ercek et al. (2007)).
Das Gen tatD codiert fiir ein cytoplasmatisches Protein mit Nukleaseaktivitdt, welches al-
lerdings keine obligate Rolle im Tat-Export spielt. Fiir eine fuktionelle Translokase sind
in E. coli mindestens die drei Tat-Komponenten A,B,C notwendig. TatA und TatE weisen
Sequenzhomologien von iiber 50 Prozent auf und {ibernehmen iiberlappende Funktionen. Al-
lerdings wird TatA ca. 50-100 fach stirker exprimiert als dies fiir TatE der Fall ist, weshalb
auch tatE-Mutanten eine sehr viel hohere Sekretion als tatA-Mutanten zeigen (Mergulaho
et al. (2005)). In anderen Spezies liegen haufig auch nur TatAC-Systeme vor, TatA iiber-
nimmt hier die Funktion von TatB, da beide zur gleichen Klasse von Proteinen gehéren.
Auch in E. coli besitzt ein TatAC-System noch eine gewisse Restaktivitdat bei artifiziellen
Tat-Substraten. Alle Tat-Komponenten zeigen eine hohe Tendenz zur Oligomerisierung und
Selbstassoziation. TatB bildet mit TatC eine multimere Struktur, dieser Komplex bindet
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die Signalpeptide von Tat-Substraten. Mittels blauer, nativer PAGE lasst sich dieser Kom-
plex als zwei Banden bei 440 und 580 kDa im Gel sichtbar machen, was darauf hindeutet,
dass es sich entweder um zwei verschiedene Komplexe oder um einen Komplex mit zwei
verschiedenen Konformationen handelt (Briiser et al. (2007)). Die Substratbindung indu-
ziert den Einbau von oligomeren TatA in den TatBC/Substrat-Komplex. TatA bildet dabei
die Translokationspore, welches die Translokation des Substrates, angetrieben ausschliefs-
lich vom pH-Gradienten iiber der Membran, initiert. Die Signalsequenz bleibt wiahrend der
Translokation an TatC gebunden, TatC fungiert dabei, geméfs der Hypothese von Briis-
ser und Sanders, als Motor. Nach erfolgter Translokation wird das Signalpeptid von einer
Signalpeptidase abgespalten und das reife, biologisch aktive Protein liegt an seinem Wir-
kungsort vor. Mittels des Tat-Pfades wurden rekombinante Proteine als Monomere, Homo-
und Heterooligomere, auch mit mehr als einer Signalsequenz, im Groéfsenbereich von 9-142
kDa erfolgreich sekretiert (Berks et al. (2000)). Dies zeigt die weite Spanne von Dimensi-
on und Form der Proteine auf, welche mittels des Tat-Pfades exportiert werden konnen.
Was den Tat-Pathway so aufierordentlich interessant fiir biotechnologische Applikationen
macht, ist die Tatsache, dass fast nur gefaltete Substrate translokiert werden (Palmer et al.
(2003)). Durch diese Diskriminierung vor dem Export ist die Gewinnung von fast ausschliefs-
lich biologisch aktivem Protein mdoglich, was einem Maximum an spezifischer Aktivitat des
gewonnenen Produktes entspricht. Eine streng diskriminierende Sekretion hinsichtlich des
Faltungskriteriums héngt allerdings auch immer im hohen Mafte von dem zu sekretierenden
Substrat ab (De Lisa et al. (2004), Blaudeck et al. (2001)). Ein inhérentes Problem fiir
die industrielle Applikation des Tat-Pfades liegt in der geringen Exportkapazitit desselben
begriindet. Die Kombination aus langsamer Translokation (Halbwertszeiten im Bereich eini-
ger Minuten anstelle Sekunden fiir den Sec-Pfad) und geringer Menge von Tat-Translokase
pro Zelle fithren zur schnellen Saturierung der Tat-Maschinerie (De Lisa et al. (2004)). Co-
expressionsstrategien der Tat-Komponenten haben in vielen Fallen zu einer Erhéhung der
Sekretionseffizienzen gefiihrt. Jedoch zeigen hohe Translokationsraten einen negativen Effekt
auf die Integritdt der Membran, unter diesen Bedingungen wird ein hoher transmembraner
Protonenfluss beobachtet. Dieses wiederum fiihrt zu einer signifikanten Verringerung des
pH-Gradienten und damit zur Absenkung der Triebkraft der Translokation. Coexpression
der Tat-Komponenten erhoht daher die Sekretion nur in einem gewissen Mafe, die verrin-
gerte protonenmotorische Kraft (PMK) wird dann limitierend. Dieses Dilemma lésst sich
jedoch durch die Coexpression von PspA umgehen, einem Stress-Faktor, der die lonendurch-
lassigkeit der Cytoplasmamembran minimiert. Mit solchen Optimierungsstrategien konnte
eine signifikant hohere Exportrate nachgewiesen werden (De Lisa et al. (2004)). Weitere
Optimierungsmoglichkeiten fiir die sekretorische Darstellung von rekombinanten Proteinen
mittels des Tat-Pathways ergeben sich durch:

1. Wahl des geeigneten Signalpeptides
2. Coexpression von Chaperonen
3. Verwendung heterologer Translokons

Vom Prinzip kann jedes Protein, das mit einer entsprechenden zuginglichen Signalsequenz
fusioniert wurde, von der Tat-Translokase exportiert werden. Jedoch ist nicht jedes Prote-
in kompatibel mit dem Translokationsprozess. Dies kann zum Beispiel dann der Fall sein,
wenn zur Faltung die Ausbildung von Disulfidbriicken notwendig ist. Im reduzierenden Mi-
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lieu des Cytoplasmas ist dieses oftmals unmoglich (Tullman-Ercek et al. (2007)). Ein Aus-
weg kann die Verwendung von trx/gor E. coli-Stammen sein, welche die Ausbildung von
Disulfidbriicken im Cytoplasma ermoglichen (Oden et al. (1994), gezeigt bei verschiedenen
Antikorperfragmenten, alkalischer Phosphatase und weiteren Proteinen). Tat-Signalpeptide
alleine sind meistens keine spezifischen Determinanten fiir eine Tat-Sekretion, da sie oft-
mals auch eine Translokation mittels des Sec-Pfades erlauben (Blaudeck et al. (2001)).
Die Spezifitdat eines Signalpeptides hinsichtlich des Tat-Pfades muss immer in Kombina-
tion mit dem zu sekretierenden Protein betrachtet werden. Ein einfacher Test, ob eine
Sekretion ausschlieflich mittels des Tat-Pfades durchgefiithrt wird, stellt die Verwendung
von Tat-Mutantenstammmen dar, welche keine funktionsfdhige Tat-Translokase besitzen.
Tritt unter diesen Bedingungen keine Sekretion auf, so lédsst sich vermuten, dass der Export
ausschlieflich nach dem Tat-Mechanismus ablduft. Ein paar generelle Tendenzen kdnnen
dennoch konstatiert werden. Je schneller sich die Faltung des Proteins im Cytoplasma voll-
zieht und je basischer die Aminosduren in der C-Region sind, desto spezifischer ist die
Translokation mittels des Tat-Pfades. Auch die Nettoladung der N-terminalen Region des
reifen Proteins, welche sich unmittelbar an das Signalpeptid anschliefst, spielt eine Rolle
in der Tat-Spezifitdt. Sofern mdglich sollte eine Fusionierung des rekombinanten Proteins
nicht nur mit dem Signalpeptid allein, sondern zusammen mit den ersten Aminosiduren
des natiirlichen Substrates, von dem es abstammt, erfolgen. Bei allen Optimierungsbestre-
bungen hinsichtlich der Signalsequenz des rekombinanten Peptides gilt zu beachten, dass
die fusionierte Signalsequenz auch zur Fehlfaltung des Proteins fiihren kann. In Zweifelsfall
sind daher verschiedene Signalpeptide fiir den anvisierten Sekretionspfad zu testen. Eine oft
getroffene Klassifizierung der Signalpeptide in solche, die ausschliefslich eine Translokation
mittels des Tat-Pfades ermdglichen, und solche, die auch mit dem Sec-Pfad kompatibel sind,
erscheint unter diesen Gegebenheiten schwierig bis unméglich (Tullman-Ercek et al. (2007)).

Wahrscheinlich binden viele, wenn nicht alle Tat-Signalpeptide Chaperone, die zur Fal-
tung von Signalpeptid und/oder Substrat notwendig sind. Akkumuliert nun aufgrund li-
mitierender Transportkapazitéiten das rekombinante Protein im Cytoplasma, so werden die
Chaperone schnell zum limitierenden Faktor und die Signalpeptide sensitiv gegeniiber Pro-
teasen, welche Tat-Substrate zu reifer Grofe oder génzlich degradieren (Briiser et al. (2007)).
Daher erhohen coexprimierte Chaperone die Menge an sekretiertem rekombinantem Prote-
in oftmals in signifikanter Weise. Als Beispiele seien hier die Coexpression von torD bei
dem Sekretionskonstrukt torAGFP sowie einige Beispiele der Coexpression der allgemeinen
Chaperone DnaK und SlyD genannt (Perez-Rodriguez et al. (2007), Li et al. (2003)).

Als letzte Optimierungsméglichkeit sei auf die Verwendung heterologer Translokons hin-
gewiesen. So hat sich z.B. das Tat AC-Translocon von Bacillus subtillis bei Tat-defizienten F.
coli-Stdmmen in vielen Fillen als voll funktionsfahig und dem wirtseigenen Translokon als
tiberlegen erwiesen (Yamabhai et al. (2008)). Im Einzelfall muss aber darauf geachtet wer-
den, dass fiir die korrekte Faltung der rekombinanten Proteine auch Wirtsfaktoren notig sein
koénnen, die in E. coli nicht existent sind. Die Translokationseffizienz eines gegebenen Sub-
strates variiert stark bei Verwendung verschiedener Tat-Translokons. Zudem koénnen auch
Imkompatibilitdten auftreten, was ein individuelles Screening oft unverzichtbar macht.

Zusammenfassend zeigt dieser kurze Uberblick iiber die Proteinsekretion mittes des Tat-
Pfades, welche vielversprechenden Moglichkeiten und Eigenschaften dieser Weg zur extra-
cytoplasmatischen Darstellung rekominanter Proteine aufweist. Trotz aller Limitierungen
zeigen die vielfdltigen Losungen und Optimierungsmoglichkeiten, dass die Anwendbarkeit
auf biotechnologische Fragestellungen hier erst am Anfang steht. Durch Intensivierung der
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Erkenntnisse {iber den Tat-Pathway ldsst sich sicherlich eine signifikante Steigerung der Se-
kretionseffizienzen und eine Losung etlicher Sekretionsprobleme erzielen. Dies gilt gerade in
Hinsicht auf schwierig zu translokierende Produkte.

2.4 Extrazellulare Produktion

E. coli sekretiert unter normalen Umweltbedingungen keine Proteine in den extrazellula-
ren Raum. Eine Konsequenz daraus ist, dass im Kulturmedium keine Kontamination mit
Wirtskomponenten vorliegt und auch die Proteaseaktivitdt minimal ist (Kleist et al. (2003)).
Neben dem Sekretionsmechanismus vom Typ I kann eine extrazellulare Darstellung rekom-
binanter Proteine durch unspezifisches Auslaufen des periplasmatischen Inhaltes oder durch
den zweiten Schritt vom Typ II-Sekretionsmechanismus realisiert werden. Fiir letztgenann-
ten Schritt sind 12-16 Proteine notwendig, welche die Bestandteile des Sekretons bilden.
Sekretonkomponenten sind hochkonserviert unter verschiedenen gram-negativen Bakterien.
Ins Periplasma gelangte Proteine bilden ihre Tertidr- und teilweise sogar Quartérstrukturen
aus und werden anschliefend von den Sekreton-Komponenten erkannt. Bisher wurden al-
lerdings keine Sekretionssignale bei den gefalteten Proteinen entdeckt, was eine technische
Applikation schwierig gestaltet. E. coli besitzt einen kompletten Gensatz fiir das Sekre-
ton, der allerdings unter normalen Laborbedingungen nicht exprimiert wird. Optimierungs-
strategien zielen daher auf eine Uberexpression der Sekreton-Komponenten und auf der
Identifizierung von Umweltbedingungen ab, die deren Expression ermoglichen (Mergulaho
et al. (2005)). Akkumulierung von rekombinanten Proteinen im Periplasma erzeugt einen
betrachtlichen osmotischen Druck und kann somit eine Stérung der Membran-Integritdt
verursachen, was die Permeabilitiat der dukeren Membran selektiv erhoht. Um die Permea-
bilitat der dukeren Membran fiir das gewiinschte rekombinante Protein zu erhohen, stehen
verschiedene physikalische und chemische Methoden zur Verfiigung. Als Beispiele seien hier
Ultraschallbehandlung, Variation des pH-Wertes, der Temperatur, der Kulturmedienzusam-
mensetzung und Begasung, Zugabe von M g?*-Tonen, Ca?*-Ionen, EDTA, Glycin, Triton
X-100 oder Lysozym genannt. Ebenso kann die Verwendung von speziellen E. coli-Stammen,
sogenannter leaky-strains, eine Option fiir die extrazelluldre Darstellung sein (Gumpert et
al. (1998)). In diesen Stdmmen wird die dukere Membran nur unvollsténdig ausgebildet oder
fehlt im Extremfall zusammen mit dem Periplasma und dem Peptidoglykan vollstandig (L-
Formen). Allerdings sind derartig mutierte Stdmmen meist nicht fiir die biotechnologische
Produktion anwendbar, da sie Wachstums-inhibiert und nicht robust genug fiir Hochdichte-
Fermentationen sind. Ein Patent aus neuerer Zeit (Wacker-Chemie 2007) zeigt jedoch einen
erfolgreichen Einsatz verschiedener Mutantenstdmme in der grofftechnischen Produktion.
Dieses reflektiert auch die auferordentliche wirtschaftliche Relevanz von Sekretionsstdm-
men. Daneben stellt der Einsatz von Q-Zellen eine potenzielle Alternative dar. In diesen
findet durch Uberexpression des plasmid-codierten Zellzyklus-Regulators Red praktisch nur
die Transkription und Translation der plasmidcodierten Gene statt. Die Resourcen und Ex-
portkapazitidten der Zelle stehen damit vornehmlich fiir die rekombinante Proteinproduktion
zur Verfiigung (Rowe et al. (1999)). In vielen Féllen hat sich auch die Coexpression von so-
genannten bacteriocin release proteins (BRP) als sehr vorteilhaft erwiesen (Miksch et al.
(2002), Kleist et al. (2003)).
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2.5 Bacteriocin release proteins

Bei den Bacteriocinen wie z.B. der Gruppe der Colicine oder Cloacin DF13, handelt es sich
um plasmidcodierte, fiir F. coli und verwandte bakterielle Spezies hochtoxische Proteine. Die
exprimierende Zelle schiitzt sich durch simultane Ausschiittung eines Immunitatsproteins vor
den letalen Folgen und erhélt so einen Wettbewerbsvorteil gegeniiber nichtproduzierenden
Zellen. Im natiirlichen Habitat weisen ca. 1/3 der E. coli-Kulturen colicinogenes Potenzial
auf, unter pathogenen E. coli-Stammen, z.B. wiahrend einer Infektion, liegt der prozentuale
Wert weit hoher. Geméf dem Wirkungsmechanismus der Bacteriocine werden diese in vier
verschiedene Gruppen Kklassifiziert:

1. RNAse-Aktivitét
2. DNAse-Aktivitét
3. Porenbildner in der Cytoplasmamembran

4. Inhibitoren der Peptidoglykan- und der LPS-Oberflachenantigensynthese

Die Immunitéatsproteine derjenigen Bacteriocine, welche eine Nukleaseaktivitit aufwei-
sen, binden an die katalytische Doméne vom Bacteriocin und blockieren so dessen Aktivi-
tat. Diese Immunitétsproteine entstehen als dquimolarer Komplex mit dem entsprechenden
Bacteriocin. Porenbildende Bacteriocine werden hingegen als Monomer gebildet und ihr
Immunitétsprotein ist in der Cytoplasmamembran lokalisiert.

Genetisch liegen Bacteriocine in einem Gencluster mit ihrem Immunitétsprotein und
einer dritten Klasse von Proteinen organisiert vor, die fiir die Freisetzung der Bacterioci-
ne in den extrazellularen Raum verantwortlich sind. Diese werden als bacteriocin release
proteins (BRPs) bezeichnet (van der Waal et al. (1995)). Es handelt sich dabei um klei-
ne, hochexprimierte Lipoproteine mit einer N-terminalen Signalsequenz, die in der &uferen
Membran lokalisiert sind. Man unterscheidet 2 Plasmidgruppen, kleine high-copy Plasmide,
die nicht-transmissierbar sind, und grofe low-copy Plasmide, die hingegen transmissierbar
sind. Gene, die fiir Bacteriocine mit Nukleaseaktivitéit codieren, stehen zusammen mit ihrem
Immunitétsprotein und dem BRP unter der Kontrolle induzierbarer Promotoren, die tiber
die SOS-Antwort der Zelle aktiviert werden koénnen, wie z.B durch eine UV-Bestrahlung
oder Exposition mit Mitomycin C. Das Immunitétsprotein von porenbildenden Bacterioci-
nen steht hingegen unter der Kontrolle eines konstitutiven Promoters und die Transkription
erfolgt in entgegengesetzer Richtung zum Bacteriocin und BRP. Im extrazelluldren Raum
vorliegende Bacteriocine gelangen iiber hochaffine Rezeptoren des bakteriellen Aufnahme-
systems der dufseren Membran in die Empfangerzelle, wo sie ihre toxische Wirkung entfalten.
Diese Rezeptoren fungieren normalerweise fiir die Aufnahme grofer Molekiile wie Vitamin
B12 oder Eisensiderophore. Bacteriocine mit unterschiedlichem Wirkmechanismus weisen
dennoch die gleiche Rezeptor-Bindedoméne auf, welche in der zentralen Region des Bac-
teriocins lokalisiert ist. Der N-Terminus des Bacteriocins ist entscheidend fiir Aufnahme
durch die Zellhiille und am C-Terminus befindet sich die katalytische Doméne des Proteins
(Oudega et al. (1993), van der Waal et al. (1995)).

Der Freisetzung von Bacteriocinen in den extrazelluldren Raum liegt ein einzigartiger
Mechanismus zugrunde, welcher sonst noch nicht bei sekretierten Substraten beobachtet
wurde. Durch die kombinierte Wirkung des reifen BRP, seines in der Cytoplasmamembran
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akkumulierten stabilen Signalpeptides und der aktivierten, Detergenzien-stabilen Phospho-
lipase A (P1dA) der dukeren Membran von E. coli wird die Sekretion des Bacteriocines
ermoglicht (Luirink et al. (1991). BRPs verschiedener Bacteriocine sind untereinander aus-
tauschbar, sie alle vermitteln auch die Freisetzung verwandter Bacteriocine, was auf einen
sehr dhnlichen Sekretionsmechanismus schlieffen ldsst. Die BRP vermittelte Sekretion beruht
dabei auf einer semispezifischen Erh6hung der Membranpermeabilitéit, neben dem Bacterio-
cin werden auch ein kleiner Teil der cytoplasmatischen Proteine und viele periplasmatisch
lokalisierte Proteine sekretiert. Dieser Vorgang ist jedoch nicht mit einer vollstdndigen Ly-
se vergleichbar, da viele Proteine und grofere Molekiile wie die DNA und RNA weiter im
Cytoplasma verbleiben. Diesen Umstand macht man sich fiir die Sekretion rekombinanter
Proteine zu nutze (Kleist et al. (2002), Rahman et al. (2003)).

Die volle Induktion eines Colicin-Genclusters fithrt zu einer Abnahme der Triibung ei-
ner E. coli-Kultur und zur Lethalitdt von auf Agarplatten wachsenden Bakterien. Dieses
als Quasi-Lyse bezeichnete Phénomen entsteht nicht durch ungeniigenden Schutz durch das
Immunitétsprotein oder eine zu grofe Aktivitdt des Bacteriocins, sondern einzig durch das
reife BRP und/oder dessen stabilen Signalpeptids (Luirink et al. (1991), van der Waal et al.
(1995)). Begleitet wird die Quasi-Lyse von einem sinkenden Membranpotential. Schon be-
vor die Symptome sichtbar werden wird die Proteinbiosynthese der Zelle und der Transport
von Magnesium-Ionen stark inhibiert (Stegehuis et al. (1995)). Die beobachteten Effekte,
verursacht durch die Induktion der Colicin-Gencluster, gleichen denen einer Bakteriophagen-
Infektion oder einer Zellbehandlung mit EDTA. Beide beruhen auf einer Aktivierung der
Detergenzien-stabilen Phospholipase A der duferen Membran von E. coli (Dekker et al.
(1999)). Tatséchlich zeigten PldA-defiziente Mutantenstamme unter Induktion keine Quasi-
Lyse und keine Freisetzung von Bacteriocinen. Weiterhin wurde diese These dadurch ve-
rifiziert, dass die Aktivitdt von PIdA wéhrend der Quasi-Lyse um das 30-40 fache an-
steigt (Pugsley et al. (1993)). Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt,
dass die #ukere Membran durch die Quasi-Lyse grofere Offnungen aufweist. Durch die PIdA-
Aktivitat wird das Hauptphospholipid der dufseren Membran PE abgebaut. Die Degradati-
onsprodukte, freie Fettsduren und Lyso-PE steigen signifikant in den induzierten Zellen an.
PIdA-defiziente Systeme kénnen allerdings durch Zugabe von Triton X-100 oder durch die
Verwendung von tolQ-Stdmmen (Permeabilitat fiir periplasmatisch lokalisierte Proteine) die
Fahigkeit zur Bacteriocinfreisetzung zuriickgewinnen, auch hier tritt Quasi-Lyse auf. In bei-
den Fallen ist aber obligat das BRP fiir eine Freisetzung vom Bacteriocin notwendig, was fiir
eine zusétzliche Modifizierung der Zellmembran durch das BRP spricht. Das BRP wird als
Vorldufermolekiil von 45-52 Aminosduren mit einer N-terminalen Signalsequenz exprimiert.
Die Signalsequenz vermittelt eine Translokation durch die Cytoplasmamembran mittels des
Sec-Pfades; SecA, SecB und SecY sind essentiell fiir den Export fast aller BRPs. Im Bereich
der Schnittstelle fiir die prozessierende Signalpeptidase befindet sich eine hochkonservierte
Region, welche als Lipobox bezeichnet wird: Leu-X-Y-Cys. Bei X und Y handelt es sich um
kleine, neutrale Aminosduren und Cystein stellt die erste Aminoséure des reifen BRP dar.
Wihrend der Translokation des BRP durch die Cytoplasmamembran wird die Sulfhydryl-
Gruppe des Cysteins kovalent mit einer Diacylglycerly-Gruppe gekoppelt, anschlieffend wird
an der periplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran durch die Signalpeptidase II das
Signalpeptid vom BRP gespalten. Schliefllich wird noch eine Fettsdure kovalent an die freie
Aminogruppe des Cysteins der Lipobox gebunden. Nach erfolgter Lipidmodifizierung erhélt
das BRP seine volle biologische Aktivitdt (Quasi-Lyse und Bacteriocin-Freisetzung werden
sonst nicht beobachtet). Die Lipobox ist essentiell fiir die Lipidmodifikation und Prozessie-
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rung durch die Signalpeptidase II. Eine Substitution des Cysteins der Lipobox gegen andere
Aminoséuren verhindert eine Lipidmodifizierung des BRPs (van der Waal et al. (1995)).

Ebenso ist die Prozessierung durch die Signalpeptidase bei einigen BRPs, besonders
bei Cloacin DF13, ein sehr langsamer Prozess im Bereich von einigen Minuten. Unpro-
zessiertes BRP lasst sich neben prozessiertem BRP und dem Signalpeptid in pulse-chase-
Experimenten mittels SDS-PAGE visualisieren (Luirink et al. (1991)). Fiir gewohnlich ist
die Abspaltung der Signalpeptide durch die Signalpeptidase II ein sehr schneller Vorgang,
beim als Beispiel fungierenden LPP, dem haufigsten Lipoprotein, betragt die Halbwertszeit
wenige Sekunden. Die Lipidmodifikation der BRPs ist auch fiir ihre Lokalisierung in der
duferen Membran essentiell, bei einem Austausch des Cysteins der Lipobox gegen ande-
re Aminosduren konnte das BRP ausschlieflich in der Cytoplasmamembran nachgewiesen
werden. Jedoch sind auch weitere Bereiche des reifen BRPs fiir die korrekte Lokalisierung
verantwortlich. Ungewohnlich ist die Tatsache, dass das Signalpeptid der meisten BRPs sta-
bil ist und nicht unmittelbar nach der Abspaltung durch die Signalpeptidase proteolytisch
degradiert wird. Statt dessen akkumuliert es exklusiv in der Cytoplasmamembran. Diese
stabilen Signalpeptide sind teilweise fiir die Quasi-Lyse und Lethalitét verantwortlich, wie
deren Expression als separate Einheit zeigen konnte (Van der Waal et al. (1992)). Allerdings
vermogen die stabilen Signalpeptide alleine nicht die Freisetzung von Bacteriocinen zu ver-
mitteln (van der Waal et al. (1995)). Fiir die ungewohnlich hohe Stabilitét der Signalpeptide
scheint der N-Terminus und ein am C-Terminus befindliches Alanin verantwortlich. Es wur-
den verschiedene Hybrid-Signalpeptide z.B. mit Teilen des instabilen Signalpeptides vom
Lpp-Protein dargestellt, um zu ermitteln, welche Bereiche fiir eine effiziente Bacteriocin-
Freisetzung benotigt werden. Einige diese Hybridsignalpeptide zeigen grofies Potenzial bei
der Freisetzung des periplasmatischen Inhalts, ohne die negativen Effekte der Quasi-Lyse
zu vermitteln (van der Waal et al. (1998)).

Der genaue Mechanismus der Bacteriocinfreisetzung iiber zwei bakterielle Membranen
hinweg, ist noch nicht vollstindig geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die stabilen
Signalpeptide, das reife BRP und PldA in der Bildung von Transmembranporen kooperie-
ren. So akkumulieren die Bacteriocine Colicin A und Cloacin DF13 im Cytoplasma PIdA-
defizienter Stdmme. Gleiches wird phénotypisch beobachtet, wenn eine Expression der ge-
nannten Bacteriocine ohne BRP oder nur mit dem Signalpetid des BRPs erfolgt, was auf eine
simultane Translokation iiber zwei Membranen, ohne periplasmatisches Intermediat, hindeu-
tet (van der Waal et al. (1995)). Eine Visualisierung der Transmembranporen mittels elektro-
nenmikoskopischer Methoden ist bis jetzt noch nicht gelungen. Indirekte Nachweise fiir deren
Existenz wurden jedoch héufiger beobachtet. So sind zum Beispiel die Cytoplasma- und au-
fere Membran bei Bacteriocin-freisetzenden Bakterien sehr schwer zu separieren. Eine gén-
gige Methode bedient sich dabei der isopyknen Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation.
Proteine die charakteristisch fiir eine diskrete Membranfraktion sind, konnten in einer in-
termedidren Phase mittlerer Dichte nachgewiesen werden, welche sonst nicht auftritt. In
vitro Experimente mit den Signalpetiden von PhoE und dem M13-Phagenhiillprotein konn-
ten zudem zeigen, dass akkumulierende Signalpetide in einem artifiziellen Membransystem
die natiirliche Doppelschichtstruktur auflésen. In diesem System sind Enzyme, welche die
Signalpeptide degradieren, nicht vorhanden, weshalb diese an sich unstabilen Modellsignal-
peptide akkumulieren (van der Waal et al. (1995)).

Die einzigartigen Eigenschaften der BRPs lassen sich fiir die Freisetzung heterologer
Proteine aus dem Periplasma von E. coli nutzten. Diese Applikation wurde durch eine ex-
trazellulare Darstellung verschiedenster rekombinanter Proteine unterschiedlichster Grofse
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verifiziert (Miksch et al. (2002), Kleist et al. (2003), Beshay et al. (2008), Rahman et al.
(2003)). Durch Fusionierung des Zielproteins mit einer N-terminalen Signalsequenz fiir einen
der erwihnten Sekretionspfade vom Typ II und simultane Expression eines BRPs lésst sich
die extrazelluldre Lokalisierung realisieren. Dabei hat es sich als vorteilhaft erwiesen, ein 1-
Plasmid-System zu verwenden, bei dem sich das BRP und das Zielprotein auf dem gleichen
Plasmid unter Kontrolle verschiedener, induzierbarer Promotoren befinden (Mergulaho et al.
(2005)). Die Verwendung verschiedener, induzierbarer Promotoren verfolgt den Zweck, die
Expressionsniveaus moglichst optimal und unabhéngig voneinander zu halten. Eine zu hohe
Expresssion der BRPs wiirde eine Quasi-Lyse verursachen, welches negative Folgen fiir die
Produktivitdt und die Aufreinigung beeinhaltet. Hingegen sollte das rekombinante Protein
in moglichst grofser Konzentration im Periplasma vorliegen, da auch andere periplasmatisch
lokalisierte Proteine durch die BRP-Expression in den extrazelluldren Raum gelangen. Somit
sollte auf eine moglichst effektive Expression und Prozessierung geachtet werden. Weitere
Optimierungsmoglichkeiten stellen die Verwendung Protease-defizienter Stdmme und opti-
mierte Kultivierungsbedingungen dar, welche einer Quasi-Lyse entgegenwirken (z.B. Zusatz
zweiwertiger Ionen zum Medium) (Sommer et al. (2008)). Eine weitere Moglichkeit liegt,
wie schon eingangs erwédhnt, in der Nutzung von Hybridsignalpeptid-modifizierten BRPs,
welche funktionell in der Freisetzung des periplasmatischen Inhalts sind, aber erst bei weit
héheren Expressionsniveaus eine Quasi-Lyse verursachen.

3 Genexpressionsanalytik

3.1 Ubersicht

Die wichtigsten Methoden zur Analyse der Genexpression sind:

1. DNA-Microarrays

2. Quantitative real-time PCR

3. Northern Blots

4. Ribonuklease Protektions Assay (RPA)

5. SAGE

Im Folgenden sollen die DNA-Microarrays und die quantitative real-time PCR genauer
erlautert werden, zunéchst wird jedoch die Hybridisierung als Grundlage von Genexpressi-
onsanalysen kurz vorgestellt.

3.2 Hybridisierung

Die Grundlage jeglicher Genexpressionsanalysen ist die sequenzspezifische Hybridisierung
einer Sonde mit dem zu detektierenden Nukleinsduretarget. Bei den Sonden kann es sich um
Oligodesoxynukleotide, DNA-Fragmente, PCR-Produkte, in vitro RNA-Transkripte oder
artifizielle Sonden wie z.B. Peptidnukleinsduren (PNAs) handeln. Die Hybridisierung kann
dabei in homogener Phase zwischen zwei Molekiilen in Losung erfolgen (RPA, real-time
PCR) oder zwischen einem immobilisierten Féngermolekiil (Membran, Mikroarray) und
dem in Losung befindlichen Zielmolekiil.
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3.3 DNA-Microarray-Technologie

Die Hybridisierung von Nukleinsduren beruht auf der komplementéiren Basenpaarung
iiber Wasserstoffbriicken. Adenosin bildet mit Thymin bzw. Uracil zwei Wasserstoffbriicken
aus, wohingegen Cytosin und Guanin iiber drei Briicken paaren, was einen entsprechend
stabileren Duplexstrang zur Folge hat. Die Schmelztemperatur ist als diejenige Tempera-
tur definiert, bei der die Hélfte der Nukleinsdureduplexe dissoziiert in den Einzelstrangen
vorliegt. Sie ist abhingig von der Liange und Basenzusammensetzung des hybridisierenden
Sequenzabschnittes, der Salzkonzentration, der Konzentration helixdestabilisierender Rea-
genzien (z.B. Formamid) und der Art der hybridisierenden Duplexe (RNA-RNA, RNA-DNA
oder DNA-DNA). Generell weisen RNA-RNA-Hybride die grofte Schmelztemperatur auf,
gefolgt von den DNA-RNA-Heteroduplexen. Die Kinetik der Hybridisierung ist abhéngig
von der Duplexldnge und der Diffusionsrate der Sonde bzw. des Nukleinséuretargets. Kleine
Molekiile weisen die héchsten Diffusionskoeffizienten auf, so ist bei Oligonukleotidsonden die
Hybridisierung deutlich schneller als bei langeren Nukleinsduresonden. Oligonukleotidson-
den weisen allerdings einen Sensitivitdts-Nachteil auf, da der hybridisierende Bereich kleiner
ist und die Anzahl der Markierungen aufgrund der Sondenlénge limitiert (Southern et al.
(1992)). Allerdings ldsst sich durch Verwendung von Oligonukleotidkassetten oder termi-
nalem Anheften mehrerer Markierungen (tailing) die Sensitivitéit deutlich steigern. Weitere
die Kinetik beeinflussende Faktoren sind die lonenstéarke, die Viskositéat der Hybridisierungs-
16sung, Basenfehlpaarungen und die Konzentration helixdestabilisierender Reagenzien. Ei-
ne Erhohung der Hybridisierungsrate lasst sich z.B. durch Additive wie Dextransulphan
oder Polyethylenglykol erzielen, diese wirken wasserentziehend und steigern so die effektive
Konzentration. Wesentlich fiir die Detektion eines Nukleinsduretargets ist eine moglichst
spezifische Hybridisierung, diese wird von der Stringenz der Reaktionsbedingungen und der
Stabilitat des Hybridkomplexes beeinflusst. Stringente Bedingungen sind solche unter denen
(fast) nur ideal basengepaarte Nukleinsdureduplexe auftreten. Die Stringenz wird bestimmt
von der Ionenstérke, der Temperatur und der Konzentration helixdestabilisierender Reagen-
zien. Monovalente Kationen wie Natrium-Ionen erniedrigen die Stringenz, da durch die po-
sitive Ladung die negative Ladung des Zucker-Phosphat-Riickgrates abgeschirmt wird. Der
Schmelzpunkt eines Nukleinsdureduplexes verringert sich je ein Prozent Basenfehlpaarung
um bis zu fiinf Grad, daher ist fiir eine hohe Stringenz eine méglichst hohe Temperatur zu
wahlen. In dieser Hinsicht ist besonders die Verwendung von PNA-Sonden zu erwéhnen, hier
erfolgt die Diskriminierung aufgrund von Basenfehlpaarung besonders effektiv. Der Grund
dafiir liegt im peptiddhnlichen, ungeladenen Riickgrat dieser artifiziellen Nukleinsdureanalo-
ga, welches keine intermolekulare, elektrostatische Abstoffung zwischen den hybridisierenden
Molekiilen generiert (Lottspeich F.: Bioanalytik (1998)).

3.3 DNA-Microarray-Technologie
3.3.1 Ubersicht Microarray-Technologie

Seit der vollstdndigen Sequenzierung des menschlichen Genoms und derer vieler anderer Or-
ganismen steht eine grofte Anzahl an Sequenzinformationen zur Verfiigung. Die Zuordnung
von biologischen Funktionen zu diesen strukturellen Genomdaten hat allerdings gerade erst
begonnen (Ubergang von structural zu functional genomics). Zur Realisierung dieser Auf-
gabe stellen Microarrays aufgrund ihres hohen Parallelisierungsgrades eine aufserordentlich
wertvolle Analysenmethode dar. Microarrays haben sich durch Miniaturisierung z.B. aus den
Macroarrays auf Nylonmembranen entwickelt (Reversed Northern). Motiviert wurde dieser
Vorgang durch den Wunsch, ein Hochdurchsatz-Screening mit minimalem Probenmemgen
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3.3 DNA-Microarray-Technologie

fiir verschiedene Applikationen zu erméglichen, um so eine Zeit- und Resourcenersparnis
zu realisieren (Schena et al. (1995)). Allerdings stellt die Interpretation und Bearbeitung
der immensen Datenmengen, welche durch Microarray-Experimente generiert werden, einen
nicht zu unterschéitzenden Arbeitsaufwand dar. Generell werden auf Microarrays Interaktio-
nen zwischen verschiedenen, auf einer festen Oberfliche immobilisierten Fangermolekiilen
(probes) und komplementéren, zur Quantifizierung markierten Zielmolekiilen untersucht.
Mogliche Interaktionspartner sind DNA-, RNA-, PNA- und Proteinmolekiile, aber auch
kleine organische oder anorganische Verbindungen (z.B. drug-target-screening). Eine Klas-
sifizierung der Microarrays kann nach der Art des immobilisierten Fangermolekiils oder
nach dem wissenschaftlichen Applikationsbereich erfolgen. Beispiele fiir letzteres sind das
drug-target-screening oder die Transkriptomanalyse. Die Stidrke des Formates liegt in der
parallelen Ermittlung vieler relativer Signalstirken, die absolute Quantifizierung stellt nach
wie vor eine besondere Herausforderung dar (Eickhoff et al. (1999)). DNA-Microarrays er-
moglichen den Expressionsstatus von tausenden von Genen simultan zu erfassen und haben
sich als wichtiges Screening-Tool in der Molekularbiologie und medizinischen Diagnostik
etabliert. Eine der haufigsten Anwendungen von DNA-Microarrays stellt die differentielle
Genexpressionanalyse dar (Schena et al. (1995)). Dabei wird das Transkriptom zweier oder
mehrerer Zustdnde miteinander verglichen und die Unterschiede ermittelt. Eine mdgliche
Applikation ist zum Beispiel der Vergleich des Transkriptoms von Tumorgewebe mit dem
Gewebe von phéanotypisch nicht-entarteten Zellen. Gene, die im Tumorgewebe differentiell
exprimiert sind, weisen auf einen moéglichen Zusammenhang mit der Entartung hin und sind
somit potenzielle Kandidatengene.

3.3.2 Oberflachen

Ein DNA-Microarray besteht aus einer festen Oberfliche, zumeist ein Mikroskoptrager mit
einer modifizierten Glasoberflache, auf dem spezifische Gensonden immobilisiert sind. Bei
den Sondenformaten kann es sich um langere PCR-Produkte oder um Oligonukleotide han-
deln. Unter den Oligonukleotiden erfolgt weiterhin eine Unterscheidung nach kurzen (20-
30nt) oder lingeren Sonden (50-70nt), die jeweils fiir unterschiedliche Applikationen Einsatz
finden. Die Deponierung der Sonden auf der Glasoberfliche, nach Reihen, Spalten und Bl6-
cken geordnet, erfolgt mittels sogenannter Arrayer oder durch in situ-Synthese z.B. mittels
photolithographischer Masken. Liegen keine Sequenzinformationen iiber den untersuchten
Organismus vor, so miissen obligat cDNA-Produkte als Sonde verwendet werden. Léngere
Oligonukleotide finden meist in der klassischen Applikation der differentiellen Genexpressi-
onsanalyse Verwendung, wohingegen kiirzere Oligonukleotide ihre Stirke z.B in der Detek-
tion von SNPs (single nucleotide polymorphisms) aufweisen. Fehlpaarungen von nur einer
Base konnen durch Wahl entsprechend stringenter Hybridisierungsbedingungen so detektiert
werden. Zumeist sind diese Sonden iiber Spacer variabler Lange mit einer priméren aliphati-
schen Aminofunktion kovalent an die chemisch modifizierten Glasoberflichen gekoppelt. Die
Spacer werden entweder iiber das 5-Ende der Primer bei der PCR-Reaktion oder bei der
Synthese der Oligonukleotide eingefiigt. Bei der Oligonukleotidsynthese besteht alternativ
auch die Moglichkeit einer 3 “-Modifizierung des Oligonukleotids. Eine gangige Modifizierung
der Glasoberfliche erfolgt z.B. durch chemische Konversion der Silanolgruppen des Glases in
Aldehydfunktionalitéten. Diese Aldehydgruppen reagieren mit der Aminofunktion der Son-
denspacer in einer spontanen Reaktion zu einem Imin. Dieses wird durch Reduktion z.B. mit
Borhydriden zu einem stabilen sekundéren Amin umgewandelt und die Sonde so kovalent
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an die Chipoberfache fixiert. DNA-Microarrays sind fiir viele Standardapplikationen bereits
kommerziell erhaltlich. Fiir spezielle wissenschaftliche Fragestellungen miissen sie aber zu-
meist selbst designed und produziert bzw. in Auftrag gegeben werden. Dies ermdoglicht ein
flexibles Design z.B. mit mehreren Genreplikaten und eine Fokussierung auf die relevanten
Gene. Eine gingige Vorgehensweise ist z.B. die Identifizierung relevanter Gene iiber kom-
merzielle whole-genome Microarrays, um dann iiber spezifische low-density Microarrays eine
tiefergehende Analyse durchzufithren (Schadt et al. (2000)).

3.3.3 Computer-gestiitztes Design von Oligonukleotiden

Oligonukleotide fiir Microarrays reprasentieren einen kurzen Abschnitt des Zielgenes, des-
sen Expression gemessen werden soll. Normalerweise werden sie innerhalb weniger hundert
Basenpaare vom 3‘-Ende desselben designed, da die 5‘-Polyadenylierung der mRNA fiir ein
Oligo-dT-Priming bei der cDNA-Synthese genutzt wird. Zudem handelt es sich zumeist
um jenen Bereich, der fiir das betreffende Gen am spezifischten ist und die geringsten Ho-
mologien mit anderen Genen aufweist. Ideale Oligonukleotide miissen die folgenden drei
Eigenschaften aufweisen:

1. Sensitivitat
2. Spezifitét
3. Isothermales Verhalten

Eine sensitive Sonde ergibt in Gegenwart des komplementiren Targets ein starkes Signal.
Die Sensitivitdt ergibt sich im Wesentlichen aus zwei Faktoren. Die Sonde darf keine in-
tramolekularen und intermolekularen (mit benachbarten, identischen Sondenmolekiilen) Se-
kundarstrukturen ausbilden und muss am komplementéren Target binden kénnen. Dieses
kann durch Sekundarstrukturen im selbigen erschwert werden. Eine spezifische Sonde zeigt
keine Kreuzhybridisierungen und im Idealfall kein Signal, wenn das komplementére Zielmo-
lekiil nicht in der Hybridisierungslésung vorhanden ist. Es sind wiederum zwei Faktoren,
welche sich auf die Spezifitdt des Oligonukleotides auswirken, die Kreuzhybridisierung mit
anderen Targets und die nicht-spezifische Bindung aufgrund von Sequenzen mit niedriger
Komplexitit (z.B. G-Quartets). Isothermale Sonden zeigen ein gleiches Verhalten unter den
Hybridisierungsbedingungen (bestimmt im Wesentlichen von Temperatur, Salz- und Forma-
midkonzentration) des Microarray-Experimentes. Der Parameter, welcher dieses hinlénglich
beschreibt, ist die Schmelztemperatur der entstehenden Duplexe aus Sonde und Target.
Diese sollte nach Moglichkeit fiir alle Oligonukleotide auf dem Microarray gleich sein. Viele
dieser Anforderungen einer Sonde lassen sich durch Verwendung von Computeralgorithmen
sicher stellen. Es existieren verlassliche Programme zur Vorhersage von internen Sekun-
darstrukturen (z.B MFold), Homologien des Oligonukleotides mit anderen Targets (z.B.
BLAST) und zur Vorhersage der Schmelztemperatur (z.B. base-stacking Modell). Sekun-
dérstrukturen im Target und nicht-spezifische Interaktionen lassen sich hingegen schwerer
erfassen und vorhersagen. Kane et al. (2000) haben fiir das Design von 50mer Oligonukleoti-
den fiir Microarray-Applikationen konkrete Kriterien bestimmt anhand derer die in diesem
Abschnitt beschriebenen Vorrausetzungen fiir ein spezifisches und sensitives Sondendesign
erfiillt werden.
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3.3.4 Hybridisierung und Labeling
Ein Chipexperiment setzt sich aus folgenden fiinf Schritten zusammen:

1. Probenpréparation und Labeling
2. Hybridisierung
3. Waschen
4. Scannen

5. Analyse (Primér, Sekundar und Tertidranalyse)
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Abb. 2: Auswertung von Microarrays. Schematisch ist die Vorgehensweise nach der experi-
mentellen Durchfiihrung bis zur biologischen Interpretation der Daten gezeigt.

Die Abbildung 2 zeigt schematisch den Gang der Microarray-Analyse nach den eigent-
lichen experimentellen Schritten. Mittels immobilisierter DNA-Sonden lassen sich sowohl
Proteine (Aptamerchips) als auch Nukleinsduren als Zielmolekiile detektieren. Dazu muss
das Target mit einer quantifizierbaren Markierung (Labeling) versehen werden. Im Bereich
der Genexpressionsanalysen dient dazu die mRNA, welche entweder mittels chemischer Mo-
difikation mit fluoreszierenden, radioaktiven oder anderen Haptenen wie z.B. Biotin oder
Digoxigenin gekoppelt oder enzymatisch mittels reverser Transkription in cDNA oder cRNA
konvertiert wird. Man unterscheidet direkte und indirekte Labelingsysteme, je nachdem ob
die signalgebende Reportergruppe direkt oder iiber ein weiteres Molekiil an das Nukleinsau-
retarget gebunden ist (Schéferling et al. (2008)).

Die Verwendung von RNA als Target beeinhaltet den Vorteil einer stérkeren Basen-
paarung und damit die Md&glichkeit stringentere Bedingungen einzusetzten. Dennoch wird
meistens cDNA verwendet, da diese robuster gegen Hydrolyse und ubiquitdr vorkommen-
de RNAsen ist. Die Orientierung der generierten Zielnukleinsiure (sense oder antisense
Strang) besitzt Implikationen fiir das Design der Fangermolekiile auf dem Chip, diese miis-
sen eine komplementére Sequenz aufweisen. Aufgrund der Tatsache, dass zumeist cDNA als
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Target fir Microarray-Applikationen Verwendung findet, wird die Mehrzahl der Chips mit
sense-Oligonukleotiden gespottet. Bei der Synthese der cDNA werden dem Reaktionsansatz
fluoreszierende, radioaktive oder Hapten-modifizierte Desoxynukleotidtriphosphate (dNT-
Ps) zugesetzt, welche von dem Enzym Reverse Transkriptase in die entstehende cDNA-Kette
inkorporiert werden (Abbildung 3). Durch unterschiedliche Dotierungsverhéltnisse von mar-
kiertem (meistens als modifiziertes dCTP vorliegend) zu unmarkiertem dNTP ldsst sich eine
unterschiedliche Markierungsdichte der cDNA realisieren. Handelt es sich, wie z.B. bei den
Fluorophoren, um sterisch grofse Molekiile, so erfolgt der Einbau der markierten dNTPs
signifikant langsamer als der jener unmarkierten dNTPs. Fiir Multiplexing-Ansétze auf dem
gleichen Chip besitzt dieses ebenfalls Relevanz, wenn mehrere, sterisch unterschiedlich an-
spruchsvolle Modifizierungsgruppen fiir verschiedene Proben verwendet werden sollen. Als
Beispiel kann hier die Markierung der cDNA mit Cy3-dCTP und Cy5-dCTP fungieren.
Durch ein ausgedehnteres II-Elektronensystem ist das Cyb-Molekiil sterisch anspruchsvoller
und wird von der Reversen Transkriptase mit geringerer Effizienz eingebaut. Dieser Tatsache
muss Rechnung getragen werden, da eine unterschiedliche Signalstérke bei einem Vergleich
zweier Proben sonst auch das Resultat unterschiedlicher Einbauraten sein kann. Durch ein
entsprechendes Design der Experimente ldsst sich diese Problematik aber einfach umge-
hen, indem némlich jede Probe sowohl mit Cy3-dCTP als auch mit Cy5-dCTP gelabelt
wird (Dye-Swap). Es wurden zudem spezielle, modifizierte Reverse Transkriptasen generiert
(z.B. Label-Star RT von Qiagen), welche den Einbau sterisch anspruchsvoller, modifizierter
dNTPs mit groferer Effizienz vollziehen.
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Abb. 3: Direktes a) und indirektes b) Labeling der cDNA mittels Reverser Transkription.

Das so markierte Target wird in Hybridisierungspuffer aufgenommen und auf die Chi-
poberflache transferriert. Bei den Hybridisierungspuffern handelt es sich zumeist um SSC-
Puffer basierte, formamidhaltige Losungen. Je nach Formamid- und Salzkonzentration wird
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eine Hybridisierungstemperatur von 42-65°C gewahlt und zumeist iiber Nacht hybridisiert,
damit sich das Hybridisierungsgleichgewicht einstellen kann. Man unterscheidet manuel-
le von automatisierten Hybridisierungen, welche in sogenannten Hybridisierungsstationen
durchgefiihrt werden. Wahrend bei den manuellen Hybridisierungen in einer feuchten Kam-
mer oder einem Schiittler ein Deckgldschen auf dem Microarray als Verdunstungsschutz
fungiert und die Hybridisierungsreaktion zumeist diffusionskontrolliert verlauft, sorgt ein
konvektiver Fliissigkeitsstrom iiber Mikropumpen in den Hybridisierungsstationen fiir ei-
ne gleichméfige Verteilung der markierten Zielmolekiile iiber der Oberfliche. Dementspre-
chend sind die Resultate einer automatisierten Hybridisierung meistens reproduzierbarer.
Aufgrund der applizierten, sehr kleinen Volumina ist ein effektiver Verdunstungsschutz von
essentieller Bedeutung, da eine Eintrocknung der Hybridisierungslésung in extremen Hin-
tergriinden resultiert.

3.3.5 Waschen von Microarrays

Zur Eliminierung von unspezifisch an die Oberflache adsorbierten Targets besitzt der Wasch-
vorgang einen grofen Einfluss auf das generierte SNR. Die dafiir verwendeten Waschpuffer
sollten sterilfiltriert werden und der Waschvorgang in einer moglichst staubfreien Atmo-
sphére geschehen. Meistens finden Natriumchlorid- und Natriumcitrat-haltige Puffer, denen
z.T. geringe Mengen an Detergenzien zugesetzt werden, Verwendung. Die Waschtempera-
tur stellt ebenfalls einen kritischen Parameter fiir hinreichend stringente Waschbedingungen
dar.

3.3.6 Scannen von Microarrays

Der Scanvorgang liefert ein digitales Abbild vom Chip und wird entweder in Fluoreszenz-
Laserscannern oder mittels CCD-Kameras durchgefiihrt. Dabei miissen neben sehr starken
auch schwache Signale detektiert werden. Dies ist oftmals nicht durch einen einzigen Scan
zu realsieren. Um eine Adaption an variierende Umweltbedingungen zu ermdglichen, stehen
viele Gene unter der Kontrolle induzierbarer Promotoren. Die Expressionsrate eines Genes
ist somit hdufig starken Schwankungen unterworfen (manche Gene werden nach Indukti-
on 1000 fach starker transkribiert). In einer E. coli Zelle liegen seltene Transkripte (1-10
Kopien) neben Transkripten grofer Hiufigkeit vor (ca. 10° Kopien) (Stryer J.: Biochemie
(1996)), was einen enormen Anspruch an den dynamischen Bereich der Analysenmethode
stellt. Durch Scan-Einstellungen (PMT, Laserpower) mit hohen Empfindlichkeiten laufen
die starken Signale in die Sattigung. Vice versa konnen bei niedriger Empfindlichkeit zwar
die Unterschiede der starken Signale korrekt erfasst werden, dabei gehen aber die schwachen
Signale verloren. Technisch gesehen ist der reale dynamische Bereich einer Analysenmetho-
de die Speicherkapazitét dividiert durch den Gesamthintergrund. Verfiigt der Scanner zum
Beispiel iiber einen 16-Bit-Konverter so lassen sich Werte von 0-65355 darstellen. Leider
schrankt jedoch der inhérent vorliegende Hintergrund, welcher durch unspezifische Adsorb-
tion von Zielmolekiilen und von der Autofluoreszenz der Microarray-Oberfliche herriihrt,
den dynamischen Bereich stark ein. Schon ein Hintergrund von 100 bedeutet im gewéhlten
Beispiel, dass der dynamische Bereich statt 65355 nur noch 653 betragt. Der Hintergrund
schrankt den dynamischen Bereich stark ein und sollte daher moglichst minimiert werden.

Das Image des Microarrays ist aus einzelnen Pixeln als kleinste Einheit zusammenge-
setzt. Jedes Pixel reprisentiert einen numerisch quantifizierbaren Wert der Fluoreszenzin-
tensitédt. Die Pixelgréfe hiangt dabei von der gewédhlten Auflésung ab. Um einen Spot ge-
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trennt von seiner Umgebung darstellen zu konnen, muss er aus einer Mindestanzahl von
Pixeln bestehen. Als Faustformel haben sich 50-100 Pixel bewahrt, fiir einen Spot mit ei-
nem Durchmesser von 100 um bedeutet dieses, dass ein Scan mit einer Auflésung von 10
pm ausreichend viele Pixel pro Spot generiert. Durch eine erhohte Auflésung lassen sich die
Spots besser darstellen, allerdings geht dieses einher mit einer Verkleinerung der Pixelfldche.
Diese ist aus zwei Griinden nicht beliebig zu verkleinern. Erstens sinkt die Empfindlichkeit
des Systems, da sich auf der verkleinerten Fliache weniger signalgebende Fluorophore befin-
den und zweitens ist der dynamische Bereich des Detektionssystems direkt abhéngig von der
Pixelfliiche. Die Speicherkapazitiit eines Pixelfeldes ist definiert als: 1000-(Pixelfliche[um)])?.
Fiir die meisten Applikationen sind Auflésungen im Bereich von 5-10 pym gut geeignet um
robuste Daten zu generieren.

3.4 Auswertemethoden fiir Microarrays

Die wichtigsten, in dieser Arbeit verwendeten Auswertemethoden werden im Folgenden kurz
erlautert.

3.4.1 Primaranalyse

Das vom Scanner generierte Image des Microarrays stellt die Rohdaten des Chipexperi-
mentes dar. Computeralgorithmen konvertieren es in numerische Daten, welche eine Quan-
tifizierung der Genexpression erméglichen. Zunéchst muss die Position der Spots auf dem
Array identifiziert werden. Dazu bedient man sich einer Maske, Grid genannt, welche das
vollstandige Spotting-Muster der Oligonukleotide auf dem Chip reprasentiert. Dieses Muster
ist unterteilt in Blocke und den darin enthaltenden Spots und dient zur Adressierung der
Signale auf dem Chip zu dem entsprechenden Gentarget. Ein Block wurde dabei jeweils von
dem gleichen Pin des Spotters gedruckt. Das Grid wird passend iiber das digitale Abbild
des Chips gelegt (Alignment). Zuerst werden dabei die einzelnen Blocke abgeglichen und
anschlieftend die einzelnen Spots innerhalb eines Blocks. Beispielhaft ist ein Alignment in
Abbildung 4 gezeigt.

Besonders bei Chips, die mittels Kontaktprintern hergestellt wurden, kann das Ali-
gnment schwierig sein. Blécke konnen als Folge einer fehlerhaften Abstimmung der Pins in
ihren Positionen zueinander verschoben sein. Ungleichméfige Absténde zwischen den Spots
oder eine Kurve der Spots innerhalb eines Blocks deuten auf Unebenheiten der Glasoberfla-
che oder auf eine Verschiebung der Pins im Druckkopf hin. Eine ungleichméfige Spotgrofe
entsteht durch Transferrierung unterschiedlicher Volumina Fliissigkeit auf die Chipoberfla-
che. Diese Fehler von der ideal geometrischen Anordnung stellen eine Herausforderung an
die Priméranalysensoftware dar und verlangen héufig eine manuelle Korrektur. Der nach-
folgende Schritt besteht aus der Identifizierung der Pixel welche zum Spot gehoren, dies
bezeichnet man als Segmentation. Computeralgorithmen verwenden dafiir vier verschiedene
Methoden als Grundlage:

1. Identifizierung iiber eine Kreisstruktur fester Grofse
2. Identifizierung iiber eine Kreisstruktur variabler Grofe
3. Identifizierung iiber das Histogramm

4. Identifizierung iiber eine adaptive Formgebung
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Abb. 4: Alignment des Grids mit dem Image des Microarrays mittels einer kommerziellen
Software.

Die Ilustration der verschiedenen Verfahren ist in Abbildung 5 gezeigt. Eine Identifi-
zierung iiber Kreisstrukturen fester Grofse sollte vermieden werden, da Spots im Realfall
héufig eine variierende Grofe aufweisen. Daneben entspricht die Spotmorphologie héufig
nicht derer eines idealen Kreises z.B. aufgrund sogenannter Donut-Effekte. Deswegen fin-
den besonders die beiden letztgenannten Algorithmen Verwendung. Bei der Histogramm-
Segmentation wird ein Kreis iiber Spot und Hintergrund gelegt und ein Histogramm der
Intensitdt der Pixel vom Spot erstellt. Die Pixel mit den grofiten und kleinsten Intensité-
ten werden nicht bei der Quantifizierung der Spotintensitat berticksichtigt. Dieses Verfahren
generiert verldssliche Daten bei irregulér geformten Spots, zeigt aber Schwichen wenn die
Spotgrofse zu klein fiir die zirkuldre Maske ist. Die genauesten Ergebnisse werden zur Zeit
durch Algorithmen zur adaptiven Formgebung generiert. Der dazu verwendete Algorithmus
benotigt eine kleine Anzahl von Startpixeln im Zentrum des Spots. Der Spot wird davon
ausgehend auf benachbarte Pixel mit d&hnlichen Intensitdten ausgeweitet.

a)
Idealer Halbmondform Donut-Effekt
Spot
" O o &
Kreis fixer Kreis variabler Adaptive
GroRe GroRe Form

Abb. 5: Verschiedene Spotformen (a) und Verfahren zur Identifizierung der Spotpixel (b).
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Identifizierung der Hintergrundpizel

Der bei Microarray-Experimenten auftretende Hintergrund ist das additive Resultat aus un-
spezifischer Adsorption und Eigenfluoreszenz der Chipoberfliche. Zumeist werden zu seiner
numerischen Kalkulation Pixel verwendet, welche sich in Nachbarschaft des Spots befinden.
Dabei kommen unterschiedliche Algorithmen zur Anwendung. Es existieren mittlerweile
sogar Auswerteverfahren, welche sich zur Normalisierung der Hintergrundfluoreszenz bedie-
nen.

Die Signalintensitéit des Spots und des Hintergrundes wird durch Mittelwertbildung {iber
die zugehorigen Pixel ermittelt. Dabei kann entweder der Median oder der Mean als Mittel-
wert fungieren. Der Median generiert dabei zumeist die robusteren Werte, da er per Defi-
nition weniger ausreifferanfillig ist. Wenige sehr intensive Pixel eines Spots, z.B. verursacht
durch stark fluoreszierende Artefakte, verindern den Mean signifikant, haben aber keine
Auswirkungen auf den Median. Neben den Signalintensitdten von Spot und Hintergrund
gibt das verwendete Softwarepaket zur primiren Datenanalyse zumeist noch die Standard-
abweichungen von Spot- und Hintergrundintensitit, den Spotdurchmesser, die Anzahl der
zum Spot gehorigen Pixel und Flags an. Flags fungieren als eine Art Qualitétskontrolle bei
Spots, die bestimmten Qualitdtskriterien nicht geniigen. Dies kann z.B. der Fall sein, wenn
die Standardabweichung relativ zur Intensitét des Spots sehr hoch ist (bad feature), die
Spotintensitat geringer als die des Hintergrundes ist (negative feature), oder sehr klein ist
(dark feature). Es lassen sich aber auch manuelle Qualitétskriterien erstellen, anhand derer
die Software die Spots iiberpriift (manual flag).

3.4.2 Sekundaranalyse

Bevor die aus der Priméranalyse generierten Daten benutzt werden, um eine wissenschaft-
liche Fragestellung zu beantworten, muss eine hohe Datenqualitit sichergestellt sein. Dies
liegt zum Teil auch darin begriindet, dass Microarray-Experimente vielen Variabilitaten
unterliegen. Eine Validierung der Daten, auch mit anderen Analysenmethoden, ist daher
wiinschenswert. Als erster Schritt zu diesem Zweck erfolgt die Eliminierung der geflaggten
Daten. Zumeist werden diese Daten einfach aus der Analyse entfernt, was allerdings einen
Verlust potenziell wertvoller Daten beeinhaltet. Fine Alternative besteht darin, manuell die
geflaggten Spots zu untersuchen und den Grund ihrer Klassifizierung zu ermitteln. Gegeben-
falls erfolgt dann eine neue Priméranalyse mit anderen Parametern fiir diesen Spot. Dieses
Verfahren erfordert allerdings einen hohen Zeit- und Resourcenaufwand. Der néchste Schritt
der Sekundéranalyse ist die Subtraktion des Hintergrundes von der Signalintensitét. Die-
se validierte Methodik funktioniert zuverléssig, einzig bei Spots deren Intensitét geringer
als die des Hintergrundes ist erfodert sie eine differenzierte Betrachtung. Entweder kon-
nen diese Spots von der Analyse entfernt werden, die niedrigste verfiigbare Signalintensitét
eins zugewiesen bekommen, oder durch spezielle Algorithmen (z.B. Bayesian-Algorithmus)
analysiert werden. Die Rohdaten der ungeflaggten und hintergrundbereinigten Daten wer-
den nun in Logarithmen konvertiert. Zum einen soll damit eine Gleichverteilung der Spots
iiber die Intensitétsskala erreicht werden und die Variabilitdten konstant und unabhéngig
vom Intensitéatsniveau sein. Zudem sollten die Intensitdten und experimentellen Fehler einer
Normalverteilung nach Gauft folgen. Da aus empirischen Griinden haufig ein Genexpressi-
onsquotient von 2 als Grenzwert fiir regulierte Gene angewandt wird, verwendet man meist
den Logarithmus zur Basis 2. Nichtregulierte Gene weisen so ein logratio von 0, zweifach
regulierte von 1 oder -1 auf.
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3.4.3 Within-Array-Normalisierung

Die gebrauchliste Chipapplikation beeinhaltet den Vergleich zweier unterschiedlich markier-
ter Proben auf einem Microarray. Erfolgt die Markierung z.B mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen, so ergeben sich daraus systematische Fehlerquellen, die zu hohen
Variabilitdten fiihren konnen. Zwei Proben werden mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen
in zwei separaten chemischen Reaktionen markiert. Ihre Anregung erfolgt zudem iiber zwei
verschiedene Laser und bei zwei verschiedenen Wellenldngen. Zusammengefasst existieren
folgende Quellen fiir Variabilitaten:

e Die Inkorporation der Fluorophore kann unterschiedlich sein, moglicherweise variiert
die Inkorporationsrate auch bei unterschiedlich hdufigen mRNA-Spezies

e Die Fluoreszenzfarbstoffe konnen ein unterschiedliches Emissionsverhalten aufweisen,
auch verursacht durch Anregung von zwei verschiedenen Lasern bei zwei verschiedenen
Wellenlangen

e Die Emissionen der zwei Fluorophore (zwei verschiedene Wellenldngen und damit ver-
schiedene Energien der Strahlung) werden eventuell unterschiedlich im PMT detek-
tiert, auch abhéngig von den jeweiligen Intensitédten der Strahlung

e Die Intensitidten der Farbstoffe kénnen auf unterschiedlichen Positionen des Arrays
unterschiedlich sein z.B. verursacht durch nicht-planare Bereiche auf dem Chip

Daher muss sichergestellt werden, dass eine gemessene differentielle Expression nicht das
Resultat von systematischen Fehlern des Experimentators und des experimentellen Desi-
gns durch Verwendung zweier unterschiedlicher Farbstoffe ist. Man bedient sich zu diesem
Zwecke dreier verschiedener Normalisierungsmethoden:

1. Lineare Regression
2. Lineare Regression der logratios gegen die mittlere Signalintensitét
3. Nicht-lineare Regression

Fiir Positionseffekte auf Microarrays existieren separate Korrekturmoglichkeiten, zum
Beispiel iiber eine 2D- oder block-by-block Loess-Regression. Alle hier beschriebenen Nor-
malisierungsmethoden machen die Kernanahme, dass die Mehrheit der Gene auf dem Mi-
croarray nicht differentiell exprimiert ist. Daraus folgt, dass solche Normalisierungsmetho-
den meistens nur fiir whole-genome Microarrays anwendbar sind, da diese Vorraussetzung
fiir applikationsspezifische low-density Chips hdufig nicht gegeben ist. Fiir derartige Chips
bedient man sich anderer Normalisierungsverfahren, zum Beispiel {iber Referenzgene, arti-
fizielle RNA-Spezies oder iiber die Hintergrundintensitét.

Lineare Regression

Die lineare Regression erfolgt durch Auftragung der Daten in einem sogenannten Scatterplot.
Die hintergrundbereinigten Fluoreszenzintensitéten eines Kanals werden dabei gegen die des
anderen Kanals aufgetragen. Ein Beispiel fiir einen Scatterplot ist in Abbildung 6 gezeigt.
Die lineare Regression durch alle Datenpunkte sollte eine Gerade durch den Ursprung
mit der Steigung 1 ergeben. Abweichungen davon reprisentieren ein ungleiches Verhalten
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Abb. 6: Scatterplot eines Microarrayexperimentes. Aufgetragen ist die Signalintensitit des
Cy5-Kanals (Ordinate) gegen die Signalintensitit des Cy3-Kanals (Abzisse).

der Fluoreszenzkanile. Ein Achsenabschnitt ungleich 0 deutet so auf eine stérkere Fluo-
reszenzantwort eines Kanals bei kleinen Intensitdten hin, fiir eine Steigung grofer 1 gilt
die getroffene Aussage fiir hohe Intensitdten. Abweichungen von der Geraden deuten auf
nicht-Linearitaten der Fluoreszenzantwort hin. Die Normalisierung der Daten erfolgt tiber
die ermittelte Regressionsgerade, die Intensititen eines Fluoreszenzkanals werden anhand
ihrer neu berechnet. Die Normalisierung iiber lineare Regression funktioniert zuverldssig bei
Daten, die einen linearen Zusammenhang geniigen, weist allerdings zwei Nachteile auf. Die
lineare Regression behandelt die beiden Fluoreszenzkanile unterschiedlich und wiirde bei
einer inversen Auftragung ein anderes Ergebnis generieren. Auferdem vermag das mensch-
liche Auge nicht-lineare Abweichung von diagonalen Linien schlechter zu realisieren als von
vertikalen oder horizontalen Linien, wodurch Nicht-Linearitdten schlechter erkannt werden.
Deshalb bedient man sich héufiger der linearen Regression der logratios gegen die mittlere
Signalintensitét iiber den sogenannten MA-Plot. Beim MA-Plot ist das logratio gegen den
Mittelwert der logarithmierten Fluoreszenzintensitéiten beider Farbstoffkanéile aufgetragen.
Ein MA-Plot vor und nach durchgefiihrter Normalisierung ist in Abbildung 7 gezeigt. Bei
einem identischen Verhalten der beiden Kanéle sollten die Datenpunkte symmetrisch um
eine horizontale Linie durch 0 verteilt sein. Abweichungen représentieren unterschiedliches
Verhalten der beiden Kanéle. Lineare und nicht-lineare Normalisierungen iiber den MA-Plot
behandeln beide Fluoreszenzkanile gleich und generieren robustere und reproduzierbarere
Daten. Die lineare Normalisierung erfolgt dadurch, dass eine Gerade durch die Daten gelegt
wird und die Werte der Geradengleichung am entsprechenden Punkt von dem logratio jedes
Gens subtrahiert werden.
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Abb. 7: MA-Plot eines Microarrayexperimentes vor (linkes Bild) und nach (rechtes Bild) durch-
gefithrter Normalisierung.

Nicht lineare Regression

Das Verhaltnis zweier Fluoreszenzkanéle bei Microarray-Experimenten folgt oftmals nicht
einem linearen Zusammenhang. Meistens wird fiir die Normalisierung eine Loess-Regression
verwendet. Dieser Terminus steht fiir locally weighted polynomial regression und funktioniert
iiber eine groke Anzahl lokaler Regressionen in iiberlappenden Regionen des gesamten Da-
tenbereichs. Die einzelnen Regressionen werden anschlieffend zu einer glatten Kurve vereint.
Loess-Regressionen sind in vielen Softwaretools zur Datenanalyse von Microarrays imple-
mentiert. Einige Parameter der Loess-Regression miissen vom Anwender selbst gewéhlt wer-
den, am bedeutendsten ist die Fensterbreite der lokalen Regression. Wird diese zu schmal
gewahlt reagiert die entstehende Kurve zu sensitiv auf lokale Schwankungen, bei einer zu
grofen Fensterbreite tritt der gegenteilige Effekt auf.

Korrektur von Positionseffekten

Positionseffekte liegen dann vor, wenn in manchen Regionen des Chip ein Kanal gegeniiber
den anderen eine konsistent hohere Fluoreszenzintensitét aufweist, welche nicht das Resultat
von einer differentiellen Expression ist. In diesen Regionen ist das logratio dann konsistent
negativ bzw. positiv. Derartige Effekte sind das Resultat einer fehlenden Planaritit der
Chipoberfliche bzw. einer nicht vollstdndig horizontalen Position im Scanner. Die Tiefe des
Fokus der beiden verwendeten Laser hangt proportional von der Wellenldnge ab. In einigen
Regionen konnen beide Kanile im Fokus sein, wihrend in anderen Regionen sich nur der
Kanal mit der groferen Wellenldnge noch im Fokus befindet. Zur Normalisierung derartiger
Effekte existieren im Wesentlichen zwei Methoden, die 2D-Loess Regression und die block-
by-block Loess Regression. Bei der 2D-Loess Regression handelt es sich grundsétzlich um
die genauere Methode, da die Grenze von Positionseffekten sich auch innerhalb eines Blocks
befinden kann.
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3.4.4 Between-Array-Normalisierung

Um Proben von verschiedenen Chips statistisch signifikant vergleichen zu kénnen, bedarf
es weiterer Normalisierungsverfahren, da sich jede Hybridisierung leicht voneinander un-
terscheiden kann. Die Visualisierung verschiedener Verteilungen erfolgt in der Microarray-
Datenanalyse hiufig iiber sogenannte Box- Plots. In ihnen wird ein Vergleich der Verteilungen
der logarithmierten Intensitaten oder logratios von Genen auf unterschiedlichen Microarrays
durchgefiihrt. Die Box représentiert dabei die Standardabweichung, die horizontalen Linien
reprasentieren die Extremwerte und die symmetrisch durch die Box verlaufende Linie den
Mittelwert der Verteilung. Die nun getroffene Annahme geht davon aus, dass die Variationen
in der Verteilung der Arrays das Resultat von experimentellen Fehlern sind und nicht die
biologischen Variabilitdten représentieren. Es existieren drei Methoden zur Normalisierung:

1. Skalierung
2. Zentrierung

3. Verteilungsnormalisierung

Eine Ubersicht {iber die drei Normalisierungsmethoden wird in Abbildung 8 gegeben. Die
Skalierung stellt sicher, dass der Mittelwert aller Verteilungen gleich ist. Dies erfolgt durch
Subtraktion des Mittelwertes der Verteilung von allen logratios oder logarithmierten Signal-
intensitdaten der einzelnen Gene. Daraus resultiert ein Mittelwert der Verteilung von 0. Eine
Alternative stellt die Verwendung des Medians dar, da dieser weniger anfillig fiir Ausreifler
ist. Die Zentrierung fiihrt dazu, dass der Mittelwert und die Standardabweichung der Vertei-
lung fiir alle Chips gleich ist. Nach Subtraktion des Mittelwertes erfolgt die Division durch
die Standardabweichung fir jeden Datenpunkt, so dass der Mittelwert der Verteilung 0 und
die Standardabweichung 1 ist. Alternativ bietet sich wiederum die Verwendung des Medians
anstelle des Means an. Bei der Verteilungsnormalisierung wird zusétzlich zu den Normali-
sierungen der Zentrierung die Verteilung der Daten auf jedem Chip angeglichen. Nach der
Zentrierung der Daten wird fiir jeden Chip eine Sortierung der Daten nach der Grofe des
Wertes von klein nach groff vorgenommen. Anschliefend erfolgt die Berechnung einer neu-
en Verteilung bei der der kleinste Wert der Mittelwert des am schwéchsten exprimierten
Genes ist, der zweitniedrigste Wert der Mittelwert des am zweitniedrigsten exprimierten
Gens und schlieflich der hochste Wert der Mittelwert des am stérksten exprimierten Genes.
Final erfolgt eine Substitution jedes Messwertes durch den korrespondierenden Mittelwert
der neuen Verteilung.

