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Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand das Ziel, die Regulationen der Zelldifferenzierung am
Beispiel des Sporulationsvorganges vom Modellorganismus Physarum polycephalum zu
untersuchen. Wahrend seines Lebenszyklus entwickelt sich Physarum polycephalum zu
einer vielkernigen Riesenzelle, dem sogenannten Plasmodium. Das Besondere an den
Zellkernen ist die synchrone Regulation von Teilungsprozessen und Transkriptions-
faktoren. Diese erlauben es, die Zelldifferenzierung auf Einzelzellebene zu studieren.

Sporulationskompetente Plasmodium wurde Uber den Phytochromen-Photorezeptor mit
dunkelrotem Licht stimuliert. Mithilfe der von der Verfasserin der vorliegenden Arbeit neu
etablierten Methode konnen in bestimmten Abstidnden Proben von einem Plasmodium
entnommen werden, ohne die Zelldifferenzierung des Organismus zu &ndern. Anhand der
so von jedem Plasmodium gewonnenen Zeitreihne konnte der Differenzierungsvorgang
anhand des Expressionsniveaus von 35 Sporulationsmarkergenen mit Hilfe einer
speziellen ,Multiplex RT-PCR-Methode” (GeXP) analysiert werden. Der Einfluss von
auRReren Fak-toren auf den Differenzierungsprozess wurde durch Variationen in der Lange
der Hunger-phase und der Belichtungsintensitat analysiert. Unter Verwendung des Mann-
Whitney-U-Tests konnten Hoch-, runterrunter- und konstant regulierte Gene charakterisiert
werden. Die Hauptkomponentenanalyse der Genexpressionsdaten zeigte, dass die
Plasmodien unterschiedliche Trajektorienverlaufe annehmen, welche die
Schicksalsentscheidung der Zelle wiedergeben. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
individuelles Zellverhalten bei Mittelwertbildung berticksichtigt werden sollte. Vergleiche fur
Gene mit paarweisen Korre-lationen beziglich der Expressionskinetiken zeigen qualitativ
unterschiedliche Muster der Co-Regulation. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
alternative Programme der Genregulation in den Zellen vorliegen und optional verwendet
werden kénnen. Auf Basis der Einzelzellstudie konnten qualitative Unterschiede zwischen
nicht sporulierten Mutanten und sporulierten Wildtypzellen in Bezug auf die Regulation von
Genen sowie auf ihre Co-Regulation festgestellt werden. Die Beobachtung der
individuellen Unterschiede in der Genregulation wahrend des Differenzierungsvorganges
unterstitzt das Konzept der Quasi-Potentiallandschaft von Waddington zur Kontrolle der
genregulatorischen Vorgange in einer Zelle. Zudem bekréaftigen die Daten aus dem
Vergleich zwischen Wildtypzellen und sporulierten Mutanten, dass Mutationen einen

Einfluss auf die Topologie der Landschaft ausiiben.
2



Inhaltsverzeichnis

WA EST= 10 0] g1 ] = 7S L Lo P 2
INNAISVEIZEICNIS ... 3
I Y 01 1= 1 (1 T PO RSSP 12
2. TheoretisChe Grundlagen ............euiiiiii it e e aar s 16
2.1 Der Organismus Physarum polycephalum ...............cooiiiiiiiiiiiiicee e 16
2.1.1 Phylogenetische EiNteiluUNg ...........uuuiiiiii i 16
2.1.2 Der LEDENSZYKIUS ...t 16
2.1.3 Physarum polycephalum: Verwendung als Modellorganismus...............ccc....... 18
2.1.4 Die Sporulation und ihre sensorische Kontrolle...............ooieiiinieiiiieceiiicen. 20

P2 IR ST Y/ 1 = 1 (=] o PP PPTRPPPRN 22

2.2 Molekularbiologische Grundlagen ............coooo oo 23
2.2.1 Genexpressionsanalysen mit dem GenomeLab™ GeXP-System.................... 23
2.2.2.1 Reverse TranSKIPLION .........uuiiiee et e e e e e e e e e e e e e eeeaannne e e e eeaees 23

2.2.2.2 Polymerase-KettenreaKtion .............oouuuuiiiiii e 24

2.2.2.3 Kapillarelektrophoretische TrennuNg .........cooooovviiiiiiiiiiiie e 25

2.3 AUSWErtUNGSMETNOTEN ... 27
2.3.1 Ermittlung der relativen GenexpreSSIONSWEIE ..........ccevvevvvviiiiieeeeeeeeeeeiiieenns 27
2.3.2 Multivariate Verfahren..........ooo 27
2.3.2.1 HauptkomponentenanalySe.........ccooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeii e 27

2.3.2.2 Hierarchische ClusteranalySe............oouuuiiiiiiiiiiiiiic e 28

2.3.3 Signifikanztest — ,Mann-Whitney-U-Test" ..........cccoeiiiiiiiiieeiiiiiee e 28
2.3.4 KOrrelatioNSaNalYSE .......uuii it e e 29

T |V = 1T = 11T o U 30
TN RO =10 01132 1= o OSSP 30

G T C T = | (PP 31
3.3 VerbrauChsSmaterialen........ ... 31
I (1 S V] (=] 1 1= U UPPPPTRPR 32
TR 1Y 1= To 11T o TSP 32
3.6 LOSUNGEN UNA PUFTEE ..o e e e e 33
G A O ] o T= 1 a1 ] 41T o I 33



TR C T @ ] 1o T o101 41T 0] i o [= S 34

|V [T 1 T T L= o U 35
4.1 ProbDENGEWININUNG ..evuteiiie ettt e ettt e e e e e e e e eeaaea e e e e e e e e e eeeassn e e e eeeeees 35
4.1.1 Umsetzen von ErhaltungSKultUren.............ovveiiii e 35
4.0.2 FEIMENTATION ..etiiiiiiiiiiiiiiiitieeeee et ettt ettt ettt ettt e et e e e e e et e e et e e e et et et e et teeeeeeseeeeeeeeeeees 36
R 1 | (=S RUPPPPTTRRPPPPPIN 38
4.1.4 Sporulationsinduktion und Probenahme ... 39

4.2 Aufbereitung des Zellmaterials ............coiiieeiiiiieiiiie e 40
A.2.1 ZEIIYSE ..ot e e e e e e e aaaaes 40
4.2.2 PRASENIIENNUNG ...evtiiiie et e e e e e e e e e e e e aaa e e e e e aeees 40
4.2.3 RNA-FAIUNG ... e e e e e e e e e e aanes 41
R ] YU ] 01T 1 [ o S 41
4.2.5 RNA-KonzentrationshestimmuNg .......ccoovvviiiiiie e 41
4.2.6 Agarose-GeleleKtrophoreSe...... ..o 42
4.2.7 KonzentrationSeiNStellUNG .........veiiiiieee e 42

4.3 GEXP-ANAIYSE ...ttt e e e e aaaaaes 43
e I = I = O RSP PRERRR 43
4.3.2 Kapillarelektrophoretische AUtreNNUNG ..........ooiiiiiiiiiiii e 45

4.4 GeNeXPreSSIONSANAIYSE ......coieiiiiiiiiiiiiia et e e e et e e e e e e e eeeaa e eaeaes 46
4.4.1 Bestimmung der TransKriptMeNgeN ...........uuveiiiie e e e e 46
4.4.2 ManNN-WhitN@Y-U-TeSt......ccoieiiiiiiiie et e e e e e e e e e e eeeaes 47
4.4.3 HauptkomponentenNaNalYSe ..........ii i iiiiiiiiiiiiiie e 48
4.4.4 Signifikante ClUSTEranalySe .........ccoov oo 49
4.4.5 KOrrelatioNSanalYSE ........ccoeiieeiiiiiie e e e e e e e 49

T (0= 0] ] 7S = USSP 50

5.1 Erforderliche Kontrollen fur die Interpretation der Ergebnisse von

Zeitreinenexperimenten an EiNzelzellen ... 52
5.1.1 Homogenitat der Zellmasse eines Plasmodiums...............cveeiieeeeeeeveeviiinnnnnnn. 52

5.1.1.1 Vergleich der Transkriptmengen zwischen Rand und Zentrum eines

[ P2 TS 0 Lo T 11 41 SRR 52

5.1.1.2 Analyse auf lokal unabhangige Transkriptmengen in einem Plasmodium .55
5.1.2 Analyse des Einflusses der wiederholten Probenahme an einer Zelle auf das
Genexpressionsniveau der Zell@ ...........eeueeiiiiie e 57

5.2 Charakterisierung des Wildtyps #31 anhand von Zeitreihenanalysen bei Einzelzellen60
4



5.2.1 Analyse der KontrollplaSmOdien .........cccoeeeivieiiiiiiiee e 60

5.2.2 Identifikation von Hoch- und runterregulierten Genen..........cccoooeveeevieiiiiiiinnnn. 65
5.2.3 Identifikation von frih- und spatregulierenden Genen..........cccooeeveeevveviiiinnnnnn. 68
5.2.4 Vergleich zwischen sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien ................ 69

5.2.5 Einfluss der Hungerperiode und der Lichtintensitat auf das Expressionsprofil . 76

5.3 Charakterisierung VON MULANTEN...........uuuuiiiiiei e 81
5.3.1 Identifikation des Genexpressionsprofils der Mutante PHOGS ......................... 81
5.3.2 Identifikation des Genexpressionsprofils der Mutante PHO48 ......................... 85
5.3.3 Vergleich der Mutanten untereinander und mit dem Wildtyp #31 ...........ccc....... 90

5.4 Charakterisierung der Zellfusion zweier Mutanten.............cceevevviviiinneeeeeeeeeiiienn 94
5.4.1 Charakterisierung des Heterokaryont (PHO48+PHOGS8) .........cccceevvvvviiiiiinnnnnnn. 94
5.4.2 Einfluss der Mutanten auf den Heterokaryont ............ccccevvvviiiiiieeec e, 98
5.4.3 Vergleich der Zellfusion der beiden Mutanten PHO48 und PHO68 mit dem
WIIAEYD Bttt ettt ettt ettt n et e e e 105

5.5 Charakterisierung der epigenetischen Landschaft.............ccccviiiiiiiiiiceen. 109
5.5.1 Wildtypplasmodien in der Quasipotential-Landschaft.................cccvvvvviinnnnnnnn. 109
5.5.2 Plasmodien von Mutanten in der Quasipotential-Landschatft.......................... 111

5.6 Korrelationsanalyse der Einzelplasmodien...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 113
5.6.1 Korrelationsanalyse des WilAtyPsS.......ccoooeiiiiiiiiiiiiee e 113
5.6.2 Korrelationsanalyse der Mutanten PHO48 undPHOGS...............cccvvvvvvvvinnnnnnn. 116
5.6.3 Vergleich der regulatorischen Netzwerke von Einzelplasmodien ................... 118

c DISKUSSION ...t e ettt e e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e nann s 119

6.1 Optimierung der Kultivierung von Physarum polycephalum .............cccoooooiiiiinninnn, 119

I B L= T VAV o 1§V =2 1 USRS 120
6.2.1 ldentifizierung wichtiger regulatorischer Gene..............ccoevvvveviiiiiiee e e 121
6.2.2 ldentifizierung aulRerer Faktoren auf das Expressionsverhalten..................... 122

6.3 Charakterisierung der Mutanten PHO48 und PHOG68 sowie des Heterokaryonten

(PHOABHPHOBB).......eeeeeiiiieee e ettt e sttt e e e e e e e e et e e e e e e e e e s snnanneeraeaeeeaaannnees 124

6.4 Die Quasipotential-Landschaft..............coovuiiiii s 127

6.5 Auswirkungen der dynamischen Flie3gleichgewichte auf die regulatorischen

N AT PSRRI 129
T AUSDIICK. .. 131
LiteraturverzeiChnis. ... 132
Y o =T o TSP 137



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Lebenszyklus Physarum polycephalum.............cccooveieiiiiieeii e 18
Abbildung 2: Lebenszyklus mit gadAR-MULALION ...........cooiiiiiiiie e 20
Abbildung 3: Minimalmodell der sensorischen Kontrolle der Sporulation nach Starostzik und

Y TR L T 0022 TSP 21
Abbildung 4: zeitlicher Verlauf der Sporulation (Vergleich Starostzik und Marwan 2002).............. 22
Abbildung 5: Reverse Transkriptase (Enriquez-Schéfer 2005) ..., 24
Abbildung 6: Polymerase-Kettenreaktion (Enriques-Schéfer 2005 und Hayashi 2007) ................... 25
ADbbildung 7: ProbENGEWINNUNG .......eeveiieiieece et ae e re e enes 35
ADDIAUNG 8: DEI FEIMENTET ......eciieiieee ettt e et e s e e aeeneenreenneanes 38
Abbildung 9: Die PlattenmasChiNeg ..........c.ooiiiiiiiiie e 39
Abbildung 10: Vergleich der Transkriptmengen zwischen den einzelnen Achteln............ccccce..... 56
Abbildung 11: Hauptkomponentenanalyse der Kontrollplasmodien des Wildtypstammes #31........ 64
Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse des sporulierten Wildtyps..........cccoovevieeieiienvciesveniene 66
Abbildung 13: Einteilung von friih- und spatregulierenden Genen...........cccooeveeiinienieneeiiesee e, 69

Abbildung 14: Vergleich sporulierte und nicht sporulierte Wildtypplasmodien mittels der
HauptKOMPONENTENANAIYSE .........eeieieieieeie et e s te et e reeste et eereesreenaeaneenreens 71

Abbildung 15: Vergleich der Expressionsverldufe zwischen allen sporulierten und nicht sporulierten

o S 40 To Lo [ =] o SRR TTRTRRRPRS 73
Abbildung 16: Darstellung der Expressionsverlaufe der auffalligen Gene ............cccooveiveiiiciinnne, 76
Abbildung 17: Analyse des Einflusses der HUNQErphase...........cccvevveieiieie e 78
Abbildung 18: Expressionsverldufe in Abhangigkeit der Hungerphase ...........cccoooveveviecvccesvenien 80
Abbildung 19: Hauptkomponentenanalyse der Mutante PHOBS .............cccoviiiiinie e, 82
Abbildung 20: Clusteranalyse VON PHOBS............ccoiiiiiiiieieseeeee e 84
Abbildung 21: Hauptkomponentenanalyse der Mutante PHOA48 ... 86
Abbildung 22: Clusteranalyse der Mutante PHOA8 ..o 89
Abbildung 23: Vergleich der Mutanten und des Wildtyps mittels der Hauptkomponentenanalyse ..91
Abbildung 24: Hauptkomponentenanalyse der Fusion PHOG68+PHO48.............cccccceevveiieciie i, 95
Abbildung 25: Clusteranalyse des auffalligen Fusionsplasmodiums 5..........c.ccccevcvvieiieenncie e, 97

Abbildung 26: Hauptkomponentenanalyse zum Vergleich zweier Mutanten und deren
[ Lo T (0] =T/ o | PSPPSR 99
Abbildung 27: Analyse des Einflusses der Genexpression der einzelnen Mutanten auf das

Fusionsexperiment mithilfe der CIUStEranalyse..........ccccoveeiieieeie s 100



Abbildung 28: Mittelwerte der CIUSIEraNalYSe ........ccveveeieiieii e 103
Abbildung 29: Hauptkomponentenanalyse — Vergleich des Heterokaryonts PHO48+PHOG68 mit dem

LAY [0 L0/« OSSPSR 106
Abbildung 30: Verlauf der WildtypplasmOodien ...........cccooieiieiiiiiiieece e 111
Abbildung 31: Verlauf der Plasmodien der Mutanten PHO68, PHO48 und des Heterokaryonts

PHOABHPHOBS .......coeeuieieie ettt ettt st ettt b st e st et e tesbesbeasaeseeneeneeneenees 112
Abbildung 32: Korrelationsnetzwerk Einzelplasmodien- Wildtyp.........cccooeiiiiiininienieiieen, 115
Abbildung 33: Korrelationsnetzwerk Einzelplasmodien - Mutanten .............ccoccvvvevieeiencieseciennn, 117

Abbildung 34: Model der epigenetischen Landschaft fir Physarum polycephalum nachder Theorie
LVAY2:T6 (o 10T | (o] o ISR RTROPRPRRR 128



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Phylogenetische Klassifikation von Physarum polycephalum (nach NCBI-Taxonomy-

DatenDANK-ID:5791) ....eeiieiicie ettt ettt et e st et e e re e beenaeane e ae et e e re e reenneaneenreens 16
Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten OrganiSMeN ...........cccecueeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseseseesesesssesssssssesesesenns 33
Tabelle 3: 1. Schritt der RT-PCR (halber Ansatz des Beckman Coulter-Protokolls)...............c......... 44
Tabelle 4: RT-TempPeratuUrSCNEIMAL..........ccuiiiiiiiie e e ae s 44
Tabelle 5: PCR-Pipettierschema (halber Ansatz des Beckman Coulter-Protokolls)............c..cc.c....... 45
Tabelle 6: PCR-TEMPEIatUISCNEMA. .......cveiieieeeie ettt e et e e ae e e nreeaeenes 45
Tabelle 7: Kapillarelektrophoretische AUTtrENNUNG ........ccviiiiiiiiee s 46
Tabelle 8: Ubersicht der durchgefihrten EXPerimente ...........ccocevevecueueeevieeeeeeeeeeeeceeee s 51
Tabelle 9: Vergleich der Transkriptmengen inneres und &uReres Material ............cccccevvvevveievvennenne 54

Tabelle 10: Vergleich zweier Probenahmetechniken unter Verwendung der Transkriptionsverlaufe 59

Tabelle 11:Mann-Whitney-U-Test: Der WIlAYP .....cccooveiieieie e 67
Tabelle 12:Vergleich zwischen sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien mithilfe des Mann-
WV NIENEY=U-TESES ...ttt bttt b bt st e e bt et e e st e sbe et e e e e sbeenbeanbeeneenee e 74
Tabelle 13: Mann-Whitney-U-Test flr PHOBS.............cccoeiiiieieece e 83
Tabelle 14: Mann-Whitney-U-Test fUr PHOAB............ccov oo 87
Tabelle 15: Vergleich Mutanten und Wildtyp mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests ...........ccccovennne. 93
Tabelle 16: Mann-Whitney-U-Tests fiir den Heterokaryonten PHO68+PHOA48 ............cccccovvvennne 96
Tabelle 17: Vergleich der Genregulationsvorgange zwischen den Mutanten und dem Heterokaryont
PHOZBHPHOBS ........coiiiiieiiiiiiieiee sttt sttt sttt b et et ne st et et et e st e e reabeseeneanens 105
Tabelle 18: Vergleich von Wildtyp und Heterokaryont PHO48+PHO68 mithilfe des Mann-Whitney-
O T Y T ST O PR PPRPPUPRTPUPRPPPY 108
Tabelle 19: Zusammensetzung des WachStuMSMEdIUMS...........ccceivereiiesieerr e e 137
Tabelle 20: Zusammensetzung des SporulationSMEdIUMS..........ccoivereiieiieerr e 137
Tabelle 21: Zusammensetzung des SPOrulatioNSAQArS..........ceivireriiereiie e 138
TADEIE 227 LOSUNGEN ...ttt bttt sttt b et se e sbe e e e st e nbeenbeeneenreas 139
Tabelle 23: Sequenz der 35 Gene: FOrWard-PrimMer.........ccooieiiiieiieie e 140
Tabelle 24: Sequenz der 35 Gene: ReVErSE-PIiMEr.........ccoviieiiiie e 141
Tabelle 25: Mann-Whitney-U-Test fur Kontrollplasmodien............ccccooeiieniiininneneseenccen, 142
Tabelle 26: Rohdaten HOMOQENITALSIEST ..........coouiiiiiiiieiie e e 142
Tabelle 27: Grenzwerte fir Rohdaten HOMOQENItAtStESE ...........ccvveiieriiie e 142
Tabelle 28: Rohdaten Homogenitatstest bezliglich Achtelproben ..., 143