3.4.5 Identifizierung differentiell exprimierter Gene

Nachdem die Qualitit der generierten Daten durch Within-Array- und Between-Array-
Normalisierung optimiert wurde, kann die statistische Identifizierung der regulierten Gene
erfolgen. In fritheren Experimenten wurde dazu ein empirisch ermittelter Grenzwert des Gen-
expressionsquotienten von 2 bzw. 1/2 verwendet. Bei groferen bzw. kleineren Quotienten
wurde ein Gen als differentiell exprimiert betrachtet. Diese rein empirische Vorgehensweise
geniigt allerdings nicht statistischen Anforderungen an ein signifikantes Ergebnis. Neben
dem reinen Wert des Quotienten sollten Variabilitdten zwischen den Experimenten und die
Anzahl der Wiederholungen in Betracht gezogen werden. Die experimentellen Daten werden
zu diesem Zweck einem Hypothesen-Test unterzogen, welcher auf der Nullhypothese beruht.
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Abb. 8: Verfahren zur Between-Array-Normalisierung. Gezeigt ist ein Datensatz ohne Nor-
malisierung (links oben) sowie nach Anwendung der Zentrierung (links unten), der Skalierung
(rechts oben) und Verteilungsnormalisierung (rechts unten).

Diese geht davon aus, dass die ermittelte Regulation eines Gens nicht das Resultat eines
biologischen Effekts ist, sondern aufgrund von Unterschieden unter den Individuen oder
systematischen Messfehlern auftritt. Die Wahrscheinlichkeit diese differentielle Genexpres-
sion durch Zufall aus den Messwerten zu erhalten wird durch den p-Wert beschrieben. Je
niedriger dieser Wert ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dass das beobachtete Ergebnis das
Resultat eines Zufalls ist und desto signifikanter ist das Ergebnis. Ein p-Wert von 0,02 be-
deutet zum Beispiel eine zweiprozentige Wahrscheinlichkeit. p-Werte werden haufig mittels
einer t-Statistik durch Vergleich mit einer t-Verteilung mit entsprechender Anzahl an Frei-
heitsgeraden kalkuliert. Fiir die Anwendung eines t-Testes muss zuerst bestimmt werden,
ob es sich bei dem vorliegenden Datensatz um gepaarte oder ungepaarte Daten handelt.
Gepaarte Daten sind zum Beispiel Werte eines Zeitverlaufes, da sie von der gleichen Probe,
nur zu unterschiedlichen Zeitpunkten stammen. Ungepaarte Daten sind v6llig unabhéngig
voneinander und stehen in keinerlei Beziehung zueinander. Es kann sich zum Beispiel um
den Vergleich von verschiedenen Individuen der gleichen Art mit einem unterschiedlichen
Phénotyp handeln. Der t-Test fiir ungepaarte Daten unterscheidet sich etwas von demje-
nigen, welcher fiir gepaarte Daten angewandt wird. Ein t-Test fiir gepaarte Daten weist
folgende mathematische Beschreibung auf:

-
s/v/n

x~ ist der Mittelwert des logratios, s die Standardabweichung und n die Anzahl der Proben.
Der p-Wert wird daraus durch einen Vergleich mit einer t-Verteilung mit einer ausreichenden
Anzahl an Freiheitsgraden kalkuliert. Die Freiheitsgrade sind dabei die Anzahl der unab-
héngigen Variablen. t-Tests sind ebenfalls in vielen Software-Paketen wie R oder Matlab

implementiert. Vorraussetzung fiir die Anwendbarkeit eines t-Test ist die Normalverteilung
der Daten.

t =
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3.4.6 Genomik und Clusteranalysen

Der grofse Vorteil der Microarray-Analyse liegt nicht in der isolierten Betrachtung einzelner
Gene, sondern in der Moglichkeit, die Interaktionen verschiedener Gene, welche einen Phé-
notyp verursachen, zu erfassen. Biochemische Vorgénge sind zumeist hochst komplex und
entstehen durch Wechselwirkung vieler verschiedener Komponenten. Die simultane Betrach-
tungmoglichkeit des gesamten Transkriptoms einer Zelle stellt sich hierbei von unschéatzba-
rem Wert heraus. Die Ahnlichkeit von Genen oder Proben lisst sich durch Vergleich ihrer
Expressionsprofile ermitteln und wird {iber den Abstand zueinander quantifiziert. Es exis-
tieren drei Abstandmafe zu diesem Zweck. Die Wahl des geeigneten Mafes fiir die jeweilige
Applikation hat entscheidenden Einfluss auf das generierte Ergebnis.

1. Korrelationskoeflizient
2. Spearman Korrelation

3. Euklidische Distanz

Der Korrelationskoeffizient nimmt Werte zwischen -1 und 1 an, wobei 41 einer perfekten
postiven Korrelation, 0 keinerlei Korrelation und -1 einer perfekten negativen Korrelation
entspricht. Bei zentrierten Daten wird der Korrelationskoeffizient r iiber folgende mathema-
tische Gleichung definiert:

r= Z Ti - Yi

Geometrisch stellt der Korrelationskoeffizient das Skalarprodukt zweier Vektoren im n-
dimensionalen Raum dar. Parallele Vektoren weisen, abhéngig von ihrer Orientierung, eine
Korrelation von +1 oder -1 auf, orthogonale Vektoren von 0. Fiir das Distanzmafl des Kor-
relationskoeffizienten gilt:

d(z,y) =1 — (r(z,y))

Ein Problem, das sich bei der Verwendung des Korrelationskoeffizienten als Abstandsmaf
ergibt, ist seine Anfalligkeit fiir Ausreifier. Besonders fiir Microarray-Analysen ist dieses
von Bedeutung, da die Daten aufgrund der groffen Anzahl parallel studierter Gene und
vieler Variabilitdten haufig ein starkes Rauschen aufweisen. Daher ist die Verwendung der
ausreifferunanfilligen Spearman Korrelation bei Microarray-Analysen dem Korrelationsko-
effizienten héufig vorzuziehen. Die euklidische Distanz beschreibt den geradlinigen Abstand
zweier Punkte im 2- oder 3-dimensionalen Raum und kann iiber den Satz von Pythagoras
errechnet werden. Ein Problem der Verwendung der euklidischen Distanz liegt darin begriin-
det, dass sie abhingig von der Grofenordnung der Daten ist. Ahnliche Expressionsprofile auf
unterschiedlichem Niveau weisen eine hohe euklidische Distanz auf. Gleichwohl besteht eine
signifikante Ahnlichkeit zwischen ihnen. Dieses Problem lisst sich durch die Verwendung
zentrierter Daten umgehen.

Cluster-Analysen sind ein sehr haufig eingesetztes Mittel zur Identifizierung dhnlicher
Expressionsverlaufe von Proben oder Genen. Man unterscheidet das hierarchische Clustern
von nicht-hierarchischen Clustermethoden. Durch die enorme Vereinfachung der grofsen und
uniibersichtlichen Datenmenge stellen sie ein wertvolles Mittel zur biologischen Interpretati-
on der Daten da. Gruppen von dhnlichen Genen werden identifiziert und kénnen detailliert
analysiert werden.
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Beim hierarchischen Clustern werden die Proben oder Gene in einer Baumstruktur or-
ganisiert. Ahnliche Expressionsverliufe erscheinen nahe beieinander im sogenannten Den-
dogramm, wihrend nicht-korrelierte Daten weiter entfernt erscheinen. Das Ergebnis einer
hierarchischen Clusteranalyse ist in Abbildung 9 wiedergegeben. Die Organisation in Den-
dogramm wurde schon erfolgreich beim Vergleich von Sequenzdaten oder anderer Parameter
in der Verwandschaftsanalyse durchgefiihrt (phylogenetische Badume). Beim hierarchischen
Clustering wird die Distanzmatrix zwischen den einzelnen Genen betrachtet und die zwei
Gene mit dem geringsten Abstand zueinander in einem neuen Cluster klassifiziert. Nun er-
folgt eine erneute Bestimmung der Abstandsmatrix zwischen dem neu gebildeten Cluster
und den weiteren Genen. Wiederum werden die néchsten Gene bzw. Cluster zu einem neuen
Cluster vereint. Dieser Vorgang wird solange wiederholt bis alle Gene miteinander vernetzt
sind.

zhdxh.corr.dist.ave.cluster
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Abb. 9: Hierarchisches Clustering. Gene, die eine hohe Similaritdt zueinander aufweisen, er-
scheinen nahe beeinander im Dendogramm.

Die Bestimmung des Abstandes zwischen zwei Clustern kann auf dreierlei Arten erfol-
gen: single, average und complete linkage. Die drei Arten den Abstand zwischen Clustern zu
bestimmen sind in Abbildung 10 illustriert. Bei der Bestimmung iiber single linkage werden
die beiden Gene, welche den geringsten Abstand zwischen den Clustern aufweisen, als Ab-
standsmalfs verwendet. Fiir die Bestimmung tiber complete linkage fungieren die beiden Gene
mit dem groften Abstand zueinander als Abstandsmaft und beim average linkage-Verfahren
werden von allen Genen die Abstdnde zwischen den Clustern ermittelt und daraus der Mit-
telwert gebildet.

Das generierte Clusterergebnis sollte auf seine Eignung hinsichtlich einer biologischen In-
terpretation validiert werden. Dieses kann sowohl visuell erfolgen, als auch anhand bekannter
und biologisch sinnvoller Zusammenhénge (z.B. Gene eines Stoffwechselpfades finden sich in
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Abb. 10: Verbindungsmethoden zur Abstandsbestimmung zwischen verschiedenen Clustern
und Genen.

einem Cluster wieder). Daneben lassen sich allerdings auch statistische Methoden verwenden
um die Giite des Clusterergebnisses zu verifizieren.

3.4.7 K-means Clustering

Dieser Clusteralgorithmus unterscheidet sich vom hierarchischen Clustern auf dreierlei Ar-

ten:

. Die Anzahl der Cluster muss im Voraus festgelegt werden

Zu Beginn erfolgt eine zufillige Verteilung der Gene in die jeweiligen Cluster. Jeder
k-means Lauf kann so zu etwas variierenden Ergebnissen fiihren

Es existiert keine hierarchische Struktur oder Verbindung zwischen den Clustern, le-
diglich dhnliche Expressionsprofile fallen in ein Cluster

Die Ergebnisse der ersten Berechnung liefern die Grundlage fiir die zweite Berechnung.
Der Algorithmus verlduft iiber folgende Teilschritte:

1.

2.

Wahl der Anzahl an Clustern (k)
Zufallige Verteilung der Genexpressionsprofile in eines der k Cluster

Fiir jedes Profil wird der Abstand zwischen ihm und dem Zentroid der verschiedenen
Cluster bestimmt

Wenn das Profil ndher an einem anderen Cluster als dem bis dato zugehorigen liegt,
wird es dem neuen Cluster zugeordnet

Die Validierung der k-means Ergebnisse kann wiederum visuell, iiber die biologische
Sinnhaltigkeit und iiber statistische Methoden erfolgen. Zusétzlich sollte allerdings verifiziert
werden, dass ein erneutes Clustern mit gleichem k-Wert zu einem &quivalenten Ergebnis

fihrt.
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3.5 Quantitative real-time PCR

Bei der real-time PCR handelt es sich um die state-of-the-art Technik zur Nukleinsidure-
quantifizierung, Mutationsdetektion, Genotypisierung und Chimérenanalyse. Diese Methode
weist die grofste Sensitivitat aller Genexpressionsanalysetechniken, eine hohe Reproduzier-
barkeit und einen enormen dynamischen Bereich iiber mehr als 8 Zehnerpotenzen auf. Das
Prinzip basiert dabei auf dem einer konventionellen PCR. Durch Zusatz von Fluoropho-
ren, die entweder als sequenzunspezifische, in dsDNA interkalierende Farbstoffe vorliegen
oder an genspezifische Sonden gekoppelt sind, ldsst sich der gesamte Amplifikationsprozess
der PCR in real-time beobachten und analysieren. Die daraus abgeleiteten Amplifikations-
kurven konnen zur relativen oder absoluten Quantifizierung der analysierten Nukleinsdure
verwendet werden. In einer nachfolgenden Schmelzkurvenanalyse kann das amplifizierte Pro-
dukt tber seine Schmelztemperatur, welche eine Funktion aus Produktlange und Basenzu-
sammensetzung darstellt, ndher charakterisiert werden. Des Weiteren kénnen unspezifische
Koamplifikate und Primerdimere detektiert werden.

Quantitative Analyse

Die Amplifikation mittels PCR l&sst sich in drei Phasen einteilen, eine initiale lag-Phase, die
exponentielle Phase, die schlieflich in eine Plateau-Phase miindet. Diese Amplifikationspro-
fil ist in Abbildung 11 dargestellt. Nur die exponentielle Phase kann zur exakten Nuklein-
sdurequantifizierung verwendet werden. Prinzipiell ldsst sich die exponentielle Phase durch
Extrapolation auch ab Zyklus 0 darstellen, der dabei gemachte Fehler ist allerdings zu grof.
Das erhaltene Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur Menge des PCR-Produktes. Bei
einer idealen PCR findet in jedem Zyklus eine Verdoppelung des Produktes statt. Mathema-
tisch wird dieses daher mittels einer Exponentialfunktion mit der Basis 2 beschrieben. Der
Betrag der Basis wird als Effizienz der Amplifikation bezeichnet, eine ideale PCR verlauft
daher mit einer Effizienz von zwei. Reale PCR-Amplifikationen weisen allerdings Effizienzen
auf, welche kleiner als zwei sind. Meistens nimmt die Effizienz, abhéngig von amplifizierter
Sequenz und verwendeten Primer, Werte zwischen 1,7 und 1,9 an.

Exponentielle Phase Plateau-Phase

300 — N

200
100 Initiale Lag-Phase
A
o !’ ,‘/I % i
0 10 20 30 40

Zyklenzahl

Abb. 11: Amplifikationskurven in der real-time PCR. Der Amplifikationsprozess lasst sich in
die lag-Phase, die exponentielle Phase und die Plateau-Phase unterteilen.

Griinde fiir die verringerte Effizienz liegen in der Existenz von PCR-Inhibitoren und
der suboptimalen Wahrscheinlichkeit fiir das Zusammentreffen von Primern, Template und
Polymerase sowie Fehlern beim Amplifikationsprozess. Niedrigere Effizienzen verringern die
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Sensitivitit, steigern allerdings die Genauigkeit der ermittelten Werte. Fiir das erhaltene
Fluoreszenzsignal S ergibt sich daher folgende mathematische Beschreibung:

S=k-Ny-E°

Der Proportionalitdatsfaktor k stellt dabei den funktionellen Zusammenhang zwischen
der Menge an PCR-Produkt und der daraus resultierenden Signalintensitdt S dar. N be-
zeichnet die Anzahl der initial vorliegenden Templatemolekiilen, E die Effizienz und C die
Zyklenanzahl der PCR. Daraus leitet sich folgender logaritmischer Zusammenhang zwischen
Zyklenzahl und initial vorliegenden Templatemolekiilen her:

C = —(log E)~! - (logk + log Ny — log S)

mit m = —(log £)~! und b = —(log E)~! - (log k + log S) vereinfacht sich obrige Beziehung
Zu

C=m-logNg+1b

Diese Gleichung beschreibt den linearen Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der
Templatekonzentration und der Zyklenzahl. In der real-time PCR wird zur Quantifizierung
eine Zyklenzahl verwendet, bei der das Fluoreszenzsignal signifikant iber dem Hintergrund-
rauschen liegt und der Gesamtprozess sich noch in der exponentiellen Phase der Amplifika-
tion befindet. Dieser Wert wird als Cr-Wert bezeichnet (T = threshold). Durch Auftragung
der ermittelten Cp-Werte einer Verdiinnungsreihe gegen den Logarithmus der (relativen)
Templatekonzentration ldsst sich so aus der Steigung m der Geraden die Effizienz der Am-
plifikation ermitteln:
E=10G)

Die differentielle Expression eines Genes in zwei Zustdnden, ausgedriickt iiber den Quo-
tienten der Templatemolekiile, ldsst sich wie folgt ermitteln:

No1 B ECT2
No2 ~ ECri

— FCr2—Cr1 _ pACT

Fiir die Verifikation der differentiellen Genexpression beim Vergleich zweier Zustdnden
(z.B. Kontrolle vs. Probe) verwendet man als Referenz eine artifizielle RNA-Spezies oder
mehrere housekeeping-Gene. Damit soll sicher gestellt werden, dass die festgestellte Regu-
lation nicht das Resultat von experimentellen Fehlern ist. Fiir den Quotienten der Genex-
pression unter Einbezug einer Referenzprobe ergibt sich daher Folgendes:

(EP ) ACT(Kontrolle—Probe)

Q= (ER)ACT(Kontrolle—Probe)

Ep beschreibt die Amplifikationseffizienz der Probe und Er diejenige der Referenz. Diese
Auswertemethode wurde erstmals von Pfaffl et al. (2001) beschrieben. Eine weitere, haufig
verwendete Methode ist die Delta-Delta-Ct-Methode. Diese geht vereinfachend davon aus,
dass die Amplifikationseffizienz von Probe und Referenz gleich bzw. 2 ist. Damit vereinfacht
sich die obrige Gleichung zu:

Q= Q(ACt (Probe)—ACt(Kontrolle))
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Da die Naherung gleicher Effizienzen bzw. sogar einer Effizienz von 2 mit sehr grofen Fehlern
behaftet sein kann, ist die Pfaffl-Methode in jedem Fall vorzuziehen.

Detektionsformate in der real-time PCR

Prinzipiell unterscheidet man bei Reporterfluorophoren fiir real-time PCR-Applikationen
zwischen doppelstrangspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen und sequenzspezifischen Fluores-
zenzsonden. Im Folgenden werden ausschliefslich die doppelstrangspezifischen Fluoreszenz-
farbstoffe behandelt, fiir Erlauterungen zu sequenzspezifischen Sonden sei auf die Literatur
verwiesen (z.B. Wilhelm et al. (2003)). Bei den Farbstoffen findet am héufigsten der asymme-
trische Cyaninfarbstoft SybrGreen I Verwendung. Dieses Fluorophor interkaliert weitgehend
sequenzunspezifisch in die kleine Furche doppelstriangiger DNA. Die Fluoreszenzintensitét
des gebundenen Farbstoff {ibersteigt die des freien Fluorophor um mehr als den Faktor 1000.
Das Anregungsmaximum liegt dabei bei 480 nm und das Emissionsmaximum bei 520 nm, das
Fluorophor lasst sich daher mit konventionellen Argon-Lasern anregen. Quenching-Effekte
wie sie bei SybrGreen I beschrieben wurden sind in der real-time Detektion nicht von Bedeu-
tung, da das PCR-Produkt mit dem Farbstoff geséttigt ist (Farbstoff/Basenpaarverhaltnis
grofer 2) und das Quenching proportional zur Menge des PCR-Produktes ist. Durch die Ver-
wendung sequenzunspezifischer Farbstoffe wird de facto jede doppelstringige DNA-Spezies
nachgewiesen, daher auch unspezifische Koamplifikate und Primerdimere. Dieses Faktum
wird haufig als genereller Nachteil bei der Verwendung von sequenzunspezifischen Farb-
stoffen angefiihrt. Fiir ein real-time Experiment muss diese Fehlerquelle allerdings unab-
héngig vom Detektionsformat ausgeschlossen werden. Koamplifizierte Produkte fiihren zu
fehlerhaften Amplifikationseffizienzen und Quantifizierungsergebnissen. Zudem werden sol-
che Produkte durch die Schmelzkurvenanalyse detektiert. Neben SybrGreen I existieren eine
Reihe weiterer sequenzunspezifischer Farbstoffe mit verschieden Vor- und Nachteilen. Das
allgemeine Prinizip auf dem diese beruhen ist jedoch identisch.

4 Experimentelle Arbeiten

Ziel dieser Arbeit war es mittels grundlegender Genexpressionsanalysen ein besseres Bild
der Zusammenhénge im Sekretionsgeschehen zu erlangen. Fiir ein tiefergehendes mechanis-
tisches Verstdndnis der Hauptsekretionspathways Sec und Tat ist die Kenntnis des Tran-
skriptionstatus der Pathwaygene zu jedem Zeitpunkt der Sekretion entscheidend. Zuséitz-
lich waren die Auswirkungen der BRP-Expression auf die Transkription der Zelle Ziel der
Analysen. Aufgrund der Komplexitdt der involvierten Vorgénge ist eine globale Betrach-
tungsweise auf Transkriptomebene indiziert. Fiir die angestrebten Evaluierungen sollten da-
her DNA-Microarray Analysen mittels whole-genome Arrays fungieren. Aufgrund des hohen
Parallelisierungsgrades und der Flexibilitdt des Analysendesigns stellt die DNA-Microarray-
Technologie eine ideale Methodik fiir die gewiinschte Applikation dar. Um die Qualitdt der
erhaltenden Daten einschétzen zu konnen, wurden zunéchst die bei Chipexperimenten auf-
tretenden Variabilitdten untersucht.
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4.1 Evaluierung der Variabilititen von Chipexperimenten

Chipexperimente unterliegen in hohem Mafe inhérenten Variabilitdten, die das additive
Resultat der sukzessiv durchgefithrten Prozessschritte in der experimentellen Durchfiihrung
sind (Schadt et al. (2000)). Als Quellen von Variabilitdten sind dabei vornehmlich zu nennen:

1. RNA-Isolierung

2. Reverse Transkription und/oder Fluoreszenzmarkierung

3. Hybridisierung

4. Variabilitdten aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Markierungen

5. Experimentelle Faktoren

Probe 1 Probe 2|
RNA 1.1 RNA 1.2 RNA 2.1 7 RNAZ.Z‘
il I Pl el
A - g N -
—~" —~"
Markierung mit Cy5 Markierung mit Cy3

Abb. 12: Experimentelles Design zur Evaluierung der Variabilitdten von Chipexperimenten.
Aus zwei biologischen Proben werden jeweils vier uniform markierte cDNAs generiert, welche
aus zwei RNA-Isolationen der gleichen biologischen Probe hervorgingen. Die unterschiedlich
markierten cDNAs werden paarweise gegeneinander auf Microarrays hybridisiert. Mittels dieses
Experimentes lassen sich die Variabilitaten der RN A-Isolierung, der Reversen Transkription und
der Hybridisierung evaluieren.

Zur Verifikation der experimentellen Methodik und der Identifikation von experimentel-
len Schritten, die mit besonders hohen Variabilitdten belastet sind, wurde daher nachfolgend
beschriebenes Experiment designed und durchgefiihrt (siche auch Abbildung 12). Zwei biolo-
gische Proben unterschiedlicher Zeitpunkte einer reproduzierbaren F. coli-Kultivierung im
Bioreaktor dienten als Ausgangsmaterial. Aufgrund der hohen Individuenzahl, aus denen
jede Probe besteht, wird davon ausgegangen, dass die biologischen Schwankungen zwischen
den unterschiedlichen Individuen innerhalb der Population hinreichend erfasst sind. Aus je-
der Probe wurde in drei getrennten Ansétzen RNA isoliert (in Abbildung 12 sind nur die zwei
RNA-Isolationen gezeigt, welche in cDNA konvertiert werden) und photometrisch Konzen-
tration und Reinheit bestimmt. Zwei RNA-Praparationen jeder Probe wurden anschlieffend
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Tabelle 1: Die resultierenden Konzentrationen und Reinheiten, ausgedriickt durch den Quo-
tienten A260/A280, fiir die sechs verschiedenen RNA-Isolationen der beiden biologischen
Proben des Parallelexperimentes.

’ H Konzentration (ng/ul) ‘ A260/A280 ‘

RNA 1.1 2459,02 2,16
RNA 1.2 2399,70 2,16
RNA 1.3 242769 2,18
RNA 2.1 2997,33 2,10
RNA 2.2 3014,66 2,14
RNA 2.3 3007,81 2,13

in jeweils zwei unabhéngigen Ansétzen in ¢cDNA konvertiert und durch Zusatz von Cy3-
bzw. Cy5-dCTP zum Reaktionsansatz fluoreszenzmarkiert. Dabei wurde so verfahren, dass
die cDNAs der ersten biologischen Probe alle Cy3-markiert vorlagen und jene cDNAs der
zweiten Probe entsprechend Cy5-markiert waren. Aus einer biologischen Probe resultieren
so vier uniform markierte cDNAs, welche aus zwei unterschiedlichen RNA-Praparationen
hervorgegangen sind. Die Vorgehensweise ist schematisch in Abbildung 12 dargestellt.

Um eine maximale Reproduzierbarkeit hinsichtlich der RN A-Isolierung zu erzielen, wur-
de ein kommerziell erhiltliches RNA-Isolierungskit (InnuPrep’™™ RNA Minikit, Analy-
tik Jena) verwendet. Es existieren zwei generelle Moglichkeiten, um den differentiellen
Transkriptionsstatus eines Genes zu erfassen. Zum einen kann ein Vergleich von RNA-
Praparationen erfolgen, welche aus der gleichen Zellzahl gewonnen wurden oder fiir jede
Probe die gleiche Menge an Gesamt-RNA oder mRNA verglichen werden. Die gebrauchli-
chere Methode besteht in der Verwendung gleicher RNA-Mengen, da die RNA-Isolierung
aus gleichen Zellzahlen stets groflen Variabilitdten unterliegt. Im Folgenden wurden Genex-
pressionanalysen immer auf der Basis gleicher RNA-Mengen durchgefiihrt.

Das zur RNA-Isolation verwendete Protokoll ist im Anhang (A.1.3) wiedergegeben. Von
der so generierten RNA wurden Konzentration und Reinheit photometrisch bestimmt und
die molekulare Integritit gelelektrophoretisch verifiziert. Die RNA-Préparationen enthielten
nach der Isolierung noch Reste von Plasmid- und chromosomaler DNA, die bei der photome-
trischen Konzentrationsbestimmung mit erfasst wiirden. Daher erfolgte eine Eliminierung
dieser DNA-Kontaminationen durch DNAse I-Behandlung fiir 30 Minuten bei 37°C. Nachfol-
gend wurden die DNase I-behandelten RNA-Praparationen durch eine Phenol-Chloroform-
Extraktion gereinigt und so die DNAse I quantitativ entfernt. Die Quantitét dieses Schrittes
ist besonders bedeutsam, da Reste von DNAse I die neu synthetisierte cDNA im nachfol-
genden RT-Schritt hydrolysieren kénnen. Tabelle 1 gibt die erzielten Konzentrationen und
Reinheiten der verschiedenen RNA-Isolationen wieder.

Die ermittelten Konzentrationswerte der RN A-Isolationen, welche aus einer biologischen
Probe hervorgingen, waren nahezu identisch. Die RN A-Isolationen der zweiten biologischen
Probe, welche zu einem spéateren Zeitpunkt der Kultivierung entnommen wurde, generierten
konsistent hohere Konzentrationen als jene der ersten Probe. Der Quotient A260,/A280, als
Maf fiir die Reinheit der RNA-Praparation, nahm fiir alle Proben Werte im Bereich von
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2,1 an. Fiir eine reine RNA-L6sung betrigt der Quotient 2, Abweichungen zu niedrigeren
Werten deuten auf Proteinkontaminationen hin. Sowohl die geringe Variabilitat der Kozen-
trationen zwischen den RNA-Isolationen der gleichen biologischen Probe als auch die hohen
Reinheitsquotienten geben erste Hinweise auf eine hohe Giite und Reproduzierbarkeit der
Isolation. Das in Abbildung 13 vorgestellte Gelbild bestétigt diese Annahme.
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Abb. 13: Gelelektrophoretische Analyse der RNA-Isolationen aus den biologischen Proben
1 (fritherer Kultivierungszeitpunkt) und 2 (spéterer Kultivierungszeitpunkt). Gezeigt ist ein
1,5%iges Agarosegel, die Visualisierung der RNA erfolgte durch Ethidiumbromid-Farbung.
Deutlich zu erkennen sind die beiden 23S und 16S rRNA-Banden mit nahezu identischen In-
tensitéten fiir die Spuren 1-3 (RNA aus Probe 2) und 4-6 (RNA aus Probe 1).

Auf den Spuren 1-3 sind drei RNA-Préparationen der zweiten biologischen Probe aufge-
tragen, auf den Spuren 4-6 jene der ersten biologischen Probe. Es sind fiir jede Probe zwei
diskrete Banden hoher Intensitéit erkenntlich. Dabei handelt es sich um die 16S- und 23S-
Banden der ribosomalen RNA, welche den Hauptbestandteil der Gesamt-RNA einer Zelle
ausmachen. Wie aus dem Gelbild ersichtlich, sind kaum Unterschiede in der Bandeninten-
sitdt zwischen den einzelnen RNA-Isolationen einer Probe visuell zu erfassen. Die Banden
der zweiten Probe weisen eine etwas hohere Intensitit auf als jene der ersten Probe. Bei
allen aufgetragenen RNA-Isolationen sind noch Banden von Plasmid- und chromosomaler
DNA zu erkennen. Sie laufen im Gel im héhermolekularen Bereich, hier knapp ober- und
unterhalb der Bandenbeschriftung. FErkenntlich an den zwei intakten ribosomalen Banden
der 23S- und 16S-RNA, die im ungefahren Intensitatsverhéltnis von 2:1 erscheinen, wird die
molekulare Integritdt der RNA belegt. Bei dem ebenfalls aufgetragenen Marker handelt es
sich um einen DNA-Grofenstandard, daher kann nicht von der Gréfe der Markerbanden
auf die Grofe der beiden ribosomalen RNA-Banden geschlossen werden. Dennoch erlaubt
ein Vergleich mit dem Marker die Identifizierung degradierter RNA, diese erscheint unter-
halb der 500 bp Bande. Gleiche Mengen an RNA werden nachfolgend in ¢cDNA konvertiert
und mit dem Standardprotokoll prozessiert (Anhang A.1.4). Die Konzentrationen an gene-
rierter cDNA und inkorporiertem Farbstoff wurden nachfolgend spektrophotometrisch am
Nanodrop ermittelt. Die Absorptionsspektren sind in der Abbildung 14 gezeigt.
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Abb. 14: Gezeigt sind die Absorptionsspektren der vier Cy5- und vier Cy3-markierten cDNAs,
welche jeweils aus einer biologischen Probe hervorgingen. Das Absorptionsmaximum bei 260 nm
reflektiert die cDNA-Konzentration, wohingegen das Maximum bei 550 nm (fiir Cy3) bzw. bei
650 nm (fiir Cy5) auf die inkorporierte Farbstoffmenge schlieffen ldsst. Deutlich ersichtlich sind
die fast identischen Kurvenverldufe, welche auf eine hohe Reproduzierbarkeit hinsichtlich dieses
Prozessschrittes hindeuten.

Die Spektren fiir die vier verschiedenen cDNAs jedes Farbstoffes sind fast deckungsgleich
und weisen kaum Variabilitdten auf. Die errechneten Werte fiir die Farbstoff- und ¢cDNA-
Konzentrationen sowie die Inkorporationsfrequenzen (FOI) konnen der Tabelle 2 entnommen
werden.

Angegeben sind die spektrophotometrisch ermittelten Werte der ¢cDNA und Cyanin-
Farbstoffkonzentration sowie die sich daraus ergebenden Inkorporationsfrequenzen. Die fiir
die Berechnung der Inkorporationsfrequenzen verwendete Formel kann dem Anhang (D.1)
entnommen werden. Im Fall des Cyaninb-Farbstoff wurden Konzentrationen zwischen 5,11
pmol/ul und 4,38 pmol/ul in die ¢cDNA inkorporiert. Drei Farbstoffkonzentrationen lie-
gen in einem sehr engen Bereich zwischen 4,98 pmol/ul und 5,11 pmol/ul, wohingegen der
Wert von 4,38 pmol/ul etwas von diesem Bereich differiert. Die ¢cDNAs, welche aus der
gleichen biologischen Probe hervorgingen, sollten die gleichen DNA- und Farbstoftkonzen-
trationen sowie die gleiche Inkorporationsfrequenz aufweisen. Abweichungen davon deuten
auf Variabilitdten im RT-Schritt hin bzw. bei signifikanten Abweichungen zwischen den
RNA-Praparationen der gleichen biologischen Probe auf Variabilitéten, die diesem Schritt
zugrunde liegen. Die Standardabweichung zwischen den cDNAs, welche aus einer RNA-
Isolation gewonnen wurden, weist einen grofseren Wert auf als jene, die auch die cDNAs
der anderen RNA-Isolation mit einbezieht. Die cDNA-Konzentrationen schwanken zwischen
75,51 ng/pl und 85,90 ng/ul. Die resultierenden Inkorporationsfrequenzen sind jedoch fiir
alle Proben einander recht dhnlich, sie variieren zwischen 16,51 und 17,14.

Fiir die Cy3-markierten cDNAs ergibt sich ein &hnliches Bild. Die Farbstoffkonzentra-
tionen schwanken mit Werten zwischen 6,12 pmol/ul und 7,21 pmol/ul diesmal iiber einen
etwas groferen Bereich, als dies fiir den Cy5-Farbstoff beobachtet wurde. Gleiches gilt fiir
die ¢cDNA-Konzentrationen, welche Werte zwischen 94,54 ng/ul und 83,80 ng/ul anneh-
men. Die Inkorporationsfrequenzen variieren zwischen 19,43 und 22,04 und sind damit vom
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4.1 Evaluierung der Variabilitdten von Chipexperimenten

Tabelle 2: Generierte cDNA- und Farbstoffkonzentrationen sowie die sich daraus ergebenden
Inkorporationsfrequenzen (FOI) fiir die verschiedenen RT-Ansétze des Parallelexperimentes.

cDNA-Konz. | Konz. Cy5 | Konz. Cy3 | FOI
(ng/pl) (pmol/pl) | (pmol/pl)

cDNA 1.1.1 84,77 5,11 / 16,95
cDNA 1.1.2 85,90 5,09 / 16,83
cDNA 1.2.1 75,51 4,38 / 16,51
cDNA 1.2.2 82,06 4,98 / 17,14
cDNA 2.1.1 94,54 / 6,78 20,44
cDNA 2.1.2 83,80 / 6,12 20,62
cDNA 2.2.1 93,06 / 7,21 22,04
cDNA 2.2.2 90,80 / 6,24 19,43

Betrag und der Standardabweichung etwas grofer als jene fiir die Cy5-dCTPs. Die Abwei-
chung zwischen den zwei cDNAs, welche aus einer identischen RNA-Isolation hervorgingen,
sind wiederum grofer als zwischen den ¢cDNAs unterschiedlicher RNA-Préparationen der
gleichen biologischen Probe. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die Schwankungen eher
in dem RT-Schritt begriindet liegen und sich weniger aus den Variabilitdten zwischen den
RNA-Préaparationen ergeben. Die Inkorporationsfrequenzen sind hingegen fast identisch und
zeigen, dass die Markierungsdichte der cDNA nur unwesentlich schwankt. Lediglich die Men-
ge an generierter cDNA variiert in kleinerem Mafse. Dieser Befund deckt sich weitgehend
mit vielen Studien, welche belegen, dass der Schritt der reversen Transkription eine Quelle
fiir hohere Variabilitdten ist, nicht jedoch die RNA-Isolation (Schadt et al. (2000)). Indes
lagen die beobachteten Schwankungen weit unterhalb derer, die in anderen Studien ermittelt
wurden und bis zu 90 Prozent betrugen (Schena et al. (1995)). Leider lasst sich durch die
photometrische Messung der cDNA- und Farbstoffkonzentration nur das Resultat der Re-
versen Transkription als Summe fiir alle Targets erfassen. Ob die getroffenen Aussagen auch
fiir ein individuelles Target zuléssig sind, lasst sich nur extrapolieren. Die RNA-Menge der
einzelnen Spezies ist zu gering, um ein separates Umschreiben mit sequenzspezifischen Pri-
mern fiir ein einzelnes Target zu realisieren. Die daraus resultierende cDNA-Konzentration
ware zu gering fiir eine photometrische Analyse. Fiir die weitergehende Analyse wurden die
so genererierten cDNAs der beiden Proben paarweise gegeneinander auf sekretionsspezifi-
sche low-density Microarrays appliziert und iiber Nacht unter konvektiven Bedingungen im
Schiittler hybridisiert. Die Rohdaten der Fluoreszenzintensitét der einzelnen Spots sollten fiir
alle Chips gleich sein. Ein Vergleich mit den Schwankungen des RT-Schrittes, welcher tiber
die photometrische Messung der cDNA erfasst wurde, erlaubt Riickschliisse {iber den Ein-
fluft des Hybridisierungsschrittes. Die letzendlich entscheidende Gréfe fiir die Auswertung
von DNA-Microarrays stellt das logratio dar, da es die Regulation des Genes wiederspie-
gelt. Um den unterschiedlichen Inkorporationsfrequenzen und Fluoreszenzeigenschaften der
beiden Cyanin-Farbstoffe Rechnung zu tragen, werden Microarray Experimente héufig im
Dye-Swap Design durchgefithrt d.h. jede Probe wird mit beiden Farbstoffen markiert und
die unterschiedlich markierten cDNAs der verschiedenen Proben jeweils gegeneinander hy-
bridisiert. Somit werden farbstoffspezifische Effekte ausgeglichen. Bei dem hier prasentierten
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4.1 Evaluierung der Variabilitdten von Chipexperimenten

Experiment wurde eine andere Vorgehensweise gewéhlt, da nicht die explizite Regulation
der Gene von Interesse war, sondern nur die Variabilitdten zwischen Chipexperimenten. Die
ermittelten logratios spiegeln also nicht in jeden Fall die biologische Regulation wieder, da
es sich nicht um farbstoffbereinigte Daten handelt. Im Rahmen einer Stichprobe wurden
die logratios von fiinf verschieden Genen auf den vier Microarrays miteinander verglichen.
Graphisch wird dieser Vergleich in der Abbildung 15 gezeigt. Es wurden dabei Gene ge-
wahlt die logratios mit einem Betrag grofer und kleiner 1 aufwiesen. Zusétzlich wurden
Gene in die Auswahl integriert, welche ein logratio nahe 0 aufwiesen. Diese Daten wurden
keinerlei Normalisierung unterzogen und spiegeln die Rohdaten des Experimentes nach der
Primé&ranalyse wieder.

Wi i i

dnak araC mgsA dnaB
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logratio

-3 i
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Abb. 15: Dargestellt sind die Ergebnisse aus der Priméranalyse der vier verschiedenen Mi-
croarrays des Parallelexperimentes. Das resultierende logratio von fiinf représentativen Genen
auf dem sekretionsspezifischen low-density Microarray ist fiir jeden Chip angegeben und neben-
einandergestellt.

Generell ist ersichtlich, dass das Vorzeichen und die Grofenordnung der logratios fiir die
jeweiligen Gene iiber alle Chips iibereinstimmt. Fiir die Gene dnaK, araC und mgsA wer-
den unwesentliche Schwankungen gefunden, wie eine Betrachtung der Standardabweichung
der logratios ersichtlich macht. Fiir dnaB und dnal ergibt jeweils der gleiche Chip einen
statistisch signifikanten Ausreifier. Der Betrag fiir das negative logratio des dnaJ-Genes ist
deutlich kleiner als fiir die anderen Chips. Eine umgekehrte Aussage gilt fiir das positive
logratio vom dnaB Gen, in diesem Fall wird mittels des Chips ein deutlich groferes logratio
gefunden. Da die logratios fiir beide Gene in die gleiche Richtung gegeniiber den anderen
Chips abweichen, kann davon ausgegangen werden, dass bei diesem Chip ein Fluoreszenz-
kanal konsistent intensiver ist als bei den iibrigen Chips. Allerdings tritt der beobachtete
Effekt nicht bei den drei weiteren Genen der Betrachtung auf, weshalb hier eine regiona-
le Erhéhung der Fluoreszenzintensitét eines Kanales vorliegen kdnnte. Gestiitzt wird diese
Vermutung dadurch, dass beide genspezifischen Oligonukleotide in rdumlicher Nahe auf dem
Chip lokalisiert sind.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die Richtung der logratios richtig erfasst
wurde. Bei einem der vier Chips existierten allerdings bei zwei der stichprobenartig unter-
suchten Gene signifikante Ausreifter. Relativierend muss allerdings bedacht werden, dass es
sich um die Rohdaten des Chipexperimentes handelt und keinerlei statistische Normalisie-
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rung erfolgte, welche zum Ausgleich derartiger Variabilitaten beitragen konnte. Das Experi-
ment zeigt jedoch, dass statistisch signifikante Variabilitdten bei Microarray-Experimenten
auftreten konnen, diese allerdings nicht so grof ausfallen, dass die Richtung einer potenzi-
ellen Regulation falsch angegeben wird oder eine differentielle Expression nicht detektiert
wird. Fiir die meisten Gene stimmen generierten Daten der verschiedenen Chips gut iiberein.
Dies zeigt, dass die Microarray-Experimente sehr gut geeignet sind, um die Regulation ver-
schiedener Gene in einer hochparallelen Applikation sicher vorherzusagen. Der grofe Wert
der Methodik liegt im Screening, weniger in der absoluten Genauigkeit. Allerdings fiih-
ren Verbesserungen in der Instrumentarisierung, Standardisierungen in der experimentellen
Durchfiihrung und innovative Normalisierungsmethoden zu einer immer besseren Reprodu-
zierbarkeit und Genauigkeit der chipbasierten Daten. Dieser Trend wird sich in Zukunft
verstiarken (Schéferling et al. (2006)). Dennoch sollte der genaue Wert der Regulation mit
anderen Methoden verifiziert werden, da Schwankungen in einem gewissen Mafe auftreten
kénnen. Aufgrund dieses initial durchgefiihrten Experimentes zur Evaluierung der Reprodu-
zierbarkeit von Chipexperimenten kann die Arbeitshypothese der Eignung der Microarray-
Technologie fiir die gewiinschte Applikation der Genexpressionanalyse des Sekretionsvor-
ganges in E. coli verifiziert werden.

4.2 Probenprozessierung und experimentelles Design

Fiir die evaluierten Transkriptomanalysen fungierten RNA-Isolationen, die aus Proben re-
produzierbarer Bioreaktorkultivierungen mittels Phenol-Chloroform-Extraktion hervorgin-
gen. 50 pg Gesamt-RNA wurden in cDNA konvertiert und diese durch Zusatz von Cy3- bzw.
Cy5-dCTP fluoreszenzmarkiert. Jede Probe wurde dabei in 2 Ansétzen mit beiden Farbstof-
fen markiert, um farbstoffspezifischen Variabilitdten Rechnung zu tragen. Die farbstoffmar-
kierten cDNAs wurden im Loop-Design auf E. coli whole-genome Microarrays (MWG K12
V2 Array) appliziert und nach dem Standardprotokoll (siche Anhang) behandelt. Das Loop-
Design stellt das 6konomischste experimentelle Design dar, schematisch ist es in Abbildung
16 gezeigt.

O u ,
u Control 1 Experiment 1
Control 1 4 il | Experiment 2
Control 1 m m | Experiment 3

{J

Abb. 16: Loop-Design mit Common Reference.

Nach dem Scannen der Microarrays erfolgte die Primérauswertung mit Hilfe des Pro-
grammes Gene Pix Pro 6.07M . Geflaggte Daten wurden vor der weiteren Analyse eliminiert
und von den hintergrundbereinigten Signalintensitdten der Logarithmus gebildet. Die Se-
kundéranalyse umfasste zudem eine Between-Array-Normalisierung des Datensatzes und
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4.3 Ubersicht iiber die verwendeten Sekretionstimme

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Sekretionsstamme

Stamm MG1655 pBAD Aral655 pBAD | Aral655 pBAD | XL1 pBAD
LppBRPtorAmalkE | LppBRPphoAbla phoAbla torAGFPSsrA
Reporter Maltose Alkalische Alkalische GFPSsrA
-protein -bindeprotein Phosphatase Phosphatase
-Lactamase -Lactamase
Ort extrazelluldr extrazelluldr Periplasma Periplasma
Induktor- 1000 1000 1000 1000
konzentr. 100 25
(mg/1)
Analyse whole-genome whole-genome whole-genome
low-density low-density
Ursprung Universitéat Universitét Universitét eigene
Bielefeld Bielefeld Bielefeld Klonierung

eine Beseitigung von Sattigungseffekten. Gene, dessen logratio einen Betrag grofser als 1
aufwiesen, wurden als reguliert identifiziert. Aufgrund der fehlenden Genreplikate auf den
kommerziellen Chips konnte keine t-Statistik angewandt werden. Sémtliche Daten sind beim
NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) hinterlegt und koénnen dort eingehender studiert
werden.

4.3 TUbersicht iiber die verwendeten Sekretionstimme

Die durchgefiihrten transkriptionellen Sekretionsanalysen basierten auf der Verwendung von
vier verschiedenen Sekretionsstdmmen, welche in Tabelle 3 préasentiert werden. Um mog-
lichst reproduzierbare Bedingungen zu generieren erfolgte die Kultivierung der verschie-
denen Stdmme im Bioreaktor (Biostat C, Sartorius Stedim GmbH). Alle Stdmme tragen
Plasmide, die sich von denen der pBAD-Serie ableiten (Guzman et al. (1995)) und beein-
halten den arabinoseinduzierbaren Promoter pBAD. Der Arabinosepromoter hat sich als
am besten geeignet fiir die gewiinschte Applikation der Genexpressionsanalysen erwiesen,
da die Transkription der stromabwéirts befindlichen Gene sehr stark induziert werden kann
(Faktor grofer 1000) und iiber einen weiten Bereich linear steuerbar ist. Zudem ist die basale
Transkription der promoterregulierten Gene sehr gering. In Tabelle 3 sind die verschiedenen
analysierten Stdmme aufgelistet. Zusatzlich wird die Information ihrer Reporterproteine,
die Ziellokalisierung derselben, die untersuchten Induktionsniveaus sowie die Analysenform
(whole-genome oder low-density) angegeben.

Aus den Daten der whole-genome Experimenten sowie Literaturangaben iiber essentielle
Sekretionsgene wurde ein sekretionsspezifischer low-density Array entworfen. Dessen Appli-
kation wird anhand der transkriptionellen Analyse der Stamme XL1 pBADtorAGFPSsrA
sowie Ara 1655 pBADLppBRPphoAbla gezeigt. Um sekretionsinvolvierte Gene zu identi-
fizieren, wurden das prainduktive Transkriptom mit dem verschiedener Zustdnde nach In-
duktion der rekombinanten Proteinexpression verglichen. Im Folgenden werden die einzelnen
transkriptionellen Vergleiche prasentiert.
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4.4 Analyse der extrazelluliren, Tat-spezifischen Sekretion

Proben, welche aus zwei induzierten Bioreaktorkultivierungen des Stammes MG1655 pBADL-
ppBRPtorAmalE hervorgigen, fungierten als Basis der im Folgenden beschriebenen Tran-

skriptomanalysen. Der Stamm codiert fiir das Signalpeptid-modifizierte BRP von dem Plas-

mid CloDF13 (LppBRP) und dem Sekretionsreporter Maltosebindeprotein (MalE), welches

mit der Signalsequenz der N-Oxidtrimethylaminreduktase (TorA) fiir den Tat-Pathway fu-

sioniert wurde. Beide codierende Gene stehen unter der Kontrolle des Arabinosepromoters.

Mittels der BRP-Aktivitdt wird iiber den Tat-Pathway ins Periplasma gelangtes MalE in das

Kulturmedium sezerniert. Schematisch ist der Sekretionsvorgang fiir das Reporterprotein in

Abbildung 17 gezeigt.

Cytoplasma Periplasma \ Medium

Maltose- . Maltose-
[ Bre
Bindeprotein I Bindeprotein
Cytoplasmamembran /
~ /
AuBere Membran - 7
~ _ ——

Abb. 17: Schema der Sekretion des Reporterproteins Maltosebindeprotein (MalE) des Stam-
mes MG1655 pBADLppBRPtorAmalE. Das Reporterprotein wird mittels des Tat-Pathways in
das Periplasma von E. coli translokiert. Durch die Aktivitdt des LppBRPs gelangt das peri-
plasmatische Intermediat schliefslich durch die &ufsere Membran in den extrazelluliren Raum.

Es wurden zwei verschiedene Induktionsniveaus von 100 und 1000 mg/1 L-Arabinose in
Rahmen einer differentiellen Transkriptomanalyse evaluiert. Dem Bioreaktor wurden Proben
direkt vor sowie 30 und 60 Minuten nach Induktion entnommen und daraus mittels Phenol-
Chloroform-Extraktion RNA isoliert.

4.4.1 Induktion mit 100 mg/l L-Arabinose

Die Ergebnisse der transkriptionellen Analyse fiir ein Induktionsniveau von 100 mg/1 werden
im Folgenden prasentiert.

Ubersicht

30 Minuten nach Induktion wurde im Vergleich zum Zustand vor der Induktion die diffe-
rentielle Expression von 125 Genen beobachtet, 111 davon waren positiv und 14 negativ
reguliert. Die Gesamtanzahl der regulierten Gene repréasentiert 2,8 Prozent der gesamten F.
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coli ORFs. In einem analogen Vergleich 60 Minuten nach Induktion wurden 102 Gene als
reguliert identifiziert, wovon 86 positiv und 16 negativ reguliert waren. Diese reprasentieren
2,3 Prozent aller E. coli Gene. 60 Minuten nach Induktion waren im Vergleich zu dem vor-
angegangenen Zeitpunkt 30 Minuten nach Induktion nur noch 32 Gene reguliert (19 negativ
und 13 positiv), welches einem prozentualen Wert von 0,72 Prozent des gesamten E. coli
Genoms entspricht.

Analyse mit Hilfe der Multifun-Datenbank

Um den Datensatz einer biologischen Interpretation zugénglich zu machen wurde die Multifun-
Datenbank fiir eine Funktionszuordnung der regulierten Gene verwendet. In dieser Daten-
bank sind 76 Prozent aller E. coli Gene mit Annotationen zu biologiosche Funktionen,
Stoffwechsel- und Interaktionspfaden verfiigbar. Bei 66 Prozent aller E. coli ORFs wurden
diese Funktionen experimentell ermittelt. Damit stellt die Datenbank eine der genaues-
ten und umfangreichsten Moglichkeiten zur biologischen Funktionsanalyse von Microarray-
Daten dar (Karp et al. (2007)). Aufgrund der Komplexitét der generierten Microarray-
Datensétze wird so eine enorme Vereinfachung der Interpretation realisiert.
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Abb. 18: Anzahl der regulierten Gene iiber die verschiedenen Multifun-Hauptklassen fiir die
drei evaluierten Vergleiche. Die Auftragung erfolgte separat fiir die positiv (P) wie auch fiir die
negativ (N) regulierten Gene. Zusétzlich sind die Unterklassen Stress, Chaperone und Verteidi-
gung mit aufgefiihrt. Die Auftragungen erlauben keinen direkten Vergleich zwischen verschie-
denen Klassen, da diesen unterschiedliche Anzahlen an Genen zugeordnet sind. Zusétzlich kann
ein Gen mehreren Funktionsklassen zugehorig sein.

Die Multifun Datenbank ordnet die E. coli Gene primér in zehn verschiedene Hauptkate-
gorien ein, die sich jeweils in weitere Unterkategorien aufteilen. Ein Gen kann dabei mehreren
Kategorien zugehorig sein, so dass die Gesamtzahl der Gene in den verschiedenen Kategorie
die Gesamtzahl der E. coli Gene iibersteigt. Fiir die Auswertung der Chipdaten gilt da-
mit analog, dass die Summe der Gene in den verschiedenen Multifun-Funktionsklassen die
Gesamtzahl der regulierten Gene iibersteigt. Zuséatzlich kann ein Gen auch mehrmals einer
Funktionsklasse zugeordnet sein, sofern es innerhalb dieser verschiedenen Unterkategorien
zugehorig ist. Die Anzahl der den jeweiligen Funktionsklassen zugehorigen Genen kann der
Abbildung 18 entnommen werden. Die meisten regulierten Gene sind in den Funktionklas-
sen Metabolismus, Lokalisation der Genprodukte, unbekannte Funktion und Zellstruktur
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vorhanden. Dieser Beobachtung gilt jedoch anzumerken, dass diese Funktionsklassen un-
terschiedliche absolute Anzahlen an Genen enthalten und damit nicht direkt miteinander
vergleichbar sind. So sind von den 4460 E. coli Genen 2328 Gene der Funktionsklasse Me-
tabolismus zugeordnet, aber nur 518 der Funktionsklasse Zellstruktur. In diesem Kontext
sind relative Werte, welche die Anzahl der Gene der jeweiligen Funktionsklasse mit in die
Betrachtung einbeziehen, biologisch aussagekriftiger.

Fiir die positiv und negativ regulierten Gene der drei Vergleiche ist dieses in der Ab-
bildung 19 realisiert. Es wurde fiir die jeweiligen Funktionsklassen der Quotient aus der
Anzahl der regulierten Gene und der Gesamtzahl der Gene, die dieser Funktionsklasse zu-
geordnet sind gebildet und fiir die drei transkriptionellen Vergleiche graphisch aufgetragen.
Fiir die hochregulierten Gene ist eindeutig ersichtlich, dass sich die Graphenverldufe der
beiden Vergleiche nach Induktion gegen den Referenzzeitpunkt vor Induktion sehr &hnlich
sind und sich substantiell von dem Vergleich der beiden postinduktiven Zustinde unter-
scheiden. Die grofsten regulatorischen Efffekte treten direkt nach der Induktion auf und
bleiben bis zum Zeitpunkt 60 Minuten nach Induktion erhalten. Zwischen den Zeitpunkten
30 und 60 Minuten nach Induktion findet nur noch eine Regulation weniger Gene statt. Als
Effekt der Arabinose-Supplementierung werden fast ausschlieflich positiv regulierte Gene
beobachtet. Die grokten regulatorischen Effekte treten in den Funktionsklassen Zellprozes-
se, Adaption auf Stress sowie Verteidigung auf. In diesem Befund werden die drastischen
Effekte der BRP-Expression reflektiert. Eine positive Regulation der Stress- und Verteidi-
gungsantwort der Zelle scheint in diesem Kontext biologisch sinnvoll. Fiir den Vergleich 30
Minuten nach Induktion gegen den Zustand vor Induktion wird zusétzlich eine auffallend
hohe Anzahl an Chaperonen reguliert vorgefunden. Chaperone assistieren neugebildeteten
und fehlgefalteten Proteinen, ein funktionelles Faltungsmuster einzunehmen. Ihre Expressi-
on wird Stress-induziert stark erhoht und gibt somit einen weiteren Hinweis auf die zellulare
Antwort hinsichtlich der BRP-Expression.
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Abb. 19: Zuordnung der regulierten Genen der drei evaluierten Vergleiche zu den jeweiligen
Multifun-Funktionsklassen. Aufgetragen sind die Quotienten aus der Anzahl der regulierten
Gene und der Gesamtanzahl der einer Funktionsklasse zugehorigen Gene. Neben den Multifun-
Hauptklassen wurden die Subklassen Stress, Verteidigung und Chaperone mit in den Vergleich
integriert.
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Fiir die negativ regulierten Gene werden derartig eindeutige Tendenzen nicht vorgefun-
den. Gleichwohl findet die stirkste Regulation ebenfalls in den Funktionsklassen Stress und
Verteidigung statt und koinzidiert mit jenen Ergebnissen, die fiir die hochregulierten Gene
gefunden wurden. Zusétzlich findet eine auffallend hohe Regulation bei den extrachromoso-
malen Genen fiir die Vergleiche vor/nach Induktion statt. Fiir eine detaillierte Diskussion
von einzelnen Genen wird daher im Folgenden der Fokus auf diese Funktionsklassen gelegt.

Zur Evaluierung aufgrund welcher BRP-induzierter Stressarten eine besonders hiufige
Genregulation beobachtet wurde, erfolgte eine Aufschliisselung der zelluldren Stressantwort
in die einzelnen Stressunterklassen. Ziel war dabei, die BRP-Aktivitdt einem bereits be-
kannten zelluldren Stress zuzuordnen, um so schon bekannte Optimierungs- und Préven-
tionsmafnahmen auf die BRP-Reaktorkultivierungen zur Proteinsekretion zu iibertragen.
Die graphische Auftragung der relativen Werte ist in Abbildung 20 realisiert.

Wie aus der Abbildung 20 ersichtlich, besteht die Stressantwort der Zelle aus verschiede-
nen Stressarten und kann nicht einem bestimmten Stressstimulus zugeordnet werden. Gene,
welche in der Antwort auf thermischen, oxidativen, Nahrungsmangel-induzierten und beson-
ders Austrocknungsstress involviert sind, weisen die grofiten relativen Haufigkeiten auf. Jene
Gene, die dem Austrocknungsstress zugeordnet sind, zeigen ausnahmslos ihre Funktion in
der Synthese eines Kapselpolysaccharides, welches ein wichtiges Oberflichenadhésin bei der
bakteriellen Biofilmbildung darstellt. Durch die Biofilmbildung schiitzt sich das Bakterium
vor schédlichen Umwelteinfliissen. Eine Biofilmbildung kénnte auch BRP-induziert auftre-
ten. Die Regulation der in der Biofilmbildung involvierten Gene tritt erst 60 Minuten nach
Induktion auf. Dieses korreliert sehr gut mit der zunehmenden BRP-Akkumulierung (Som-
mer et al. (2008)). E. coli lagert zudem unter Bedingungen hoher Osmolaritéiten signifikante
Mengen an niedermolekularen Osmolyten, wie z.B. Zuckern, ein (Luirink et al. (1991)). An-
hand dieses Faktums konnte die Regulation der diskutierten Gene ebenfalls erkléart werden.
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Abb. 20: Betrachtung der Multifun-Klasse Adaption auf Stress fiir die drei evaluierten Ver-
gleiche, separat fiir positiv (P) und negativ (N) regulierte Gene durchgefiihrt. Die differentiell

exprimierten Gene, welche dieser Funktionklasse zugehorig waren, wurden hinsichtlich ihrer

Verteilung auf die einzelnen Subklassen evaluiert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der ein-

zelnen Subklassen untereinander wurden relative Werte, gebildet, welche die unterschiedlichen

Genanzahlen in jeder Subklasse mit einbezogen.

Betrachtet man die Lokalisierung der Genprodukte fiir die regulierten Gene der drei eva-
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luierten Analysen in Abbildung 21, so ist auffillig, dass sich fiir die positiv regulierten Gene
der Vergleiche vor /nach Induktion ein hoher prozentualer Anteil der Proteinprodukte in der
inneren und duferen Membran sowie im Periplasma befindet. Dies sind die zelluldaren Regio-
nen, welche von einer BRP-Expression besonders betroffen sind (van der Waal et al. (1995)).
Aufgrund des Einflusses der BRP-Expression auf die Membranintegritdten und die semis-
pezifische Freisetzung des periplasmatischen Inhalts wird eine substantielle Zellreaktion in
diesen Bereichen erwartet und auch experimentell beobachtet. Relativierend muss allerdings
konstatiert werden, dass auch die Arabinosesupplementierung und die damit einhergehende
positive Regulation von Transportern, periplasmatischen Bindungsproteinen sowie Porinen
zur Substrataufnahme iiber die aufsere Membran einen signifikanten regulatorischen Einflufs
auf Gene ausiibt, deren Produkte in dieser Region lokalisiert sind. Es ist also in konkreten
Féllen differenziert zu betrachten, ob es sich um einen BRP- oder Arabinose-induzierten
Regulationseffekt handelt.

Eine genauere Betrachtung der Zellprozesse (Abbildung 22) zeigt, dass die meisten re-
gulierten Gene in die Biofilmbildung, die Virulenz und die Stress- und Verteidigungsantwort
involviert sind. Wiederum ereignet sich die deutliche Mehrheit der regulatorischen Effekte
bei den positiv regulierten Genen der Vergleiche vor/nach Induktion. Die signifikante Re-
gulation von Genen, die in der Biofilmbildung eine zentrale Rolle spielen, tritt nur fiir den
Vergleich 60 gegen 0 Minuten auf und koinzidiert mit den zuvor gemachten Beobachtungen.
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Abb. 21: Betrachtung der Multifun-Klasse Lokalisierung der Genprodukte fiir die drei eva-
luierten Vergleiche, separat fiir positiv (P) und negativ (N) regulierte Gene durchgefiihrt. Die
differentiell exprimierten Gene, welche dieser Funktionklasse zugehorig waren, wurden hinsicht-
lich ihrer Verteilung auf die einzelnen Subklassen evaluiert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit
der einzelnen Subklassen untereinander wurden relative Werte gebildet, welche die unterschied-
lichen Genanzahlen in jeder Subklasse mit einbezogen.

Schliisselt man die regulierten Gene in der Multifun-Funktionsklasse Struktur nach ihrer
Zugehorigkeit zu den einzelnen Unterklassen auf und bildet zur besseren Vergleichbarkeit
erneut relative Werte, so erhélt man die in Abbildung 23 gezeigte graphische Darstellung.
Die groften regulatorischen Effekte werden fiir die positiv differentiell exprimierten Gene
der drei evaluierten Vergleiche beobachtet. Es wird fiir den Vergleich 60 vs. 0 Min ein deut-
liches Maximum bei der Subklasse Kapselbildung beobachtet. Weiterhin signifikant hohe
Werte sind fiir die beiden Vergleiche vor/nach Induktion bei den Unterklassen Oberflachen-
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antigene, Flagellum und Peptidoglykan zu verzeichnen. Fiir die hochregulierten Gene des
Vergleichs der beiden postinduktiven Zustidnde werden signifikante regulatorische Effekte bei
den Subklassen Kapselbildung und Pilus identifiziert. Besonders interessant sind die beob-
achteten Effekte im Bereich Kapselbildung, Oberflichenantigene und Peptidoglykan, da die
signifikante Auswirkung der BRP-Expression auf diese Zellkompartimente in der Literatur
belegt ist (Van der Waal et al. (1995)).

Im Folgenden muss eine detaillierte Betrachtung der einzelnen Gene kléren, ob deren
Regulation urséchlich aufgrund der BRP-Aktivitit auftritt. Aufgrund der breitgefécherten
zelluliren Stressantwort, der Uberlappung Arabinose- und BRP-induzierter Effekte und der
Existenz weiterer interessanter regulierter Gene und Operons wird im Folgenden eine detail-
lierte Diskussion der Genregulation realisiert. Wie eingangs erwahnt, findet eine besondere
Fokussierung auf Gene statt, welche die komplexen mechanistischen Vorgéange und Reaktio-
nen auf eine BRP-Expression und die damit einhergehende Proteinsekretion ermoglichen.
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Abb. 22: Betrachtung der Multifun-Klasse Zellprozesse fiir die drei evaluierten Vergleiche, sepa-
rat fiir positiv (P) und negativ (N) regulierte Gene durchgefiihrt. Die differentiell exprimierten
Gene, welche dieser Funktionklasse zugehorig waren, wurden hinsichtlich ihrer Verteilung auf
die einzelnen Subklassen evaluiert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Subklassen
untereinander wurden relative Werte gebildet, welche die unterschiedlichen Genanzahlen jeder
Subklasse mit einbezogen.

Detaillierte Analyse

Generell wird eine auffallend hohe Anzahl an Stress- und Abwehr-involvierten Genen vor-
gefunden, sowie solchen Genen, die in der Synthese des Peptidoglykans bzw. des Lipopoly-
saccharides der dufleren Membran entscheidende Funktionen inne haben.

Vergleich 30 vs. 0 Min

30 Minuten nach Induktion wird das araBAD-Operon stark positiv reguliert. Die Genpro-
dukte dieses Operons codieren fiir die Enzyme, welche die initialen Schritte der metaboli-
schen Degradation der Arabinose katalysieren. Somit stellt der Befund eine Positivkontrolle
der Chipergebnisse dar.
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Abb. 23: Betrachtung der Multifun-Klasse Zellstruktur fiir die drei evaluierten Vergleiche, se-
parat fiir positiv (P) und negativ (N) regulierte Gene durchgefiihrt. Die differentiell exprimier-
ten Gene, welche dieser Funktionklasse zugehorig waren, wurden hinsichtlich ihrer Verteilung
auf die einzelnen Subklassen evaluiert. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Subklas-
sen untereinander wurden relative Werte gebildet, welche die unterschiedlichen Genanzahlen in
jeder Subklasse mit einbezogen.

Zuséatzlich positiv reguliert sind die Gene araFGH sowie das Strukturgen araE. Die
Regulation dieser Gene kann ebenfalls als Positivkontrolle fungieren. Durch die Supplemen-
tierung der L-Arabinose als Induktor wird dieser mittels zweier verschiedener Aufnahme-
systeme in die Zelle transportiert. E. coli besitzt zu diesem Zweck ein Aufnahmesystem mit
niedriger Substrataffinitét, dessen Triebkraft der pH-Gradient iiber der Membran ist, sowie
ein hochaffines, ATP-abhéngiges Transportsystem vom Typus der ABC-bindenden Kasette.
Der Reporter von ersterem System wird von dem Gen arak codiert, wohingegen die Gene
araFGH fiir Letzteres codieren. Das Genprodukt von araF fungiert dabei als Arabinose-
Bindungsprotein, jenes von araH als der membrangebundene Teil und schlieflich araG als
ATP-bindende Komponente des ABC-Transporters. Unter physiologischen Bedingungen, bei
denen keine L-Arabinose im Medium vorliegt, werden diese spezifischen Transporter nicht
benotigt und die Genexpression der codierenden Gene entsprechend reprimiert. Bei der Zu-
gabe von L-Arabinose findet daher eine starke positive Regulation statt, wie sie auch im
Experiment vorgefunden wird. Die Gene araFGH wurden nach Induktion besonders stark
reguliert vorgefunden, die Arabinoseaufnahme wird daher vornehmlich {iber die hochaffine
ABC-bindende Kassette realisiert. Neben den Genen, welche in die Arabinoseaufnahme und
den Arabinosemetabolismus involviert sind, wurden zudem eine auffallend grofe Anzahl an
regulierten Genen identifiziert, welche in der Biosynthese des Lipopolysaccharids der dufse-
ren Membran, der Eisenaufnahme, der Biofilmproduktion und der Adaption an osmotisch
und thermisch bedingten Stress fungieren. Eine generelle Auswirkungen von zelluldren Stress
stellt zudem die beobachtete Regulation von Chaperonen dar (Poranen et al. (2006); Har-
cum et al. (2006)). Der augenscheinliche Zusammenhang mit der BRP-Expression, welche
massive Auswirkungen auf die Membranintegritiaten, besonders der dufieren Membran hat,
wurde zum Anla genommen, diese Gene in besonderer Detailltiefe zu erliutern. Uber die
verschiedenen evaluierten Microarray-Experimente mit gleichen oder &hnlichen Sekretions-
reportersystemen existierten Gene, welche in nahezu allen Vergleichen reguliert vorgefunden
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wurden. Diesen Genen galt zusétzlich eine besondere Aufmerksamkeit, zumal ihre Existenz
einen Hinweis auf reproduzierbare und biologisch sinnvolle Analysenergebnisse darstellt.
Das Gen bglX codiert fiir eine periplasmatisch lokalisierte $-D-Glukosidase und wurde
in nahezu allen Microarrayexperimenten mit dem Sekretionsreportersystem nach Induktion
als reguliert vorgefunden. Wie bei dem ebenfalls regulierten ygcY handelt es sich dabei um
ein osmotisch induzierbares Gen. Eine ganze Reihe von Genen, welche in die Biosynthese
des Lipopolysaccharides (LPS) der duferen Membran und dem Peptidoglykan involviert
sind, wird 30 Minuten nach Induktion positiv reguliert. Es handelt sich dabei um die Gene
rfaCD, rfbB, mltC, tolC, ybbF, galKF und B1640. Das LPS stellt die Hauptkomponente
der duferen Membran gram-negativer Bakterien dar. Seinerseits ist das LPS in die beiden
Hauptbestandteile Lipid A und dem phosphorylierten Kernoligosaccharid gegliedert (Brock:
Mikrobiologie (2003)). Die Proteinprodukte von rfaC und rfaD, welche chromosomal in ei-
nem Operon organisiert vorliegen, sind direkt an der Biosythese von Lipid A beteiligt. Glei-
ches gilt fiir die Strukturgene ybbF und rffB. Die BRP-Expression fiihrt zu einer Aktivierung
der Phospholipase A durch Dimerisierung, welches eine partielle Degradation der &ufseren
Membran zur Folge hat (Dekker et al. (1999)). In diesem Kontext wird versténdlich, dass
eine Nachproduktion von Komponenten der duferen Membran erfolgt, um deren Verlust zu
kompensieren und die Membranintegritidt zu gewahrleisten. Aus sekretorischer Sicht inter-
essant ist die Regulation von tolC, welches fiir ein Porin der dufferen Membran codiert und
fiir die Aufnahme und Freisetzung verschiedener hydrophober und amphiphatischer Molekii-
le verantwortlich ist. TolC bildet in der dufseren Membran ein Trimer und stellt ein Substrat
fiir den Sec-Pathway dar (Mergulaho et al. (2005)). Auch eine mogliche Beteiligung an der
BRP-Freisetzung kann vermutet werden. In dieser Hinsicht ist auch die Regulation von mltC
auferst interessant. Das mltC-Gen codiert fiir eine lytische Endotransglykosylase und stellt
ein membrangebundenes Lipoprotein dar. Diese Murein-Hydrolase vermag eine lokalisierte
Offnung der netzartigen Peptidoglykanstruktur zu realisieren und so den Export sterisch an-
spruchsvoller Komponenten wie DNA, Toxinen oder fimbrischer Proteinen zu erméglichen.
Es ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um einen BRP-induzierten Effekt handelt, um
die Sekretion periplasmatische Proteine ins Kulturmedium zu realisieren. Die codierenden
Gene fiir mltC und dessen Analogon mltE finden sich zudem in vielen evaluierten tran-
skriptionellen Vergleichen vor/nach Induktion unter den positiv regulierten Genen wieder.
Eine weitere Auffalligkeit ist die positive Regulation vieler stressinduzierbarer Gene, welche
in der Eisenaufnahme der Zelle eine Rolle spielen. In dem konkret betrachteten Vergleich
sind dieses die Gene yecl, uvry, yhea und yebl. Eisenionen spielen eine wichtige Rolle bei
der Zellatmung, da sie die Hauptbestandteile der Cytochrome und Schwefel-Eisen-Proteine
sind. Die Lokalisierung der Schwefel-Eisenproteine in der inneren Membran und des Eisen-
aufnahmesystems in der dufseren Membran deutet auf eine mdgliche Beeinflussung durch die
BRP-Expression hin. Besonders das Gen yecl wird nach der Induktion in nahezu allen durch-
gefiihrten Analysen als reguliert identifiziert. Diese Genklasse stellt die zelluldre Antwort
auf oxidativen Stress dar. Eine zu starke Induktion der BRP-Expression kann zu einer Zell-
lyse fithren und beeintréchtig auch die Integritéat der inneren Cytoplasmamembran (Van der
Waal et al. (1995)). Da im Periplasma gram-negativer Bakterien oxidierende Bedingungen
vorherrschen, konnte eine BRP-induzierte Schidigung der Cytoplasmamembran Griinde fiir
die oxidativen Stressantwort liefern. Weitere stressinduzierbare Gene und solche, die in den
Abwehrmechanismus der Zelle involviert sind, wurden durch den Induktionsstimulus regu-
liert. Prominente Beispiele, die auch in weiteren Analysen in Koinzidenz reguliert auftraten,
sind cspa, marB, evgA, ksgA, deaD, spoT und ygdp. Das Gen cspA wurde nach der Induk-
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tion besonders stark positiv reguliert. Es codiert fiir einen Transkriptionsaktivator, der ein
RNA-Chaperon darstellt und dessen Expression bei einem Kélteschock induziert wird. Das
Protein CsgA verhindert bei tiefen Temperaturen die vermehrte Sekundéarstrukturbildung
der RNA. Weitere Transkriptionsaktivatoren werden von den positiv regulierten Genen deaD
und evgA codiert. Wiederum reflektiert ihre konsistente Regulation iiber viele verschiedene
Vergleiche hinweg eine generelle Zellantwort. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch
die Regulation des Genes mdaB, welches fiir eine Untereinheit der NADH-Ubiquinon Re-
duktase codiert. Neben der ATP-Hydrolyse stellt die protonenmotorische Kraft (PMK) die
Triebkraft der Sec-abhéngigen Translokation dar. Fiir den Tat-Export ist diese die alleinige
Triebfeder. Die PMK wird von dem pH-Gradienten {iber der inneren Membran verursacht.
Zur Aufrechterhaltung dieses Gradienten spielt das von mdaB codierte Protein eine wichtige
Rolle (Stolpe et al. (2004)). Die vermehrte Expression von Chaperonen stellt einen weiteren
Indikator fiir eine Stressantwort der Zelle dar und wurde auch bei der présentierten Analyse
beobachtet. Positiv reguliert wurden die Strukturgene von den Chaperonen FIiT, FkpA und
HybB. Besonders die Regulation des Hitzschockgens fkpA deutet auf ein biologisch sinnvol-
les Ergebnis hin, da verschiedene Studien die Analogien zwischen BRP-induzierten Effekten
und denen eines Hitzeshocks aufzeigen (Van der Waal et al. (1995)). Geméfs dem eingangs
Konstatierten finden die grofiten regulatorischen Effekte bereits relativ kurz nach Indukti-
on statt. Entsprechend sind die wenigen hochregulierten Gene beim Vergleich der beiden
postinduktiven Zustdnde aus sekretorischer Sicht nicht interessant. Kinzig und allein die
positive Regulation des Genes osmB ist erwidhnenswert, zumal sich dieses Gen iiber fast alle
transkriptionellen Vergleiche mit unterschiedlichen Sekretionssystemen hinweg als positiv
reguliert erweist. Die osmotisch induzierbare Expression und osmoprotektive Wirkung gibt
klare Hinweise auf eine Auswirkung hinsichtlich der BRP-Expression. Die positive Auswir-
kung der OsmB-Uberexpression auf die BRP-vermittelte Proteinsekretion kénnte so mittels
einer Coexpressionstrategie evaluiert werden.

Vergleich 60 vs. 0 Min

Analog dem unléngst Gesagten werden die meisten regulierten Gene, wie sie fiir den Ver-
gleich 30 Minuten gegen den Zustand vor Induktion identifiziert wurden, auch nach 60
Minuten noch positiv reguliert vorgefunden. Die hohe Wiederfindungsrate der regulierten
Gene in diesem Vergleich gibt Hinweise auf sinnvolle Chipdaten, da eine zuféllige Regula-
tion exakt derselben Gene statistisch unwahrscheinlich ist. Die Positivkontrollen araBAD
und araHGF wurden ebenso wie die Gene yecl, yedA, bglX, lysP, evgA, ygfQ, tolC, deaD,
yvheA, fkpA, cspA, mltE und spoT wiedergefunden. Die Wiederfindungsrate zwischen den
beiden Vergleichen wurde nur fiir die aus sekretorischer Sicht interessanter Gene evaluiert.
Zusatzlich positiv reguliert waren die Gene des Galaktoseoperons galEKT, deren Genpro-
dukte bei der Synthese des Kapselpolysaccharids Colanic Acid eine wichtige Rolle spielen.
Die Synthese einer Kapsel wird bei der bakteriellen Biofilmbildung als Oberflichenadhésin
beobachtet. Mit der gleichen Begriindung kann in diesem Zusammenhang die Regulation des
Genes ycdQ verstanden werden, welches ebenfalls essentiell fiir die Ausbildung bakterieller
Biofilme ist. Die Bildung von Biofilmen, d.h. Kolonien von schleimumbhiillten Zellen, welche
mittels Polysaccharid-Adhésinen an eine Oberfliche assoziiert sind, stellt einen Abwehrme-
chanismus des Bakteriums gegen schidliche Umwelteinfliisse dar. Es ergeben sich erhebliche
wirtschaftliche und medizinische Implikationen aus der bakteriellen Biofilmbildung, da diese
im Biofilm fiir das humane Immunsystem und Bakteriozide unerreichbar sind (Ren et al.
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2004, Wang et al. (2004)). Durch die drastischen Auswirkungen der BRP-Expression wird
dieser Abwehrmechanismus verstandlich. Weiterhin positiv differentiell exprimiert ist das
Gen osmB, was auf Bedingungen mit einer erhéhten Osmolaritdt hindeutet.

Vergleich 60 vs. 30 Min

Die Zustdnde 30 und 60 Minuten relativ zum Induktionszeitpunkt dhneln einander fast
vollstandig, und sinngeméss tritt beim Vergleich zwischen Thnen keine nennenswerte diffe-
rentielle Expression sekretorisch interessanter Gene auf.

negativ requlierte Gene

Eine detaillierte Betrachtung der negativ regulierten Gene fiir die drei evaluierten Verglei-
che zeigt im Wesentlichen die Regulation von in den Zellmetabolismus involvierten Genen.
Die beiden Vergleiche 30 vs. 0 Min und 60 vs. 0 Min gleichen sich fast vollig. Lediglich fiir
den Vergleich der beiden postinduktiven Zustédnde ist noch die Regulation des Genes glpB
erwihnenswert, da dieses in den Glycerinmetabolismus involviert ist (Lin et al. (1976)).
Durch die Umstellung des Zellmetabolismus auf die energetisch vorteilhaftere Kohlenstoff-
quelle Arabinose wird versténdlich, warum die negative Regulation dieses Gens auftritt.

4.4.2 Induktion mit 1000 mg/1 L-Arabinose

Fiir die Fermentation des Stammes MG 1655 pBADtorAmalE LppBRP mit einer Induk-
tionsstiarke von 1000 mg/l L-Arabinose wurde analog zur vorangegangen Diskussion ein
Vergleich dreier dquivalenter Zeitpunkte evaluiert. Der transkriptionelle Vergleich der Pro-
be, welche 30 Minuten nach Induktion entnommen wurde, gegen jene, die den prainduktiven
Zustand représentiert, identifizierte 164 regulierte Gene, von denen 78 negativ und 88 posi-
tiv reguliert waren. Dies entspricht einem prozentualen Wert von 3,68 Prozent aller E. col
Gene. Nach 60 Minuten waren gegeniiber der Referenz vor Induktion ebenfalls 164 Gene
differentiell exprimiert, wovon allerdings 128 positiv und 38 negativ reguliert wurden. Re-
lativ zur Gesamtzahl aller existenten F. coli ORFs entspricht dieses ebenfalls 3,68 Prozent.
Schlieklich wurden bei dem Vergleich der beiden postinduktiven Zustdnde 175 regulierte
Gene beobachtet, diese setzten sich aus 39 negativ und 136 positiv regulierten Genen zu-
sammen, welche 3,92 Prozent des E. coli Genoms représentieren.

Mittels der Multifun-Datenbank wurden den regulierten Genen biologische Funktionen
zugeordnet. Dabei wurde analog zu der vorherigen transkriptionellen Analyse mit dem glei-
chen Sekretionsreportersystem verfahren. Es ergaben sich dquivalente Ergebnisse zur vor-
herigen Transkriptomanalyse, weshalb auf eine gesonderte Darstellung derselben verzichtet
wurde. Im Folgenden wird mit der detaillierten Diskussion einzelner regulierter Gene und
Operons fiir die drei evaluierten transkriptionellen Vergleiche fortgefahren.

Vergleich 30 vs. 0 Min

Die positive Regulation der in den Arabinosemetabolismus und der Arabinoseaufnahme in-
volvierten Operons araBAD und araFGH verifizierte wiederum die biologische Sinnhaltigkeit
der generierten Analysenergebnisse. Die Regulation der Gene lolA und lolB, welche chromo-
somal in einem Operon organisiert vorliegen, identifizierte den Einflufs der BRP-Expression
auf die Konstitution der dufferen Membran. Die beiden Gene codieren fiir ein periplamati-
sche Chaperon (LolA) und fiir ein in der duferen Membran befindliches Lipoprotein (LolB),

o4



4.4 Analyse der extrazelluldren, Tat-spezifischen Sekretion

welche essentiell fiir die korrekte Lokalisierung und den Transport der Hauptkomponente
Lpp der dufseren Membran sind (Matsuyama et al. (1995); Yokota et al. (1999)). Die ex-
perimentell beobachtete Uberexpression des lolA-Genes aktiviert das RCS-System, welches
die Produktion einer extrazelluldren Polysaccharid-Kapsel aus Colanic Acid (M-Antigen)
bewirkt. Bei der transkriptionellen Analyse einer schwécher induzierten Kultur des glei-
chen Stammes (Abschnitt 4.4.1) wurde dessen Regulation ebenfalls beobachtet (Wang et al.
(2004)). Die Auswirkungen der Aktivierung des RCS-Systems lassen sich auch experimen-
tell anhand der Chipdaten beobachten. Der Gencluster galKET codiert fiir die Enzyme, die
eine Schliisselposition in der Biosynthese der in diesem Zusammenhang erwéhnten Polysac-
charidkapsel aus Colanic Acid einnehmen, und wird in Koinzidenz mit lolA stark reguliert
vorgefunden. Die positive Regulation dieser Gene findet sich in vielen Vergleichen wieder
und stellt eine mogliche zelluldre Antwort auf die BRP-Expression dar. Eine weitere inter-
essante Beobachtung, welche mit der Regulationskaskade einhergeht, ist die differentielle
Expression der Genkomponenten der Tryptophanbiosynthese. LolB besitzt einige hochkon-
servierte Tryptophan-Doménen, welche fiir die Substratspezifitit entscheidend sind, wie
durch site-directed-mutagenesis-Analysen belegt wurde (Yokota et al. (1999)). Durch die
vermehrte Produktion von lolB und den damit einhergehenden erhéhten Tryptophanbedarf
konnte die positive Regulation erklart werden. Weiterhin positiv reguliert sind die osmo-
tisch induzierbaren Gene otsB, osmB und osmY, welches wiederum einen Hinweis auf einen
BRP-induzierten osmotischen Stress fiir die Zelle gibt. Bei dem Osmoprotektanten OsmB
handelt es sich um ein Lipoprotein, welches zur Kompensation des Verlustes der Mem-
branintegritat der &ufseren Membran vermehrt produziert werden konnte. In Koinzidenz
mit dieser Beobachtung findet die positive Regulation des Genes spy statt. Bei dem Gen-
produkt handelt es sich um ein Polypetid, welches vom Cpx-System fiir Membranstress
reguliert wird und bei der Bildung von Sphéroblasten eine zentrale Rolle spielt (Jung et
al. (1990)). Die semispezifische Freisetzung des periplasmatischen Inhaltes, bedingt durch
den BRP-induzierten partiellen Abbau der dufteren Membran, gleicht in vielen Punkten der
Sphéroblastenbildung und ruft entsprechend bei der Zelle eine analoge Antwort hervor. Evi-
dent zu dem bisher Konstatierten ist auch die beobachtete Regulation des Genes welches fiir
den Sigmafaktor RpoS codiert und dessen Expression unter dem Stimulus von osmotischem
Stress und der Biofilmbildung induziert wird (Ren et al. (2004)). Die drastischen Folgen der
BRP-Expression manifestieren sich ebenso in der Regulation der Gene nlpD, exbB und des
Operons rfaCF, welche eine zentrale Rolle in der LPS-Biosynthese spielen. Eine Uberexpres-
sion von rfaC fithrt zur Biofilmbildung (Bailey et al. (1996)), welches experimentell auch
durch die Regulation des Gencluster galKET und weiterer involvierter Gene beobachtet wird
und gut mit der positiven Regulation von lolA korreliert. Bei NIpD handelt es sich um ein
dukeres Membranlipoprotein, welches eine hohe Sequenzhomologie zu dem Lpp-Protein aus
Haemophilus somnus aufweist (Wu et al. (2009)). Dieses konnte ebenfalls dazu fungieren,
dem BRP-induzierten proteolytischen Abbau der dufseren Membran mittels Phospholipase
A entgegenzuwirken. Des weiteren ist NlpD fiir die Aufnahme der Gruppe B-Colicine von
essentieller Bedeutung. Zusétzlich wurde die Regulation einer Reihe von Prophagengene
beobachtet, deren Proteinprodukte bisher unbekannte Funktionalitdten aufweisen. Die Re-
gulation der Gene B2350 und B2351 trat auch in weiteren transkriptionellen Vergleichen
auf und sei hier als Beispiel genannt.
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Vergleich 60 vs. 0 Min

Die Ergebnisse fiir den Vergleich 60 Minuten gegen den Zeitpunkt vor Induktion decken
sich in weiten Teilen mit jenen, die vorangehend diskutiert wurden. Die positive Regulation
der Operons araBAD und araEFG als Positivkontrolle wird ebenfalls in diesem Vergleich
identifiziert. Gleiches gilt fiir die substantielle Zellantwort auf die BRP-Expression durch
Regulation verschiedener Gene, die in die LPS-Biosynthese oder die Ausbildung von Bio-
filmen involviert sind. Die Gene bzw. Operons galKTE, lolAB, trpCED, osmB, rfaC und
spot werden ebenfalls nach Induktion positiv reguliert. Erwéhnenswert ist die zusétzliche
differentielle Expression vom Gen ycgG, dessen Produkt ebenfalls eine substantielle Bedeu-
tung bei der Ausbildung von Biofilmen spielt und gut mit den zuvor getroffenen Aussagen
koinzidiert. Weiterhin sind die Gene vacJ und evgA, die ihre Bedeutung in der allgemeinen
Stressantwort der Zelle haben, positiv reguliert. Aus sekretorischer Sicht ist die Regulation
des Genes secG bedeutsam, welches fiir einen Bestandteil des zentralen Translokationstunnel
der Sec-Translokase codiert (Economou et al. (1999)). Durch die Saturierung der Sekreti-
onskapazititen des Sec-Pfades aufgrund des Sec-Substrates BRP wird die Regulation dieses
Genes verstandlich.

Vergleich 60 vs. 30 Min

Im Gegensatz zu den Beobachtungen, welche mit dem gleichen Sekretionsrepotersystem bei
einem niedrigeren Induktionsniveau gemacht wurden, findet zwischen den Zusténden 30 und
60 Minuten relativ zum Zeitpunkt der Induktion noch eine signifikante positive Genregu-
lation statt. Besonders interessant ist in diesem Kontext die differentielle Expression des
Phagenschockoperons pspABCDE und die hohe Anzahl an regulierten Chaperon-Genen wie
grpE, stpA, hybB, hslU sowie hslV. Dies deckt sich gut mit den experimentellen Befunden,
die eine maximale BRP-Aktivitdt nach dieser Zeitspanne nach Induktion detektieren. Durch
die Akkumulierung des BRPs iiber einen bestimmten Schwellenwert hinaus zeigt sich die
lytische Wirkung der BRP-Aktivitéit. Stegehuis et al. (1995) beobachteten eine vollstandige
Inhibition der Proteinbiosynthese 60 Minuten nach Induktion. Konsistent mit diesen Be-
obachtungen ist auch die Regulation verschiedener osmotisch-induzierbarer Gene wie betA,
mdaH, osmC so wie die differentielle Expression von Strukturgenen von Enzymen und Kom-
ponenten zur Peptidoglykan- und LPS-Biosythese wie ompX, htrB, mltC, yciD, tonB, slyB
und dacB. Das Gen ompX codiert fiir ein Membranporin der dufferen Membran, welches
eine wichtige Rolle in der Colicin-Aufnahme spielt (Wu et al. (2009)). TonB fungiert als
Energieumwandler, welcher die PMK iiber der inneren Membran fiir den Import von Ei-
sensiderophoren und Vitamin B12 durch die dufsere Membran bereitstellt. ExbB fungiert in
der Interaktion mit TonB in der Substrataufnahme iiber die dufere Membran. Das Protein
interagiert mit einer ganzen Reihe von Transportproteinen der dufseren Membran und steht
in engem Kontakt mit beiden Membranen (Held et al. (2002)). Ein solcher Transporter wird
von dem Gen fecA codiert, welches ebenfalls positiv reguliert wurde. FecA ist in der dufseren
Membran lokalisiert und fungiert in der TonB-abhéngigen Aufnahme von Eisen (Nikaido et
al. (1998)). Viele weitere Proteine, welche in die bakteriellen Eisenaufnahme und Zellatmung
involviert sind, wurden nach dem Induktionsstimulus reguliert vorgefunden, wie unléangst an
den Beispielen exbB, fecA und tonB gezeigt wurde. Offenbar verursacht die BRP-Induktion
mit ihrer degradativen Auswirkung auf die dufsere Membran einen Eisenmangel in der Zelle.
Die Eisenaufnahme geschieht iiber Porine der dufteren Membran, die BRP-induziert verloren
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gehen oder in ihrer Funktionalitidt eingeschrinkt werden und infolge dessen vermehrt nach-
produziert werden. Die Regulation der beiden Hitzeschockproteine IbpA und IbpB, welche
in einem Operon organisiert sind, deutet auf eine weitere zelluldre Stressantwort hin.

Fiir die negativ regulierten Gene der drei evaluierten Vergleiche erfolgt im folgenden eine
detaillierte Diskussion der Stress- und sekretorischen Antwort der Zelle. Zusammenfassend
ldsst sich fiir die negativ regulierten Gene eine hohe Anzahl solcher Gene beobachten, welche
in der Aminoséduren- und Nukleotidbiosynthese eine Rolle spielen.

negativ requlierte Gene

30 Minuten nach Induktion wird das Transkriptionsniveau der osmotisch induzierbaren Gene
osmC, rsbB und betA und Genen wie ftsl, mltE, dacD, welche in die Peptidoglykanbiosyn-
these involviert sind, reduziert. Weiterhin interessant ist die Regulation der Hitzeschock-
proteine IbpA und IbpB, die genetisch zusammen in einem Operon vorliegen (Zhao et al.
(2005)). In die LPS-Biosynthese der d&uferen Membran involviert sind die Gene 1pxC, B0805
und ompF, welche ebenfalls negativ differentiell exprimiert wurden. OmpF ist zudem durch
seine Funktion als Membranporin der &ufseren Membran hinsichtlich der Proteinsekretion
interessant (Wu et al. (2009)).

60 Minuten nach Induktion werden die Gene glpDFKT negativ reguliert, sie sind in einem
Operon organisiert und ihre Proteinprodukte werden in der Zelle fiir die Metabolisierung
von Glycerin als Kohlenstoffquelle benotigt (Lin et al. (1976)). Durch die Supplementierung
der Arabinose als Induktor findet eine Umstellung des Kohlenstoffmetabolismus von Glyce-
rin auf die energetisch vorteilhaftere Arabinose statt. Als Folge dessen werden jene Gene,
die in den Glycerinmetabolismus involviert sind, negativ reguliert. Die negative Regulati-
on der Glycerinmetabolismus-Gene kann somit, analog den Arabinosemetabolismus-Genen,
als Positivkontrolle fiir die biologische Sinnhaltigkeit der Chipdaten fungieren. Weiterhin
interessant ist die negative Regulation zweier grofer Operons. Die Identifizierung von re-
gulierten Operons gibt ebenfalls einen Hinweis auf biologisch sinnvolle Chipergebnisse, da
die zuféllige, gleichzeitige Regulation mehrer Gene eines Operons statistisch hochst unwahr-
scheinlich ist. Neben dem Operon, welches in den Glycerinmetabolismus involviert ist, sind
das Operon cysACIMW fiir die Sulfat-Aufnahme und das Operon gatABCDY fiir die Ga-
lacitolmetabolismus negativ reguliert. Kleinere Operons in Form von pyrBI, involviert in
die Pyrimidin-Biosynthese, und ylcAB wurden ebenfalls als differentiell exprimiert identi-
fiziert. Ein BRP-induzierter Einfluft auf die Nukleotidbiosynthese manifestiert sich durch
die Regulation von pyrBI, wohingegen der Einfluft der BRP-Induktion auf die Konstitution
der dufseren Membran durch die Regulation von ylcAB verdeutlicht wird. YlcA und YlcB
stellen, genau wie das Proteinprodukt des ebenfalls regulierten Gens ompF, Membranpo-
rine der &ufseren Membran dar. Diese besitzen wichtige Funktionen in der Stoffaufnahme
aus dem extrazelluldren Raum (Wu et al. (2009)). Ihre Funktion in der Colicin-Aufnahme
verdeutlicht einen Zusammenhang mit der BRP-Expression. Das zellulare RCS-System ist
mafgeblich in der Enstehung von Biofilmen involviert und das partizipirende Gen rcsC wird
ebenfalls in dieser Auswahl beobachtet (Brill et al. (1988)).

Der Vergleich der transkriptionellen Zusténde 30 und 60 Minuten nach Induktion gleicht
im Wesentlichen dem unléngst diskutierten Vergleich 60 vs. 0 Minuten. Dieses gibt einen
guten Hinweis auf die Reproduzierbarkeit und biologische Sinnhaltigkeit des Datensatzes.
Die Operons cysACDIJNPW und gatABC werden ebenfalls negativ reguliert vorgefunden.
Gleiches gilt fiir das Operon der Pyrimidinbiosynthese pyrBI. Das Operon sdhBC codiert
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fiir Proteine, die in den Zellmetabolismus und die aeroben Respriration involviert sind. Die
generelle negative Regulation ganzer Operons, die eine essentielle Funktion fiir den Zell-
metabolismus aufweisen, korreliert mit der in der Literatur berichteten BRP-induzierten
negativen Auswirkung auf den allgemeinen Zellmetabolismus (Luirink et al. (1991), Stege-
huis et al. (1995)). Die groften transkriptionellen Umstellungen in dieser Hinsicht finden,
bedingt durch die BRP-Akkumulierung, zwischen den Zustdnden 30 und 60 Minuten nach
Induktion statt.

4.4.3 Zusammenfassung

Anhand des E. coli Stammes MG1655 pBADtorAmalELppBRP erfolgte die Analyse der
Genexpression der Tat-spezifischen Sekretion in den extrazelluliren Raum. Die regulierten
Gene wurden mit Hilfe der Multifun-Datenbank klassifiziert und biologischen Funktionen
zugeordnet. Die grofite relative Regulation wurde bei den Funktionsklassen Verteidigung,
Stress und Zellprozesse beobachtet. Eine Evaluierung der Verteilung der regulierten Gene
in die einzelnen Multifun-Subklassen ergab fiir die Klasse Lokalisierung der Genprodukte
hohe prozentuale Anteile im Periplasma und den beiden Zellmembranen. Dabei kann es sich
sowohl um einen BRP-induzierten als auch um einen Arabinose-induzierten Effekt handeln.
Im Bereich der Zellprozesse wurden die groften regulatorischen Effekte bei den Subklas-
sen Stress, Verteidigung, Virulenz und Biofilmbildung beobachtet. Fiir die Funktionsklasse
Zellstruktur ergab eine dquivalente Evaluierung die grofiten Effekte bei den Oberflachen-
antigenen, dem Peptidoglykan und der Kapselbildung. Diese transkriptionellen Auswirkun-
gen wurden vornehmlich der BRP-Expression zugeschrieben. Die beobachtete positive Re-
gulation der priméren Arabinosemetabolismusgene araBAD und der Arabinoseimportgene
araEFGH wurde als Positivkontrolle fiir die biologische Verifikation der Analysenergebnisse
verwendet. Neben Stress- und Abwehr-involvierten Genen trat die differentielle Expressi-
on von verschiedenen Komponenten der LPS- und Peptidoglykan-Biosynthese auf. Zudem
wurde die Regulation von verschiedenen Chaperonen (z.B. FkpA, HybB, HslUV und FIiT),
Membranstressmarkern (z.B. lolAB, spy, pspABCDE) und Komponenten zur Aufrechter-
haltung des Protonengradienten iiber der Cytoplasmamembran (z.B. mdbE) beobachtet.
Die Regulation von Genen wie mltC und tolC deutet auf eine mechanistische Beteiligung
dieser im Sekretionsvorgang hin. Aus sekretorischer Sicht ist besonders die Regulation der
verschiedenen Chaperone und von pspA interessant, da sich diese Gene als erfolgreich in ver-
schiedenen Coexpressionsstrategien erwiesen haben (Li et al. (2003), De Lisa et al. (2004),
Perez-Rodriguez et al. (2007)).

4.5 Analyse der extrazelluliren, Sec-spezifischen Sekretion

Der Induktor des Arabinosepromoters, L-Arabinose, wird von E. coli K12 als Kohlenstoff-
quelle metabolisiert. Als Folge dessen findet ein rasches Abklingen des Induktionsstimu-
lus der promoterregulierten Gene in der Regel schon nach wenigen Stunden statt. Fir ei-
ne effiziente Sekretionsstrategie im Kontext hoher sekretierter Produktausbeuten sollte die
BRP-Expression konstant gehalten werden. Zu diesem Zweck wurden E. coli Stdmme mit
einem defizienten Arabinosemetabolismus entwickelt und sind teilweise kommerziell erhélt-
lich. Eine Deletion der chromosomal lokalisierten Gene araBAD, welche in der priméren
Arabinosemetabolisierung involviert sind, verhindert die Degradation der L-Arabinose. Das
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initiale Enzym stellt dabei die vom Gen araA codierte Arabinose-Isomerase dar, welche
die Konversion von L-Arabinose zu L-Ribulose katalysiert. Ein erfolgreicher knock-out des
Arabinosemetabolismus muss daher obligat mindestens dieses Enzym umfassen. Bis dato
etablierte Stamme mit defektem Arabinosemetabolismus zeigen jedoch einige Nachteile, wie
eine geringe Sekretionseffizienz, uncharakterisierte Mutationen und unvollstandige Sequenz-
informationen (Sommer et al. (2008)). Aus diesem Grunde wurde auf Basis des vollstandig
sequenzierten und gut charakterisierten F. coli Stammes K12 MG1655 ein Derivat konstru-
iert, welches einen Austausch der Gene araA und araB gegen das CAT-Gen aufweist, und
daher nicht mehr in der Lage ist, Arabinose zu verstoffwechseln. Der Genaustausch erfolgte
mittels homologer Rekombination (Sommer et al. (2008)). Basierend auf diesem Stamm,
welcher als Aral655 bezeichnet wurde, erfolgte die Analyse der Proteinsekretion anhand
des plasmidbasierten Reportersystems pBADLppBRPphoAbla. Das Plasmid codiert fiir ei-
ne Signalpeptid-modifizierte Variante des BRPs von CloDF13 (Luirink et al. (1991)), dessen
Expression unter der Kontrolle des Arabinose-Promoters steht. Die beiden Reporterproteine
alkalische Phosphatase (PhoA) und £-Lactamase (Bla) wurden stromabwiérts des Promoters
der #-Glukanase kloniert und werden somit konstitutiv exprimiert. Beide Proteine werden
mittels des Sec-Pfades in das Periplasma sezerniert und gelangen von dort BRP-induziert
in den extrazellularen Raum. Schematisch ist dieser Vorgang in Abbildung 24 gezeigt.

——
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Abb. 24: Schema der Sekretion der Reporterproteine Alkalische Phosphatase und #-Lactamase
des Stammes Aral655 pBADLppBRPphoAbla. Die beiden Reporterproteine werden mittels
des Sec-Pathways in das Periplasma von E. coli translokiert. Durch die Aktivitdt des Lpp-
BRPs gelangt das periplasmatische Intermediat schliefslich durch die dufere Membran in den
extrazelluldren Raum.

Es wurden reproduzierbare Bioreaktorkultivierungen des beschriebenen Sekretionsstam-
mes durchgefiihrt und Proben vor, sowie 30 und 60 Minuten nach Induktion dem Reaktor
entnommen. Auf Basis dieser Proben erfolgte die transkriptionelle Analyse.
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In zwei unabhingigen Reaktorldufen erfolgte die Induktion in der mittleren exponentiel-
len Phase mit zwei unterschiedlichen Induktionsstérken, es wurden dazu 1000 und 25 mg/1
L-Arabinose der Kultivierung zugesetzt. Somit lassen sich die Auswirkungen unterschiedli-
cher Expressionsniveaus des BRPs auf das E. coli Transkriptom evaluieren.

4.5.1 Induktion mit 1000 mg/1 L-Arabinose

Die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse des Sekretionsstammes bei einem
Induktionsniveau von 1000 mg/1 L-Arabinose werden nachfolgend préasentiert. 30 Minuten
nach Induktion wurde die differentielle Expression von 91 Genen identifiziert, dies entspricht
einem prozentualen Anteil von 2,04 Prozent aller 4460 ORFs von E. coli. Von diesen wurden
58 positiv und 33 negativ reguliert. Beim Vergleich des Transkriptoms 60 Minuten nach
Induktion gegen den Zustand vor Induktion wurden 42 runterregulierte und 44 hochregu-
lierte Gene beobachtet. Dies entspricht einer Gesamtzahl von 86 regulierten Genen, welche
1,93 Prozent des E. coli-Genomes reprisentieren. Zusétzlich wurde ein Vergleich der beiden
Zustande nach Induktion (30 und 60 Minuten) durchgefithrt, dabei wurden 78 regulierte
Gene identifiziert, die sich in 48 negativ und 30 positiv regulierte Gene gliedern. 1,75 Pro-
zent aller E. coli ORFs gehort damit zu den regulierten Genen. Um den Datensatz einer
biologischen Interpretation zugénglich zu machen, wurde die Multifun-Datenbank fiir eine
Funktionszuordnung der regulierten Gene verwendet. Es ergaben sich dquivalente Ergenisse
zu den vorangegangenen transkriptionellen Analysen (Abschnitt 4.4.1). Auf eine gesonderte
Darstellung derselben wurde daher verzichtet.

Durch die starke Induktion der BRP-Expression mit 1000 mg/l L-Arabinose wurde eine
substantielle Zellreaktion erwartet. Die BRP-Expression hat signifikante Auswirkung auf
die Integritdt der beiden Zellmembranen. In experimentellen Studien wurde belegt, dass
die Auswirkungen der BRP-Expression &hnliche Zellreaktionen hervorrufen, wie sie beim
Hitzeschock oder einer Phageninfektion beobachtet werden (Van der Waal et al. (1995)).
Nachfolgend erfolgt eine Diskussion von differentiell exprimierten Genen der einzelnen tran-
skriptionellen Evaluierungen, die Hinweise auf diese Zellreaktion geben oder mechanistisch
am Sekretionsvorgang beteiligt sein konnten. Zuerst erfolgt die Prasentation der positiv
regulierten Gene.

Vergleich 30 vs. 0 Min

Beim Vergleich der transkriptionellen Zustande 30 Minuten nach Induktion gegen dem Zu-
stand vor Induktion werden die Gene araEFGH, welche fiir die Arabinosetransporter co-
dieren, positiv reguliert vorgefunden. Die biologische Sinnhaltigkeit dieser Regulation ist
eindeutig gegeben und kann als Positivkontrolle fungieren. Fine Regulation der Gene ara-
BAD, wie sie bei der transkriptionellen Analyse der Tat-sezifischen extrazellularen Sekre-
tion beobachtbar wurde (Abschnitt 4.4.1), trat nicht auf. Dieses Kriterium kann daher als
Negativkontrolle fungieren, da diese Gene im Aral655 Stamm nicht mehr exprimiert wer-
den konnen (knock-out des Arabinose-Metabolismus). Als weitere Effekte der Arabinose-
Supplementierung wird die Regulation weiterer Gene beobachtet, welche nachfolgend, ge-
ordnet nach ihrer biologischen Funktion, stichpunktartig angegeben werden.
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Eine detaillierte Diskussion dieser Gene ist bereits vorangehend erfolgt (Abschnitt 4.4.1)
oder wird zusammen mit den Ergebnissen einer weiteren transkriptionellen Evaluierung auf
Basis desselben Sekretionsstammes in Abschnitt 4.5.2 durchgefiihrt.

e Biofilm-Gene: galEKM, ycdPQ),
e Hitzeschock-Gene: Ddg, degS, ygeA
e LPS-Biosynthese: l0lAB

e Membranstress/SOS-Antwort: spy, vacJ, soxS, uvrCD, galP
Vergleich 60 vs. 0 Min

60 Minuten nach Induktion wurden in guter Ubereinstimmung zu dem Vergleich 30 vs. 0
Minuten nahezu alle Gene {ibereinstimmend reguliert vorgefunden. Zusétzlich sind verschie-
dene Gene positiv reguliert, welche in die Tryptophanbiosynthese involviert sind. Es handelt
sich dabei um die Gene trpCDEI.

Vergleich 60 vs. 30 Min

Ein Vergleich der beiden postinduktiven Zusténde identifiziert diese Tryptophan-assozierten
Gene ebenfalls als reguliert. Die ATP-Hydrolyse stellt die entscheidende Triebkraft der
Translokation durch die Cytoplasmamembran und die spezifischen Arabinose-Aufnahmesysteme
der ABC-bindenden Kasette dar. Hinsichtlich dieser Aspekte wird die Regulation des Ge-
nes atpG verstidndlich. Ein sehr interessantes Beispiel fiir die Applikation der Microarray-
Technologie zur Zuordnung von biologischen Funktionen stellt die beobachtete Regulation
der Gene ytfHQR dar. Basierend auf der Sequenzhomologie wurde den Genprodukten von
dem Operon ytfQRST die Funktion eines ATP-abhéngigen Zuckertransporters zugeschrie-
ben. YtfR soll dabei die ATP-bindende Komponente, YtfT die membrangebundene Kom-
ponente und YtfQ das Bindungsprotein sein (Saurin et al. (1999)). Bisher existierte kein
experimenteller Nachweis, welcher hiermit, durch die Regulation dieser Gene unter dem Sti-
mulus der L-Arabinose Supplementierung, erbracht wurde. OmpA stellt eines der haufigsten
Proteine in der dufferen Membran dar und fungiert als Porin fiir die Aufnahmen verschiede-
ner Substrate durch die duflere Membran. Am bedeutendsten ist die zentrale Rolle, welche
OmpA bei der BRP-induzierten, semispezifischen Freisetzung von Bacteriocinen und des
periplasmatischen Inhalts spielt (van der Waal et al. (1995)). Auffillig ist weiterhin die
deutliche Regulation von einigen Prophagen-Genen. Zum Beispiel codieren die Gene B1578
und B1550 fiir Produkte des Qin-Prophagen. Die Uberproduktion des Genproduktes von
B1550 verursacht bei SecG-Null-Mutanten den Einbau einer gréfteren Anzahl ungeséttigter
Fettséduren in die Membranen und damit einhergehend eine grofsere Membranfluiditit. Die-
ses erleichert die Membranpassage fiir verschiedene Sekretionssubstrate (Sugai et al. (2001)).
Bedenkt man, dass die Translokationskapazitéiten durch die simultane Sekretion des BRPs,
PhoA und Bla saturiert sind, wird die Regulation zur Erhéhung der Sekretionseffizienz
verstdndlich. Weiterhin kénnte auch eine Involvierung in die BRP-Aktivitdt zur Proteinfrei-
setzung aus dem Periplasma postuliert werden. Moglicherweise stellt die BRP-Expression
auch einen Stimulus fiir Prophagengene dar, aus dem lysogenen Zyklus in den lytischen
Zyklus zu wechseln (Lewin B. Gene: (1995)).
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Weitere interessante, positiv regulierte Gene werden im Folgenden aufgelistet:

e Biofilm-Gene: cutCF, ycfJ, yceP, hha
e Hitzeschock-Gene: treA, GroEL
e [PS-Biosynthese: lolB

e Membranstress/SOS-Antwort: ompA
Negativ requlierte Gene

Im Folgenden wird der Fokus auf die negativ regulierten Gene gelegt. Generell werden weit
weniger stress-induzierbare Gene negativ reguliert. Vornehmlich ist eine Auswirkung der
Arabinosezugabe und der damit einhergehenden BRP-Expression auf die Proteinbiosynthe-
se zu beobachten. Dies manifestiert sich in der negativen Regulation vieler Gene, die fiir
Komponenten der Biosynthese verschiedener Aminosduren wie Histidin, Arginin und Prolin
codieren. Der negative Effekt der BRP-Expression auf die Proteinbiosynthese wurde zuerst
von Stegehuis et al.(1995) beobachtet und koinzidiert mit den hier gefundenen Ergebnissen.
Experimentell wurde eine Stunde nach Induktion des Colicin-Genclusters eine signifikan-
te Reduzierung der generellen Proteinbiosynthese beobachtet. Die vollen regulatorischen
Auswirkungen auf die Aminoséuren- und Nukleotid-Biosynthese sind im vorliegenden Fall
evident dazu ebenfalls nach 60 Minuten auszumachen. Als konkrete Beispiele mogen die
Gencluster purBCFRMNTL und carAB fungieren. Der Vergleich der beiden postindukti-
ven Zusténde offeriert keine weitere Regulation von Genen, die ein erweitertes Verstandnis
von der zelluldren Antwort auf die BRP-Expression oder den Sekretionsvorgang bieten. Die
meisten negativ regulierten Gene des Vergleiches 60 vs. 0 Minuten werden auch in dieser
Analyse wiedergefunden.

4.5.2 Induktion mit 25 mg/1 L-Arabinose

Der Stamm Ara 1655 pBADLppBRPphoAbla wurde unter analogen Bedingungen zu der
vorhergehenden Analyse kultiviert und mit 25 mg/l L-Arabinose in der mittleren exponen-
tiellen Wachstumsphase induziert. Wiederum wurden die transkriptionellen Unterschiede
von Proben, welche direkt vor sowie 30 und 60 Minuten nach Induktion dem Reaktor ent-
nommem wurden, evaluiert. Es zeigte sich, dass 30 Minuten nach Induktion im Vergleich
zu dem prainduktiven Zustand 297 Gene positiv und 81 Gene negativ reguliert waren. Dies
entspricht einem prozentualen Anteil von 8,48 Prozent an regulierten Genen, bezogen auf die
Gesamtzahl aller in F. coli existenten Gene. Fiir den analogen Vergleich 60 Minuten nach
Induktion wurden 210 Gene positiv und 129 Gene als negativ reguliert identifiziert. Diese
reprisentieren somit 7,83 Prozent aller 4460 in E. coli existierenden ORFs. Beim Vergleich
der beiden post-induktiven Proben wurde die positive Regulation von 64 und die negative
Regulation von 165 Genen beobachtet, welche zusammen 5,13 Prozent des F. coli Genoms
reprasentieren. Zusammenfassend lésst sich somit konstatieren, dass der Induktionsstimu-
lus hauptséchlich zu einer positiven Regulation fiihrte. Nach Induktion werden zwischen
den beiden Zeitpunkten 30 und 60 Minuten allerdings vornehmlich negativ regulierte Ge-
ne beobachtet. Dies kann zum einen urséchlich mit der zunehmenden BRP-Akkumulierung
verbunden sein oder auf eine schnelle Adaption der Zelle auf den Induktor hindeuteten.
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Um die Komplexitit der Datenanalyse zu erleichtern und eine Fokussierung auf beson-
ders stark involvierte Funktionsklassen/Zellregionen zu ermoglichen, wurde der Datensatz
mit Hilfe der Multifun-Datenbank biologischen Funktionalitdten zugeordnet. Auf eine se-
parate Darstellung der Ergebnisse wurde verzichtet, da diese dquivalent zu vorangehenden
Transkriptomanalysen ausfielen (Abschnitt 4.4.1). Es wurde erwartet, dass das moderatere
Induktionsniveau (25 mg/1 L-Arabinose) und die damit einhergehende geringere zellulére
BRP-Konzentration zu einer schwicheren zelluldren Stressantwort und zu geringeren Aus-
wirkungen auf die Membranintegrititen fithren wiirde. Erstaunlicherweise zeigte sich jedoch
die Regulation einer ganzen Reihe von von Genen, die mafsgeblich in die LPS-Biosynthese
involviert sind oder ihre Funktion in der &dufseren Membran wahrnehmen und essentiell fiir
die Colicin-Aufnahme sind. Der offensichtliche biologische Sinn als Reaktion auf die BRP-
Expression offenbart sich bei dem niedrigeren Induktionsniveau also im dquivalenten Mafe.
Analog zu den vorherigen Beobachtungen zeigt sich die unmittelbare Auswirkung der BRP-
Expression erst in vollem Umfang 60 Minuten nach Induktion. Zu diesem Zeitpunkt werden
auch die grofiten regulatorischen Effekte auf die Gene verzeichnet, deren Proteinprodukte
fiir die LPS-Biosynthese eine zentrale Rolle spielen. Zuerst wird der Fokus auf die positiv
regulierten Gene gelegt.

Vergleich 30 vs. 0 Min

30 Minuten nach Induktion sind die Gene tolQ und arcAFE gegeniiber den Referenzzustand
vor Induktion differentiell exprimiert. TolQ und ArcE sind innere Membranproteine, die
Bestandteile des Tol-Pal-Systems zur Aufrechterhaltung der Membranintegritéit darstellen
(Perouiche et al. (1995)). Zusétzlich impliziert die essentielle Bedeutung dieses Systems
fiir die Colicin A Aufnahme einen Zusammenhang mit der BRP-Expression. TolQ und die
zwei weiteren Membranproteine TolA und TolR sind strukturell und funktionell homolog
zu TonB, ExbB und ExbD, welche ebenfalls unter Ausnutzung der protonenmotorischen
Kraft iiber der inneren Membran Substrate importieren. Die Gene tonB und exbB wurden
ebenfalls in einigen Vergleichen differentiell exprimiert vorgefunden. Dem Tol-Pal-System
wird eine zusétzliche Rolle bei Infektionen mit filamentésen Phagen zugeordnet. TolQ ist
zudem aus sekretorischer Sicht héchst interessant, da es ein Bestandteil des Haemolysin-
Sekretionsweges in E. coli ist (Blight et al. (1994)). In Koinzidenz mit der differentiellen
Expression von tolQ und arcE wird das Gen btuB reguliert, welches ebenfalls eine signifi-
kante Bedeutung bei der Aufnahme von Gruppe A Colicinen hat. Das Gen codiert fiir ein
dufseres Membranporin, dass sich fiir die Aufnahme von Vitamin B12 und von Bakterio-
phagen verantwortlich zeigt. BtuB wird mittels TonB-abhéngigen Transport in die &ufsere
Membran dirigiert und interagiert dort mit OmpF (Jones et al. (2003)). Das Gen pphA stellt
den Aktivator der Hitzeschockantwort der Zelle dar. Interessanterweise wird 30 Minuten nach
dessen positiver Regulation die ebenfalls positive differentielle Expression des Gens rpoH de-
tektiert, welches fiir den Hitzeschock-Sigmafaktor codiert. Passend in diesem Kontext wird
zudem die Regulation des Genes ibpB beobachtet. Ebenso interessant ist die positive Regu-
lation der Gene glpABT, die im Glycerinmetabolismus der Zelle eine zentrale Rolle spielen
(Lin et al. (1976)). Die Induktion dieser Gene wurde bei dem Wildtyp-Stamm MG1655 nicht
beobachtet, da nach Induktion eine Umstellung auf den Arabinose-Stoffwechsel erfolgte. Der
Stamm Aral655 vermag Arabinose nicht zu metabolisieren und verwendet daher weiterhin
Glycerin als C-Quelle. Insofern scheint es biologisch sinnvoll, dass wachstumsbedingt die
Expression dieser Gene erhoht wird. Zusétzlich fallt die differentielle Expression der Arabi-
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noseimportgene deutlich schwécher aus als bei dem hoheren Induktionsniveau. Auch dieses
scheint im Kontext der deutlich geringeren Induktorkonzentration erklarbar und biologisch
sinnvoll zu sein. Aufgrund der konstitutiven Expression der Reporterproteine PhoA und
Bla, sowie der induktiven Expression des LppBRPs, welches alle Sec-Substrate darstellen,
kann davon ausgegangen werden, dass die Sec-Translokase saturiert vorliegt. Insofern wére
eine regulatorische Antwort der Zelle auf diesen Zustand wahrscheinlich. Tatséchlich wird
das Gen secE, welches fiir den zentralen membrangebundenen Teil der Translokase codiert,
positiv reguliert vorgefunden. In diesem Zusammenhang ist auch die positive Regulation des
SRP-Rezeptors FtsY hevorzuheben. Es existieren deutliche experimentelle Hinweise darauf,
dass die Translokationen mittels des SRP-Patways den zentralen, membrangebundenen Teil
der Sec-Translokase fiir die Sezernierung der Substrate ins Periplasma verwenden (Beck et
al. (2000)). Unter dem Stimulus der Saturierung der cytoplasmatischen Sec-Komponenten
konnte somit ein Teil des Sec-Substrate in SRP-abhéngiger Art und Weise translokiert
werden. Mergulaho et al. (2005) berichten iiber dquivalente Beobachtungen, was aufzeigt,
wie die Zelle die Saturierung der Translokationskapazitdten durch einen Bypass umgeht.
Bei RpoE handelt es sich um den Sigmafaktor der RNA-Polymerase, welcher als Reaktion
auf Membranstress und Eisenmangel vermehrt ausgeschiittet wird. Koinzidierend dazu tritt
die Regulation des Genes rseC auf, welches fiir den Transkriptionsaktivator der Eisenauf-
nahmegene codiert. Solche Gene wurden z.B. mit fepG und soxR differentiell exprimiert
vorgefunden. Die Initiierung der zelluldren Antwort auf Membranstress wurde im Rahmen
der evaluierten transkriptionellen Analysen bereits eingehend diskutiert und experimentell
bewiesen. Eine weitere dufserst interessante Beobachtung stellt die differentielle Expressi-
on des codierenden Genes vom Phagenschock-Repressor pspA dar. De Lisa et al. (2004)
konnten experimentell beweisen, dass eine Coexpression dieses Genes zu einer signifikanten
Erhchung der sekretierten Proteinmenge fiihrt. Die PspA-Aktivitdt erlaubt aufgrund ihrer
membranstabilisierenden Wirkung nicht nur die Realisierung hohere Exportraten (Aufrecht-
erhaltung der PMK als Triebkraft des Exports), sondern schiitzt die exprimierenden Zellen
auch zuséatzlich vor den letalen Folgen der BRP-Aktivitét. Insofern weist pspA ein immen-
ses Potential fiir eine erfolgreiche Coexpressionstrategie auf. Weitere interessante regulierte
Gene fiir die LPS- und Peptidoglykanbiosynthese sind: BO805, blc, wecB, rfaF, yiaT, B2250,
msbB, B1371, oppD und hha. Auf eine detaillierte Diskussion dieser sei auf das vorangehende
Kapitel 4.4.1 verwiesen.

Vergleich 60 vs. 0 Min

Fiir den zweiten transkriptionellen Vergleich 60 Minuten nach Induktion gegen den Zu-
stand vor Induktion werden nahezu alle unldngst diskutierten Gene ebenfalls als positiv
reguliert identifiziert. Diese hohe Wiederfindungsrate gibt einen Hinweis auf einen anhal-
tenden Induktionsstimulus und zeigt die Reproduzierbarkeit und biologische Sinnhaltigkeit
der durchgefiihrten Analyse auf.

Vergleich 60 vs. 30 Min
Bedingt durch die hohe Anzahl an identischen, regulierten Genen fiir die beiden Vergleiche

60 und 30 gegen 0 Minuten gibt es im Vergleich der beiden postinduktiven Zustédnde nur
wenig regulatorische Effekte zu beobachten.
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Negativ requlierte Gene

Zusammenfassend lésst sich konstatieren, dass bedeutend weniger Stress-induzierbare und
mit der Membranfunktion assozierte Gene negativ reguliert vorgefunden wurden, als dies bei
den positiv regulierten Genen der Fall war. Hauptsédchlich tritt die Regulation von Genen
auf, die in den Zellmetabolismus involviert sind oder wichtige Rollen in der Biosynthese von
Aminosduren und Nukleotiden bekleiden. Die Regulation gréfserer Operons wie cysAWPM
und hisGFQI verfiziert die biologische Sinnhaltigkeit der evaluierten Ergebnisse.

4.5.3 Induktionsniveau 25 mg/l L-Arabinose; Aufnahme einer feingliedrigeren
Kinetik

Anhand von Proben, die einer Bioreaktorkultivierung des Stammes Aral655 pBADLppBR-
PphoAbla unmittelbar vor sowie zu verschiedenen Zeitpunkten (5, 10, 20, 30, 45, 60, 90
Minuten) nach der Induktion mit 25 mg/l L-Arabinose entnommen wurden, erfolgte eine
Evaluierung der differentiellen Genexpression. E. coli und andere Prokaryonten vermogen
auf externe Stimuli sehr rasch durch Adaption ihrer Genexpression zu reagieren. Das gut
charakterisierte lac-Operon wird durch Zugabe von Lactose induziert, binnen 2 Minuten
entstehen signifikante Mengen mRNA der codierenden Gene lacAYZ. Dies stellt einen Wert
dar, welcher fiir die meisten mRNA-Spezies typisch ist (Lewin et al.(1995)). Um eine ent-
sprechend rasche Umstellung auf variierende Umweltbedingungen zu vollziehen, sind zudem
viele mRNA-Spezies entsprechend instabil und besitzen Halbwertzeiten von nur wenigen
Minuten. Nicht benétigte Gene konnen so binnen sehr kurzer Zeit auf transkriptioneller
Ebene stillgelegt werden, wihrend essentielle mRNA-Transkripte schnell synthetisiert wer-
den. Gleiches gilt fiir die regulatorischen Vorgéange auf translationaler Ebene. Noch wahrend
die mRNA von der RNA-Polymerase de novo synthestisiert wird, assozieren die Ribosomen
mit dieser und initiieren den Translationsvorgang. Transkription und Translation erfolgen
daher in prokaryontischen Organismen mehr oder minder simultan und die Proteinproduk-
te der codierenden Gene erscheinen ungefahr eine halbe Minute nach ihren mRNA-Spezies
in der Zelle (Lewin B., Gene (1995)). Aus den angefithrten Griinden wurde eine feinglied-
rigere Kinetik der differentiellen Genexpression mit Probennahmen zu fritheren Zeitpunk-
ten nach Induktion evaluiert, um diesen Umstand Rechnung zu tragen. Zusétzlich ergaben
proteinanalytische Daten im betrachteten Sekretionssystem, dass ein Hexahistidin-getagtes
LppBRP schon 2 Minuten nach Induktion mit L-Arabinose mittels eines Western-Blot de-
tektierbar war (Sommer et al. (2008)). Begiinstigt wird die rasche Bildung des LppBRPs
durch seine geringe molekulare Grofe von nur 3 kDa. Dieses Faktum bestétigt die gewahl-
te Vorgehensweise zusétzlich, da somit eine schnelle, BRP-induzierte Auswirkung auf das
Transkriptom wahrscheinlich ist. Ebenso lassen sich so friihe transkriptionelle Effekte, die
aufgrund der Arabinose-Supplementierung auftreten, besser verfolgen. Fiir die im folgenden
diskutierte Kinetik wurde die Probe, deren Entnahme unmittelbar vor der Induktion erfolg-
te, als Referenz verwendet, auf die sich alle Proben die zu spéteren Zeitpunkte entnommem
wurden bezogen. Die differentielle Genexpression aller evaluierten Vergleiche ist relativ zu
dieser angegeben. 5 Minuten nach Induktion wurden 901 Gene differentiell exprimiert, von
denen 278 positiv und 623 negativ reguliert waren. Die Gesamtzahl der regulierten Gene
repréasentiert 20,2 Prozent aller 4460 ORFs in FE. coli. Fiir den analogen Vergleich 10 Minu-
ten nach Induktion wurde die Regulation von 1309 Genen beobachtet ( 293 positiv, 1016
negativ), was einen prozentualen Anteil von 29,35 Prozent aller in E. coli existenten Gene
darstellt.
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Fiir die weiteren evaluierten Zeitpunkte ergaben sich folgende Anzahlen an regulierten
Genen:

e 20 vs. 0 Min : 626 (115 positiv; 511 negativ)

e 30 vs. 0 Min : 177 (87 positiv; 90 negativ)

177 (
e 45 vs. 0 Min : 302 (265 positiv; 37 negativ)
e 60 vs. 0 Min : 458 (435 positiv; 23 negativ)
(

e 90 vs. 0 Min : 220 (170 positiv; 50 negativ)

Dies entspricht prozentualen Werten von 14,04 (20 Min); 3,97 (30 Min); 6,77 (45 Min);
10,27 (60 Min) und 4,93 Prozent (90 Min) relativ zu allen existierenden E. coli K12 Ge-
nen. Graphisch wird die Anzahl der positiv und negativ regulierten Gene fiir die einzelnen
Vergleiche in Abbildung 25 dargestellt.
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Abb. 25: Anzahl der negativen und positiven regulierten Gene fiir die verschiedenen evaluierten
Vergleiche.

Interessant ist die Beobachtung, dass zu den frithen Zeitpunkten nach Induktion die
Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene negativ reguliert wurden. 30 Minuten nach
Induktion ergab sich dann ein paritédtisches Verhéltnis von negativ zu positiv regulierten
Genen, wohingegen fiir die spateren Zeitpunkte fast nur positiv regulierte Gene beobachtet
wurden. Es fand somit eine substantielle Umstellung der Genexpression von vornehmlich
negativer Regulation zu fast ausschliefslich positiver Regulation statt. Da die spéteren Zeit-
punkte 45, 60 und 90 Minuten nach Induktion mit der zunehmenden Akkumulierung des
BRPs korrelieren, und die substantiellsten Auswirkungen der BRP Expression phéanotypisch
60 Minuten nach Induktion beobachtet wurden (Stegehuis et al. (1995)), kann vermutet wer-
den, dass es sich bei der Mehrzahl der positiv regulierten Gene um eine zelluldre Antwort
auf die BRP-Expression und die rekombinante Proteinsekretion handelt. Analog der Vorge-
hensweise bei vorherigen Transkriptomanalysen wurden den regulierten Genen mittels der
Multifun-Datenbank biologische Funktionen zugeordnet.
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4.5.4 Cluster Analyse

Der Datensatz der evaluierten Vergleiche wurde einer Clusteranalyse mittels des k-means Al-
gorithmus unterworfen. Als Ahnlichkeitsmaf fungierte der Korrelationskoeffizient, als Roh-
daten fiir das Clustering wurden die normierten und hintergrundbereinigten Median-Werte
der Signalintensitét verwendet. Um den Datensatz {iberschaubar zu halten und nur signifi-
kant regulierte Gene in die Clusteranalyse zu implementieren, wurden ausschliefslich Gene
analysiert, die mindestens in drei Zustédnden reguliert vorlagen. Beim k-means Clustering
muss die Anzahl der enstehenden Cluster im Voraus festgelegt werden. Der initiale Schritt
des Algorithmus beginnt damit die Daten zuféllig einem Zentroid zuzuordnen, was zur Folge
hat, dass jeder Clusterlauf zu leicht anderen Ergebnissen fiihren kann (Stekel: Microarray
Bioinformatics (2004)). Im konkreten Fall wurde die Strategie angewendet, das Cluster-
verfahren mit einer relativ grofsen Anzahl an Clustern zu beginnen und das Resultat hin-
sichtlich einander dhnlicher Cluster zu iiberpriifen. Waren diese vorhanden, so wurde die
Clusteranzahl reduziert, bis sich alle Clusterverldufe signifikant voneinander unterschieden.
Im vorliegenden Fall wurden fiinf verschiedene Cluster gebildet. Neben recht komplexen
mathematischen Methoden kann die Sinnhaltigkeit der Clusterergebnisse am biologischen
Kontext verifiziert werden (Eisen et al. 2000)). Die Présenz von Operons oder Genen mit
ghnlicher oder iiberschneidender Funktion gibt gute Hinweise auf biologisch sinnvolle Clus-
terergebnisse. Die graphische Darstellung der Cluster ist in Abbildung 26 gezeigt, zu der
Generierung dieser wurde fiir jeden Zeitpunkt der Mittelwert aus allen normierten Mean-
Signalwerten der Gene gebildet, welche an dem Cluster partizipieren.
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Abb. 26: K-means Clusteranalyse mit dem Datensatz der evaluierten transkriptionellen
Vergleiche der induzierten Bioreaktorkultivierung. Gezeigt sind die Ergebnisse des Cluster-
Algorithmus mit 5 verschiedenen Zentroiden.

Die im Folgenden angegebenen Zeitpunkte sind relativ zum Zeitpunkt der Induktion,
welcher als 0 definiert wurde, zu betrachten. Cluster 1 zeigt von Zeitpunkt 0 an einen ab-
fallenden Verlauf der Genexpression, welcher beim Zeitpunkt 10 Minuten in ein Minimum
miindet. Anschliefsend steigt der Kurvenverlauf wieder, bis er 45 Minuten nach Arabino-
sezugabe ungefahr den Ausgangswert erreicht hat und konstant bleibt. Fiir den Cluster 2
wird ein etwas anderer Verlauf beobachtet, der Expressionsverlauf bleibt bis 5 Minuten nach
Induktion konstant und féllt dann ebenfalls ab, um ab 10 Minuten relativ zum Induktion-
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zeitpunkt mehr oder minder konstant auf dem niedrigeren Niveau zu bleiben. Die Werte fiir
Cluster 3 fallen leicht ab, erreichen 10 Minuten nach Induktion ein schwach ausgeprégtes
Minimum und steigen danach an, bis sie 60 Minuten nach Induktion ein Maximum errei-
chen, um danach wieder leicht abzufallen. Cluster 4 zeigt einen gegenteiligen Verlauf zu
Cluster 2, bis 10 Minuten nach Induktion bleibt die Genexpression in etwa konstant, um
anschlieffend ab 20 Minuten nach Induktion auf ein Plateau anzusteigen. Fiir den Cluster 5
werden die mit Abstand deutlichsten Regulationen beobachtet. Der Graphenverlauf steigt
stark an und erreicht ein Maximum 10 Minuten nach Induktion, um nachfolgend bis 30
Minuten nach Induktion wieder auf das Grundniveau abzufallen und konstant zu bleiben.
Dieser duflerst interessante Verlauf deutet auf eine substantielle Zellantwort auf den Induk-
tionsstimulus hin. Im Folgenden muss geklart werden, ob dieser aufgrund der Arabinose-
Supplementierung entsteht oder aufgrund der damit einhergehenden BRP-Expression. Zur
Verifizierung der biologischen Sinnhaltigkeit und zur biologischen Interpretation der Clus-
terverlaufe wird nachfolgend eine ausfiihrliche Diskussion von Operons und Genen durchge-
fiihrt, welche in dem jeweiligen Cluster enthalten sind. Der erste Cluster umfasst 118 Gene.
Unter diesen befinden sich eine grofe Zahl an Prophagengenen wie die Operons mhpRT,
ymfER und die Gene B0247, B0280, B0551 sowie relE. MhpR und relE stammen beide
vom Qin-Phagen und sind in die Kélteschockantwort der Zelle involviert (Gotfredsen et al.
1998)). Gleiches gilt fiir die Proteinprodukte der Gene cspGB, welche beide in einem Ope-
ron organisiert vorliegen. Wie Eingangs erwéhnt, indiziert das Vorliegen von Operons ein
biologisch sinnvolles Clusterergebnis. Das Genprodukt von B0551 ist insofern interessant,
als es einen Transkriptions-Antiterminator darstellt. Fiir das ebenfalls in dem Cluster be-
findliche Operon ybhNR, konnte bisher keine biologische Funktion festgestellt werden. Die
Induktion von Prophagengenen kann durch die positive Regulation von recA, welches im
Cluster 4 organisiert vorliegt, erklart werden. RecA spielt als Aktivator der SOS-Antwort
der Zelle die zentrale Rolle (Kuzimov et al. (1999)). Das Protein vermittelt die autokataly-
tische Degradation von drei Repressor-Proteinen, dem Repressor der SOS-Antwort (LexA),
dem Lambda-Phagenrepressor und dem UmuD-Protein. Eine Degradation des Lambda-
Phagenrepressors hat die Induktion verschiedener Prophagengene zur Folge, welches auch
experimentell beobachtet wird. Ein Teil der experimentell beobachteten Regulationskaskade
infolge der RecA-Aktivitdt ist in Abbildung 27 graphisch wiedergegeben.

Die Gene dsbA, malE und ynhE codieren fiir periplasmatische Chaperone. Eine be-
deutende Gruppe in diesesem Cluster bilden die Gene, deren Proteinprodukte in die LPS-
Biosynthese und Colicin-Aufnahme involviert sind. Es handelt sich dabei um die Gene wecC,
cvpA, htrB, mdoH und kdsB. Besonders cvpA ist in diesem Kontext interessant, da es fiir
den Colicin V Zusammenbau und Freisetzung in der duferen Membran fungiert (Fath et
al.(1989)). Anmerkenswert ist auch die Funktion des Genes mhpR als Transkriptionsakti-
vator fiir verschiedene Gene zur Fettsdurenbiosynthese. Im Zusammenhang mit dem BRP-
induzierten Einfluf auf die Membranintegritdten scheint dieses biologisch sinnvoll zu sein.
Weiterhin wird eine grofse Zahl an Genen in diesem Cluster identifiziert, die in einer Ver-
teidigungs und SOS-Antwort der Zelle partizipieren. Bei den wichtigsten Vetretern dieser
Klasse handelt es sich um die Gene xthA, yebG und muiN. Die Expression dieser Gene wird
durch auftretende DNA-Schiden z.B. nach UV-Exposition induziert und stellt eine SOS-
Antwort der Zelle dar (Lin et al. (1989)). Besonders bemerkenswert ist das Proteinprodukt
von yebG aufgrund der Tatsache, dass es den LexA Transkriptionsrepressor reguliert. Dieser
verhindert die Transkription jener Gene, die fiir die SOS-Antwort der Zelle verantwortlich
sind. Das codierende Gen fiir lexA ist in der vorliegenden transkriptionellen Analyse stets
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Abb. 27: Regulationsnetzwerk infolge der Erh6hung der recA-Transkription. RecA bewirkt die
Degradation (rote Pfeile) der Proteine cI, UmuD und LexA, die ihrerseits wiederum Repressoren
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(gelbe Féarbung) fiir verschiedene Operons und Gene darstellen. Aufgrund der Degradation von
cI werden verschiedene Prophagengene induziert, im Schema ist beispielhaft die Regulation von
B2350 und intA angegeben. Bedingt durch die Proteolyse von lexA werden die SOS-Operons
polAB und uvrABC induziert, im Schema beispielhaft durch die experimentell beobachtete
Regulation von uvrC und polB angegeben.

stark negativ reguliert, welches eindeutig ein Anschalten der zellularen SOS-Antwort be-
legt. Das Gen lexA seinerseits findet sich in Cluster 2 wieder. Die Clustergrofe betréagt 100
Gene. Es wurde Eingangs erwahnt, dass sich in diesem Cluster die konstant negativ regu-
lierten Gene befinden. Neben der auch experimentell beobachteten Regulation durch yebG
wird lexA hauptsédchlich durch das Genprodukt von recA reguliert. Dieses reagiert mit lexA
unter einer autokatalytischen Abspaltung, wodurch die DNA-Bindekapazitdt von lexA si-
gnifikant abschwécht wird. Die SOS-Operons werden als Folge dessen fiir die Transkription
durch die RNA-Polymerase frei zugénglich, welches auch experimentell anhand der Regu-
lation von Genen wie uvrC und polB beobachtbar war. RecA ist in Cluster 4 organisiert,
was aufgrund der gegenteiligen Expressionsverldaufe von Cluster 4 und Cluster 2 biologisch
sehr sinnvoll erscheint. Neben einigen Genen, die in den Aminosdure- und Energiemetabo-
lismus der Zelle involviert sind (glt, folA, entF oder cstC), finden sich tiberraschenderweise
die Gene oppF, wcal, rffG und slt in diesem Cluster wieder. WcaJ spielt in der Ausbildung
der Polysaccharidkapsel eine wichtige Rolle (Grant et al. (1969)), oppF und slt codieren
fiir Proteinprodukte, die bei dem Recycling von Zellwandbestandteilen wichtige Funktionen
bekleiden (Holtje et al. (1975)).

Im Cluster 3 sind die Gene araEFG zusammen lokalisiert. Der biologische Sinn des
Clusteregebnisses fiir das hochaffine Arabinoseaufnahmesystem ist hier augenscheinlich. Das
Strukturgen eines bislang nur aufgrund von Sequenzhomologien vorhergesagten Zuckertrans-
porters ytfR wird ebenfalls unter diesen Genen gefunden. Auch in vorangegangenen tran-
skriptionellen Analysen wurde eine Regulation desselben festgestellt. Zusammen mit den
evidenten Clusterergebnissen kann diese theoretische Vorhersage experimentell untermauert
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werden. Weitere in die Zuckeraufnahme beteiligte Gene wie uhpT, rhaD und ptsO wurden
innerhalb dieses Clusters identifiziert. Die Gene amiB und mreD sind ebenfalls in diesem
Cluster vorhanden und codieren fiir Produkte, die fiir die Peptidoglykan-Beschaffenheit von
essentieller Bedeutung sind (Wachi et al.(1989)). Das Proteinprodukt von mreB ist fiir die
stibchenformige Gestalt von E. coli verantwortlich, eine Uberexpression des codierenden
Genes inhibiert die Zellteilung. AmiB fungiert als Sec-Substrat und ist bei der Teilung des
Murein Septums beteiligt (Wachi et al.(1989)). Weiterhin zu Cluster 2 gehorig ist das Gen
soxS, welches fiir einen Transkriptionsaktivator der Gene codiert, die als Folge eines oxida-
tiven Stresses induziert werden. Das Gen ist zusédtzlich in der bakteriellen Biofilmbildung
involviert und wird in vorangegangenen Analysen nach Induktion stets reguliert vorgefun-
den. Die hohen prozentualen Anteile an regulierten Genen, die in Zusammenhang mit der
oxidativen Stressantwort stehen, wurden auch durch die Multifunanalyse der Stressantwort
belegt. Ebenfalls aufgrund von oxidativen Stress wird das Gen yrfl induziert, das fiir ein
Chaperon codiert, welches desweiteren auch bei einem Hitzeschock exprimiert wird. In der
Hitzeschockantwort der Zelle sind ebenfalls das geclusterte Operon ibpAB und das Gen rbfA
involviert. Ein weiteres Hitzeschock-Chaperon wird von dem Gen yabH codiert. Neben Dnal
fungiert es als Cochaperon mit dem allgemeinen Hitzeschock-Chaperon DnaK. Aufgrund der
erwiesenermafen guten Eignung von DnaK fiir Coexpressionsstrategien (Perez-Rodriguez et
al. (2007)) mit dem Ziel einer erhohten Proteinsekretion stellt auch dieses Chaperon ein in-
teressantes Ziel dar. Das Vorliegen des groferen Operons rfaHIPZ verifiziert wiederum die
biologische Sinnhaltigkeit des Clusterresultats. Die Genprodukte dieses Operons besitzen
Schliisselpositionen bei der Synthese des Lipopolysaccharids der duferen Membran. RfaH
codiert fiir einen Antiterminator des Operons, welches fiir die LPS-Biosynthese, Zusam-
menbau und Export benttigt wird (Bailey et al. (1996)). Hierbei handelt es sich daher um
ein potentielles Ziel fiir eine Coexpressionsstrategie, um der Zelle eine erhohte Produkti-
on von LPS-Komponenten zu ermdglichen. Somit liefse sich der schddigenden Wirkung der
BRP-Expression begegnen. In diesem Kontext sinnvoll scheint auch die Identifizierung der
Gene yhbS, sanA, smpA, ycfWQ, accA und B0834, deren Proteinprodukte dhnliche Funk-
tionen ausiiben. Besonders die Regulation von accA, dessen Produkt am ersten Schritt der
Fettsaurenbiosynthese beteiligt ist (Li et al. (1992)), gibt Hinweise auf ein BRP-induziertes
Gegensteuern der Zelle zur Wahrung der Membranintegritit. In der Diskussion der Gene
von Cluster 2 wurden iiber das Anschalten der allgemeinen SOS-Antwort der Zelle berichtet.
Auch im hier betrachteten Cluster 2 finden sich Vertreter der SOS-Gene wieder, es handelt
sich dabei um uvrB und polB. Beide Genprodukte fungieren in der DNA-Reparatur, PolB
ist dabei die prozessierende Polymerase. Zusétzlich sind in Cluster 3 die Gene sbmA, hcaT,
sanA, und ygeA lokalisiert, deren Expression Resistenz gegen verschiedene Cytotoxine ver-
leiht. Die Regulation des Genes osmB fand konsistent iiber fast alle evaluierten Vergleiche
vor/nach Induktion, auch bei vorherigen Analysen statt und offenbart die osmoprotektive
Zellantwort. Ebenfalls konsistent mit dem bisher Formulierten geht die Regulation der Ope-
rons resAC, galUP und des Genes yabH einher. Das RCS-Operon stellt das Kontrollelement
der Gene dar, welche fiir die Ausbildung einer Kapsel aus Colanic Acid und der bakteriellen
Biofilmbildung verantwortlich sind.

Im Cluster 4 werden aus sekretorischer Sicht interessante Gene identifiziert, welche fiir
die Funktionalitdt des Peptidoglykans und des LPS der dufseren Membran wichtig sind.
Es sind dies die Gene IpxA, glmS, IplA, dniR und pgpB. Auf die besondere Bedeutung
von recA zur Initialisierung der SOS-Antwort in der Wechselwirkung mit lexA wurde be-
reits hingewiesen. Besonders bedeutend fiir eine biologische Verifikation der Clusterergeb-
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nisse ist die Identifizierung des Phospholipase A codierenden Genes pdlA. PdIA bewirkt die
BRP-induzierte partielle Degradation der &duferen Membran und die daraus resultierende
semispezifische Freisetzung des periplasmatischen Inhaltes (Dekker et al. (1999)). Aus sekre-
torischer Hinsicht stellt die Identifizierung eine Positivkontrolle dar. Gene die im gleichen
Cluster organisiert sind, kénnen potentiell in den Mechanismus der Proteinsekretion eine
Rolle spielen. Ein Beispiel ist das periplasmatische Chaperon LplA, welches die Transloka-
tion der Lipoproteine von der &ufseren auf die innere Membran vermittelt und somit auch
fiir die Freisetzung rekombinanter Proteine eine Rolle spielen kénnte.

Der graphische Verlauf des Clusters 5 weist das signifikanteste Profil auf. Er beeinhaltet
Gene, deren Expression kurz nach der Induktion stark zunimmt und anschlieftend wieder
auf das Grundniveau sinkt. Das in nahezu allen Vergleichen zum Nullpunkt am stérksten
positive regulierte Gen eaeH ist in diesem Cluster organisiert. Die Lokalisierung seines Gen-
produkts in der dufleren Membran deutet auf einen méglichen Zusammenhang mit der BRP-
Expression hin. Interessant ist auch die Existenz des Genes imp in dem hier betrachteten
Cluster. Hinter dem Terminus imp steht die Abkiirzung increased membrane permeability,
was eine Beteiligung an der BRP-induzierten Freisetzung periplasmatischer Proteine impli-
ziert (Wu et al. (2006)). Ahnlich bemerkenswert ist das Vorliegen des Genes lepB, das fiir
die Signalpetidase codiert, welche die Signalsequenz von ins Periplasma translokierten Se-
kretionssubstraten proteolytisch abspaltet (Economou et al. (1999)). Koinzidierend mit dem
bisher Konstatierten sind in dem Cluster weitere Gene enthalten, die wichtige Funktionen
in der Aufrechterhaltung der Membranintegritdten und des Peptidoglykans ausiiben. Neben
dem schon erwiahnten Gen eaeH sind dieses die Gene cutC, wzB, yabC, yaeD, rfaB und lipA.
Das Operon mhpEF codiert fiir essentielle Produkte der Fettsdurenbiosynthese und weist
dghnliche Funktionen zu den bisher angefiihrten Genen auf. Die Gene wzB und ycdG sind
zudem in der Ausbildung des extrazellularen K-Antigens und der Biofilmbildung mafgeb-
lich beteiligt. Weiterhin erwéhenenswert sind die am Cluster partizipierenden Gene map,
ortM, ftsK und cutC. Ersteres codiert fiir ein wichtiges zelluldres Chaperon, wohingegen die
Proteinprodukte der drei anderen Gene in die zelluldire SOS-Antwort und Detoxifizierung
involviert sind.

Anhand der Clusterergebnisse konnten verschiedene signifikante Expressionsverlaufe (z.B.
Cluster 5) identifiziert werden und die in dem Cluster organisierten Gene in einen funktionel-
len Zusammenhang gestellt werden. Aufgrund von dquivalenten Funktionen der Clustergene
und der Existenz von Operons innerhalb eines Clusters wurde die Analyse biologisch verifi-
ziert.

In den bisherigen Transkriptom-Analysen (Abschnitte 4.4.1, 4.4.2, 4.5.1 und 4.5.2) wur-
den drei Proben miteinander verglichen, welche drei verschieden Zeitpunkte (0, 30 und 60
Minuten relativ zum Zeitpunkt der Induktion) der Bioreaktorkultivierung représentierten.
Anhand der Ergebnisse der evaluierten, feingliedrigeren differentiellen Genexpressionsana-
lyse, welche in diesem Abschnitt présentiert wurden, konnte gezeigt werden, dass schon 5
Minuten nach Induktion eine substantielle Genregulation stattfindet. Zudem identifizierte
die Clusteranalyse einen Expressionsverlauf, welcher ein signifikantes Maximum 10 Minu-
ten nach Induktion aufweist. 30 Minuten nach Induktion wird keine Regulation dieser Gene
mehr festgestellt, so dass deren differentielle Genexpression in vorangehenden Analysen nicht
erfasst wurde. Dies manifestiert sich auch an der relativ geringen Anzahl an regulierten Ge-
nen des Vergleichs 30 gegen 0 Minuten gegeniiber den Vergleichen friitherer Zeitpunkte mit
dem Referenzzustand vor Induktion. Um die generierten Ergebnisse mit denen vorheriger
transkriptioneller Analysen (Abschnitte 4.4.1, 4.4.2, 4.5.1 und 4.5.2) vergleichen zu kénnen,
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wird im Folgenden ein separater Vergleich des zelluldren Transkriptoms vor sowie 30 und
60 Minuten nach Induktion prasentiert.

4.5.5 Transkriptioneller Vergleich der Zeitpunkte 30 und 60 Minuten nach In-
duktion mit dem prainduktiven Zustand

Um die analysierten Daten mit denen vorangehender Analysen zu vergleichen, wurde das
Transkriptom der Zustdnde 30 und 60 Minuten nach Induktion mit dem gew&hlten Refe-
renzzustand vor Induktion verglichen, um so eine dquivalente Evaluation zu erméglichen.