8



Tabelle 29: Grenzwerte fir Homogenitéatstest AChtelproben..........cccocvvvevievv v, 143
Tabelle 30: Rohdaten fUr TeHUNGSVEISUCN........c.oiiiiiiieiie e 143
Tabelle 31Grenzwerte flr TEIHUNGSVEIUSCR .........oiiiiiiieieee s 143
Tabelle 32: Rohdaten Wildtyp Kontrollen (7Tage hungern, nicht belichtet, \ers. Nr. 18-C)........... 143
Tabelle 33: Grenzwerte Wildtyp Kontrollen (7Tage hungern, nicht belichtet, Vers. Nr. 18-C)....... 143
Tabelle 34: Rohdaten Wildtyp nicht belichtet VErsuCh 17 ..o 143
Tabelle 35: Grenzwerte Wildtyp nicht belichtet Versuch 17..........cccooeiiiieiiiiiieeeeeeee e, 143
Tabelle 36: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 15 min belichtet (\Vers. Nr. 15-B) ........cccceevevenen, 143
Tabelle 37: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 bzw. 15 min belichtet (\ers. Nr. 15-B) ......... 143
Tabelle 38: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet (Vers. Nr. 18-A) .....cccccovveivinnen, 143
Tabelle 39: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet (Vers. Nr. 18-A)........cccccvvnennee, 143
Tabelle 40: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 18-B) ......cccoeevevveienen, 143
Tabelle 41: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 18-B)........c.cccccovenee. 143
Tabelle 42: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 10 min belichtet (MVers. Nr. 11-A) ......ccocevvinennen, 143
Tabelle 43: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 20 min belichtet (MVers. Nr. 11-B) ..o, 144
Tabelle 44: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 30 min belichtet (Vers. Nr. 11-A) ......c.cccevvevenen, 144
Tabelle 45: Grenzwerte Wildtyp 6 Tage hungern, 10 bis 30 min belichtet...........c.ccccocvvvvervinnnen, 144
Tabelle 46: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 15-A) ....ccooiviiiiiinnen, 144
Tabelle 47: Rohdaten der Mutante PHOZS ... 144
Tabelle 48: Rohdaten der Mutante PHOBS ............coiiiiiiiiieeneesee e 144
Tabelle 49: Rohdaten des Hetrokaryont PHO48+PHOBS............c.ccceveiiieiiieiice e sa e 144
Tabelle 50: Grenzwerte fiir die Mutanten PHO48+PHOG68 und des Heterokaryont PHO48+PHO68

.......................................................................................................................................................... 144
Tabelle 51: Ubersicht der 35 Gene und ihre Ahnlichkeiten (Rétzel und Marwan, 2015)................ 145



Symbolverzeichnis

Symbol Einheit Bedeutung

m [] Anstieg

mA [ Mittlerer Achsenabschnitt

Miragx [ng] Transkript Menge von Fragment x

MRNA [ng] Menge an Boten-RNA

n [] Schnittpunkt mit der y-Achse

Na [] Anzahl der Proben in Gruppe A

Ns [] Anzahl der Proben in Gruppe B

normPeakfliragx [ ] Normierte Peakflache von Fragment x

Ra [] Rangsumme von Gruppe A

RCF [0] Relative Zentrifugalkraft (englisch: relative

centrifugal force)

realMrag [] Reale Transkriptmenge

rpm [ 1 } Umdrehungszahl pro Minute (rotation per minute)
min

T K] Absolute Temperatur

t [s], [min],[h] oder [d] Zeit

Ua [] Prufgrolie

Ukrit [] Kritischer Wert der Priifgro3e

Uo [] Obere Schranke

\% [pl], [mI] oder [I] Flussigkeitsvolumen

y' [] Neuer y-Achsenabschnitt

10



Abkilrzungsverzeichnis

Abkilrzung Vollstdndiger Name

1n Haploid (ein Chromosomensatz)

2n Diploid (zwei Chromosomensétze)

Abb. Abbildung

Abk. Abkirzung

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare (englisch: base pair)

cDNA Komplementare DNA (englisch: complementary Deoxyribonucleic Acid)

DEPC-Wasser

DNA

EDTA

ENU

gad

GeXP

Glc

KANRRNA
KOH

Milli-Q Wasser
MMZ

MRNA
NaOH
nt

NTC
OTR
PCA
PCR
PNR
RNA
RT
simprof
TBE-Puffer

Diethyldicarbonat versetztes Wasser (englisch: Diethylpyrocarbonate
water)

Desoxyribonukleinsdure (englisch: Deoxyribonucleic Acid)
Ethylendiamintetraessisaure (englisch: Ethylenediaminetetraacetic Acid)
N-ethyl-N-nitrosourea

greater asexual differentiation

Gene eXpression Profiler

chemische Abkirzung fir Glucose

Kanamyzin Ribonukleinsaure (englisch: Kanamyzin Ribonucleic Acid)
chemische Formel fur Kaliumhydroxid

Millipore Wasser = deionisiertes aufbereitetes Wasser
Magnesiumsulfat-heptahydrat + Mangan(ll)-Chlorid-Dihydrat + Zinksulfat-
Heptahydrat

Boten-Ribonukleinsdure (englisch: messenger Ribonucleic Acid)
chemische Formel fur Natriumhydroxid

Nukleotid

Negativkontrolle (englisch: No Template Control)
Sauerstofftransferrate (englisch: Oxygen Transfer Rate)
Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principle Component Analysis)
Polymerase-Kettenreaktion (englisch: Polymerase Chain Reaction)
Punkt ohne Wiederkehr (englisch: Point of no Return)
Ribonukleinsdure (englisch: Ribonucleic Acid)

Reverse Transkriptase

Ahnlichkeitstest (englisch: similarity profile test)
TRIS-BORATE-EDTA -Puffer

11



1. Einleitung

Jeder Organismus besteht aus Millionen verschiedenartiger Zellen. Alle differenzierten
Zellen eines vielzelligen Organismus enthalten in ihrem Zellkern die gleichen
Erbinformationen in Form der DNA und sind doch nicht identisch. Durch die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wird das Genexpressionsmuster der Zelle bestimmt.
Individuelle Differenzen zwischen Zellen von klonalen Populationen wurden beim
Prokaryonten bis hin zum Menschen beobachtet und sind hochstwahrscheinlich wichtig fir
die Anpassung an physiologische und pathologische Situationen (Junker und van
Oudenaarden 2014, Loomis 2014). Die Heterogenitat innerhalb einer Zellpopulation ist
maoglicherweise zum einen stochastisch in der Genexpression begrindet, z. B. Differenzen
durch erworbene Mutationen, oder zum anderen durch unterschiedliche Umwelteinflisse.
Individuelle Differenzen kénnen aber auch Folge einer verschiedenartigen Entwicklung
sein oder aus unterschiedlichen funktionalen Zustanden der Zellen hervorgehen (Junker
und van Oudenaarden 2014). Experimentelle Beobachtungen und theoretische
Betrachtungsweisen zeigten, dass Heterogenitat in klonalen Populationen von genetisch
gleichartigen Zellen durch die dynamische Variationsmoglichkeit in regulatorischen
Netzwerken hervorgehen und so das intrinsische Phdnomen des komplexen Zellsystems
erhéhen kann (Huang und Ingber 2006, Huang 2011, Zhou und Huang 2011). Diese Art
der Betrachtung eines dynamischen Systems auf Grundlage der Zelldifferenzierung
enthalt Ansétze fur ein besseres Verstdndnis der Vorgédnge in einer Zelle und deren
Manipulationsmdoglichkeiten. Es suggeriert, dass Zellen unterschiedliche Zustande auf
vielen verschiedenen Wegen erlangen konnen, z.B. durch die kurzzeitige Aktivitat
verschiedener Gene oder Proteine (Graf und Enver 2009; Zhou und Huang 2011). Obwohl
all diese theoretischen Vorhersagen bezlglich der beschriebenen Pha&nomene auf
allgemein gut studierten (bio-) chemischen Reaktionskinetiken basieren (Huang und
Ingber 2006, Huang 2011 Krumsiek et al. 2011), und die Guiltigkeit dieser Konzepte durch
experimentelle Resultate unterstitzt werden (Huang et al. 2005, Krumsiek et al. 2011),
fehlen die direkten und systematischen experimentellen Beweise fir die genannten
Vielfaltigkeiten einer Zelle bezuglich ihrer Reaktionsdynamik zwischen interagierenden
Molekuilen in Einzelzellen.

Eine Moglichkeit, die Kinetiken und die Regulationsmechanismen der Genexpression,

welche die Differenzierung der Zelle (wie das Ausbilden von Sporen) steuern, zu
12



erforschen, sind Genexpressionsanalysen (Logan et al. 2009). Um die Genexpression
einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt der Zellentwicklung zu untersuchen, wird bei
den etablierten Standardverfahren die Boten-Ribonukleinsdure (englisch: messenger
Ribonucleic Acid= mRNA) aus Zellpopulationen isoliert und analysiert. Anschlielend wird
die RNA vereinigt, um statistische Aussagen lUber die Genexpression zu treffen (Campbell
2003). Der Nachteil von Populationsmessungen ist jedoch, dass hiermit nur mittlere
Anderungen der Genexpression analysierbar sind und sich individuelle Unterschiede
Uberlagern kénnen, sodass im ungunstigen Fall sich gegenregulierende Aktionen (d.h.
dass ein Gen in der einen Zelle hoch- und in der anderen Zelle runterreguliert wird)
gegenseitig neutralisieren (Campbell et al. 2003, Hayashi et al. 2007).

Hoffmann (2012) zeigte am Beispiel von Physarum polycephalum, dass
Genexpressionsanalysen an einzelnen plasmodialen Zellen durchfihrbar sind und dabei
bis zu 35 Gene parallel analysiert werden kdnnen. Mdglich ist dies mithilfe einer
kombinierten RT-PCR und einer anschlieRenden kapillarelektrophoretischen Auftrennung
der amplifizierten DNA-Fragmente (Rai et al. 2009, Hayashi et al. 2007, Rothe et al. 2005).
Zur Bestimmung der Genexpressionskinetiken sind wiederholte Messungen an einem
Einzelplasmodium erforderlich, die den Entwicklungsverlauf vom hungernden Plasmodium
bis hin zum sporulierten Plasmodium aufzeigen.

Derartige Einzelzellanalysen erlauben die direkte Identifizierung von Genen, die eine
Expressionsveranderung vollziehen sowie die Analyse von paarweisen Korrelationen
zwischen der zeitlichen Veranderung des Expressionsniveaus einzelner Gene, die in

Bezug auf veranderte Umweltbedingungen gemeinsam reguliert werden (Ratzel 2013).

Damit ergeben sich 2 fundamentale Fragestellungen, die im Laufe dieser Arbeit

beantwortet werden sollten:

1. Gibt es individuelle Differenzen in der Genexpression beim Vergleich der
Einzelzellanalysen wéhrend des Differenzierungsvorganges eines hungernden
Plasmodiums zu einem sporulierten Plasmodium, und welchen Einfluss tben
verschiedene Umweltbedingungen auf die Kinetiken aus?

2. Haben individuelle Differenzen in den Genexpressionsdaten einen Einfluss auf
das Muster von co-regulierten Genen, und welche Bedeutung liegt dem zu

Grunde?
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Zur Beantwortung der ersten Frage, wie dhnlich die Expressionskinetik von Markergenen
zwischen den individuellen Zellen auf dem Weg zur Sporulation sind, werden alle
Plasmodien dem dunkelroten Lichtimpuls ausreichend lange ausgesetzt, sodass am Ende
alle Plasmodien sporulieren. Die Variabilitdat von Plasmodium zu Plasmodium soll zum
einen Uber deren Trajektorienverlauf charakterisiert werden sowie Uber die Identifizierung
von Hoch- und runterregulierten Genen, damit kann gleichzeitig Uberprift werden, ob
entgegensetzte Regulationen in bestimmten Genen stattfinden.

Zur Klarung des Einflusses von variierenden Umweltbedingungen auf das
Expressionsverhalten von Genen werden unterschiedliche aul3ere Einflisse analysiert.
Dazu zéhlen Variationen in der Hungerphasenlange sowie in der Intensitat des
dunkelroten Lichtimpulses.

Mithilfe von Korrelationsanalysen der auffalligen Markergene aus vorherigen
Forschungsarbeiten (Réatzel 2013) sollen die co-regulierten Muster erstellt werden. Durch
die Analyse der Trajektorienverlaufe der Einzelzellen bei gleichzeitiger Annahme, dass der
Fluss von Informationen innerhalb einer Zelle unterschiedliche Wege durch das
regulatorische Netzwerk durchlaufen kann, sowie durch systematische Evaluierungen von
co-regulierten Genen und deren Variabilitdt in den individuellen Zellen kann das zu

grundliegende regulatorische Netzwerk erstellt werden.

Die Bedeutung dieser Arbeit liegt in der moéglichen Schlussfolgerung, dass sporulierte
Zellen in individuell unterschiedlichen multistationaren Zustanden verweilen kdnnen und
dass der Charakter der Zelle durch veranderte Umweltbedingungen umorganisiert werden
kann. Diese Subzustande kénnen eine Folge alternativer Wege durch das regulatorische
Netzwerk sein. Mechanistische Schlussfolgerungen, auch im Hinblick auf die Analyse der
Interaktionsnetzwerke, verlangen eine Charakterisierung und eine systematische
Darstellung der Zeitserien von Einzelplasmodien. Eigene Vorarbeiten zeigten bereits
(Ratzel 2013), dass Mutanten, die in ihrer Sporulationsfahigkeit verandert sind, sich auch
in der differenziellen Regulation der Genexpression als Antwort auf einen Dunkelrotimpuls
vom Wildtyp unterscheiden. Die paarweisen Korrelationen hangen hdchstwahrscheinlich
von mindestens einem gemeinsamen Transkriptionsfaktor ab. Dieser sorgt dafir, dass 2
Gene zwischen 2 oder mehreren aufeinander folgenden Zeitpunkten im gleichen
Verhaltnis hoch- oder runterreguliert werden. Mutationen, die die Sporulationsfahigkeit von
Zellen durch die Veranderungen im Regulationsnetzwerk der Sporulation bewirken, fihren

dann zu einem modifizierten dynamischen Verhalten des veranderten Netzwerkes und
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nicht nur zu einer einfachen Blockade des Signalflusses. Dies haben die erwahnten

Vorarbeiten klar gezeigt (Ratzel et al. 2013).

Fur die geplanten Quantifizierungen des dynamischen Systems musste zundchst die
Etablierung einer geeigneten Methode erfolgen, die ein Zeitserienexperiment an

Einzelzellen ermdglicht.

Die Bewertung, inwieweit es individuelle Unterschiede zwischen den Plasmodien gibt,
erfolgte Uber die Charakterisierung und den Vergleich von sporulierten sowie nicht
sporulierten Wildtypplasmodien, Mutanten und Fusionsplasmodien unter Anwendung von
Clusterverfahren und dem Mann-Whitney-U-Test.

Zur Klarung, ob Plasmodien divergierende Trajektorien durchlaufen und somit dem
Einfluss von Attraktoren unterliegen, und damit gleichzeitig die Theorie von Waddington
(1957) und Macarthur (2009) bestatigen, eignet sich die Hauptkomponentenanalyse
(englisch: Principal Component Analysis = PCA).

Auf Grundlage aller gewonnenen Erkenntnisse Uber das Verhalten von Einzelplasmodien
in Bezug auf das Genexpressionsniveau lasst sich ein Reaktionsnetzwerk mit den
ausgewahlten Genen erstellen, wodurch Aussagen Uber den mechanistischen Hintergrund
mdoglich sind. Alle Daten zusammen betrachtet ermdglicht die Darstellung der
Quasipotential-Landschaft, die die kinetischen Eigenschaften des genregulatorischen
Netzwerkes widerspiegelt.

Kapitel 2 zeigt die theoretischen Hintergrinde der verwendeten Methoden und
Organismen. Die Methodik und die notwendigen Materialien fur die einzelnen
Kultivierungs- und Analysetechniken sind aus den darauffolgenden Kapiteln 3 und 4 zu
entnehmen. Die Darstellung der Ergebnisse aus den einzelnen Versuchsreihen erfolgt in
Kapitel 5. Im letzten Kapitel werden die Resultate diskutiert und es wird ein Ausblick auf

nachfolgende Experimente gegeben.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Der Organismus Physarum polycephalum

2.1.1 Phylogenetische Einteilung

Der Einzeller Physarum polycephalum wurde von dem US-amerikanischen Botaniker
Lewis David von Schweinitz (1780-1834) erstmals 1822 erwahnt und ist ein Vertreter der
Myxomycota, der echten Schleimpilze (Baldauf und Doolittle 1997). Phanotypisch besitzt
die Riesenzelle Ubereinstimmungen mit den Pilzen und den Protozoen (Brandmaier 2005)
Stammesgeschichtlich gehort Physarum zu den Amoebozoen, einer Schwestergruppe der
Optisthokonten (Baldauf & Doolittle, 1997; Glockner et al.). Die Tabelle 1 zeigt die
phylogenetische Klassifikation von Physarum Polycephalum.

Tabelle 1: Phylogenetische Klassifikation von Physarum polycephalum (nach NCBI-Taxonomy-Datenbank-1D:5791)

Abteilung Myxomycota
Klasse Myxogastria
Unterklasse Myxogastromycetidae
Ordnung Physarales
Familie Physaraceae
Gattung Physarum
Art Physarum polycephalum

2.1.2 Der Lebenszyklus

Physarum polycephalum ist vorrangig auf feuchten Waldb6den, morschem Holz oder auf
Pflanzenresten vorhanden und durch seine gelbe Farbung auffallig. Der Eukaryont ernahrt
sich von toten und lebenden organischen Materialien (Hu 1985, Daniel und Rusch 1961,
Blumenthal et al. 2002, Starostzik und Marwan 1995, Burland et al. 1993).

Der Lebenszyklus, Abbildung 1, stellt 2 vegetative Lebensformen dar: die einkernige
Amobe und das vielkernige Plasmodium. Freigesetzte Sporen aus dem reifen Sporangium
entwickeln sich zu Amdben. Diese Amoben sind zur Phagozytose beféhigte Zellen und
erzeugen durch Mitose identische Tochterzellen. Diese Zellzyklusphase dauert ca. 8h.

Fusionieren 2 Amdben unterschiedlichen Paarungstyps, so entsteht eine Zygote. Unter
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synchroner Kernteilung (Guttes und Guttes 1961, Rusch et al. 1966) ohne Zellteilung und
permanenter Nahrungsaufnahme wachst die Zygote zu einer Riesenzelle mit 107 bis 108
oder je nach ZellgroRe auch mehr Zellkernen, dem Makroplasmodium, heran (Guttes und
Guttes 1961, Rusch et al. 1966, Marwan 2001, Sachsenmaier et al. 1976). Folgt nun eine
Hungerphase Uber einen langeren Zeitraum, kann der Prozess der Sporulation durch
Bestrahlung mit dunkelrotem Licht oder durch Hitze induziert werden. Dieser Vorgang ist
jedoch durch Zugabe von Nahrung bis vor dem Umkehrpunkt (englisch: Point of no return
= PNR) reversibel. Nach dem Uberschreiten des PNR kann die Sporulation nicht mehr
verhindert werden, man sagt, die Zellen sind zur Sporulation determiniert, und das
gesamte Zellplasma mit den darin enthaltenen Zellkernen formt sich irreversibel zum
Fruchtkdrper (Sporangium). Durch Meiose entstehen erneut einkernige Sporen, womit sich
der Kreislauf schlie3t (Guttes et al. 1961, Putzer et al. 1984, Sauer et al. 1969). Eine
weitere Uberlebensstrategie des Organismus ist das Erzeugen von Dauerstadien, welche
nicht abgebildet sind, da sie in dieser Arbeit keine Rolle spielen. Dazu gehdren zum einen
die Bildung von Flagellaten, wenn eine Amobe mit Wasser in Kontakt kommt, und zum
anderen die Entstehung von Zysten. Beide Morphogenesen sind reversibel (Guttes et al.
1961).
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Abbildung 1: Lebenszyklus Physarum polycephalum

Dargestellt sind die beiden vegetativen Lebensformen von Physarum polycephalum und der Weg der Sporulation

2.1.3 Physarum polycephalum: Verwendung als Modellorganismus

Zellen befinden sich in den meisten vielzelligen Organismen in unterschiedlichen Stadien
des Wachstums und der Entwicklung. Dies erschwert die Analyse von Genen, welche die
Entwicklung bestimmter Zellen steuern (Sauer 1969). Anhand von Modellorganismen, wie
Pilzen, Bakterien, Pflanzen und Tieren, kdnnen grundlegende Untersuchungen
durchgefuihrt werden, die oft auf andere Organismen Ubertragbar sind. Der Vorteil von
einzelligen Modellorganismen ist die oft unkomplizierte und kostengunstige Haltung sowie
die kurze Generationszeit (Judd 2001). FUr genetische Experimente greift man gerne auf

einfache Einzeller zurtick, wie z. B. Physarum polycephalum (Judd 2001).

Physarum polycephalum lberzeugt durch seine kurze Generationszeit von ca. 8h sowie
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durch die Mdoglichkeit, in Gegenwart von ausreichend Nahrung zu einer beliebigen Gréle
heranzuwachsen (Baldauf 1999, Burland et al. 1993). Hinzu kommt, dass alle Zellkerne
eines Plasmodiums synchron reguliert sind, sodass lediglich eine Zelle anstelle eines
komplexen Zellsystems analysiert werden muss. Ein weiterer Vorteil liegt in der
Einfachheit der Manipulation von Plasmodien (Marwan 2001). Dies erlaubt die Herstellung
spezifischer Mutanten durch Zellfusion oder mithilfe von rekombinanter DNA (Barrantes
2010). Die synchrone Zellteilung im reifen Plasmodium (Rusch et al. 1966) und die
Feststellung, dass eine makroskopische Probenahme ausfihrbar ist, ohne den
Differenzierungsprozess zu unterbrechen (Marwan 2005), macht Physarum polycephalum
zu einem besonders geeigneten Modellorganismus, an dem Zellzyklus-, zellulare
Reprogrammierungs- und Zelldifferenzierungsstudien durchgefiihrt werden kénnen
(Hildebrandt 1986).

Der Lebenszyklus, der in dieser Arbeit verwendeten Plasmodien (Abbildung 2), weicht vom
naturlichen Lebenszyklus (Abbildung 1) ab. Die verwendeten Riesenzellen tragen die
temperatursensitive gad (greater asexual differentiation) Ah-Mutation (Starostzik und
Marwan 1998, Marwan 2003). Die gadAh-Mutation ermoglicht die Entwicklung eines
Plasmodiums direkt aus einer einkernigen Amdbe, ohne dass diese sich zuvor mit einer
anderen AmoObe paaren muss. Haploide Plasmodien, die aus einer halpoiden Amdbe
entstanden sind, verhalten sich identisch in Bezug auf die Sporulation zu ihrem naturlichen
Pendant. Durch einen Shift von 24°C auf 30°C erfolgt eine Unterdrickung dieser
sogenannten apogamen (ungeschlechtlichen) Entwicklung, und die Amébe durchlauft den
naturlichen Entwicklungszyklus (Abbildung 1) mit der haploiden und diploiden Phase, die
aber bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellmaterialien keine Rolle spielt.
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Abbildung 2: Lebenszyklus mit gadAh-Mutation

Die Amdben bilden Plasmodien ohne vorherige Paarung mit einer weiteren Amobe unter anschlieBender Ausbildung
einer einkernigen diploiden Zygote durch Karyogamie. Der Prozess der Sporulation verlduft wie im diploiden
Entwicklungszyklus Abbildung 1.

2.1.4 Die Sporulation und ihre sensorische Kontrolle

Eine Uberlebensstrategie von Physarum polycephalum ist die Ausbildung von Sporen.
Diese transportieren das Erbmaterial in einen neuen Lebensraum mit potentiell besseren
Lebensbedingungen und sind Dauerstadien, die ungunstige Umweltbedingungen (Hunger,
Trockenzeit, Hitze, Kélte, etc.) Uberstehen kdonnen.

Die Sporulation kann im Labor nach Kultivierung im Dunkeln und einer anschlie3enden
Hungerphase von mindestens 5 Tagen experimentell ausgeldst werden (Golderer et al.
2001). Nach dieser Periode beginnt das Zytoplasma ein Netz aus diinnen Adern zu formen
(Renzel et al. 2000). Die Auslosung der Sporulation bei einem sporulationskompetenten
Plasmodium kann durch die Anregung des Blaulichtrezeptors, durch einen Hitzeschock
oder durch Photoaktivierung des Phytochroms mit dunkelrotem Licht erfolgen (Starostzik
und Marwan 1995) (siehe Abbildung 3). Die Initiierung des Vorganges der Sporulation
erfolgt durch die Aktivierung eines morphologischen Signals, die durch eine der genannten

Pertubationen ausgeldst wird (Marwan 2003).
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Abbildung 3: Minimalmodell der sensorischen Kontrolle der Sporulation nach Starostzik und Marwan (2002)

Erfolgte eine Induktion der Sporulation durch die Aktivierung eines in Abbildung 3
gezeigten Rezeptors, endet das Wachstum des kompetenten Plasmodiums. Zu diesem
Zeitpunkt befindet sich die Riesenzelle in der pramorphogenetischen Phase, die ca. 10h
dauert (Abbildung 4). In diesem Stadium vollzieht das Plasmodium noch keine
morphogenetischen Veranderungen. Durch Nahrungszufuhr vor dem sogenannten Point of
no return (PNR), nach dessen Uberschreitung die Induktion zur Sporulation irreversibel
wird und der bei ca. 5h nach Lichtinduktion liegt, kommt es zur Einstellung des
Sporulationsprozesses, und das Wachstum der Riesenzelle setzt erneut ein (Marwan
2002). Eine Nahrungszufuhr nach dem PNR ist zwecklos, da die Zellen irreversibel auf die
Sporulation eingestellt sind. 10h nach der Induktion startet die zweite Phase der
Sporulation, die Morphogenese (Abbildung 4). Charakteristisch fir dieses Stadium sind die
Verdickung der Adern und die Aufspaltung in knotenartige Strukturen (sog. Noduli). Die
Knoten formen anschlieRend Fruchtkérper aus, aus denen durch Meiose das Sporangium

mit haploiden Sporen hervorgeht (Starostzik und Marwan 1998, Marwan 2001).
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Abbildung 4: zeitlicher Verlauf der Sporulation (Vergleich Starostzik und Marwan 2002)

Abgebildet ist der Entwicklungsprozess der Sporulation vom Modellorganismus Physarum polycephalum der
Riesenzelle. Startpunkt ist die unbelichtete kompetente Zelle. Ein Lichtimpuls nach der ersten Probenahme mit
dunkelrotem Licht induziert den Prozess der Sporulation. Die Induktion ist bis zum Umkehrpunkt (PNR) reversibel.
Nach 24h sind Sporen auf der Platte zu sehen.

2.1.5 Mutanten

Wie bereits erwéhnt, fungiert Physarum polycephalum in dieser Arbeit als
Modellorganismus zur Aufklarung der Zelldifferenzierungsprozesse auf molekularer
Ebene. Dies soll Uber die Analyse des Ablaufes der Sporulation stattfinden. Die Abbildung
des Sporulationsprozesses im Labor erfolgt durch das Kultivieren von Plasmodien auf
Spo-Platten und anschlieBender Belichtung mit dunkelrotem Licht. Durch chemische
Mutagenese von AmoOben des Stammes #WT31, die gadAh-positiv sind, mit dem Mutagen
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) wurden verschiedene Mutanten erzeugt, die in der
sensorischen Kontrolle der Sporulation verandert sind (Marwan 2003, Marwan und
Starostzik 2002, Sujatha et al. 2005). Diese sind entweder sporulationsnegativ, in ihrer
Sporulationsmoglichkeit stark eingeschrankt oder sporulieren nach Hungern spontan, d. h.
ohne Belichtung oder Hitzeschock (Starostzik und Marwan 1998, Ratzel et al. 2013).
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2.2 Molekularbiologische Grundlagen

2.2.1 Genexpressionsanalysen mit dem GenomelLab™ GeXP-System

Das US-amerikanische Biotechnologie-Unternehmen Beckman Coulter entwickelte
zusammen mit Althea Technologies Inc. (San Diego, USA) das in dieser Arbeit verwendete
Gene eXpression Profiling-System (GeXP). Dieses System dient u.a. der
Geneexpressionsanalyse und basiert auf einer RT-PCR-Methode mit einer
anschlielenden Kapillarelektrophorese und bietet  die Maglichkeit, die
Genexpressionsanalyse an einer Vielzahl von Genen einer Probe durchzufuhren (Enrique-
Schéafer 2005). Der Vorteil liegt in der Parallelanalyse einer hohen Probenzahl bei
gleichzeitiger Analyse von bis zu 35 Genen einer Zelle (Hayashi et al. 2007). Die GeXP-
Analyse besteht zunéchst aus den bekannten Schritten der RT-PCR: Synthese der cDNA
mithilfe der reversen Transkriptase und einer anschlieRenden PCR zur Amplifizierung der
cDNA. Dann folgt der neue Schritt mit der kapillarelektrophoretischen Trennung der PCR-
Fragmente hinsichtlich ihrer GroRe im Kapillar-Sequenzer, dem CEQ™800 der Firma

Beckman Coulter (Enriquez-Schafer 2005) und der anschlieRenden Fragmentanalyse.

2.2.2.1 Reverse Transkription

Die reverse Transkription (RT) hat als Ziel, gering konzentrierte mRNA mithilfe der
hitzestabilen Tag-Polymerase in cDNA umzuschreiben. Das Enzym reverse Transkriptase,
eine DNA-abhéngige Polymerase, ist notwendig fir die Transkription der mRNA in die
cDNA (Berg et al. 2003). Die verwendeten Primer sind genspezifisch und tragen eine Tag-
Sequenz, welche fur die weitere Analyse wichtig ist (siehe Abbildung 6). Fur die
Multiplexanalyse werden fir die zu analysierenden Gene alle Ruckwartsprimer
gemeinsam zugegeben. Die eingesetzte Konzentration der jeweiligen Primer muss uber
Vorexperimente bestimmt werden. Die Konzentration ist so einzustellen, dass alle zu
analysierenden Gene in ahnlichen Mengen vorliegen (Hoffmann et al. 2012). Sobald sich
die Reverseprimer an die entsprechende mRNA-Matrize angelagert haben, katalysiert die
RT das Umschreiben der RNA in eine DNA (Abbildung 5). Durch die spezifischen Primer
werden lediglich RNA-Transkripte transkribiert, fir die auch ein entsprechender Primer

vorhanden ist. Als Resultat der RT sind cDNA-Fragmente von verschiedenen Genen
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entstanden, die unterschiedliche Langen haben und einen Universal Taqg am 5'-Ende
(Rothe et al. 2005).

chimarer Reverse Primer,

-

mRNA 1
chimérer Reverse Primer,

-

mRNA 2
chimarer Reverse Primer,
o —

I mRNA 3

Abbildung 5: Reverse Transkriptase (Enriquez-Schafer 2005)

Erzeugung der cDNA aus der mRNA mithilfe chiméarer Riickwartsprimer (chimare = spezifische Reverse Primer) und
der reversen Transkriptase.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Ziel der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist die Amplifizierung der gewonnenen cDNA
aus der RT (2.4.2.1) unter Zugabe der spezifischen Vorwartsprimer und eines
fluoreszenzmarkierten Universalprimers. Die PCR beginnt mit der Denaturierung der
cDNA. Mithilfe der DNA-Tag-Polymerase und den angelagerten Primern wird die
einzelstrangige DNA-Matrize in mehreren Reaktionsschritten kopiert. Der Zyklus, welcher
aus Denaturierung, Primer-Anlagerung und Primer-Verlangerung besteht, lauft 35-mal ab
(Hayashi et al. 2007). Dabei ist zu berlcksichtigen, dass ab dem dritten Zyklus der
Prozess ausschlieRlich tiber die Universalprimer vonstattengeht, da diese im Uberschuss
vorliegen und somit fiir das Gelingen dieser RT-PCR verantwortlich sind (Enrique-Schéafer
2005). In den ersten 2 Zyklen binden Vorwarts- und Ruckwartsprimer spezifisch an die
entsprechenden DNA-Abschnitte an (Abbildung 6A). Die Universalprimer lagern sich
gleichzeitig an die Strange an, die bereits den Universal-Tag tragen. Ab dem dritten Zyklus
sind ausreichend viele DNA-Strange mit dem Universal-Taq vorhanden, wodurch die
Amplifizierung allein Uber die Universalprimer ablauft (Abbildung 7B). Dies ist unabdingbar
fur die Gewabhrleistung, alle Fragmente mit der gleichen Effizienz zu amplifizieren. Damit
bleibt das urspriingliche Genverhéltnis erhalten (Rothe et al. 2005, Beckman Coulter

2009). Am Ende der 35 Zyklen ist eine Gesamtheit aller Genvariationen aus Kopien der zu
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untersuchenden Gene entstanden. Jede Kopie tragt am 5-Ende eine

Fluoreszenzmarkierung fur die spéatere Detektion (Abbildung 6C) (Beckman Coulter 2003).
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cDNA 1 ‘—
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Abbildung 6: Polymerase-Kettenreaktion (Enriques-Schafer 2005 und Hayashi 2007)

A: PCR ab erstem Zyklus nach Zugabe der chimaren (spezifischen) Vorwartsprimer (chimare Forward Primer), der
Universalvorwartsprimer (Universal-Forward-Primer) und der DNA-Polymerase. B: Nach 2 bis 3 Zyklen lauft die
PCR nur (ber die Universalvorwértsprimer. C: Das fluoreszenzmarkierte PCR-Produkt

2.2.2.3 Kapillarelektrophoretische Trennung

Die entstandenen fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte werden mithilfe einer
Kapillarelektrophorese aufgetrennt, detektiert und zum Schluss quantifiziert (Rai et al.
2009, Hayashi 2007). Das analytische praparative Trennverfahren (Kapillarsequenzer =
CEQ™B800 der Firma Beckman), welches auf der Wanderung von geladenen Teilchen
beruht, steht dazu zur Verfigung. Molekiille wandern unterschiedlich schnell auf Grund
ihrer GroBe. Damit erreichen die Molekile den Detektor am Ende des Gels zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Kleine Molekiile gelangen schneller zum Detektor als
groRe Fragmente. In einem Elektropherogramm erfolgt die Darstellung der detektierten
Fluoreszenzintensitat als Funktion der Zeit, in der eine Subpopulation der
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aufzutrennenden Molekille den Detektor passiert. Diese Zeit ist abhangig von der
Wanderungsgeschwindigkeit der aufzutrennenden Fragmente. Hierbei entspricht die
Peakhohe, die fiur die Berechnung der Genexpressionsstarke bendtigt wird, der
Fluoreszenzintensitat. Dabei korreliert die Peakflache mit der eingesetzten Produktmenge.
Das Elektropherogramm entspricht einem reproduzierbaren eindeutigen Fingerprint fir
jede Probe (Rai et al. 2009). Wahrend der Separation wird neben der Peakhdhe auch die
Fragmentgrof3e gemessen, die es ermoglicht, die Intensitat von zahlreichen Fragmenten
Uber eine Verhaltnisrechnung zum Standardfragment Kanamyzin-RNA (KanRRNA) zu
bestimmen. Zur Identifikation der Fragmentlangen dient ein DNA-Standard. Dieser
Standard enthalt 22 DNA-Molekile unterschiedlicher Basenldngen. Das kleinste DNA-
Fragment besitzt 60 Nukleotide und das grof3te DNA-Molekil 420 Nukleotide. Aus den
Eluationszeiten dieser Standardfragmente kann mithilfe der CEQ™800-Software und tber
die Wanderungszeit eines Fragments die Fragmentlange berechnet werden. Als interne
Kontrolle zur Uberprifung der RT-PCR dient die in jeder Probe mitgefiihrte KanRRNA, die
eine Fragmentlange von 324 Basen hat und im weiteren Verlauf als Normierungsfaktor ftr
alle Fragmente fungiert (Rai et al. 2009). Der interne Standard ermdglicht einen
guantitativen Vergleich der getrennten Fragmente Uber verschiedene Kapillaren sowie den

Vergleich verschiedener Transkripte innerhalb einer Kapillare (Hayashi et al. 2007).
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2.3 Auswertungsmethoden

2.3.1 Ermittlung der relativen Genexpressionswerte

Nach der kapillarelektrophoretischen Auftrennung mithilfe des GeXPs kdnnen die relativen
Expressionswerte ermittelt werden. Fir die Berechnung der Transkriptmengen ist die
Erstellung einer Standardkurve essentiell. Die eigentliche Bestimmung der
Expressionsniveaus aus den Peakprofilen erfolgt tGber arbeitsgruppeninterne Skripte,

deren Funktionsprinzip in Kapitel 3.4.1 erlautert ist.

2.3.2 Multivariate Verfahren

Fur eine erste Trendanalyse aller Daten eines Versuches, ohne vorab eine Einschrankung
vorzunehmen, eignen sich multivariate Verfahren. Das Zusammenspiel mehrdimensionaler
Daten (Probenahmezeitpunkte, Einzelplasmodien und die Menge der relativen mRNA)
steht hierbei im Vordergrund. Die Ergebnisse sollen am Ende klar und verstandlich
dargestellt und relevante Daten herausgefiltert werden.

Es gibt eine Vielzahl von multivariaten Verfahren. Eine Gruppe bilden strukturentdeckende
Methoden/Klassifikationsverfahren, zu denen die Clusteranalyse und die Faktoranalyse
gehoren (Backhaus et al. 2003).

Der Unterschied zwischen beiden Methoden liegt in der Herangehensweise, um die vielen
Informationen zu strukturieren und zu minimieren. Wahrend die Clusteranalyse die
Daten/Objekte entsprechend ihrer Ahnlichkeit bzw. Unahnlichkeit zusammenfiigt, biindelt

die Faktoranalyse die Variablen fur eine Reduktion der Merkmale (Backhaus et al. 2013).

2.3.2.1 Hauptkomponentenanalyse

Die groRe Datenmenge soll mithilfe der Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principle
component analysis = PCA) ohne grof3e Informationsverluste in einem Koordinatenraum
dargestellt werden, der mdglichst nur eine einzige Ebene besitzt. Ziel ist eine
Dimensionsreduzierung zur Filterung von Rauschen. Dazu nutzt das Verfahren die

Eigenwertzerlegung (Backhaus et al. 2003). Dabei werden die urspriunglichen Daten
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orthogonal transformiert in eine neue Menge nichtkorrelierter Daten. Die Erstellung der
Hauptkomponenten erfolgt in absteigender Bedeutung. Somit sind die Hauptkomponenten
Linearkombinationen der ursprunglichen Variablen. Nach der Durchfihrung der PCA sind
Variablen (Probenahmezeitpunkt, Einzelplasmodien) und Objekte (Genexpression der
relativen mRNA-Menge) in einem Plot dargestellt. Die Anzahl der Dimensionen entspricht
im Maximalfall der Anzahl der Variablen (Backhaus et al. 2003). Als Distanzmal3 ist die
euklidische Distanz hinterlegt.

2.3.2.2 Hierarchische Clusteranalyse

Haufig lassen sich aber nicht alle wichtigen Informationen mittels dieser euklidischen
Distanz in einer Ebene darstellen. Daher sollten beide Techniken der multivariaten
Verfahren in Kombination Anwendung finden. So werden die Objekte beim hierarchischen
Clusterverfahren nach dem agglomerativen Verfahren beziglich ihres Abstandes
zueinander sortiert. Zusammengefasst und in Form eines Baumdiagramms graphisch
dargestellt, sind jeweils die beiden Objekte, die den kleinsten Abstand zueinander haben
(Backhaus et al. 2003, Langfelder et al. 2008).