Vergleich 30 vs. 0 Min

In einem ersten Vergleich des Transkriptoms 30 Minuten nach Induktion gegen den prain-
duktiven Zustand wurde die Regulation des Operons yagBFNS beobachtet. Zusammen mit
dem Ergebnis der positiven Regulation der Gene araFGE kann die biologische Sinnhaltigkeit
der Analyse verifiziert werden. Die Gene oppF, dniR, mreD und glmS codieren fiir Kom-
ponenten, die fiir die Peptidoglykan-Integritdt von grofier Bedeutung sind und werden im
evaluierten Vergleich differentiell exprimiert. Erstaunlicherweise werden demgegeniiber ei-
nige Gene negativ reguliert, deren Funktion in der Biosynthese des Lipopolysaccharids und
von Oberflachenantigenen der &ufieren Membran liegt. Konkret sind dieses die Gene htrB,
B1998, wcalJ, yralJ, slp und rffG. Anzumerken ist die positive Regulation des Genes der cy-
toplasmatischen Lon-Protease. Deren differentielle Expression kann durch die Saturierung
der Sec-Translokase und der damit verbundenen Akkumulierung von Sec-Substraten im Cy-
toplasma erklért werden. Verschiedene Autoren berichten iiber dquivalente Beobachtungen
(Mergulaho et al. 2005, Collins et al. (2004)). Interessant anzumerken ist die positive Regu-
lation von den Genen grpE und ppiA, welche fiir Chaperone codieren, die in die Faltung der
Sec-Substrate zur Generierung eines transportkompetenten Zustandes involviert sein kénn-
ten. Die BRP-Expression fiihrt sehr wahrscheinlich zu einer Aktivierung der SOS-Antwort
der Zelle. Dies manifestiert sich in der konsistent stark negativen Regulation des Genes lexA
nach dem Induktionsstimulus. Das Strukturgen lexA codiert, wie bereits erwahnt, fiir den
Repressor der Operons der zelluldren SOS-Antwort. Die Regulation der SOS-Antwort wird
von der Zelle nicht nur auf transkriptioneller Ebene durch Reprimierung der Expression von
lexA durchgefiihrt, sondern auch auf Proteinebene durch Aktivierung der lexA-Degradation
mittels RecA. Das Gen recA ist nach Induktion konstant positiv reguliert und codiert fiir
ein Bindeprotein des lexA-Repressors, welches im Komplex die autokatalytische Proteolyse
von freien LexA-Molekiilen als Coenzym bewirkt. Damit sind eindeutige Hinweise fiir eine
BRP-induzierte SOS-Antwort von E. coli gegeben. Deren Auswirkungen lassen sich auch ex-
perimentell bestatigen wie z.B. durch die positive Regulation des Genes uvrC und polB. Das
Proteinprodukt von uvrC ist an der Beseitigung von DNA-Schéden, wie sie z.B. nach einer
UV-Exposition auftreten konnen, beteiligt, wihrend PolB mechanistisch die prozessierende
Polymerase fiir die DNA-Reparatur darstellt (Lin et al. (1989)).

Vergleich 60 vs. 0 Min

60 Minuten nach Induktion sind gegeniiber dem Referenzzustand vor Induktion viele Ope-
rons reguliert, die direkt in der LPS-Biosynthese oder der des Peptidoglykans involviert sind.
Als Positivkontrolle kann erneut die beobachtete Regulation der Gene araHGFEJ gewertet
werden, welche fiir die Komponenten des ATP-abhingigen (araHGF) und pH-Gradienten
vermittelten (araE) Arabinoseaufnahmesystems codieren. Das Gencluster murADE und die
Gene mrcA, amiB, mltR, ftsI und anpG codieren sdmtlich fiir Komponenten bzw. Enzyme,
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die in der Peptidoglykan-Beschaffenheit eine zentrale Rolle spielen. Das Gen mltR ist in-
sofern besonders interessant, da sein Proteinprodukt eine lokale Offnung der Netzstruktur
des Peptidoglykans initiiert und so an einer BRP-induzierte Freisetzung periplasmatischer
Proteine mechanistisch beteiligt sein konnte (Djikstra et al. (1996), Kraft et al. (1998)). Eine
vergleichbare Diskussion wurde schon anhand des Analogons mltC gefiihrt (Abschnitt 4.4.1).
Ebenso interessant ist die Regulation von anpG, sein Genprodukt fungiert in dem Recycling
von Zellwandbestandteilen. Eine Erklarung wiirde die Zellwandschédigende BRP-Expression
liefern. Sehr augenscheinlich ist die Regulation des grofsen Operons rfaBIPSZ, welches di-
rekt in die Lipid A-Biosynthese, der Hauptkomponente der duferen Membran, involviert
ist (Bailey et al. (1996)). Evidentes gilt fiir das Operon 1pxAB, dessen Proteinprodukte in
dem gleichen Pathway ihre Funktion aufweisen. Das Gen eaeH gehort in allen Vergleiche zu
dem am stérksten positiv regulierten Genen und die Lokalisierung seines Genproduktes in
der dukeren Membran indiziert eindeutig eine Zusammenhang mit der BRP-Expression. Die
verschiedenen Genprodukte des Operons ycdJPQS sind ebenfalls in der dufseren Membran
angesiedelt und stellen zudem Schliisselkomponenten bei der Ausbildung bakterieller Biofil-
me dar (Ren et al. (2004), Wang et al. (2004)). In Koinzidenz dazu ist auch das codierende
Gen eines Aktivators der Biofilmbildung (rcsC) positiv reguliert. Sowohl aus sekretorischer
Sicht als auch flir das mechanistische Verstdndnis der BRP-Expression interessant ist die
Regulation der Gene tolAQ. Die Proteine, fiir welche beide Gene codieren, besitzen zentra-
le Funktionen bei der Colicin-Freisetzung und sind Bestandteile des Haemolysin-Pfades zur
Typl-Proteinsekretion in E. coli (Blight et al. (1994)). Ein Teil des Phagenschockoperons mit
den Genen pspCDE wird ebenfalls als reguliert detektiert. Aufgrund der RecA-vermittelten
Autoprotolyse des Lambda-Repressors kann die Regulation des Psp-Operons mechanistisch
erklart werden. Die Gene lipA, yogH, ytfm, yrbl und IplA codieren fiir Lipoproteine oder
Produkte, welche fiir die Membranintegritéit der d&ufseren Membran entscheidend sind. Zwei
fiir eine Verifizierung der generierten Ergebnisse sehr wichtige regulierte Gene sind lepA
und pldA. Das Gen lepA codiert fiir die Signalpeptidase, welche die Substrate nach der
Translokation ins Periplasma proteolytisch von ihrer Signalseqeunz trennt (Economou et al.
(1999)). Im Kontext saturierter Translokationskapazitaten wird die Regulation verstandlich.
Ein weiteres eindrucksvolles Argument fiir die biologische Sinnhaltigkeit der Analysenergeb-
nisse wird durch die beobachtete Regulation des Genes pldA geliefert. Die Phospholipase
A dimerisiert und permeabilisiert die dufsere Membran durch eine partielle Hydrolyse der
Membranbestandteile. Durch diesen Effekt erfolgt die semispezifische Freisetzung des Co-
licins und Bestandteilen des Periplasmas (Dekker et al. (1999)). Eine weitere Verifizierung
der biologischen Sinnhaltigkeit kann durch die differentielle Expression von rpoH gegeben
werden. Der Sigmafaktor wird bei einem Hitzschock vermehrt gebildet und sorgt fiir die
vermehrte Transkription von jenen Genen, die in die Hitzeschockantwort der Zelle invol-
viert sind (Zhao et al. (2005)). Ein Beispiel fiir solche Hitzschock-induzierbaren Gene ist
das Operon ibpAB, welches auch experimentell im Rahmen dieses Vergleiches als reguliert
vorgefunden wird. Die Gene yecl, feoB und febG spielen im Eisenmetabolismus und der
zelluldren Stressanpassung eine Rolle und wurden bei weiteren transkriptionellen Analysen
des gleichen Stammes als reguliert identifiziert. Gleiches gilt fiir die Gene uvrC, deaD, clpB
und rseC. Die Regulation der Operons imDFG und phoBR gibt weitere Hinweise auf ein
biologisch sinnvolles Resultat.
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4.5.6 Induktionsniveau 1000 mg/l; feingliedrige Kinetik

Zur Evaluierung einer weiteren kinetischen Genexpressionsanalyse des Stammes Ara 1655
pBADLppBRPphoAbla wurde dieser im Bioreaktor kultiviert und beim Erreichen der mitt-
leren exponentiellen Wachstumsphase mit 1000 mg/1 L-Arabinose induziert. Die Probennah-
me erfolgte -10, 0, 2, 5, 10, 20, 30, 45 und 60 Minuten relativ zum Zeitpunkt der Induktion.
Fiir die durchgefiihrten transkriptionellen Analysen geschah die weitere Probenprozessie-
rung analog zu den vorherigen Experimenten.

Die beiden Proben, welche vor der Induktion dem Bioreaktor entnommen wurden, fun-
gierten als Referenzzustand, auf dem sich die differentielle Expression der iibrigen Proben
bezog. Zur Verifikation der biologischen Sinnhaltigkeit der generierten Ergebnisse wurde die
differentielle Genexpression einiger housekeeping-Gene ndher untersucht. Obwohl die Ver-
wendung von housekeeping-Genen zur Standardisierung kontrovers diskutiert wird, da deren
Expression unter Einflufs verschiedenen Stimuli variieren kann, erlaubt die Verwendung meh-
rerer zu diesem Zweck gebrauchlicher Gene dennoch eine verléssliche Normalisierung. Feh-
lende oder geringe Unterschiede im detektierten Expressionsniveau unterschiedlicher hou-
sekeeping-Gene verschiedenener biologischer Proben geben zudem deutliche Hinweise auf
eine gute Vergleichbarkeit zwischen diesen Proben. Um die Vergleichbarkeit der verschiede-
nen, auf die Microarray applizierten cDNA-Proben zu demonstrieren, wurden die logratios
verschiedener Gene, welche in der Literatur fiir Normalisierungen iiber housekeeping-Gene
verwendet werden, fiir die verschieden evaluierten Vergleiche aufgetragen. Das Ergebnis kann
in Abbildung 28 betrachtet werden.
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Abb. 28: Logratios verschiedener housekeeping-Gene fiir die evaluierten Vergleiche. Ersichtlich
ist das im Vergleich zu dem Arabinosegenen araFGHE geringe Regulationsniveau (Gezeigt in
Abbildung 29).

Wie aus der Abbildung 28 ersichtlich, varriert die Expression der meisten Gene dieser
Auswahl nur im geringen Mafe, wie die geringen logratios von 0 bis 1 indizieren. Manche
Gene wie glpACD, die in den Glycerin-Metabolismus der Zelle involviert sind, weisen jedoch
auch grofere logratios bis hin zu Werten von 1,7 auf. Dies zeigt eindeutig, dass die Verwen-
dung von nur einem oder wenigen housekeeping-Genen als Normalisierungstandard nicht
ausreichend ist, da deren Expression nicht zwangsldufig bei den untersuchten Bedingungen
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konstant bleibt. Microarray-Applikationen eignen sich aufgrund ihres Parallelisierungsgra-
des sehr gut dafiir, eine Auswahl an geeigneten Kanditaten fiir diese Anwendung zu finden.
Die Verwendung mehrerer housekeeping-Gene generiert zumeist reproduzierbare Daten und
findet immer mehr Eingang in andere Genexpressions-Analysentechniken wie z.B. quanti-
tative real-time PCR oder Northern Blotting (Hugget et al. (2005), Wilhelm et al. (2003)).
Verglichen mit den logratios fiir die als Positivkontrolle fungierenden Arabinosegene araEF-
GH fallen die Werte der housekeeping-Gene gering aus. Die Abbildung 29 zeigt die logratios
der Gene araBCEFGHJ fiir die verschiedenen evaluierten Vergleiche.
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Abb. 29: Logratios verschiedener Gene welche in den Arabinose-Import (araFGHE) involviert
sind. Zur Veranschaulichung des knock-outs des AraBAD-Operons ist stellvertretend das logra-
tio von araB aufgetragen. Das Regulatorgen des Arabinoseoperons araC ist ebenfalls gezeigt.
Dessen Transkription wird von einem separaten Promoter kontrolliert und korreliert daher nicht
mit den iibrigen gezeigten Genen.

Deutlich ersichtlich ist das signifikantes Ansteigen der Expression von araEFGH 2 Mi-
nuten nach Induktion, das Expressionsniveau dieser Gene erhéht sich nachfolgend nur noch
wenig, insgesamt wird ein hyperbolischer Verlauf beobachtet. Das Gen araC codiert fiir den
Regulator des Arabinoseoperons und zeigt einen schwankenden Verlauf. Anhand des Genes
araB ldsst sich der knock-out des Arabinoseoperons dokumentieren. Zusammengefasst verlief
die Verifikation der generierten Ergebnisse anhand der Negativkontrolle der housekeeping-
Gene und der Positivkontrolle der Arabinosetransportgene erfolgreich, so dass im Anschlufs
eine eingehendere Diskussion des Datensatzes erfolgt.

2 Minuten nach Induktion werden 551 Gene differentiell exprimiert, von diesen sind
533 positiv und 18 negativ reguliert. Die regulierten Gene reprasentieren 12,35 Prozent
aller in F. coli existierenden ORFs. Fiir die Zeitpunkte 5, 10, 20, 30, 45 und 60 Minuten
nach Induktion werden 2257 (2229/28); 1571 (1558/13); 2006 (2000/6); 1805 (1794/11);
1601 (1589/12) und 733 (645/88) regulierte Gene beobachtet. In den Klammer sind jeweils
die Anzahlen an positiv regulierten (erste Position) und negativ regulierten Genen (zweite
Position) angegeben. Die regulierten Gene entsprechen damit 50,61; 35,22; 44,98; 40,47;
35,90 und 16,43 Prozent aller in E. coli K12 existenten Gene. Graphisch ist die Anzahl der
regulierten Gene fiir jeden evaluierten Vergleich in der Abbildung 30 wiedergegeben.

Der Hauptteil der differentiell exprimierten Gene ist positiv reguliert. Auf zelluldrer
Ebene tritt eine substantielle Regulation bedingt durch den Induktionsstimulus auf, wie die
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Abb. 30: Anzahl der negativen und positiven regulierten Gene fiir die verschiedenen evaluierten
Vergleiche.

hohen prozentualen Werte an regulierten Genen suggerieren. Die Anzahl an negativ regulier-
ten Genen steigt nach 60 Minuten relativ zum Zeitpunkt der Arabinosezugabe im Vergleich
zu den vorhergehenden Zeitpunkten dramatisch an. Hierin kénnte sich der von Steghuis et al.
(1995) beschriebene Effekt der BRP-Expression auf die Proteinbiosynthese widerspiegeln.
Anhand der Multifun-Datenbank wurden die regulierten Gene biologischen Funktionen zu-
geordnet. Abbildung 31 zeigt den sehr deutlichen Anstieg der negativ regulierten Genen fiir
den Zeitpunkt 60 Minuten nach Induktion an. Die meisten negativ regulierten Gene sind
der Multifun-Funktionsklasse Metabolismus zugeordnet.
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Abb. 31: Anzahl der negativ regulierten Gene der jeweiligen Multifun-Hauptklassen fiir die
verschiedenen evaluierten Vergleiche.

4.5.7 Cluster-Analyse

Der Datensatz wurde einer k-means basierten Clusteranalyse unterzogen, bei der der Kor-
relationskoeffizient als Ahnlichkeitsmaf fungierte. Die Daten von Genen, welche in mindes-
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tens drei Vergleichen reguliert waren, wurden dem Algorithmus unterzogen. Die Evaluierung
verschiedener Clusteranzahlen ergab bei sieben verschiedenen Clustern keine signifikanten
Ahnlichkeiten hinsichtlich der Expressionsverldufe und wurde so als Startparameter fiir den
Algorithmus gewahlt. Durch Mittelwertbildung aus den normierten Signalwerten der Gene,
aus denen sich der Cluster zusammensetzt, wurde der Expressionsverlauf der verschiedenen
Cluster graphisch in Abbildung 32 dargestellt.

Cluster 1 weist einen konstant ansteigenden Expressionsverlauf auf, welcher in ein Ma-
ximum 30 Minuten nach Induktion miindet. Anschliefend findet ein signifikanter Riickgang
der Expression auf das Anfangsniveau statt. Drei Gene, deren Proteinprodukte die Schliissel-
funktion in der Freisetzung von Colicinen einnehmen, sind in diesem Cluster zusammenge-
fasst. Es handelt sich um die Gene fepA, purR und yciD. Zusétzlich werden in diesem Cluster
die Gene secDFG und yajC des Sec-Pathways identifiziert, welches weitere Hinweise auf eine
BRP-induzierte Regulation gibt. Der Komplex aus secDF und yajC assistiert dem zentralen,
membrangebundenen SecY EG-Translokon bei der Interaktion mit SecA und dem zu translo-
kierenden Préprotein (Econoumu et al. (1999), Nouwen et al. (2002)). Die drei codierenden
Gene sind genetisch in einem Operon organisiert. Infolge des hohen Induktionsniveaus von
L-Arabinose und der damit einhergehenden Akkumulierung von dem Sec-Substrat BRP ist
eine Saturierung der Exportkapazitat wahrscheinlich. Insofern stellt die positive Regulation
von Genen, die fiir Komponenten der Translokase codieren eine biologisch sinnvolle zellulére
Reaktion dar. Ein analoges Expressionsprofil wird fiir jene Operons beobachtet, welche fiir
die NADH-Ubiquinon Oxidoreduktase I (nuoHGKI), Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase
(glpABC) und ATP-Synthetasen (atpDIP) codieren. Die Ubiquinon-Oxidoreduktase I fun-
giert als Protonenpumpe, welche den pH-Gradienten iiber der Cytoplasmamembran aufrecht
erhélt (Stolpe et al. (2004)). Diese protonenmotorische Kraft stellt neben der ATP-Hydrolyse
die Triebkraft der Sec-vermittelten Translokation dar. In Koinzidenz zu dieser Beobachtung
wird die Regulation von Genen beobachtet, welche fiir die ATP-Synthetase codieren. Die
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase ist ein Membran-assozierter Enzymkomplex, welcher
Glycerin zu Dihydroxyaceton-Phosphat oxidiert und dabei zwei Protonen auf membrange-
bundenes Ubiquinon tbertrégt (Lin et al. (1976)). Diese Reaktion konnte daher ebenfalls
dazu dienen, den Protonengradient iiber der Membran aufrecht zu erhalten. Zusétzlich sind
optimale Konzentrationen an Glycerin-3-Phosphat essentiell fiir die Biosynthese von Phos-
pholipiden, welche die Hauptbestandteile beider Zellmembranen darstellen. Die Anwesenheit
der periplasmatischen Chaperone dsbACG innerhalb dieses Clusters ist ebenfalls erwéhnens-
wert. Der Verlust des periplasmatischen Inhaltes, bedingt durch die BRP-Aktivitét, konn-
te ihre Regulation erkléren. Zudem konnte aufgrund der periplasmatisch akkumulierenden
Sec-Proteine ein erhdhter Bedarf an Chaperonen bestehen, um diesen zur ihrer korrekten
Konformation zu verhelfen.

Der Verlauf des Clusters 2 dhnelt dem des Clusters 1, weist allerdings generell ein etwas
héheres Expressionsniveau und ein Maximum 45 Minuten nach Induktion auf. Die sukzessiv
ansteigende Expression gibt Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang mit der Akku-
mulierung des BRPs. Tatséchlich werden die Gene der beiden Hitzeschockchaperone DnaK
und DnaJ in diesem Cluster identifiziert. Auf die Analogie zwischen der BRP-Expression
und einem Hitzeschock durch Anderung der Membranzusammensetzung und der Induktion
der Chaperonexpression wurde bereits hingewiesen. Die beiden Chaperone assistieren den
Polypeptidketten, einen transportkompetenten Zustand einzunehmen. Sie sind ein zellulé-
res Detektionssystem fiir fehlgefaltete Proteine (Lamb et al. (2008)). Perez-Rodriguez et al.
(2007) konnten durch Coexpression von DnaK eine signifikante Steigerung der Sekretions-
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Abb. 32: K-means Clusteranalyse mit dem Datensatz der evaluierten transkriptionellen
Vergleiche der induzierten Bioreaktorkultivierung. Gezeigt sind die Ergebnisse des Cluster-
Algorithmus mit 7 verschiedenen Zentroiden.

effizienz nachweisen. Mit dsbB wird ein weiteres Gen innerhalb des Clusters vorgefunden,
welches fiir ein Hitzschockchaperon codiert. Besonders interessant ist die Existenz von rpoH
in diesem Cluster. Das Gen codiert fiir den Hitzeschock-Sigmafaktor der RNA-Polymerase
und verifiziert die beobachtete Regulation der eben genannten Hitzeschockgene. Bedingt
durch die partielle Degradation der dufseren Membran und dem damit einhergehenden ho-
hen osmotischen Druck auf die Zelle wird die Regulation von osmB verstandlich. Das Protein
osmB ist ein Lipoprotein der duferen Membran, dessen Expression osmotisch induzierbar ist.
Seine Uberexpression vermittelt der Zelle osmoprotektive Wirkung. Gene die im Cluster 3
organisiert sind, zeigen einen leicht ansteigenden Expressionsverlauf mit einem Maximum 20
Minuten nach dem Induktionsstimulus. Einige Operons wie das Flagellar-Regulon (1iCPJT)
und das der Acetyltransferasen (atoABCDE) (Pauli et al. (1972)) werden innerhalb des
Cluster vorgefunden. Die Acetyltransferasen besitzen eine zentrale Bedeutung bei der Me-
tabolisierung von Fettsduren, wie sie durch die BRP-induzierte Phospholipase-Aktivitat in
der dufferen Membran vermehrt entstehen konnten. Neben diesen werden einige Gene als
zugehorig identifiziert, deren Proteinprodukte an der Aufnahme und Metabolisierung von
Arabinose beteiligt sind. Der biologische Sinn ihrer positiven Regulation ist augenscheinlich.

Cluster 4 zeigt im Vergleich zu den iibrigen Expressionsverldaufen ein nicht sehr signifi-
kantes Maximum 5 Minuten nach Induktion. Interessanterweise befinden sich alle Gene des
E. coli Phagenschock-Operons in diesem Cluster. Die Induktion dieser Gene wird durch ver-
schiedene Arten von Membranstress und durch stark oxidative Bedingungen sowie hohe Os-
molaritdten hervorgerufen (Brissette et al. (1991)). Die Auswirkungen der BRP-Expression
zeigen deutliche Analogien zu denen einer Phageninfektion, weshalb die Induktion dieses
Operons ein weiteres Indiz fiir den biologischen Sinn der generierten Daten darstellt. Im
vorherigen Abschnitt 4.5.1 wurde eine mechanistische Erklarung fiir die Regulation die-
ses Operons gegeben. Wie das Expressionsprofil von Cluster 2 weist jenes von Cluster 5
ein Maximum 45 Minuten nach der L-Arabinosezugabe auf. Innerhalb dieses Clusters wird
das Rfa-Operon vorgefunden, welches essentiell fiir die Biosynthese und den Zusammenbau
des LPS der dufteren Membran ist. Diese Beobachtung ist im Kontext der dramatischen
Auswirkungen der BRP-Expression auf die Membranintegritdten erklarbar. Zudem sind die
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Colicin-Gene tolQ und fhuA innerhalb des Clusters organisiert. TolQ) ist ein inneres Mem-
branprotein und verleiht der exprimierenden Zelle durch Bewahrung der Membranintegritat
Resistenz gegen Colicine der Gruppe A und filamentose Phagen. Die gesteigerte Expression
unter dem Stimulus der BRP-Akkumulierung ist unmittelbar einsichtig. Die positive Regu-
lation von tolQ stellt eine Immunitéatsantwort der Zelle dar, um die dramatischen Folgen
der BRP-Aktivitét zu iiberleben (Blight et al. (1994)).

Ein ausgeprégt signifikantes Maximum weist der Cluster 6 10 Minuten nach Induktion
auf. Vor und nach diesem Zeitpunkt fillt die Genexpression dramatisch ab. Einige Arabi-
noseimportgene befinden sich in diesem Cluster, was die Vermutung naheliegt, dass es sich
um eine Arabinose-induzierte Auswirkung auf die Genexpression handelt. Von besonderem
Interesse ist die Existenz eines Teil des Operons, welches fiir die 50S ribosomale Untereinheit
der RNA-Polymerase codiert. Die positive Regulation dieser Gene kénnte dazu fungieren,
der allgemeinen Tendenz zur Repression der Aminosdurenbiosynthese durch das BRP entge-
genzuwirken. Weiterhin sind viele Gene in dem Cluster enthalten, welche Strukturgene fiir
Chaperone darstellen, als Beispiel seien maP, ecpD, rmF, mglB, htgA und ccmC genannt.
SecY, ein Teil des zentralen Translokationstunnels, wird ebenfalls diesem Cluster zugeord-
net. Aufgrund des unauffilligen Expressionsprofiles von Cluster 7 wurde erwartet, dass in
diesem aus sekretorischer Sicht keine interessanten Gene enthalten sind. Die experimentelle
Beobachtung stiitzt diese Annahme.

4.5.8 Zusammenfassung

Anhand der transkriptionellen Analyse des Sekretionssystemes pBADLppBRPBIlaPhoA in
dem E. coli-Stamm Ara 1655 konnte eine substantielle transkriptionelle Regulation aufgrund
der Arabinosesupplementierung und der damit einhergehenden BRP-Expression nachgewie-
sen werden. Diese umfasste die positive Regulation von Genen, welche in die LPS- und
Peptidoglykan-Biosynthese, die Biofilmbildung, und die Eisenaufnahme der Zelle involviert
waren. Eine Regulationskaskade zur Initiierung der zelluldren SOS-Antwort wurde beobach-
tet. Zusétzlich wurde die differentielle Expression von verschiedenen Chaperonen, Osmo-
protektanden und Hitzeschockgenen nachgewiesen. Die Sinnhaltigkeit von deren Regulation
wurde anhand der signifikanten Auswirkung der BRP-Expression auf die Membranintegri-
taten diskutiert und anhand von Positiv- und Negativkontrollen wie dem Arabinoseauf-
nahmesystem araFGH verifiziert. Eine bislang nur auf Sequenzhomologien fuflende The-
se der Funktion der Genprodukte von yftQRST als Zuckertransporter konnte anhand der
Microarray-Daten experimentell verifiziert werden. Zusétzlich wurde die Regulation von ei-
nigen Prophagengenen beobachtet, von denen besonders die differentielle Expression von
B1550 Hinweise auf einen Zusammenhang mit der Proteinsekretion und eine zellulare Re-
aktion zur Erhohung der Sekretionskapazitéten gibt.

Aus all diesen Beobachtungen lassen sich verschiedene Optimierungstrategien mit dem
Ziel einer erhohten Sekretionseffizienz modifizierter F. coli Stdmme generieren. Die Coex-
pression verschiedener Chaperone hat sich im Kontext erhohter Sekretionskapazitdten haufig
als erfolgreich erwiesen. Die beobachtete Regulation von Genen wie torD, fkpA und groEL
gibt daher Hinweise auf mogliche Ziele fiir Coexpressionsstrategien. Eine vermehrte Regula-
tion Biofilm-involvierter Gene tritt besonders unter hohen Expressionsraten der BRPs auf.
Die Ausbildung bakterieller Biofilme sollte im Rahmen von Sekretionsstratgien unbedingt
vermieden werden, da die Einkapselung der Bakterien in einer Sekretionsprévention resul-
tiert. Ob dieses allerdings im geriihrten Bioreaktor in signifikantem Mafe auftritt, ist unklar.
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Die Verwendung von Mutantenstdmmen mit defekten Oberflicheadhésions-Funktionalitdten
ware in diesem Kontext zu erwahnen. Eine weitere, vielversprechende Zielstrategie ware die
Coexpression von essentiellen Lipoproteinen, welche helfen, die Membranintegritdt zu ge-
wahrleisten. Beim Lipid A der dufferen Membran handelt es sich zum Beispiel um den hydro-
phoben Anker des LPS, welcher damit eine essentielle Funktion fiir die Membranintegritét
besitzt. Gleiches gilt auch fiir die Coexpression von Osmoprotektanden und Hitzeschock-
genen, welche ebenfalls eine zielfiihrende Strategie darstellen konnte. Der oxidative Stress,
welcher durch den Verlust von Cytochromen und Flavinen der inneren Membran entstehen
konnte, stellt ebenfalls einen Ansatzpunkt fiir Optimierungsstrategien mit dem Ziel, diesen
zu minimieren, dar. Die beobachtete Regulation des Phagenschockoperons kénnte sowohl
BRP- als auch sekretionsinduziert, durch Saturierung der Sec-Translokase erfolgen (Brisset-
te et al. (1991)). Es wurde beobachtet, dass die Expression von pspA infolge tibersittigter
Exportkapazitdten signifikant erhoht wird. Durch Coexpressionstrategien mit pspA erfolgte
der Nachweis, dass man sich diesen Umstand zur Steigerung der sekretierten Proteinmenge
zu Nutze machen kann (De Lisa et al. (2004)). PspA und andere Prophagengene stellen
daher ebenfalls vielversprechende Ziele fiir eine Optimierung der Proteinsekretion dar. Be-
sonders die bereits ausfithrlich diskutierte positive Regulation von B1550, welche in einer
Erhéhung der Membranfluiditdt miindet, konnte fiir Sekretionsstrategien ein erfolgsverspre-
chendes Konzept sein.

4.6 Analyse der periplasmatischen, Sec-spezifischen Sekretion

Die Interpretation der Ergebnisse der bisherigen Transkriptom-Analysen wurde durch den
Umstand erschwert, dass die beobachtete differentielle Genexpression das additive Resul-
tat aus der Arabinosesupplementierung und der BRP-Expression darstellte. Um die beiden
Effekte voneinander abzugrenzen, wurde eine transkriptionelle Analyse von Proben einer
induzierten Bioreaktorkultivierung des Stammes Ara 1655 pBADLppBRPphoAbla reali-
siert. Dieser Stamm ist mit Ausnahme des fehlenden LppBRPs vollstdndig identisch mit
dem Stamm Ara pBADLppBRPphoAbla, welcher in den vorherigen Transkriptomanalysen
zum Einsatz kam. Die beobachteten regulatorischen Effekte konnen so allein der Arabino-
sezugabe zugeschrieben werden. Durch eine Subtraktion dieser Effekte von denen, welche
in induzierten Bioreaktorkutivierungen des BRP-codierenden Stammes beobachtet wurden,
sollte es moglich sein, die BRP-induzierten Effekte zu extrahieren.

Schematisch ist die Sec-spezifische Sekretion der beiden konstitutiv exprimierten Repor-
terproteine Alkalische Phosphatase und #-Lactamase in Abbildung 33 gezeigt.

Fiir die Gesamtzahlen an regulierten Genen ergaben sich folgende Werte: 2 Minuten
nach Induktion waren im Vergleich zum préainduktiven Zustand 56 Gene reguliert, wovon 22
negativ und 34 positiv differentiell exprimiert waren. Dies entspricht einem Anteil von 1,26
Prozent, bezogen auf alle existierenden 4460 ORFs in E. coli K12. Fiir die analogen tran-
skriptionellen Vergleiche (5, 10, 20, 30, 45, 60 Min) mit dem Zustand vor der Induktion wird
die Regulation von 122 (57/65); 136 (67/59); 386 (295/91); 392 (205/188); 424 (259/165);
659 (416/243) Genen beobachtet. In den Klammern sind die Anzahlen an negativ (erste
Position) und positiv (zweite Position) regulierten Genen angegeben. Relativ auf das E. coli
Genom bezogen entspricht dies einer differentiellen Expression von 2,73 (5 Min); 3,05 (10
Min); 8,65 (20 Min); 8,79 (30 Min); 9,51 (45 Min) und 14,78 (60 Min) Prozent. Graphisch
wird diese Verteilung in der Abbildung 34 wiedergegeben.

Es ist ersichtlich, dass bezogen auf den Referenzzustand vor Induktion, die Anzahl an
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Abb. 33: Schema der Sekretion der Reporterproteine Alkalische Phosphatase und #-Lactamase
des Stammes Aral655 pBADphoAbla. Die beiden Reporterproteine werden mittels des Sec-
Pathways in das Periplasma von E. coli translokiert.
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Abb. 34: Anzahl der regulierten Gene (separat fiir positiv und negativ regulierte Gene durch-
gefiihrt) fiir die verschiedenen evaluierten Vergleiche mit dem prainduktiven Zustand.
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regulierten Genen sukzessiv mit wachsender Zeitdauer nach Induktion zunimmt. Dabei sind
in den meisten Vergleichen zum prainduktiven Zustand mehr Gene negativ reguliert. Folglich
ergibt sich ein differentes Bild verglichen mit den transkriptionellen Analysen anhand BRP-
codierender Stdmme. Die Gesamtanzahl an regulierten Genen fiir die meisten Vergleiche
ist signifikant geringer. Daneben trat bei den Transkriptomanalysen der BRP-codierenden
Stamme nach einer gewissen Zeitdauer nach Induktion eine substantielle, fast ausschliefilich
positive Regulation auf, welche im vorliegenden Fall nicht beobachtet wird.

Besonders signifikant lassen sich die transkriptionellen Unterschiede zwischen BRP-
codierenden und BRP-defizienten Stdmmen anhand der Anzahlen an regulierten Genen
in den Multifun-Klassen Verteidigung, Aufere Membran, Peptidoglykan und Extrachromo-
somal demonstrieren. Dies sind die zellularen Kompartimente bzw. die zelluldren Prozesse,
auf die sich, der Erwartung nach, die BRP-Expression besonders stark auswirken sollte.
Zum Vergleich fungierten die Daten aus einer Transkriptomanalyse des vergleichbaren BRP-
exprimierenden Stammes.

Exemplarisch ist dieser Sachverhalt fiir positiv regulierte Gene, die in der Zellvertei-
digung involviert sind, in Abbildung 35 gezeigt. Es werden fiir die Kultivierung mit dem
BRP-exprimierenden Stamm signifikant mehr regulierte Gene beobachtet als fiir den dqui-
valenten Stamm ohne BRP-Expression. Besonders deutlich fallt das Ergebnis fiir die frithen
und spéaten Vergleiche aus. Interessant zu beobachten ist, dass die spaten Vergleiche der Kul-
tivierung des BRP-codierenden Stdmmes ausschlieflich positiv regulierte, Stress-involvierte
Gene aufweisen (hier nicht gezeigt). Dies gibt Hinweise auf eine BRP-induzierte Regulation
dieser Gene, zumal die spiten Zeitpunkte gut mit den Zeitpunkten fiir das Auftreten pha-
notypischer Effekte der BRP-Expression, wie sie in der Literatur (Steghuis et al.(1995), Van
der Waal et al. (1991)) belegt sind, iibereinstimmen.
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Min Min Min Min Min

Omit BRP
Hohne BRP

Anzahl positiv regulierter Gene
a

Abb. 35: Vergleich der positiv regulierten Gene, welche in die zelluldire Abwehrantwort invol-
viert sind, zwischen den BRP-codierenden und den BRP-defizienten Stamm.

Die regulierten Gene der vorangehend evaluierten transkriptionellen Analysen welche
Hinweise auf einen Zusammenhang mit der BRP-Expression liefern, wurden hinsichtlich ih-
rer Regulation in der Transkriptomanalyse des BRP-defizienten Stammes iiberpriift. Uber-
einstimmende Regulationen geben Hinweise auch einen Arabinose-induzierten Effekt, wo-
hingegen eine fehlende Regulation oder eine Regulation in die entgegengesetzte Richtung
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Tabelle 4: Vergleich von 30 in mindestens drei Vergleichen als reguliert identifizierten Genen
der Transkriptomanalysen der BRP-codierenden Stdmme. Gene, die in der vergleichbaren
Analyse des BRP-defizienten Stammes Ara 1655 pBADphoAbla nicht reguliert sind, werden
in der Tabelle mit einem - bezeichnet. Ubereinstimmende Regulation ist durch ein P und
entgegengesetzte Regulation durch ein N vermerkt.

H Gen ‘ 30 vs. 0 Min ‘ 60 vs. 0 Min H Gen ‘ 30 vs. 0 Min | 60 vs. 0 Min H

imp - - pspB - -
spy - - pspC - -
lolA - - ygeA P P
hemM N N ytfR P P
ycdP - - ytfQ P P
yedQ - - tolA - -
yecl - - tolQ - -
SOxS - - mrdB -
bglx - - amiB - N
vacJ - N rfaA - -
uvrC - - rfaB - -
uvrD - - rfaF - -
tonB - N mltC - -
osmB - P recA - -
pPSpA - - rpoH - -

einen BRP-induzierten Effekt impliziert. Fiir 30 Gene ist dieser Vergleich in der Tabelle 4
durchgefiihrt. Es erfolgte eine Evaluierung der Vergleiche der postinduktiven Zustdnde 30
und 60 Minuten mit dem préindutiven Zustand, da diese Vergleiche fiir alle durchgefiihrten
Transkriptomanalysen analysiert wurden.

Wie aus der Tabelle 4 ersichtlich ist, sind fast alle Gene, die in der Transkriptomanalyse
des BRP-codierenden Stammes als reguliert identifiziert wurden, bei der dquivalenten Eva-
luierung des BRP-defizienten Stammes nicht oder in eine andere Richtung reguliert. Dieses
Ergebnis verifiziert die zuvor getroffenen Aussagen iiber einen BRP-induzierten Effekt. Le-
diglich die Gene osmB und ygeA sowie ytfR und ytf(Q waren iibereinstimmend reguliert.
Diese Gene sind daher sehr wahrscheinlich als Folge der Arabinose-Supplementierung re-
guliert. Im Falle von ytfR und ytfQ wurde dieses auch erwartet, beide codieren fiir einen
hypothetisches zelluldres Zuckerimportsystem und sollten daher nicht als Folge der BRP-
Expression reguliert sein. Somit wére der letzte experimentelle Beweis ihrer Funktionalitét
als Saccharid-Transportsystem erbracht.

4.6.1 Clusteranalyse

Anhand der normierten und hintergrundbereinigten Signalwerte wurde eine k-means Clus-
teranalyse der verschiedenen evaluierten Vergleiche durchgefiihrt. Als Ahnlichkeitsmaf fun-
gierte, analog zu der vorherigen Vorgehensweise, der Korrelationskoeffizient. Sieben verschie-
dene Cluster ergaben keine signifikante Uberschneidung in den Clusterverliufen und wurden
daher als Startwert fiir den Algorithmus verwendet. Die graphischen Verlaufe der einzelnen
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Cluster, generiert aus den Mittelwerten aller an dem jeweiligen Cluster partizipierenden
Genen, kann in der Abbildung 36 eingesehen werden.

Die Genexpression jener 101 Gene, die zu Cluster 1 gehorig sind, fallt sukzessiv leicht
ab. Unter den zugehorigen Genen codieren einige fiir Oberflachenantigene. So sind das Ope-
ron rfbDB und die Gene dniR, ugd, rfaD, dsbA und kdtA innerhalb des Clusters wieder-
zufinden. Daneben sind auch Gene in dem Cluster vorhanden, deren Proteinprodukte im
Bereich des Peptidoglykan lokalisiert sind und auch bei transkriptionellen Analysen mit
BRP-codierenden Stdmmen als reguliert identifiziert wurden. Es handelt sich dabei um die
Gene imp, ybbF und amiB. Allerdings wiesen die Regulationen dieser Gene nach Induk-
tion in die entgegengesetzte Richtung, so dass ein BRP-induzierter Effekt wahrscheinlich
ist. Weiterhin sind im dem Cluster Teile des Tryptophanoperons mit den Genen trpADE,
des Argininoperons argCEI und des Cysteinoperons cysUPH zu finden. Das Vorliegen von
Genen, die genetisch in einem Operon organisiert sind, deutet auf die Sinnhaltigkeit der
generierten Clusterergebnisse hin. Die Gene car, purR, vacJ, rpsl und rpll wurden zumeist
auch bei den Analysen der BRP-codierenden Stdmme als differentiell exprimiert identifiziert.
Die Richtung der Regulation weist bei den BRP-Stdmmen mit Ausnahme von vacJ in die
gleiche Richtung, so dass von einem Effekt ausgegangen werden kann, welcher aufgrund der
Arbinose-Zugabe auftrat. Zuséatzlich sind die Gene livFH und accBC dem Cluster zugehorig,
accB und accC haben Funktionen in der Fettsduren-Biosynthese.

—o— Cluster 1

’ /\’L\ ol

Cluster 3
2 /\' /\ Cluster 4
—%— Cluster 5
—8— Cluster 6

0 Min “2-Wi in_10 min 20 Min 30 Min 45 Min 60 Min| |~ Cluster?
2 A

———

relative Genexpression

Zeitpunkt relativ zur Induktion

Abb. 36: K-means Clusteranalyse mit regulierten Genen der Transkriptomanalyse anhand des
Stammes Ara 1655 pBADphoAbla.

Der Cluster 2 beeinhaltet nur die geringe Anzahl von 14 Genen, der Verlauf weist ein cha-
rakteristisches Maximum 5 Minuten nach Induktion auf. Aus sekretorischer Sicht sind wenig
interessante Gene darin enthalten, lediglich die beiden Gene yiiO und hipB sind in diesem
Zusammenhang erwdhnenswert. Beide codieren fiir Proteinprodukte, die an der Reaktion
auf extracytoplasmatischen Stress (Cpx-System) beteiligt sind. YiiO ist ein negativer Re-
gulator der Cpx-Antwort, die beobachtete positive Regulation unterdriickt also die zellulére
Cpx-Antwort (Otto et al. (2002)).

In dem Cluster 3 sind 45 Gene enthalten, die Genexpression der partizipierenden Gene
sinkt zuerst bis zum Zeitpunkt 10 Minuten nach Induktion ab und bleibt dann in etwa
konstant auf diesem Niveau. 45 Minuten relativ zum Zeitpunkt der Induktion wird ein
wenig ausgeprigtes lokales Maximum beobachtet. Bemerkenswert ist die Existenz der Gene
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rIpP, tonB und rfaK in diesem Cluster, deren Proteinprodukte alle eine Funktion in der LPS-
Biosynthese einnehmen. Besonders die Bedeutung von tonB als energetischer Mediator der
Translokation von Bestandteilen der &ufseren Membran wurde hingewiesen. Die Regulation
dieser Gene wurde in BRP-codierenden Stdmmen vornehmlich positiv detektiert und weist
auf einen BRP-induzierten Effekt hin.

Fiir den vierten Cluster wird ein dhnlicher Verlauf zu dem Cluster 3 beobachtet, al-
lerdings sinkt die Genexpression erst etwas spéter, 5 Minuten nach Induktion, signifikant
ab. Die 89 Gene, aus denen der Cluster besteht, bekleiden unterschiedliche zelluldre Funk-
tionen. Analog zu dem bei Cluster 1 Angemerktem werden auch innerhalb dieses Clusters
Teile von Operons wiedergefunden welche in der Aminosdurenbiosynthese involviert sind. Im
konkreten Fall sind dies z.B. ilvIH und leul fiir die Leucin-Biosynthese. Interessanterweise
wird auch ein Teil der Sec-Translokase, mit dem Genen secA und secF in diesem Cluster
organisiert vorgefunden. Zusétzlich sind weitere Gene existent, deren Proteinprodukte in der
LPS-Biosynthese eine wichtige Rolle spielen. Konkret zu nennen sind lpxD, ylcB, slt und int.
Generell wurde anhand der Clusterergebnisse dieser Transkriptomanalyse festgestellt, dass
die Regulation von in die LPS- und Peptidoglykan-Biosynthese involvierten Genen zumeist
in eine andere Richtung weist, als dies bei BRP-codierenden Stammen der Fall war. Dies
stellt einen deutlichen Hinweis dafiir dar, dass es sich bei der positiven Regulation dieser
Gene um einen von der BRP-Expression verursachten Effekt handelt. In Koinzidenz zu dem
eben Angemerkten lagen die Gene galFP, sulA und evgA, deren Regulation ebenfalls bei
vielen transkriptionellen Vergleichen BRP-codierender Stdmme nach Induktion festgestellt
wurde, in diesem Cluster organisiert vor.

31 Gene bilden den Cluster 5, ihre Expressionsprofile steigen sukzessiv an, um 20 Minu-
ten nach Induktion ein Maximum zu erreichen und danach wieder leicht abzufallen. Neben
dem fiir ein Lipoprotein codierenden Gen yabC ist ein Teil des Operons zur Metabolisie-
rung von Galactose, galKT, in diesem Cluster befindlich. Ebenso wurde die Regulation des
Sekretionsgenes secG und der Chaperon-codierenden Gene clpX und fkpA beobachtet. Die
beobachtete vermehrte positive Regulation von verschiedenen Chaperonen tritt also auch
als Effekt der Arabinosezugabe auf. Die Gene leuA, IrP und ilvM, welche ebenfalls in dem
diskutierten Cluster zu finden sind, haben ihre Bedeutung bei der Biosynthese der Amino-
sdure Leucin. Eine weitere interessante Beobachtung stellt die Regulation der Gene mglAB
und atpAG dar. Die Proteine MglA und MglB fungieren im Kohlenhydratmetabolismusmus,
wahrend atpGA fiir die ATP-Bereitstellung eine Schliisselposition einnimmt. Die grofse An-
zahl an vermehrt gebildeten Zuckeraufnahmesystemen von Typus der ABC-bindenden Ka-
sette sowie die konstitutive Expression und Translokation der Sec-Substrate PhoA und Bla
bedarf der Bereitstellung groferer Mengen ATP (Economou et al. (1999)).

Fiir den Cluster 6, welcher sich aus 57 Genen zusammensetzt, wird ein besonders signi-
fikanter Verlauf beobachtet. Die Genexpression der enthaltenden Gene steigt zuerst leicht
an, um dann 30 Minuten nach Induktion sprunghaft anzuwachsen. Nahezu alle darin ent-
haltenden Gene codieren fiir Proteine, die direkt in den Kohlenhydratmetabolismus invol-
viert sind. Als Positivkontrollle fiir das Clusterresultat kann das simultane Auftreten der
Gene/Operons araFGH und araEJ in diesem Cluster fungieren. Das gemeinsame Cluste-
ring der Gene fiir das hoch- und niedrigaffine Arabinoseaufnahmesystem stellt offensichtlich
ein biologisch sinnvolles Resultat dar. Weiterhin in den Kohlenhydratmetabolismus (spezi-
ell im Trehalosemetabolismus) involviert sind die Gene treA, sfa, B2016, mglC, csrA und
glgS sowie das Operon ytfRQ. Das letztgenannte Operon wurde schon im vorherigen Ab-
schnitt eingehend diskutiert, bisher ist die Funktion als Zuckertransporter nur aufgrund von
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Sequenzhomologien vorhergesagt worden. Auch ein Teil des Galaktoseoperons galEUS ist
diesem Cluster zugeordnet. Weiterhin auffillig ist die hohe Anzahl an Genen, welche in den
Acetatmetabolismus involviert sind. Im konkreten Fall handelt es sich um die Gene mdhH,
accB, atoB und glgS. Die Regulation des Genes rpoE erscheint im Vergleich zu den ande-
ren Genen des Clusters, welche vornehmlich ihre Funktion im Kohlenhydratmetabolismus
ausiiben, ungewohnlich. Das Gen codiert fiir den Sigmafaktor, welcher als Effekt auf einen
Hitzeschock oder Membranstress induziert wird. RpoE initiiert die Transkription des Cha-
perons FkpA, welches ebenfalls unter den regulierten Genen zu finden ist und in Cluster 5
organisiert vorliegt. Die Zugabe grofierer Mengen L-Arabinose scheint somit Implikationen
auf die periplasmatischen Proteine zu haben, so dass die beobachtete Regulation erklarbar
wird.

Im letzten Cluster, welcher aus 85 Genen besteht, sind vornehmlich Gene lokalisiert,
welche fiir Produkte codieren, die ihre Funktion in der Sulfat-Assimilierung haben oder
ribosomale Proteine darstellen. Das Operon cysABDW sei als Beispiel fiir erstere Gruppe
genannt, wohingegen die Operons rplADQJ und rpsNJ Beispiele fiir Letztere sind. Zusétzlich
interessant ist die Zuordnung der Hitzeschockgene ibpAB und des Chaperon-codierenden
Genes hslV zu diesem Cluster. Die positive Regulation der Gene ibpAB wurde einer BRP-
induzierten Wirkung zugeschrieben, allerdings zeigt diese Beobachtung eindeutig, dass auch
oder alleinig die Arabinosezugabe deren Induktion bewirkt.

4.6.2 Zusammenfassung

Anhand des Vergleiches BRP-codiererender/BRP-defizienter Stamm konnten die Auswir-
kungen der BRP-Expression von denen der Arabinose-Supplementierung abgegrenzt wer-
den. Es zeigte sich, dass die differentielle Expression der meisten Gene aufgrund der BRP-
Expression auftrat. Besonders fiir die Funktionsklassen Stress, Verteidigung und Extrachro-
mosomal wurden signifikant groflere regulatorische Effekte bei den BRP-codierenden Stamm
beobachtet. Eine durchgefiihrte k-means Clusteranalyse ergab zudem weniger explizite Ex-
pressionsverldufe fiir die verschiedenen Cluster des BRP-defizienten Stammes. Die Regula-
tion von verschiedenen Zuckerimport-Komponenten und deren gemeinsame Organisation in
einem Cluster wurde fiir die Verifikation der experimentellen Daten verwendet.

4.7 Konstruktion eines Sekretions-Reportersystems fiir Genexpressions-
studien

4.7.1 Einfiihrung

Bedingt durch das immense Interesse an rekombinanten Proteinen im akademischen und
industriellen Bereich wurden viele verschiedene Expressionsysteme entwickelt und zur rou-
tineméafigen Applikation gebracht. Verschiedene Studien belegen, dass hohe konstitutive
Expressionsraten des rekombinanten Proteins in den meisten Fallen das Wachstum und den
Zellmetabolismus in signifikanter Weise beeintrachtigen und dadurch zum Absterben der Zel-
len fithren (Lottspeich F.: Bioanalytik (1995)). Deshalb verwendet man fiir die Produktion
rekombinanter Proteine fast ausschliefllich induzierbare Expressionssysteme. Je nach vorlie-
gendem Promoter-Operatorsystem wird die Genexpression durch Metabolitzugabe, Entfer-
nen bestimmter Kohlenstoffquellen oder Temperaturédnderungen induziert. Die basale Tran-
skription, d.h. die Transkriptionsrate der stromabwérts von einem Promoter liegenden Gene
ohne Induktionstimulus, unterscheidet sich fiir verschiedene Promotoren deutlich (Singer M.:
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Gene und Genome (1992)). Fiir Genexpressionsstudien ist diese Tatsache von essentieller
Bedeutung, da man explizit an der differentiellen Expression der Gene im Vergleich vor und
nach der Bildung/Sekretion des rekombinanten Produktes interessiert ist. Findet schon vor
der Induktion eine signifikante Expression statt, so vermag sich die Zelle regulatorisch auf
diese Situation einzustellen. Aus diesem Grund sollte die basale Transkription moglichst
gering und das Induktionsniveau regulierbar sein, um die limitierten Sekretionskapazitéten
nicht zu iiberlasten (Simmons et al. (1996)). Das bislang beste Expressionssystem fiir die-
se Belange basiert auf dem Arabinosepromoter pBAD. Neben einer sehr geringen basalen
Transkription ist die Induktionsstdrke des Arabinosepromoters iiber einen weiten Bereich
linear regulierbar, und es lassen sich hohe Transkriptionsraten der promoterregulierten Ge-
ne realisieren (Guzman el al. (1995)). Aus diesem Grunde wurde das Plasmid pBAD33,
welches stromabwirts des Arabinosepromoters eine Multi-Klonierungsstelle aufweist, als
Klonierungsvektor fiir die Etablierung eines Sekretionsreportersystems gewahlt. Das 5432
bp grofe Plasmid codiert u.a. fiir das Gen der Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT),
welches Resistenz gegen Chloramphenicol verleiht und als Selektionsmarker dient. Als Re-
porterproteine finden zumeist Enzyme Verwendung, da sich diese aufgrund ihrer spezifischen
biologischen Aktivitét leicht nachweisen und quantifizieren lassen. Daneben werden in jiin-
gerer Vergangenheit im stetig steigendem Mafe fluoreszierende Reporterproteine verwendet.
Besonders fiir das griin fluoreszierende Protein (GFP) wurden seine herausragenden Eigen-
schaften als Reporterprotein in vielen Studien belegt und seine Entdeckung und Applikation
mit dem Nobelpreis 2008 gewiirdigt. Bei dem aus der Qualle Aquorea victora stammenden
GFP handelt es sich um ein monomeres, autofluoreszierendes und globulédres Protein von
26 kDa Grofe. Neben einer sehr geringen Zytotoxizitat, hohen Quantenausbeuten und da-
mit einhergehenden hohen Fluoreszenzintensititen behélt das Protein auch bei Fusionierung
an viele anderere Proteine seine biologische Aktivitdt bei. Zur Ausbildung der Fluoreszen-
zeigenschaften durchlduft das Protein eine Reihe von posttranslationalen, intramolekularen
Reaktionen. Fiir die Entstehung des Fluorophors ist die Cyclisierung und Autooxidation der
Aminosduren Ser65-Tyr66-Gly67 verantwortlich. Das Emissionsmaximum des reifen GFP
liegt bei 509 nm bei einer UV-Anregungswellenlénge von 395 nm. Fiir seine Fluoreszenz wer-
den keine exogenen Substrate oder Cofaktoren bendtigt. Dadurch ist GFP ein einzigartiges
Reporterprotein fiir Genexpressionsstudien, sowie fiir die Untersuchung von Proteinlokali-
sierungen und Proteinkinetiken in pro- und eukaryontischen Sytemen. Durch eine einfache
Messung der Fluoreszenzintensitét ldsst sich die GFP-Menge direkt quantifizieren. Aller-
dings muss bei einer derartigen Quantifizierung kalkuliert werden, dass ein Teil des GFPs
in Form sogenannter Inclusion Bodies anfallen kann, welche aufgrund ihrer Fehlfaltung kei-
nen Beitrag zur Gesamtfluoreszenzintensitét liefern. Die real exprimierte GFP-Menge liegt
in diesen Féllen daher hoher, als die experimentell ermittelte Fluoreszenzintensitat sugge-
riert (Bongaerts et al. (2002)). Vom Wildtyp-GFP wurden durch Aminosdurenaustausch
und/oder Optimierung der Codon-Verwendung eine Reihe von spektralen Varianten mit
hoheren Fluoreszenzintensitéaten, verschobenen Anregungs- und Emissionswellenldngen und
verdnderten Halbwertszeiten im lebenden Organismus generiert. Ein hauptsichliches Pro-
blem bei der Verwendung von Wildtyp-GFP ergibt sich aus der Tatsache, dass ein grofser
Teil des bei 37°C exprimierten Proteins nicht korrekt gefaltet und cyclisiert vorliegt. Durch
multiplen Aminosdurenaustausch mittels DNA-Shuffling wurden thermostabile Varianten
geschaffen, welche unter diesen Bedingungen eine korrekte Faltung aufweisen und damit
eine signifikant hohere Fluoreszenzintensitét generieren (Crameri et al. (1995)). Die daraus
hervorgegangenen Derivate wurden mit GFPmutl-3 bezeichnet, GFPmut2 wird im Rah-
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men dieser Studie als Reporterprotein verwendet. Es beeinhaltet die Aminoséurenaustau-
sche S65A, V68L und S72A und weist eine 33-fach starkere Fluoreszenz als Wildtyp-GFP
auf. Die mut-Derivate sind besonders wertvoll fiir in vivo Studien, da sie ideal fiir mikrosko-
pische und durchflufzytometrische Analysen geeignet sind. Neben GFP wurden eine ganze
Reihe weiterer fluoreszierender Proteine entdeckt und erfolgreich als Reportersysteme eta-
bliert. Als Sekretionsreportersystem wurde GFP erstmals 2001 erfolgreich eingesetzt. Durch
Fusionierung mit dem Signalpeptid der N-Trimethylaminoreduktase (torA) wurde GFP mit-
tels des Tat-Pathways in das Periplasma von E. coli sezerniert (Thomas et al. (2001)). Da
die korrekte Faltung essentiell fiir die Fluoreszenzeigenschaften des Proteins ist, muft die
Sekretion obligat mittels des Tat-Pfades erfolgen, da dieser als einziger Sekretionspathway
komplett gefaltete Proteine zu translokieren vermag.

4.7.2 Klonierung des Sekretionsreporterplasmids pBADtorAGFPSsrA

Die vielversprechenden FEigenschaften von GFP, die gute Nachweis- und Quantifizierungs-
moglichkeit, sowie die Verfiigbarkeit effizienter Sekretionsplasmide bedingten die Wahl dieses
Reportersystems in der vorliegenden Studie. Die GFPmut2-Variante wurde freundlicherwei-
se von Prof. De Lisa (New York, USA) in Form des Plasmides pETGFPmut2 zur Verfiigung
gestellt. Die bereits verfizierte Funktionalitit der tor A-Fusion als Sekretionssignal sollte auch
im Rahmen dieser Versuche verwendet werden, um GFP ins Periplasma zu translokieren.
Um mittels einer Fluoreszenzmessung nur die real sekretierte Menge am Reporterprotein
GFP zu erfassen, wurde die GFPmut2-Variante C-terminal mit dem SsrA-tag fusioniert.
Dieses Degradations-tag dirigiert Substrate zum cytoplasmatisch lokalisiertem Clp XP/AP-
Proteasesytem (Flynn et al. (2001)). Wird durch die Wahl eines geeigneten Induktionsni-
veaus das Proteasesystem nicht iiberlastet, so generiert lediglich das durch Sekretion ins
Periplasma gelangte GFP eine Fluoreszenzantwort (De Lisa et al. (2002)). Das Konstrukt,
welches sich aus der C- und N-terminalen Fusion ergibt, ist schematisch in Abbildung 37
wiedergegeben.

Sekretion Fluoreszenz Degradation
— ol ~N 7 i N
pBADP tora ISR S

Abb. 37: Das Konstrukt torAGFPSsrA welches als Sekretionsreporter im Rahmen der vorlie-
genden Studie fungiert.

Zur Klonierung des GFP-Konstruktes wurden zwei Strategien entwickelt, von denen sich
Strategie 2, welche auf einer initialen blunt-end Subklonierung beruht, erfolgreich umsetzten
lieks. Beide Strategien werden in der Abbildung 38 présentiert.

Theoretisch sollten Klonierungen iiber kohésive Enden mit deutlich groferer Effizienz
erfolgen als dies bei blunt-end Klonierungen der Fall ist. (Sambrook: Molecular Cloning
(2003)). Insofern tiberrascht das Misslingen der Klonierungsstrategie 1. Allerdings belegen
verschiedene Studien die potenziellen Schwierigkeiten die sich aus der Klonierung von PCR-
Produkten iiber angefiigte Restriktionsschnittstellen ergeben (Crowe et al. (1991), Barnes
et al. (1992), Levis et al. (1995)).
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Strategie 1 Strategie 2
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Abb. 38: Zwei Klonierungstrategien zu Generierung des Sekretionsreporterplasmids pBAD-
torAGFPSsrA. Die auf der linken Seite gezeigte Strategie 1 bedient sich zweier Klonierungs-
schritte iiber kohésive Enden. Die dazu notwendigen Restriktionsschnittstellen werden iiber die
5‘-Enden der PCR-Primer in die Inserts eingefiigt. In Strategie 2, welche auf der rechten Sei-
te préasentiert wird, erfolgt eine initiale Ligation der beiden PCR-generierten Inserts torA und
GFPSsrA sowie eine blunt-end Subklonierung in den Vektor pGEMS5Zf(+). Das aus dem Vektor
herausgeschnittene Konstrukt toraGFPSsrA wird final in den Zielvektor pBAD33 kloniert.

Generierung der Klonierungsinserts mittels PCR

Die Generierung der Klonierungsinserts erfolgte mittels PCR. Durch Anfiigen der Restrik-
tionsschnittstellen Sacl und Xbal bzw. Xbal und HindIII an die 5‘-Enden der Primer wur-
de die Moglichkeit einer direktionalen Klonierung in den Zielvektor geschaffen. Zusétzlich
wurden die Primer um weitere 6 Basenpaare stromaufwérts der Restriktionsschnittstelle
verlingert. Dieser zusétzliche Uberhang ist notwendig, da viele Restriktionsendonukleasen
terminal lokalisierte Zielsequenzen nicht zu prozessieren vermogen (Sambrook: Molecular
Cloning (2003)).

Das C-terminale SsrA-tag vom GFP wurde an das 5-Ende des reversen Primers zwi-
schen dem genspezifischen Teil und der Restriktionsschnittstelle implementiert. Die in silico
designeten Primer wurden mittels des Programmes MFold auf interne Sekundérstruktu-
ren iiberpriift und mittels des Programmes BLAST auf ihre Spezifitdat getestet. Das GFP-
Plasmid pETGFPmut2 fungierte als Template zur Amplifikation des Zielgenes, wiahrend die
Signalsequenz von torA aus der cDNA einer F. coli Gesamt-RNA Préparation amplifiziert
wurde.

Aufgrund des sehr langen 5-Uberhanges, bedingt durch das eingefiigte SsrA-tag, ergaben
sich anspruchsvolle Amplifikationsbedingungen. Eine Variation der Annealing-Temperatur
in dem Bereich von 55°C bis 70°C generierte lediglich bei 62°C eine geringe Menge an
Amplifikat, welche aber fiir downstream-Applikationen bei weitem nicht ausreichend war.
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Daher wurden verschiedene Strategien zur Steigerung der Amplifikationseffizienz entwi-
ckelt.

1. Verwendung eines neuen Forward Primers mit einer ldngeren genspezifischen Sequenz

2. PCR mit einem zweistufigen Programm (Umkehrung einer touch-down PCR). In den
ersten 10 Zyklen wurde eine niedrige Annealing-Temperatur gewéhlt, um initial genii-
gend Template zu generieren. Dann wurde die Annealing-Temperatur fiir die weiteren
20 Zyklen erhoht, um der PCR die maximale Effizienz zu verschaffen

3. Zusatz verschiedener Additive als Enhancer

Als Enhancer wurden folgende Additive bzw. Kombinationen von Ihnen getestet:
e DMSO

o Tween 20

e DMSO + Tween 20

e Betain

Die Verwendung eines langeren Forward Primers sowie ein zweistufiges PCR-Programm
generierten keine signifikanten Mengen an PCR-Produkt. Letztendlich zielfithrend war die
Verwendung einer Kombination aus DMSO und Tween 20 als Enhancer, wie in Abbildung
39 ersichtlich ist. Die Wahl der geeigneten Annealing-Temperatur scheint dabei eine unter-
geordnete Rolle zu spielen.

1 2 3 4 s acidals 3 9 10 ET

wew - g

700
GFPSsrA 500

... 250

Abb. 39: Test verschiedener Enhancer-Zuséitze zum PCR-Ansatz zur Generierung des Klo-
nierungsinserts GFPSsrA. Gezeigt ist ein 1,5 prozentiges Agarosegel, die Visualisierung der
Banden erfolgte iiber Ethidiumbromidfirbung. Die Spuren 8-10 zeigen die Ergebnisse fiir die
Amplifikation mit DMSO-Zusatz (Spur 8: 70°C, Spur 9: 65°C, Spur 10: 60°C), die Spuren 5-7
das Amplifikationsresultat mit Zusatz von 1,5 Prozent DMSO und 0,5 Prozent Tween 20 (Spur
5: 70°C, Spur 6: 65°C, Spur 7: 60°C), sowie die Spuren 2-4 die Ergebnisse mit Betain-Zusatz
(Spur 2: 70°C, Spur 3: 65°C Spur 4: 60°C). Auf Spur 1 ist eine Negativ-Kontrolle (Annealing-
Temperatur 60°C) aufgetragen. Die rot umrahmten Banden zeigen das gewiinschte Amplifikat.

Wie aus dem Gelbild (Abbildung 39) ersichtlich, wurde mittels DMSO-Zusatz kein Am-
plifikat erhalten. Der Zusatz von Betain fiihrte zu kiirzeren und damit unspezifischen Ampli-
fikaten, unabhéngig von der gewéhlten Annealing-Temperatur. Zielfithrend war die Verwen-
dung einer Kombination aus Tween 20 und DMSO. In allen aufgetragenen Spuren (5-7) sind
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intensive Banden des Amplifikates erkennbar. Mit etwas iiber 700 bp zeigt es die erwartete
Lange. Die grofite Produktmenge bildete sich bei einer Annealing-Temperatur von 60°C.
In der auf Spur 1 applizierten Negativkontrolle konnte erwartungsgemaéss kein Amplifikat
detektiert werden.

Die Verwendung eines ldngeren Forward Primers wurde angestrebt, um den Schmelz-
temperaturunterschied zwischen Forward und Reverse Primer zu reduzieren. Die Strategie
eines zweistufigen PCR-Programmes wurde angewandt, da eine mogliche Ursache fiir die
fehlgeschlagene Amplifikation in der Tatsache vermutet wurde, dass zu Beginn der PCR
nur der genspezifische Teil des Primers binden kann. Denn nur die Plasmid-DNA steht
als Matrize zur Verfiigung. Es existiert zu diesem Zeitpunkt noch kein elongierter Pri-
mer, welcher als vollstdndig komplementéres Template dienen konnte. Fiir diese Situation
ist, aufgrund des langen Uberhanges am 5-Ende des Primers, eine niedrigere Annealing-
Temperatur optimal. Wenn gentigend elongierter Primer als Template vorhanden ist, steigt
die optimale Annealing-Temperatur deutlich an, da jetzt die gesamte Primersequenz kom-
plementér binden kann. Folglich kann die Annealing-Temperatur erhéht werden. Der Zusatz
von Additiven (Punkt 3) wie DMSO oder Betain kann die Spezifitdt und Effektivitét der
PCR-Reaktion drastisch steigern (Sarkar et al.(1990); Frackmam et al. (1986)). Griinde
dafiir liegen z.B. in der Pravention von Polymerasen-Agglomerationen durch Detergenzien-
zugabe. Nach der Amplifikation wurden die beiden Produkte mittels des PCR-Purification
Kits (Quiagen GmbH) sédulenchromatographisch aufgereinigt und spektrophotometrisch am
Nanodrop ND1000 Konzentration und Reinheit bestimmt. Eine Sequenzierung des PCR-
Produktes bestatigte die korrekte Sequenz des Klonierungsinserts.

Klonierungsstrategie 1

Zur Realisierung der Klonierungsstrategie 1 wurden 3 ug des GFPSsrA-Inserts mit jeweils
3 Units der Restriktionsenzyme Xbal und HindIII versetzt und fiir 8 Stunden bei 37°C
inkubiert. Zur Reinigung wurden die Restriktionsansitze auf ein Agarosegel (1%ig) auf-
getragen. Die gewiinschten Insertbande wurde anschliefsend mittels des Promega Wizard
SV Gelisolationskits aus dem Gel extrahiert. Der Zielvektor wurde ebenfalls mit den Re-
striktionsenzymen Xbal und HindIII geschnitten und zur Prévention von Religationen mit
alkalischer Phosphatase behandelt. Bei samtlichen beschrieben Klonierungen wurden stets
Religationskontrollen durchgefiihrt. Nachfolgend erfolgte eine Isolation und Aufreinigung
des linearisierten Vektors aus dem Agarosegel analog dem der Inserts.

Die Inserts und 200 ng Zielvektor wurden im molaren Verhéltnis von 3:1 in einem 20
ul-Ansatz mit T4-DNA-Ligase ligiert. Fiir Ligationen iiber kohésive Enden wurde ein Tem-
peraturgradient (20°C bis 4°C) gewéhlt. Das ligierte Plasmid wurde nachfolgend in chemisch
kompetente XL1-Blue Zellen mittels Hitzeschock transformiert. Das Plasmid pBAD33 co-
diert fiir das CAT-Gen, welches Resistenz gegen Chloramphenicol verleiht. Daher erfolgte
einen Ausstreichen der Zellen auf chloramphenicolhaltigen Agarplatten. Trotz Transforma-
tion mit unterschiedlichen Volumina vom Ligationsansatz wurden keine Kolonien auf den
Agarplatten erhalten. Um die Griinde fiir das Scheitern von Strategie 1 zu evaluieren wur-
den die Prozessschritte des Restriktionsverdaus und der Ligation separat analysiert. Um die
Funktionalitét der Restriktionsschnittstellen in den PCR-Inserts nachzuweisen wurden die-
se mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und einer Selbstligation
unterzogen. Die gelektrophoretische Analyse der Selbstligationsansétze ist in Abbildung 40
gezeigt.

Wie aus der Abbildung 40 ersichtlich, zeigen alle Ligationsansétze die Bildung von Di-
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Abb. 40: Gezeigt ist ein einprozentiges Agarosegel, die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte
durch Farbung mit Ethidiumbromid und UV-Exposition. Aufgetragen sind die Selbstligations-
ansétze des mit HindIII (Spur 6), Xbal (Spur 7) sowie HindIII und Xbal (Doppelverdau, Spur
8) geschnittenen Inserts GFPSsrA. Zum Vergleich ist der Selbstligationansatz eines weiteren
geschnittenen Inserts (LppBRP mit HindIII, Spur 9) aufgetragen. Weiterhin sind auf den Spu-
ren 3-5 Ligationsansétze der beiden Inserts(LppBRP auf Spur 3 und 4 sowie GFPSsrA auf Spur
5) mit dem Vektor pBAD33 gezeigt. Spur 1 zeigt das PCR-Produkt GFPSsrA.

bzw. Multimeren, was die Funktionalitat der Restriktionsschnittstellen belegt. Das mit zwei
Restriktionsenzymen prozessierte GFPSsrA-Insert (Spur 8) sollte auch héhere Multimere
bilden kénnen. Deren Konzentration ist allerdings moglicherweise so gering, dass sie unter
die Detektionsgrenze fallt. In Spur 5 ist der Ligationsansatz des GFPSsrA-Konstruktes
mit dem Zielvektor pBAD33 aufgetragen. Es ist erkennbar, dass das GFPSsrA-Konstrukt
Konkatamere bildet und auch im Groéfenbereich {iber 5 kb sind mehrere Banden sichtbar.
Die korrekte Funktion der T4-DNA-Ligase unter den gewédhlten Reaktionsbedingungen ist
damit bewiesen. In den Spuren 3 und 4 sind Ligationsansétze einer parallel durchgefithrten
Klonierung des Zielvektors mit einem anderen Insert (LppBRP) aufgetragen. Wie aus dem
Bild ersichtlich, bildet das Insert auch hohere Multimere aus. Allerdings ist zu beachten,
dass das Insert deutlich kleiner (216 bp) als das GFP-Konstrukt ist und daher auch in
hoherem Mafe zur Selbstligation tendiert. Ein Selbstligationsansatz dieses Inserts ist auf
Spur 9 aufgetragen.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass beide Restriktionsschnitt-
stellen im Insert von den Restriktionsendonukleasen Xbal und HindIII prozessiert werden.
Zusétzlich belegt die Entstehung von Insertdimeren, die auch im Ligationsansatz mit dem
Klonierungsvektor auftraten, die Funktionalitdt der T4-DNA-Ligase. Der Prozesschritt des
Restriktionsverdaus kann daher fiir ein Scheitern der Klonierung ausgeschlossen werden. Fiir
eine Analyse des Ligationsschrittes wurden verschiedene molare Insert-Vektor Verhéltnisse
evaluiert. Zusétzlich wurden verschiedene Ligationsbedingungen (16°C, 4°C, Gradient RT
bis 4°C) getestet. All diese Mafnahmen waren jedoch nicht zielfiihrend, so dass im Folgenden
die Ergebnisse der erfolgreichen Klonierungstrategie 2 gezeigt werden.
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Klonierungsstrategie 2

Die neuerliche Generierung der Inserts erfolgte mittels Pfu-Polymerase. Im Gegensatz zur
Taq-Polymerase zeigt diese DNA-Polymerase keine terminale Transferase-Aktivitéat und da-
mit keine unspezifische Adenosin-Elongation an dem 3‘-Ende der amplifizierten Sequenz.
Daher lassen sich derartige Amplifikate auch fiir blunt-end-Klonierungen verwenden. Um
einen zweiten Klonierungsschritt zu umgehen, wurden die beiden Inserts torA und GFPSs-
rA zuerst im molaren Verhéltnis von 2:1 miteinander ligiert und die entsprechende Bande
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und aufgereinigt. Das préparative Agarosegel zur Ge-
winnung des torAGFPSsrA-Fragmentes ist in der Abbildung 41 gezeigt.

Abb. 41: Gezeigt ist ein einprozentiges Agarosegel, die Visualisierung erfolgte mit Ethidium-
bromidfarbung. Die Spuren 1-3 zeigen die Ligationsansétze des Inserts GFPSsrA mit dem Insert
torA, beide mit Xbal geschnitten. Zum Vergleich sind die PCR-generierten Inserts auf den Spu-
ren 4 und 5 aufgetragen. Deutlich ist der Gréfsenunterschied zwischen dem Ligationsprodukt
torAGFPSsrA und dem Insert GFPSsrA zu sehen. Weiterhin sind Ligationsansétze auf den
iibrigen Spuren 6-10 aufgetragen.