2.3.3 Signifikanztest — ,, Mann-Whitney-U-Test"

Zur Uberprufung, ob signifikante Anderungen der relativen mRNA-Menge der spezifischen
Gene vorliegen, gibt es verschiedene Madoglichkeiten. Eine Methode ist der
Homogenitatstest ,Mann-Whitney-U-Test“. Dieser parameterfreie Test (Modellstruktur ist
nicht a priori festgelegt und wird aus den Daten bestimmt) basiert zum einen auf
unabhéngigen Daten und setzt zum anderen voraus, dass die zu vergleichenden
Stichproben gleich verteilt sind (Mann und Whitney, 1947). Wird die Voraussetzung auf
Normalverteilung zu stark verletzt und handelt es sich gleichzeitig um intervallskalierte
Merkmale, so findet der Mann-Whitney-U-Test Anwendung (Mann und Whitney, 1947).
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2.3.4 Korrelationsanalyse

Zur Analyse, ob Transkriptionsfaktoren auf verschiedene Gene einwirken, eignet sich die
Pearson-Korrelation. Dieser Korrelationskoeffizient ist ein dimensionsloses Mal3 und gibt
an, wie stark der lineare Zusammenhang zwischen 2 intervallskalierten Merkmalen ist. Es
ist also moglich, zu untersuchen, ob paarweise Verbindungen zwischen den einzelnen 35

Genen existieren (Rovine 1997).
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3. Materialien

3.1 Chemikalien

Produkt Firma Artikelnummer
Agarose Sigma- Aldrich A9539
Chloroform Roth 3313.1
DEPC- Wasser Roth T143.2
Essigsaure 100 % Roth 37384
Ethanol (= 99.8 %) Roth 9065.3
Natriumacetat Affymetrix 75897500
PegGOLD TriFast™-Ldsung Peqlab 302020
Bromphenolblau Sigma-Aldrich 115-39-9
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich 1239-45-8
EDTA Sigma-Aldrich 139-33-3
Genome Lab Separation Buffer Beckmann Coulter 608012
Genome Lab Separation Gel Beckmann Coulter 391438
Glycerin (= 99,5 %) Roth 3783.1
Sample Loading Solution Beckman Coulter 608082
Tris Roth 4855.1
TBE- Buffer (10 x) Sigma-Aldrich T4415
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Sigma-Aldrich 154563

hydrochloride Buffer Solution (=Tris-
HCL-Puffer) pH 8.0 (1000 mM)
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3.2 Gerate

Gerat

Firma

Kapillarsequenzierer CEQ™8800

Spektrophotometer NanoDrop™ 1000

Thermozykler

UV-Kamera

Fermenter mit Marinegegenriiher und Marinerihrer im
Abstand von 13cm

Grunlichtlampe 25W, 240V

Rotlicht

Rotlichtbank

Beckman Coulter
NanoDrop

Biometra

Biometra Uvsolo Geldoc

Minifors

Osram

(PAR38 Cool Beam 120 Watt
von Philips)

Eigene Produktion der AG

Brutschrank Faust GmbH
Erlenmeyerkolben 500 ml mit einer Schikane Schott
Precellys® 24-Dual Homogenisator Peglab
Plattenmaschine Eigenbau
3.3 Verbrauchsmaterialen

Produkt Firma
pegqGOLD PhaseTrap 2ml Peglab
Thermowell™ Sealing Tape Aluminium Corning
Haftsichtfolie Roth

PCR-Platte (96-Well Platte)
GeXP-Platte (96-Well Platte)
GeXP-Bufferplatte (96-Well Flat Bottom)
Precyelles Glasktigelchen 0.5mm
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3.4 Kit-Systeme

Name des Kits Firma Artikelnummer
DNA Size Standard Kit 400 Beckman Coulter 608098
GenomelLab GeXP Start Kit Beckman Coulter A85017
ThermoStart Taq Polymerase Kit  Beckman Coulter A25395

3.5 Medien

Medium Zusammensetzung

Wachstumsmedium

Waschmedium

Sporulationsagar

Die 7 Komponenten aus Tabelle 19 im Anhang in 700 ml MilliQ-
Wasser losen. AnschlielBend 10 ml 100xMMz-Lo6sung hinzugeben
und mit NaOH auf einen pH-Wert von 4,6 einstellen. Zum Schluss
auf 11 mit MilliQ-Wasser aufflillen, in eine Schottflasche tberfiihren
und autoklavieren.

Die 4 Komponenten aus Tabelle 20 im Anhang in Milli-Q Wasser
I6sen und mit 30 % KOH-LOsung auf einen pH-Wert von 4,6
einstellen. AnschlieRend auf 11 mit MilliQ-Wasser auffillen, in eine
Schottflasche Uberfiihren und autoklavieren.

17 g Bacto-Agar in 905 ml MilliQ-Wasser in einer 1-I-Schott-flasche
auflosen und dann mit dem Ruhrfisch autoklavieren. Nach dem
Abkuhlen auf 50 °C mussen die Lésungen 1 bis 3 aus Tabelle 21
im Anhang hinzugegeben werden, die ebenfalls auf 50 °C
vorgewarmt und autoklaviert sind. AnschlieBend die
Gesamtlosung auf 42 °C abkihlen lassen, bevor jede Platte mit 30

ml dieser L6sung gegossen werden kann.
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3.6 Losungen und Puffer

Lésungen Puffer

Sulfat-Stamm-L6sung 10 % Laufpuffer
Chlorid- Stamm- L6sung 10 %
100 x MMZ- L6sung

Hemin

Die genaue Zusammensetzung ist der Tabelle 22 im Anhang zu entnehmen.

3.7 Organismen

Alle verwendeten Stamme tragen die gadAh-Mutation, die ein apogames Wachstum zu
einem haploiden Plasmodium ermoglicht. Als Wildtyp dient der Stamm #31, da dieser ein
identisches Verhalten beziglich der Sporulation zu diploiden Plasmodien zeigt. Die
verwendeten Mutanten wurden durch eine chemische Mutagenese des Stammes #31 mit
dem Mutagen N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) erzeugt (Starostzik und Marwan 1998). Der in
dieser Arbeit verwendete Heterokaryont ist durch Fusion einer 50:50 Mischung der
Mikroplasmodien-Pellets zweier Stamme vor der Hungerperiode entstanden, wobei eine
selbst konstruierte Apparatur zum Einsatz kam, die es erlaubt, exakt 1 g Zellmasse je

Platte aufzutragen (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Organismen

Stamm  Mutiertes Phanotyp Genotyp Referenz Abk.
CS310 AR Sporulation positiv, gelb matA2,fusAl, Starostzik & #WT31
gadAH,whiA+ Marwan 1998
PHO68 PholL-68 Sporulation negativ, gelb Réatzel et al. 2013 L
PHO48 PhoN-48 stark eingeschrankt in Ratzel et al. 2013 N
der Sporulation, gelb
PHO48+ PhoN-48+ stark eingeschrankt in Ratzel et al. 2013 NL

PHO68 PhoN-68 der Sporulation, gelb
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3.8 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 3 aufgelistet. Fur die RT-Reaktion

sind alle Ruckwarts-Primer in ihrer Konzentration angepasst (Hoffmann 2012). Die einge-

stellten Konzentrationen der Ruckwartsprimer im verwendeten Primermix sind ebenfalls in

Tabelle 3 aufgelistet. Tabelle 51 im Anahng zeigt den Uberblick der 35 Gene mit den In-

formationen zum E-value, Uniport entry und Ahnlichkeiten.

Tabelle 3: ID der 35 Gene

Nr. Gen locus Oligo-1D FW- RW- PCR-Produkt
FW-ID RW-ID Primer Primer [bp]
soll [uM]  soll [uM]
1 ribA  Contig08681_1.exp #2167 #2168 0.20000 0.00025 114.51
2 nhpA Contig12862_1.exp #2169 #2170 0.20000 0.03130 120.23
3 pksA Contig00120_1.exp #2171 #2172 0.20000 0.12500 134.64
4 ligA Contigl1497_1.exp #2173 #2174 0.20000 0.0625 138.82
5 ralA  Contig02400_1.exp #2175 #2176 0.20000 0.00391 146.01
6 damAPpolyNOall.rm13f01.s1 #2177 #2178 0.20000 0.00390 149.75
7 ehdA Contig05597_1.exp #2179 #2180 0.20000 0.03130 159.32
8 pumA Contig00369_1.exp #2181 #2182 0.20000 0.00390 163.26
9 pakA Contigl1l781_1.exp #2183 #2184 0.20000 0.50000 171.29
10 cdcA Contig03233_1.exp #2185 #2186 0.20000 0.50000 176.31
11 ardA PpolyNOallel?2.t7 #2187 #2188 0.20000 0.00098 183.31
12 hstA Contig03326_1.exp #2189 #2190 0.20000 0.01560 194.75
13 psgA PpolyNOal14b03.t7 #2191 #2192 0.20000 0.01560 200.97
14 pptB Contig02333_1.exp #2193 #2194 0.20000 0.50000 207.46
15 tspA PpolyN1a03e03.t7 #2195 #2196 0.20000 0.50000 217.20
16 dspA PpolyNOa0O6h03.t7 #2197 #2198 0.20000 0.12500 231.59
17 pikB PpolyNOa09a09.t7 #2199 #2200 0.20000 0.12500 237.53
18 uchA PpolyN1a05c09.m13r #2201 #2202 0.20000 0.12500 244.32
19 gapA Contig05590_1.exp #2203 #2204 0.20000 0.50000 250.64
20 meiB PpolyN1d32d11.t7 #2205 #2206 0.20000 0.50000 254.73
21 pcnA Contig00262_1.exp #2207 #2208 0.20000 0.50000 260.20
22 ribB Contig12081_1.exp #2209 #2210 0.20000 0.06250 267.90
23 arpA Contig00969_1.exp #2211 #2212 0.20000 0.50000 271.57
24 rasA PpolyN0OaO5c07.t7 #2213 #2214 0.20000 0.03130 276.75
25 pldA PLD_738_polyA #2215 #2216 0.20000 0.06250 286.22
26 anxA Contigl0470_1.exp #2217 #2218 0.20000 0.50000 291.87
27 pptA PpolyN1d18d06.t7 #2219 #2220 0.20000 0.50000 298.25
28 pwiA Contigl0153_1.exp #2221 #2220 0.20000 0.50000 303.56
29 cdcA PpolyN1d50g09.t7 #2223 #2224 0.20000 0.50000 308.79
30 pldC Contig00397_1.exp #2225 #2226 0.20000 0.12500 316.56
31 pikC Contig04854_1.exp #2227 #2228 0.20000 0.50000 328.42
32 pldB PpolyN1d66e10.t7 #2229 #2230 0.20000 0.50000 337.42
33 spiA PpolyN1d106h10.t7 #2231 #2232 0.20000 0.50000 344.38
34 hcpA Contig01538_1.exp #2233 #2234 0.20000 0.50000 348.29
35 rsgA PpolyN1a08g07.t7 #2235 #2236 0.20000 0.50000 357.13
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4. Methoden

4.1 Probengewinnung

Die Vorgehensweise fur die Gewinnung des Probenmaterials von der Kultivierung tber die
Lichtinduktion bis zur Probenahme ist schematisch in Abbildung 7 dargestellt. Die
Kultivierung findet in geschwarzten Raumen statt, sodass keine unerwiinschte Lichtquelle
die Versuchsreihe beeintrachtigt. Alle Schritte werden unter sterilen Bedingungen

durchgefuhrt.

nach der nach 7d Probenahme Zeit nach dem Lichtimpuls -

Emnte hungern urStunde | o Probenahme Probenahme Probenahme Probenahme
(Tag Null)  (Plasmodium 0h
- 9 nach 2h nach 6h nach 8h nach 11h

EE |noculum N ‘//
k\ Wildtyp=
*Q 5 ee060
/ O O — ~
f Inoculum
i Mutante= _O
( 5mL
‘ - O
O —>
o Sa
~_ O &
Sporulationsagar pjasmodium
circa 1/6 fiir circa 1/6 fiir circa 1/6 fir Kontrolle auf
RNA-Isolierung RNA-Isolierung RNA-Isolierung Sporulation

Abbildung 7: Probengewinnung

Die Grafik zeigt, von links nach rechts, den Ablauf der Materialgewinnung. Eine Vorkultur dient als Inokulum fiir den
Fermenter. Nach 3,5 Tagen erfolgt in einem dunklen Raum bei Grinlicht die Ernte. Auf jede Hungerplatte wird
kreisformig ein Gramm Zellmasse Physarum polycephalum aufgetragen. Nach weiteren 7 Tagen erfolgt die, im
Uhrzeigersinn schrittweise dargestellte, Probenahme. Nach der ersten Entnahme werden die kompetenten Zellen
belichtet. Dies ist notwendig fiir die Einleitung des Sporulationsvorganges.

4.1.1 Umsetzen von Erhaltungskulturen

Die Kultivierung der Mikroplasmodien findet in 500-ml-Weithals-Erlenmeyerkolben statt.
Diese dienen als Vorkultur fir den Fermenter. Das Umsetzen der Kultur erfolgt in einem
3,5-Tage-Rhythmus. Spatestens  nach  zwanzig Passagen mussen neue
Erhaltungskulturen angelegt werden, da mit zunehmender Kultivierungszeit die Gefahr der
Ausbildung von unerwinschten Mutationen entsteht. Das Kulturmedium besteht zum
einen aus dem Wachstumsmedium und zum anderen aus Hemin. Die Menge des Hemin
entspricht einem Prozent des gewunschten Gesamtvolumens (Daniel und Rusch
1961+1962). Fir das Umsetzen einer Erhaltungskultur werden 50 ml gemischten Mediums
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(Wachstumsmedium + Hemin) mit einem spezifischen Volumen der entsprechenden
Vorkultur versetzt. Die Menge des Inokulums hangt von der Dichte der Zellen und damit
von der Wachstumsgeschwindigkeit ab. In der Regel handelt es sich um ein Volumen von
1-2ml.

4.1.2 Fermentation

Als Inokulum fur die Fermentation werden 100 ml Wachstumskultur inklusive Hemin in
einem 1000-ml-Kolben (entspricht 1/10 des Gesamtvolumens des Kolbens) 3,5 Tage bei
24 °C und 150 rpm im Dunkeln geschuittelt.

Innerhalb dieser 3 Tage muss der Fermenter zusammengebaut und autoklaviert werden,
sodass dieser nach den 3,5 Tagen Kultivierung einsatzbereit ist. Der Ablauf zur
Vorbereitung der Fermentation ist dem FlieRschema zu entnehmen. Der fertige Fermenter

ist in Abbildung 8 dargestellt.

Ziel Aktivitat Ort
Vorbereitung des Kihl- Einschalten des Kiuhlwasser-  Arbeitswerkbank Fermenter
wassers bades
Soll: Kuhlflissigkeit 15°C

2

Medienpraparation 1,51 Wachstumsmedium mit “Klasse 1 Sterilwerkbank”
15ml Hemin versetzen

2
Vorbereitung der Fer- Uberfiihrung des fertigen Me- “Klasse 1 Sterilwerkbank”
menter diumgemischs in den Fer-

menter lUber die Animpfstut-
zen
\!

Zugabe der Vorkultur Gber die
Animpfstutzen

Soll:  Wildtyp 30ml
Mutanten 25 ml

\
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Starten der Fermenter

Fermentation

Fertig beflllten Fermenter in
den Block einhangen

2
Temperiermanschette
anlegen
\!
Temperaturfiuhler einfihren

\

Zuluft an das Rotameter an-
schlieffen und 1l/min

einstellen
2
Kuhlschlauche an den
Abgaskihler anschlieRen
2
Ruhrer in Position bringen
2
Basisstation anschalten
Temperatur: 24°C
Ruhrgeschwindigkeit: 250rpm
\!
Fermentation in volliger
Dunkelheit fur 3,5 Tage
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Abbildung 8: Der Fermenter

I: Pt-100-Kabel, II: Rotameter, Il1l: Wéarmeleitplatte, 1V: Pt-100-Kabel-Rohr, V: Begasungsrohr,  VI: Halterung
Fermenter, VII: Kihlschlauche, VIII: Befillungsrohr, IX: Kulturgefa mit Medium, X: Ernterohr, XI: Rihrwerk

4.1.3 Ernte

Damit keine Sporulation vorzeitig induziert wird, steht als einzige Lichtquelle wahrend des
Erntevorganges Grinlicht zur Verfigung.

Zunachst werden die geernteten Flussigkulturen in 750 ml Beckmann-Zentrifugengefalie
dekantiert. Diese kdnnen fir die Zentrifugation mittels Spo-Medium austariert werden und
bei 630 x g, einer Beschleunigungsrate von 9 und einer Abbremsrate von 4, fir 5min
zentrifugieren. Das entstandene Pellet ist mit ca. 300 ml Sporulationsmedium
(Zusammensetzung siehe Tabelle 20 im Anhang) 2x zu waschen. Das Pellet muss so
lange kraftig geschuttelt werden, bis es vollstandig gelost ist. Dann erfolgt der 2.
Zentrifugationsschritt fur 5min unter den gleichen Bedingungen wie zuvor. Nach dem
ersten Waschschritt ist das Pellet mittels Waschmedium in den 500 ml-Zentrifugenbecher
zu Uberfuhren, damit das Pellet fester wird und das Waschmedium nach dem
Zentrifugationsschritt leichter zu entfernen ist. Das entstandene Pellet muss nun auf 4

Lagen sterilen Filterpapiers aufgebracht und gewogen werden. Dies entspricht der
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Feuchtmasse der Zellen. Anschliel3end muss die Zellmasse fur mindestens eine 30min im
Dunkeln auf dem Filterpapier inkubieren, damit sie trocknen kann. Allgemein sollte die
Trocknungszeit so gewdahlt sein, dass es nicht zum Austrocknen der Zellmasse kommt,
aber dennoch die aus den Waschschritten verbleibende Flissigkeit entfernt ist.
Gleichzeitig fusionieren die Mikroplasmodien in dieser Zeit zu einem homogenen
Makroplasmodium. Im Anschluss an die Trockenzeit erfolgt die Ubertragung der Zellmasse
mittels eines Spatelloffels in einer Einwegspritze. Die Zellmasse muss von Luftblasen
befreit und mithilfe eines Loffels gut durchmischt werden. Anschlie3end wird ca. 1 g der
Plasmodienmasse auf die Spo-Agarplatten (Zusammensetzung siehe Tabelle 21 im
Anhang) ringférmig mit einer Pumpe aufgetragen (Abbildung 9). Die Rateneinstellung fir
die gewlnschte Grammzahl betragt 18,66 ml/min und der Durchmesser der Einwegspritze
von 27,7 mm. Im Anschluss erfolgt die Inkubation der fertigen Platten (Durchmesser: 9 cm)

im Brutschrank vor Licht geschitzt fir 6 bzw. 7 Tage bei 23°C.
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Abbildung 9: Die Plattenmaschine

Mithilfe dieser Plattenmaschine konnen verschiedene Stdmme Physarum polycephalum gemischt werden. Das
gewiinschte Mischungsverhaltnis erfolgt Uber die Anpassung der Geschwindigkeitsrate beider Pumpen, damit
weiterhin ein Gramm Masse auf die Petrischale aufgetragen wird.

4.1.4 Sporulationsinduktion und Probenahme

Die Induktion der Sporulation bei Physarum polycephalum erfolgt in allen hier
durchgefiihrten Experimenten Uber einen dunkelroten Lichtimpuls. Zum Erreichen der

Sporulationskompetenz wurden die Plasmodien 7 Tage auf Spo-Agar (einem Agar ohne
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Glucose) kultiviert. FUr das Zeitserienexperiment der Einzelzellanalyse ist eine Teilung in 6
Teile notwendig (Abbildung 7). Die erste Probenahme fand bereits vor der Lichtinduktion
statt und diente als Startpunkt (0 h) bzw. Dunkelprobe (DK). Die restlichen 5 Teile wurden,
in Abhangigkeit vom Versuchsaufbau, zwischen 5min und 60min dem dunkelroten Licht
ausgesetzt (A 2 700 nm, 13W/m?). Nach 2h, 6h, 8h und 11h fanden die Probenahmen der
anderen Teile statt und wurden fur die Genexpressionsanalyse in Stickstoff eingefroren.
Das verbliebene Sechstel diente der Analyse auf Sporulation am darauffolgenden Tag.

4.2 Aufbereitung des Zellmaterials

Fur die Gewinnung des Zellmaterials sind mehrere Schritte notwendig. Auf der Grundlage
des Manuskript ,Instruction Manual peqGold Phase Trap® von Peqlab fir RNA-Isolierung

findet die Aufbereitung des Zellmaterials statt.

4.2.1 Zelllyse

Fur die Isolierung der RNA aus den Plasmodien muss zunéchst die Aufspaltung der
eingefrorenen Zellen mithilfe von mechanischen Prozessen erfolgen. Die tiefgefrorenen
Proben werden in Mikrolitergefél3e (Eppis), welche 1,5 ml einer phenolhaltigen Losung
(peqGOLD TriFast™-Losung der Firma Peglab) enthalten, Gberfihrt und direkt mithilfe des
Zellaufschlussgerates Precellys® bei 5900 rpm fur 10 s zlgig homogenisiert unter

Verwendung von Glaskugeln, die einen Durchmesser von 0,5mm besitzen.

4.2.2 Phasentrennung

Nach dem Probenaufschluss liegen RNA, DNA und Proteine in der TriFast™-Ldsung in
geldster Form vor. Zur Trennung der 3 Komponenten werden Gefale (Phase Traps)
verwendet, welche Wachs enthalten und damit eine Trennung der wassrigen LOsung
hinsichtlich des unterschiedlichen Dichteverhaltnisses erméglichen.

Zunachst mussen die Phase Traps vor der Benutzung bei Raumtemperatur fir eine Minute
bei 16000 x g zentrifugiert werden. Im Anschluss muss die Suspension in das Eppi

Uberfihrt und 300 pl Chloroform hinzugegeben werden. AnschlielBend wird das Eppi fur
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30s kraftig geschuttelt, damit alle Komponenten gut durchmischt sind. Vor der
Zentrifugation werden die Eppis weitere 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
anschlielende Zentrifugation bei 16000 x g fur eine Minute bewirkt die Phasentrennung.
Die gesuchte RNA befindet sich in der oberen wassrigen Phase tber der Wachsschicht.
Diese wird abgenommen und in neue 1,5 ml-Eppis Uberfuhrt. Da die isolierte RNA
hitzeempfindlich ist, muss die Probe nach dem Zentrifugationsschritt direkt auf Eis gelagert

werden.

4.2.3 RNA-Fallung

Die Fallung der gelésten RNA erfolgt mit Ethanol/1M-Essigsaure (4:1). Dabei wird zur
Lésung das 0,9-fache Volumen an Ethanol/1M-Essigsaure hinzugegeben, kréaftig
geschuttelt und fur mindestens 24h bei —20 °C fallen gelassen. Fur die Pelletierung der
RNA wird die Suspension fir 15min bei 17949 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die gewonnene RNA wird 3x gewaschen: Zu Beginn 1x mit 400 pl eisgekihltem
3M-Natriumacetat und anschliel3end 2x mit 70 % Ethanol. Zwischen den Waschschritten
erfolgt jeweils eine Zentrifugation fur 10min bei 17949 x g und 4 °C.

4.2.4 Resuspension

Nach dem letzten Waschschritt ist der Uberstand zu verwerfen, und das Pellet muss bei
geoffnetem Deckel kurz getrocknet werden (fir ca. 10min), zur Entweichung des restliche
Ethanols. Im Anschluss wird nun jedes Pellet in 90 pl kaltem, mit Diethyldicarbonat
versetztem Wasser (DEPC-Wasser) resuspendiert (bei groRen bzw. kleinen Pellets in

entsprechend mehr oder weniger DEPC-Wasser resuspendieren).

4.2.5 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die anschlielende Bestimmung des RNA-Gehaltes erfolgt mithilfe photometrischer
Messung am NanoDrop 100, welches die optische Dichte ermittelt. Die Konzentration
errechnet sich aus der Extinktion bei 260 nm. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm

entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Proteine werden hingegen bei 280 nm
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gemessen. Damit soll mittels des Adsorptionsverhaltnisses 260/280 Aufschluss Uber die

Reinheit der RNA erlangt werden. Bei reiner RNA betréagt dieser Wert ca. 2,0.

4.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Kontrolle auf Degradation erfolgt durch ein 1-prozenitges Agarosegel. Fur die
Herstellung dient Tris-Borate-Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (englisch: Tris-Borate-
EDTA [englisch = Ethylendiamintetraacetic Acid = EDTA]-Puffer = TBE-Puffer). Die
Elektrophoresekammer wird mit dem TBE-Puffer befillt und jede Probe zusammen mit 1 pl
Laufpuffer auf das Gel geladen. Um ein Anfarben der RNA zu erreichen, werden zwanzig
Mikroliter Ethidiumbromid (5mg/ml) in den Puffertank pipettiert. Der Lauf erfolgt bei einer
Spannung von 150 Volt fir 45min. Nach dem Lauf ist das Gel mit der UV-Kamera zu

fotografieren und zu analysieren.

4.2.7 Konzentrationseinstellung

Die Uberprifte RNA wird im letzten Schritt auf 20 ng/ul mittels DEPC-Wasser auf der Basis

des NanoDrop100-Ergebnisses eingestellt.
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4.3 GeXP-Analyse

4.3.1 RT-PCR

Fir die RT-PCR steht das GenomeLab GeXP Start Kit von Beckman Coulter sowie das
ThermoStart Taq Polymerase Kit von Thermo zur Verfiugung. Forward- und Reverse-
Primer sind im Kit-System nicht enthalten und missen selbst konfiguriert werden (siehe
Anhang: Tabelle 23 und 24). Die verwendeten Primer haben eine Produkteldnge von
114,15 Nukleotiden bis 357,14 Nukleotiden. Die Konzentration der chiméren Primer muss
in Vorexperimenten ermittelt werden. Sie sollten so eingestellt sein, dass alle zu
analysierenden Gene in ahnlichen Mengen vorliegen (Hoffmann et al. 2012). Als Referenz-
RNA dient die mitgelieferte KANRRNA. Eine spatere Analyse der Gene kann nur tber eine
Standardkurve, die alle zu analysierenden Proben enthalt, erfolgen. Dabei mussen die
Reagenzien fur die Transkriptanalyse und die Standardkurve aus den gleichen
Kitsystemen stammen. Die Standardkurve, ein Pool aus allen RNA-Proben, setzt sich aus
8 Suspensionen mit verschiedenen RNA-Konzentrationen zusammen. Fir den RNA-Pool
werden jeweils 5l einer Probe (20ng/ul) zu einem Mix zusammen pipettiert. Das daraus

resultierende Verdiinnungsschema lautet:

(1) 100 ng RNA
(2): 20 pl aus (1) + 20 pl H20 (50,00 ng RNA)

(3): 20 pl aus (2) + 20 pl H20 (25,00 ng RNA)
(4): 20 pl aus (3) + 20 pl H20 (12,50 ng RNA)
(5): 20 pl aus (4) + 20 pl H20 ( 6,25 ng RNA)
(6): 20 pl aus (5) + 20 pl H20 ( 3,12 ng RNA)
(7): 20 pl aus (6) + 20 pl H20 ( 1,56 ng RNA)

(8): 20 pl aus (7) + 20 pl H20 ( 0,78 ng RNA)

Das Pipettierschema fur die RT ist in Tabelle 3 aufgefuhrt. Zunachst wurden 2 Mastermixe,
bestehend aus Wasser, RT-Puffer, RW-Primer, RT-Enzym sowie KANRRNA, fiir die Proben

der Verdunnungsreihe und der Einzelklone hergestellt. Die KANRRNA-Konzentration
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wurde jeweils in einem Vorversuch festgelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
Peakhohe im GeXP im Mittel den anderen 35 Peaks entsprach. Der Mastermix der
Verdiunnungsreihe wurde in 5pl Aliquote aufgeteilt und jedes mit 5ul Template versetzt.
Die Aliquotierung des Einzelklon-Mastermixes erfolgte zu folgenden Volumina: 9 ul Mix auf
1yl Template. Zur Uberprifung des Mastermixes beziglich Kontamination und
Funktionalitat ist zusatzlich das Mitfihren einer Probe ohne DNA (englisch: No Template

Control = NTC) und einer RT-Minus-Probe notwendig.

Tabelle 3: 1. Schritt der RT-PCR (halber Ansatz des Beckman Coulter-Protokolls)
Ort Reaktionsmix Standard- NTC RT-Minus  RT-Plus

kurve

Template Dnase/RNase free

free area water 55ul 55ul 6,0 ul 4,5 pt
RT Buffer 5x 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul
rev Primer Plex 1,0 1,0 1,0 1,0
RT Enzym 0,5 ul 0,5 ul 0,0 ul 0,5 ul

Template KANR RNA

area 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 pt
Template RNA 5,0 ul 0,0 ul 1,0 1,0

Fur die RT-Reaktion im Thermozykler ist folgende Temperaturreihenfolge notwendig:

Tabelle 4: RT-Temperaturschema

Temperatur Zeit Funktion

48 °C 1 min Auflésung der Sekundarstruktur

37 °C 5 min Anlagerung der Primer an die RNA-Strange

42 °C 60 min Reverse Transkription

95 °C 5 min Inaktivierung der reversen Transkriptase
4°C halten

Die Herstellung des Mastermixes fiur die PCR erfolgt nach dem Pipettierschema in
Tabelle 5. Jedes zu analysierende Well enthalt 5,35 ul Mastermix und 4,65 ul cDNA. Die
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Universalprimer selbst sind im PCR-Puffer enthalten.

Tabelle 5: PCR-Pipettierschema (halber Ansatz des Beckman Coulter-Protokolls)

PCR Reaktionsmix Volumen pro Well
PCR Buffer 5x 2ul
25mM MgClI [ 2 ul
fwd Primer Plex 1l
DNA Polymerase 0,35 ul

Die PCR lauft nach dem Prinzip in Tabelle 6 ab.

Tabelle 6: PCR-Temperaturschema

Schritt Temperatur Zeit Funktion

1 95 °C 10 min Denaturierung des DNA-Doppelstranges
2 94 °C 30s Denaturierung des Doppelstranges

3 55°C 30min Anlagerung der Primer an die cDNA

4 68-70 °C 1 min Primer-Verlangerung

Wiederholung der

5 Schritte 2 — 4 fur
weitere 34 Zyklen
6 4°C halten

4.3.2 Kapillarelektrophoretische Auftrennung

Mithilfe des CEQ™S800 wurde die in cDNA umgeschriebene und amplifizierte mRNA
kapillarelektrophoretisch der GréRe nach aufgetrennt. Uberstieg das Fluoreszenzsignal
der Probe einen Wert von 120000 RUF war eine Verdinnung der PCR-Produkte mit
TrisHCL notwendig. Zur Praparation der Proben wurde jeweils 1pl des PCR-Produkts zu
dem Mix aus 38,6 ul formamidhaltiger L6ésung (von der Firma Beckman als Sample
Loading Solution = SLS bezeichnet, ist im Kit-System enthalten) und 0,4 ul DNA-Standard-
400 hinzugegeben. Ab einem Probenumfang von mehr als 2 Proben empfahl sich die
Herstellung eines Mastermixes, der dann in die Probenplatte zu je 39 ul pro Well verteilt
wurde. Nach kurzem runterzentrifugieren wurde die Probe mit einem Oltropfen abgedeckt,
und die Wells in der Pufferplatte wurden mit dem Separationspuffer zu ca. % geflllt. Die

Trennung im CEQ™S800 erfolgte mit dem modifizierten Frag3-Programm, welches in
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Tabelle 7 erlautert ist:

Tabelle 7: Kapillarelektrophoretische Auftrennung

Ablauf der Auftrennung Bedingungen
Arbeitstemperatur der Kapillare 50 °C
Denaturierung des Doppelstranges 120 min bei 90 °C
Probeninjektion in die Kapillare 30 sec bei 2.0 kV
Separation 40 min bei 6.0 kV

4.4 Genexpressionsanalyse

4.4.1 Bestimmung der Transkriptmengen

Fur die Normierung aller ermittelten Fragmente auf der Peakflache der KANRRNA stand
ein internes Skript zur Verfliigung, das auf der Gleichung 4-01 basiert.

Peakfl. .., _
normPeakl ., = —————— Gleichung 4-01
Peakﬂ KANrRNA

normPeakfl.ragx = normierte Peakflache vom Fragment x
Peakfl.fragx = Peakflache fir das Fragment x aus dem CEQ™B800
Peakfl.kanrrna = Peakflache fur die KANRRNA

Die normierten Peakflachen der Standardkurvenproben werden doppeltlogarithmisch tber
die eingesetzte RNA-Menge aufgetragen. Fur die Ermittlung des Anstieges aus der
Geradengleichung sowie des Schnittpunktes mit der y-Achse erfolgte eine lineare
Regression fir jedes einzelne Fragment. Das Skript mittelt Gber alle Anstiege und ersetzt
die individuellen Anstiege durch die gemittelten Anstiege. Damit ergaben sich gleichzeitig
neue y-Achsenabschnitte. Die Geradengleichung (4-02 bzw. 4-03) jedes Fragments
musste nach x bzw. nach Mragx fUr die Berechnung der Transkriptmenge umgestellt

werden.

f(x)=mx+n Gleichung 4-02
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normPeakfl ., = mA-Ig(M (., ) + Y’ Gleichung 4-03

fragx

lg(normPeakfl ., )-y’
M fragx =10 mA Gleichung 4-04

Miragx = Transkriptmenge vom Fragment x
normPeakfl.ragx = normierte Peakflache vom Fragment x
mA = mittlerer Achsenabschnitt

y' = neuer y-Achsenabschnitt

Diese Transkriptmenge muss durch die eingesetzte RNA-Menge dividiert werden, wie der
Gleichung 4-05 zu entnehmen ist. Damit ist die Transkriptmenge eine einheitslose Grolie.
Diese Transkriptmenge wird von Beckman Coulter (2003) auch als Gene Expression
Quantitation (GEQ) bezeichnet.

M
realM fragx meKlg; GleiChung 4-05

realMragx = reale Transkriptmenge
Méragx = Transkriptmenge aus der Gleichung 4-04
MRNA = eingesetzte RNA fir RT-PCR

4.4.2 Mann-Whitney-U-Test

Die Voraussetzung daflr, dass die untersuchten Proben zum einen einer gleichen
Verteilung angehoren, da sie alle aus einem Fermentationslauf kommen, und dass die
Proben zum anderen unabhangig voneinander sind, da jede RNA-Probe einer Zelle aus
einer unterschiedlichen Messung stammt, ist erflllt. Die Nullhypothese fir alle
durchgefuihrten Analysen lautete:

Es gibt keinen signifikanten Genexpressionsunterschied fir ein betrachtetes Gen

zwischen den einzelnen Zeitpunkten.
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Die Berechnung von Ua erfolgt nach der Gleichung 4-06. Dazu werden die Stichproben
gemeinsam der Grof3e nach sortiert, und entsprechend der Rangfolge wird jedem Wert
eine Rangzahl zugeordnet. Zur Ermittlung der Rangsummen werden die Rangzahlen je
Stichprobe summiert. Die Prifgrof3e Ua wird mithilfe der Gleichungen 4-06 ermittelt, wobei
na und np die Stichprobenumfange und Ra die Rangsumme von Gruppe A darstellt. Die
Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests erlauben anhand der Expressionsverlaufe eine
Einteilung in Hochregulation, Runterregulation oder keine Verdnderung des
Expressionsniveaus. Dabei kann das x-Fache des Expressionsniveaus eines Gens im
Vergleich zur Kontrolle prinzipiell beliebig klein sein, soweit die statistische Streuung der
Werte kleiner ist. (Mann und Whitney, 1947).

Ua=ng-Ny +W— Ra Gleichung 4-06
Ua = PrifgroRRe

Na = Anzahl der Proben in Gruppe A

np = Anzahl der Proben in Gruppe B

Ra = Rangsumme von Gruppe A

4.4.3 Hauptkomponentenanalyse

Bei der PCA handelt es sich um eine Dimensionsreduzierung. In dieser Arbeit wurde mit 2
bzw. mit 3 Komponenten gearbeitet. Fur die Berechnung der 2 oder 3 Komponenten in der
PCA steht das Programm R mit den Funktionen ,prcomp“ und ,predict‘ zur Verfigung?!
Jeder dargestellte Punkt in der Abbildung enthélt die Gesamtinformationen aller 35 Gene
eines Plasmodiums zu einem bestimmten Zeitpunkt. Die unterschiedlichen Zeitpunkte von
einer Einzelzelle werden durch verschiedene Farben dargestellt und die verschiedenen
Plasmodien Uber Ziffern gekennzeichnet. Somit kann aus dem Diagramm der zeitliche
Entwicklungsverlauf jedes einzelnen Plasmodiums entnommen werden. Gleichzeitig
ermdglicht diese Vorgehensweise einen Vergleich der Einzelzellen untereinander
(Backhaus et al. 2003, Timm 2002).

! (nttps://stat.ethz.ch/R-manual/).
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4.4.4 Signifikante Clusteranalyse

Die signifikante Clusteranalyse wird mit der Arbeitsbox ,simprof* im Programm R
ausgefuhrt. Eine Normierung der Daten ist unabdingbar, wenn die betrachteten
Datensatze nicht mithilfe eines GeXP-Kit's generiert wurden. Als Distanzmald wurde die
euklidische Distanz gewahlt (Backhaus et al. 2003, Langfelder et al. 2008).

4.4.5 Korrelationsanalyse

Zur Analyse, ob paarweise Korrelationen in den 35 Genen vorhanden sind, wird die
Pearson-Korrelation verwendet. Der Korrelationskoeffizient wird folgendermal3en

bestimmt:

= Z((X' y)] Gleichung 4-07

)-sX - sy

r = Korrelationskoeffizient

i =Gene

x = Expressionsniveau von Gen x

y = Expressionsniveau von Geny

Sx = Standardabweichung der Transkriptmenge von Gen x
sy = Standardabweichung der Transkriptmenge von Gen 'y

Als Schwellenwert fur den Korrelationskoeffizienten wird r < — 0,8 fur signifikante negative
Korrelationen (entgegen gerichtete Korrelationen) festgelegt und r 2 0,8 fur signifikante
positive Korrelationen (gleichgerichtete Korrelationen) (Rovine 1997).
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5. Ergebnisse

Hoffmann zeigte bereits (2012), dass die Durchfihrung von Genexpressionen an
einzelnen plasmodialen Zellen mdglich ist. Durch die kombinierte RT-PCR mit einer
anschlieenden kapillarelektrophoretischen Auftrennung koénnen so parallel 35 Gene
analysiert werden. Dies ermdglichte die Identifizierung von Markergenen, deren
Expressionsmuster mit der Schicksalsentscheidung der individualen multinuklearen
plasmodialen Zellen korrelieren und wéhrend des Differenzierungsprozesses signifikante
veranderte Konzentrationen aufweisen. Um die bereits festgestellte Heterogenitat in
klonalen Populationen nachzuweisen, sind Wiederholungsmessungen an
Einzelplasmodien erforderlich. So kann die Vielfalt der dynamischen Variationsméglichkeit
einer Zelle im regulatorischen Netzwerk aufgezeigt werden. Dazu wurde der Prozess von
hungernden Plasmodien (Wildtyp und Mutanten) auf ihrem Weg zur Sporulation
untersucht. Um zu berlcksichtigen, welchen Einfluss &uf3ere Faktoren auf die Kinetiken
der Einzelplasmodien haben, wurde die Hungerphase und Belichtungszeit unterschiedlich
lang ausgefiihrt. Dartber hinaus soll die Analyse der Zellfusion aus den2 zuvor
untersuchten Mutanten dabei helfen, Komplementationen aufzuzeigen, die es
ermoglichen, genetische Defekte auszugleichen, und deren Nachweis gleichzeitig
maogliche Ansatze fur eine zellulare Reprogrammierung liefert. Diese Mutanten sind in ihrer
Sporulation zum einen stark eingeschrdnkt und zum anderen komplett

sporulationsunfahig.

Durch die Charakterisierung und die systematische Darstellung von Zeitreihnen der
Einzelplasmodien kann das zugrundeliegende Interaktionsnetzwerk analysiert werden.
Dazu sollen Korrelationsanalysen genutzt werden. Denn Voruntersuchungen zeigten
bereits, dass zum einen Mutanten als Antwort auf einen Lichtstimulus hin ein im Vergleich
zum Wildtyp verandertes Muster der differenziellen Genexpression aufweisen. Zum
anderen zeigte Ratzel (2013) bereits, dass die Mutanten sich innerhalb bestimmter
paarweiser Korrelationen unterschieden, also bestimmte Regulatoren nicht angeschaltet

werden.