Auf den Spuren 1-3 sind die Ligationsansétze der mit Xbal geschnittenen Inserts GFPSs-
rA und torA aufgetragen. Zum Vergleich sind die PCR~generierten Inserts in daneben be-
findlichen Spuren 4 und 5 gezeigt. Deutlich ist die Ligationsbande des Konstruktes to-
rAGFPSsrA etwas oberhalb derer des GFPSsrA-PCR-Produktes zu erkennen. Zusétzlich
sind noch Banden von torA-Dimeren auszumachen, eine Bande unligiertes GFPSsrA-Insert
ist kaum visuell zu erfassen. Zusammengefasst ist die Ligation von GFPSsrA mit torA damit
nahezu quantitativ erfolgt. Die gewiinschte Bande wurde aus dem Gel extrahiert. Das so
generierte torAGFPSSsrA-Konstrukt wurde in den Vektor pGEM5Z{(+) iiber die EcoRV Re-
striktionsschnittstelle mittels der cut-ligation Methode subkloniert (siche Anhang A.12). Die
Spuren 6-8 zeigen die Ligationsansétze zur Subklonierung des torAGFPSsrA-Konstruktes
in den pGEMS5Zf(+)-Vektor, welcher in linearisierter Form, nach EcoRV-Prozessierung, in
daneben befindlicher Spur 9 gezeigt ist. Auf Spur 10 ist der Vektor ohne Linearisierung
aufgetragen. In den Ligationsansétzen werden Banden oberhalb der geschnittenen Vektor-
bande beobachtet. Dies deutet auf eine erfolgreiche Ligation des torAGFPSsrA-Konstruktes
hin. Die Ligationsansitze wurden in chemisch kompetente XL1-Blue Zellen transformiert,
die resultierenden Transformationsansitze auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert
und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Positive Kolonien kénnen durch die
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Blau-Weiss-Selektion einfach erkannt werden. Drei durch Kolonie-PCR verifizierte, positive
Kolonien wurden gepickt, vermehrt und eine Plasmidpréaparation durchgefiihrt. Aus dem so
erhaltenen Plasmid wurde mittels der Restriktionsschnittstellen Sacl und Xbal das gesamte
Konstrukt herausgeschnitten, wiederum aus dem Gel aufgereinigt und mit dem ebenfalls mit
Sacl und HindIIT geschnittenen Vektor pBAD33 ligiert. Der Vorteil dieser Vorgehensweise
liegt in der Moglichkeit, die korrekte Prozessierung durch die Restriktionsendonuklease di-
rekt im Agarosegel nachzuweisen. Zudem lassen sich Inserts aus Vektor-DNA signifikant ein-
facher ligieren als PCR-Produkte. Die Transformation des Ligationsansatzes erfolgte erneut
in chemisch kompetenten XL1-Blue Zellen mittels Hitzeschock bei 42°C. Parallel wurden als
Negativkontrolle kompetente Zellen ohne Zugabe des Ligationsansatzes analog prozessiert
und auf Agarplatte mit Chloramphenicol-Zusatz ausgestrichen. Bei der Religationskontrolle
waren nach Inkubation im Brutschrank bei 37°C {iber Nacht 7 Kolonien gewachsen. Die
Platte mit der Negativkontrolle enthielt keine Kolonien, wohingegen die Platten mit den
Ligationsansétzen 150-250 Kolonien enthielten. Von diesen wurden 5 Kolonien gepickt, im
Schiittelkolben vermehrt und durch eine Kolonie-PCR und einem analytischen Restriktions-
verdau nach der Plasmidisolierung untersucht.
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Abb. 42: Analytischer Restriktionsdoppelverdau des Plasmides pBADtorAGFPSsrA mit den
Restriktionsendonukleasen Xbal, Sacl und HindIII. Die Proben sind auf einem 1,5 prozentigem
Agarosegel aufgetragen und mit Ethidiumbromid-Losung gefarbt.

Die Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse des analytischen Restriktionsverdaus, welcher auf
einem 1,5 prozentigem Agarosegel aufgetragen wurde. Die Spuren 1-3 zeigen die Plasmid-
praparationen dreier positiver Klone. Der mit Xbal und HindIII geschnittene Vektor ist auf
der Spur 4 aufgetragen, fiir die Enzymkombinationen Sacl und Xbal bzw. Xbal und HindIII
ist selbiges auf den Spuren 5 und 6 gezeigt. Das entstehende Fragmentmuster deckt sich mit
dem theoretisch erwarteten Bandenmuster, welches in Abbildung 43 illustriert wird.

Durch die Prozessierung des Vektors pBADtorAGFPSsrA mit Xbal und HindIII wird
das GFPSsrA-Fragment aus der Vektorsequenz herausgeschnitten, welches eine Gréfse von
ca. 780 bp aufweist. Auf Spur 4 wird ein Fragment in der erwarteten Groéfse gefunden,
gleiches gilt fiir die Behandlung des Vektors mit Sacl und HindIII, welche in der Enstehung
des Fragmentes torAGFPSsrA mit einer Grofse von ca. 910 bp resultiert und auf Spur 6
wiedergefunden wird. Das torA-Fragment, welches aus einer Behandlung des Vektors mit
Sacl und Xbal entsteht, konnte aufgrund der geringen Groéfse nicht visualisiert werden.
Allerdings weist die Vektorbande auf Spur 5 im Vergleich zu den Spuren 4 und 6 die grofite
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pBAD33  torA GFPSsrA pBAD33
vy Sacl y Xbal v Hindlll
Sacl Xbal + HindIII Sacl
HindIII O Xbal
5426 bp 5552 bp 6335 bp
+ + +
909 bp 783 bp 126 bp

Abb. 43: Das theoretische Fragmentmuster bei der Prozessierung des Plasmides pBADto-
rAGFPSsrA mit allen moéglichen Doppelkombinationen der Restriktionsenzyme Xbal, HindIII
und Sacl.

Lange auf, was den Verlust des kleinsten Abschnittes aus der Vektorsequenz belegt. Analog
weist die Vektorbande auf Spur 4 eine grofere Linge auf als jene der Spur 6.

Da sowohl der Restriktionsverdau als auch die Kolonie-PCR ein positives Ergebnis gene-
rierten, wurden drei Plasmidminipraparationen zur Sequenzierung geschickt. In Koinzidenz
mit dem Ergebnis aus dem Restriktionsverdau und der Kolonie-PCR wurde die korrekte
Sequenz des Konstruktes bestétigt.

4.7.3 Klonierung weiterer GFP-Stamme zur Charakterisierung und Verifikati-
on des etablierten Sekretionsreportersystems

Nachdem der Sekretionsvektor pBADtorAGFPSsrA erfolgreich generiert wurde, erfolgte
fiir die ndhere Charakterisierung des Sekretionssytems die Konstruktion weiterer, auf der
GFPmut2-Variante basierender Plasmide. Die zu klonierenden Konstrukte sind in der Ab-
bildung 44 gezeigt.

Um die Sezernierung des GFPs in das Periplasma auf einfache Art und Weise nachzu-
weisen, wurde das Konstrukt pBADtorAGFPHis und zur Verifikation pBADGFPHis kon-
struiert (Fusionierung des GFP-Derivats mit einem Hexahistidin(His-tag). In einer durchge-
fithrten Zellfraktionierung sollte nur die Periplasmafraktion des Stammes mit dem Plasmid
pBADtorAGFPHiIS GFP enthalten, nicht jedoch jene von pBADGFPHiIS, da diesem das
entsprechende Sekretionssignal fehlt. Der Nachweis kann dabei einfach iiber die Fluoreszenz
und auf Proteinebene iiber die Aufreinigung und Aufkonzentrierung mittels Immobilisie-
render Metallionenchelatchromatographie (IMAC) erfolgen. Da die Sekretionskapazitéiten
mittels des Tat-Pfades limitiert sind und zudem damit gerechnet werden muss, dass im Gro-
fenbereich von GFP andere Wirtsproteine vorliegen, stellt die Fusionierung mit einem His-
tag und die Aufreinigung und Aufkonzentrierung mittels Affinitdtschromatographie einen
deutliche Vereinfachung des Nachweises dar (Lottspeich F: Bioanalytik (1998)). Eine Alter-
native stellt der direkte Nachweis iiber einen Western Blot mittels GFP-Antikoérpers dar.
Durch den His-tag kann jedoch auch ein immunologischer Nachweiss tiber einen His-tag-
spezifischen Antikorper erfolgen. Zu Vergleichszwecken wurden die Konstrukte pBADGFP
und pBADtorAGFP generiert. Das Stamm mit dem Plasmid pBADtorAGFP fungiert als
Negativkontrolle fiir die Aufreinigung iiber IMAC. Die Periplasmafraktion sollte eine griine
Fluoreszenz aufweisen, darf aber nicht an die Séule gebunden werden. Zusétzlich lasst sich
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a) pPBAD®!  oa  INGEERGEI

b) pBADP  tora  INGEERuZIIIEEE

c) pBAD®»  tora  NGERRIZIINTSsAT

d) pBAD & INGERmRiEEETEg

e) pBAD®

f) pBAD » INGremuz

Abb. 44: Verschiedene GFP-Konstrukte zur ndheren Charakterisierung und Verifizierung des
etablierten Sekretionsrepotersystemes.

evaluieren, welchen Einflufs der C-terminale Hexahistidin-tag auf die Fluoreszenzeigenschaf-
ten des GFPs hat. Um die Wirksamkeit des C-terminal lokalisierten SsrA-tags zu demons-
trieren, wurde der Stamm pBADGFPSsrA konstruiert. Ohne die Signalsequenz zur Sekre-
tion sollte das cytoplasmatisch lokalisierte GFP vollstdndig von dem Clp-Proteasesystem
degradiert werden. Somit lésst sich die Hohe des Induktionsniveau bestimmen, bei dem das
Proteasesytems nicht iiberlastet wird.

Fiir die verschiedenen Konstrukte wurde eine analoge Klonierungsstratgie angewandt,
wie sie bei dem Konstrukt pBADtorAGFPSsrA erfolgreich zum Einsatz kam. Zuerst wurden
die mittels Pfu-Polymerase generierten PCR-Amplifikate blunt-end in den Vektor pGEMb5Zf(+)
subkloniert. Abbildung 45 zeigt die so gewonnenen Plasmide und deren Analyse durch einen
analytischen Restriktionsverdau.

Spur 1 und 20 enthalten einen Langenstandard, die einzelnen Banden sind in der Bild-
unterschrift spezifiziert. Der Zielvektor fiir die Subklonierung pGEM5Zf(+) ist in Spur 18
aufgetragen. Die Spuren 12-17 zeigen die unterschiedlichen GFP-Plasmide. Deutlich sichtbar
ist der Grofenzuwachs im Vergleich zu pGEM5Zf(+). Die Spuren 1-10 zeigen die analyti-
schen Restriktionsverdaue fiir die jeweiligen Plasmide, aufgetragen neben den aufgereinigten
PCR-Inserts. Die Konstrukte GFP und GFPHIS wurden mit Xbal und HindIII geschnit-
ten, wihrend GFPRBS, GFPRBSHIS und GFPSsrA mit den Restriktionsenzymen Sacl
und HindIII behandelt wurden. Alle Plasmide verlieren durch den Restriktionsverdau ein
Fragment, welches in der Grofe dem amplifizierten PCR-Produkt (ca. 700 bp) entspricht.
Da die Restriktionsschnittstellen im Zielvektor nicht existent sind, kann zudem davon aus-
gegangen werden, dass die Subklonierung erfolgreich verlaufen ist. Eine Kolonie-PCR mit
GFP-spezifischen Primern bestétigt das positive Ergebnis (Abbildung 46).

Analog der Klonierung von pBADtorAGFPSsrA wurden die GFP-Konstrukte tiber die in
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Abb. 45: Die mittels cut-ligation Methode generierten Plasmide der verschiedenen GFP-
Konstrukte in pGEM5Zf(+)(Spuren 12-17) und deren Analyse mittels Restriktionsdoppelverd-
aus (Spuren 1, 3, 5, 7, 9), aufgetragen auf einem 1,5 prozentigem Agarosegel. Zur Kontrolle sind
die PCR-generierten Inserts (Spuren 2, 4, 6, 8) mit appliziert. Die Restriktionsverdaus auf den
den Spuren 1, 3, 5, 7, 9 sind der Reihe nach: GFPSsrA1l, GFPSsrA2, GFPRBSHis, GFPRBS,
GFPHis, GFP. Jeweils links neben den zuletzt spezifizierten Spuren sind die PCR-generierten
Inserts aufgetragen. Die Plasmide auf den Spuren 12-17 sind: GFP, GFPHis, GFPRBSHis,
GFPRBS und GFPSsrA. Auf Spur 18 ist der Klonierungsvektor pGEM5Zf(+) aufgetragen.

Abb. 46: Kolonie-PCR verschiedene GFP-Konstrukte, aufgetragen auf ein 1,5 prozentiges Aga-
rosegel und gefarbt mit Ethidiumbromid. Ein 1 kb Grofenstandard ist zur Zuordnung der
Amplifikatlangen aufgetragen, Spur 8 zeigt das PCR-Amplifikat eines positiven torAGFPSsrA-
Klones, wohingegen Spur 7 das Amplifikationsergebnis eines Klones zeigt, welcher kein GFP-
Insert tragt. Spur 6 wird von einer Negativkontrolle belegt und die Spuren 1-5 zeigen die Ampli-
fikate positiver Klone mit den restlichen generierten Plasmiden. Von links nach rechts sind die-
ses: pBAD-torAGFP, pBAD-torAGFPHIS, pBAD-RBS-GFPSsrA, pBAD-RBS-GFPHIS und
pBAD-RBS-GFP.
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den Vektor eingebrachten Restriktionsschnittstellen Xbal und HindIII bzw. Sacl und HindIII
aus der Vektorsequenz isoliert und aus dem Agarosegel extrahiert und gereinigt. So erhaltene
Inserts wurden in den ebenfalls mit Sacl und HindIIT bzw. Xbal und HindIII geschnittenen
Vektor pBADtorAGFPSsrA iiber kohésive Enden kloniert. Eine Verwendung dieses Vektors
wurde gegeniiber dem Klonierungsvektor pBAD33 favorisiert, da dieser schon die torA-
Sequenz enthielt und eine korrekte Prozessierung durch die Restriktionsendonukleasen durch
Verlust des GFPSsrA-Konstruktes leicht auf dem Agarosegel nachzuweisen ist.

Die Ligation mittels eines Temperaturgradienten wurde {iber Nacht im Kiihlraum nach
der bereits beschriebenen Methode (Anhang A.13) durchgefiihrt, die Ligationsansitze an-
schlieffend in chemisch kompetente XL1-Blue Zellen mittels Hitzeschock transformiert und
diese auf chloramphenicolhaltigen LB-Agarplatten ausgestrichen. Uber Nacht gewachsene
Klone wurden gepickt, vermehrt und standardméfig mittels Kolonie-PCR und nach der
Plasmidisolierung mittels analytischem Restriktionsverdau untersucht. Die Plasmidprépa-
rationen und das Ergebnis des analytischen Restriktionsverdaus ist, stellvertretend fiir die
Gesamtheit der Konstrukte, fiir sechs Klone aus zwei verschiedenen Ligationsansitzen in
Abbildung 47 gezeigt. Es handelt sich dabei um Klone, die aus Transformationsansitzen
zur Generierung der Konstrukte pBADtorAGFP und pBADtorAGFPHis hervorgegangen
sind.
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Abb. 47: Analytischer Restriktionsverdau der Plasmidpraparationen von sechs Klonen zur Ge-
nerierung der Plasmide pBADtorAGFP und pBADtorAGFPHis mit den Restriktionsenzymen
Xbal und HindIII (Spuren 1-6). Zu Vergleichszwecken wurde das bereits verfizierte Plasmid
pBADtorAGFPSsrA analog prozessiert und mit auf das Gel aufgetragen (Spur7). Nebenste-
hend sind die Plasmidpraparationen der Klone gezeigt(Spuren 8-14).

In den Spuren 11-13 sind die Plasmidpréparationen dreier Klone gezeigt, die das Plasmid
pBADtorAGFP tragen, die dazugehérigen Restriktionsverdaus mit Xbal und HindIII sind
in den Spuren 4-6 gezeigt. Analoges gilt fiir das Plasmids pBADtorAGFPHis. Die Plasmid-
préaparationen sind in den Spuren 8-10 gezeigt und die zugehorigen Restriktionsverdaue auf
den Spuren 1-3. Gut zu erkennen ist die Existenz eines durch den Restriktionsverdau enstan-
denen Fragementes in Grofenbereich von 700 bp, welches in der Grofe dem Fragment aus
dem zu Vergleichszwecken ebenfalls mit aufgetragenden Restriktionsverdaus des verifizier-
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ten Plasmids pBADtorAGFPSsrA auf Spur 7 entspricht. Bei genauer Betrachtungsweise 1afit
sich der geringe Grofenunterschied zwischen den verschiedenen GFP-Konstrukten (GFPSs-
rA > GFPHIS > GFP) visuell erfassen. Bei allen Restriktionsanséitzen wird eine gleich grofse
Bande im Bereich um 6 kb beobachtet. Dabei handelt es sich um den linearisierten pBAD33-
Klonierungsvektor. Die Existenz von Restriktionsfragmenten im erwarteten Gréfenbereich
und die wiedergefundenen relativen Grofenverhéltnisse der Inserts sind deutliche Indizien
einer erfolgreichen Klonierung.

4.7.4 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Nachdem alle Vektorsequenzen durch Sequenzierung verifiziert wurden, erfolgte die Trans-
formation der verschiedenen Plasmide in den Stamm XL1-Blue, um die Funktionalitdt des
Sekretionssystems auf Proteinebene nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurde der plasmid-
tragende Stamm im Schiittelkolben kultiviert und in der exponentiellen Phase beim Errei-
chen einer OD600 von 0,8 durch Zugabe von L-Arabinose in einer Endkonzentration von
0,2 Prozent induziert. Parallel dazu erfolgte die Kultivierung einer uninduzierten Kontrolle
des gleichen Stammes. Die Zellen wurden zentrifugiert, in PBS-Puffer resuspendiert und
anschlieftend unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dadurch, dass die Zellen nicht
fixiert wurden, konnte keine genaue Fokussierung auf einzelne Zellen erfolgen. Dennoch be-
legte die Hintergrundfluoreszenz, gezeigt in Abbildung 48, eindeutig die Anwesenheit von
GFP, wie auch ein Vergleich mit dem uninduzierten Stamm oder einer Probe der gleichen
Kultur vor Induktion zeigte.

100 pm

Abb. 48: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Hintergrundfluoreszenz des mit 0,2
Prozent L-Arabinose induzierten Stammes XIL1-Blue pBADtorAGFPSsrA. Deutlich ist eine
intensive griine Fluoreszenz zu erkennen, die beim uninduzierten Stamm nicht auftrat.

4.7.5 Durchflufizytometrie

Um quantifizierbare Werte der GFP-Fluoreszenz zu erlangen, wurden die verschiedenen
GFP-exprimierenden Stamme im Durchflufizytometer analysiert. Bei der Durchfluffzytome-
trie handelt es sich um eine Technik zur simultanen Analyse der Grofe und Granularitét
sowie mehrerer Fluoreszenzeigenschaften einer Zelle. Die Analysenrate betragt dabei bis
zu 50000 Zellen pro Minute. Ein Durchflucytometer gliedert sich in drei funktionelle Ab-
schnitte, ein Fliissigkeitssystem zum Transport der Zellen zur Detektionskammer, ein op-
tisches System zur Anregung und Detektion der Zellen und ein elektronisches System zur
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Datenerfassung und Steuerung des Gerdtes. Der apparative Aufbau ist in Abbildung 49
wiedergegeben.

Zellsuspension
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Abb. 49: Aufbau eines Durchflulzytometers. Die mittels eines Hiillstromes separierten Einzel-
zellen werden von einem orthogonal zum Probenstrom lokalisierten Laser angeregt. Das gene-
rierte Streulicht wird iiber verschiedene optische Anordnungen analysiert und in ein digitales
Signal konvertiert.

Die zu analysierende Zellsuspension wird durch eine Diise geleitet und dabei von ei-
nem Fliissigkeitsstrom umgeben (Hiillstrom). Der Hiillstrom bewirkt eine hydrodynami-
sche Fokussierung der Zellsuspension zu einer Sequenz von Einzelzellen. Rechtwinklig zum
Probenfluff werden die Zellen durch einen Laser (meistens ein Argon-Ionenlaser mit ei-
ner Anregungswellenlinge von 488 nm) angeregt und die Lichtstreung durch die Zellen
als Vorwértsstreulicht (forward scatter) sowie im 90° Winkel zu Laserstrahl und Proben-
strom als Seitwértsstreulicht (sideward scatter) erfasst. Das Vorwértsstreulicht ist dabei ein
Maf fiir die Grofle und Form der Zellen, wohingegen das Seitwértsstreulicht aus der Streu-
ung des Laserstrahls an intrazelluldren Zellkompartimenten entsteht und daher ein Maf
fiir die Granularitdt der Zellen ist. Die Anregung von Fluoreszenzmarkern wird ebenfalls
iiber das Seitwartsstreulicht detektiert. In durchflufszytometrischen Analysen kénnen simul-
tan mehrere Fluoreszenzmarker nachgewiesen werden, die Emissionsspektren werden durch
dichroitische Spiegel und Bandpassfilter voneinader separiert, solange der Wellenldngenun-
terschied der Emissionsmaxima der verschiedenen Fluorophore ausreichend grof ist. Das
generierte Streulicht wird in Photomultiern detektiert, in elektrische Signale umgewandelt
und verstirkt. Anschliefend werden die elektrischen Signale prozessiert, als digitalisierter
Datensatz ausgegeben und gespeichert. Eine Auftragung der Mefdaten kann dabei ein- oder
zweidimensional erfolgen. Die Auftragung von Streulichtparametern oder Fluoreszenzinten-
sitdten gegen die Partikelzahl in Histogrammen wird als eindimensionale Analyse bezeichnet.
Bei der zweidimensionalen Auftragung, dem sogenannten dotplot, werden hingegen auf der
Ordinate und Abzisse die Intensitétsverteilungen zweier Mefsparameter aufgetragen. Aus
dotplot und Histogramm lassen sich Informationen iiber die Verteilung von Intensitéten fiir
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einen Parameter bzw. die Assoziation von zwei verschiedenen Messparametern generieren.
Diese konnen verwendet werden, um Subpopulationen von Zellen mit bestimmten Eigen-
schaften zu definieren. Durch ein Verfahren, welches als elektronisches gating bezeichnet
wird, konnen anschliefend andere Eigenschaften dieser Zellsubpopulation ndher untersucht
werden.

In einem Parallel-Versuch wurden die Fluoreszenzeigenschaften der GFP-codierenden
Plasmide durch eine durchflufizytometrische Analyse evaluiert. Die verschiedenen Stadmme
wurden in 100 ml LB-Medium in 500 ml Schiittelkolben kultiviert und beim Erreichen einer
OD von 0,8 mit 0,2 Prozent L-Arabionose (Endkonzentration) induziert. Eine uninduzierte
Vergleichsprobe fungierte dabei als Referenz fiir alle untersuchten Zeitpunkte. Direkt vor
der Induktion erfolgte die Entnahme einer Probe und die nachfolgende Analyse im Durch-
fluffzytometer von jeder unterschiedlichen Kultur. Zu diesem Zweck erfolgte die Entnahmen
und Zentrifugation von 0,5 ml der Kultur. Das Zellpellet wurde in 0,5 ml PBS resuspendiert
und 1 pl davon, je nach vorliegender Zelldichte, mit 0,5-2 ml sterilfiltriertem PBS verdiinnt.
30 und 60 Minuten nach Induktion erfolgte eine erneute Probennahme und durchfluftzy-
tometrische Analyse. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind nicht alle Histogramme
wiedergegeben, Abbildung 50 zeigt die Ergebnisse der durchfluffcytometrischen Analyse der
Proben welche 60 Minuten nach der Induktion entnommem wurden. Zuséatzlich wurde die
Probe des Stammes mit dem Plasmid pBADtorAGFPSsrA 30 Minuten nach Induktion mit
aufgetragen, um das Anwachsen der Fluoreszenz zu dokumentieren.
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Abb. 50: Durchflufzytometrische Analyse von E. coli Stdmmen, welche verschiedene GFP-
codierende Plasmide tragen.

Der Stamm, welcher das Konstrukt pBADGFPHis tragt, generiert die hochste Fluo-
reszenzintensitéit, wohingegen die uninduzierte Referenz und der Stamm pBADGFPSs-
rA (schwarz ausgefiillte Referenz) keine Fluoreszenz zeigen. Dies belegt, dass die gewéhl-
ten Induktionsbedingungen das cytoplasmatische Proteasesystem nicht iiberlasten; alles
cytoplasmatisch lokalisierte GFP wird degradiert. Die Fluoreszenzintensitit der Stdmme
pBADGFPHis und pBADtorAGFPHis ist unwesentlich geringer als die der analogen Stam-
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me ohne Hexahistidin-Modifikation (in der Graphik nur fiir pPBADGFPHis gezeigt). Dies
deutet auf keinen signifikanten Einflufs des tags auf die korrekte Faltung des Proteins hin.
Zusétzlich weisen die Stdmme, welche die GFP-Plasmide ohne Signalpeptid tragen, eine
hohere Fluoreszenintensitit auf als jene mit Signalpeptid (ebenfalls nur fiir pPBADGFPHIS
gezeigt). Die N-terminale Fusion mit torA scheint geringe Auswirkungen auf die Fluoreszen-
zeigenschaften zu haben. Es kann dabei ein Einfluf auf die Faltung vermutet werden. Der
Stamm, welcher das Plasmid pBADtorAGFPSsrA tragt, weist nach Induktion die niedrigste,
aber eine dennoch signifikante Fluoreszenzintensitit auf. In der Differenz der Fluoreszenzin-
tensitdt zwischen den Stdimmen mit den Plasmiden pBADtorAGFP und pBADtorAGFPHis
spiegelt sich der Einflufs des SsrA-Degradations-tags wieder. Ein zusétzlicher Vergleich mit
dem nicht-fluoreszierenden, pBADGFPSsrA beinhaltenden Stamm zeigt, dass der Fluores-
zenzunterschied zwischen den beiden Stdmmen durch das Sekretionssignal entsteht, welches
das cytoplasmatisch lokalisierte GFP durch Sezernierung ins Periplasma vor der Degrada-
tion bewahrt. Dies stellt einen Beweis fiir die Funktionalitit des Sekretionsreporterplas-
mides pBADtorAGFPSsrA im Sinne der angestrebten Applikation dar. Ausschlieflich die
sekretierte, ins Periplasma gelangte GFP-Menge wird durch die Messung der Gesamtfluo-
reszenzintensitit erfasst.

Relative Fluoreszenzintensitat

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0

Zeitdauer nach Induktion [h]

Abb. 51: Kinetik der GFP-Fluoreszenz des Stammes XL1-Blue pBADtorAGFPSsrA nach In-
duktion mit 0,2 Prozent L-Arabinose. Gezeigt ist der Mittelwert der relativen Fluoreszenz, er-
mittelt aus drei identischen Schiittelkolbenkulturen, welche gegen die Zeitdauer nach Induktion
aufgetragen ist. Zum Vergleich ist eine uninduzierte Kultur desselben Stammes mit aufgetragen.

Von dem das Konstrukt pBADtorAGFPSsrA tragenden Stamm wurde eine genauere Ki-
netik mit einer Mehrfachbestimmung evaluiert. Die relative griine Fluoreszenz als Mittelwert
dreier parallel durchgefiihrten Schiittelkolbenkultivierungen ist in Abbildung 51 gegen die
Kultivierungsdauer relativ zum Zeitpunkt der Induktion aufgetragen. Als Referenz wurde
ein uninduzierter Vergleichsstamm parallel untersucht. Bis ca. 0,3 Stunden nach Induktion
folgt der Kurvenverlauf einem logarithmischen Zusammenhang. Ab diesem Zeitpunkt steigt
die Fluoreszenz rapide an, um nach dem Erreichen eines Maximums 0,6 Stunden nach In-
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duktion auf einen fast konstanten Wert zu fallen. Zwei Stunden nach Induktion bleibt die
Fluoreszenzintensitat konstant. Es kann davon ausgegangen werden, dass bis zu diesem Zeit-
punkt GFP exprimiert wird. Durch die Metabolisierung des Induktors L-Arabinose bricht
die Expression dann nachfolgend zusammen. Aufgrund der groflen Halbwertszeit des GFPs
von mehr als 24 Stunden bleibt die Fluoreszenzintensitéat aber konstant. Das Maximum 0,6
Stunden nach Induktion entsteht sehr wahrscheinlich durch eine kurzfristige Uberlastung des
Proteasesystems. Fiir eine Quantifizierung der sekretierten GFP-Stoffmenge iiber die Ge-
samtzellfluoreszenz sollte daher ein spéterer Zeitpunkt gewéhlt werden. Ab 2 Stunden nach
Induktion bleibt die Fluoreszenzintensitat konstant und kann als Maf fiir das sezernierte
GFP verwendet werden. Generierte Mutantenstimme, welche eine erhohte Sekretionskapa-
zitat aufweisen, kdnnen somit durch eine einfache Messung der Gesamtzellfluoreszenz und
dem Vergleich mit dem unmodifizierten Stamm identifiziert werden.

4.7.6 SDS-PAGE und Zellfraktionierung

Nachdem die durchflufscytometrische Analyse bereits erste indirekte Beweise fiir die Sekre-
tion des GFP-Konstrukts ins Periplasma ergeben hatte, wurde der Nachweis des GFP mit
Hilfe einer Zellfraktionierung durchgefiihrt. Durch die Zellfraktionierung wird vom gram-
negativen Bakterium eine Periplasma- und Cytoplasmafraktion erhalten, welche anschlie-
fend mittels SDS-PAGE analysiert wurde. Zusétzlich konnte bei den Stdmmen, die das Plas-
mid pPBADGFPHis und pBADtorAGFPHis tragen das GFP aufgrund des Hexahistidin-tags
mittels Affinitdtschromatographie aufkonzentriert und aufgereinigt werden. Bei dem Stamm
mit dem Plasmid pBADGFPHis sollte dabei nur in der Cytoplasmafraktion GFP detektiert
werden. Dies ist zugleich eine Qualitatskontrolle iiber die durchgefiihrte Fraktionierung. Bei
Zellfraktionierungen besteht die Moglichkeit, dass einige Zellen lysieren und cytoplasma-
tischer Inhalt in die Periplasmafraktion gelangt. Zur Verifikation der Fraktionierung wird
die Anwesenheit der fiir die jeweiligen Fraktion charakteristischen Marker und entsprechend
deren Abwesenheit in der anderen Fraktion iiberpriift. Mittels der in Rahmen dieser Stu-
die etablierten Stdmme lésst sich visuell durch Auftreten oder Ausbleiben einer Griinfar-
bung der Fraktionierungserfolg verifizieren. Das gesagte gilt auch fiir die Verifikation der
Aufreinigung mittels immobilisierender Metallionen-Chelatchromatographie (IMAC). Der
Durchlauf der Saule nach dem Bindungsschritt war vollstdndig klar und die Saule intensiv
griin gefiarbt. Bei der Elution weist das Eluat entsprechend wieder eine intensive Griinfér-
bung auf und die Séulenpackung wird entfarbt. Durch eine Quantifizierung der GFP-Menge
liefse sich somit auch eine Vergleichsstudie {iber die Effizienz und die Ausbeuten von ver-
schiedenen Aufreinigungen und Fraktionierungen mit einfachen Mitteln durchfiihren. Die
Durchfithrung der Zellfraktionierung wird im Anhang (A.1.30) beschrieben. Gleiche Zell-
zahlen der etablierten Stdimmme mit den Plasmiden pBADGFPHis und pBADtorAGFPHis
sowie pBADtorAGFPSsrA wurden vor und nach Induktion fraktioniert und ein Teil der
Peri- und Cytoplasmafraktion, wie im Anhang beschrieben (Abschnitt A.1.28), iiber Viva-
pure Metal Chelate Spin Columns affinitdtschromatographisch aufgereinigt. Das restliche
Fraktionsvolumen wurde mittels Trichloressigsiaure (10 Prozent Endkonzentration) gefallt,
das Prézipitat in 50 pL. Wasser aufgenommen und mit dem gleichen Volumen Lammlipuffer
versetzt. Zur Neutralisation der anhaftenden TCA wurden 1-5 pL 2M Tris-Base Losung (pH
9,0) zugesetzt. Die Periplasma und Cytoplasmafraktionen der verschiedenen Proben, sowie
die Eluate der affinitdtschromatographischen Aufreinigung wurden auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen.
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Abb. 52: Untersuchung der Peri- und Cytoplasmafraktionen verschiedener GFP-codierender
Stamme mittels SDS-PAGE. Gezeigt ist ein 12,5 prozentiges Polyacrylamid-Gel welches mit
Coomassie Blue gefiarbt wurde.

Das Ergebnis der SDS-PAGE ist als Scan des Gelbildes in Abbildung 52 wiedergegeben.
Die Farbung des Geles erfolgte mit Coomassie Blue, die Versuchsvorschriften zur Durchfiih-
rung der PAGE, Zellfraktionierung und Affinitdtschromatographie ist dem Anhang (A.1.25,
A.1.28, A.1.30) zu entnehmen. Spur M zeigt einen Proteinmarker im Gréfenbereich von 10-
100 kDa, die Spezifizierung der einzelnen Marker-Banden wurde in der Abbildung 52 vorge-
nommen. Auf den Spuren 1 und 2 wurden die Peri- und Cytoplasmafraktionen der unindu-
zierten Vergleichskontrolle aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass sich die beiden Fraktionen
vom Bandenmuster deutlich unterscheiden. Die Cytoplasmafraktion sollte einen deutlich ho-
heren Proteingehalt und damit intensivere Banden aufweisen. Dass dies sich nicht im Gelbild
wiederspiegelt, liegt zum einen an der durchgefiihrten Proteinfallung mittels TCA und zum
anderen an einem suboptimalen Zellaufschluss der Cytoplasmafraktion. Der Zellriickstand
nach dem Ultraschallaufschluss wies noch eine griine Fluoreszenz auf, was beweist, dass viele
Zellen noch nicht vollstéandig aufgeschlossen wurden. Im Gréfenbreich um 30 kDa, in dem
die GFP-Bande vermutete wurde, zeigen beide Fraktionen kaum Proteinbanden. Die Spuren
3-6 enthalten die Peri- und Cytoplasmafraktionen des Stammes mit dem Plasmid pBADto-
rAGFPHIS sowie die iiber IMAC aufgereinigten Fraktionen beider Zellkompartimente. Die
iiber IMAC aufgereinigte Periplasmafraktion ist auf Spur 3 aufgetragen, jene der Cytoplas-
mafraktion auf Spur 6. Deutlich ist bei beiden eine sehr intensive Bande zu erkennen, welche
in der uninduzierten Vergleichsprobe nicht zu erkennen ist. Mit einer Groéfe von ca. 30 kDa
liegt das nachgewiesene Produkt im erwarteten Bereich des GFPs. Da die Eluate der IMAC-
Aufreinigung intensiv griin gefarbt waren und sonst keine Proteinbanden in diesen beiden
Fraktionen erkennbar waren, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass es
sich dabei um die gesuchte GFP-Bande handelt. In den Peri- und Cytoplasmafraktionen ist
diese intensive Bande ebenfalls existent. Zur Verifikation der Fraktionierung wurden die tiber
IMAC aufgereinigte Periplasmafraktion des Stammes, welcher das Plasmid pBADGFPHis
tragt, ebenfalls in der Spur 8 aufgetragen. Diese Fraktion zeigte keine griine Fluoreszenz, und
es lief sich entsprechend kein Proteinprodukt iiber IMAC aufreinigen, wie das Gelbild besté-
tigt. Erwartungsgeméf wird in der Cytoplasmafraktion dieses Stammes (Spur 7) allerdings
dieselbe Bande beobachtet wie bei den IMAC-aufgereinigten Fraktionen des Stammes mit
dem Plasmid pBADtorAGFPHis. Zum finalen Beweis der Sekretion in das Periplasma fiir
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das etablierte Sekretionsrepotersystem mit dem Plasmid pBADtorAGFPSsrA; ist die Peri-
plasmafraktion des entsprechenden Stammes auf Spur 9 aufgetragen. Wiederum ist deutlich
eine Bande in der gesuchten Grofenregion zu beobachten, womit eine erfolgreiche Sekretion
in das Periplasma bewiesen wire. Zusammenfassend ist damit eindeutig verifiziert, dass eine
Sezernierung des GFP-Konstruktes ins Periplasma erfolgt ist, wie die Gelergebnisse belegen.
Ausschlielich die Periplasmafraktionen der Stdmme mit den Plasmiden pBADtorAGFPHis
und pBADtorAGFPSsrA zeigen auf dem SDS-Gel eine intensive Bande im Groéfenbereich
um 30 kDa, nicht aber die Periplasmafraktion von pBADGFPHis. Mittels IMAC lésst sich
diese Bande im Falle von pBADtorAGFPHis deutlich konzentrieren und aufreinigen.

4.7.7 Bioreaktorkultivierung

Nachdem der Beweis fiir die Funktionalitét des etablierten Reportersystems fiir die Protein-
sekretion rekombinanter Proteine erbracht war, wurde die differentielle Genexpression unter
Bildung und Sekretion des rekombinanten Produktes untersucht. Zu diesem Zweck wurde
der Stamm BL21 pBADtorAGFPSsrA im 10L-Mafstab im Biostat C (Sartorius Stedim
GmbH) Bioreaktor kultiviert, um reproduzierbare Bedingungen fiir die Genexpressionsana-
lyse zu generieren. Als Kohlenstoffquelle fungierte anstelle der iiblichen Glucose Glycerin,
da die Arabinose-Induktion einer Katabolitrepression durch Glucose unterliegt (Guzman
et al. (1995)). Die iibrigen Medienbestandteile sind im Anhang (Abschnitt B) angegeben,
es handelt sich um ein chemisch definiertes Medium mit der Bezeichnung CGSXIIFS. Die
Induktion der Kultur erfolgte in der Mitte der exponentiellen Phase bei einer OD600 von
ca. 3 mit 0,1 Prozent L-Arabinose pro OD600. Es wurde direkt vor der Induktion eine Refe-
renzprobe entnommen. Bezogen auf den Zeitpunkt der Induktion wurden dem Reaktor 15,
30, 45, 60, 90, 120 und 180 Minuten nach dem Induktionsvorgang Proben entnommen. Um
eine Degradation der mRNA zu verhindern und um den jeweilgen Genexpressionszustand
der Zellen moglichst schnell zu konservieren, wurde jede Probe fiir die RNA-Isolierung so-
fort nach Entnahme aus den Reaktor eine eiskalte fiinfprozentige phenolische Losung (in
Ethanol) zugesetzt und die Probe im unmittelbaren Anschluss fir 15 Minuten bei 3300
g zentrifugiert. Der Medientiberstand wurde entfernt und das Zellpellet sofort in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt. Nachdem alle Proben entnommen und so prozessiert wurden, erfolgte
die Transferrierung und Lagerung bei -80°C. Parallel zu den Proben fiir die RNA-Extraktion
wurden Proben zur Bestimmung der optischen Dichte und des Glucosegehalts des Mediums
entnommen. Die Online-Analytik erfolgte mittels 2D-Fluoreszenzspektromtrie (Bioview).

4.7.8 RNA-Isolation

Um eine maximale Reproduzierbarkeit der RNA-Extraktion zu generieren, erfolgte die RNA-
Isolierung mittels eines kommerziell erhéltlichen RNA-Isolierungskits der Firma Analytik
Jena. Von der so gewonnenen RNA wurden spektrophotometrisch Konzentration und Rein-
heit bestimmt sowie deren Integritat mittels Agarosegelelektrophorese tiberpriift. Da DNA-
Kontaminationen bei der spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung der RNA zu
einem signifikanten Fehler fithrt, wurden die RNA-Isolationen einer DNAse I-Behandlung
unterzogen. Zu diesem Zweck wurden der RNA-Extraktion pro 50 ug RNA 100 Units DNA-
se I (Roche) zugesetzt und fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgte eine
Phenol-Chloroformextraktion zur quantitativen Entfernung der DNAse I aus dem Reakti-
onsansatz, da diese mit weiteren Applikationen interferriert. Die so praparierte RNA konnte
fiir verschiedene Applikationen im Bereich der Genexpressionanalysen verwendet werden.
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Eine Verfikation der Integritéit erfolgte wiederum mittels Gelelektrophorese und die Kon-
zentration und Reinheit wurden am Spektralphotometer Nanodrop ND 1000 bestimmt. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der low-density Microarray-Analysen prasentiert welche
auf der Verwendung dieser RNA basierten.

4.7.9 Transkriptionelle Analyse des Stammes pBADtorAGFPSsrA

Eine Analyse mittels applikationsspezifischer Microarrays bietet gegeniiber der Verwendung
von kommerziellen whole-genome Chips viele Vorteile. Neben 6konomischen Faktoren bie-
ten low-density Chips die Moglichkeit, eine grofere Anzahl von Genreplikaten auf den Chip
zu platzieren. Somit kénnen Positionseffekte besser detektiert werden und das Microarray-
Experiment unterliegt einer signifikanteren Statistik (es besteht z.B. die Moglichkeit einen
Ausreifiertest anzuwenden). Die Reduktion auf eine spezifische Fragestellung und die da-
mit einhergehende Verkleinerung des Umfangs an analysierten Genen geht oft auch einher
mit einer gesteigerten Sensitivitdt. Das Phénomen, dass mittels einer low-density Analyse
mehr regulierte Gene identifiziert werden, findet auch Niederschlag in der Literatur (Sche-
na et al. (1995)). Bedingt durch die 6konomischen Einsparungen ist zudem die Durchfiih-
rung mehrer technischer Replikate eines Experimentes moglich. Dieses eréffnet wiederum
die Moglichkeit statistisch signifikantere Methoden zur Evaluierung der differentiell expri-
mierten Gene anzuwenden. Der im Rahmen dieser Studie etablierte, sekretionsspezifische
low-density Chip umfasste 109 genspezifische Oligonukleotide, welche jeweils in 5 Replika-
ten auf die Chipoberfliche appliziert wurden. Die Auswahl der représentierten Gene erfolgte
basierend auf den Ergebnissen der whole-genome Experimente und géngigen Literaturanga-
ben zu sekretionsinvolvierten Genen. Fiir das Design der 50 mer-Oligonukleotide fanden die
von Kane et al. (2000) eingefiihrten Kriterien Beriicksichtigung. Diese Gensonden wurden
von der Firma MWG synthetisiert und kommerziell erworben. Das Spotten der Oligonukleo-
tide auf die Chipoberflache aldehydfunktionalisierter Glasslides (Telechem) erfolgte mittels
der Affymetrix 417 Arrayers. Stellvertretend wird die Applikation des low-density Microar-
rays anhand der transkriptionellen Analyse der Tat-spezifischen Sekretion ins Periplasma
mittels des Stammes XL1 pBADtorAGFPSsrA gezeigt. Ein Schema der Translokation des
GFP-Reporterproteins ist in Abbildung 53 gezeigt. Zur Evaluierung einer Kinetik der dif-
ferentiellen Genexpression nach dem Induktionsvorgang mittels Microarray-Analyse wurde
die RNA gemiéss dem TSA-Labeling and Detection Kit(Perkin Elmer) prozessiert. Es wurde
ein Loop-Design gewahlt, um so mit minimalem Resourcenaufwand die Genexpression der
Zeitpunkte 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 und 240 Minuten relativ zum Zeitpunkt der Induk-
tion erfassen zu konnen. Das Prozedere der weiteren experimentellen Durchfiithrung kann
dem Anhang entnommen werden (A.1.5). Nach dem Scannen der resultierenden Arrays er-
folgte die Primér- und Sekundéranalyse nach der im Anhang fiir die low-density Microarrays
beschriebenen Methode.

Die generierten Ergebnisse der low-density Microarrays werden im Folgenden dargestellt
und interpretiert. Die einzelnen, differentiell exprimierten Gene der aufgenommenen Gen-
expressionskinetik sind bei GEO (Gene Expression Omnibus) hinterlegt.

Generell lésst sich ein signifikanter Einfluf der Induktion durch L-Arabinose und die
damit einhergehende Expression des torAGFPSsrA-Konstrukts auf die Transkriptionsrate
der sekretionsspezifischen Gene beobachten. Ein besonders hohes differentielles Expresions-
niveau weisen vor allem die Vertreter der positiv regulierten Gene auf. Es handelt sich dabei
neben GFP um die Gene lacA, nuoA, signalpeptidase 2, aphA, tdcA und zu spéteren Zeit-
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Abb. 53: Schema der Sekretion des Reporterproteins GFPSsrA des Stammes XL1 pBADto-
rAGFPSsrA. Das Reporterprotein wird mittels des Tat-Pathways in das Periplasma von E. coli
translokiert.

punkten nach Induktion die Gene, welche fiir DnaJ und DnaK codieren. Die starke positive
Regulation von GFP kann in diesem Fall als Positivkontrolle fungieren, durch die Indukti-
on mit L-Arabinose wird die Transkription des plasmidcodierten GFP-Konstrukts initiiert.
Aufgrund der Promoterstirke und der niedrigen basalen Transkriptionrate jener Gene, die
stromabwiérts des Arabinosepromoters lokalisiert sind, wird eine starke positive Regulation
beobachtet. Das Gen lacA codiert fiir die fs-Galactosid-Transacetylase, ein Enzym das eine
Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf £#-Galactoside libertragt. Die lacA-mRNA ist sehr kurzle-
big mit einer Halbwertszeit von ca. 3 Minuten (Lewin et al.(1991)), so dass eine sehr schnelle
Induktion und Repression der Transkription stattfinden kann. Die positive Regulation des
lacA-Genes geht sinnvoll mit der negativen Regulation des Repressors des lac-Operons lacl
und der positiven Regulation der fi-Galactosidase, codiert von lacZ, einher. NuoA codiert fiir
eine Untereinheit der NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase 1. Dabei handelt es sich um eine
NADH-Dehydrogenase, welche den Transfer von Elektronen von NADH zu den Quinon-Pool
in der Cytoplasmamembran vermittelt und ein Teil der anaeroben und aeroben Atmungs-
kette der Zelle darstellt. Aus sekretorischer Sicht besonders interessant ist die Funktion als
Protonenpumpe, welche durch einen transmembranen Protonenfluss in das Periplasma den
Protonengradienten aufrecht erhélt, der iiber der Membran anliegt (Stolpe et al. (2004)).
Dieser pH-Gradient ist die Triebkraft der Translokation mittels des Tat-Pathways (Palmer
et al. (2003)). Bedingt durch die intensive Nutzung des Tat-Pfades durch das rekombinant
exprimierte GFP-Konstrukt scheint die positive Regulation der Komponente, welche fiir
die Triebkraft der Translokation verantwortlich ist, biologisch hochst sinnvoll. Die in das
Periplasma sezernierten GFP-Molekiile werden nachfolgend von der Signalpetidase 2 pro-
teolytisch prozessiert, so dass sie ihr Signalpeptid verlieren und in der reifen Form vorliegen
(Blaudeck et al. (2001)). Die positive Regulation des fiir die Signalpeptidase 2 codierenden
Genes deckt sich daher mit den zuvor getroffenen Aussagen und deutet auf einen Stimu-
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lus durch die GFP-Sekretion und dessen Akkumulierung im Periplasma hin. Drei bzw. vier
Stunden nach Induktion wird keine Regulation dieses Genes mehr beobachtet. Dies lasst sich
durch den metabolischen Abbaus des Induktors und der damit einhergehenden sinkenden
GFP-Expression erkldaren. 45 Minuten nach Induktion beginnt die positive Regulation der
beiden Chaperone DnaK und Dnal, bis sie 180 und 240 Minuten nach Induktion negativ
reguliert werden. Durch die zunehmende Akkumulierung des GFP-Konstrukts vor dem Ex-
port im Cytoplasma wird die positive Regulation dieser beiden Gene verstandlich. Substrate
des Tat-Pfades miissen vor der Translokation obligat gefaltet vorliegen. Bei den Chapero-
nen handelt es sich um eine Proteinklasse, welche ribosomal neu gebildeten Proteinen beim
Faltungsprozess assistiert und auch inkorrekt gefalteten Proteinen zum richtigen Faltungs-
muster verhelfen kann. DnaK und DnalJ werden auch unter dem Einfluf eines Hitzeschocks
vermehrt exprimiert, um den erschwerten Faltungsbedingungen von Proteinen zu begeg-
nen (Harcum et al. (2006)). Die zunehmende Akkumulierung des GFPs, und damit auch
die zunehmende Existenz von fehlgefalteten Proteinen erkldrt den etwas zeitverzogerten
Effekt der positiven Regulation dieser beiden Chaperone. Durch eine Saturierung der Tat-
Maschinerie kénnte die vermehrte Bildung der Chaperone auch einem Schutzmechanismus
vor dem proteolytischen Abbau darstellen, wie er fiir Chaperone in Verbindung mit Tat-
Substraten haufiger propagiert wurde (Briiser et al. (2007)). Mittels Coexpressionstrategien
von DnaK, DnaJ und TorD konnte experimentell eine signifikant héhere Proteinsekretion
mittels des Tat-Pfades nachgewiesen werden (Perez-Rodriguez et al. (2007) und Li et al.
(2003). Dies manifestiert auch den auferordentlich Wert der Microarray-Technologie als
Screening-Tool, da diese Gene, wie gezeigt wurde, zu den am starksten regulierten in der
durchgefiihrten Genexpressionskinetik des Stammes XL1 pBADtorAGFPSsrA gehoren. Das
Gen apHA codiert fiir eine periplasmatisch lokalisierte, acidische Phosphatase. Diese kataly-
siert die Dephosphorylierung verschiedener organischer Phosphomonoester wie z.B. 3‘-und
5‘-Nukleotide. Daneben besitzt das Enzym eine Phosphotransferaseaktivitiat und fungiert
zum Transfer von Phosphatgruppen niederenergetischer Phosphomonoester zu Akzeptoren
mit freien Hydroxylgrupppen. Die periplasmatische Lokalisation deutet auf einen méglichen
Zusammenhang mit der Akkumulierung des GFP-Konstruktes im Periplasma hin. Ab 60
Minuten nach Induktion findet die positive Regulation eines Genes statt, welches direkt in
den Arabinosemetabolismus involviert ist (araC). Es fungiert sowohl als Aktivator als auch
als Repressor des Arabinosemetabolismus. Konstant positiv reguliert wird das Gen ftsL,
dessen Produkt essentiell fiir das Wachstum und die Zellteilung ist. Da der Zeitpunkt der
Induktion in der Mitte der exponentiellen Wachstumsphase lokalisiert ist, erscheint die Re-
gulation dieses Genes biologisch sinnvoll. Da die Translokation des GFP-Konstruktes mittels
des Tat-Pfades erfolgt, werden die verschiedenen Tat-Komponenten unter dem Induktions-
stimulus im Folgenden detailliert betrachtet. Bedingt durch die limitierten Exportkapazi-
taten der Tat-Translokase wird die positive Regulation einiger Tat-Komponenten erwartet,
um diesen bottleneck entgegenzuwirken. Zudem wurde eine positive Regulation einiger Tat-
Komponenten experimentell in einigen Studien zur Untersuchung der Proteinsekretion mit-
tels des Tat-Pathways beobachtet (De Lisa et al. (2002), Mergulaho et al. (2005)). Das Gen
tatA ist leicht positiv reguliert. Bei den Vergleichen 45, 60, 90 und 120 Minuten nach Induk-
tion gegeniiber dem Zustand vor Induktion verschwindet dessen positive Regulation. Das
tatB-Gen liegt in den meisten Vergleichen unreguliert vor, tatD ist leicht negativ reguliert.
Eine Ausnahme in der Richtung der Regulation stellt tatC dar. In den meisten Vergleichen
ist dieses Gen positiv reguliert, die starkste positive Regulation liegt in den Vergleichen 90
und 120 Minuten nach Induktion gegeniiber den Nullpunkt vor. TatD ist in den meisten
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Vergleichen negativ reguliert und das Transkriptionsniveau von tatE ist schliefslich gegen-
iiber den prainduktiven Zustand leicht angehoben. Die teilweise negative Regulation der
Tat-Komponenten {iberrascht. Die zentralen Komponenten des Translokationstunnels, be-
stehend aus TatABD, scheinen bei dem gewéhlten Induktionsniveau in ausreichender Zahl
vorhanden zu sein. Lediglich die Transkriptionsrate der Komponenten TatC, wahrscheinlich
verantwortlich fiir die spezifische Substraterkennung, und TatE werden leicht angehoben.
Insgesamt {iberrascht diese Beobachtung und bedarf daher einer eingehenden Validierung
durch weitere Methoden z.B. mittels quantitativer real-time PCR. Eine Erklarung kénnte
die Existenz des C-terminal lokalisierten Degradations-tags des Tat-Substrates GFP liefern.
Durch die cytoplasmatische Degradation wird die effektive Konzentration des Substrats im
Cytoplasma stets auf einem relativ niedrigen Niveau gehalten, so dass es zu keiner signifi-
kanten Saturierung der Tat-Translokase kommt.

Die Dikussion der negativ regulierten Gene gestaltet sich als weitaus schwieriger, da
zum einen das Niveau der Regulation geringer ist und zum anderen der biologische Sinn sich
nicht immer offensichtlich erschliefst. Konsistent negativ reguliert, bis auf die Zeitpunkte 180
und 240 Minuten nach Induktion, ist das Gen glyA. Die Serin- Hydroxymethyltransferase
fiir welche das glyA-Gen codiert, konvertiert die Aminosdure Serin in Glycin durch Trans-
ferierung einer Methylgruppe zu Tetrahydrofolat, wodurch 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat
gebildet wird (5,10-mTHF). Bei dem 5,10-mTHF handelt es sich um die Hauptquelle fiir C1-
Einheiten in der Zelle. Daher ist GlyA ein Schliisselenzym fiir die Biosynthese von Purinen,
Thymidinen, Methioninen, Cholinen und Fetten. Experimentell wurde belegt, dass GlyA es-
sentiell fir das Wachstum auf Glycerin-basiertem Minimalmedium ist (Schirch et al. (1985)).
Die Supplementierung von Arabinose durch die Induktion fiithrt zu einem Wechsel des Koh-
lenstoffmetabolismus der Zelle von Glycerin zu Arabinose als C-Quelle. Durch diesen Effekt
konnte die negative Regulation des nun nicht mehr essentiellen GlyA verstanden werden.
Nachdem die Arabinose vollstindig metabolisiert wurde, findet wieder ein Wechsel zum
Glycerinmetabolismus statt und somit wird die negative Regulation aufgehoben. Konsistent
mit dieser Beobachtung geht die Regulation des Genes tdcA einher, welches fiir den Akti-
vator des tdcABCDEFG-Operons codiert. Dieses Operon ist ebenfalls in der Degradation
von Aminosduren involviert, besonders dem der Aminoséure Serin (z.B. durch TdcB). Die
Methylglyoxal-Synthetase katalysiert die Bildung von Methylglyoxal aus Dihydroxyaceton-
Phosphat und ist ebenfalls ein Enzym welches in der Katabolisierung von Glycerin involviert
ist (Lin et al. (1976)). Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die negative Regula-
tion der meisten Gene, bedingt durch den Induktionsstimulus, das Resultat der Umstellung
des Kohlenstoffmetabolismus von Glycerin auf Arabinose ist.

Anhand der Microarray-Analyse mittels sekretionsspezifischer low-density Chips wurden
einige fiir Optimierungsstrategien interessante, regulierte Gene identifiziert. Diese Ergebnisse
stehen in Koinzidenz zu weiteren Studien (De Lisa et al. (2004), Lin et al. (2003), Perez-
Rodriguez et al. (2007)), welche deren Potenzial fiir Coexpressionsstrategien zur Generierung
von Sekretionsstimmen mit erhéhter Translokationskapazitdt aufzeigen konnten. Zudem
beweisen die Ergebnisse den grofen Wert der Microarraytechnologie als Screening-Methode.

4.7.10 Quantitative real-time PCR

Zur Verifizierung der generierten Daten aus den low-density Chipexperimenten wurde ei-
ne quantitative real-time PCR durchgefiihrt. Zur Etablierung der Methode wurde ein se-
parter Arbeitsplatz geschaffen, welcher ausschlieflich fiir diese Applikation genutzt wurde.
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Aufgrund der enormen Sensitivitdt der Methode besteht ein hohes Kontaminationsrisiko,
weshalb die Mastermixe und sdmtliche bendtigten Reagenzien nur an diesem separaten Ar-
beitsplatz hergestellt und verwendet wurden. Real-time Experimente zur Analyse von FE. coli
mRNAs unterliegen zudem noch der besonderen Schwierigkeit der ubiquitdren Prisenz von
E. coli DNA in biotechnologischen Laborrdumen, aufgrund der weitverbreiteten Verwen-
dung als Wirtsorganismus. Zusétzlich besteht im Gegensatz zu eukaryontischen Systemen
nicht die Mdéglichkeit, Primer introniibergreifend zu designen, weshalb real-time Applikatio-
nen in Prokaryonten weit hohere Anforderungen stellen als dies fiir eukaryontische Systeme
der Fall ist (Pfafl et al. (2001)). Aus den angefiihrten Griinden wurden spezielle mit einem
Filtereinsatz versehene nukleasefreie Pipettenspitzen verwendet. In vorangegangenen Expe-
rimenten hat sich gezeigt, dass die autoklavierten Pipettenspitzen eine Kontaminationsquel-
le darstellen und deshalb nicht verwendet werden sollten. Zur Herstellung der Mastermixe
wurden ebenfalls nichtautoklavierte Reaktionsgeféfie aus ungedffneten Orginalverpackungen
verwendet. Diese sind, bedingt durch den Herstellungpozefs bei sehr hohen Temperaturen
(tiber 200°C), frei von DNA-Kontaminationen.

Die Gene welche nach der Induktion mit L-Arabinose mittels der Chipdaten als differen-
tiell experimiert identifiziert wurden, bildeten den Haupteil der mittels real-time PCR néher
untersuchten Kandidaten. Zumeist waren dies positiv regulierte Gene. Die bekanntermafen
starke Regulation des unter der Kontrolle des Arabinosepromoters stehenden GFP-Genes
kann dabei als Positivkontrolle fungieren. Weiterhin als stark reguliert identifiziert wurden
die Gene, welche fiir Signalpeptidase 2, LacA und DnaK codieren. Die Gene tatD, rpoA,
secD und dnaA waren schwach bis mittelstark positiv reguliert. Zu Kontrollzwecken wurden
ebenfalls nicht-regulierte Gene mit in die Auswahl integriert. Fiir diesen Zweck fungierten
die Gene tatA und tatE, zumal deren Transkriptionsstatus als Komponenten der Translo-
kase besonderes Interesse galt. Das Gen, welches fiir die Serin Hydroxymethyltransferase
(glyA) codiert, wurde als Vetreter der nach Induktion negativ regulierten Gene mit in die
Auswahl integriert. Im Rahmen der quantitativen real-time Analyse wurden zwei verschie-
dene Normalisierungsverfahren evaluiert. Zum einen sollte die Normalisierung iiber zwei
housekeeping-Gene erfolgen, zum anderen mittels eines artifiziellen RNA-Standards. Als
Vertreter der housekeeping-Gene wurden gapdH und gst verwendet. Bei einem Vergleich
verschiedener housekeeping-Gene fiir real-time Applikationen haben sich diese als besonders
geeignet erwiesen, da ihr Transkriptionsniveau unter verschiedensten Bedingungen relativ
konstant blieb (Radonic et al. (2004)). Zusétzlich werden sie in natiirlichen Zellen stark
exprimiert und ergeben somit nach wenigen PCR-Zyklen ein Fluoreszenzsignal, welches fiir
eine sensitive Analyse von Bedeutung ist. Generell wird die Existenz von housekeeping-
Genen kontrovers diskutiert, da deren Expressionsniveau unter bestimmten Umweltbedin-
gungen doch variert. Die Verwendung eines housekeeping-Genes fiir einen bestimmten Zweck
sollte immer verifiziert werden, besser geeignet ist jedoch die Analyse mit mehreren house-
keeping-Genen als Normalisierungsstandard. Moderne statistische Applikationen gewichten
den Einflufs von verschieden housekeeping-Genen unterschiedlich. Je nachdem wie stark de-
ren Expressionsniveau innerhalb eines Vergleichs variiert, wird der Normalisierungseinflufs
auf die Analyse gewichtet (Van der Sompele et al. (2006)). Die Verwendung einer artifizi-
ellen RNA-Spezies stellt eine weitere Moglichkeit zur Normalisierung dar. Gleiche Mengen
dieses Standards werden der RNA-Isolation oder den Zellpellet vor der RNA-Isolation zu-
gesetzt und anschliefsend zusammen mit der zelleigenen RNA-Spezies in cDNA konvertiert.
Dieser als schwankungsintensiv identifizierte Prozessschritt wird somit vom Standard mit
durchlaufen, und Variabilitdten kénnen so aufgedeckt werden. Die Normalisierung mittels
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Tabelle 5: Die experimentell ermittelten, optimalen Annealing-Temperaturen fiir die ver-
schiedenen Primerpaare fiir quantitative real-time PCR-Analysen.

’ Primerpaar H Annealing-Temperatur

gfp 62°C
rfp 65°C
gst 63°C
gapdh 63°C
tatA 62°C
tatD 64°C
tatE 62°C
secD 63°C
dnaA 64°C
dnaK 62°C
B0421 63°C
glyA 63°C
lacA 62°C

artifizieller RNA umgeht einige Problematiken die sich bei der Verwendung von housekee-
ping-Genen als Normalisierungsstandard ergeben. In diesem konkreten Fall fungiert eine
mittels in vitro Transkription generierte rfp-RNA als Standard. Fiir alle untersuchten Gene
wurden sequenzspezifische Primer in silico designed und bei der Firma MWG geordert. Die
Amplifikate dieser Primer sollten im Idealfall zwischen 100-200 bp lang sein, da somit eine
hohe Amplifikationseffizienz, einhergehend mit einer hohen Detektionssensivitét erzielt wer-
den kann (Wilhelm et al. (2003)). Zudem kommt es bei kurzen Amplifikaten zu signifikant
weniger Abbruchsreaktionen bei der Primer-Elongation durch die Tag-Polymerase. Kurze
Primer erh6hen somit die Prézision und Sensitivitdt der Analyse, besonders beim Vergleich
der Ergebnisse zwischen Amplifikaten, welche mit verschiedenen Primern generiert wurden.
Fiir das Primerdesign wurden die géngigen Kriterien gewéhlt, wie sie in Standardwerken
der Molekularbiologie angegeben werden (Sambrook: Molecular Cloning (2003)). Alle ver-
wendeten Primer sind im Anhang (Abschnitt C.3) angegeben.

Als Template fiir die Amplifikationen wurde cDNA aus 2 ug total RNA mittels der Im-
prom M-MLV Reversen Transkriptase (Promega) generiert. Die RNA wurde zuvor durch
60 miniitige Inkubation mit DNase I bei 37°C von chromosomalen und Plasmid-DNA-
Kontaminationen befreit und das Enzym durch Phenol-Chloroform Extraktion quantita-
tiv entfernt. Die so gewonnene cDNA wurde 1:20 in nukleasefreiem Wasser verdiinnt und
als Arbeitslosung verwendet bzw. daraus die Verdiinngsreihen angesetzt. Die Zugabe des
cDNA-Templates zu den Mastermixen erfolgte separat und getrennt von den Raumlichkei-
ten zur Préparation der Mastermixe. Dies stellte den letzten Schritt zur Préaparation des
Amplifikationsansatzes dar. Als Mastermix wurde der 1Q-SybrGreen Mastermix der Firma
Biorad verwendet, welcher mit den jeweiligen Primern und nukleasefreiem Wasser versetzt
und in eine spezielle 96-Loch-Platte pipettiert wurde. Die Zugabe des Templates, oder des
Wassers bei den Negativkontrollen, erfolgte als letzter und wiederum réumlich getrennter
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Schritt.

Zuerst erfolgte die Evaluation der jeweiligen optimalen Annealing-Temperaturen fiir die
verschiedenen Primerpaare. Das verwendete PCR-Protokoll ist dem Anhang zu entnehmen
(Abschnitt A.1.18). Fiir die verschiedenen verwendeten Primerpaare ist die optimale Anne-
aling-Temperatur in Tabelle 5 zusammengefasst.

Fiir nahezu alle Primerpaare liegt diese zwischen 62°C und 64°C, es konnten daher uni-
forme Bedingungen eingehalten werden. Beispielhaft ist das Ergebnis einer Optimierung in
der Abbildung 54 gezeigt. Die nachfolgend durchgefiihrte Schmelzkurvenanalyse des Am-
plifikats dient zur Identifizierung von Primerdimeren und unspezifischen Coamplifikaten,
welche unter allen Umsténden vermieden werden miissen.

Amplification Chart : Data 2008-09-08 Michi1 .opd
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Abb. 54: Optimierung der Annealing-Temperatur fiir das GFP-Primerpaar. Gezeigt sind die
resultierenden Amplifikationskurven fiir verschiedene Annealing-Temperaturen. Die Tempera-
tur, welche den niedrigsten Ct-Wert und keine unspezifischen Coamplifikate generiert, wird als
optimal betrachtet.

Diejenige Annealing-Temperatur, welche den kleinsten Ct-Wert generiert und dabei kei-
ne Bildung von unspezifischen Coamplifikaten zeigt, wurde als optimal fiir das jeweilige
Primerpaar angesehen. Die Identifikation des Ct-Wertes erfolgte aus der logaritmischen Auf-
tragung der Amplifikationskurven. Innerhalb des linearen Bereichs dieser Auftragung kann
der Schwellenwert der Signalintensitéit gelegt werden. Eine direkte Identifizierung des Ct-
Wertes anhand der Amplifikationskurven gestaltet sich hiufig als schwierig, da der Ubergang
zwischen der exponentiellen und der stationdren Amplifikationsphase meist nicht richtig er-
kannt wird (Abbildung 56). Ein niederiger Ct-Wert ist wiinschenswert, um eine méglichst
grofle Sensitivitdt der Analyse zu erzielen. Dabei handelt es sich zumeist um gegenléaufi-
ge Tendenzen; eine niedrige Annealing-Temperatur generiert niedrige Ct-Werte. Dies ist
gleichbedeutend mit einer hohen Sensitivitit, die Tendenz zur Bildung unspezifischer Co-
amplifikate steigt jedoch, da auch nicht perfekt basengepaarte Hybridisierungen des Primers
Amplifikate generieren kénnen. Beispielhaft ist eine Schmelzkurvenanalyse in Abbildung 55
gezeigt.

Nachdem fiir alle Primerpaare die optimale Annealing-Temperatur evaluiert war, wurde
die Abwesenheit von DNA-Kontaminationen in den RNA-Préparationen verifiziert. Die-
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Mett Peak Chart : Data 2008-09-25 Michi8.opd
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Abb. 55: Schmelzkurvenanalyse von Amplifikaten, welche aus der Optimierung der Annealing-
Temperatur fiir GFP-spezifische Primer hervorgegangen sind. Gezeigt ist die erste Ableitung
der Schmelzkurve. Klar ersichtlich ist, dass nur ein einziges Amplifikat generiert wurde, was auf
eine spezifische Amplifikation schliefsen lasst.

ses wurden stichprobenartig fiir chromosomale DNA (reprisentiert durch GAPDH) und
Plasmid-DNA (représentiert durch GFP) bei fiinf verschiedenen RNA-Proben durchgefiihrt.
Dazu wurde die RNA in analogen Konzentrationen eingesetzt wie sie zur Generierung der
c¢DNA verwendet wurde, und als Template dem Amplifikationsansatz zugesetzt. Simultan
wurde eine cDNA-Amplifikation als Positivkontrolle sowie Negativkontrollen fiir die ver-
schiedenen Primerpaare durchgefiihrt. Alle RNA-Préaparationen zeigten bei sehr hohen Ct-
Werten die Bildung von Amplifikaten. Die Negativkontrollen generierten auch nach 35 Zy-
klen kein Amplifikat. Dies belegt, dass geringe Mengen an DNA-Kontaminationen trotz des
durchgefiihrten DNAse I-Verdaus in der Losung vorhanden sind. Beispielhaft ist dieses in
Abbildung 57 gezeigt.

Ein Vergleich mit den Positivkontrollen zeigte jedoch, dass diese bereits zu weit frii-
heren Zyklen Amplifikate generierten. Der kleinste Unterschied in den Ct-Werten betrug
mindestens 16 Zyklen fiir das GAPDH-Amplifikat. Wenn man eine Effizienz von nur 1,6
fiir die PCR-Reaktion mit diesem Primerpaar zugrunde legt, bedeutet dies, dass die DNA-
Konzentration in der RNA-Préparation ca. 1840 mal geringer ist, als selbige in der gene-
rierten cDNA. Bei einer Effizienz von 1,9 betrigt diese sogar nur 1/28844 des Wertes in der
c¢DNA. Der dadurch begangene Fehler liegt weit unterhalb der Variabilitdten, welche sich
durch das Pipettieren oder fiir die Analysemethode an sich ergeben.

Aus diesem Grunde wurde auf eine zusétzliche DNase I-Behandlung der RNA verzichtet,
da weitere Prozessschritte immer die Moglichkeit beeinhalten, die relativen Verhéltnisse der
Analyten zueinander zu verdndern bzw. produktspezifische Verluste zu generieren. Aufgrund
des aufterordentlich geringen Fehlers, welcher durch die minimale DNA-Kontamination der
RNA verursacht wird, sollte diese Vorgehensweise robuste, reproduzierbare Daten generie-
ren.

Um die verschieden Effizienzen der verwendeten Primerpaare zu ermitteln, wurde aus
einem cDNA-Template, welches initial 1:20 verdiinnt wurde, zunéchst eine 1:10 Verdiin-
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Abb. 56: Mogliche Fehlerquellen bei der Festlegung des Schwellenwertes der Fluoreszenz zur
Bestimmung des Ct-Wertes(griine Linie). Der scheinbar in der exponentiellen Phase befindliche
Schwellenwert (linke Seite) ist schon am Ubergang zur stationiren Phase der Amplifikation
situiert, wie die logarithmische Auftragung auf der rechten Seite zeigt.

nungsreihe erstellt. 5 ul der jeweiligen Verdiinnung fungierten als Template fiir die PCR-
Reaktion mit den unterschiedlichen Primern. Jede unterschiedliche Amplifikation wurde als
Triplikat durchgefiihrt, um reproduzierbare Ergebnisse zu generieren. Exemplarisch sind die
Amplifikationskurven fiir das GFP-Primerpaar in Abbildung 58 gezeigt.

Der dquidistante Abstand zwischen den einzelnen Kurven ist leicht zu erkennen. Die
Replikate der jeweiligen Amplifikationen zeigen geringe Variabilitdten und ihre Amplifika-
tionskurven liegen fast perfekt iibereinander. Aus der Auftragung des Ct-Wertes gegen den
Logaritmus der (relativen) Konzentration kann aus der Steigung die Effizienz der Amplifi-
kation ermittelt werden (siehe Kapitel 3.6). Es sollte sich eine lineare Grade ergeben, deren
Korrelationskoeffizient ein Mafs fiir die Giite der generierten Ergebnisse darstellt. Wiederum
ist dies stellvertretend durch die GFP-Amplifikation in Abbildung 59 gezeigt.

Der Korrelationskoeffizient ist mit 0,9951 sehr hoch und bestétigt die Giite der Analyse.
Aus der Geradensteigung von -3,521 ergibt sich eine Amplifikationseffizienz von 1,923. Bei
einer maximalen Effizienz von 2, d.h. einer Produktverdoppelung je Zyklus, stellt dies einen
sehr hohen Wert dar. Dies gibt auch Hinweise auf ein gutes Primerdesign und optimale Am-
plifikationsbedingungen. Die ermittelten Geradensteigungen und Korrelationskoeffizienten,
sowie die sich daraus ergebenen Amplifikationseffizienzen sind fiir jedes Primerpar in der
Tabelle 6 angefiihrt.

Nachdem die Effizienzen der verschieden Primerpaare evaluiert wurden, erfolgte die Ana-
lyse der verschiedenen generierten cDNA-Ansétze, welche Proben zu unterschiedlichen Fer-
mentationszeitpunkten vor und nach Induktion représentierten. RNA-Praparation welche
die Zeitpunkte 0, 15, 30, 45 und 60 Minuten, bezogen auf den Zeitpunkt der Induktion,
reprasentierten, bildeten das Ausgangsmaterial fiir die quantitativen real-time Analysen.