Diese Untersuchungen waren notwendig zur Klarung der Fragen, ob es individuelle

Differenzen in der Genexpression beim Vergleich der Einzelzellenanalysen wahrend des

Differenzierungsvorganges eines hungernden Plasmodiums zu einem sporulierten

Plasmodium gibt und welchen Einfluss verschiedene Umweltbedingungen auf die
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Kinetiken austiben. Weiterhin sollte so geklart werden, ob individuelle Differenzen in den

Genexpressionsdaten einen Einfluss auf das Muster von co-regulierten Genen haben.
Damit ergaben sich folgende Versuchsreihen:

Tabelle 8: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente

Stamm Anzahl Belichtungs- Platten- Anzahl Anzahl nicht Ziel des
Hunger- zeit anzahl sporulierter sporulierter Versuches
tage Plasmodien Plasmodien
#WT31 7d 2 min 18 9 9 Vergleich
#WT31 7d 5 min 20 11 9 sporulierter und
#WT31 7d 0 min 10 0 10 nicht sporulierter
Wildtyp
#WT31 7d 0 min 13 4 9 Einfluss von
#WT31 7d 5 min 12 11 1 unterschiedlich
#WT31 7d 15 min 12 12 0 langen Hunger-
#WT31 6d 30 min 12 11 1 phasen und
#WT31 6d 20 min 12 11 1 Belichtungs-
#WT31 6d 10 min 12 12 0 intensitaten auf
die Sporulation
PHO48 7d 60 min 11 11 0 Charakterisie-
PHO68 7d 60 min 11 11 0 rung der Mutante
PHO48+ 7d 60 min 11 11 0 Komplemen-
PHOG68 tationseffekte
#WT31 7d 40 min 10 4 Teile (DK-6h-11h-spo- Einfluss des
Kontrolle) Schneidens
#WT31 7d/8d 20 minund 30 A: 6 A: pro Plasmodium sind 7 Uberprifung der
min B:5 Proben zum selben Homogenitat auf

Zeitpunkt weggefroren im  der Platte
uzs
B: 1/2 von 1/8 aul3en bzw.
innen weggefroren pro
Plasmodium
Die zu den Plasmodien gehorigen RNA-Nummern mit den Expressionswerten sind aus

den Tabellen 26 bis 50 im Anhang zu entnehmen.
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5.1 Erforderliche Kontrollen fir die Interpretation der Ergebnisse von
Zeitreihenexperimenten an Einzelzellen

Um die an einzelnen plasmodialen Zellen gemessenen Zeitreihen korrekt interpretieren zu
kénnen, waren Kontrollen erforderlich, die es erlauben sollten, mdgliche methodisch
bedingte Aspekte auszuschlielen. Dazu wurde untersucht, inwieweit die relativen
Konzentrationen der 35 analysierten Gene im Plasmodium lokal unterschiedlich sind, und
ob das bei den Probenahmen durchgefiihrte Abschneiden der Plasmodien und die damit
einhergehende Verletzung der Zelle eine Auswirkung auf die Expression der untersuchten

Gene haben.

5.1.1 Homogenitat der Zellmasse eines Plasmodiums

Ob von einer homogenen Genexpressionsverteilung aller 35 Gene ausgegangen werden

kann, sollte anhand zweier verschiedener Experimentierreihen untersucht werden:
1. Vergleich der Transkriptmengen zwischen Rand und Zentrum eines Plasmodiums

2. Vergleich von 8 Achtel-Proben eines Plasmodiums auf lokale Unabhangigkeit der

Transkriptmengen.

5.1.1.1 Vergleich der Transkriptmengen zwischen Rand und Zentrum
eines Plasmodiums

Fur den Vergleich der Transkriptmengen zwischen auf3erem und innerem Rand wurde der
Wildtypstamm genutzt. Die Kultivierung des Stammes erfolgte fur 3 % Tage bei volliger
Dunkelheit im Fermenter. Die anschlielBende Ernte und das kreisformige Auftragen der
Zellmassen (1g) auf nahrstoffarme Agarplatten erfolgten bei Grinlicht. Vor dem
eigentlichen Versuch mussten die Plasmodien 7 Tage hungern. Nach der Hungerphase
erfolgte die Belichtung mit dunkelrotem Licht fir 20min. Weitere 2h spater konnte die
Probenahme fir die Analyse gestartet werden. Dazu wurde das Plasmodium zun&chst
gefunftelt. Jedes Funftel wurde ein weiteres Mal halbiert und das geerntete Material fur die

spatere Genexpressionsanalyse in Stickstoff eingefroren. Nach der wie in Kapitel 4.2
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beschriebenen Probenaufbereitung und der Generierung der Transkriptmengen (Kapitel
4.3 und 4.4; Rohdaten siehe Anhang, Tabelle 26+27), erfolgte eine Normierung auf den
Maximalwert Gber alle Proben innerhalb eines Genes. Die normierten Daten sind getrennt
nach innerem und &ufRerem Material in Tabelle 9 dargestellt. Bei Betrachtung der
Verhaltnisse aller 35 Gene zwischen innerer und auf3erer Probenahme zeigt sich im Mittel
eine 84%ige Ubereinstimmung zwischen beiden Halften. Einzige Ausnahme bildet das
Gen ribB. Die Ubereinstimmung der relativen mRNA-Menge zwischen duRerem Zellrand
und innerem Zellbereich betragt fur dieses Gen lediglich 36%. Die genaue Ursache ist
schwer analysierbar. Da alle anderen Gene, die gleichzeitig gemessen wurden, eine
hohere Ubereinstimmung aufweisen, kann es nicht an der Probenaufbereitung und an der
Messung selbst liegen. Die jeweiligen Mittelwerte der Transkriptmengen der Proben von
Innen und AuRRen sind jedoch sehr gering, sodass Schwankungen zwischen beiden

Halften grol3er erscheinen als sie in Wirklichkeit sind.

Generell kann aber ausgeschlossen werden, dass der Ort der Probenahme (innerer Rand
oder aulRerer Rand) einen Einfluss auf die Expressionsanalyse austibt. Damit konnte eine
wichtige Frage fur die Etablierung eine Zeitserienreihe von einem Plasmodium geklart

werden.
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Tabelle 9: Vergleich der Transkriptmengen inneres und duReres Material

Gen Mittelwert (5 Proben) der Mittelwert (5 Proben) der Verhaltnis der Transkript-
Transkriptmenge inneres Transkriptmenge aulReres menge innen : aullen
Material Material
ribA 4,41 5,06 0,87
nhpA 1,35 1,34 1,09
pksA 7,86 9,31 0,84
ligA 15,50 17,89 0,87
ralA 1,86 2,30 0,81
damA 9,10 10,92 0,83
ehdA 12,86 15,87 0,81
pumA 1,98 2,36 0,84
pakA 17,41 19,11 0,91
cdcA 17,00 20,77 0,82
ardA 7,52 7,59 0,99
hstA 3,84 4,36 0,88
psgA 1,14 1,50 0,76
pptB 7,96 9,66 0,82
tspA 8,86 11,26 0,79
dspA 3,65 4,31 0,85
pikB 0,58 0,67 0,87
uchA 9,05 10,90 0,83
gapA 10,84 12,32 0,88
meiB 3,21 3,63 0,89
pcnA 6,08 7,59 0,80
ribB 0,20 0,56 0,36
arpA 2,26 2,22 1,02
rasA 2,65 3,32 0,80
pldA 10,79 12,22 0,88
anxA 1,92 2,55 0,75
pptA 9,54 11,36 0,84
pWIA 9,88 10,33 0,96
cudA 3,27 3,59 0,91
pldC 1,32 1,87 0,70
pikC 7,87 9,58 0,82
pldB 0,39 0,50 0,77
SpiA 2,18 2,32 0,94
hcpA 3,65 4,82 0,76
rgsA 8,12 9,74 0,83
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5.1.1.2 Analyse auf lokal unabhangige Transkriptmengen in einem
Plasmodium

Neben dem Vergleich zwischen innerem und auf3erem Zellmaterial auf einer Agarplatte ist
es ebenso wichtig, zu untersuchen, ob das Genexpressionsniveau einer Zelle auf der
Platte generell schwankt. Dazu wurde erneut der Wildtypstamm verwendet und nach dem
gleichen Schema kultiviert wie die Proben aus Kapitel 5.1.1.1. Der einzige Unterschied lag
in der Lange der Hungerphase, die in diesem Versuch 8 Tage entsprach. Die
Belichtungsintensitat betrug zwischen 20min fur die Plasmodien 7 und 8, sowie 30min flr
die Plasmodien 9, 10 und 11. Bei den ubrigen Plasmodien erfolgte keine Stimulation der
Lichtrezeptoren. Die Probenahme fur die belichteten Plasmodien fanden nach 2,5h fur die
Plasmodien 7 und 8 statt sowie nach 7h fur die restlichen Proben. Jedes Plasmodium
wurde hierzu geachtelt und den entstandenen Teilen nacheinander die Zellmasse
entnommen. Wahrend der Probenaufbereitung ging Material verloren, sodass am Ende fur
die Analyse je Zeitpunkt 2 Platten zur Verfigung standen (Genexpressionsdaten siehe
Anhang, Tabelle 28+29). Wie in Kapitel 5.1.1.1 dargestellt, erfolgt fir alle Gene eine
Normierung beziglich ihres Maximalwertes und deren logarithmische Darstellung
(Abbildung 10). Jedes Achtel ist verschieden farbig markiert. Auf der x-Achse sind alle 35
Gene der Fragmentgrol3e nach von 114 bp bis 357 bp aufgetragen. Die y-Achse zeigt die
normierte logarithmisch aufgetragene relative mRNA-Menge. Eine systematische
Entwicklung wie Anstieg oder Abnahme der Transkriptmenge beztiglich der Reihenfolge in
den Probenahmen ist nicht ersichtlich. Die Schwankungen der mRNA-Mengen zwischen
den einzelnen 8 Zellsticken sind vernachlassigbar klein. Die grof3te Divergenz der
Transkriptmengen zwischen den einzelnen Teilen ist erneut bei dem Gen ribB zu
beobachten. Die maximale Streuung zwischen den einzelnen Zellstiicken Uber alle Proben
und Gene liegt bei 3,84. Damit sollten bei spateren Analysen in Bezug auf eine Hoch- oder
Runterregulation Vielfache unter einem Wert von 4,0 kritisch betrachtet werden. AuRerdem
mussen die Ergebnisse des ribosomalen Proteins ribB genauer betrachtet werden, da es
bei beiden Analysen der Expressionsverteilung auf einer Platte auffallig wegen der

geringen Ubereinstimmung der einzelnen Teilstiicke war.
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Abbildung 10: Vergleich der Transkriptmengen zwischen den einzelnen Achteln

Dargestellt sind die Ergebnisse fiir 3 Zeitpunkte: A = keine Stimulation, B=2,5h nach Belichtung und C = 7h nach
dem Lichtstimulus. Fir jeden Zeitpunkt stehen 2 Plasmodien zur Verfiigung. Jede Platte wurde geachtelt und die
Zellprobe entnommen. Die Farbe der entsprechenden Teilstiicke ist aus der Legende zu entnehmen. Dargestellt sind

jeweils die normierten Gene beziglich ihrer Mittelwerte.
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5.1.2 Analyse des Einflusses der wiederholten Probenahme an einer
Zelle auf das Genexpressionsniveau der Zelle

Der letzte Schritt fir die Etablierung von Experimenten zur Messung der Genexpression
zu verschiedenen Zeitpunkten der Zellentwicklung einer einzelnen Zelle ist die
Uberpriifung des Einflusses der Probenahme mittels Schneiden auf das
Transkriptionsverhalten der 35 Gene. Wie schon in den beiden vorangegangenen
Experimenten wurde auch hier auf den Wildtypstamm zurickgegriffen. Fir die
Generierung der Gene standen 10 Plasmodien, die 6 Tage hungerten, zur Verfigung. Von
jeder Zelle, die zuvor auf Platten mit wenigen Nahrstoffen gewachsen ist, wurde
entsprechend einem festen Zeitintervall 1/4 Zellmaterial enthommen und weggefroren. Die
Zeitspanne war auf Dunkelprobe, 6 h und 11 h nach der Stimulation mit dunkelrotem Licht,
festgelegt. Die Belichtung erfolgte fiir 40min. Das letzte Viertel diente der Uberpriifung, ob
eine Zelldifferenzierung stattgefunden hat, welche durch die Ausbildung von Sporen
sichtbar war (Expressionsdaten siehe Tabelle 30+31 im Anhang).

Fur die Analyse, ob Veranderungen im Expressionsverhalten auftreten, fand ein Vergleich
mit den Daten aus dem bisherigen Probeentnahmeverfahren (Hoffmann 2012) und der
454-Sequenzierung (Barrantes et al. 2010) statt. Fir das bereits verwendete Verfahren
und die neu etablierte Methode wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberprift, ob
eine Hoch- oder Runterregulation Gber die 11h hinweg stattgefunden hat. Der alpha-Wert
betrug < 0,01. Die Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests, separat
dargestellt fur die einzelnen Zeitabschnitte. Grau hinterlegte Zeilen zeigen eine Diskrepanz
zwischen der Standardmethode oder der 454-Sequenzierung mit der neuen
Zeitreinenanalyse. Gene, bei denen eine Zelle mit einer +1 ausgefullt ist, wurden
hochreguliert, mit einer -1 versehene Gene wurden runterreguliert und bei mit einer Null
versehenen Genen veranderte sich das Expressionsniveau in dem betrachteten Zeitraum
nicht signifikant. Die Gene sind bezuglich ihrer Fragmentlange wund ihrer

Regulationsénderung von runter- nach hochreguliert angeordnet.

Allgemein ist zu erkennen, dass die neue Methode im Vergleich zu den beiden bisherigen
Vorgehensweisen lediglich in 3 Fallen eine komplett entgegengesetzte Regulation
vermuten lasst. Betrachtet man die verschiedenen Zeitabschnitte, so zeigt sich bei dem
Vergleich der Standardmethode mit der neuen Methode eine 83 %ige Ubereinstimmung

zwischen 0h und 6 h nach Belichtung, eine 77 %ige Deckung zwischen Oh und 11h nach
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dem Lichtstimulus sowie eine 71 %ige Kongruenz zwischen 6—11 h nach Belichtung.

Beim Vergleich mit der 454-Sequenzierung ergibt sich eine Ubereinstimmung von 65 %.
Dazu ist zu beachten, dass die Konformitat zwischen der Sequenzierung und der
bisherigen Standardmethode ebenfalls nur eine 71 %ige Deckung erbrachte. Die Ursache
liegt in der Methodik der 454-Sequenzierung. Schon vor der Analyse werden bei diesem

Verfahren alle Proben zusammengefligt (gepoolt) und gemeinsam analysiert.

Damit lasst sich schlussfolgern, dass bis auf wenige Ausnahmen die Hoch- und
Runterregulationen mit den Ergebnissen der Standardmethode und der 454-
Sequenzierung Ubereinstimmen, und der mechanische Eingriff keine gravierenden
Auswirkungen auf das Expressionsverhalten der untersuchten 35 Gene ausibt. Weiterhin
offenbaren die Daten starke Schwankungen zwischen den einzelnen Plasmodien, die
allesamt sporulierten. Daher sind Zeitserienexperimente an einer Einzelzelle sehr wichtig
fur die Identifizierung von Genen, die eine Zelle aus dem Gleichgewicht bringen kénnen,

ohne den Prozess der Sporulation zu beeinflussen.

Alle 3 Untersuchungen zeigen, dass die Durchfihrung einer Zeitreihe von einem
Plasmodium mdglich ist, da zum einen das Zellmaterial homogen auf der Platte verteilt ist,
und zum anderen das Schneiden als Probenahmeverfahren keine signifikante Auswirkung

auf die betrachteten 35 Gene hat.
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Tabelle 10: Vergleich zweier Probenahmetechniken unter Verwendung der Transkriptionsverlaufe

Entwicklung zwischen Oh
und 6h nach Belichtung

Entwicklung zwischen 6h
und 11h nach Belichtung

Entwicklung zwischen Oh
und 11h nach Belichtung

Entwicklung zwischen Oh
und 6h nach Belichtung

Standard-
methode '

neue
Methode

Standard-
methode '

neue
Methode

Standard-
methode '

neue
Methode

Standard-
methode '

neue
Methode

454
Sequenzierung 2

ribA

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

0

nhpA

-1

-1

0

-1

-1

-1

-1

-1
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-1
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-1

-1
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-1

-1

-1

-1

-1

-1

hstA

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1

-1
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-1
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-1
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Die Analyse beziiglich des Einflusses von Schneidevorgangen am Plasmodium auf das Expressionsprofil wird hier durch
den Vergleich mit den Expressionsdaten aus der bereits etablierten Probenahme = Standardmethode (1) (Hoffmann
2012) vorgenommen. Der Expressionsverlauf wurde jeweils mithilfe des Mann-Whitney U-Tests (alpha < 0,1) fir die
verschiedenen Zeitpunkte DK-6h, 6h-11h und DK-11h charakterisiert.
Runterregulationen mit -1 und keine signifikanten Veranderungen sind mit O dargestellt. Zuséatzlich erfolgt der Vergleich
mit der 454-Sequenzierung (2)(Barrantes 2010). Dunkelgrau hinterlegte Zeilen zeigen Unterschiede hinsichtlich der

Regulation zwischen den Methoden.

59

Hochregulationen sind mit +1,




5.2 Charakterisierung des Wildtyps #31 anhand von Zeitreihenanalysen
bei Einzelzellen

Fur die Bewertung, inwieweit individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen
Plasmodien existieren (Hoffmann et al. 2012), erfolgt eine erneute Charakterisierung des
Wildtypstammes. Der Unterschied zu der bereits stattgefundenen Charakterisierung von
Hoffmann (2012) liegt in der Durchfuhrung der Datengenerierung. So entstand eine
Zeitreihe von einem Plasmodium. Zuvor wurde die Zeitreihe Uber verschiedene
Plasmodien generiert. Zudem sollte bei der Charakterisierung von Physarum
polycephalum auch der Einfluss der aul3eren Bedingungen wie Hungerphase und
Intensitat des Lichtstimulus auf das Expressionsverhalten beobachtet werden. Zuletzt
sollte eine Analyse von sporulierten und nicht sporulierten, aber belichteten Plasmodien
Auskunft dariber geben, welche Gene flr die Sporulation verantwortlich sein kénnten, da

diese bis jetzt noch nicht identifizierbar waren.

Damit ergaben sich2 verschiedene Wildtypversuchsreihen zur Klarung und Analyse der

oben genannten Schwerpunkte.

5.2.1 Analyse der Kontrollplasmodien

Fur die Typisierung der einzelnen Wildtypplasmodien war zun&chst eine Charakterisierung
von plasmodialen Zellen, die nicht belichtet wurden (= Dunkelproben), erforderlich. Hierbei
sollten keine signifikanten Expressionsunterschiede hinsichtlich der 11h zu beobachten
sein, damit alle signifikanten Anderungen bei den folgenden Experimenten Resultate der
Stimulation mit dunkelrotem Licht sind. Sollten dennoch bereits Anderungen in den
Dunkelproben auftreten, die identisch mit denen in belichteten Zellen sind, so ist dies auf
Mechanismen zuriickzufthren, die nicht durch die Belichtung aktiviert werden. Diese Gene
wirden dann nicht im Zusammenhang mit der Sporulation stehen und daher keine weitere

Beachtung finden.

Fur beide Wildtypexperimente waren jeweils mindestens 10 Plasmodien veranschlagt.
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Versuch A (Versuchsnummer: 18):

Die Kultivierung erfolgte wie bei den bereits beschriebenen Experimenten in Abschnitt 5.1.
Fur das Experiment standen 10 Plasmodien zur Verfligung, die 7 Tage hungerten. Zu den
Zeitpunkten Oh, 2h, 6h, 8h und 11h wurde jeweils etwas Material fir die spateren
Expressionsstudien in Stickstoff weggefroren, ohne die Plasmodien zu belichten. Kein
einziges Plasmodium sporulierte spontan. Daraufhin wurde das Ubrige Sechstel, das der
Kontrolle auf Sporulation dient, am darauffolgenden Tag mit dunkelrotem Licht induziert.
Ein Tag spater zeigten alle Plasmodien schwarze Sporen. Damit waren alle betrachteten
plasmodialen Zellen zur Sporulation fahig gewesen. Wahrend der RNA-Isolierung nach
Kapitel 4.2 kam es jeweils zu einem Zellmaterialverlust eines Zeitpunktes bei den
Plasmodien 1 und 2, die damit nicht fir die weitere Analyse zur Verfiigung standen

(Genexpressionsdaten siehe Anhang, Tabelle 32+33).

Versuch B (Versuchsnummer: 17):

Identisch zum Versuchsaufbau A erfolgte die Vorgehensweise in Versuchsreihe B. Von den
15 bearbeiteten Plasmodien sporulierten 6 Plasmodien spontan. Vorherige Studien
zeigten, dass die Rate der Spontansporulation bei 10% liegt. In Versuchsreihe B lag die
Rate mit 40% allerdings deutlich hoher. Die Plasmodien 5 und 15 sporulierten bereits
wahrend der Probenahme. Durch die Belichtung am Tag darauf zeigte sich, dass lediglich
4 von 9 Plasmodien sporulierten. Materialverluste bei den Plasmodien 1, 2 und 8 wéahrend
der Aufreinigung minimierten die Anzahl der Plasmodien fir die Charakterisierung
(Expressionsdaten siehe Tabelle 34+35 im Anhang).

Abbildung 11 zeigt die Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principle Component
Analysis = PCA) beider Versuchsreihen. Jeder Datenpunkt enthélt die Gesamtinformation
Uber alle 35 Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt eines Einzelplasmodiums. Die
verschiedenen Zeitpunkte der Probenahme sind tber die 5 Farben: rot (DK) — blau (2h) —
grun (6 h) — cyanblau (8 h) — rosa (11 h) nach Belichtungsdauer gekennzeichnet (Legende
aus Abbildung 12). Jedes Plasmodium hat seine eigene Nummer. Durch die
Nummerierung der Plasmodien kann eine Charakterisierung der Entwicklung der
Transkriptmengen der einzelnen Plasmodien stattfinden. Die beiden Achsen zeigen die 2
Hauptkomponenten PC1 und PC2, mit denen es mdoglich ist, ber 90% (Ergebnis der
PCA) der Gesamtinformationen der gesamten Datenmenge, welche sich aus den
Einzelplasmodien, den jeweils 5 Zeitpunkten fiir die Einzelzelle und der relativen mRNA-

Menge der 35 Gene aus jeder Einzelzelle zu jedem einzelnen Zeitpunkt zusammensetzen,
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wiederzugeben.

Die linke Grafik aus Abbildung 11 prasentiert die Ergebnisse von Versuchsaufbau A und
die rechte Abbildung die Resultate von Versuchsteil B. Hierbei sind die Plasmodien, die
trotz fehlender Rotlichtbestrahlung sporulierten, mit einem Sternchen gekennzeichnet (sind

spontan sporuliert).

In beiden PCA's bilden die Daten jeder Einzelzelle ein eigenstandiges Cluster. Eine
Trennung bzw. ein Trend zwischen den Zeitpunkten der Probenahme ist bei den nicht
sporulierten Plasmodien nicht erkennbar. Die Einzelplasmodien sind nach der zeitlichen
Reihenfolge ihrer Probenahme kreisférmig angeordnet. Dieses Phanomen lasst auf ein
konstantes mMRNA-Level der 35 Gene schliel3en, da die Datenpunkte aus den Zeitreihen
der einzelnen Plasmodien nicht weit voneinander angeordnet sind und auch kein Muster
beziiglich der Reihenfolge in der Probenahme erkennbar ist, welches auf eine Anderung
des Expressionsniveau schlie3en lieRen. Der Mann-Whitney-U-Test im Anhang, Tabelle 24
bestatigt das konstante Expressionsniveau. Die Plasmodien 6, 8 und 10 aus dem
Versuchsaufbau A sind in der PCA weiter entfernt angeordnet und scheinen damit in
mindestens einem der 35 Gene Uber die 11h hinweg ein anderes mRNA-Level zu haben
als die restlichen Plasmodien. Eine Analyse Uber die Clusterbaume, welche mithilfe der
Programmiersprache R und der Toolbox simprof generiert wurden, ermdglicht eine
Identifizierung der Gene, die in den betroffenen Plasmodien (6, 8, und 10) im Vergleich zu
den restlichen Plasmodien ein anderes mRNA-Level aufweisen. Diese Gene haben in der
Gegeniberstellung zu den anderen Plasmodien ein héheres Expressionsniveau, aber

dennoch einen konstanten Verlauf.

Lediglich die spontan sporulierten Plasmodien (11, 12, 13 und 14) weisen eine raumlich-
zeitliche Trennung der Datenpunkte der jeweiligen Einzelzellen im Diagramm auf
(Abbildung 11), was auf eine Anderung der Expressionswerte, bei gleichzeitiger
Betrachtung aller 35 Gene, zurlckzufihren ist. Welches Gen welche
Expressionsanderung vollzieht, ist hiermit jedoch nicht identifizierbar. Im Diagramm ist
eine Trennung der einzelnen Probenahmezeitpunkte in den sporulierten Plasmodien
erkennbar. Die Datenpunkte aus den Plasmodien 11 und 14 sind ahnlich lokalisiert und
miissten damit eine dhnliche Anderung im Expressionsmuster der 35 Gene zeigen. Analog
verhalten sich die Plasmodien 12 und 13. Auch hier sind die Datenpunkte von beiden
sporulierten Plasmodien rédumlich dicht beieinander angeordnet. Wahrend die
Datenpunkte der sporulierten Plasmodien in chronologischer Reihenfolge, entsprechend
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ihrer Probenahme, angeordnet sind, und diese Entwicklung bei den nicht sporulierten
Plasmodien nicht zu beobachten ist, scheint die rdumliche zeitliche Entwicklung im
Diagramm charakteristisch fur sporulierte Plasmodien zu sein. Dies muss aber in
nachfolgenden Experimenten noch bestéatigt werden, ebenso wie die Clusterbildung der
jeweiligen Einzelzelle. Zudem lassen sich bereits unterschiedliche Entwicklungsverlaufe

der einzelnen Plasmodien erkennen.

Festzuhalten bleibt: Alle beobachtbaren signifikanten Anderungen der mRNA-Mengen in
den belichteten Experimenten stellen eine Reaktion auf den Lichtimpuls dar, da keine
genregulatorischen Veranderungen fir die betrachteten 35 Gene in den nicht belichteten
Plasmodien vorhanden sind, das auch der Mann-Whitney-u-Test (Tabelle 25 im Anhang)
bestétigt.
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Abbildung 11: Hauptkomponentenanalyse der Kontrollplasmodien des Wildtypstammes #31

Dargestellt ist die Hauptkomponentenanalyse fiir die Kontrollplasmodien des Wildtypstammes. Jeder Punkt enthélt die
Gesamtinformation ber das mRNA-Level der 35 Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt einer Einzelzelle. Die linke
Abbildung (A) zeigt alle nicht belichteten Plasmodien von Versuchsaufbau A. Die Probenahme erfolgte zu folgenden
Zeitpunkten: DK-2h-6h-8h-11h, die farblich jeweils verschieden dargestellt sind. Die Nummern entsprechen dem
jeweiligen Einzelplasmodium. In der rechten Abbildung (B) sind die Ergebnisse aus Versuchsaufbau B dargestellt.
Nicht belichtete Riesenzellen, die spontan sporulierten, sind mit einem Sternchen gekennzeichnet. Die Nummer an den
Punkten dient der Identifikation der Einzelplasmodien. Die verschiedenen farblichen Punkte entsprechen den
unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten. Die Zuordnung der Farben zu den jeweiligen Probenahmezeitpunkten ist
der Legende zu entnehmen.
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5.2.2 Identifikation von Hoch- und runterregulierten Genen

Zur Charakterisierung der Einzelzellen in Bezug auf ihre Individualitat soll zunachst
anhand des Wildtyps eine Identifizierung von hoch- und runterregulierten Genen
stattfinden. Die Kultivierung (Versuch 15-B) erfolgte Uber eine 3,5 Tage andauernde
Fermentation mit einem Animpfvolumen von 30ml Vorkultur. Nach der Fermentation und
dem Uberfuhren der Masse auf die Platte folgte eine Hungerphase von 7 Tagen im
Dunkeln. Nach der ersten Probenahme (0h) wurden alle zwo6lf Plasmodien fur 15min
belichtet. AnschlieRend folgten 4 weitere Probenahmen zu den Zeitpunkten 2h, 6h, 8h
und 11h jeweils von einem Plasmodium. Am Tag darauf wurde das letzte Sechstel
hinsichtlich der Ausbildung von Fruchtkérpern untersucht, mit dem Ergebnis, dass alle 12
Platten sporulierten. Bei der anschlieBenden RNA-Isolierung, wie in Kapitel 4.2
beschrieben, kam es zum Verlust eines Zeitpunktes bei den Plasmodien 1, 2 und 11,
welche damit nicht fir weitere Analysezwecke zur Verfiugung standen (Expressionsdaten
siehe Anhang, Tabelle 36+37). Die Generierung der Genexpressionsdaten erfolgte wie in
Kapitel 4.3 und 4.4 beschrieben. Ein erster Blick auf das Ergebnis der PCA in Abbildung
12 zeigt eine rdumliche Trennung der einzelnen Probenahmezeitpunkte. Auf der x-Achse
ist die Komponente 1 (PC1) und auf der y-Achse die Komponente 2 (PC2) aufgetragen,
womit mehr als 90% der Gesamtinformationen abgebildet sind (Ergebnis PCA). Bei allen
Plasmodien sind die einzelnen Zeitpunkte der Probenahme von links nach rechts
angeordnet (Abbildung 12). Kein einziges Plasmodium fallt aus diesem Schema heraus.
Besonders auffallig ist die Trennung zwischen den ersten Probenahmen vor der
Belichtung und 6h nach dem Lichtstimulus bzw. zwischen 6h und 11 h nach Belichtung.
Eine mdgliche Ursache koénnte in den Abstanden zwischen den einzelnen
Probenahmezeitpunkten liegen. Eine gewisse Variabilitdtt zwischen den einzelnen
Plasmodien fiihrt zu flieRenden Ubergéangen zwischen den Zeitpunkten Oh/2h, 6h/8h
sowie 8 h/11 h nach Belichtung.
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Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse des sporulierten Wildtyps

Dargestellt sind sporulierte Wildtypplasmodien, die 7 Tage hungerten und 20min dunkelrotem Licht ausgesetzt waren.
Die unterschiedlichen Farben der Kreise entsprechen dem Zeitpunkt der Probenahme. Die Zahlen dienen der
Identifikation der Einzelzellen, welche durchnummeriert sind. Die Legende zeigt den Probenahmezeitpunkt mit der
dazugehdrigen Farbe.

Die nachfolgende Analyse mithilfe der Clusterbaume bestatigt die scheinbare Homogenitat
aus der PCA-Abbildung 12. In 25 Fallen (86 % aller Gene) ist die Einheitlichkeit unter den
Plasmodien so stark ausgeprégt, dass lediglich ein Cluster bei der Analyse mit simprof
entstand. Bei weiteren 5 Genen ist jeweils ein Plasmodium separat geclustert. Fur die
restlichen 4 Gene sind die Plasmodien 3x in 3 Cluster gruppiert und einmal in 4 Cluster
zerfallen. Diese Daten sind nicht extra dargestellt, da keine Besonderheiten zu
beobachten waren.

Die ldentifikation der hoch- bzw. runterregulierten Genen erfolgte mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests zu folgenden Zeitintervallen: Oh-11h, Oh—6h, 6h-11h, Oh-2h, 2h-6h,
6h—-8h und 8h—11h nach Belichtung. Als Konfidenzintervall wurde alpha = 99 % gewahlt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt. Hochregulierte Gene sind mit +1 markiert,
runterregulierte Gene mit —1 und nicht regulierte Gene mit O gekennzeichnet. Die Werte
mit einem Sternchen entsprechen einem Vertrauensbereich von mindestens 95, aber
kleiner als 99%. Die Anordnung der Gene in der Tabelle erfolgt von runterregulierten
Genen Uber nicht verdnderte Genexpressionen zu hochregulierten Genen. Gleichzeitig
dient die Fragmentgrol3e als weiteres Anordnungskriterium. Bei der Analyse des gesamten
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Zeitraumes 0-11h nach Belichtung zeigt die Tabelle 11 11 runterregulierte Gene,
12hochregulierte Gene und 12 Gene mit einem konstanten Expressionsniveau. Eine
Gruppierung der Gene beziglich ihrer Funktionseigenschaften ist nicht mdglich. Das
Verhalten der Genregulation in den weiteren Zeitabschnitten und deren Auswirkungen auf

das Gesamtsystem sollen in Abschnitt 5.2.3 herausgearbeitet werden.

Tabelle 11:Mann-Whitney-U-Test: Der Wildtyp

Wildtyp 7 Tage hungern und 15 Minuten belichtet (9 Plasmodien)

Gen | Oh—11h | Oh-6h | 6h-11h | Oh-2h 2h-6h 6h-8h | 8h-11h
ribA -1 0 0 0 0
nhpA 0 0 0 -1
ralA -1 -1 -1
pumA -1 0
psgA -1 -1
pikB -1
uchA 0
meiB -1*
cudA
pldC
pldB
pksA
damA
ardA
hstA
pptE
tspA
dspA
pcnA
ribB
rash
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ligh
ehdA
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Die Tabelle zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene fiir 6 verschiedene Zeitintervalle gemaf
Mann-Whitney-U-Test. Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99% gewdhlt. Hochregulierte Gene sind mit +1
markiert, runterregulierte Gene mit -1 und nicht regulierte Gene mit 0. Die Werte mit einem Sternchen
entsprechen einem Vertrauensbereich von >95% — < 99 %.
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5.2.3 Identifikation von frih- und spatregulierenden Genen

Fur die Charakterisierung des Wildtypstammes ist es nicht nur wichtig zu wissen, welche
Gene wie reguliert werden, sondern auch wann und wie schnell der Prozess ablauft. Dies
ist fur die spatere Ubertragung der Ergebnisse bzw. fiir einen gezielten Eingriff in den
Regulationsmechanismus von Zellen wichtig. Es ist bereits bekannt, dass es sowohl frih
regulierte  Gene gibt, die nach Belichtung zeithah eine  signifikante
Expressionsveranderung vollziehen, als auch spat regulierte Gene, bei denen die

Anderung des Expressionsniveaus wesentlich spater einsetzt.

Die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests aus Tabelle 11 verdeutlichen eine sehr frihe
Regulation von hochregulierten Genen. Noch vor dem Erreichen des commited-Stadiums
sind alle Gene, die am Ende ein hdheres Expressionsniveau haben als zu Beginn,
hochreguliert. Fur die runterregulierten Gene konnte dagegen die Einteilung in vor oder

nach dem ,Point of no return“ (Tabelle 11) nicht bestatigt werden.

Tabelle 11 aus 5.2.2 zeigt jedoch nicht nur Hoch- und Runterregulierte Gene, sondern
ermdglicht ebenfalls eine Aussage Uber die Geschwindigkeit der Regulationsvorgange. Bei
langsam regulierten Genen erfolgt die Veranderung allmahlich. Eine signifikante
Veranderung ist nur Uber mehrere Zeitabschnitte hinweg erkennbar. Zu dieser Gruppe
gehoéren Gene wie pumA, ribA, meiB und uchA (Tabelle 11). Im Unterschied dazu ist fur
schnell regulierte Gene eine signifikante Anderung des Expressionsniveaus bereits

wahrend eines einzigen Zeitabschnitts erkennbar.

Eine Zusammenfassung der zeitlich abhangigen Regulation von Genen ist in Abbildung 13
dargestellt. Runterregulierte Gene befinden sich oberhalb und hochregulierte Gene
unterhalb der Zeitachse. Jeweils der erste Zeitpunkt einer signifikanten Anderung in einem

Gen ist entsprechend markiert.

Auffallig ist die auf3erordentlich frihe Regulation der Phosphotase pptA (Abbildung 13).
Eine signifikante Anderung des Expressionsniveaus ist bereits im ersten Zeitabschnitt,

d. h. 0-2 h nach Belichtung, zu verzeichnen.

Der Zeitpunkt 6h nach Belichtung scheint ein kritischer Punkt fur die Anderung des
Expressionsniveaus der hochregulierten Gene zu sein. Mit Ausnahme der beiden Gene
ligA und gapA enden zum Zeitpunkt des ,Point of no return* die regulatorischen

Anderungen der hochregulierten Gene. Damit scheint der Zeitpunkt des commited-
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Stadiums 2 verschiedene Bedeutungen fir die Regulation von Genen in den Plasmodien
zu haben. Zum einen beenden hochregulierende Prozesse ihre Aktivitat und zum anderen
starten zeitgleich runterregulierende Vorgange in den Zellen. Ob mdglicherweise eine der
beiden Gruppen eine starkere Bedeutung fur den Sporulationsprozess besitzt, soll durch
einen Vergleich von sporulierten und nicht sporulierten, aber belichteten
Wildtypplasmodien im Kapitel 5.2.4 erfolgen.

5 c
c pumA, = ribA _
N I.‘::I. -
*E{ meiB > O € uchA -
2 £

s ralA, psgA, pldC £ nhpA, pikB,
_% | 7 pldB, cudA | |

| | | | >
Oh 2h 6h 8h 11h

pptA ligA, ehdA, pakA,
cdcA, gapA, amA,
pIdA, pwiA, spiA,
hcpA, rsgA

Abbildung 13: Einteilung von friih- und spatregulierenden Genen

Die Abbildung basiert auf dem U-Test aus Tabelle 12. Dargestellt ist jeweils der erste Zeitabschnitt, in dem eine
signifikante Anderung mit einem Vertrauensbereich von mindestens 95 % aufgetreten ist.

5.2.4 Vergleich zwischen sporulierten und nicht sporulierten
Plasmodien

Die Auswahl der 35 Gene beruhte auf méglichen Genen, die an der Sporulation beteiligt
sind. Bis jetzt konnte aber lber die Charakterisierung nicht eindeutig festgelegt werden, ob
alle Gene wirklich an der Sporulation beteiligt sind. Zur Klarung, welche Gene fur die
Sporulation von Bedeutung sind, muss nun ein Vergleich zwischen sporulierten und nicht

sporulierten, aber belichteten Plasmodien erfolgen.

Damit nicht alle Plasmodien sporulieren, wurde die Belichtungslange mit dem dunkelroten
Licht auf2min bzw. 5min reduziert. Die restlichen Bedingungen wahrend der Fermentation,
der Hungerphase und der Probenahme blieben identisch zu den vorangegangenen
Experimenten. In der Versuchsanordnung mit 2min Rotlichtbestrahlung reduziert sich

aufgrund von Zellmaterialverlust bei der RNA-Aufreinigung nach Kapitel 4.2 der
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Probenumfang um 2 Plasmodien (Expressionsdaten siehe Anhang 38+39). Somit stehen
fur diese Quantifizierung 9 sporulierte Plasmodien, die jeweils 2min belichtet sind, 11
sporulierte Plasmodien, die 5min belichtet sind, sowie 18 nicht sporulierte Plasmodien mit
je 9 Proben pro Belichtungsintensitat zur Verfigung (Expressionsdaten siehe Anhang,
Tabellen 40 und 41).

Da bereits die Ergebnisse aus Kapitel 5.2.1 zeigten, dass die PCA die Datenpunkte der
sporulierten von den nicht sporulierten Plasmodien trennen kann, wird diese Methode

auch hier wieder verwendet.