Um Variabilitdten in dem Schritt der Reversen Transkription zu identifizieren, wurde
jede RNA-Probe in drei unabhéngigen Reaktionen in cDNA konvertiert. Zusétzlich wurden
von der Probe, welche 15 Minuten nach Induktion dem Reaktor entnommen wurde, drei iden-
tische RNA-Préparationen erstellt und jeweils in drei unabhéngigen Reaktionen in cDNA
konvertiert. Hieraus resultierten neun cDNA-Préparationen aus drei verschiedenen RNA-
Praparationen einer biologischen Probe. Somit lassen sich Variabilitdten ermitteln, welche
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Amplification Chart : Data 2008-09-08 Michi3.opd
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Abb. 57: Evaluierung hinsichtlich DNA-Kontaminationen in den RNA-Priparationen. Ge-
zeigt sind exemplarisch die resultierenden Amplifikationskurven fiir eine PCR mit GAPDH-
spezifischen Primern. Als Template fungieren die RNA-Praparation und im Vergleich dazu
eine cDNA. Zusétzlich ist eine Negativkontrolle mit Wasser als Template gezeigt. Wie aus
den Amplifikationskurven ersichtlich ist, sind noch vernachlassigbare Spuren von DNA in der
RNA-Préparation enthalten. Aufgrund des grofsen Ct-Unterschiedes von mindestens 16 Zyklen
interferieren diese jedoch in keinster Weise mit der nachfolgenden Analyse.

Amplification Chart : Data 2008-09-25 Michi8.opd
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Abb. 58: Resultierende Amplifikationskurven fiir eine 1:10 Verdiinnungsreihe des GFP-
Templates. Deutlich ersichtlich ist der zumeist dquidistante Abstand der Amplifikationskurven
(in Duplikaten) zwischen den einzelnen Verdiinnungen.
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Abb. 59: Auftragung der ermittelten Ct-Werte gegen den Logarithmus der relativen Templa-
tekonzentration fiir eine GFP-Verdiinnungsreihe. Der Versuch wurde als Triplikat durchgefiihrt,
dargestellt ist der Mittelwert aus diesen Versuchen.

Tabelle 6: Die ermittelten Gradensteigungen und Korrelationskoeffizienten der Regressions-
graden fiir die verschiedenen Verdiinnungsreihen zur Evaluierung der Primereffizienzen.

Amplifikat | Steigung | Effizienz | Korrelations-
koeflizient
lacA -4,800 1,626 0,988
gst -3,689 1,867 0,989
dnaK -3,961 1,788 0,994
rfp -4,548 1,659 0,985
gfp -3,521 1,923 0,995
gapdH -3,395 1,970 0,997
tatA -3,667 1,874 0,990
B0421 -3,397 1,970 0,993
tatk -3,770 1,842 0,986
secD -3,428 1,958 0,992
glyA -3,559 1,910 0,986
dnaA -3,469 1,942 0,990
tatD -3,617 1,890 0,994
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Abb. 60: Neun verschiedene cDNAs welche aus drei verschiedenen RNA-Préparationen einer
biologischen Probe hervorgingen sind werden hinsichtlich des Ct-Wertes fiir vier verschiedene
Templates und Primerpaare untersucht. Die hohe Reproduzierbarkeit der Analyse ist an den
marginalen Unterschieden im Ct-Wert zu erkennen.

ihre Ursache in der RNA-Préparation haben, und ein Vergleich zwischen den Variabilitdten
der beiden Prozessschritte durchfiihren. Die neun verschiedenen cDNA-Ansétze dienten als
Template fir Amplifikationen mit den Primern RFP, GFP, GAPDH und GST. Abbildung
60 zeigt das Ergebnis der ermittelten Ct-Werte fiir die unterschiedlichen cDNA-Ansétze.

Aus der Abbildung 60 ist zu entnehmen, dass die Ct-Werte fiir ein Primerpaar sowohl
zwischen cDNAs, welche aus einer RNA-Prépartion hervorgegangen sind als auch zwischen
c¢DNAs, die aus verschiedenen RNA-Préparationen hervorgegangen sind, nahezu identisch
sind und keine signifikanten Variabilitdten vorliegen. Diese Aussage gilt fiir alle vier Primer-
paare. Da alle cDNA-Ansétze eine biologische Probe reprasentieren, ist dieses Ergebnis zu er-
warten. Es belegt die auferordentlich hohe Reproduzierbarkeit und Giite der durchgefiihrten
Analyse. Die Standardabweichung zwischen den drei verschiedenen cDNAs schwankt zwi-
schen 0,043588 fiir GFP und 0,2165 Zyklen fiir GST}; dies entspricht einer relativen Standard-
abweichung von 0,4 Prozent fiir GFP und 1,1 Prozent fiir GST. Interessant ist die Tatsache,
dass fiir GST die héchsten Ct-Werte detektiert wurden, gleichbedeutend mit der niedrigsten
Anzahl an mRNA-Kopien pro Zelle. Dies resultiert in der héchsten relativen Standardab-
weichung fiir die GST-Analyse. Umgekehrte Aussage gilt fiir die GFP-Analyse. Die Stan-
dardabweichungen zwischen den ¢cDNAs unterschiedlicher RNA-Préparationen schwanken
in der gleichen Grofenordnung und sind nicht unterscheidbar von denen, welche zwischen
c¢DNAs vorliegen, die aus einer RNA-Préaparation hervorgangen sind.

Nachdem bewiesen wurde, dass die Variabilitidten, welche aus der Verwendung unter-
schiedlichen RNA-Préparationen einer biologischen Probe herriihren, vernachléssigbar ge-
ring sind, wurden die nachfolgenden real-time Analysen fiir die Probe 15 Minuten nach
Induktion lediglich mit drei cDNAs durchgefiihrt, welche aus einer RNA-Praparation her-
vorgegangen waren. Es wurden die Ct-Werte fiir alle neun Primerpaare, jeweils fiir die fiinf
verschiedenen Zeitpunkte, in Triplikaten bestimmt. Zur Normalisierung wurden die Ana-
lysen fiir die Primer rfp, gapdH und gst verwendet. Stellvertretend fiir gapdH werden die
Amplifikationskurven aller Proben in Abbildung 61 gezeigt.
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Amplification Chart : Data 2008-03-22 MichiS.opd
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Abb. 61: Die resultierenden Amplifikationskurven bei Verwendung gapdH-spezifischer Primer
fiir alle evaluierten biologischen Proben. Die Amplifikationskurven liegen nahezu perfekt tiber-
einander.

Diese liegen nahezu perfekt iibereinander und beweisen, dass gapdH ein gutes housekee-
ping-Gen fiir diese Applikation darstellt.
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Abb. 62: Visualisierung der Regulation bezogen auf den Zeitpunkt vor Induktion fiir représen-
tative Vertreter der untersuchten Gene fiir die verschiedenen evaluierten Zeitpunkte nach der
Induktion.

Die Auswertung erfolgte geméf der von Pfaffl et al.(2001) eingefiihrten Methodik. Die
Regulation der Gene gfp, tatA, tatD, tatE, dnaK, dnaA, glyA und lacA relativ zum Null-
punkt der Induktion wurde mittels vier verschiedener Normalisierungen bestimmt. Es wurde
iiber die Differenzen des Ct-Wertes von RFP, GAPDH, GST und einer Kombination von
GAPDH und GST normalisiert. Die vier verschiedenen Ergebnisse sind, stellvertretend fiir
drei Gene in der Tabelle 7 wiedergegeben. Wie ersichtlich, unterscheiden sich die ermit-
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Tabelle 7: Vergleich der ermittelten Genexpressionsquotienten fiir drei Gene mittels vier
verschiedener Normalisierungen relativ zum Zeitpunkt vor Induktion. Die Normalisierungen
basieren auf der Verwendung der housekeeping Gene gapdH und gst sowie einer gespikten
artifiziellen RNA-Spezies (rfp).

y | RFP-Norm. | GST-Norm. | GAPDH-Norm. | GAPDH+GST-Norm. |

[ tatA | | | | |
15 1,814 1,428 1,610 1,512
30 2,055 1,454 1,464 1,459
45 1,355 0,979 0,8354 0,902
60 1,570 1,260 1,130 1,192
B0421
15 2,659 2,093 2,355 2,216
30 2,734 1,934 1,948 1,941
45 1,748 1,263 1,077 1,163
60 3,14 2,521 2,261 2,383
dnaK
15 1,843 1,451 1,632 1,536
30 3,226 2,282 2,298 2,290
45 3,659 2,643 2,256 2,434
60 5,372 4,312 3,867 4,077

telten Werte, abhangig von der verwendeten Normalisierungmethode. Die Richtung und
der Grofenbereich der Regulation stimmen jedoch nahezu immer iiberein. Auffillig ist,
dass die Normalisierungsfaktoren, welche tiber die artifiziellen RFP-RNA ermittelt wurden,
wesentlich grofer sind und stérkeren Schwankungen zwischen den verschiedenen Proben
unterliegen, als dies fiir die housekeeping Gene gapdH und gst der Fall ist. Ein Vergleich
der Amplifikationskurven aller Proben fiir gapdh und gst belegt, dass die Unterschiede in
den Ct-Werten zwischen verschiedenen Proben marginal sind. Im Wesentlichen trifft dies
auch fiir rfp zu, jedoch sind die Schwankungen hier im Vergleich deutlich grofer. Dass die
nahezu perfekte Ubereinstimmung der Ct-Werte der housekeeping Gene fiir die verschiede-
nen Proben aus einer zufélligen Verteilung resultiert ist statistisch héchst unwahrscheinlich.
Dies deutet darauf hin, dass die housekeeping-Gene unter den gegebenen Bedingungen als
Normalisierungstandard gut geeignet sind. Die Schwankungen der Ct-Werte verschiedener
RFP-Amplifikationen und die im Vergleich zu gst und gapdH groferen Standardabweichun-
gen deuten auf Variabilitdten hin. Somit werden im Folgenden die Ergebnisse (Tabelle 8)
diskutiert, welche anhand der Normalisierung iiber die beiden housekeeping-Gene generiert
wurden. Die Visualisierung der Regulation von fiinf verschiedenen Genen, bezogen auf den
Referenzzustand vor Induktion ist in Abbildung 62 gezeigt.

Das Gen tatA weist 15 und 30 Minuten nach Induktion eine ca. 1,5 fache hohere Ex-
pression auf als vor der Induktion. 45 und 60 Minuten nach Induktion bewegt sich das
Transkriptionsniveau wieder auf dem Wert, welcher vor der Induktion vorherrschte. Die
schwache positive Regulation des tatA Genes deutet auf einen méglichen Zusammenhang
mit der Translokation des GFP-Substrates hin. Ein sehr dhnlicher Expressionsverlauf wurde
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Tabelle 8: Regulation der zehn untersuchten Gene fiir die Zeitpunkte 0, 15, 30, 45 und 60
Minuten nach Induktion. Die Regulation ist bezogen auf den Zeitpunkt vor Induktion. Eine
Normalisierung der Daten erfolgte mittels der von Pfaffl et al.(2001) entwickelten Methodik
iiber die beiden housekeeping-Gene gapdH und gst.

Zeitpunkt relativ || tatA | B0421 | dnaK egfp lacA
zur Induktion

0 Min 1 1 1 1 1

15 Min 1,512 | 2,216 | 1,536 | 981,455 | 2,016
30 Min 1,459 | 1,041 | 2,290 | 1128,266 | 1,509
45 Min 0,002 | 1,163 | 2,434 | 927,006 | 1,633
60 Min 1,102 | 2,384 | 4,077 | 1032,203 | 1,900

Zeitpunkt relativ | tatE | dnaE | glyA dnaA | tatD
zur Induktion

0 Min 1 1 1 1 1

15 Min 1,040 | 1,406 | 0,952 | 1,642 | 2,029
30 Min 1279 | 1,520 | 0,843 | 1,604 | 1,937
45 Min 0,857 | 0,783 | 0,465 | 0,930 | 1,118
60 Min 1,103 | 1,068 | 0,502 | 1,151 | 1,304

auch mittels der Microarray-Analyse beobachtet. TatA codiert fiir den zentralen, membran-
gebundenen Teil der Tat-Translokase, welcher den Hauptbestandteil des Transkokationstun-
nels bildet.

Gleiches gilt auch fiir das Gen tatE, dessen mRNA-Menge fiir die Zeitpunkte 15, 30, 45
und 60 Minuten nach Induktion zwischen dem 1,2 und 0,9 fachem des Wertes vor Induktion
schwankt. Somit kann dieses Gen als nicht reguliert betrachtet werden, welches gut mit den
Daten aus den Chipexperimenten korreliert. Anhand dieser wird das Gen als sehr schwach
positiv reguliert identifiziert. Ein weiterer Teil der Tat-Translokase, tatD wies 15 und 30
Minuten nach Induktion eine mRNA-Menge auf, die dem 2,02 bzw. 1,93 fachem des Wertes
vor Induktion entsprach. Fiir die Zeitpunkte 30 und 45 Minuten nach Induktion sank die-
se auf ein Niveau welches dem 1,12 bzw. 1,34 fachem des Vorinduktionsniveaus entsprach.
Diese positive Regulation des tatD-Genes, welche 45 Minuten nach Induktion abklingt zeigt
einen dhnlichen Verlauf wie jener fiir das tatA-Gen. TatD ist allerdings deutlicher reguliert.
Insgesamt wird die positive Regulation der Tat-Komponenten unter dem Stimulus der Ak-
kumlierung des zu sekretierenden rekombinanten Proteins erwartet. Viele Untersuchungen
belegen, dass die Tat-Maschinerie bei der Sekretion rekombinanter Proteine rasch satu-
riert ist (De Lisa et al. (2004), Robinson et al. (2004), Mergulaho et al. (2005)). Als Folge
dessen wurden verschiedene Tat-Komponenten als positiv reguliert identifiziert. Aufgrund
des Degradations-tags des GFP-Konstruktes fiir das cytoplasmatische Clp-Systems und des
moderaten Induktionsniveaus sind die cytoplasmatischen GFP-Konzentrationen gering. Aus
diesem Grund sollte die Tat-Translokase nicht in hohem Mafse mit Substrat saturiert sein
und die positive Regulation der Tat-Komponenten nur schwach ausfallen, was im Wesentli-
chen auch beobachtet wird. Die stark positive Regulation des GFP-Genes auf das ca. 1000
fache des Transkriptionsniveaus vor Induktion kann als Positivkontrolle fungieren. Dieser
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Wert deckt sich gut mit jenen Daten, welche aus Experimenten zur Evaluierung der Stérke
des Arabinosepromoters stammen. Fiir die meisten stromabwérts des Arabinosepromoters
lokalisierten Gene wurde eine Regulation auf das 1000-1500 fache Niveau vor Induktion
ermittelt (Guzman et al. (1995)). Die sehr deutliche Verschiebung des Ct-Wertes nach In-
duktion wird in der Abbildung 63 gezeigt.

Mittels der Microarray-Experimente wurde die stark positive Regulation ebenfalls de-
tektiert, allerdings ist der ermittelte Genexpressionsquotient vor/nach Induktion mit ca. 100
um den Faktor 10 niedriger. Darin spiegelt sich ein allgemein beobachteter Trend wieder,
wonach die mit Microarray-Experimenten ermittelten Genexpressionsquotienten deutlich ge-
ringer sind als die vergleichbaren Werte aus quantitativen Genexpressionsanalysen mittels
real-time PCR. Griinde dafiir liegen in den grundsétzlichen Unterschieden einer Hybridisie-
rung komplementarer Nukleinsduren in homogener Lésung und an einem immobilisierten
Target an einer heterogenen Phasengrenzfliche. Aufgrund sterischer und elektrostatischer
Abstofiung zwischen dem Analyten sinkt die Hybridisierungseffizienz. Auferdem kénnen
aufgrund der grofen Anzahl von Fluorophoren in rdumlicher Ndhe Quenching-Effekte in
Erscheinung treten. Besonders fiir hochexprimierte Targets besitzt dieser Effekt Relevanz.

Im Folgenden wird die Regulation von zwei E. coli Genen diskutiert, welche mittels der
Microarray-Daten als positiv differentiell exprimiert (lacA und signalpeptidase 2) identifi-
ziert wurden. Das Gen lacA, welches fiir die Thiogalactosid Acetyltransferase codiert, wird
15 Minuten nach Induktion ca. zweifach hochreguliert. Diese Regulation gegeniiber dem
prainduktiven Grundzustand bleibt auch fiir die drei weiteren Zeitpunkte nach Induktion
bestehen. Analoges kann aus den Microarray-Daten abgeleitet werden; diese weisen auf eine
konstante positive Regualtion des Genes hin. Das Gen lacA codiert fiir ein Enzym welches
in der Metabolisierung verschiedener Zuckerderivate durch Ubertragung einer Acetylgruppe
involviert ist. Durch die Zugabe von L-Arabinose wird der Kohlenhydratstoffwechsel der Zel-
le von Glycerin auf Arabinose als C-Quelle umgestellt. Zur Metabolisierung des Induktors
konnte u.a. auch die Thiogalactosid Acetyltransferase involviert sein, wodurch die positive
Regulation zu erkléren ist. Die Signalpetidase 2 fungiert als prozessierendes Enzym bei der
Proteolyse der Signalsequenzen von ins Periplasma sezernierten Tat-Substraten (Berks et al.
(2000)). Die gefundene mRNA-Menge steigt nach Induktion auf das 2,22 fache ihres Wertes
vor Induktion an und bleibt in etwa auf diesem Niveau. Durch die Translokation des rekom-
binanten GFP-Konstruktes steigt der Bedarf der Zelle an diesem Enzym iiber das natiirliche
Niveau heraus an. Die konsistente positive Regulation dieses Genes wird unter dem Aspekt
der Akkumulierung des unprozessierten GFP-Proteines im Periplasma verstandlich.

Eine ebenfalls positive Regulation wird fiir das Gen dnaK identifiziert. Dessen Transkrip-
tionsniveau, verglichen mit dem Zustand vor Induktion, steigt sukzessiv von dem 1,54 fachen
Wert 15 Minuten nach Induktion auf den ca. vierfachen Wert 60 Minuten nach Induktion
an. Kin dhnlicher Verlauf wird auch mittels der Microarray-Analyse beobachtet. DnaK co-
diert fiir ein Hitzeschock-Chaperon, welches mafgeblich in der Faltung von Proteinen unter
harschen Umweltbedingungen involviert ist (Zhao et al. (2005)). Durch die zunehmende Ak-
kumulierung von GFP im Cytoplasma wird der Verlauf der Genexpression verstéandlich. Es
wird davon ausgegangen, dass nahezu alle Tat-Substrate vor der Translokation Chaperone
binden, welche diesen bei der korrekten Faltung assistieren. Geméfs einem haufig propagier-
ten Mechanismus kénnten Chaperone auch dazu dienen, das Tat-Substrat vor proteolytischer
Degradation seines Signalpeptides zu schiitzen, und somit die Effizienz der Translokation
zu steigern (Briiser et al. (2007)). Coexpressionstratgien von Chaperonen zeigten bei Tat-
abhéngigen Translokationen oftmals signifikante Steigerungen der Translokationseffizienz.
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Amplification Chart : Data 2008-03-22 Michi4 .opd
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Abb. 63: Die resultierenden Amplifikationskurven fiir gfp-spezifische Primer. Deutlich zu sehen
ist die Verschiebung des Ct-Wertes der Probe vor Induktion (rechte Kurven) zu den Werten
der Proben nach Induktion (linke Kurven).

Insbesondere DnaK hat sich unter diesem Aspekt als besonderns effizient erwiesen. Perez-
Rodriguez et al. (2007) konnten durch die Coexpression von DnaK die translokierte GFP-
Menge um den Faktor 3 steigern. Als weiteres Beispiel sei auf die Coexpressionstrategie von
torD im gleichen System verwiesen (Li et al. (2003)). Diese Ergebnisse belegen den aufer-
ordentlichen Wert der Microarray-Analyse als Screening-Tool, um differentiell exprimierte
Gene zu identifizieren. Dnak hat sich nach Induktion als deutlich positiv reguliert erwiesen
und diese Ergebnisse wurden durch die Resultate aus quantitativen real-time PCR-Analysen
gestiitzt. Dies zeigt wie die generierten Daten fiir die systematische Entwicklung von Co-
expressionstrategien erfolgreich genutzt werden koénnen. Die Gene secD und dnaA zeigen
einen dhnlichen transkriptionellen Verlauf wie er fiir tatD und tatA evaluiert wurde. 15 und
30 Minuten nach Induktion sind sie leicht positiv reguliert, um anschliefsend wieder auf ihr
basales Niveau zu fallen. Das Gen, welches fiir die Serin-Hydroxymethyltransferase codiert
wurde mit in die Auswahl aufgenommen, da es sich aus den Chipdaten als negativ reguliert
erwiesen hatte. Dieser Trend wird auch mittels der real-time PCR-Daten beobachtet. 15
Minuten nach Induktion wird das Gen schwach reprimiert und sein Transkriptionsniveau
fallt suksessiv auf die Halfte des Niveaus vor Induktion. Wie bereits bei der Diskussion
der Microarray-Daten erldutert (Abschnitt 4.7.9), erschlieft sich der biologische Sinn aus
der Umstellung des Kohlenstoffmetabolismus von Glycerin auf L-Arabinose. Ein Vergleich
der Microarray-Analyse mit der quantitativen real-time PCR-Analyse fiir vier verschiedene
Gene ist in Abbildung 64 gezeigt.

Wie aus der Abbildung ersichtlich, korrelieren die Microarray-generierten Daten sehr gut
mit den Ergebnissen, welche mittels quantitativer real-time PCR-Analyse erhalten wurden.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die generierten Chipdaten aus den low-
density Microarray Experimenten im Wesentlichen durch die quantitative real-time PCR-
Analyse verifiziert wurden. Die Regulation der Gene gfp, lacA, tatA, dnaK, signalpeptidase
2 und glyA wurde bestétigt und sowohl der Grad der Regulation als auch die Richtung
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Abb. 64: Vergleich der Expressionsprofile von vier verschiedenen Genen. Gezeigt sind die
Ergebnisse welche mittels Microarray-Analyse (gestrichelte Kurven) und quantitativer real-time
PCR-Analyse (durchgehende Kurven) ermittelt wurden.

in guter Korrelation mit den Microarraydaten identifiziert. Fiir das sehr stark exprimierte
GFP-Gen weicht der chipbasierte Genexpressionsquotient allerdings signifikant von dem mit-
tels real-time Analytik ermittelten Wert ab. Diese Abweichung liegt allerdings in der Natur
der Analysenmethoden begriindet. FEinige nur sehr schwach regulierte Gene, wurden mit-
tels Microarray-Analyse nicht identifiziert oder wiesen sogar eine entgegengesetzt gerichtete
Regulation auf. Dies zeigt, dass die Microarray-Analyse sehr gut als Screening-Methode ge-
eignet ist, um die meisten regulierten Gene reproduzierbar zu erfassen. Allerdings unterliegt
die Methodik Limitierungen, wenn der absolute Wert des Genexpression bestimmt werden
soll, wie das Beispiel des hoch exprimierten GFP-Genes zeigt. Diese Aussage gilt im Spezi-
ellen fiir nur schwach regulierte Gene. Aufgrund der hohen Variabilitdten von Microarray-
Analysen werden diese Gene nicht immer korrekt erfasst und sollten im Zweifelsfall mit
anderen Methoden, wie der im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten quantitativen real-
time PCR-Analyse verifiziert werden. Am Beispiel des dnaK-Genes manifestiert sich der
auferordentliche Nutzen der Microarray-Technologie zur systematischen Evaluierung von
potentiellen Zielgenen fiir Coexpressions- und knock-out Strategien. Die quantitative real-
time PCR generiert sehr genaue und reproduzierbare Daten und eignet sich hervorragend
zur Verifikation von Chipdaten. Es konnte gezeigt werden, dass unter der Vorraussetzung
einer genauen experimentellen Arbeitsweise die Schritte der reversen Transkription und der
RNA-Préaparation kaum Quellen fiir Variabilitdten in einem real-time Experiment darstellen.

4.7.11 Nothern Blot Analyse der GFP-Expression

Als weitere Validierungsmethode fiir die generierten Microarray-Daten wurde die Methodik
des Nothern Blotting genutzt. Der Transfer und die Immobilisierung von RNA auf einer
Membran mit nachfolgender sequenzspezifischer Detektion wird als Northern Blotting be-
zeichnet. Der Name leitet sich vom Southern Blotting, dem Transfer und Nachweiss von
DNA auf Membranen ab, aus dem diese Methode hervorgegangen ist. Die zu untersuchen-
de RNA wird zunéchst gelelektrophoretisch unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt
und nach der Fixierung auf der Membran durch Hybridisierung mit einer sequenzspezifischen
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DNA- oder RNA-Sonde detektiert. Neben der Quantifizierung gewinnt man somit auch tiber
einen Vergleich mit einem Ligenstandard die Information der Transkriptlinge. Aufgrund der
starkeren Hybridisierung und der damit einhergehenden groferen Sensitivitit ist die Ver-
wendung von RNA-Sonden jener von DNA-Sonden vorzuziehen. Bedingt durch substantielle
Unterschiede zwischen DNA und RNA muss die Gelelelktrophorese obligat unter denaturie-
renden Bedingungen erfolgen. Aufgrund der Einzelstrangigkeit des RNA-Molekiils und der
thermodynamisch stabileren Basenpaarung tendiert die RNA in stérkerem Mafse zur Ausbil-
dung intra- und intermolekularer Sekundérstrukturen als dies bei DNA der Fall ist. Zudem
muss aufgrund der deutlich groferen Sensitivitdt gegeniiber Hydrolyse durch Basen oder
Séuren sowie gegeniiber der enzymatische Degradation (RNAsen) wesentlich mehr Sorgfalt
bei der experimemtellen Durchfiihrung getroffen werden. Als Denaturierungsmittel finden
Glyoxal oder Formaldehyd Verwendung. Diese werden dem Gel und/oder dem Probenauf-
tragspuffer zugesetzt. Zur Evaluierung der differentiellen Genexpression werden von jeder
Probe gleiche Mengen Gesamt-RNA oder mRNA aufgetragen. Der Transfer vom Agarosegel
auf die Membran kann mittels Kapillar-, Vakuum- oder Elektroblotting erfolgen. Als Mem-
branen kommen Nitrocellulose- oder Nylonmembranen zum Einsatz, wobei die Vorteile der
Nylonmembranen deutlich iiberwiegen. Neben der groferen physikalischen Stabilitdt und
einer hoheren Bindungskapazitéit der Membran ldsst sich die RNA kovalent immobilisieren.
Dies bietet auch die Moglichkeit einer mehrmaligen Verwendung (z.B. durch Stripping der
Membran zur sukzessiven Detektion mehrere RNA-Spezies). Durch die Verwendung posi-
tiv geladener Nylonmembranen erfahren die RNA-Molekiile eine zusétzliche elektrostatische
Attraktion beim Transfer und bei der Immobilisierung. Der bei manchen Applikationen auf-
tretende hohere Hintergrund der Nylonmembranen gegeniiber der Verwendung von Nitro-
cellulose lasst sich durch die Wahl geeigneter Blocking-Reagenzien vollstandig unterdriicken.
Nach dem Transfer auf die Membran miissen fiir die nachfolgende Hybridisierung die De-
naturierungsmittel entfernt werden. Dies geschieht durch Schwenken des Gels in stark ver-
diinnter Natronlauge oder durch Backen der Membran bei 120°C. Durch das Backen wird die
RNA kovalent an die Membran gebunden, eine Alternative stellt das UV-Crosslinking dar.
Die nachfolgende Hybridisierung kann mit radioaktiv markierten oder Hapten-modifizierten,
sequenzspezifischen Nukleinséduresonden erfolgen. Eine Quantifizierung erfolgt dann mittels
Scanning-Densitometrie, Szintillationszéhlung der ausgeschnittenen Bande oder durch einen
Phosphoimager.

Im Folgenden wird die Etablierung eines Systems zur gleichzeitigen Quantifizierung und
Langendetektion von mRNA-Spezies mittels Northern Blotting beschrieben. Zur Detektion
der mRNA-Spezies werden sequenzspezifische Digoxigenin(DIG)-modifizierte Sonden ver-
wendet. Das Digoxigenin System basiert auf der hochaffinen Wechselwirkung eines DIG-
Antikorpers mit Digoxigenin, einem chemisch modifizierten Steroid, welches ausschliefslich
in der Digitalis-Pflanze zu finden ist. Bedingt durch diese Tatsache resultiert eine sehr hohe
Spezifitdt der Interaktion und ein geringer Hintergrund fiir das DIG-Systems. Der DIG-
Antikorper ist kovalent mit einer Reportergruppe verbunden, meistens handelt es sich um
eine enzymatische Markierung z.B. iiber die alkalische Phosphataseaktivitat. In den hier be-
schrieben Versuchen wird die DIG-Funktionalitdt durch einen mit alkalischer Phosphatase
markiertem DIG-Antikoérper und nachfolgenden kolorimetrischer Umsetzung der Substrate
BCIP/NBT durch die Enzymaktivitat nachgewiesen.
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Es wurden drei Methoden zur Generierung sequenzspezifischer DIG-markierter Sonden
evaluiert:

1. Inkorporation von DIG-dCTP wéhrend einer PCR-Reaktion

2. Inkorporation von DIG-CTP durch die Reverse Transkriptase wiahrend der cDNA-
Synthese mittels sequenzspezifischer Primer

3. Inkorporation von DIG-dUTP wéhrend der in vitro Transkription

Die ersten beiden Methoden generieren DIG-markierte DNA-Sonden, wobei die zu letzt
beschriebene Moglichkeit der DIG-Inkorporation RNA-Sonden erzeugt.

4.7.12 Inkorporation von DIG-dCTP wahrend der PCR

Zur Evaluierung der Moglichkeit, die PCR-Reaktion zur Sondensynthese fiir das DIG-
System zu nutzen, wurden sequenzspezifische Primer fiir GFP und Signalpeptidase 2 zur
Amplifikation der cDNA eines induzierten, GFP-exprimierenden Stammes getestet. Eine
parallel durchgefiithrte und bereits optimierte PCR-Reaktion unter identischen Bedingun-
gen, allerdings ohne DIG-11-dUTP-Zugabe, fungierte als Vergleichsreaktion und Positiv-
kontrolle. Die PCR-Bedingungen sind dem Anhang (A.1.22) zu entnehmen, fiir die GFP-
Primer wurde eine Annealing-Temperatur von 58°C und fiir die Signalpeptidase 2-Primer
von 60°C gewdhlt. Die enstandenen Amplifikate der PCR mit und ohne DIG-dUTP Zusatz
im Desoxynukleotidtriphosphat-Mix wurden auf einem 1,5 prozentigen Agarosegel aufgetra-
gen, welches in Abbildung 65 dargestellt ist.

1 2 3 4 M

Abb. 65: Vergleich der PCR-~-Amplifikate zweier verschiedener Primerpaare mit und ohne DIG-
dUTP Markierung.

Zum FEinordnen der Grofenrelation fungiert das Bandenmuster eines 1 kb Marker, wel-
cher auf der Spur mit der Bezeichnung M aufgetragen ist. Auf Spur 4 ist das GFP-Amplifikat,
welches ohne DIG-dUTP Zusatz generiert wurde, aufgetragen sowie auf Spur 3 das DIG-
markierte Amplifikat. Deutlich ist die Verschiebung der DNA-Bande in den hohermole-
kularen Bereich durch den Einbau des DIG-dUTP zu erkennen. Aufgrund der signifikant
groferen molaren Masse des DIG-dUTP gegeniiber dem unmarkierten dTTP tritt der be-
obachte Gelshift auf. Zu erkennen ist ebenfalls, dass die Bandenintensitit des DIG-GFP
Amplifikates geringer ist als jene des unmarkierten GFP. Daraus ldsst sich schliefsen, dass
die Effizienz der PCR-Reaktion durch den Einbau des sterisch anspruchsvollen DIG-dUTP
reduziert wird. Auf Spur 1 und Spur 2 sind die entsprechenden Ergebnisse fiir die Signal-
peptidase 2-Amplifikation aufgetragen, auf Spur 2 befindet sich der Amplifiksationsansatz
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ohne DIG-dUTP-Zusatz, auf Spur 1 jener mit DIG-dUTP-Zusatz. Die fiir die Amplifikati-
on mittels GFP-spezifischen Primern getroffenen Aussagen kénnen auch auf dieses Resultat
iibertragen werden. Die reduzierte Amplifikationseffizienz der Tag-Polymerase tritt hier noch
stiarker in Erscheinung und der Intensitétsunterschied beider Banden fallt noch grofer aus
als dies bei den GFP-Amplifikaten der Fall ist. Das GFP-Amplifikat wurde zur Abschétzung
der DIG-Inkorporation mittels eines dot blots (Abbildung 67) nidher untersucht.

4.7.13 Inkorporation von DIG-dUTP mittels Reverser Transkription

50 pg einer Gesamt-RNA wurden mittels genspezifischer Primer fiir GFP in ¢cDNA kon-
vertiert. Durch Zusatz von DIG-dUTP zum Reaktionsansatz wurden die DIG-markierten
Nukleotide in die enstehende cDNA-Kette inkorporiert. Die Dotierung mit DIG-dUTP wur-
de dabei von dem TSA-Protokoll (A.1.5) adaptiert, da die Detektion der hybridisierten
Fluorescin- und Biotin-markierten ¢cDNAs ebenfalls iiber Antikérper erfolgt und eine zu
hohe Markierungsdichte fiir die nachfolgende Antikérperbindung vermieden werden muss.
Das Ergebnis der RT-Reaktion lief sich nicht mittels eines Gelbildes visualisieren, da die
generierte spezifische cDNA-Menge unter der Nachweisgrenze lag. Die ndhere Untersuchung
erfolgte daher mittels eines dot blots, welcher in Abbildung 67 gezeigt ist.

4.7.14 Generierung von DIG-Sonden mittels in vitro Transkription

Das etablierte System zur Generierung artifizieller RNA mittels in vitro Transkription (Ab-
schnitt 4.12) wurde zur Herstellung sequenzspezifischer, DIG-markierter RNA-Sonden fiir
GFP- und Signalpeptidase 2- Targets modifiziert. Dem Transkriptionsansatz wurden DIG
markiertes rtUTP im Dotierungsverhéltnis von 1,8 : 1 (tUTP : DIG-rUTP) zugesetzt und
nachfolgend das etablierte Protokoll angewandt. Die generierte DIG-RNA wurde mittels
einer Phenol-Chloroform Extraktion (A.1.29) aufgereinigt, mit 5M Natriumchlorid in Etha-
nol geféllt und in nukleasefreiem Wasser aufgenommen. Anschlieflend wurde versucht, den
Massenzuwachs der RNA durch Vergleich mit einer unmarkierten in vitro RNA, welche aus
dem identischen Template hervorgegangen ist, zu visualisieren.
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Abb. 66: Vergleich zweier in vitro RNA Spezies mit und ohne DIG-Markierung.

Abbildung 66 zeigt das Ergebnis der Agarosegelelektrophorese. Ein RNA-Léngenstandard
ist auf Spur M aufgetragen, neben diesem befindet sich auf Spur 5 das DIG-markierte GFP-
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spezifische RNA-Transkript und auf Spur 6 die unmarkierte GFP RNA-Sonde. Ein Grofen-
unterschied ist nicht erkennbar und der Vergleich mit dem Léngenstandard zeigt, dass beide
RNA-Spezies eine Lange von ca. 700 Basen aufweisen. Da das gesamte GFP-Gen mit 719
bp in den Transkriptionsvektor kloniert wurde, sollte das linearisierte Plasmid Transkripte
von eben dieser Lénge generieren. Die RNA-Bande, die aus dem DIG-Transkriptionsansatz
hervorgegangen ist, weist eine geringere Intensitdt auf, als dies fiir die unmarkierte RNA
der Fall ist. Der DIG-Einbau und/oder der verdnderte Ribonukleotidmix scheint die Effizi-
enz der in vitro Transkription zu senken. Die Spuren 3 und 4 visualisieren DIG-markierte
RNA-Sonden, die spezifisch fiir GlyA (Spur 3) und deren unmarkiertes Analogon (Spur 4)
sind. Die Grofse fir das unmarkierte RNA-Transkript von ca. 1000 Basen passt gut mit der
theoretischen Lange von 961 Basen iiberein. Wiederum wird kein Gelshift beobachtet. Zur
Validierung der DIG-Inkorporation wahrend der in vitro Transkription wurde daher ein dot
blot durchgefiihrt.

Abb. 67: Dot-Blot-Analyse der GFP-Expression. Gleiche Stoffmengen verschiedener DIG-
markierter DNA- und RNA-Sonden wurden in einer 1:10 Verdiinnungsreihe auf eine Nylon-
membran gespottet. Die Detektion erfolgte iiber einen DIG-AP-Antikérper und kolorimetrischer
Detektion mittels NBT /BCIP.

Zur Durchfiihrung des dot-blots wurden die generierten RNA- und DNA-Sonden initial
so verdiinnt, dass gleiche Stoffmengen Nukleinsdure auf die Membran appliziert wurden.
Aus dieser initialen Verdiinnung wurde jeweils eine 1:10 Verdiinngsreihe hergestellt und 1 pl
des jeweilgen Ansatzes auf die Nylon Hybond N(+)-Membran (Amersham) gespottet, welche
nach dem Eintrocknen der Spots fiir 30 Minuten bei 120°C gebacken wurde. Anschliefsend
wurde die Membran mittels der im Anhang angefiihrten Versuchsvorschrift prozessiert und
die DIG-Funktionalitidt nach Inkubation mit einem AP-konjugierten DIG-Antikorper kolori-
metrisch mit BCIP/NBT nachgewiesen. Eine Photographie des dot blots ist in Abbildung 67
wiedergegeben. Die dots der DIG-Kontroll-DNA werden mit ihrer Konzentration in der Ab-
bildung spezifiziert. In Reihe 2 und 3 sind die mittels in vitro Transkription generierten RNA-
Sonden fiir GFP und GlyA gespottet, in Reihe 4 die mittels RT generierte GFP-spezifische
cDNA-Sonde und schliefslich in Reihe 5 die mittels PCR generierte GFP-DNA-Sonde. Die
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RNA-Sonden wurden initial am starksten verdiinnt, da die in vitro Transkription die hochs-
ten Sonden-Konzentrationen generiert. Ein Vergleich der verschiedenen Sonden zeigt, dass
die mittels RT-Reaktion generierte cDNA-Sonde die intensitétsschwéichsten dots aufwies
und somit auch die geringste Stoffmenge an inkorporiertem DIG-Nukleotiden. Da die glei-
che Stoffmengen an Nukleinsduren gespottet wurden, entspricht dieses auch der niedrigsten
Inkorporationsfrequenz. Diese ist fiir die RNA-Sonden und fiir die mittels PCR generier-
ten DNA-Sonden in etwa gleich. Die Berechnung der Inkorporationsfrequenz erfolgte nach
folgender Formel:

me(DIG—d(r)UTP

Y n(DIG — d(r)UTP) _ M(DIG—d(r)UTP)
"~ n(Basen in der Nukleinsacurekette) mC(NJ"‘Z’E?”S‘)WW’e)

Die Formel beschreibt das Stoffmengenverhéltnis von DIG-11-dUTP bzw. DIG-11-rUTP
zur Stoffmenge der Nukleinséure. Dabei bezeichnet n die Stoffmenge, m die Masse und M die
molare Masse der Komponente. Das resultierende Ergebnis muss anschliefend noch durch
die Lange der Nukleinsdure dividiert und mit dem Faktor 1000 multipliziert werden, um
die Anzahl der inkorporierten DIG-Molekiile pro 1000 Basen zu erhalten. Es ergaben sich
folgende Inkorporationsfrequenzen fiir die verschiedenen Sonden:

1. GFP in vitro Sonde: 36,13
2. glyA in vitro Sonde: 24,97
3. GFP PCR-generierte Sonde: 17,79

Fiir die mittels Reverser Transkription generierte cDNA-DIG-Sonde konnte die Inkorpo-
rationsfrequenz nicht berechnet werden, da eine genaue Bestimmung der DNA-Konzentration
nicht moglich war. Wie im dot blot gezeigt, war die Inkorporationsfrequenz fiir DIG-dUTP
geringer als fiir die anderen Sonden. Die hochsten Inkorporationsfrequenzen ergaben sich
fiir die mittels in vitro Transkription generierten DIG-Sonden, so dass diese fiir den nach-
folgend durchgefithrten Northern Blot zum Einsatz kamen. Zusatzlich zur hoheren Inkorpo-
rationsfrequenz weisen diese auch eine thermodynamisch stabileren Hybridisierung mit der
Zielsequenz auf, was in einer deutlich héheren Sensitivitdt der Analyse resultiert.

Zur Evaluierung der optimalen Sondenkonzentration fiir die Hybridisierunglosung des
Nothern Blots wurde eine Mock-Hybridisierung durchgefiihrt. Dabei wurde die Hybond
N(+)-Membran mit unterschiedlichen Sondenkonzentrationen hybridisiert und anschliefsend
die kolorimetrische Detektion einem AP-konjugierten DIG-Antikdrper und dem Substrat
NBT/BCIP durchgefiihrt. Es wurden dabei identische Bedingungen zu denen des Northern
Blots eingehalten. Zuerst wurde ein Teil der Nylonmembran in vier gleich grofie Abschnitte
zerteilt und je ein Abschnitt iiber Nacht mit 250, 100, 50 und 25 ng/ml GFP-RNA-Sonde in
10 ml Prahybridisierungslosung bei 68°C hybridisiert. Nach dem Waschen erfolgte die Detek-
tion mittels NBT /BCIP vollig analog der eingangs beschriebenen Prozedur. Das Ergebnis
der Mock-Hybridisierung ist in Abbildung 68 als Photographie der Membranabschnitte ge-
zeigt. Die Membranabschnitte, welche mit einer Sondenkonzentration von 250 und 100ng/ml
hybridisiert wurden, weisen eine deutlich dunklere Farbung und damit eine deutlich grofse-
re Hintergrundintensitit auf, als dies fiir die anderen beiden Membranabschnitte der Fall
ist. Die Mock-Hybridisierung lafst abschatzen, welche Sondenkonzentration welchen Hin-
tergrund im Experimement generieren wird. Die héchste Sondenkonzentration, die noch
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einen akzeptablen Hintergrund generiert, wurde als Arbeitskonzentration fiir den nachfol-
gend durchgefithrten Northern Blot gewéhlt. Wie aus der Abbildung 68 ersichtlich ist, trifft
dieses fiir eine Sondenkonzentration von 50 ng/ml zu.

Abb. 68: Mock-Hybridisierung mit vier verschiedenen Sondenkonzentrationen.

Nachdem die optimale Sondenkonzentration evaluiert war, wurden die RNA-Proben der
Bioreaktorfermentation des Sekretionsstammes mit dem Plasmid pBADtorAGFPSsrA auf
ein denaturierendes 1,5 prozentiges Agarosegel aufgetragen. Pro Geltasche wurden jeweils 10
ug RNA appliziert und diese fiir 1,5 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei fand ein
Vergleich von Proben statt, welche 15, 30, 45, 60, 120 und 180 Minuten nach Induktion ent-
nommen wurden. Als Referenz fungierte eine direkt vor der Induktion aus dem Bioreaktor
entnommene Probe. Abbildung 69 zeigt das Gelbild der denaturierenden Agarosegelektro-
phorese. Deutlich zu erkennen sind die beiden ribosomalen Banden der 16S- und 23S-rRNA.
Dies indiziert die molekulare Integritdt der RNA.

Min 180 12090 60 45 30 15 0 M Bp
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Abb. 69: Gelelektrophorese von 10 ug total-RNA verschiedener Proben der Bioreaktorkulti-
vierung des Stammes XL1-Blue pBADtorAGFPSsrA.

Nachfolgend wurde die RNA mittels Elektroblotting auf eine Nylonmembran transferiert.
Nach dem Blotten und der Fixierung auf der Membran war die RNA noch immer mit dem in-
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terkalierende Ethidiumbromid assoziert, wie ein photographisches Bild der trockenen Mem-
bran unter UV-Exposition beweist (Abbildung 70). Deutlich sind die 16S- und 23S-Banden
der ribosomalen RNA erkennbar. Somit konnte der erfolgreiche Transfer auf die Membran
direkt iiberpriift werden. Durch eine UV-Exposition des Geles nach dem Blotvorgang konnte
keine Fluoreszenz mehr detektiert werden, weshalb von einem quantitativen Transfer auszu-
gehen ist. Der bei 120°C getrocknete Blot wurde anschlieffend nach einstiindiger Inkubation
in Préhybridisierungslosung tiber Nacht bei 68°C mit 10 ml GFP-RNA-Sonde (50 ng/ml)
hybridisiert. Die weitere Behandlung entsprach dem im Anhang wiedergegebenen Protokoll.
Nach ca. fiinfminutiger Inkubation des Blots in NBT /BCIP-Losung konnten intensive Ban-
den beobachtet werden, und die Reaktion wurde durch Schwenken des Blots in destilliertem
Wasser beendet. Abbildung 70 zeigt eine Photographie des Blots und einen Vergleich mit
der UV-exponierten Membran nach der Fixierung der RNA.

Bp M 123456738 M 12345678

Abb. 70: Nothern Blot-Analyse der GFP-Expression. Links ist der mit einer gfp-spezifischen
DIG-Sonde hybridisierte Northern Blot zu sehen, wéahrend rechts ein Scan der gebackenen
Membran (unter UV-Exposition) nach dem Blotvorgang gezeigt ist.

Wie aus der Abbildung 70 ersichtlich, ist bei der Probe vor der Induktion keine Bande
zu sehen, es wurden daher keine oder nur geringe Mengen an GFP-mRNA gebildet. Dies
stimmt sehr gut mit der beschriebenen, sehr geringen basalen Transkription der strom-
abwirts des Arabinosepromoters lokalisierten Gene iiberein (Guzman et al. (1995)). Die
Spuren 3-6 zeigen deutlich eine einzelne Bande im Bereich um 700 bp. Densitometrisch wa-
ren keine Unterschiede in den Bandenintensititen zu messen. Bei der RNA, welche aus der
Probe 180 Minuten nach Induktion gewonnen wurde, konnte keine Sondenhybridisierung
detektiert werden (Abbildung 70 Spur 7). Das Fehlen von GFP-mRNA 180 Minuten nach
Induktion kann durch die metabolischen Degradation der L-Arabinose durch die Zellen er-
klart werden. Der Induktor mufs zwischen 120 und 180 Minuten nach Induktion vollstédndig
metabolisiert sein. Dieser Befund koinzidiert sehr gut mit den Ergebnissen der low-density
Microarrays, welche fiir viele nach der Induktion regulierte Gene ab diesem Zeitpunkt ein
Zusammenbrechen der Regulation detektierten.

4.7.15 Zusammenfassung

Vorangehend wurde die erfolgreiche Etablierung eines GFP-basierten Sekretionsreportersys-
tems zur Evaluierung der Tat-spezifischen Sekretion ins Periplasma gezeigt. Mittels dieses
Systems kann durch Messung der Gesamtzellfluoreszenz auf die periplasmatisch lokalisierte
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GFP-Menge geschlossen werden. Zur ndheren Charakterisierung des Systems wurden wei-
tere, auf der GFP-Variante basierende, Plasmide konstruiert. Die erfolgreiche Sezernierung
des GFP-Konstruktes ins Periplasma wurde mittels durchflufzytometrischer Analyse sowie
einer Zellfraktionierung mit nachfolgender SDS-Page-Analyse verifiziert. Eine Kultivierung
des Reporterstamms im Bioreaktor lieferte das Probenmaterial fiir eine transkriptionelle
Analyse mittels sekretionsspezifischer low-density Microarrays. Es konnte dabei die diffe-
rentielle Expression verschiedener Chaperone, Komponenten der Translokase und von Ge-
nen, die in der Aufrechterhaltung der Triebkraft der Translokation fungieren, festgestellt
werden. Die Daten wurden mittels quantitativer real-time PCR verifiziert. Zusétzlich wurde
die Anwendung von Northern Blots fiir Genexpressionsanalysen anhand der Analyse der
GFP-Expression gezeigt.

4.8 Etablierung verschiedener arabinoseinduzierbarer RFP E. coli Stam-
me

Das Emissionsspektrum von GFP interferiert signifikant mit denen verschiedener Metabo-
litprodukte (z.B. Flavine). Eine Online-Analyse der GFP-Fluoreszenz im Bioreaktor ist aus
diesem Grund nur schwer realisierbar. Im roten Spektralbereich liegen die Verhéltnisse weit
glinstiger, es existieren signifikant weniger interferierende Substanzen und somit sollte ei-
ne Quantifizierung online mdoglich sein. Am Institut fiir Technische Chemie steht hierfiir
das 2D-Fluoreszenzspektrometer Bioview zur Verfiigung. Motiviert durch diese Applikation
wurde die Etablierung eines rot-fluoreszierenden Protein (RFP)-Reportersystems fiir Gene-
expressionsstudien angestrebt. RFP eignet sich zudem in idealer Weise fiir duale Versuche
mit GFP (Hakkila et al. (2003), Bevis et al. (2002)). So liefse sich damit z.B. simultan die
Sekretion zweier Substrate erfassen oder die Sekretion iiber zwei Sekretionspfade miteinan-
der vergleichen (z.B im Rahmen einer kompetitiven Situation). RFP wurde in der Koralle
Discosoma entdeckt und zeigt eine orange-rote Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum
von 583 nm. In Abbildung 71 ist die photographische Aufnahme der Zelllysate dreier selbst
generierter RFP-Stdmme zur Verdeutlichung gezeigt.

Unter dem Namen DsRed1 ist das codierende Plasmid kommerziell erhéltlich. Die opti-
male Anregungswellenldnge fiir das von DsRed1 codierte RFP liegt bei 558 nm, jedoch ist
auch eine Anregung bei 488 nm mittels Standard-Lasern méglich. Besonders fiir die Laser-
basierte konfokale Fluoreszenzmikroskopie und durchflusscytometrische Analysen ist diese
Tatsache von Bedeutung (Bevis et al. (2003)). Das RFP liegt in Form eines Tetramers vor,
jedes Monomer ist dabei strukturell GFP sehr dhnlich. Bei der Reifung entwickelt DsRed
daher zuerst eine schwache griinliche Fluoreszenz, erst eine sekundéren Oxidationsreaktion
generiert das rote Chromophor. Die spektrale Verschiebung im Vergleich zu GFP in den
langerwelligen Bereich entsteht durch ein ausgedehnteres konjugiertes II-Elektronensystem.
RFP zeigt eine hohe Quantenausbeute und ist photostabil. Neben diesen vielversprechenden
Eigenschaften weist RFP allerdings einige Nachteile fiir die Verwendung als Fluoreszenzre-
porter auf. Neben der bereits erwdhnten initialen griinen Fluoreszenz, (welche bei simultanen
Analysen mit GFP interferiert), zeigt das Tetramer eine hohe Tendenz zur Bildung hoherer
Aggregate. Die Tetramerisierung kann zudem bei Fusionen an andere Proteine deren Funk-
tion und Lokalisierung in der Zelle storen. Die gréfiten Nachteile bei der Verwendung von
Wildtyp-RFP zeigen sich jedoch durch die langsame Reifung des Chromophors bei Raum-
temperatur mit Halbswertszeiten, die mehr als 24 Stunden betragen. Motiviert durch dieses
Faktum wurde mittels einer Kombination aus random und site-directed mutagenesis eine
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Abb. 71: Zelllysat dreier induzierter, RFP-codierender Stamme. Von links nach rechts: TOP10
pBADtorARFPSsrA, TOP10 pBADtorARFPHIS, TOP10 pBADtorARFP. Sehr deutlich ist die
intensive rote Fluoreszenz des RFPExpress-Derivat auszumachen.

schnell reifende Variante erzeugt. Diese weist eine signifikant reduzierte Emission im griinen
Spektralbereich und eine drastisch verminderte Tendenz zur Selbstassoziation auf. Dieses
RFP-Derivat ist unter dem Namen DsRedExpress kommerziell (Clontech) erhéltlich und
dient als Grundlage der vorgestellten Versuche (Bevis et al. (2003)).

Fiir die Konstruktion der RFP-Plasmide wurde eine vollig analoge Vorgehensweise zu
den GFP-Klonierungen gewéhlt (Abschnitt 4.8.2). Ziel war die Konstruktion des Sekreti-
onsplasmids pBADtorARFPSsrA zur Analyse der Tat-spezifischen Sekretion ins Periplasma.
Durch die SsrA-Fusion sollte, wie beim GFP-Konstrukt (Abschnitt 4.8.1) angemerkt, nur
periplasmatisch lokalisiertes RFP ein Fluoreszenzsignal generieren. Zur ndheren Charakte-
risierung des Systems wurden weitere RFP-codierende Plasmide kloniert. Eine Ubersicht ist
in Abbildung 72 gegeben.

Die mittels Pfu-Polymerase generierten Inserts wurden blunt-end in den Klonierungs-
vektor pGEM5Zf(+) subkloniert. Uber die in die Vektorsequenz eingefiigten Restriktions-
schnittstellen wurden die Inserts ausgeschnitten, aus dem Gel aufgereinigt und im molaren
Verhéltnis von 3:1 (Insert: Vektor) tiber kohésive Enden in den analog prozessierten Zielvek-
tor pBAD33 kloniert. Nachdem die entsprechenden RFP-codierenden Plasmide konstruiert
waren, wurden diese in XL1-Blue Zellen transformiert und die jeweiligen Stémme im Schiit-
telkolben kultiviert. Durch Supplementierung von L-Arabinose wurde die RFP-Expression
induziert. Erstaunlicherweise erfolgte keine Bildung eines roten Fluorophors, wie sie zuvor
durch Klonierung der RFP-Konstrukte in pGEMb5Zf(+) auf der Agarplatte schon beobach-
tet wurde. Da XL1-Blue nur sehr geringe Mengen rekombinantes Protein zu exprimieren
vermag und RFP mit 126 kDa ein sehr grofes Protein darstellt, wurden mit KRX (Prome-
ga) und TOP10 (Invitrogen GmbH) zwei andere kommerzielle Expressionsstdmme fiir diesen
Zweck evaluiert. Zusétzlich wurde vermutet, dass die schnelle Metabolisierung des Induktors
L-Arabinose dazu fiihrte, dass nicht geniigend RFP gebildet wurde. Die Verwendung von
KRX-Zellen erwies sich nicht als zielfiihrend, wohingegegen E. coli TOP10 funktionales RFP
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Abb. 72: Verschiedene RFP-Konstrukte zur ndheren Charakterisierung und Verifizierung des
etablierten Sekretionsrepotersystemes.

zu exprimieren vermochte. Ein Photo der induzierten Schiittelkolbenkultivierungen von drei
verschiedenen RFP-Stdmmen ist in Abbildung 73 gezeigt. Deutlich ist die rote Fluoreszenz
des RFPs visuell zu erfassen.

Der TOP10-Stamm besitzt den Genotyp araD139A (ara-leu)7697, was eine Deletion im
araD-Gen bezeichnet. Daher vermag dieser Stamm keine Arabinose zu metabolisieren. Es
kann aus diesem Grund vermutet werden, dass die Expression signifikanter RFP-Mengen
mehr Zeit beansprucht als dies fiir GFP der Fall ist. Bei einem Stamm ohne defizienten
Arabinosemetabolismus ist zu diesem Zeitpunkt schon eine zu grofse Menge des Induk-
tors metabolisiert. Untermauert wird diese These durch die Bildung roter Kolonien auf der
Agarplatte von RFP-Konstrukten, welche in pGEM5Zf(-+) kloniert und in XL1-Blue-Zellen
transformiert wurden. Das lacZ-Fragment, in welches RFP kloniert wurde (MCS), steht un-
ter Kontrolle eines konstitutiven Promoters, so dass RFP gebildet werden kann. Die Griinde
fiir die gescheiterte RFP-Expression in XL1-Blue liegen daher ausschlieflich am schnellen
Abklingen der Induktion und nicht an den Expressionseigenschaften des Stammes. Somit
erfolgte die Transformation der verschiedenen RFP-Plasmide in E. coli TOP10. Transfor-
mierte Zellen, welche die Plasmide pBADtorARFPSsrA, pBADtorARFPHIS und pBADt-
orARFP enthielten, wurden im Schiittelkolben kultiviert und nach Erreichen einer OD600
von 0,8 mit 0,2 Prozent L-Arabinose induziert. Nach ca. 2 Stunden war bei den Stdmmen
welche die Plasmide pBADtorARFPHIS und pBADtorARFP enthielten eine intensive Rot-
farbung der Kultur zu erkennen. Bei dem Stamm mit dem Plasmid pBADtorARFPSsrA
erfolgte eine visualisierbare Rotfarbung erst ca. 6 Stunden nach Induktion. Die Betrachtung
unter dem Fluoreszenzmikroskop bestétigte das optische Bild. Exemplarisch ist die Aufnah-
me eines induzierten Stammes mit dem Plasmid pBADtorARFP in Abbildung 74 gezeigt.
Als Vergleich fungierte eine uninduzierte Probe des gleichen Stammes, welche keine rote
Fluoreszenz zeigte.
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Abb. 73: Photographie der induzierten Schiittelkolbenkultivierungen verschiedener RFP-
Stamme in LB-Medium. Von links nach rechts: TOP10 pBADtorARFP, TOP10 pBADtorARF-
PHIS, TOP10 pBADtorARFPSsrA. Zum Vergleich ist ganz rechts ein uninduzierter TOP 10
pBADRFP-Stamm zu sehen.

Zusétzlich wurden Proben von drei RFP exprimierenden Sekretionsstammen (pBADto-
rARFP, pBADtorARFPHIS und pBADtorARFPSsrA) einer durchfluffzytometrischen Ana-
lyse unterzogen. Der Zeitpunkt der Probennahme erfogte 6 Stunden nach Induktion, um die
rote Fluoreszenz auch bei dem Stamm TOP10 pBADtorARFPSsrA zu detektieren.

Abb. 74: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer induzierten Kultur des Stammes TOP10
pBADtorARFPSsrA. Deutlich ist die intensive rote Fluoreszenz sichtbar.

Wie in Abbildung 75 gezeigt, weisen alle Stdmme nach Induktion mit L-Arabinose eine
deutliche Fluoreszenz im roten Spektralbereich auf. Der Mittelwert der Fluoreszenzintensitét
ist dabei fiir die Stdmme TOP10 pBADtorARFPHIS und TOP10 pBADtorARFP nahezu
gleich; letzterer weist eine unwesentlich hohere Fluoreszenintensitédt auf. Darin konnte sich
ein potenzieller Einflufs des Hexahistidin-tags wiederspiegeln. Im Wesentlichen scheint dieser
aber vernachléssigbar. Der Stamm mit dem Plasmid pBADtorARFPSsrA zeigt im Vergleich
mit der uninduzierten Referenz eine deutliche Fluorezenz, allerdings ist diese signifikant ge-
ringer als bei den anderen beiden fluoreszierenden Stammen. Hierin spiegelt sich der Einflufl
des Degradations-tags wieder.

Es muss im Folgenden evaluiert werden, ob die rote Fluoreszenz von cytoplasmatisch
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Abb. 75: Durchflufzytometrische Analyse dreier RFP-codierender Stdmme. Zum Vergleich ist
(schwarz hinterlegt) eine uninduzierte Vergleichsprobe gezeigt. Deutlich ist die Verschiebung
der Histogramme zu hoheren Fluorezenzintensititen im roten Spektralbereich zu sehen.

lokalisiertem RFP herriihrt, welches durch Uberlastung des Proteasesystems entsteht oder
tatséchlich von ins Periplasma sezernierten RFP-Konstrukt. Da der Induktor L-Arabinose
im Topl0-Stamm nicht metabolisiert wird, kann nicht mehr davon ausgegangen werden,
dass die gewéhlte Induktionsstiarke das Proteasesystem nicht tiberlastet, wie dies im XL1-
Blue Stamm fiir das GFP-Konstrukt (Abschnitt 4.8.1) der Fall ist. Die erst nach deutlich
langerer Dauer nach Induktion auftretende rote Fluoreszenz von pBADtorARFPSsrA kann
sowohl von einem Einfluft des SsrA-tags auf die Reifung des RFPs herriihren als auch durch
eine sukzessive Akkumulierung von cytoplasmatischen RFP entstehen; bedingt durch ei-
ne Uberlastung des Proteasesystems. Die Kombination aus der langen Zeitperiode bis ei-
ne Rotfluoreszenz detektierbar war und die nicht mehr erfiillte Grundvorraussetzung der
Nicht-Uberlastung des Clp-Proteasesystems lassen den Stamm TOP10 pBADtorARFPSs-
rA als Sekretionsreporter ungeeignet erscheinen. Zudem konnte keine signifikante Sekretion
des RFPExpress ins Periplasma nachgewiesen werden. Ein Grund dafiir kann allerdings
auch der verwendete TOP10 Stamm sein. Sommer et al.(2008) konnten bei den Versuch
diesen Stamm als Trager verschiedener Sekretionsplasmide zu etablieren ebenfalls keine Se-
kretion realisieren. In anderen Stdmmen (DHb5a, Ara 1655) waren die plasmid-codierten
Sekretionsreporter jedoch funktional. RFP weist mit 126 kDa Molekulargewicht zudem eine
grenzwertige Grofe fiir die Translokation mittels des Tat-Pfades auf. Das Molekulargewicht
des grofsten bisher nach dem Tat-Mechanismus sekretierten Proteins betrug 142 kDa (Briiser
et al. (2007)).

Es konnte gezeigt werden, dass die bei der GFPmut2 Variante erfolgreiche Klonierungs-
strategie (Abschnitt 4.8) auch im Falle des RFP-Derivats zum Erfolg fithrte. Aufgrund der
spektralen Eigenschaften und der Moglichkeit, duale Versuche mit GFP durchzufiihren, er-
scheint die Evaluierung weiterer Stamme fiir eine erfolgreiche Sekretion von RFPExpress
duferst lohnend. Eine zielfithrende Méglichkeit kénnte sich in dem Screening verschiedener
anderer RFP-Varianten fiir die gewiinschte Applikation ergeben. Besonders die Verwendung

135



4.9 Optimierungsansétze fiir Microarray-Applikationen

einer monomeren und damit sterisch weniger anspruchsvollen RFP-Variante, wie sie Campell
et. al (2002) entwickelten, scheint im diesem Kontext sehr erfolgsversprechend.

4.9 Optimierungsansitze fiir Microarray-Applikationen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der Genexpressionsanalyse {iber Microarrays
nicht nur eingesetzt, sodern auch selbst optimiert. Zu diesem Zweck wurde ein neues, in-
novatives Detektionssystem fiir Microarray-Applikationen mittels Quantum Dots etabliert
und die Moglichkeit einer chipbasierten absoluten Quantifizierung geschaffen.

4.10 Quantum Dots

Mit der Terminologie Quantum Dots werden Nanopartikel bezeichnet, welche als Fluorpho-
re Verwendung finden und einen dreischichtigen Aufbau aufweisen. Der Kern besteht aus
einem kristallinen Atomcluster eines halbleitenden Materials, welches von einem weiteren
Halbleiter umhiillt ist. Als dritte Schicht ist diese Anordnung von einem funktionalisierten
Polymer umschlossen, welches zur Kopplung der Quantum Dots an Biomolekiile verwendet
werden kann (Biju et al. (2008)). Durch verschiedenartige Funktionalisierungen der Dots
wurden Anwendungen zum Nachweis von Immunokomplexen oder Nukleinsdurehybridisie-
rungen realisiert. Ebenso erfolgreich wurden Quantum Dots als Reporter fiir biokatalytische
Transformationen eingesetzt. Quantum Dots weisen einige herausragende optische Eigen-
schaften auf, welche sie fiir eine Anwendung als Reporterfluorophore in Microarray Appli-
kationen pradestiniert erscheinen lassen. Neben sehr hohen Quantenausbeuten und Fluores-
zenzintensitiaten, die von keinem konventionellen Fluorophor erreicht werden, lasst sich die
Wellenlédnge des Emissionsmaximums der Quantum Dots mittels einer Grofenvariation der
Partikel in einem weitem Bereich mafschneidern. Die Wellenldnge des Emissionsmaximums
nimmt mit wachsender Grofe der Partikel zu. Dabei kann die Exzitation iiber einen wei-
ten Wellenldngenbereich erfolgen, die Extinktionskoeffizienten verhalten sich reziprok zur
anregenden Wellenldnge. Eine besonders starke Anregung der Quantum Dots lasst sich des-
halb im kurzwelligen Bereich des Spektrums realisieren. Im Gegensatz zu konventionellen
Fluorphoren existiert ein sehr grofser Stokescher Shift. Dieses Faktum ist besonders fiir die
Reduzierung des Hintergrundsignales von Bedeutung, da die grofse Wellenldngendifferenz
zwischen Anregungs- und Emissionswellenlénge eine Verwendung von Detektionsfiltern er-
laubt, welche die Wellenldngenbereiche der Hintergrundfluoreszenz fast vollig ausschliefsen.
Die Bedeutung der Reduktion des Hintergrundsignales zur signifikanten Erhéhung des dy-
namischen Bereichs der Analysenmethode wurde bereits im theoretischen Teil der Arbeit
(Abschnitt 3.3.6) erlautert. Das breite Anregungsspektrum der Quantum Dots, welches sich
iiber einen enormen Wellenldngenbereich erstreckt, weist auch einen signifikanten Vorteil
fiir Multiplexing-Versuche auf. Unterschiedliche Proben, welche mit verschiedenen Quantum
Dots markiert wurden, konnen simultan mit einer Wellenléinge und damit nur einem Laser
angeregt und analysiert werden. Dies senkt den apparativen Aufwand und stellt eine Zeitre-
duktion des Scanvorganges dar. Die Emissionsspektren der Quantum Dots sind zudem, im
Gegensatz zum Exzitationsspektrum, eng und symmetrisch iiber einen kleinen Wellenlan-
genbereich verteilt, so dass ein Multiplering mit mehreren Markierungen méglich ist sofern
entsprechende Emissionsfilter vorhanden sind. Zudem weisen Quantum Dots nahezu kein
Photobleaching auf. Bis dato stehen diese vielversprechenden Fluorophore allerdings erst
mit wenigen Modifizierungen zur Verfiigung, so dass die mangelnde Biokompatibilitdt den
bislang limitierende Faktor fiir vielfdltige Applikationsmdglichkeiten darstellt.
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Die Anwendbarkeit von Quantum Dots als Reporterfluorophore fiir Microarray-Analysen
sollte im Rahmen dieser Arbeit evaluiert werden und ein Protokoll zur routineméfsigen Ap-
plikation der Dots etabliert werden. Es existieren bereits kommerziell erhéltliche, an Strep-
tavidin gekoppelte Quantum Dot-Partikel (Q-Dots, Invitrogen). Aufgrund der auferordent-
lich starken Streptavidin-Biotin Wechselwirkung und der Existenz von Biotin-markiertem
dCTP zur Inkorporation in die cDNA wurde die Verwendung dieses Konjugates favori-
siert. Zudem existierte bereits ein grofles know-how hinsichtlich der Generierung und dem
Nachweis von Biotin-markierter cDNA, da diese im routineméfig durchgefithrten TSA-
Signalamplifikationskit Anwendung findet. Die verwendeten Streptavidin-funktionalisierten
Quantum Dots bestehen aus einem kristallinen Kern aus Cadmiumselenid, welcher von einer
Hiille aus Zinksulfid umgeben ist. Uber eine Polymerbeschichtung ist jeder Partikel von ca.
5-10 Streptavidinmolekiilen umgeben, welche direkt iiber eine Esterbriicke an die Polymer-
beschichtung gebunden sind. Fiir die Etablierung eines Protokolls wurde ein Streptavidin-
konjugierter Quantum Dot mit einem Emissionsmaximum von 605 nm verwendet. Dieser
lasst sich mittels des im konfokalen Laserscanner implementierten Cy3-Lasers anregen und
ebenso mittels des Filtersets fiir das Cy3-Fluorophor detektieren.

Abb. 76: Scan eines sekretionsspezifischen DNA-Microarrays welcher mit biotin-
funktionalisierter cDNA aus 100 pg Gesamt-RNA hybridisiert wurde. Der Nachweis erfolgte
iiber Streptavidin funktionalisierte Quantum Dots.

In einem ersten Versuch wurde evaluiert, welches die optimale RNA-Menge fiir ein Quan-
tum Dot Experiment mit dem gewéhlten System darstellt. Fiir die Generierung Biotin-
markierter cDNA existierte bereits ein etabliertes Protokoll. Allerdings musste eine Mo-
difikation desselben erfolgen, da sich dieses System eines Signalamplifikationsschrittes be-
dient. Somit war zu erwarten, dass signifikant gréfere RNA-Mengen fiir ein Microarray-
Experiment benotigt wurden. Fiir die meisten Microarray-Applikationen, welche auf der
Verwendung von Gesamt-RNA basieren und keine Amplifikation des Signales oder der in-
itialen RNA-Menge durchfithren, werden 25-100 pug Gesamt-RNA eingesetzt (Schena et al.
(1995)). Um diesen Bereich zu erfassen, wurden initiale RNA-Mengen von 10, 50 und 100
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ug als Ausgangsmaterial fiir die cDNA-Synthese evaluiert. Da die Quantum Dot Partikel
sehr hohe Extinktionskoeffizienten und Quantenausbeuten aufweisen, wurde mit 10 pg auch
eine RNA-Menge unterhalb dieses Bereiches evaluiert. Die Gesamt-RNA fiir dieses Expe-
rimente stammt aus einer Probe einer reproduzierbaren Bioreaktorkultivierung des E. coli
Stammes MG1655 pBADtorAmalE, welche in der mittleren exponentiellen Wachstumspha-
se entnommen wurde. Die RNA wurde mittels des RNA Isolierungskits der Firma Analytik
Jena aufgereinigt und anschliefend einem 30 miniitigen DNAse I-Verdau unterzogen, um
noch vorhandene DNA-Kontaminationen zu eliminieren. Nachfolgend wurde das RNA-Isolat
mit einer Phenol-Chloroform Extraktion gereinigt, gefillt und mit 75 prozentigem Ethanol
gewaschen. Das erhaltene RNA-Pellet wurde in nukleasefreiem Wasser resuspendiert und
photometrisch Konzentration und Reinheit bestimmt.

Nach der Verifikation der molekularen Integritdt durch gelelektrophoretische Analyse
erfolgte die Verwendung der RNA fiir die Quantum Dot Experimente. Das Protokoll zur
Generierung biotin-markierter cDNA kann dem Anhang entnommen werden (A.1.6). Ein
ungefahres Dotierungsverhéaltnis von Biotin-dCTP zu unmarkierten dCTP wurde aus den
etablierten Protokollen fiir die direkte Markierung von cDNA mittels Cyanin-modifizierten
dCTP adaptiert. Es wurde davon ausgegangen, dass der sterische Anspruch des Biotin-
Molekiiles in etwa dem des Cyanin-Farbstoffes entspricht und somit eine cDNA-Synthese in
ghnlichen Inkorporationsfrequenzen resultiert.

Die ¢cDNA wurde in Hybridisierungspuffer resuspendiert und auf sekretionsspezifische
low-density Microarrays iiber Nacht appliziert. Die Hybridisierungsparameter entsprachen
denen konventioneller Microarrayexperimente. Nach dem Waschen und der Blockierung der
Chipoberfliche mit TNB-G Puffer wurde die Quantum Dot-Losung fiir drei Stunden auf dem
Chip inkubiert. Der letzte Waschschritt vor der Applikation der Quantum Dot-Lésung er-
folgte entgegen dem TSA-Protokoll (A.1.5) mit PBS-Puffer, um die Bindungsparameter fiir
die Streptavidin Quantum Dot Konjugate zu optimieren. Nach drei weiteren Waschschritten
wurden die Chips getrocknet und gescannt. Der Scan eines generierten Microarrays ist in
Abbildung 76 gezeigt.
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Abb. 77: Unterschiedliche initiale RNA-Mengen wurden fiir die Synthese Biotin-markierter
cDNA eingesetzt und diese mittels Streptavidin-funktionalisierten Quantum Dots in einer se-
kretionsspezifischen low-density Microarray-Applikation nachgewiesen. Dargestellt ist das re-
sultierende SNR von sieben reprasentativen Genen des low-density Microarrays.
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Wie aus der Abbildung 76 ersichtlich ist, wurden intensive Signale erhalten, die sich
durch Verwendung entsprechend hoher Scanparameter in die Sattigung bringen liefsen (wei-
e Spots in der Abbildung). Ein erster Blick auf den Chip zeigt ein regelméfiges Spotmuster
der Replikate, was auf eine homogene Hybridisierung und hohe Reproduzierbarkeit der Ana-
lyse hindeutet. Eine ndhere Analyse erfolgte mittels der quantifizierten Daten des Scans. Die
Priméranalyse des Scans erfolgte analog zu der von anderen Microarray-Applikationen (siehe
Kapitel 4.2). Aus den ermittelten Daten wurde das SNR als Giitekriterium des Experimentes
bestimmt. Ein hohes SNR ist fiir die Sensitivitdt und den dynamischen Bereich der Analyse
von entscheidender Bedeutung. Es flieffen nicht nur die hintergrundbereinigten Signalin-
tensitdten mit in den Wert ein, sondern auch die Standardabweichund des Hintergundes.
Dieser Parameter ist ein Maf fiir die Homogenitét und Signalstéarke des Hintergrundes und
gibt wichtige Hinweise auf die Qualitit des Microarray-Experimentes (Stekel D.: Microarray
Bioinformatics (2004)).

Sieben Gene wurden stichprobenartig aus der Gesamtheit der 109 auf dem sekretionss-
pezifischen low-density Chip repréasentierten Gene ausgewahlt. Die jeweiligen resultierenden
SNRs fiir die drei verschiedenen initialen Ausgangsmengen an RNA sind in Abbildung 77 in
einem Vergleich fiir jedes Gen gezeigt. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass eine initiale
RNA-Menge von 100 ug konsistent fiir jedes Gen die grofsten Werte des SNR, generiert. Die
SNR-Werte, die aus der Verwendung von 50 pg RNA resultieren, liegen wiederum deutlich
iiber denen von 10 pug RNA als Ausgangsmaterial. Fiir einige Gene wie pldA und slp fallt
das SNR bei der Verwendung von 10 pug RNA unter die Detektionsgrenze (SNR = 3). Daher
konnte fiir diese Gene kein Wert angegeben werden. Die SNR-Werte fiir 100 ug RNA liegen
im Bereich derer von konventionellen Microarrays, die auf der Verwendung von Cyanin-
Farbstoffen als Reporterfluorophor beruhen (Schadt et al. (2000)). Aus den Daten geht
eindeutig hervor, dass die Verwendung von 100 ug Gesamt-RNA im evaluierten Bereich
die optimalen SNR-Werte generiert. Die Verwendung gréferer RNA-Mengen zur ¢cDNA-
Synthese ist aufgrund der Limitierung des Probenmaterials und der sinkenden Effizienz der
RT-Reaktion bei groferen RNA-Mengen nicht anzustreben.
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Abb. 78: Die resultierenden SNRs von fiinf repriasentativen Genen auf dem sekretionsspezifi-
schen low-density Microarray fiir den Nachweis Biotin-markierter cDNA mittels Streptavidin-
funktionalisierter Quantum Dots in drei verschiedenen Dotierungsverhéltnissen.
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In einem nachfolgenden Versuch wurden drei verschiedene Dotierungsverhéltnisse von
Biotin-dCTP zu dCTP evaluiert, um eine Optimierung der Markierungsdichte der cDNA
mit Biotin zu erreichen. Ein zu groftes Dotierungsverhéltnis kann zu Quenching-Effekten
zwischen den gebundenen Quantum Dot Partikeln fiihren, wohingegen eine zu geringe Do-
tierung der cDNA mit Biotin-dCTP zu schwache Signal generiert. Zur exakten Evaluierung
des optimalen Dotierungsverhaltnisses wurden drei identische Transkriptionsansitzen zur
Generierung der cDNA 1, 3 und 5 pl Biotin-dCTP (25 nmol/ul) zugesetzt. Die daraus re-
sultierende cDNA wurde aufgereinigt und auf sekretionsspezifische low-density Microarrays
hybridisiert. Nach dem Waschen wurde die Microarrays mit gleichen Konzentrationen an
Streptavidin gebundenen Quantum Dot-Partikeln inkubiert und nach weiteren Waschschrit-
ten getrocknet und gescannt. Aus der Priméranalyse der Daten wurden die SNR-Werte der
einzelnen Gene, die auf dem Microarray reprisentiert sind, erhalten und fiir die drei verschie-
denen Dotierungsverhéltnisse der cDNA miteinander verglichen. Um eine in Bezug auf die
Fragestellung aussagekraftige Auswahl an Genen zu treffen, wurden die fiinf Gene gewahlt,
welche das hochste SNR auf dem Chip mit dem niedrigsten Dotierungsverhéltnis Biotin-
dCTP zu dCTP aufwiesen. Dieser Chip generierte sehr niedrige SNR-Werte, die fiir viele
Gene unterhalb der Detektionsgrenze lagen. Um einen représentativen Vergleich durchzu-
fithren, wurden daher die signifikantesten Spots dieses Chips als Auswahlkriterium gewéhlt.
Es handelte sich dabei um die Gene dnaB, GroES, Spa-Z-Doméne, LacZ und kilColE1.
Analog wurde das SNR. dieser Gene aus der Datenanalyse der beiden weiteren Microarrays
ermittelt. Die Graphik 78 zeigt den Vergleich der SNR-Werte fiir die drei verschiedenen
Chips, welche unterschiedliche Dotierungsverhéaltnisse repréasentieren.
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Abb. 79: Vergleich zweier Microarray-Experimente, welche mit Cy3- und Quantum Dot-
markierter cDNA durchgefiihrt wurden. Die resultierenden SNRs von sieben représentativen
Genen auf dem sekretionsspezifischen low-density Microarray sind in der Graphik nebeneinan-
dergestellt.

Mit steigendem Dotierungsverhéltnis von Biotin-dCTP steigen die generierten SNR-
Werte fiir fast alle Gene konsistent an. Lediglich flir das Gen GroES wird bei dem mitt-
leren Dotierungsverhéltnis das grofste SNR beobachtet. Aufgrund der relativ grofsen Stan-
dardabweichung des SNR zwischen den einzelnen Genreplikaten und den marginalen SNR-
Unterschied zwischen dem grofsten und mittleren Dotierungsverhéltnis bleibt die allgemei-
ne Tendenz jedoch bestehen. Aus 6konomischen Griinden wurde auf die Evaluierung noch
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héherer Dotierungsverhéltnisse verzichtet, zumal zu grofe Inkorporationsfrequenzen zu ste-
rischen Behinderungen der Streptavidin-Bindung an Biotin und zu potenziellen Quenching-
Effekten fiithren. Aus den ermittelten Daten wurde ein Dotierungsverhéltnis von 2,32: 1
(dCTP: Biotin-11-dCTP) als optimal fiir die Detektion Biotin-markierter cDNA mittels
Streptavidin funktionalisierter Quantum Dots erachtet.

In der Abbildung 79 ist der Vergleich der resultierenden SNRs eines konventionellen Cy3-
markiertem und einem nach dem etablierten Quantum Dot Protokoll prozessierten Chip
fiir sechs verschiedene Gene gezeigt. Beide Chips wurden mit ¢cDNA hybridisiert, welche
sich aus der gleichen Menge RNA sowie der gleichen RNA-Probe herleitete. Wie aus der
Abbildung ersichtlich, ist das SNR iiber alle evaluierten Gene vergleichbar. Gleiches gilt fiir
die Standardabweichungen der Genreplikate.

Um einen ersten Schritt in Richtung moglicher Multiplexing-Versuche zu unternehmen,
wurde ein zweiter Streptavidin-funktionalisierter Quantum Dot Partikel mit einer Emissi-
onswellenldnge von 655 nm auf seine Verwendbarkeit fiir Microarray-Applikationen getestet.
Wie aus den evaluierten SNR-Werten von sechs verschiedenen Genen ersichtlich (Abbildung
80), eignen sich auch diese Quantum Dots hervorragend als Detektionssystem fiir Microar-
rays. Die SNR-Werte liegen noch héher als dies fiir die Quantum Dot Partikel mit einer
Emissionswellenlédnge von 605 nm der Fall war.

0 Q-dot 605
B Q-dot 655

dnaB GroES tatB pldA slp secY dnak

Abb. 80: Die resultierenden SNRs von sieben reprisentativen Genen auf den sekretionsspe-
zifischen low-density Microarray fiir den Nachweis Biotin-markierter cDNA mit Streptavidin-
funktionalisierten Quantum Dot Partikeln Q-Dot 655.

Es konnte durch die beschriebenen Versuche belegt werden, dass sich Streptavidin-
funktionalsierte Quantum Dots als Reporterfluorophore fiir Microarray-Applikationen her-
vorragend eignen. Das Konstatierte gilt um so mehr, da die Exzitation und Detektion der
Quantum Dots aufgrund der fehlenden Instrumentarisierung unter suboptimalen Bedingun-
gen erfolgte. Die Anregung der Dots erfolgte mit einem konventionellen Cy3-Laser, der
eine Emissionswellenldnge von 532 nm aufweist. Da die Extinktionskoeffizienten im kiir-
zerwelligen Bereich des Spektrums um mehrere Gréfenordnungen hoher liegen, sollte sich
die Signalintensitat der Quantum Dots drastisch erh6hen lassen. Zudem konnte mittels der
Anregungswellenldnge nicht der Vorteil eines grofsen Stokeschen Shifts zur Reduktion der
Autofluoreszenz des Hintergrundes evaluiert werden. Weiterhin erschwerend kommt hinzu,
dass der Detektionsfilter des Cy3-Kanals des Microarray Scanners eine Bandbreite von 550-
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590 nm aufweist. Das Emissionsmaximum des verwendeten Quantum Dots liegt jedoch bei
605 nm, so dass nur in der Flanke des Emissionspektrums des Dots gemessen wird. Dies fallt
um so mehr ins Gewicht, da die Quantum Dots sehr schmale und symmetrische Emissionss-
pektren aufweisen, als Folge davon wird nur ein Bruchteil der realen Fluoreszenzintensitit
detektiert. Aquivalentes gilt fiir die zweiten verwendeten Quantum Dot-Partikel mit einer
Emissionswellenldnge von 655 nm. Zieht man diese Fakten mit in Betracht, so erscheint
das generierte SNR, welches mit einem konventionellen Reporterfluorophor vergleichbar ist,
als sehr guter Wert. Dies zeigt das enorme Potenzial der Quantum Dots auf, sofern eine
entsprechende Instrumentarisierung auf dem Markt erhéltlich ist.

4.11 Etablierung eines Systems zur absoluten Quantifizierung von DNA-
Microarrays

Bis dato wird die DNA-Microarray-Technologie fast ausschlieflich zur relativen Datenena-
quisition zweier oder mehrerer zu vergleichender Zustande verwendet (Schena et al. (1995)).
Fiir die Applikation der differentiellen Genexpressionsanalyse wird z.B. das Transkriptions-
niveau eines Genes relativ zu einem Referenzzustand (z.B. Phénotyp negativ, Zeitpunkt vor
Exposition usw.) angegeben und kann nicht absolut, als Kopienzahl der mRNA, bestimmt
werden. Eine absolute Quantifizierung stellt aufgrund der hohen Variabilitdten der einzelnen
Prozessschritte eines Microarrayexperimentes nach wie vor eine aufserordentliche Herausfor-
derung dar und wurde als chipbasiertes System noch nicht gelést. Die zur Zeit genauesten
Quantifizierungsmethoden (Reassoziationskinetiken, Ribonukleaseprotektions-Assay, quan-
titative real-time PCR) detektieren die zu analysierende Nukleinséurespezies in homogener
Losung iiber die Hybridisierung mit einer sequenzspezifischen Sonde. Die Hybridisierung
eines Nukleinsdurezielmolekiiles mit einem immobilisierten Oligonukleotid an einer hetero-
genen Phasengrenzflache fest /fliissig unterscheidet sich signifikant von der Hybridisierung in
homogener Losung befindlicher, komplementirer Nukleinsduren. So exisitieren z.B. Studien,
welche belegen, dass das Transkriptionsniveau sehr hoch exprimierter und regulierter Gene
mittels chipbasierten Analysen nicht richtig erfasst wird. Die ermittelten Genexpressions-
quotienten sind niedriger als die Werte, welche z.B. mittels quantitativer real-time PCR
generiert werden (Pfaffl et al. (2007)). Hierin spiegelt sich das unterschiedliche Hybridi-
sierungsverhalten komplementarer Nukleinsduremolekiile in homogener Phase von dem an
einer heterogenen Phasengrenzfliche wieder. Eine mogliche Erkldrung liegt in einer schlech-
teren Zugénglichkeit der immobilisierten Sonde fiir das Target gegeniiber der in homogener
Losung erfolgender Reaktion sowie potenziellen Quenching-Effekten. Viele bereits gebun-
dene Targets bewirken so eine sterische und elektrostatische Abstofsung (negativ geladenes
Zuckerphosphat-Riickgrat) auf weitere in rdumlicher Ndhe befindliche, komplementére Ziel-
nukleinsduren. Als Folge dessen wird fiir hochexprimierte Targets eine niedrigere als die
real existierende Konzentration bestimmt. Dieses Phianomen wurde auch in der hier vorlie-
genden Studie anhand des Expressionsniveaus des plasmidcodierten GFP-Genes beobachtet
(Abschnitt 4.8.9).

Aufgrund des hohen Parallelisierungsgrades und der Flexibilitdt des Analysenformates
wére eine chipbasierte Quantifizierung eine dufterst wiinschenswerte Applikation, die zu einer
enormen 6konomischen Einsparung gegeniiber den aufwendigen transkriptionellen Quantifi-
zierungen iiber real-time PCR, oder Northern Blots fiihren wiirde. Kommerziell ist fiir diese
Zwecke ein System des Anbieters Stratagene erhéltlich, welches auf einer Quantifizierung
iiber fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide basiert. Diese Oligonukleotide sind komplemen-
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Tabelle 9: Ausgewahlte Gene bzw. Genabschnitte fiir die in vitro Transkription.

’ Genname H Amplifikatlinge (bp) ‘ Genabschnitt

glyA 961 284-1244
rpoA 473 452-924
dnaK 1720 157-1876
dnaA 1073 89-1161
yidC 1105 95-1199
B0421 663 208-870
tatD 561 10-570
lacA 481 7-487
lacY 786 23-808
ftsH 826 63-888
gfpmut2 719 1-719
rfpExpress 689 1-689

tar zu Kontroll-Oligonukleotiden auf dem Microarray und werden der Hybridisierungslésung
zugesetzt. Das Prinzip der Quantifizierung ist allerdings aus mehreren Griinden als kritisch
zu bewerten. Die groften Variabilitdten bei Microarray-Experimenten werden dem Schritt
der reversen Transkription zugeschrieben (Eickhoff et al. (1999)). Eine Quantifizierungsme-
thode sollte daher obligat diese Schwankungen zu erfassen vermogen. Dies heisst als Kon-
sequenz, dass ein Quantifizierungsstandard mdoglichst analog der mRNA behandelt werden
miisste und diese schwankungsintensiven Schritte simultan mit der zu analysierenden Probe
durchlduft. Zudem kann die Signalstérke und Inkorporationsfrequenz sehr stark von der Se-
quenz des jeweiligen Templates und der Lénge desselben abhéngen. Fiir zwei unterschiedlich
lange mRNAs gleicher Kopienzahl kann das resultierende Signal unterschiedlich ausfallen.
Deshalb ist eine Quantifizierung iiber einen oder wenige Standards als statistisch wenig si-
gnifikant zu bewerten. Aus den angefiithrten Griinden wurde ein System entwickelt, dass auf
der Verwendung von mehreren, artifiziell hergestellten RNA-Spezies basiert. Diese kénnen
dem Zellpellet vor der RNA-Isolation oder der isolierten RNA zugesetzt werden (spiken)
und durchlaufen so analog alle Schritte mit denen auch die RNA-Zielmolekiile behandelt
werden. Variabilitdten dieser Schritte konnen so durch das initiale spiken gleicher Mengen
an RNA fiir jede analysierte Probe durch Verédnderungen im Signalwert der Standards sofort
detektiert werden.

Die Darstellung der RNA-Spezies erfolgte dabei mittels der sehr effektiven in vitro Tran-
skription. Es wurden Gene bzw. Genabschnitte im Léngenbereich von 473 bis 1720 bp ge-
wahlt, um ein moglichst grofses Spektrum an Transkriptlangen zu realisieren und so der
durchschnittlichen Lénge und Verteilung von Transkriptlingen der mRNA natiirlicher Zel-
len moglichst nahe zu kommen. Die entsprechenden Genabschnitte wurden so gewahlt, dass
keine bei der Klonierung bzw. weiteren Prozessierung verwendeten Restriktionsschnittstellen
in der Zielsequenz lagen. Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die ausgewihlten Genabschnit-
te.
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Die entsprechenden Zielabschnitte wurden dazu aus Plasmid-DNA bzw. aus cDNA, die
sich von der Gesamt-RNA ableitet, mittels PCR hergestellt. Zur Evaluierung und Cha-
rakterisierung des Systems wurde ein spezifischer low-density Chip mit 13 verschiedenen
Oligonukleotiden in jeweils 19 Replikaten entworfen. Die Replikate verteilen sich auf ver-
schiedene Positionen der Chipoberfliache, so dass Positionseffekten Rechnung getragen wird.
Zudem ist der Genabschnitt der Serin-Hydroxymethyltransferase (GlyA) doppelt représen-
tiert, um einen moglichen Einfluff der Replikatanzahl auf die generierte Signalintensitit zu
evaluieren. Das in silico Design der 50-mer Oligonukleotide erfolgte geméf der Kriterien von
Kane et al. (2000). Ein C6-Spacer mit terminaler Aminomodifikation am 5°-Ende der Primer
fungierte zur Kopplung der Oligonukleotide mit der aldehydfunktionalisierten Glasoberfla-
che des Chips. Die Oligonukleotidsynthese erfolgte durch die Firma MWG. Fiir das Spotten
der Chips wurden die Oligonukleotide in nukleasefreiem Wasser gelost und auf eine Kon-
zentration von 100 pmol/ul eingestellt. Nachfolgend wurden diese in einer 96 Loch-Platte
1:1 mit Spotting Buffer verdiinnt und mittels des Affymetrix Arrayers 417 auf der Chipo-
berfliche deponiert. Die Nachbehandlung der fertig prozessierten Chips kann dem Anhang
entnommen werden (A.1.1). Grundsétzlich lassen sich in vitro RNA-Transkripte mittels Ma-
trizen aus linearisierter Plasmid-DNA oder PCR-Produkten herstellen, welche iiber einen
Promoter fiir eine phagenspezifische RNA-Polymerase (z.B. T7, SP6, T3) verfiigen.

SP6 Promoter T7 Promoter
y— Transkription mit RNA-Transkript
RNA-Polymerase
— PN =y T
Linearisierung e DNAsel

Abb. 81: Synthese von in vitro Transkripten. Der Transkriptionsvektor mit der Zielsequenz
und den phagenspezifischen Promoterregionen wird linearisiert. Mittels einer phagenspezifi-
schen RNA-Polymease wird die stromabwérts des Promoters befindliche Zielsequenz in RNA-
Transkripte umgeschrieben. Durch eine DN Ase I-Behandlung wird das DNA-Template entfernt.

Es existieren verschiedene Transkriptionsvektoren fiir diese Applikation, welche iiber ei-
ne Multi-Klonierungsstelle (MCS) stromabwérts eines solchen phagenspezifischen Promoters
verfligen. Stromabwérts der MCS ist zumeist ein Terminator fiir die jeweilige Polymerase
lokalisiert. Das zu transkribierende Insert wird in die MCS kloniert und kann nach Lineari-
sierung an einer Stelle stromabwiérts des 3‘-Endes seiner Sequenz in RNA konvertiert werden
(Melton et al. (1984)). Das Prinzip der in vitro Transkription zur Generierung einzelstran-
giger RNA-Transkripte ist in Abbildung 81 dargestellt.

Daneben besteht die Moglichkeit mittels PCR die phagenspezifischen Promotoren iiber
das 5‘-Ende der Primer in die Amplifikate zu inkorporieren und so lineare Templates fiir die
in vitro Transkription zu generieren (Logel et al. (1992), Bales et al. (1993)). Der experi-
mentelle Aufwand ist bei dieser Methode etwas geringer, allerdings generieren linearisierte
Plasmide signifikant grofere Mengen an RNA-Transkript als Templates, welche aus einer
PCR-Reaktion hervorgegangen sind. Zudem resultieren aus den langen 5-Uberhéingen der
Primer oftmals schwierige und suboptimale Amplifikationsbedingungen. Aus diesem Grunde
wurde fiir die Generierung der in vitro RNA-Transkripte die Klonierungsvariante gewahlt.
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Fiir die Klonierung der Zielsequenzen in den Transkriptionsvektor wurden drei verschie-
dene Strategien evaluiert, um so die effizienteste Moglichkeit fiir die simultane Generierung
vieler Transkriptionsvektoren zu bestimmen:

1. direktionale Klonierung
2. blunt-end-Klonierung

3. cut-ligation-Klonierung

Die Abbildung 82 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Strategien und die notwen-
digen Prozessschritte. Auf der linken Seite ist die Klonierungstrategie iiber kohésive Enden
aufgezeigt. Fiir diese direktionale Klonierung werden die benétigten Restriktionsschnitt-
stellen iiber das 5-Ende der PCR-Primer eingefiigt. Die PCR-Amplifikation erfolgt mittels
Taq-Polymerase, wohingegen fiir die Klonierungen der Strategien 2 und 3 Pfu-Polymerase
verwendet wird, um keinen unspezifischen Adenosin-Uberhang an den 3‘-Enden des Ampli-
fikats zu generieren. Zur Realisierung von Strategie 1 werden Vektor und die zu insertieren-
de, amplifizierte Sequenz mit den gleichen Restriktionsendonukleasen prozessiert (in diesem
Fall Sall und Ncol) und der Vektor durch alkalische Phosphatasebehandlung dephoshory-
liert. Nach einer Aufreinigung der gewiinschten Fragmente aus dem Gel werden diese mittels
T4-DNA-Ligase miteinander ligiert.

Fiir die Klonierung iiber glatte Enden wird der Klonierungsvektor mit einem Restrikti-
onsenzym geschnitten, welches keinen Uberhang eines Stranges erzeugt (im konkreten Fall
EcoRV), dephosphoryliert und mit der PCR~generierten Zielsequenz ligiert. Die cut-ligation
Methode, welche hier nicht gesondert dargestellt ist, fasst die Prozesschritte des Restrik-
tionsverdaus und der Ligation in einem Schritt zusammen. Zudem ist eine Dephosphory-
lierung des Vektors iiberfliissig. Der Vektor und die Zielsequenz werden durch Zugabe von
Ligase und einer blunt-end schneidenden Restriktionsendonuklease direkt in einem Schritt
miteinander ligiert.

Fiir die Linearisierung der Transkriptionsplasmide sollten Restriktionsschnittstellen ver-
wendet werden, welche einen 5-Uberhang generieren. Ein 3‘-Uberhang kann als Primer fiir
die RNA-Polymerase fungieren und so zu langen run-off Transkripten des falschen Stran-
ges fithren (Schenborn et al. (1985)). Da in langen Transkripten signifikante Mengen an
rNTPS inkorporiert werden, kann diese Reaktion, selbst wenn sie nur mit geringer Fre-
quenz erfolgt, eine drastische Reduzierung der Transkriptionseffizienz bedeuten. Aus dem
gleichen Grund sollten auch Restriktionsschnittstellen gewdhlt werden, welche von der ent-
sprechenden Restriktionsendonuklease vollstdndig prozessiert werden. Ein geringer Anteil an
nicht-linearisiertem Template fiihrt zu einer Transkription der gesamten Vektorsequenz und
so zu drastisch reduzierten Ausbeuten des gewiinschten Transkripts. Griinde dafiir liegen in
der erhdhten Transkriptionseffizienz ringférmiger Plasmid-DNA gegeniiber derer linearisier-
ten Plasmide. Fiir die Auswahl des Transkriptionsvektors muss daher bedacht werden, dass
sich stromaufwérts und stromabwérts einer blunt-end Restriktionsschnittstelle (zur Reali-
sierung der blunt-end und cut-ligation Strategien) eine Schnittstelle fiir eine Restriktions-
endonuklease befindet, welche einen 5-Uberhang generiert und eine méglichst vollstiandige
Linearisierung gewéhrleistet. Die Flankierung der blunt-end Schnittstelle ist notwendig, da-
mit eine Transkription beider Strénge realisiert werden kann (sowohl sense als anti-sense
Orientierung). Zusétzlich muss beachtet werden, dass die Restriktionschnittstellen nicht in
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Abb. 82: Zwei Klonierungsstrategien zur Generierung der in vitro Transkriptionsplasmide, auf
der linken Seite ist eine direktionale Klonierung iiber kohésive Enden gezeigt, wohingegen die
Strategie auf der rechten Seite auf einer blunt-end Klonierung basiert.

den Zielsequenzen, welche zur Transkription eingesetzt werden, enthalten sind. Des weiteren
diirfen in den Zielsequenzen keine Terminationscodons fiir die RNA-Polymerase existieren.

Ein Vektor, der diese Vorraussetzungen erfiillt, ist der Transkriptionsvektor pPGEM5ZF (-+),
welcher kommerziell von der Firma Promega vertrieben wird. In der Mitte der MCS loka-
lisiert befindet sich die blunt-end Restriktionsschnittstelle fiir EcoRV. Stromab und strom-
aufwéarts wird diese flankiert von den Schnittstellen Ndel, Ncol und Sall, welche einen 5‘-
Uberhang generieren, und von den Restriktionsendonukleasen vollsténdig prozessiert wer-
den. Auf Basis dieser theoretischen Uberlegungen erfolgte die Konstruktion der Transkrip-
tionsplasmide.

Die amplifizierten Sequenzen wurden in die MCS des Vektors pGEM5Z{(+) kloniert,
so dass sie von beiden Seiten vom SP6- bzw. T7-Promoter flankiert werden. Somit ldsst
sich sowohl die Synthese des sense- als auch des anti-sense-Stranges realisieren. Besonders
fiir die Nutzung des Systems fiir weitere Applikationen wie z.B. Northern Blots ist diese
Moglichkeit von besonderer Bedeutung. Aufgrund der Konversion der mRNA (sense) in
cDNA (anti-sense), wie sie fiir die meisten chipbasierten Systeme zur differentiellen Gen-
expressionanalyse verwendet wird, liegen die Oligonukleotide vieler kommerzieller Chips im
sense-Design und damit komplementér zur generierten cDNA vor (Frederiksen et al. (2003)).
Die fiir Northern Blots bendtigen RNA-Sonden miissen allerdings anti-sense Oriertierung
aufweisen, da sie fiir die direkte Detektion der sense-mRNA verwendet werden.

Die drei verschiedenen Klonierungsstrategien wurden anhand der Insertion eines Se-
quenzabschnittes aus dem tatD-Gen in den Transkriptionsvektor pGEM5Z{(+) hinsichtlich
ihre Effektivitéit getestet. Fiir die Klonierung iiber kohésive Enden wurden den 5‘-Enden der
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verwendeten Primer die Sequenzen fiir die Restriktionsschnittstellen Sall und Ncol angefiigt.
Zusétzlich wurden die Primer um weitere 10 bp am 5‘-Ende verlangert, um sicherzustellen,
dass die Schnittstellen von der entsprechenden Restriktionsendonuklease prozessiert wer-
den. Terminal lokalisierte Restriktionsschnittstellen werden haufig nicht oder nur mit stark
verringerter Effizienz geschnitten, da die Restriktionsendonuklease einen Uberhang zur Bin-
dung benétigt. Die generierten PCR-Amplifikate wurden mittels des PCR-Purification Kits
(Quiagen) aufgereinigt und fiir 3 Stunden wurde ein Restriktionsdoppelverdau mit Sall und
Ncol durchgefiihrt. Parallel dazu wurde der Klonierungsvektor einer identischen Behandlung
unterzogen, zuséitzlich wurden 0,01 Units Alkalische Phosphatase pro Pikomol terminaler
Phosphatgruppen zugesetzt. Die Restriktionsansédtze wurden nach der Hitzeinaktivierung
auf ein Agarosegel aufgetragen und die gewiinschten DNA-Fragmente mittels des Wizard
SV Gelisolationskits (Promega) aus dem Gel aufgereinigt. 112 ng Insert und 200 ng Vek-
tor, entsprechend einem molaren Verhéltnis von 3:1, wurden mittels T4-DNA-Ligase fiir 4
Stunden bei 16°C ligiert und der Ligationsansatz in chemisch kompetente XL1-Blue Zel-
len transformiert (Hitzeschock, 42°C). Fiir die beiden Strategien, welche auf einer blunt-end
Klonierung in den Zielvektors pGEMb5Zf(+) basieren, kann das PCR-Amplifikat nach der
Aufreinigung tiber das PCR-Purfikation Kit direkt fiir die Klonierung eingesetzt werden.
Fiir die Klonierungstrategie mittels konventioneller blunt-end Klonierung wird der Klonie-
rungsvektor mit EcoRV geschnitten und anschlieftend mit alkalischer Phosphatase fiir eine
Stunde bei 37°C behandelt. Dieser Prozessschritt ist obilgat durchzufiihren, da die Religa-
tionstendenz eines einfach geschnittenen Vektors sehr grof ist und die geringe Effizienz der
blunt-end Klonierung sonst kaum ausreichend ist, um eine hinreichend hohe Anzahl an In-
sertionsreaktionen zu ermoglichen. Zur Elimininerung der verwendeten Enzyme wurde der
Vektor vor der Ligation nochmals iiber das PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Liga-
tion mit dem mittels PCR, generierten Inserts erfolgte bei 4°C {iber Nacht und in einem
hoheren molaren Vektor-Insert Verhéltnis (5:1), um der geringeren Effizienz der Ligation
Rechnung zu tragen. Zudem wurden mit fiinf Units je Ligationsansatz die fiinffache der
iiblichen Menge an T4-DNA-Ligase pro Reaktionsansatz zugesetzt. Zur Realisierung der
cut-ligation Methode wurde das tatD-Insert in einem Massenverhéltnis von 2:1 (400 ng In-
sert mit 200 ng Vektor) mit dem Klonierungsvektor vermischt und neben T4-DNA-Ligase
ein Uberschuf an EcoRV (10 Units) zugesetzt. Diese Methode nutzt die Tasache, dass Re-
ligationen des Vektors die blunt-end Restriktionsschnittstelle rekonstituieren, nicht jedoch
die Ligation des Inserts. Durch den Uberschuk an appliziertem Restriktionsenzym werden
religierte Vektorsequenzen erneut prozessiert. Ausschlieflich die Ligation des Inserts in die
Vektorsequenz zerstort die blunt-end Schnittstelle und verhindert deren Prozessierung durch
die Restriktionsendonuklease. Die inhérent niedrige Effektivitdt der Ligation glatter Enden
wird so umgangen. Zuséatzlich zum Ligationsansatz appliziertes PEG 6000 dient durch sei-
ne hygroskopischen Eigenschaft dazu, die lokale Konzentration an Reaktanden zu erhhen.
Zudem wird bedingt durch die Erhéhung der Viskositat die Brownsche Molekularbewegung
erniedrigt, so dass der Anteil der reaktiven Stofe steigt. Eine Evaluierung ergab, dass sich
als Puffersystem fiir beide Enzyme der Tango-Universalpuffer (Fermentas) der Restriktions-
endonuklease eignet. Dieser generiert Bedingungen, unter denen auch die T4-DNA-Ligase
ohne Aktivitdtseinbufsen katalytisch aktiv ist; ein Zusatz von ATP muss in diesem Fall se-
parat erfolgen. Fiir die cut-ligation Methode wurde analog zur konventionellen blunt-end
Klonierung fiinf Units T4-DNA-Ligase pro Ligationsansatz verwendet. Der Ligationsansatz
wurde fiir drei Stunden bei Raumtemperatur gehalten und anschliefsend bei 4°C {iber Nacht
inkubiert.
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Tabelle 10: Evaluierung der drei Klonierungsstrategien zur Generierung eines tatD-
spezifischen Transkriptionsvektor hinsichtlich Anzahl und prozentualen Anteil an positiven
Kolonien sowie dem experimentellen Aufwand.

Klonierungsmethode | Kohisive Enden | blunt-end | cut-ligation
Positive Kolonien 54 (+/-)19 25 (+/-)7 | 183 (+/-) 52
Prozentualer Anteil 85 96 81
positiver Kolonien

Arbeitsaufwand hoch mittel gering

Fir alle drei verschiedenen Ligationsansétze erfolgte die Transformation in chemisch
kompetenten XL1-Blue Zellen mittels Hitzeschock bei 42°C. 150 pl der Transformations-
anséitze wurden auf ampicillinhaltigen Agarplatten iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Nachfolgend wurde die Anzahl der enstandenen Kolonien und der prozentuale An-
teil positiver Kolonien ermittelt. Positive Kolonien sind aufgrund des Blau-Weiss-Screenings
leicht anhand ihrer Farblosigkeit zu identifizieren. Der Versuch wurde als Triplikat wieder-
holt. Die positiven Kolonien wurden gepickt, iiber Nacht vermehrt und eine Kolonie-PCR
sowie nach Plasmidisolierung ein analytischer Restriktionsverdau zur Verifikation des Klo-
nierungerfolges unternommen.

Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse der Klonierung. Es sind die Anzahl der erhaltenen Ko-
lonien, der prozentuale Anteil an positiven Klonen und eine Bewertung hinsichtlich des
experimentellen Aufwandes angegeben. Jede Strategie kann zielfiihrend zur Generierung
der gewiinschten Transkriptionsplasmide verwendet werden. Allerdings unterscheiden sich
die Strategien signifikant hinsichtlich ihres Zeit- und Arbeitsaufwandes. Die cut-ligation Me-
thode generiert hohe prozentuale Anteile an positiven Klonen und beeinhaltet den Vorteil,
die Prozessschritte des Restriktionsverdaus und der Ligation in einem Schritt durchzufiihren.
Zudem muss so keine aufwendige Isolierung von Insert- und Vektor-DNA aus dem Agaro-
segel vorgenommen werden und die Behandlung des Vektors mit alkalischer Phosphatase
entféllt. Die Klonierung {iber kohésive Enden stellt in dieser Hinsicht den grofiten Arbeits-
aufwand dar, beeinhaltet aber den Vorteil einer direktionalen Klonierung. Durch das auf-
wendigere Primerdesign und schwierigere Amplifikationsbedingungen der PCR, wird dieser
Vorteil allerdings iiberkompensiert, zumal eine Verifikation des generierten Transkriptions-
vektors mittels Sequenzierung ohnehin obligat zu erfolgen hat. Die konventionelle blunt-end
Klonierung zeigt keine Vorteile gegeniiber der cut-ligation Methode, beeinhaltet aber einen
groferen experimentellen Aufwand. Gerade unter Beriicksichtigung der grofsen Anzahl an
benétigten Transkriptionsvektoren ist damit eindeutig die cut-ligation Methode zu favorisie-
ren. Mittels einer Eintopfreaktion lasst sich so mit hoher Effizienz eine blunt-end Klonierung
realisieren. Sdmtliche Transkriptionsplasmide wurden daher mittels dieser Strategie gene-
riert.

Zuerst wurden dazu die verschiedenen Zielsequenzen mittels Pfu-Polymerase in einer
PCR amplifiziert (Abbildung 83). Fiir die Auswahl der amplifizierten Genabschnitte war
entscheidend, dass innerhalb dieses Bereichs keine Schnittstellen fiir die zur Linearisierung
verwendendeten Restriktionsendonukleasen enthalten waren. Die Pfu-Polymerase weist eine
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Abb. 83: Inserts fiir die in vitro Transkription auf einem 1,5 prozentigem Agarosegel. Der Reihe
nach (Spuren 1-12) sind folgende PCR-generierten Inserts aufgetragen: ftsH, tatD, signalpep-
tidase 2, secD, rpoA, yidC, glyA, lacY, lacA, dnaK, dnaA und GFP. Fiir die Zuordnung der
Produktlingen wurde ein 1 kb Standard auf das Gel appliziert, die Spezifizierung der relevanten
Markerbanden kann dem Gelbild entnommen werden.

geringere Toleranz gegeniiber Abweichungen von der optimalen Annealing-Temperatur auf
als dies z.B. fiir die Tag-Polymerase der Fall ist (Sambrook: Molecular Cloning (2003)).
Deshalb wurde zuerst fiir alle verwendeten Primerpaare die Annealing-Temperatur opti-
miert. Die verwendeten Amplifikationsbedingungen sind dem Anhang (A.1.20) zu entneh-
men. Beispielhaft ist dieser Optimierungsschritt und das enge Temperaturoptimum fiir das
dnaK-Insert in Abbildung 84 gezeigt. Die so generierten Amplifikate wurden auf einem 1,5
prozentigen Agarosegel analysiert, Abbildung 83 zeigt das Ergebnis.

Die unterschiedlichen Produktléngen der Amplifikate sind deutlich zu erkennen, es han-
delt sich dabei um einzelne, diskrete Banden. Die Grofe der Amplifikatbanden stimmen mit
den erwarteten theoretischen Produktlangen iiberein. Deshalb kann von einer spezifischen
Amplifikation ausgegangen werden. Lediglich fiir das ldngste Produkt dnaK konnte kein
Amplifikat in der erwarteten Lénge erhalten werden. Deshalb wurde diese PCR mit einer
langeren Primerverldngerungsphase wiederholt. Erst eine Primer-Elongationsdauer von 4
Minuten je Zyklus fiihrte zu einem Amplifikat der gewiinschten Produktlange. Die Opti-
mierung der PCR hinsichtlich der Annealing-Temperatur fiir dnaK-spezifische Primer ist in
Abbildung 84 gezeigt.

Die Amplifikate wurden mittels des PCR Purification Kits aufgereinigt und mit 50 ulL
EB-Puffer von der Séule eluiert. Vor dem Waschschritt wurde der PB-Puffer fiir 5 Minuten
auf der Saule belassen. Dieser zusétzliche Inkubationsschritt dient dazu, verschieden Salze
von der Sdule zu waschen, welche mit der nachfolgenden, salzsensitiven blunt-end Klonie-
rung interferieren. Nach der Elution wurde spektrophotometrisch die Konzentration und
Reinheit der Amplifikate bestimmt. Die so préparierten Amplifikate wurden direkt in der
cut-ligation Reaktion verwendet. Der Ligationsansatz wurde fiir drei Stunden bei Raum-
temperatur und anschlieffend bei 4°C iiber Nacht inkubiert. 3 pL. Ligationsansatz wurden
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Abb. 84: Optimierung der Annealing-Temperatur fir die PCR zur Generierung des dnaK-
Inserts. Gezeigt ist ein 1,5 prozentiges Agarosegel mit den aufgetragenen Amplifikationsansét-
zen. Die jeweiligen Annealing-Temperaturen (in Grad Celsius) sind fiir jede Spur angegeben,
gleiches gilt fiir die Banden des 1 kb Standards.

in chemisch kompetente XL1-Blue Zellen mittels Hitzschock transformiert, auf Ampicillin-
haltigen Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Weis-
se Kolonien wurden gepickt und in LB-Medium vermehrt. Eine Verifikation der Klonierung
erfolgte iiber Kolonie-PCR und nach der Plasmidpréapation durch analytischen Restrikti-
onsverdau. Die gelelektrophoretische Analyse der generierten Transkriptionsplasmide und
deren Linearisierung ist in Abbildung 85 gezeigt.
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Abb. 85: Gelelektrophoretische Analyse der generierten Transkriptionsplasmide und deren
Linearisierung durch die Restriktionsendonuklease Sall auf einem 1,5 prozentigem Agarosegel.
Auf den Spuren 1-10 sind die durch Verdau mit Sall linearisierten Plasmide aufgetragen, als
Referenz ist auf Spur 11 der mit EcoRV linearisierte Klonierungsvektor pGEMb5Zf(+) gezeigt.
Von links (Spur 1) nach rechts (Spur 10) sind die linearisierten Plasmide mit den Inserts:
yidC, rpoA, glyA, secD, dnaA, dnaK, ftsH, lacY, sig2, tatD und lacA gezeigt. Die angegebene
Reihenfolge gilt auch fiir die Spuren 12-21, auf denen die jeweiligen Plasmidpraparationen
der generierten Transkriptionsplasmide aufgetragen sind. Spur 22 zeigt den Klonierungsvektor
pGEMS5ZE(+).

Wiederum fungiert der Klonierungsvektor (Spur 22) als Referenz. Die neu generierten
Plasmide unterscheiden sich deutlich in ihrer Groéfse von dem Ursprungsvektor, eine Verschie-
bung der Banden in den hohermolekularen Bereich ist auszumachen. Durch die Linearisie-
rung mit dem Restriktionsenzym Sall werden einzelne, diskrete DNA-Banden erhalten, die
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sich in ihrer Lénge von den verschieden Transkriptionsplasmiden signifikant unterscheiden
und eine grofere Lange aufweisen als der linearisierte Klonierungsvektor. Die Linearisierung
erfolgt quantitativ, wie aus der Existenz nur einer einzelnen Bande zu erkennen ist. Die
theoretische Grofenordnung und Verteilung der einzelnen Transkriptionsplasmide wird in
der Gelanalyse wiedergefunden. Eine Sequenzierung der Plasmidpréparationen bestéitigte
das positive Ergebnis der gelelektrophoretischen Analyse.

Da das Insert in zwei Orientierungen in den Vektor gelangen kann und diese Orientie-
rung fiir die nachfolgende Transkription des richtigen Stranges von essentieller Bedeutung
ist, wurden die positiven Plasmidpréaparationen sequenziert. Die Oligonukleotide auf dem
applikationsspezifischen low-density Chip wurden in sense-Orientierung designed, deswegen
erfolgte die Generierung der in vitro RNA-Transkripte ebenfalls in der sense-Orientierung,
um so beim Umschreiben in ¢cDNA eine komplementéire Zielsequenz zu den Chipoligonu-
kleotiden zu erhalten. War der sense-Strang des klonierten Inserts in der gleichen Orien-
tierung wie die Transkriptionsrichtung des T7-Promoters, so erfolgte die Linearisierung mit
Sall und T7 RNA-Polymerase wurde fiir die Transkription verwendet. Ein in der anderen
Orientierung kloniertes Insert wurde mittels SP6 RNA-Polymerase transkribiert, und die
vorhergehende Linearisierung erfolgte durch Inkubation mit Ncol (Abbildung 86).

Die Linearisierung der Templates erfolgte mit einer Unit Restriktionsendonuklease pro
g DNA fiir mindestens drei Stunden. Nachfolgend wurden die Restriktionsendonukleasen
durch 20 miniitige Inkubation bei 65°C hitzeinaktiviert. Eine vollstindige Prozessierung,
erkennbar an einer einzelnen diskreten Bande, wurde durch Auftragung des Restriktionsan-
satzes auf einem Agarosegel visualisiert. Mittels einer Phenol-Chloroform Extraktion wurden
die Restriktionsenzyme entfernt und Nuklease-freie Bedingungen fiir die in vitro Transkrip-
tion geschaffen. Bei den Plasmidpréiparationen zur Gewinnung der in vitro Transkriptions-
plasmide wird RNAse A zum Verdau der zelleigenen RNA verwendet. Diese muss obligat
und vollstdndig aus dem Transkriptionsansatz entfernt werden. Die so aufgereinigten, linea-
risierten Plasmide werden mit 5 M NaCl in eiskaltem Ethanol iiber Nacht quantitativ gefallt
und durch Zentrifugation pelletiert. Nach einem Waschritt mit 75 prozentigem Ethanol wur-
den die Plasmide bei 37°C getrocknet und in 20 puL. nukleasefreiem Waser gelost. Es wurde
photometrisch die Konzentration und Reinheit am Spektralphotometer Nanodrop ND 1000
bestimmt.

Ncol Sall Ncol
| I Sall
a) |17 > SP6 — ] »
—————— —
Ncol Sall Sall
| Ncol |
b) |17 4 SP6 —_— ‘ SP6
-——_—— e

Abb. 86: Synthese von sense-RNA aus den generierten Transkriptionsplasmiden. Anhéngig von
der 5°-3‘ Orientierung des sense Stranges des Inserts im Vektor, angegeben durch einen roten
Pfeil, erfolgt die Linearisierung mit Sall oder Ncol. Nachfolgend wird die in vitro Transkription
mit T7 oder SP6 RNA-Polymerase durchgefiihrt.

Die nachfolgende Transkription erfolgte mit 1 ug Plasmid als Matrize, das dazu verwen-

151



4.11 Etablierung eines Systems zur absoluten Quantifizierung von DNA-Microarrays

dete Transkriptionsprotokoll kann dem Anhang entnommen werden. Um die genaue Konzen-
tration der generierten RNA aus den Transkriptionsansitzen bestimmen zu kénnen, wurde
dieser nach erfolgter Reaktion einem 20 miniitigen DNAse I-Verdau unterzogen, mittels ei-
ner Phenol-Chloroform Extraktion aufgereinigt und mit 5 M NaCl in Ethanol geféllt. Durch
diese Prozessierung werden die Ribonukleotide und die DNAse I entfernt. Gleiches gilt auch
fiir das im Transkriptionspuffer enthaltene Spermidin, welches eine Visualisierung der RNA
auf dem Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen verhindert. Spermidin reagiert mit
dem Denaturierungsmittel Formaldehyd unter Bildung eines Polymeres, welches im Gel als
heller, hochmolekularer Schmier erscheint und in der Abbildung 87 wiedergegeben ist.

Die Elektrophorese der in wvitro hergestellten RNA sollte unter denaturierenden Bedin-
gungen stattfinden, da die RNA aufgrund ihrer Einzelstrangigkeit und der grofsen thermody-
namischen Stabilitdt der RNA-Duplexe in hoherem Mafe intramolekulare und intermoleku-
lare Sekundérstrukturen ausbildet. Das grofite Auflésungsvermdgen bietet dabei ein denatu-
rierendes Agarosegel, dem Formaldehyd sowohl im Gel als auch im Auftragspuffer zugegeben
wird. Hinreichend hohe Auflésungen werden jedoch auch durch Zugabe des Formaldehyds
zum Probenpuffer und eine 10 miniitige Inkubation bei 70°C erreicht. Abbildung 87 zeigt
auf den Spuren 1 und 2 eine mittels in vitro Transkription generierte RNA-Spezies, wel-
che sowohl mit denaturierenden (Spur 2) als auch mit nicht-denaturierenden Probenpuffer
(Spur 1) gelelektrophoretisch analysiert wurde. Es handelt sich dabei um den 663 bp langen
Sequenzabschnitt aus dem Gen der Signalpeptidase 2, welcher in den pGEM-Vektor kloniert
und anschliefend transkribiert wurde. Unter denaturierenden Bedingungen ist eine diskrete
Bande etwas unterhalb 700 bp zu sehen. Unter nicht-denaturierenden Bedingungen hingegen
sind mindestens vier verschiedene Banden zu erkennen, welche Hinweise auf die Anzahl und
Art der verschiedenen Sekundérstrukturen geben.

Abb. 87: Gelelektrophoretische Analyse des Transkriptionsansatzes einer glyA RNA-Spezies
(linke Spuren) vor und nach Entfernung des Spermidins auf einem 1,5 prozentigem Agarosegel.
Spermidin bildet mit dem im Denaturierungspuffer enthaltenen Formaldehyd ein hochmole-
kulares Polymer, welches als Schmier auf dem Gel erscheint. Die diskrete Bande wurde nach
Entfernung des Spermidins mittels Phenol-Chloroform-Extraktion erhalten. Auf der rechten
Seite ist eine in vitro RNA Spezies, welche spezifisch fiir einen 663 bp langen Sequenzabschnitt
aus dem Gen der Signalpetidase 2 ist, aufgetragen. Spur 1 zeigt die RNA ohne vorherige De-
naturierung, Spur 2 dieselbe unter denaturierenden Bedingungen mit Formaldehyd-Zusatz.
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Tabelle 11: ¢cDNA-Konzentrationen, Konzentrationen an inkorporiertem Cyaninb-Farbstoff
und sich daraus berechnende Inkorporationsfrequenzen fiir vier verschiedene in wvitro Tran-
skripte.

Transkript | RNA-Menge | cDNA-Konz. | FOI | Konz. Cy5
(1g) ng/ul pmol/ul
rpoA 18,58 58,42 16,97 3,44
lacA 19,94 81,97 12,39 3,59
yidC 18,71 62,89 16,83 3,71
glyA 22,04 53,43 16,37 3,07

Fiir die angegebene Sequenz lassen sich z.B. mittels des Programmes MFold die thermo-
dynamisch stabilsten Sekundérstrukturen berechnen. So léfit sich aus einem Vergleich der
Bandenintensitéten der einzelnen Spezies ermitteln, um welche es sich handeln kénnte. Zu
Bedenken ist hierbei allerdings, dass auch kinetische Parameter in die Bildung der verschie-
denen Sekundérstrukturen mit einfliefen. RNA-Banden, welche unterhalb der eigentlichen
Transkriptlinge erscheinen, sind sehr wahrscheinlich das Resultat intramolekularer Sekun-
dérstrukturen. Durch die etwas kompaktere Form migrieren diese schneller als das lineare
Template. Dahingegen sollten Banden die oberhalb der eigentliche Transkriptlange erschei-
nen das Resultat von intramolekularen Sekundérstrukturen (Oligomere) sein.

In einem ersten Testversuch wurden die vier unterschiedlichen Templates glyA, rpoA,
lacA und yidC in RNA umgeschrieben und aufgereinigt. Es wurden zwischen 18 und 22
ug RNA aus einem pg linearisiertem Template erhalten. Die in vitro Transkription verlduft
mit grofter Effektivitdt, und in vielen aufeinanderfolgenden Transkriptionsrunden entste-
hen aus einem Template-Molekiil mehrere RNA-Transkripte. Im konkreten Fall bedeutet
dies fiir das glyA-Template, dass aus einem Molekiil DNA-Template 181 in wvitro RNA-
Transkripte entstehen. Dadurch kann ein Eindruck hinsichtlich der Effektivitdt von phagen-
spezifischen Transkriptionssystemen gewonnen werden. 10 ug der RNA wurden nachfolgend
revers transkribiert und durch Dotierung mit Cy5-dCTP fluoreszenzmarkiert. Eine Adaption
des etablierten Microarray-Protokolls (A.1.4) fiir das direkte Labeling stellte eine maximale
Vergleichbarkeit mit einem realen Microarray-Experiment sicher. Fiir die Verwendung eines
RNA-Standard ist es zudem wiinschenswert, dass er simultan und unter gleichen Bedin-
gungen prozessiert wird wie die zu analysierende RNA-Probe. Auch die dem RT-Schritt
nachfolgenden Prozessschritte wurden vollig analog zu denen eines Microarray-Experiment
durchgefiihrt. Die generierten Konzentrationen an cDNA und Cy5-Farbstoff sind der Tabelle
11 zu entnehmen.

Die ¢cDNA-Konzentrationen schwanken von 58 ng/ul bis zu 82 ng/ul, wohingegen die
Farbstoffkonzentrationen einander sehr dhnlich sind (von 3,44 bis 3,71 pmol/ul). Aus den
Absoptionskoeffizienten bei 260 und 650 nm wurden die Inkorporationsfrequenzen der vier
verschieden cDNA-Spezies berechnet. Fiir die Spezies glyA, yidC und rpoA lagen die Werte
zwischen 16,37 und 16,97 sehr eng beieinander. Lediglich die Inkorporationsfrequenz des
lacA Transkriptes lag mit 12,39 etwas von diesen Werten entfernt. Fiir die Cy5-cDNA-
Synthese von Proben, welche sich aus der total-RNA einer Zelle ableiten, wurden sehr ahn-
liche Inkorporationsfrequenzen gefunden. Im Rahmen der Evaluierung von Variabilitdten
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von Chipexperimenten wurde in einem Parallelexperiment mit vier revers transkribierten
RNA-Ansétzen der gleichen biologischen Probe ein Mittelwert von 16,86 gefunden (Ab-
schnitt 4.1).

Um zu evaluieren, welche Auswirkungen die initial eingesetzte RNA-Menge auf die Ef-
fizienz der RT-Reaktion hat, und ob die Ergebnisse vergleichbar mit denen einer realen
RNA-Probe sind, wurden vier verschiedene Mengen RNA in ¢cDNA mittels des etablierten
Protokolls (A.1.4) konvertiert. Dabei wurde eine mittels in vitro Transkription generierte
RNA verwendet, welche fiir ein 663 bp langes Fragment aus dem Gen der Signalpeptida-
se 2 spezifisch ist. 10, 7, 3,5 und 1 pug RNA wurden in ¢cDNA umgeschrieben und diese
mittels Cy5-dCTP-Inbkorporation fluoreszenzmarkiert. Der beschriebene Versuch wurde in
einem Duplikat ausgefiihrt. Anschliefend wurde die cDNA- und die Farbstoffkonzentration
bestimmt, um so auf die Inkorporationsfrequenz und den prozentualen Anteil an umge-
schriebener RNA zu schliefen.
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Abb. 88: Inkorporationsfrequenzen von Cy5-dCTP (blaue Sdulen) und Reaktionseffizienzen
der cDNA-Synthese (violette Sdulen) verschiedener initialer RNA-Mengen.

Aus den Ergebnissen (Abbildung 88) ist ersichtlich, dass die Effizienz der RT-Reaktion
bei steigender RNA-Menge abnimmt. Diese erreicht ein Effizienzmaximum von 50 Prozent
bei einer initial vorliegenden RNA-Menge von 1 pg und nimmt auf 28 Prozent bei der
RT-Reaktion von 10 ug in vitro RNA ab. Fiir die Inkorporationsfrequenz der fluoreszenz-
markierten Oligonukleotide in die ¢cDNA ergibt sich aber ein gegenteiliger Verlauf. Diese
weist fiir das verwendete Protokoll ein Optimum von 14,2% bei 7 ug revers transkribierter
RNA auf. Eine moglichst hohe spezifische Fluoreszenz der cDNA-Probe ist fiir die Gene-
rierung einer hohen Sensitivitdt der Analyse der entscheidende Faktor. Nimmt man zudem
die Inkorporationsfrequenzen realer RNA-Proben als Vergleichsmafistab, so werden zumeist
Werte gefunden, die sich in einem sehr &hnlichen Bereich befinden. So betrdgt zum Beispiel
der Mittelwert der Inkorporationsfrequenz fiir Cy5-dCTP in einem Parallelexperiment zur
Evaluierung der Reproduzierbarkeit von Microarray-Experimenten 16,86 (Abschnitt 4.1). In
Koinzidenz wurde ein sehr dhnlicher Wert auch bei der RT-Reaktion von glyA, rpoA, lacA
und yidC gefunden. Zusammenfassend wird daher eine initiale RNA-Menge von ca. 7 ug als
Optimum fiir die Generierung von fluoreszenzmarkierter cONA aus in vitro Transkriptions-
ansitzen betrachtet.
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Die Anzahl der mRNA-Transkripte verschiedener Gene, welche in einer Zelle vorliegen,
unterscheidet sich stark voneinander. In E. coli liegen hiufige Transkripte mit ca. 10° Kopien
pro Zelle neben sehr selten Transkripten vor, die nur in wenigen Kopien pro Zelle existieren
(Southern et al. (1992)). Methoden zur Genexpressionsananalytik miissen diesen enormen
dynamischen Bereich von 4-5 Zehnerpotenzen zu erfassen vermoégen. Zur Evaluierung des
dynamischen Bereichs der hier prisentierten Quantifizierung wurde eine Verdiinnungreihe
einer fluoreszenzmarkierten cDNA-Spezies erstellt, welche spezifisch fiir einen 662 bp langen
Bereich des Genes der Signalpeptidase 2 ist. Die cDNA wurde in fiinf verschiedenen Ver-
diinnungen aus dem cDNA-Ansatz auf die Chipoberflache appliziert (1:10; 1:100; 1:1000;
1:10000 und 1:100000) und iiber Nacht hybridisiert. Die Hybridisierungsparameter entspra-
chen den Standardvorschriften fiir Microarray-Experimente (42°C, 650 rpm). Nach dem
Waschvorgang wurden die Chips mit verschiedenen PMT- und Lasereinstellungen gescannt.
In der nachfolgende Priméranalyse wurden die SNR-Werte der verschiedenen Verdiinnungen
bei gleichen Scanparametern ermittelt, um die Detektionsgrenze der Analyse zu erfassen.
Es wurde jeweils der Mittelwert aus allen 19 Replikaten des Chips gebildet und die Stan-
dardabweichung errechnet. Die Graphik zeigt das Ergebnis der Analyse. Die SNR-Werte
befinden sich auch bei einer Verdiinnung von 1:100000 bezogen auf den initial vorliegen-
den ¢cDNA-Ansatz mit 12,28 noch deutlich iiber der Detektionsgrenze, welche als 3 definiert
ist. Erwartungsgeméf steigt das SNR mit steigender cDNA-Konzentration an und erreicht
sein Maximum bei der groften cDNA-Konzentration mit 381,52. Abbildung 89 fasst die
Ergebnisse zusammen.
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Abb. 89: Das resultierende SNR fiir verschiedene Verdiinnungen einer fluoreszenzmarkierten
Signalpeptidase 2-cDNA. Die schwarze Linie stellt die Nachweisgrenze entsprechend eines SNR
von 3 dar.

Generell wird eine relativ grofe Standardabweichung fiir das SNR zwischen den verschie-
denen Genreplikaten beobachtet. Eine genauere Betrachtung der Daten der Priméranalyse
offenbart, dass diese von relativ groffen Schwankungen zwischen den Signalintensitéiten der
einzelnen Replikate verursacht wird. Hingegen sind die Signalintensitdten und die Standard-
abweichung des Hintergrundes sehr gering. Dies gibt Hinweise darauf, dass eine moglichst
hohe Anzahl an Genreplikaten fiir eine statistisch signifikante Analyse von Vorteil ist. Die
Griinde fiir die Variabilitaten zwischen den Genreplikaten kénnen in einer ungleichméssigen
Verteilung des Targets, aufgrund der diffusionskontrollierten und damit langsamen Hybri-
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disierung liegen. Eine bessere Reproduzierbarkeit kénnte auch durch die Verwendung einer
Hybridisierungsstation erzielt werden, wodurch eine konvektive Verteilung des Targets si-
cher gestellt wird. Initial ist die cDNA aus 5 pug RNA hervorgegangen. Dies entspricht fiir
die niedrigste nachgewiesene Konzentration des cDNA-Ansatzes einer Molekiilanzahl von
1,378-10%, die mindestens als Detektionsgrenze angegeben werden kann. Die RNA, welche
fiir ein Microarray-Experiment bendtigt wird, stammt aus ca. 10® Zellen (Schena et al.
(1995)). Selbst ein sehr seltenes Transkript, welches nur in einer Kopie pro Zelle vorkommt,
sollte somit detektierbar sein und liefse sich anhand des Standards quantifizieren. Der dyna-
mische Bereich der Methode umfasst eine Spanne von mindestens vier Magnituden und ist
damit sehr gut geeignet, um den gesamten Konzentrationbereichs der mRNA einer realen
Zelle zu detektieren.

Zur Evaluierung des linearen Bereichs der Analysenmethode wurden die Mediane der
hintergrundbereinigten Signalintensitdten aus allen Genreplikaten des Signalpeptidase 2-
Transkriptes fiir jeden Chip berechnet. Dazu fungierten Primédranalysedaten, welche aus
Scans generiert wurden, die fiir alle Chips die gleichen Parametereinstellungen aufwiesen.
Lediglich die Daten fiir die starkste Verdiinnung konnten so nicht berechnet werden, weil die
resultierende SNR unter der Nachweissgrenze lag. Das Resultat ist in Abbildung 90 gezeigt.
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Abb. 90: Auftragung der hintergrundbereinigten Signalwerte gegen die relative cDNA Kon-
zentration einer Verdiinnungsreihe der Signapeptidase 2-Spezies. Durch die Datenpunkte wurde
eine lineare Regressionsgrade gelegt, die Gradengleichung und der dazugehorige Korrelations-
koeffizient sind in der Abbildung angegeben.

Die resultierenden Signalintensitéten fiir die verschiedenen Verdiinnungen wurden gegen
die relative Konzentration der cDNA aufgetragen. Die hohe lineare Korrelation der Daten
ist aus dem Diagramm (Abbildung 90) ersichtlich und wird durch den fast idealen Korre-
lationskoeffizienten von 0,9992 bestétigt. Der lineare Bereich der Analysenmethode betragt
also mindestens drei Zehnerpotenzen und ist daher bestens geeignet fiir Applikationen im
Bereich der Genexpressionsanalyse.

Durch die Evaluierung des linearen Bereiches der Analysenmethode wurden die Vorraus-
setzungen fiir ein Multiplezing-Experiment geschaffen. Anhand eines Multiplexing-Versuches
wurde der Einflut verschiedener Transkriptlingen und der Anzahl der Cytosin-Positionen
(mogliche Orte fiir den Einbau der Cy-markierten dCTPs) in der cDNA evaluiert. Mittels
dieser Daten wurde die lineare Korrelation zwischen Signalintensitdt und Kopienzahl der
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4.11 Etablierung eines Systems zur absoluten Quantifizierung von DNA-Microarrays

initialen RNA fiir die einzelnen Spezies ermittelt. Aus dem Mittelwert soll eine Kalibrati-
onsgrade erstellt werden, anhand derer eine Spezies unbekannter Konzentration quantifiziert

werden kann.

lacY Iiﬂ_{l

1000

300

Abb. 91: Visualisierung von zehn verschiedenen in wvitro RNA-Transkripten auf einem 1,5
prozentigem Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen. Die Spezifizierung der RNA-
Transkripte kann der Abbildung entnommen werden.

Dazu wurden jeweils 7 pg von zehn verschiedenen RNA-Spezies (Abbildung 91) revers
transkribiert, Cy5-fluoreszenzmarkiert und der generierte cDNA-Ansatz in vier verschiede-
nen Verdiinngen (1:10) auf die spezifischen low-density Chips appliziert. Das Experiment
erfolgte in zwei Wiederholungen, so dass drei identische Versuchsreihen zur Datenanalyse
zur Verfiigung standen. Die Absorptionsspektren der fluoreszenzmarkierten cDNAs sind in

Abbildung 92 gezeigt.

—+—Gly ACy5

—=—Lac A Cy5
Lac Y Cy5
DnaA Cy5

—=— DnaK Cy5

—e— RpoA Cy5
—+—Tat D Cy5
—=— FtsH Cy5

= X —— SecD Cy5
S ‘ GFP Cy5
o P RFP Cy5

520 670 )T

Wellenldnge [nm]

Absorption

Abb. 92: Absorptionsspektren von zehn verschiedenen, Cy5-markierten cDNA-Spezies. Die
c¢DNA- und Cy5-Konzentrationen sowie die sich daraus berechnenden Inkorporationsfrequenzen

sind in der folgenden Tabelle 12 angegeben.

Die fluoreszenzmarkierte cDNA wurde jeweils spektrophotometrisch analysiert und die
Inkorporationsfrequenz berechnet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 12 gezeigt. Die In-
korporationsfrequenzen der meisten Transkripte liegen im Bereich zwischen 7 und 9. Rfp
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4.11 Etablierung eines Systems zur absoluten Quantifizierung von DNA-Microarrays

Tabelle 12: cDNA- und Farbstoffkonzentrationen sowie die sich daraus ergebenden Inkorpo-
rationsfrequenzen fiir einen Multiplexing-Ansatz mit zehn verschiedenen RNA-Spezies.

] | A260 | A650 | FOI |
glyA Cy5 [ 0,193 | 0,024 [ 4,55
lacA Cy5 [ 0,157 | 0,029 [ 6,48
lacY Cy5 [ 0,255 | 0,055 | 7,57
dnaA Cy5 [| 0,159 | 0,044 [ 9,71
dnaK Cy5 || 0,282 | 0,074 | 9,71
rpoA Cy5 [| 0,150 | 0,036 | 8,42
tatD Cy5 || 0,221 | 0,059 | 9,37
ftsH Cy5 || 0,203 | 0,046 | 7,95
secD Cyb 0,227 | 0,049 | 7,58
gfp Cy5 | 0,244 | 0,040 | 5,75
rfp Cyb 0,247 | 0,093 | 13,22

reprasentiert mit 13,22 einen Ausreifer zu hoheren Werten, wohingegen das Gegenteilige fiir
glyA mit einer Inkorporationsfrequenz von 4,55 gilt.

Die Daten der Priméranalyse wurden einer linearen Regression unterzogen, normalisiert
und der Mittelwert der hintergrundbereinigten Signalintensitdt aus allen Replikaten und
den drei Versuchsreihen gebildet. Die erhaltenen, normalisierten Signalwerte der einzelnen
Gene wurden anschlieffend durch die Anzahl der Cytosin-Positionen in der cDNA-Sequenz
dividiert um eine maximale Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Spezies zu erhalten.
Das detektierte Fluoreszenzsignal resultiert aus dem Einbau fluoreszenzmarkierter dCTPs in
die cDNA-Kette. Die Gesamtanzahl an Cytosin-Positionen in dem Molekiil in Kombination
mit der Inkorporationsfrequenz bestimmt daher die Anzahl inkorporierter Reportergruppen
in der cDNA. Eine grofse Anzahl an Cytosin-Positionen innerhalb der cDNA generiert daher
ein starkeres Fluoreszenzsignal als dies fiir eine cDNA gleicher Lénge mit einem geringeren
C-Gehalt der Fall ist.

In der Abbildung 93 ist die Auftragung dieser Signalwerte gegen die Anzahl der RNA-
Molekiile aufgetragen, die in diesem Volumen reprasentiert sind. In dem betrachteten Kon-
zentrationsbereich weisen die Signalwerte der einzelnen Spezies eine sehr hohe lineare Kor-
relation zur Kopienanzahl der RNA auf; dies belegt der hohe Korrelationskoeffizient der
Regressionsgraden von 0,985. Auffillig ist, dass fiir die kleinsten Transkriptlangen (RpoA
und LacA) die groften Abweichungen von der Regressionsgraden gefunden werden. Diese
beobachtete Langenabhingigkeit der Signalwerte kann durch den Prozessschritt der rever-
sen Transkription erklart werden. Die Effizienz der reversen Transkriptase ist u.a. abhéngig
von der Lange der RNA-Matrize. Langere Matrizen fithren wahrscheinlicher zu einem vor-
zeitigen Kettenabbruch oder Fehlern in der Sequenz, was die Effizienz der Reaktion senkt.
Gleiche Anzahlen an initialen RNA-Molekiilen generieren daher fiir ldngere Transkripte eine
geringere Anzahl an korrekt revers transkribierter RNA-Molekiilen, entsprechend geringer
fallt der Signalwert aus. Begilinstigt wird dies durch die Tatsache, dass es sich bei Reversen
Transkriptasen um Enzyme handelt, welche eine hohe Fehlerquote aufweisen, was sich z.B.
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4.11 Etablierung eines Systems zur absoluten Quantifizierung von DNA-Microarrays

auch in hohen Mutagenitétsraten von Retroviren dufiert.

Aufgrund eines dhnlichen ldngenabhéngigen Effektes werden fiir die quantitative real-
time PCR-Analysen Primer gewihlt, welche sehr kurze Amplifikate generieren (Pfaffl et al.
(2001), Wilhelm et al. (2003)). Fiir die Darstellung fluoreszenzmarkierter cDNA liegen die
Verhéltnisse allerdings anders. Es ldsst sich die Transkriptlange nicht beliebig senken, da die
Inkorporationsfrequenz zu gering ist, um eine geniigende Anzahl Reporterfluorophore in die
c¢DNA sehr kurzer Transkripte zu inkorporieren. Fiir eine sehr genaue quantitative Analyse
der Genexpression sollte daher die Transkriptlinge mit in Betracht gezogen werden und die
Quantifizierung tiber mehrere Standards erfolgen, die eine &hnliche Linge wie der Analyt
aufweisen. Durch die Verwendung von Standards mit einem breitem Spektrum verschiedener
Langen koénnen allerdings die meisten mRNA-Transkripte einer realen Probe hinreichend
genau erfasst werden.

< 6.00
5 y = 8E-12x K
= 200 R? = 0.9849 .
N 4.00
< L)
g 3.00 . AT
T 1.00
& 0.00
(/)] R
0 2E+11  4E+11  BE+11  8E+11
Kopienzahl RNA

Abb. 93: Regressionsgrade zur Bestimmung der RNA-Kopien aus dem normalisierten Signal-
wert.

Anhand der generierten Kalibrationsgraden ist es moglich, die Kopienzahl eines Tran-
skripts aus dem normierten Signalwert der Microarray-Analyse zu berechnen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Inkorporationsfrequenzen denen von RNA-Proben natiirlichen Ur-
sprungs entsprachen und der erforderliche dynamische Bereich fiir Genexpressionsanalysen
vollstédndig durch die hier etablierte Quantifizierungsmethode abgedeckt wird. Die Detekti-
onsgrenze von weniger als 10% Spezies RNA belegt die hohe Sensitivitit der Analysenme-
thode. Verglichen mit anderen Methoden wie z.B. dem Ribonuklease-Protektionsassay oder
der quantitativen real-time PCR sind diese allerdings noch sensitiver. Es lasst sich aber er-
warten, dass die Sensitivitat zukiinftig durch neuartige Reporterfluorophore (z.B. Quantum
Dots), effektivere Reverse Transkriptasen und verbesserte Chipoberflachen noch wesentlich
zu steigern ist. Besonders Quantum Dots zeigen aufgrund der signifikant reduzierten Hinter-
grundfluoreszenz und hohen Extinktionskoeffizienten grofses Potenzial fiir diese Applikation.
Zudem wurde im Rahmen dieser Studie keine gesonderte Optimierung der Chipoberfliche
vorgenommen. Zusatzlich lasst sich das etablierte Quantifizierungsprinzip auch auf Signal-
amplifikationssysteme iibertragen (Dendrimer-basiert, TSA) und so sollten sich deutlich
hohere Sensitivitdten realisieren lassen. Die Quantifizierungsstandards kénnen zudem dazu
verwendet werden, Schwankungen in den Prozessschritten eines Microarrayexperimentes zu
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detektieren und bilden eine weitere Moglichkeit fiir Normalisierungs-Applikationen. Beson-
ders fiir low-density Microarrays besitzt dieses Relevanz, da die konventionellen Normali-
sierungen auf Annahmen basieren die in einem low-density Experiment nicht gegeben sind.
Als Beispiel sei hier auf die Grundannahme der Nicht-Regulation der meisten auf dem Chip
reprasentierten Gene hingewiesen.

5 Zusammenfassung und Ausblick

Der universellen Verwendung von E. coli zur industriellen Produktion rekombinanter Pro-
teine steht die Tatsache entgegen, dass E. coli von Natur aus Proteine nur sehr limitiert se-
kretiert. Wahrend eine optimierte Sekretion Ausbeuten erh6hen und signifikante Vorteile im
downstream processing bieten konnte, ergaben sich bisherige Verbesserungen konzeptionell
unstrukturiert durch zuféllige Evaluationen. Im Rahmen dieser Arbeit soll zum ersten Mal
systematisch auf Transkriptomebene analysiert werden, welche regulatorischen Vorgénge
wéahrend der Sekretion rekombinanter Proteine ablaufen. Bei der extrazelluldren Proteinse-
kretion in gram-negativen Mikroorganismen handelt es sich um einen zweistufigen Prozess.
Die Nutzung des Sec- oder des Tat-Pathways dirigiert Proteine ins Periplasma. Das peri-
plasmatische Intermediat wird nachfolgend z.B. durch Coexpression sogenannter bacteriocin
release proteins ins Medium ausgeschleust.

Fiir die durchgefiihrten Analysen wurden daher modifizierte E. coli-Stdmme eingesetzt,
mit denen sich die einzelnen Phasen der Sekretion separat analysieren lassen. Zuséatzlich
erfolgte eine Diskriminierung zwischen der Sec- und Tat-spezifischen Sekretion. Die Abbil-
dung 94 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Sekretionsstimme, welche teils selbst
generiert und teils von der AG Fermentationstechnik der Universitét Bielefeld zur Verfiigung
gestellt wurden.

Sec-Pathway Tat-Pathway
AuBere Membran ﬁ
Peptidoglyka
Periplasma
Cy an |
Cytoplasma

Abb. 94: Proteinsekretions-Pathways in E. coli. Proteine mit einer N-terminalen Signalsequenz
(hier gezeigt fiir ein Substrat des Sec-Pathways) werden mittels des Sec- oder Tat-Pathways
durch die Cytoplasmamembran ins Periplasma translokiert. Dort wird die Signalsequenz abge-
spalten und das reife Protein entsteht. Mittels der transkriptionellen Analyse der Stamme XL1
pBADtorAGFPSsrA (Tat-Pathway) und Aral655 pBADphoAbla (Sec-Pathway) wird dieser
Schritt der zweistufigen Sekretion analysiert. Durch Coexpression von BRPs gelangen periplas-
matisch lokalisierte Proteine in den extrazelluliren Raum. Dieser Vorgang wird mittels der
transkriptionellen Analysen der Stdmme Aral655 pBADLppBRPphoAbla (Initial iiber Sec-
Pathway) und MG1655 pBADLppBRPtorAmalE (Initial iber Tat-Pathway) untersucht.
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Die Ergebnisse der so durchgefiihrten Genexpressionsanalysen wurden mit kommerziel-
len whole-genome Microarrays (alle E. coli-Gene enthalten) als auch mit selbst entwickelten
und hergestellten sekretionsspezifischen low-density Microarrays generiert. Diese Ergebnis-
se zeigen konsistent, dass die differentielle Genexpression der sekretionsspezifischen Gene
innerhalb weniger Minuten stattfindet. Die BRP-Expression fiihrt zu einer signifikanten
positiven Regulation vieler Membranstressgene und Operons (pspABCDE, rpoE, spy, lo-
1AB) sowie verschiedener Stressmarker (rpoH, soxS, lexA). Eine Initiation der zelluldren
SOS-Antwort konnte detektiert und die dadurch resultierende Regulationskasdade experi-
mentell beobachtet werden. Des weiteren wurde die differentielle Expression von Kompo-
nenten der Lipopolysaccharid- und Peptidoglykan-Biosynthese beobachtet. Bedingt durch
die Sec- und Tat-spezifische Sekretion trat die Regulation verschiedener Chaperon-Gene
(z.B. tkpA, dnaK, groES, groEL, torD), Komponenten der Translokase (z.B. tatAD, se-
c¢YEG) und von Genen, die in der Energiebereitstellung des Sekretionsprozesses fungieren
(z.B. nuo-Operon, atp-Operon), auf. Des weiteren wurden differentiell exprimierte Gene
identifiziert, die mechanistisch in den Sekretionsprozess involviert sind (z.B. imp, mltC-
DE, B1571, pldA, B0421) und zur Aufrechterhaltung der Membranintegrititen fungieren.
Die mittels Microarray-Analyse evaluierte Genexpressionsdaten wurden mittels quantitati-
ver real-time RT-PCR verifiziert und kénnen daher als signifikant angesehen werden. Um
Aussagen iiber das absolute Maf der Genexpression treffen zu kénnen wurde zusétzlich ein
System zur absoluten Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl etabliert, dessen dynamischer
Bereich mindestens 4 Grofenordnungen umfasst. Dariiber hinaus konnte durch die Verwen-
dung sogenannter Quantum Dots die Microarraytechnologie selbst weiterentwickelt werden.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit sollte es moglich sein zukiinftig die Proteinsekretion
in E. coli zu optimieren. Zur Etablierung von E. coli-Stdmmen mit einer erhohten Sekre-
tionseffizienz sollte sowohl eine Optimierung der BRP-Expression als auch der Sec- bzw.
Tat-spezifischen Sekretion erfolgen. Um die exprimierende Zelle besser vor der degradati-
ven Wirkung der BRP-Aktivitéat zu schiitzen ergeben sich nachfolgend angefiihrte Optimie-
rungsansétze, die aufgrund der positiven Regulation dieser Komponenten getroffen wurden.
Das Gencluster 10lAB codiert fiir die Komponenten, welche fiir die korrekte Translokati-
on der Lipoproteine der dufferen Membran verantwortlich sind und stellt somit ein hochst
interessantes Zieloperon dar. In Koinzidenz dazu koénnte eine Coexpression des Gens rpoE
erfolgen, welches fiir den Membranstress-Sigmafaktor der RNA-Polymerase codiert und die
vermehrte Transkription von Genen ermoglicht, die in der Aufrechterhaltung der Membran-
integritét fungieren. In diesem Kontext ist auch der Transkriptionsaktivator der allgemeinen
Stressantwort SoxS erwéhnenswert. De Lisa et al. (2004) konnten durch Coexpression von
pspA eine signifikante Sekretionserh6hung detektieren. Insofern stellt das Phagenschockope-
ron ebenfalls ein konkretes Coexpressionsziel dar. Weiterhin kénnte die membranschidigende
Wirkung der BRP-Expression durch Coexpression von LPS- und Peptidoglykankomponen-
ten gemildert werden. Als Beispiel hierfiir sei die Hauptkomponente Lpp der duferen Mem-
bran angefiihrt. Zur Erhohung der Sec- und Tat-spezifischen Sekretion sind, basierend auf
den experimentellen Daten, vornehmlich (1) Komponenten der Translokase, (2) Chaperone,
(3) Stressgene zur Wahrung der Membranintegritdt und (4) Gene, die fiir die Triebkraft
der Translokation essentiell sind, zu nennen. Die Coexpression von Chaperonen hat sich
in vielen Fillen (Perez-Rodriguez et al. (2007), Li et al. (2003)) als erfolgreich erwiesen.
Durch die schnelle Saturierung der Translokase, besonders im Falle des Tat-Pathways (De
Lisa et al. (2003)), wird die Sekretionskapazitét limitiert. Insofern konnten verschiedene
Forschergruppen (Barett et al. (2003), Pugsley et al. (1993)) zeigen, dass die Coexpression
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von Translokase-Komponenten zu einer Steigerung der Sekretion fithrt. Allerdings lésst sich
eine Coexpression von Translokase-Komponenten nicht ad absurdum durchfiihren. Bedingt
durch die vermehrte Membranpassage der Sekretionssubstrate tritt ein transmembraner
Protonenflufs ins Cytoplasma auf, welcher die Triebfeder der Sekretion, den Protonengra-
dienten, reduziert. In diesem Kontext hat sich die Coexpression von Genen als erfolgreich
erwiesen, deren Produkte die Membranintegritat erhohen (De Lisa et al.(2004)). In besonde-
rem Mafse hat sich die Coexpression von pspA als dufserst erfolgreich erwiesen. Briiser et al.
(2007) postulierten eine mechanistische Erklarung fiir die pspA-vermittelten Schutzwirkung.
Durch die Ausbildung einer netzartigen Struktur, die sich {iber die beim Sekretionsvorgang
gebildetet Offnungen in der Cytoplasmamembran legt, wird eine Zelllyse und ein vermehrter
Transmembran-Protonenfluss vermieden. Genprodukte, welche die Membranintegritéit erho-
hen, reduzieren somit nicht nur die BRP-induzierten Wirkungen, sondern fungieren auch zur
Aufrechterhaltung der Triebkraft des Translokationsprozesses. Somit stellt die Coexpression
von Genprodukten wie PspA in zweifacher Hinsicht einen erfolgsversprechende Optimie-
rungsansatz dar. Das nuo-Operon (Protonenpumpe gemiss Stolpe et al. (2004)) und das
atp-Operon sind ebenfalls Kandidatengene um die Triebkraft der Sekretion zu erhéhen.

Zusammenfassend sollte eine Coexpression dieser angefiihrten Gene bzw. Kombinatio-
nen aus ihnen zu einer signifikanten Erhéhung der Menge an sekretiertem rekombinanten
Protein fiihren. Neben Coexpression und knock-out-Strategien sei auch auf die Moglich-
keit einer genetischen Modifikation der Translokasekomponenten-erfolgreich bei den prl-
Mutatenstdmmen (Manting et al. (2000))-sowie der verwendeten BRPs (van der Waal et al.
(1995)) hingewiesen. Weiterhin iiben auch die Kultivierungsparameter und Medienzusét-
ze einen signifikanten Einflufs auf den Sekretionsprozess bzw. auf die BRP-Expression aus.
Ein Zusatz zweiwertiger Ionen zum Kulturmedium erlaubt z.B. eine erh6hte Expressions-
rate der BRPs, ohne die negativen Folgen der Quasi-Lyse zu verursachen. Zur Generierung
eines optimierten Sekretionsstammes sollten mithin Kombinationen aus genetischer Modi-
fikation, Fermentationsoptimierung und Coexpressionsstrategien angewandt werden. Wie
anhand der erfolgsversprechenden Ergebnisse gezeigt, stellt die Microarray-Technologie da-
bei ein Screening-Tool von unschiatzbarem Wert dar.
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A Anhang

A.1 Protokolle
A.1.1 Spotten von Oligonukleotiden auf Aldehyd-funktionalisierte Glasslides

Mit dem Affymetrix 417 Arrayer werden die 1:1 mit Spotting-Puffer versetzten Oligonu-
kleotide (Endkonzentration 50 pmol/ul) auf die Glasoberfliche Aldehyd-funktionalisierter
Glasslides (Super Aldehyd, Telechem) transferriert. Die Chips werden 3 Min bei 254 nm
einer UV-Bestrahlung ausgesetzt, fiir 2 Stunden bei 80°C inkubiert und nachfolgend 24
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Anschliefsend werden die Chips dem
stichwortartig wiedergegebenen Prozedere unterzogen:

e 2 Min mit 0,2% SDS waschen
e 2x1 Min mit ddH>O waschen

e 5 Min mit NaBH,-Losung (300ml 1xPBS, 100ml Ethanol, 1g NaBH,) reduzieren

1 Min mit eiskaltem ddH>0O waschen

1 Min mit 0,2% SDS waschen

e 2x1 Min mit ddH>0O waschen

e Slides im Hybridisierungsofen bei 42°C fiir 45 Minuten in Blockierungslosung (6xSSC,
0,1% SDS und 1% BSA) inkubieren

e 5x 1 Min mit ddH>O waschen

Slides fiir 2 Min bei 1200 rpm trockenzentrifugieren
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A.1.2 RNA-Isolation aus E. coli mittels Phenol-Chloroform Extraktion

Wenn nicht anders beschrieben werden alle experimentellen Schritte auf Eis durchgefiihrt.
Alle verwendeten Geréte und Lésungen wurden autoklaviert und die Losungen mit DEPC-
behandelten Wasser angesetzt. 10° E. coli Zellen werden in 900 ul Lysozym-Ldsung (1
mg/ml in TE-Puffer) resuspendiert und mit dem gleichen Volumen an mit Wasser geséttig-
ter Phenollosung versetzt. Es folgt eine Inkubation fiir 6 Minuten bei 64°C; alle 20 Sekunden
wird das Reaktionsgefaft invertiert. Die Ansitze werden kurz auf Eis inkubiert (2 Min) und
nachfolgend bei 4°C und 13.000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Die obere wéssrige Pha-
se wird in ein neues Reaktionsgefafs iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen Chloroform
versetzt. Das Reaktionsgefifs wird mehrmals invertiert. Alternativ kann auch fiir 1 Minute
gevortext werden. Es folgt eine 10 miniitige Zentrifugation bei 4°C und 13.000 rpm. Er-
neut wird die obere wissrige Phase in ein neues Gefaf {iberfiihrt und 1/10 des Volumens
an 5 M NaCl sowie das doppelte Volumen an absolutem Ethanol (eiskalt) zugesetzt. Die
Losung wird flir mindestens 20 Minuten bei -80°C inkubiert und nachfolgend 15 Minuten
bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 1
ml 75 prozentigem Ethanol (in DEPC-Wasser) gewaschen. Nachfolgend wird 5 Minuten bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert und das resultierende Pellet getrocknet und in 50-200 pul
nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Photometrisch wird die Konzentration und Reinheit
der RNA-L6sung bestimmt sowie die Integritét der RNA gelelktrophoretisch ermittelt.

A.1.3 RNA-Isolation aus E. coli mittels des Innuprep’™ RNA Mini Kits (Ana-
lytik Jena)

Ca. 10° E. coli Zellen werden in 500ul Lysozym/TE-Lésung (1mg/ml) resuspendiert und
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend werden 300 ul Lysepuffer RL zu-
gesetzt und die Losung durch vorsichtiges Pipettieren homogenisiert. Es schliefit sich eine
weitere Inkubationszeit von 3 Minuten bei Raumtemperatur an, bevor die Losung auf dem
Spin-Filter D gegeben und 1 Minute bei 12000 rpm zentrifugiert wird. Der Durchlauf wird
mit dem gleichen Volumen an 75 prozentigem Ethanol versetzt und der Spin-Filter R suk-
zessiv durch wiederholte Zentrifugationschritte fiir 2 Minuten bei 12000 rpm damit beladen.
Der Filter wird mit 500 uL. Waschpuffer HS beladen und bei 12000 rpm fiir 1 Minute zen-
trifugiert. Der Durchlauf wird verworfen und es schliefst sich ein dquivalenter Waschschritt
mit 700 pul Waschpuffer LS an. Nachfolgend wird die Saule fiir 3 Minuten bei 12000 rpm
von ethanolischen Resten befreit und 30-100 ul nukleasefreies Wasser auf die Sdulenmitte
appliziert. Nach Inkubation fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur wird fiir 1 Minute bei 8000
rpm zentrifugiert (steriles RNAse freies Reaktionsgefiaf zum Auffangen der RNA-Losung
verwenden).

A.1.4 Direktes Labeling mit der Superscript 111 Reversen Transkriptase

50 pg total RNA werden mit nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 25,5 pl einge-
stellt und mit 5 uL. Random Hexamerprimer sowie 3 uL Primer-Mix (10 mM dATP, dGTP,
dTTP; 1,6 mM dCTP)versetzt und bei 65°C fiir 5 Minuten inkubiert. Anschliefend er-
folgt die Zugabe von 10 pL 5xRT-Puffer, 3 uL. DTT (100 mM), 1,5 uL. Cy3/Cy5-dCTP
(ImM) sowie von 2 ul. Superscript III Reverser Transkriptase. Der Reaktionsansatz wird
fiir 2 Stunden bei 37°C im Dunklen inkubiert. Nach Zugabe von 10 pL. 1 M NaOH erfolgt
ein Inkubationsschritt fiir 10 Minuten bei 65°C um das RNA-Template zu verdauen und
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nachfolgend eine Neutralisation mit 10 uL. 1 M HCL. Dem Reaktionsansatz werden 350 pL
Bindungspuffer PBI zugefiigt und nachfolgend erfolgt die Aufreinigung iiber Spin Columns
mittels des PCR-Purification Kits (Qiagen, Hilden). Die Elution von der Sdule erfolgt in
zwei nachfolgenden Schritten mit jeweils 25 pl 1:10 verdiinntem EB-Puffer (pH 8,5). Zur
Bestimmung der cDNA-Konzentration und der Inkorporationsfrequenz der fluoreszenzmar-
kierten Nukleotide werden 1,5 uL. des Eluats im Spektralphotometer Nanodrop ND1000
vermessen. Als Nullreferenz fungiert der 1:10 verdiinnte EB-Puffer. In der speed-vac wird
das wéssrige Losungsmittel abgezogen und die Probe bis zur Trockene einrotiert. Fiir einen
50 pLi Reaktionansatz sind dabei ca. 45 Minuten bei Raumtemperatur zur veranschlagen.
Die Probe wird in 9 uL. Hybridisierungspuffer resuspendiert und nach Vereinigung mit der
Vergleichsprobe fiir 3 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach einer einminiitigen Inkubation im
Eis werden 2 pL Top-Block Losung (20 mg/ml) zugesetzt und der Ansatz auf die Chipo-
berflache transferriert. Als Verdunstungschutz wird ein Deckgldschen verwendet, und die
Rénder desselbigen durch Fixogum-Kleber verschlossen. Die so preparierten Slides werden
iiber Nacht bei 42°C im Eppendorf-Schiittler bei 650 rpm inkubiert. Nach Entfernung des
Deckgléaschens mitsamt aller Klebereste werden die Chips in 3 sukzessiven Waschschrit-
ten mit Waschpuffer 1-3 gewaschen. Um ein Ausfallen des im Waschpuffer 1 enthaltenden
SDS zu verhindern werden die Waschpuffer leicht erwérmt. Durch 3 miniitige Zentrifuga-
tion bei 1200 rpm werden die Chips getrocknet und im konfokalen Laserscanner Gene Pix
4000B (Axon) bei verschieden Photomultipliersensitivitdten und Laserstidrken vermessen.
Dies dient dazu um den gesamten dynamischen Bereich des Chips zu erfassen.

A.1.5 Indirektes Labeling mit dem Micromax™™TSA™ Labeling Kit

6 ug der RNA-Priaparation werden mit 1 pl Biotin- bzw. Fluorescin-dCTP, 2 ul Random-
Hexamerprimern und 2 pl dNTPs versetzt und mit nukleasefreiem Wasser auf 14 ul auf-
gefiillt. Nachfolgend wird der Ansatz fiir 10 Minuten bei 65 °C inkubiert und nach dem
Abkiihlen auf Eis mit folgenden Substanzen versetzt:

e 5 ulL First Strand Buffer
e 3 uL DTT

e 2 ul Superscrpit III Reverse Transkriptase
e 1 L RNAse Inhibitor (falkultative Zugabe)

Der Ansatz wird lichtdicht abgedeckt und fiir 2 Stunden bei 42°C inkubiert. Anschlie-
fslend wird durch Zugabe von 2,5 uL 1 M NaOH und 2,5 pL. 0,5 M EDTA-L6sung (pH 8,0)
und Inkubation fiir 10 Minuten bei 65°C ein alkalischer RNA-Verdau durchgefiihrt. Durch
Zugabe von 6,5 uL. 1 M Tris-HCL Losung (pH 7,5) wird die Losung neutralisiert und mit 250
uL Bindungspuffer PBI versetzt. Es erfolgt die bereits beschriebene Aufreinigung mittels
des PCR-Purification Kits. Als erster und zusétzlicher Waschschritt werden, abweichend
vom beschriebenen Protokoll, 750 uL 35%iges Guanidinhydrochlorid auf die Séule gegeben
und 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nachfolgend wird weiter nach dem Standardpro-
tokoll verfahren und mit PE-Puffer gewaschen. Die Inkorporationsfrequenz von Biotin- und
Fluorescin-dCTP kann leider nicht spektrophotometrisch bestimmt werden, ebenso fallt die
generierte Menge an cDNA unter die Nachweisgrenze. Deshalb wird von dem cDNA-Ansatz
direkt in der speed-vac das wissrige Losungsmittel abgezogen. Die getrocknete cDNA wird in
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9 uL Hybridisierungspuffer resuspendiert und mit der unterschiedlich gelabelten Vergleichs-
probe vereinigt und fiir 3 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach einer Inkubation auf Eis fiir
eine Minute wird dem Ansatz 2 ul. Top Block zugefiigt und die Lésung auf die bespottete
Chipoberflache transferriert. Analog zum Direktlabeling fungiert ein Deckglaschen, welches
mit Fixogumm abgedichtet wurde, als Verdunstungsschutz. Die Hybridisierung findet in
einem Eppendorf-Schiittler mit Slide-Aufsatz bei 42°C und 650rpm iiber Nacht statt. Das
Deckglaschen wird vom Chip entfernt und die drei ersten Waschschritte analog zum Di-
rektlabeling-Protokoll durchgefiihrt. Nachfolgend wird 1 Minute mit TNT-Puffer gewaschen
und die Spot-Flache mit einem immunologischen Markerstift auf Fettbasis umrandet. In
diese umrandete Flache werden 300 pul. TNB-G-Puffer appliziert und so verteilt, dass die
gesamte Flache mit Fliissigkeit benetzt ist. Es folgt eine 10 miniitige Inkubation bei Raum-
temperatur. Das nachfolgende Protokoll wird stichwortartig aufgefiihrt, alle Inkubations-
und Waschritte werden aufgrund der Photosensitivitdt von Fluorescin und den Cyanin-
Farbstoffen unter Lichtausschluf durchgefiihrt. Alle Inkubationsschritte werden fiir 10 Mi-
nuten durchgefiihrt.

e Waschschritt in TNT-Puffer fiir 1 Minute

e Inkubation mit 200 uL. Antifluorescin-Antikoérperlosung fiir 10 Minuten (2 g Stamm-
16sung des Antikorpers in 200 pL. TNB-G-Puffer gelost)

e 3 Waschschritte fiir 1 Minute in TNT-Puffer

e Inkubation mit 250 pL Streptavidin-Cy3-Losung (0,5 ul der Streptavidin Cy3-Stammlosung
in 250 pL. Amplification Diulent (S) gelost.

e 3 Waschritte mit TNT-Puffer fiir jeweils 5 Minuten

e Inkubation mit 300 uL. HRP-Inaktivierungslosung (10 pL. 3M Natriumacetatlosung
werden zu 290 pL. Losung T gegeben) fiir 10 Minuten.

e 3 Waschschritte fiir jeweils 1 Minute mit TNT-Puffer

e Inkubation mit 200 uL Anti-Biotin-Antikorperlosung (2 pL der Antikorperstammlo-
sung werden in 200 pL. TNB-G-Puffer gelost)

e 3 Waschschritte fiir jeweils 1 Minute in TNT-Puffer

e Inkubation mit 250 uL. Cy5-Streptavidinlosung (0,5 puL Cyb5-Streptavidin werden in
250 pL. Amplification Diulent (S) gelost

3 Waschschritte in TNT-Puffer fiir jeweils 5 Minuten.

1 Waschschritt mit 1:10 verdiinntem Waschpuffer 3 (0,1xSSC)fiir 1 Minute
e Zentrifugation der Slides fiir 3 Minuten bei 1200 rpm.

Nachfolgend kann das Scannen der Slides bei varierenden PMT- und Lasereinstellungen
erfolgen.
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A.1.6 Indirekte Markierung der cDNA mit Streptavidin funktionalisierten Quan-
tum Dot-Partikeln

50 ug total RNA werden mit nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 23 ul eingestellt
und folgende Substanzen der Losung zugesetzt:

e 3 ul Biotin-dCTP
e 5 ul Random Hexamer

e 3 ul ANTPs (10 mM dATP, dGTP, dTTP und 1,6 mM dCTP)

Dieser Ansatz wird fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert und anschliefsend kurz in einem
Eisbad abgekiihlt. Nachfolgend werden dem RT-Ansatz gelistete Reagenzien in der angege-
benen Reihenfolge zugesetzt:

e 10 ul 5x RT-Puffer Invitrogen (First Strand Puffer)
e 3 ul DTT

e 3 ul Superscript III Reverse Transkriptase

Der Reaktionsansatz wird fiir 120 Minuten bei 42°C inkubiert und anschliefend durch
Zugabe von 10 ul 1 M NaOH und Inkubation bei 65°C fiir 10 Minuten ein alkalischer RNA-
Verdau durchgefiihrt. Die Neutralisation erfolgt durch Zugabe von 10 pl 1 M HCI. Die so
gewonnene, Biotin-markierte cDNA wird mittels des PCR~Purification Kits aufgereinigt,
mit 2x 25 pl EB-Puffer (1:10 verdiinnt; pH 8,5) von der Sdule eluiert und in der speed-vac
bis zur Trockene einrotiert. Das cDNA-Pellet wird in 18 ul Hybridisierungspuffer aufgenom-
men, fiir 3 Minuten auf 95°C erhitzt und 1 Minute im Eisbad abgekiihlt. Es folgt die Zugabe
von 2 pl wiassriger Top Block-Losung (20 mg/ml) und der Transfer der so generierte Hy-
bridisierungslésung auf die Chipoberfliche. Ein Deckglédschen fungiert fiir die nachfolgende
Hybridisierung iiber Nacht in einem Eppendorf-Schiittler (42°C, 650 rpm) als Verdunstungs-
schutz. Nach erfolgter Hybridisierung wird das Deckgldschen entfernt und die Chips unter
Lichtausschluf je 5 Minuten mit WP1, WP2 und WP3 gewaschen.

Mittels eines Immunologischen Fettstiftes wird die Spotflaiche auf dem Chip umrahmt, 300
ul TNB-G Puffer appliziert und fiir 10 Minuten inkubiert. Der Chip wird anschlieffend fiir
5 Minuten mit PBS-Puffer (pH 7,4) gewaschen und 200 ul Quantum Dot-Losung auf die
umrahmte Fliache gegeben. Zur Herstellung der Quantum Dot-Lisung wird die bei 4°C ge-
lagerte Quantum Dot-Stammlosung flir 3 Minuten bei 5000 g zentrifugiert und 10ul des
Uberstandes zu 200 ul Inkubationspuffer (6%BSA in 1xPBS-Puffer pH 7,4) gegeben. Die
Quantum Dot-Losungen sollten nicht gevortext werden. Die Inkubation auf der Chipober-
fliche wird fiir mindestens 3 Stunden durchgefiihrt und der Chip nachfolgend fiir 5 Minuten
in 1xPBS-Puffer gewaschen. Weitere Waschschritte mit 1xPBS konnen gegebenenfalls das
SNR erhéhen. Durch Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 1200 rpm wird der Chip getrocknet
und anschlieftend bei unterschiedlichen PMT-Empfindlichkeiten und Laserstdrken gescannt.
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A.1.7 Plasmidisolierung mit dem Peq-Lab Miniprep Kit 11

a) high-copy Plasmide

10ml einer Ubernacht-Kultur des jeweiligen Bakterienstammes in LB-Medium werden in
ein Falcon-tube iiberfithrt und bei 4°C und 4000rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das resul-
tierende Pellet wird in 500 pl Losungl resuspendiert. Anschliefend werden 500 ul Losung
2 appliziert, 10-15 mal invertiert sowie 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun er-
folgt die Zugabe von 700 pl Losung 3 und eine erneute Invertierung fiir 10-15 mal. Um die
Préazipitation moglichst quantitativ durchzufithren wird die Plasmidpréaparation 2 Minuten
auf Eis inkubiert und fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird auf
die im Kit enthaltenden S&ulen appliziert und 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dieser
Schritt wird sukzessiv wiederholt, bis der gesamte Uberstand aufgetragen wurde. Es schliefst
sich ein Waschschritt mit 500 pl Waschpuffer 1 und nachfolgender Zentrifugation bei 13.000
rpm fiir 1 Minuten an. Analog wird mit 700 pl Waschpuffer 2 verfahren. Zur vollsténdi-
gen Entfernung ethanolischer Reste wird 2 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Um die
Plasmidlésung von der Séule zu eluieren werden 75 pl nukleasefreies Wasser auf die Séule ap-
pliziert und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluff wird 1 Minute bei 13.000
rpm zentrifugiert und die Plasmidlésung in einem sterilen 1,5 ml Reagiergefift aufgefangen.
Die Konzentration und Reinheit der Mini-Préaparation wird photometrisch bestimmt.

b) low-copy plasmide

Fiir die Isolierung von low-copy Plasmiden werden 20 ml bakterielle LB-Ubernachtkultur
verwandt und 15 Minuten bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 1500 pl
Losung 1 resuspendiert und respective mit 1500 ul Losung 2 versetzt. Nach der 5 miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wird mit 2100 pl Losung 3 neutralisiert und anschliefsend
weiter wie bei den high-copy Plasmiden beschrieben verfahren.

A.1.8 Herstellung von LB-Agarplatten
e 10 g Trypton
e 10 g NaCl
e 5 g Hefeextrakt
e 15 g Agar

werden mit 800 ml ddH2O versetzt, der pH-Wert auf 7 eingestellt und mit weiterm
ddH>0 ein Gesamtvolumen von 1000 ml eingestellt. Die Losung wird 20 Min bei 121°C
autoklaviert und auf ca. 50°C abgekiihlt. Nun erfolgt die Zugabe des entsprechenden Anti-
biotikums:

e Ampicillin: 4 ml Ampicillin-Stammlésung(25 mg/ml)
e Chloramphenicol: 3 ml Chloramphenicol-Stammlésung(10 mg/ml)

e Ampicillin + X-Gal + IPTG:
3 ml Ampicillin-Stammlésung
40 mg X-Gal(gelost in N,N-Dimethylformamid)
120 mg IPTG (geldst in ddH20)
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A.1.9 Herstellung chemisch kompetenter Zellen mittels TSS-Methode

100 ml LB-Medium wird in 500 ml Schiittelkolben mit 500 ul einer Vorkultur des gewiinsch-
ten Bakterienstammes inokuliert und im Schiittelschrank bei 37°C und 150 rpm kultiviert.
Beim Erreichen einer OD600 von 0,5-0,8 wird die Kultur in Falcon-Tubes iiberfiihrt und
fiir 15 Minuten zentrifugiert (4°C; 4000 rpm). Der Uberstand wird méglichst quantitativ
entfernt und das Pellet in 10 ml eiskalter T'SS-Losung resusupendiert. Nach Aliquotierung
in 1,5 ml Reaktionsgefifie werden die Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert.

A.1.10 Herstellung chemisch kompetenter Zellen mittels CaClo,-Methode

240 ml SOB-Medium werden im 500 ml Schiittelkolben mit 1000 pl einer iiber Nacht ge-
wachsenen Vorkultur des jeweiligen Bakterienstammes inokuliert. Die Kultur wird bei 18°C
fiir 3-4 Tage unter intensivem Schiitteln (200-250 rpm) im Schiittelschrank inkubiert bis
die optische Dichte bei 600 nm 0,8 betrigt. Die Kultur wird in Zentrifugationsgeféfse tiber-
fithrt und bei 4°c und 4000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird moglichst
quantitativ entfernt und das resultierende Pellet in 80 ml eiskalter TB-L&sung vorsichtig
resuspendiert und fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es schliefit sich ein erneuter Zentrifu-
gationschritt bei 4000 rpm und 4°C fiir 10 Minuten an. Das resultierende Pellet wird nun
mit 20 ml TB-Loésung und 1,5 ml DMSO versetzt und vorsichtig resuspendiert. Die Losung
wird in PCR-Tubes aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die nach-
folgende Lagerung erfolgt bei -80°C. Die so behandelten Zellen sind mindestens 2 Monate
ohne Kompetenzverlust lagerbar.

A.1.11 Transformation chemisch kompetenter Zellen mittels Hitzeschock

100 pLL der bei -80°C gelagerten, chemisch kompetenten Zellen werden auf Eis inkubiert. So-
fort nach dem Auftauen werden 1-10 plb des Transformationsansatzes zugefiigt und durch
schnelles Auf- und Abpipettieren suspendiert. Anschliefend erfolgt eine 15 miniitige Inku-
bation auf Eis bis die Zellen einem zweiminiitigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt werden.
Sofort danach werden die Zellen zwei Minuten auf Eis inkubiert und 900 pL LB- oder SOC-
Medium zugefiigt. Die Verwendung von SOC-Medium generiert dabei hohere Kompetenzen
und ist in kritischen Féllen der Verwendung von LB-Medium vorzuziehen. Der Transfor-
mationsansatz wird fiir 60 Minuten bei 37°C und 300 rpm geschiittelt. Dieser Schritt dient
dazu das Plasmid in der Zelle zu etablieren und die Antibiotikaresistenz auszubilden. Bei
der Verwendung von bakteriostatischen Antibiotika als Selektionsdruck (z.B. Ampicillin) ist
eine 15 miniitige Inkubation ausreichend. Die Zellen werden nachfolgend fiir 3 Minuten bei
3000 rpm sedimentiert und der Uberstand bis auf ca. 150 uL verworfen. In dem Restvo-
lumen werden die Zellen resuspendiert und auf den Agarplatten mit dem entsprechenden
selektiven Antibiotikum ausplattiert.
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A.1.12 Ligation mittels cut-ligation Methode

Fiir die Ligation von 200 ng des Vektors welcher eine blunt-end Schnittstelle enthélt werden
zugesetzt:

e 400 ng Insert
e 2 uL. PEG 4000

e 4yl Tango 10xPuffer

1 uL EcoRV (1lu/uL) bzw. blunt-end schneidendes Enzym

1 puL 10 mM ATP

1 pL T4-DNA-Ligase (5 u/uL)

Der Ligationsansatz wird mit nukleasefreiem Wasser auf 20 pli aufgefiillt. Nachfolgend
wird 2 Stunden bei Raumtemperatur und anschliefend {iber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C
inkubiert.

A.1.13 Ligation mittels kohisiver Enden

200 ng des restriktionsverdauten Vektors werden im molaren Verhéltnis von 3:1 bis 5:1 mit
dem Insert versetzt. Dem Ligationsansatz werden 1 puL T4-DNA-Ligase (5 u/ul) und 2 uL
10x Ligationspuffer (ATP enthalten) zugefiigt und mit nukleasefreiem Wasser auf 20 uL
aufgefiillt. Die Ligation erfolgt 4 Stunden bei 16°C oder in einer grofsen, mit Wasser von
Raumtemperatur gefiillten Wanne iiber Nacht im Kiihlraum (Gradientenligation).

A.1.14 Restriktionsverdau

1 pg der zu schneidenden DNA wird mit 1 ul. Restriktionsenzym und 2 pl. Restrikti-
onspuffer versetzt und mit nukleasefreiem Wasser auf 20 pl. aufgefiillt. Fiir eine vollstan-
dige Prozessierung wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschliefsend eine 20 miniitige
Hitzeinaktivierung der Restriktionsendonuklease bei 65°C durchgefiihrt. Fiir gréfsere Mengen
DNA wurde das Protokoll entsprechend erweitert. Fiir den Restriktionsverdau von PCR-
Fragmenten wurden Inkubationszeiten von mindestens 4 Stunden gewéhlt. Der Doppelver-
dau von DNA wurde im Universalpuffer der Firma Fermentas (Tango-Puffer) durchgefiihrt.
Je nach verwendeter Enzymkombination wurde der Tango-Puffer in einfacher oder doppelter
Arbeitskonzentration verwendet.

A.1.15 Aufreinigung mittels PCR-Purification Kit

Diese Aufreinigungsmethode basiert auf der pH-abhéngigen Adsoption von DNA auf einer
Silikamatrix. Bei pH-Werten unter 7 sind die Silanolgruppen der Silikamatix undissoziert
und damit ungeladen. In diesem Zustand lasst sich die Membran mit der zu reinigenden
DNA beladen. Nach verschieden Waschschritten zur Elution der Verunreinigungen wie z.B.
Proteinkontaminationen, kann durch Verwendung eines Elutionspuffers mit basischem pH-
Wert die aufgereinigte DNA von der Séule eluiert werden. Die Erhéhung des pH-Wertes
fithrt zu einer Dissoziation und damit negativen Ladung der Silanolgruppen. Die durch das
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Zucker-Phosphatriickgrat ebenfalls negativ geladene DNA erfahrt eine elektrostatische Ab-
stofung und eluiert somit von der Sdule. Zur Aufreinigung von PCR-Produkten oder cDNA-
Ansétzen fir Microarray-Applikationen wurde das kommerziell erhéltliche PCR-Purification
Kit der Firma Quiagen verwendet, welches auf dem beschrieben Prinzip basiert. Die auf-
zureinigende DNA wird dabei mit dem fiinffachem Volumen an Puffer PBI versetzt und
auf die Sdule transferriert. Ein zugesetzter pH-Indikator zeigt den korrekten pH-Wert fiir
eine Bindung auf der Sdule an. Es erfolgt ein Zentrifugationsschritt fiir 1 Minute bei RT
und 13.000 rpm. Der Durchfluf wird verworfen und nachfolgend 750 pl. Waschpuffer auf
die Saule tiberfithrt. Bei salzsensitiven Applikationen wird 5 Minuten inkubiert, bevor ei-
ne erneute Zentrifugation mit gleichen Bedingungen wie im ersten Zentrifugationsschritt
erfolgt. Es folgt ein Trocknungsschritt durch Zentrifugation fiir 1 Minute bei 13.000 rpm
um Ethanolreste von der Sdule zu entfernen. Diese stammen aus dem Ethanol-basierten
Waschpuffer und interferieren mit vielen downstream-Applikationen. Durch zweimaliges Be-
laden der Saule mit 25 puL 1:10 verdiinnten Elutionspuffer EB (pH 8,5) und nachfolgender
Zentrifugation von 1 Minute bei 13.000 rpm wird die DNA von der Séule eluiert.

A.1.16 Gelaufreinigung

Fiir die Isolation und Aufreinigung von DNA-Banden aus Agarosegelen wurde das kommer-
ziell erhéltliche Wizard SV Gel and PCR-Purification Kit der Firma Promega verwendet.
Das Agarosegel wurde mit Ethidiumbromid fiir 15 Minuten angeférbt und anschlieftend 5
Minuten in ddH20 gewaschen. Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte auf einem UV-
Tisch und die gewiinschten Banden wurden mittels eines Skalpells aus der Gelmatrix ausge-
schnitten, in ein Eppendorfgefafs transferriert, und ihre Masse bestimmt. Die UV-Exposition
des Geles wurde so kurz wie moglich gehalten, um die Einfiihrung von Mutationen in die
zu isolierende DNA zu minimieren. Pro 10 mg Gelmatrix wurden 10 pul Membran- und Bin-
dungspuffer zugesetzt und 10 Minuten bei 50 °C inkubiert. Dabei wurde alle 2 Minuten
intensiv gevortext. Nach dieser Zeit waren visuell keine Gelpartikel mehr zu erkennen, und
der gesamte Ansatz wurde nach dem Abkiihlen auf die Sdule iiberfiihrt. Dort erfolgte eine
Inkubation von einer Minute bei Raumtemperatur. Die Bindung auf der Saule erfolgte durch
eine Zentrifugation fiir 1 Minute bei 13.000 rpm. Die weitere Probenprozessierung erfolgte
gemass dem folgenden Protokoll:

e Zugabe von 700 uL. Waschpuffer und Zentrifugation fiir 1 Minute bei 13.000 rpm
e Zugabe von 500 uL. Waschpuffer und Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm

e Trocknen der Membran durch Zentrifugation fiir 1 Minute bei 13000 rpm, bei diesem
Schritt bleibt der innere deckel der Zentrifuge geéffnet

Zugabe von 40 pL nukleasefreiem Wasser auf die Membran und Inkubation fiir min-
destens 1 Minute

Elutionsschritt durch Zentrifugation bei 8000 rpm fiir 1 Minute
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A.1.17 Generierung von cDNA fiir PCR-Applikationen
2 ug total RNA werden mit
e 3 ul ANTPs (2 mM)

e 3 ul Random Hexamerprimer (100 mM)

versetzt, mit ddH>O auf 21 ul aufgefiillt und fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Nach
einer kurzen Inkubation auf Eis werden

e 8 ul 5xTranskriptionspuffer

e 1 ul Improm Reverse Transkriptase 10 Units/ul (Promega)

A.1.18 Real-time PCR

Zur Generierung der Mastermixe werden folgende Substanzen verwendet:

e 10 ul IQSybrGreenMastermix
e 4.3 ul ddH,0

e 0,7 pl Primer Forward+Reverse(10 pmol/ul)

Der so préparierte Mastermix wird in die entsprechenden PCR-Platten tiberfithrt und
final mit 5 pl der 1:20 verdiinnten cDNA versetzt. Eine PCR-Folie wird iiber die Platte
geklebt und diese in den PCR-Cycler iiberfiihrt.

Fiir die real-time Experimente wurde standardméfig folgendes PCR-Programm verwen-
det:

e Initiale Denaturierung 98°C 1 Min

e 40 Amplifikationszyklen je:
Denaturierung: 15 Sec 95°C
Primer-Annealing: 30 Sec varierende Temperatur
Primer-Elongation: 30 Sec 72°C

e Denaturierung und Reassoziation zur Vorbereitung fiir die Schmelzkurvenanalyse:
30 Sec 95°C
30 Sec 60°C

e Schmelzkurvenanalyse:
60°C Starttemperatur, 10 Sec je Schritt, Gradient 0,5°C pro Schritt, 95°C Endtempe-
ratur.

Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der Primer-Elongationsphase
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A.1.19 PCR mit Tag-Polymerase

Fiir die PCR mittels OLS Tag-Polymerase wurde folgender Mastermix verwendet:

e 36,25 pl nukleasefreies Wasser
o 4 ul, ANTPS, jeweils 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,25 pul. Tag-Polymerase
e 5 ul. 10xPuffer OLS

e 4 uL Primer (forward + reverse, je 10 pM)

Dazu werden 0,5 pL. des jeweiligen cDNA-Templates getan, bei den Negativkontrollen
wird die cDNA durch das gleiche Volumina nukleasefreiem Wasser substituiert. Fiir eine
PCR unter Standardbedingungen wird folgendes Programm gewahlt:

e Initiale Denaturierung fiir 3 Minuten bei 95°C

e 30 Zyklen je:
Denaturierung 30 Sec 95°C
Primer-Annealing 30 Sec bei 55-70°C, variable Temperatur, abhédngig vom verwende-
ten Primerpaar
Primer-Elogation 45 Sec 72°C (fiir Amplifikate bis 1 kb Léange)

e Finale Primer-Elongation 72°C 5 Min.

A.1.20 PCR mittels Pfu-Polymerase

Folgendes Protokoll wurde fiir die Amplifikation von DNA mittels der Pfu-Polymerase ver-
wendet:

35 pL nukleasefreies Wasser

5 uL ANTPS, jeweils 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,50 pL. Pfu-Polymerase
o 5 uli 10xPuffer Pfu inkl. Magnesiumsulfat

e 4 uL Primer (forward + reverse, je 10 pM)

Dazu werden 0,5 uL. des jeweiligen cDNA-Templates oder Plasmides getan, bei den Ne-
gativkontrollen wird die cDNA durch das gleiche Volumina nukleasefreiem Wasser substitu-
iert. Es wird das gleiche Standardprotokoll wie bei der Tag-Polymerase verwendet, lediglich
die Elongationszeiten der Primer werden erhoht. Fiir Amplifikate bis 1 kb wird 1 Minute
elongiert, fiir lingere Amplifikate wird die Dauer bis zu 4 Minuten ausgedehnt.
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A.1.21 Kolonie-PCR

Die Kolonien auf der Agarplatte wurden mit einer sterilen, DNA-freien Spitze beriihrt und
die dabei anhaftetenden Zellen in ein mit endotoxinfreiem Wasser (10 pL) gefiilltes Eppen-
dorfgefafs tiberfiithrt. Die Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert um eine
Zelllyse herbeizufithren. 5 ul. dieser Zellsuspension fungierten als Target in der nachfolgen-
den PCR-Reaktion. In dieser wurden auch immer Negativkontrollen parallel duchgefiihrt.
Dazu werden 0,5 pL des jeweiligen cDNA-Templates getan, bei den Negativkontrollen wird
die cDNA durch das gleiche Volumina nukleasefreiem Wasser substituiert.

A.1.22 Generierung DIG-markierter DN A-Sonden mittels PCR

Die Inkorporation von DIG-11-dUTP kann mittels PCR nach dem angegebenen Standard-
Protokoll erfolgen. Dazu wird folgender Nukleotidmix anstelle der regularen dNTPs verwen-
det:

e 2 mM dATP, dCTP, dGTP
e 1.3 mM dTTP

e 0,7 mM DIG-11-dUTP

Die Visualisierung der DIG-Inkorporation kann durch einen Gelshift auf dem Agrose-
gel nachgewiesen werden. Zur Abschétzung der inkorporierten DIG-Menge kann die Sonde
zusédtzlich auf eine Membran gespottet werden und nach kolorimetrischer Detektion mit-
tels NBT /BCIP mit einer gespotteten Verdiinngsreihe bekannter Konzentration verglichen
werden. Dazu wird jeweils 1 ul einer Verdiinngsreihe der generierten Sonde auf die Nylon-
membran gespottet und diese nachfolgend fiir 30 Minuten bei 120°C inkubiert. Nach kurzem
Schwenken der Membran in Waschpuffer wird die Membran fiir 30 Minuten in Blockierungs-
16sung inkubiert und mit 10 ml DIG-Antikérperlosung (2 pL Anti-DIG-AP in 10 ml Blockie-
rungslosung verdiinnt) fiir 30 Minuten versetzt. Nach zweimaligen Waschen fiir jeweils 15
Minuten in Waschpuffer wird die Membran fiir 2 Minuten in Detektionspuffer dquilibriert.
Zum Schluf erfolgt der Zusatz von 10 ml NBT/BCIP-Lésung (100 pL NBT/BCIP in 10 ml
Detektionspuffer) bis sich die Spotintensitéit voll entwickelt hat. Die Reaktion wird durch
Zusatz von destilliertem Wasser gestoppt.

A.1.23 Generierung DIG-markierter cDINA mittels Reverser Transkription

50 pg total RNA werden mittels Superscript III Reverser Transkriptase in DIG-cDNA kon-
vertiert. Dazu wird die RNA-Losung mit nukleasefreiem Wasser auf 25 ul. aufgefiillt und
folgender Ansatz bereitet:

e 5 uli genspezifische Primer, 10 mM
e 3 uL ANTPs(10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 1,6 mM dTTP
e 2 ul DIG-11-dUTP, 1 mM

e 25 ul RNA-Losung

186



A.1 Protokolle

Der Ansatz wird fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert und mit nachfolgend aufgefiihrten
Substanzen versetzt.

e 10 puL 5xRT-Puffer
e 3 uL DTT
e 2 ulL Susperscript 111 Reverse Transkriptase

Die RT-Reaktion wird durch Inkubation fiir 2 Stunden bei 42°C durchgefiihrt.

A.1.24 Genierung von DIG-markierten RNA-Sonden mittels in vitro Tran-
skription

Gegeniiber der Generierung unmarkierter RNA mittels in vitro Transkription wird ein leicht
abgewandeltes Protokoll verwendet. Der Ribonukleotidmix wird durch folgende Mischung
der Ribonukleotide ersetzt:

e 25 mM rATP, rCTP, rGTP
e 1.3 mM rUTP

e 0,7 mM DIG-11-rUTP

1 pl nukleasefreies Wasser wird durch 1 ul RNA-Polymerase substituiert. Die iibrige
Versuchsvorschrift wird vollsténdig analog durchgefiihrt.

A.1.25 SDS-PAGE

Trenn- und Sammelgel werden geméss der Anleitung gegossen und in die vorbereitete El-
elektrophoreseapparatur tiberfithrt. Die destinierten Proben fir die PAGE-Analytik werden
mit den gleichen Volumen Lammlipuffer(frisch hergestellt aus 900 pl 2xSDS-Probenpuffer
und 100 pl #-Mercaptoethanol) versetzt. Der Probenpuffer sollte dabei seine blaue Farbung
beibehalten, gegebenfalls wird bei einem Farbumschlag ins Gelbe mit 1-2 ul 2 M Tris-Base
Losung (pH 9,5) neutralisiert. Anschlieflend wird die Probe bei 95°C fiir 5 Min inkubiert
und kurz zentrifugiert (10000 rpm; 1 Min). Die Probe wird in die Geltaschen des Sammel-
gels appliziert und bei 100 V solange elektrophoretisch getrennt bis die Probenfront das
Trenngel erreicht hat. Nun wird die Spannung auf 200 V erhéht und die Elektrophorese
fortgesetzt bis die Bromphenolblau-Front die untere Gelkante erreicht hat. Die Elektropho-
rese wird beendet und die Apparatur auseinandergenommen. Dabei wird das Gel vorsichtig
vom Glastrager getrennt und in die entsprechende Farbelosung transferriert.

Coomassie-Fdarbung

Das Geld wird fiir mindestens 120 Minuten in Coomassie-Losung geschwenkt (50 U/min).
Anschliefend wird die Féarbelosung entfernt und das Gel in Entférber/Fixierer inkubiert, bis
Banden sichtbar werden und der Hintergrund keine nennenswerte Blaufarbung mehr auf-
weist. Durch sukzessiven Austausch der Entfarber/Fixierer-Losung kann der Entfarbungs-
vorgang beschleunigt werden.
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A.1.26 Nothern Blotting
I Denaturienrende Agarosegelelektrophorese

Im Folgenden wird die Herstellung eines denaturierenden 1,5%igen Agarosegeles be-
schrieben, welches fiir die Auftrennung der meisten RNA-Spezies geeignet ist. Die nach-
folgend aufgefithrten Reagenzien werden homogen suspendiert und bei 600 Watt in der
Mikrowelle aufgekocht.

e 1,2 g Agarose
e 4 ml 20xMOPS
e 61,7 ml DEPC-H,0O

Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C werden 14,3 ml 12,3 M Formaldehydlésung zugesetzt
und das Gel gegossen. 5 pul. der RNA-Losung werden mit 12 ul. Probenpuffer und 3 uL
Ladepuffer versetzt. Pro Geltasche werden 10 ug Gesamt-RNA aufgetragen und das Gel fiir
5 Min bei 50V laufen gelassen. Anschliefiend wird die Spannung auf 125 Volt hochgeregelt
und die Elektrophorese fiir ca. 1,5 Stunden durchgefiihrt. Vom dem so gewonnene Gel wird
eine photographische Aufnahme unter UV-Exposition gemacht.

11 Blotting

Die vorbereitete Membran (Nylon Hybond N(+), Amersham) wird 5 Minuten in 1xTBE-
Puffer dquillibriert und der Eletroblotter (Biorad) nach Instruktionsanweisung aufgebaut.
Die Membran und das Gel werden zwischen zwei Lagen Whatman-Papier deponiert und die
gesamte Anordnung im Schlitten des Blotters geméss der Anleitung fixiert. Der Transfer
der RNA vom Gel auf die Membran mittels Elektroblotting findet im eisgekiihlten und
geriihrtem 1xTBE Puffer fiir 60 Minuten bei 50 Volt statt. Anschliefsend wird die Membran
aus der Apparatur genommen und fiir 30 Minuten bei 120°C inkubiert.

IIT Detektion

Die generierte RNA-Sonde wird fiir 10 Minuten bei 95°C inkubiert um mdogliche Sekun-
dérstrukturen aufzubrechen und in Prahybridisierungslosung verdiinnt. Die Konzentration
der RNA-Sonde sollte 50-100 ng/ml betragen, es werden 10-20 ml Sondenlosung fiir die
Detektion eines Blots benotigt. Die geblottete Membran wird bei 68 °C fiir 1 Stunde in
Prahybridisierungslosung inkubiert. Anschliefend wird die iiberstehende Losung verworfen
und die préaparierte Sondenlésung zugefiigt. Die Hybridisierung des Blots erfolgt iiber Nacht
bei 68°C unter leichtem Schwenken im Hybridisierungsofen. Nach beendeter Hybridisierung
wird die Sondenlésung aus dem Hybridisierungsgefafs zurlickgewonnen und bei -80°C gela-
gert. Die Membran wird zweimal fiir 15 Minuten mit Waschpuffer 1 bei Raumtemperatur
und nachfolgend zweimal fiir gleiche Zeitspanne mit Waschpuffer 4 bei 68°C gewaschen.
Nachfolgend wird die kolorimetrische Detektion des Blots mit NBT und BCIP durchge-
fithrt. Dazu wird die Membran fiir 1 Minute in Waschpuffer dquilibriert und und fiir 60
Minuten in Blockierungslosung inkubiert. Die Stammlésung des mit alkalischer Phospha-
tase markiertem Digoxigenin-Antikérper wird zentrifugiert, 1:5000 mit Blockierungslosung
verdiinnt (2 pl Anti-DIG-AP in 10 ml Blockierungslosung) und fiir 30 Minuten mit der Mem-
bran inkubiert. Anschliefend werden zwei Waschschritte mit dem Waschpuffer fiir jeweils
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15 Minuten durchgefiihrt. 100 uL. BCIP/NBT-Losung werden in 10 ml Detektionspuffer
gelést und nach Aquilibrierung der Membran fiir 2 Minuten in Detektionspuffer auf die
Membran gegeben. Das Reaktionsgeféfs wird lichtdicht verschlofen und der Fortgang der
Reaktion fortwihrend beobachtet. Bei der bendtigten Bandenintensitdt wird die Reaktion
durch Zugabe von Wasser gestoppt, um eine Uberentwicklung der Banden zu verhindern.
Der so generierte Northern Blot wird photographiert und die Bandenintensitdt kann mittels
densitometrischer Analyse quantifiziert werden.

A.1.27 Generierung von RNA mittels in vitro Transkription

1 pg des linearisierten und mittels Phenol-Chloroform Extraktion aufgereinigten Templates
wird mit nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 22,75 pl aufgefiillt und mit folgenden
Substanzen in der angegebenen Reihenfolge versetzt:

e 10 ul 5x Transkriptionspuffer

e 10 pl Ribonukleotid-Mix (rATP, rCTP, rGTP und rUTP; je 2,5 mM)
e 5 ul DTT 100 mM

e 1,25 ul RNAse Inhibitor (40 Units/ul)

e 11l T7 oder SP6 RNA-Polymerase(20 Units/ul

Es ist darauf zu achten, dass der Transkriptionspuffer, die Ribonukleotide und das DTT
Raumtemperatur aufweisen. Das im Transkriptionspuffer enthaltende Spermidin kann an-
dernfalls zur Préazipitation des Templates fiihren. Der Reaktionsansatz wird fiir 120 Minuten
bei 37°C inkubiert und anschliefend mit 1 gL DNAse I (10 Units/ul)versetzt und fiir wei-
tere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dieser Schritt dient zur quantitativen Eliminierung des
DNA-Templates. Der so erhaltene Transkriptionsansatz wird auf 500 pl mit nukleasefreiem
Waser aufgefiillt und mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform /Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) versetzt. Nachfolgend wird eine Phenol-
Chloroform Extraktion durchgefithrt und die erhaltene wissrige Phase mit 5 M NaCl in
eiskaltem Ethanol iiber Nacht gefillt. Nach einer Zentrifugation von 20 Minuten bei 4°c
und 13.000 rpm wird das erhaltene RNA-Pellet mit 750 pl 75%igem Ethanol gewaschen
und erneut fiir 10 Minuten bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Das RNA-Pellet wird
getrocknet und in 25 pl nukleasefreiem Wasser aufgenommen. Nachfolgend wird photome-
trisch die Reinheit und Konzentration bestimmt. Die Visualisierung des Transkriptes kann
auf einen Standard-Agarosegel (1,5%) mit einem denaturierenden Probenpuffer erfolgen. 5
pl der RNA-Lésung werden dabei zu 15 ul RNA-Probenpuffer gegeben und mit 2-5 ul RNA-
Ladepuffer versetzt. Die so behandelte Probe wird fiir 5-10 Minuten bei 65-70°C inkubiert
und anschliefsend auf das Gel aufgetragen.

A.1.28 Affinitdtschromatographische Aufreinigung liber Vivapure Metall-Chelat
Spin Columns

Die Spin Columns werden mit 400 pl destilliertem Wasser befeuchtet und fiir 1 Minute bei
5000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen. 400 ul 0,5 M CoCls werden auf die Saule
appliziert und 1 Minute bei 5000 g zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt. Anschliefsend
wird die Saule mit 400 pl destilliertem Wasser gewaschen (Zentrifugation jeweils 1 Minute
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bei 5000 g). Die Membran wird mit 400 zl Aquilibrierungspuffer (50 mM NaHs POy, 300
mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) beladen und 1 Minute bei 3000 g zentrifugiert. Der
Durchlauf wird verworfen und der Schritt wiederholt. Nachfolgend wird auf die Sdule 400 pl
der Probenlésung appliziert und 3 Min bei 3000 g zentrifugiert. Nun erfolgen drei Waschritte
mit jeweils 400 ul Waschpuffer (50 mM NaHy POy, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH
8,0) und einer Zentrifugation von 3 Min bei 3000 g. Zur Elution der Probe werden 200 ul
Elutionspuffer (50 mM NaH;POy, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0) auf die S&ule
gegeben und 3 Min bei 1500 g zentrifugiert. Der Elutionsschritt wird wiederholt.

A.1.29 Phenol-Chloroform Aufreinigung

Die zu reinigende Nukleinsiurelosung wird mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform /Isoamylalkohol-
Mischung versetzt und 1 Minute gevortext. Es schliefst sich ein Zentrifugationsschritt von 5
Min bei 4°C und 13.000 rpm an. Die obere, wissrige Phase wird abgenommen, in ein neues
Reagiergeféfs iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. Es wird analog
zum ersten Extraktionsschritt vorgegangen. Nach Zusatz von einem Zehntel Volumen 5 M
NaCl und dem doppelten Volumen eiskaltem, absolutem Ethanol wird die RNA iiber Nacht
bei bei -80°C inkubiert und so nach Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm quanti-
tativ gefallt und mit 75%igem Ethanol gewaschen. Durch Inkubation im Thermoblock bei
37°C mit gedffnetem Deckel des Reaktionsgefifies wurde das RN A-Pellet quantitativ von an-
haftenden ethanolischen Resten befreit und getrocknet sowie nachfolgend in nukleasefreiem
Wasser resuspendiert.

A.1.30 Zellfraktionierung

2 ml der Zellsuspension wird bei 13.000 g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand ent-
spricht der Fraktion Medium und wird abgetrennt. Das Zellpellet wird in 1 ml Losung 1 (20%
Saccharose; 0,1 M EDTA; 0,2 Tris pH 8,0) resuspendiert und 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. nachfolgend wird 15 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert und der Uberstand abge-
trennt. Das Zellpellet wird in 1 ml der Losung 2 (10 mM Tris und 5 mM Magnesiumsulfat,
pH 8,0) resuspendiert. Die Suspension wird 10 Minuten auf Eis geschiittelt (700 rpm) und
fiir 10 Minuten bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand entspricht der Fraktion Periplasma.
Das Zellpellet wir in 2 ml destilliertem Wasser resuspendiert und durch eine Ultraschallbe-
handlung aufgeschlofen (Stufe 2, 2x 45 Sec auf Eis). Es schliefst sich eine Zentrifugation fiir
5 Min bei 13.000 g an, der Uberstand beeinhaltet die Fraktion Cytoplasma.

B Puffer und Losungen

B.1 Puffer und L6ésungen
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Puffer und Lésungen

RNA-Probenpuffer

10 ml deionisiertes Wasser
3,5 ml 37%ige Formaldehydlosung
2 ml MOPS-Puffer

5xMOPS-Puffer

0,2 M MOPS(pH 7.0)
50 mM Natriumacetat
5 mM EDTA(pH 8.0)

LB-Medium

10 g NaCl

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

800 ml ddH,0

pH 7,0 einstellen, auf 1 1 auffillen
Autoklavieren 20 Min 121°C

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCls

10 mM M gS 04

20 mM Glucose (filtersterilisiert)
800 ml ddH20

pH 7,0 einstellen, auf 1 1 auffiillen
Autoklavieren 20 Min 121°C

TN-Puffer
0,1 M TrisHCI

0,15 M NaCl
800 ml ddH,0

pH 7.5 einstellen, auf 1 1 auffillen.

TNB-Puffer

100 ml TN-Puffer

0,5 g blocking reagent

gelost bei 60°C

sterilfiltriert (220 nm Filter)

TNB-G-Puffer

100 ml TNB-Puffer
10% Ziegenserum

TNT-Puffer

0,1 M TrisHCl

0,15 M NaCl

0,05% Tween 20

800 ml ddH50O

pH 7.5 einstellen, auf 1 1 auffiillen.

RNA-Ladepuffer

50% Glycerin

1 mM EDTA

0,4% Bromphenolblau

1 mg/ml Ethidiumbromid

20xSSC

175,3 g NaCl

88,3 g Trinatriumcitrat-Dihydrat
800 ml ddH»20

pH 7,0 einstellen, auf 1 1 auffiillen.

SOB-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM M gCZQ

10 mM MgSO4

pH 6,7 einstellen (mit KOH), auf 1 1 auffiillen
Autoklavieren 20 Min 121°C
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CgXIIFS-Medium

15 g/1 Ammoniumsulfat

5 g/1 Harnstoff

3,92 g/l KQHPO4{L‘2HQO

4,87 g/l NCLHQPO4$2HQO

0,25 g/1 MgSO4x7H>0

pH 7,0 einstellen

Autoklavieren 20 Min 121°C
Zusatzzugabe nach dem Autoklavieren

Zusatze CgXIIFS-Medium

1 ml CaCly-Losung 1% (w/v)

1 ml Biotin-Losung 1% (w/v)

1 ml Thiamin-Losung 1% (w/v)

1 ml Natrium-3,4-dihydroxybenzoeat 3%
(w/v) 40 ml Glucose-Losung 50% (w/v)

4 ml Chloramphenicol (10 mg/ml)

Spurensalze CgXIIFS-Medium

100 mg ZnSO4x7H>0
1 g FGSO4SU7HQO

1 g M?”LSO4J}7H20

20 mg CuSO4

2 mg NiClQ.%’fSHQO

Waschpuffer fiir Microarrays
Waschpuffer 1: 2xSSC, 0,1% SDS
Waschpuffer 2: 1xSSC
Waschpuffer 3: 0,5xSSC

2xSDS-Probenpuffer

20 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM EDTA (Na-Salz)
5% SDS

0,02% Bromphenolblau

Coomassie-Farbelosung
1 Coomassie-Tablette

120 ml Methanol
80 ml ddH>0O, auflosen+filtrieren

Trenngel 12%

2  ml  Acrylamid/Bisacrylamidmischung
(40%, 37,5:1)

1,25 ml Tris-HCL 1,5M pH 8,8

2,15 ml ddH,0O

50 pl SDS 10%

5 ul TEMED

50 pl APS(10%)

Sammelgel 6%

0,25 ml Acrylamid/Bisacrylamidmischung
(40%, 37,5:1)

0,26 ml Tris-HCL 1M pH 6,8

1,45 ml ddH,O

20 ul SDS (10%)

2 ul TEMED

20 ul APS(10%)

Prahybridisierungslosung

5xSSC

50% Formamid (deionisiert)
0,1% Natriumsarkosinat
0,02% SDS

2% blocking reagent(Roche)

Waschpuffer fiir Northern Blots

10 mM Maleinsaure

15 mM NaCl

0,03% Tween 20

pH-Wert auf 7,5 einstellen

Maleinsdurepuffer

10 mM Maleinsiure
15 mM NaCl

pH-Wert auf 7,5 einstellen

Detektionspuffer
10 mM TrisHCI
10 mM NaCl, pH 9,5 einstellen
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TE-Puffer 10xStammlésung Blockierungsregaenz

10 mM Tris-HCI 10 g blocking reagent
1 mM EDTA 100 ml Maleinsdurepuffer
pH-Wert auf 8,0 einstellen unter leichtem Erwdrmen (40-50°C) 16sen

10xStammldsung bei -20°C lagern

C PCR-Primer

Angegeben ist die 5° zu 3° Orientierung:

C.0.1 Absolute Quantifizierung

1) dnaA

Forward: AGGCGGAACTGAGCGATAACAC
Reverse: GTAGTACTCCGCCACCGTCTTCTG
2)ftsH

Forward: CTTTGGGCCCAGCGAGTCTAATG
Reverse: CGCGGCGATAACGATGATACCTT

3)glyA

Forward: CGCACTCCGGCTCCCAGGCTAACT
Reverse: ACCGGGTAACGTGCGCAGATGTCG

4)lacY

Forward: ACTTTTGGATGTTCGGTTTATTC
Reverse: ATTCGCCCATTGTCGTTAC

5) lacA

Forward: ATGCCAATGACCGAAAGAATAAGA
Reverse: TACTACCCGCGCCAATAACAGAAT
6) rpoA

Forward: GTTATGTGCCGGCTTCTACCC
Reverse: AGCCAGCACGTCTTTAATCTCAGT

7)secD

Forward: CCCGCGAAGGTCAGCCAGTT
Reverse: GCCGCCATATAGCAGGTTTACGAT
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8)sig2

Forward: GCTGCCGCCGTTGAGTGTATCCA
Reverse: TAGCGCTTCCAGTGCCGAGGTATC

9) yidC

Forward: AGGCCCAACAGACCACGCAGACA
Reverse: TCATCGCCCAGACGCTCACG

10) dnaK

Forward: CCGGCTAAACGTCAGGCAGTG
Reverse: CATCGTCATCTTTCGCGTTGTTTG

11) tatD (blunt end)

Forward: ATCGGCGTTAATTTGACCAGTTCG
Reverse: CAAAAGTTCCCGCAGCTCCAGTCC

12)tatD (direktionale Klonierung)
Forward: CAGAGATGCAGTCGACATCGGCGTTAATTTGACCAGTTCG
Reverse: CCAAGCCTTCCCATGGCAAAAGTTCCCGCAGCTCCAGTCC

C.0.2 GFP-Klonierung
GFPHindIIl: GCGATGAAGCTTCTATTTGTATAGTTCATCCAT

GFPSsrA: GCGATGAAGCTTGCATGCTTAAGCTGCTAAAGCGTAGTTTTCGTCGTTT-
GCTGCGTCGACTTTGTATAGTTCATCCATGCC

GFPHexaHis: GCGAAGAAGCTTCTAATGATGGTGATGGTGATGTTTGTATAGTTCAT-
CCAT

GFPXbal: GCGATGTCTAGAAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACT

GFPSacImitRBS: GAGCTCTTAAAGAGGAGAAAGGTCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTT-
CACT

torASacl: GCGATGTCTAGAAGCGTCAGTCGCCGCTTGCGCCGC

torAXbal: GCGATGGAATTCGAGCTCTTAAAGAGGAGAAAGGTCATGAACAATAA-
CGATCTCTTTCAG
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C.0.3 RFP-Klonierung

RFPHindIII: AAGCTTCTACAGGAACAGGTGGTGGCGGCCCTCG

RFPSsrA: AAGCTTGCATGCTTAAGCTGCTAAAGCGTAGTTTTCGTCGTTTGCTG-

CGTCGACCAGGAACAGGTGGTGGCG

RFPHindIITHis: GCGATGAAGCTTCTAATGATGGTGATGGTGATGCAGGAACAGGTGGTGGCGGCCCT

RFPXbal: GCGATGTCTAGAATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATC

RFPSacIRBS: GAGCTCTTAAAGAGGAGAAAGGTCATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATC

C.0.4 Real-time PCR

1)dnaA

Forward: ATCATTCTCACCTCGGATCG
Reverse: AGACGCTTGGCGATAAAGAA

2)dnaK

Forward: GGCTTCTTCTGGTCTGAACG
Reverse: TAGCGGCTTTGTCTTCACCT

3)glyA

Forward: ACCGGTCATATCGACTACGC
Reverse: CTCTTCGCTACCACCTTTCG

4)lacA

Forward: CACCATCGGGGATAATTCTG
Reverse: GTGCTTATCCCGGTCGTTTA

5) secD

Forward: GCTGGAATTCCGTCTGGTAA
Reverse: AGATGTTAACCTGCGGTTGG

6) sig2

Forward: CGGTGGTCAGGCATTAGATT
Reverse: TTTATCTCCGGCGCTTAATG

7) tatA

Forward: TGAGCGATGATGAACCAAAG
Reverse: TCGCGTCTTCTGTTTTAGCC

8) tatD

Forward: ACTCATCACCGGCACTAACC
Reverse: GCTGCTGTCGTGAGGATGTA

9) tatE

Forward: TCGTTCTGCTGTTTGGGACT
Reverse: GCCTGAAGATCAACGTCTGC

10) gfp

Forward: ACTTTCGCGTATGGTCTTCA
Reverse: GTCTTGTAGTTCCCGTCATC

11) rfp

Forward: CAAGTGGGAGCGCGTGAT-

GAA
Reverse: CCGTCGGAGGGGAAGTTCAC

12) gapdH

Forward: AGGTCTGATGACCACCGTTC
Reverse: GGAACGCCATACCAGTCAGT
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13) gst

Forward: AGGCGTAGCGATTATGCAGT
Reverse: GGCGATGTAATTCAGCCATT

Geréate

Scanner Genepix 4000B
Vakuumzentrifuge Eppendorf Concentrator
5301

Mikrozentrifuge 5415 R

Slide Schiittler Thermomixer comfort
Arrayerdl 7™

Criterion™ Blotter
Hybridisierungsofen Thermo Hybaid
IQ5 real-time PCR-Cycler

Bioanalyzer 2100

Transferpette

Schiittler MTS 4

Thermo EC 105 Gelelktrophorese
MiniProtean™ Tetra Cell
Schiittelschrank Certomat BS1
Bioreaktor Biostat C
Plattenschweissgerit ALPSTM 50V
Spektralphotometer Nanodrop ND1000

Software

Gene Pix Pro 6.0
Lasergene 7.0

Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatte

Mikrotiterplatte f. real-time PCR

Adhésive optische Folie f. Mikrotiterplatten
Reagiergeféfse 2ml

Reagiergeféifie 1,5ml

Reagiergeféfse 0,1ml

Spritzenvorsatzfilter (0,22um)

falcon tubes 50ml

falcon tubes 15ml
Aledehyd-funktionalisierte Chips (VSS Si-
lylated Slides)

Axon Instruments

Eppendorf AG Wesseling-Berzdorf
Eppendorf AG Wesseling-Berzdorf
Eppendorf AG Wesseling-Berzdorf
Affymetrix

Bio Rad Miinchen

Thermo Scientific

Biorad Miinchen

Agilent Technologies GmbH Deutschland,
Boblingen

Brandt GmbH+Co KG, Wertheim
IKA Werke GmbH, Staufen
Thermo Scientific Waltham USA
Biorad Miinchen

B. Braun Melsungen

B. Braun Melsungen

Thermo Scientific Waltham USA
PEQ-Lab Erlangen

Axon Instruments Segundo USA
DNA-Star Madison USA

Sarstedt AG, Niirnbrecht
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Sarstedt AG, Niirnbrecht
Sarstedt AG, Niirnbrecht
Sarstedt AG, Niirnbrecht
Sartorius Stedim, Gottingen
Sarstedt AG, Niirnbrecht
Sarstedt AG, Niirnbrecht
Cell Assoziates Inc., USA
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Chemikalien

Random Hexamer Primer 100mM
Sacl 10u/pul

Sall 10u/pul

Ncol 10u/pl

HindIIT 10u/pl

Xbal 10u/pl

EcoRV 10u/ul

Ndel 10u/pl

ATP 100mM

Pfu DNA-Polymerase
Omni-Taqg DNA-Polymerase
T7 RNA-Polymerase

SP6 RNA-Polymerase

rNTPS 10mM

dNTPs

RNasin RNAse-Inhibitor
5xTranskriptionspuffer

DTT 100mM

DNAsel 10U/pl

Alkalische Phosphatase 1U/pul
BPC-Wasser (endotoxinfrei)
DIG-11-dUTP 1mM
DIG-rNTP Labeling-Mix
BCIP/NBT-Mix

DIG Kontroll-DNA
pGEMS5Z(+) Vektor-DNA
PEG 4000

T4-DNA-Ligase 5u/ul
Superscript 11T Reverse Transkriptase
5xFirst Strand Buffer
Cy3/Cy5-dCTP 1mM

Top Block

PCR Purification Kit

TSA™ Labeling and Detection Kit
Wizard SV Gel and PCR Purification Kit
Agarose NEEO Ultra Qualitét
DEPC

Primer

L-Arabinose

X-Gal

IPTG

Rotiphenol™

Chloroform

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

OLS GmbH, Hamburg
Promega,Mannheim
Promega,Mannheim
Promega,Mannheim

Fermentas, St. Leon-Rot
Promega,Mannheim
Promega,Mannheim
Promega,Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega,Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega,Mannheim

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen GmbH Karlsruhe
Invitrogen GmbH Karlsruhe
Perkin-Elmer Life Sciences USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Qiagen, Hilden

Perkin-Elmer Life Sciences USA
Promega,Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

MWG Biotech AG, Ebersberg

Fluka Chemie AG, Seelze

Applichem GmbH Darmstadt
Applichem GmbH Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Chemikalien (Fortsetzung)

Improm Reverse Transkriptase 5u/ul
Total RNA Isolation Kit

IQ SybrGreen Mastermix
Plasmid gold Mini Kit
Trypton Plus
Natriumchlorid

Hefeextrakt

Ethanol, absolut
Trinatriumcitrat-Dihydrat
Tween 20

DMSO

Ziegenserum

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid Dihydrat
Magesiumsulfat

HEPES

Manganchlorid
Kaliumhydroxid

SDS

Natriumborhydrid

BSA

MOPS

Formaldehyd 37%ig
Formamid
N,N-Dimethylformamid
EDTA 0,5M pHS,0
Natruimacetat
Natriumborat

Tris-HCI

Tris-Base

Betain

Agar

DIG Nucleic Acid Detection Kit
DIG Wash and Block buffer set
Bromphenolblau
Ethidiumbromid

Sarkosinat
Trichloressigsaure
Natriumdihydrogenphosphat
Imidazol

Promega,Mannheim

Analytik Jena GmbH, Jena

Biorad GmbH, Miinchen

PeqLab GmbH, Erlangen

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Seelze

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Spenderin: Fabienne Anton
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Seelze

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze

Fluka Chemie AG, Seelze
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D Mathematische Formeln und Statistik

D.1 Berechnung von Inkorporationsfrequenzen

Fiir die Berechnung der Inkorporationsfrequenzen von Cy3- bzw. Cy5-dNTPs in die cDNA
wurde folgende Formel verwendet:

a) Cy3-Inkorporation: 58,5 - Ass0

b) Cy5-Inkorporation: 35,1 - 4820

mit Asgg = Absorption bei 260 nm; As59 = Absorption bei 550 nm und Agsg = Absorption
bei 650 nm.

Die Faktoren 58,5 und 35,1 leiten sich aus den Absorptionskoeffizienten von Cy3/Cy5, dem
mittleren molaren Gewicht der dNTPs, der Konzentration der Cy-gelabelten ssDNA die 1
Absorptionseinheit von elektromagnetischer Strahlung der Wellenlénge 260 nm absorbiert
her. Das Ergebnis wird in der Anzahl von inkorporierten Cy-dCTP pro 1000 Nukleotiden
angegeben.

D.2 Statistik

Fiir Ergebnisse aus mehreren Einzelexperimenten wurden Mittelwert und Standardfehler
berechnet. Um Unterschiede zwischen einzelnen Versuchsgruppen statistisch zu verifizieren,
wurden die Daten auf Normalverteilung und gleiche Varianzen gepriift und im Anschluss ein
studentischer t-Test durchgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als sta-
tistisch signifikant gewertet ab p < 0,05. Waren die Proben nicht normalverteilt oder wiesen
ungleiche Varianzen auf, so wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Bei mehreren
voneinander unabhéngigen Eigangsgrofen (z1, xe, ...) mit den zugehorigen Fehlern (Azq,
Azxy, ...) wurde der Fehler des aus den Mittelwerten der Eingangsgrofen errechneten Ergeb-
nisses (Ay) anhand der Fehlerfortpflanzung nach Gaufs berechnet:

0 0
Ay = \/(aj1 - Azy)? + (87;/2 - Awg)?
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