Die Ergebnisse der PCA zeigen gravierende Unterschiede zwischen sporulierten und
nicht sporulierten Plasmodien in der raumlichen Anordnung der einzelnen Plasmodien im
Koordinatenraum (Abbildung 14). Die Daten aus den sporulierten Plasmodien (Abbildung
14 oben rechts) zeigen eine zu der PCA-Abbildung 14 identische Trennung der
Probenahmezeitpunkte 0h-2h—-6h-8h-11h nach dem Lichtstimulus. Alle Plasmodien
vollziehen eine Anderung des Expressionsniveaus, die sich in der Anordnung der
einzelnen Probenahmezeitpunkte jedes Einzelplasmodiums widerspiegelt. So befinden
sich die ersten Probenahmezeitpunkte am oberen Rand des Diagramms und die letzten
Zeitpunkte der Probenahme am unteren Rand. Es gibt also eine Anderung der
Transkriptmengen im Laufe des Differenzierungsprozesses in den Plasmodien. Die
raumlich-zeitliche Trennung der Datenpunkte ist bei den sporulationsnegativen
Plasmodien (Abbildung 14 unten links) nicht zu beobachten. Diese zeigen eine
vergleichbare Anordnung zu den Kontrollplasmodien (Abbildung 14 unten rechts), die
ebenfalls nicht sporulierten. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen liegt in der
Anordnung der Einzelplasmodien zueinander. Die nicht sporulierten Plasmodien scheinen
in ihrem Expressionsprofil einander ahnlicher zu sein als die Kontrollplasmodien, welche in
einzelne Cluster zerfallen. Die Daten der nicht sporulierten Plasmodien sind dagegen sehr
eng beieinander angeordnet. Fir eine Analyse der Gene, welche in ihrem

Expressionsniveau eine Anderung volliziehen, eignet sich erneut die Clusterbaummethode.
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Abbildung 14: Vergleich sporulierte und nicht sporulierte Wildtypplasmodien mittels der Hauptkomponentenanalyse

Verglichen werden sporulierte Plasmodien, nicht sporulierte Plasmodien und nicht belichtete Plasmodien. Die
Legende unterhalb der Abbildungen zeigt, wie die verschiedenen Plasmodien gekennzeichnet sind. Die obere linke
Abbildung enthélt alle Plasmodien: die sporulierten, nicht sporulierten, sowie die Kontrollplasmodien. Die 3 weiteren
Abbildungen zeigen jeweils den Ausschnitt der einzelnen Klassen aus der Gesamtabbildung.

Betrachtet man die PCA einzeln fur jedes der untersuchten Plasmodien und trennt diese
nach sporulierten und sporulationsnegativen Plasmodien, werden die unterschiedlichen
Trajektorien bezuglich der Entwicklung der mRNA-Menge Uber die Zeit besonders deutlich
sichtbar (Abbildung 15). Wéahrend die Daten der sporulierten Plasmodien eine ahnliche
Anordnung der einzelnen Probenahmezeitpunkte zeigen — von der linken unteren Ecke zur
oberen rechten Bild Ecke (Abbildung 15, linke Spalte) —, ist solche einheitliche Tendenz bei
den sporulationsnegativen Plasmodien nicht zu beobachten (Abbildung 15, rechte Spalte).
Bei den meisten nicht sporulierenden Plasmodien sind die einzelnen Zeitpunkte der
Probenahme kreisformig angeordnet. Eine minimale Anderung des Expressionsniveaus
scheint also stattzufinden, dass aber 11h nach Belichtung noch nahezu dem

Anfangszustand entspricht.
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Gleichzeitig ist zu beobachten, dass die nicht sporulierten Plasmodien sich
entgegengesetzt verhalten wie die sporulierten Plasmodien. So ist die Anordnung der
Probenahmezeitpunkte bei den sporulierten Plasmodien generell von links unten nach
rechts oben, wohingegen bei den nicht sporulierten Plasmodien die Daten der Zeitpunkte
entweder von links oben nach rechts unten oder von rechts unten nach links oben
angeordnet sind. Auch die Distanz zwischen den einzelnen Zeitpunkten ist bei den
sporulierten Plasmodien um ein Vielfaches groRer als bei den nicht sporulierten

Plasmodien.

AuBerdem zeigt sich die Individualitat bei der Betrachtung der einzelnen Plasmodien
zueinander, egal ob sporulierte oder nicht sporulierte Plasmodien. Die Diagramme zeigen
keine einzige Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Plasmodien. In den beiden
folgenden Kapiteln 5.5 und 5.6 soll nach der Ursache fir die hier herausgestellte

Individualitat der Plasmodien geforscht werden.
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Abbildung 15: Vergleich der Expressionsverlaufe zwischen allen sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien

Die Abbildung zeigt links alle sporulierten Plasmodien und rechts alle nicht sporulierten Plasmodien. Die
Buchstaben A und B stehen fiir 2min (A) bzw. fir 5min (B) Bestrahlung mit dunkelrotem Licht.
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Auch der Mann-Whitney-U-Test bestétigt die Divergenz zwischen den sporulierten und den
nicht sporulierten Plasmodien. Die Tabelle 12 zeigt die Gruppierung der hoch- und
runterregulierten Gene getrennt nach sporulierten, nicht sporulierten und nicht belichteten
Plasmodien fiir 6 verschiedene Zeitintervalle nach der Analyse der Daten mit dem Mann-
Whitney-U-Test. Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99% gewahlt. Hochregulierte Gene
sind mit +1 und rot markiert, runterregulierte Gene mit -1 und grin markiert und nicht
regulierte Gene haben den Eintrag 0. In den Kontrollplasmodien, die nicht mit dem
dunkelroten Licht induziert wurden, finden keine signifikanten
Genexpressionsveranderungen statt. Ein vergleichbares Bild ist bei den nicht sporulierten
Plasmodien feststellbar: Auch hier ist keine einzige signifikante Runterregulation
erkennbar. Lediglich folgende 3 Gene sind hochreguliert: cdcA (Gen 10), pldA (Gen 25)
und pptA (Gen 27).

Diese Regulationsweise stimmt mit derjenigen der sporulierten Plasmodien tberein.

Tabelle 12:Vergleich zwischen sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
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Die Tabelle zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene beziglich des Mann-Whitney-U-Tests flr
sporulierte, nicht sporulierte und nicht belichtete Plasmodien. Betrachtet wurden 6 verschiedene Zeitintervalle. Als
Konfidenzintervall wurde alpha > 99 % gewéhlt. Hochregulierte Gene sind mit +1 und rot markiert, runterregulierte
Gene mit -1 und grin markiert und nicht regulierte Gene haben den Eintrag Null.
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Spielen diese Gene damit flir den Prozess der Sporulation eine untergeordnete oder sogar
gar keine Rolle? Die Beantwortung dieser Frage erfordert einen Vergleich zwischen den
einzelnen Plasmodien hinsichtlich ihres Genexpressionsverlaufs, wie in Abbildung 16
dargestellt. Die Daten der sporulierten Plasmodien sind jeweils in Rot dargestellt, die
Daten der nicht sporulierten Plasmodien in Blau. Auf der x-Achse befinden sich die 5
Zeiten der Probenahme vor und nach Belichtung mit dunkelrotem Licht. Die Werte der
relativen mRNA-Menge sind auf der y- Achse abzulesen. Bereits ein erster Blick lasst
erkennen, dass die Expressionswerte der sporulierten Plasmodien einen starken Anstieg
aufweisen als die nicht sporulierten Plasmodien. Die Regulation des am Zellzyklus
beteiligten Gens cdcA (NCBI-Datenbank) unterscheidet sich zwischen den sporulierten
und nicht sporulierten Plasmodien ab der 2h nach Belichtung. Wéhrend eine
kontinuierliche Hochregulation in den sporulierten Plasmodien bis zu einem Wert zwischen
0,5 und 4,5 zu beobachten ist, bleibt das Expressionsniveau bei den nicht sporulierten
Plasmodien relativ konstant bei ca. 0,3 (Abbildung 16 linkes Bild). Der Vergleich zwischen
dem Anfangs- und Endlevel zeigt keine signifikante Anderung der relativen mRNA-Menge
von cdcA bei den sporulationsnegativen Plasmodien im Zeitintervall 0-11h nach
Belichtung.

Ahnliches ist bei dem Gen pptA (Abbildung 16 rechtes Bild) zu beobachten. Auch hier
steigt die mMRNA-Menge in den sporulierten Plasmodien bis auf einen Wert zwischen 1 und
9 kontinuierlich an. Im Gegensatz dazu weisen die sporulationsnegativen Plasmodien bis

auf wenige Plasmodien ein kontinuierliches Expressionsniveau von ca. 0,5 auf.

Bei dem Gen pldA (Abbildung 16 mittlere Grafik) schwanken die relativen mRNA-Mengen
in den nicht sporulierten Plasmodien zwischen 2h und 8h nach dem Lichtstimulus stark,
erreichen aber nach 11h Belichtung ein ahnliches Expressionsniveau wie zu Beginn der

ersten Probeentnahme. Dies ist ein erheblicher Kontrast zu den sporulierten Plasmodien.

Die festgestellten differenziellen Regulationen der 3 Gene (cdcA, pldA und pptA) kénnten,
jeweils separat betrachtet, entweder eine Folge der Determination der Zelle zur

Sporulation sein oder aber auch eine Voraussetzung flr eine solche Sporulation darstellen.
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Abbildung 16: Darstellung der Expressionsverlaufe der auffalligen Gene

Dargestellt sind die Expressionsverldufe der auffalligen Gene aus der U-Test-Analyse tber einen Zeitraum von 11h.
Sporulierte Plasmodien sind in Rot und nicht sporulierte Plasmodien in Blau dargestellt.

5.2.5 Einfluss der Hungerperiode und der Lichtintensitat auf das
Expressionsprofil

Ob aufRere Bedingungen das dynamische System der Genregulation der ausgewdahlten
35 Gene beeinflussen, soll mithilfe eines Vergleiches verschieden langer Hungerphasen
und Belichtungsintensitdten an Physarum polycephalum getestet werden. Sollte einer
dieser Faktoren, Hungerphase oder Lichtintensitat, einen Einfluss auf das
Expressionsmuster der Plasmodien haben, bietet dies einen Ansatz dafir, die Plasmodien

durch veranderte Umweltreize einfach und gezielt in einen anderen Zustand zu bringen.

Dazu fand eine Versuchsreihe mit Anderungen der oben genannten Bedingungen statt.
Zunachst wird zwischen 6- und 7-tagigen Hungerphasen unterschieden. Zusatzlich
kommen unterschiedliche Belichtungszeiten zum Einsatz. Bei 6 Tage gehungerten
Plasmodien findet eine Klassifizierung der Proben in 10min, 20min und 30min lange
Belichtungsphasen statt (Versuch 11-A, 11-B, 11-C, Expressionsdaten siehe Tabelle
42,43,44 und 45 im Anhang). FiUr die 7 Tage gehungerten Plasmodien erfolgt die
Differenzierung in 5min und 15min Rotlichtbestrahlung (Versuch 15-A und 15-B,
Genexpressionsdaten siehe Tabelle 46,36 und 37 im Anhang).

Nach der Generierung der Expressionswerte, wie in Kapitel 4.3 und 4.4 beschrieben,
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erfolgt eine Mittelwertbildung tber alle Zeitpunkte aller Plasmodien flr jedes der 35 Gene,
getrennt jeweils nach dem Belichtungszeitraum und der Hungerperiode. Damit ergeben
sich jeweils 5 Mittelwerte fur jeden Zeitpunkt. Diese Mittelwerte der einzelnen Teilversuche
werden dann in einen Clusterbaum Gberfuhrt, der eine Veranschaulichung der

Zusammenhange zwischen Hungerperiode und Belichtungsintensitat erméglicht.

Zur Abbildung des Merkmales (Mittelwert des einzelnen Teilversuches) dient die x-Achse.
Die y-Achse hilft bei der Bestimmung des Abstandes zwischen den einzelnen Clustern
bezuglich des Fusionierungsalgorithmus (Kapitel 2.3.2.2). Mithilfe von Farben werden die
unterschiedlichen Fusionierungen angezeigt. So erhalten Teile, die zu einer gleichen
Fusionierung gehdren und damit keine signifikanten Unterschiede untereinander
aufweisen, eine identische Farbe. Schwarze Linien verbinden anschlielend die
verschiedenen Cluster, die sich signifikant voneinander unterscheiden, zu einem
Baumdiagramm. In den betrachteten Clusterbaumen gibt es bis zu 3 verschiedene
Farben, also Hauptcluster, die untereinander signifikante Unterschiede in einzelnen Genen
hinsichtlich bestimmter Kultivierungseigenschaften aufweisen. Zuséatzlich sind die alpha-
Werte fur die signifikanten Unterschiede dargestellt. Als Ergebnis der signifikanten
Clusteranalyse ergeben sich 6 Gene, bei denen die verédnderten &uf3eren Bedingungen
Einfluss auf das Expressionsniveau ausiben (Abbildung 17). In allen restlichen
untersuchten Genen entsteht lediglich ein einziges Cluster, womit keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Kultivierungsbedingungen erkennbar sind und somit auch nicht

abgebildet werden.

In 4 von 6 Fallen findet die Trennung anhand der Hungerphase statt. Lediglich bei den
Genen pksA und ribB scheint auch die Belichtungsintensitéat eine zusatzliche Rolle zu
spielen. Die Mittelwerte der Gruppe ,6 Tage Hungern und 30min Belichtung“ werden in der
Halfte der betrachteten Félle sehr dicht an die 7 Tage gehungerten Plasmodien oder
zwischen beiden Hungerphasen geclustert. Die Daten der 6 Tage gehungerten
Plasmodien, die entweder 10min oder 20min lang mit dunkelrotem Licht bestrahlt wurden,

sind durchgehend zusammenhéngend gruppiert (Abbildung 17).

Worin sich die einzelnen Cluster unterscheiden, soll Uber die Betrachtung der gemittelten

Expressionsdaten der einzelnen Teilversuche Uber die Zeit betrachtet erfolgen.
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Abbildung 17: Analyse des Einflusses der Hungerphase

Die signifikante Clusteranalyse erfolgte in der Programmiersprache R mit der Toolbox simprof. Beziiglich jeder
Experimentalserie wurde der Mittlerwert (iber jedes Gen gebildet. Die Daten, die nach der Analyse mit R eine
Trennung zwischen 6 Tage und 7 Tage Hungern zeigen, sind oben abgebildet. Der Teilversuch, der mit 11
gekennzeichnet ist, umfasst alle Plasmodien, die 6 Tage lang einer Hungerphase ausgesetzt waren. Die Teilversuche,
die mit 15 markiert sind, beinhalten alle Plasmodien, die 7 Tage hungerten. Bei Versuch 11 wurden die Plasmodien
10min (A), 20min (B) oder 30min (C) mit dunkelrotem Licht bestrahlt. Die 7 Tage gehungerten Plasmodien wurden
nach der Hungerphase 5min (A) oder 15min (B) dunkelrotem Licht ausgesetzt. Die verschiedenen Farben zeigen,
welche der Teilversuche signifikante Unterschiede hinsichtlich der untersuchten Gene aufweisen. Teilversuche, die mit
der gleichen Farbe markiert sind, zeigen keine signifikanten Unterschiede. Die Wahl der Farbe wird vom Programm
festgelegt und richtet sich danach, wie viele Cluster jeweils abgebildet werden. Der p-Wert gibt die Signifikanz an
zwischen den einzelnen Teilversuchen.

Ausgehend von der Clusteranalyse sind die Mittelwerte fur die entsprechenden
Gruppierungen in Abbildung 18 dargestellt. Die Farbauswahl entspricht hierbei den
Clusterfarben aus Abbildung 17. Folgendes wird anhand der Abbildung deutlich:

Die Plasmodien haben nach einer 7-tagigen Hungerperiode fur die Gene pksA, pptB und
tspA ein hoheres Expressionsniveau (blaue Kurve) als bei Plasmodien, die 6 Tage
hungerten (rote und griine Kurve, Abbildung 18A, 18D, 18E). Funktional sind diese 3 Gene
am Zellzyklus beteiligt oder fungieren als Phosphatasen (NCBI-Datenbank). Beim Gen
ralA, das fiur die Signaltransduktion verantwortlich ist (NCBI-Datenbank), haben ebenfalls

die 7 Tage gehungerten Plasmodien (blaue Kurve) einen hoheren Startexpressionswert als

78



die 6 Tage gehungerten (rote Kurve). Bei den letzten Probenahmen, 11h nach Belichtung,
kam es zu einer Annaherung der Expressionswerte zwischen den beteiligten
Gruppierungen (Abbildung 18C). Lediglich beim Gen rgsA, das ebenfalls fur die
Signaltransduktion zustandig ist (NCBI-Datenbank), ist das Expressionsniveau der 6 Tage
gehungerten Plasmodien (blaue Kurve) hoher als das der 7 Tage gehungerten (rote
Kurve). Das Expressionsniveau in der roten Gruppe (7 Tage Hungern) steigt bereits 6h
nach der Lichtstimulation stark an, wahrend die blaue Klasse (6 Tage Hungern) erst 8h
nach Belichtung einen starken Expressionszuwachs verzeichnen kann (Abbildung 18B).
Im Vergleich zu den anderen Genen ist aber das Expressionsniveau nach 11h in beiden

Kategorien sehr hoch.
Zusammen mit den vorherigen Beobachtungen lasst sich schlussfolgern:

Hungerphase und Intensitat des Rotlichtimpulses haben einen Einfluss auf die
Geschwindigkeit der Regulationsvorgénge.

Mithilfe des Gen ribB konnte zudem auf das Verhéltnis zwischen Hungerphase und
Belichtungszeitraum geschlossen werden. 7 Tage gehungerte und 6 Tage gehungerte
Plasmodien mit 30-mindtiger Belichtung zeigen ein hoheres Expressionsniveau als 6Tage

gehungerte Plasmodien mit einer kirzeren Belichtungszeit (> 30 min).
Daraus resultiert:

Je kurzer die Hungerphase ist, desto langer muss die Belichtungsdauer mit dunkelrotem
Licht sein, um die gleiche differenzielle Regulation der Gene (tspA, ralA, pptB, pksA und
ribB) zu erreichen.

Diese experimentellen Ergebnisse legen nahe, dass mit steigender Hungerdauer die
Lichtempfindlichkeit der Plasmodien und damit ihre Sporulationsfahigkeit steigen.
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Abbildung 18: Expressionsverldufe in Abhéngigkeit der Hungerphase

Abbildung 18 zeigt die Expressionsverlaufe der fiir die Uberpriifung der Qualitat der Clustermethode interessanten
Gene aus Abbildung. 17. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der einzelnen Teilversuche tber einen Zeitraum von
11h nach Belichtung. Die Farbauswahl der Kurven entspricht den Clustern aus Abbildung 17. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit sind die Gene genauso wie in Abbildung 17 angeordnet.
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5.3 Charakterisierung von Mutanten

Zur Analyse des Sporulationsverhaltens von Physarum polycephalum dienen die
Charakterisierung von 2 Mutanten und der Vergleich mit dem Wildtyp. Diese Mutanten sind
zum einen sporulationsnegativ und zum anderen stark eingeschrankt in Bezug auf die
Bildung von Fruchtkérpern (Rétzel et al. 2013). Durch einen Vergleich mit den
Expressionsdaten des Wildtyps kénnen Gene fur die Sporulation ausfindig gemacht
werden. Dazu zdhlen Gene, die im Vergleich zum Wildtypstamm ein verdndertes

Expressionsniveau aufweisen.

Dariiber hinaus sollen die Individualitdt von Zellen und der Einfluss von Genen auf das
dynamische Verhalten des regulatorischen Netzwerkes beriicksichtigt werden, da im
Fokus dieser Arbeit die Analyse von Einzelzellzeitserien steht, und nur Uber die
Charakterisierung der Einzelzellen Aussagen zum dynamischen System getroffen werden
kénnen. Zum Vergleich der Ergebnisse aus der neu etablierten Einzelzellzeitreihenstudie
und der Probenahmetechnik von Hoffmann (Hoffmann et al. 2012) dient die Arbeit von
Ratzel (Ratzel et al. 2013).

5.3.1 Identifikation des Genexpressionsprofils der Mutante PHO68

Die sporulationsdefiziente Mutante PHO68 wurde identisch zu den vorangegangenen
Experimenten mit dem Wildtyp im Fermenter kultiviert. Das Animpfvolumen liegt bei den
Mutanten bei 1% des Gesamtvolumens, wohingegen dasjenige vom Wildtyp bei 2% liegt.
Die Probenahme der Zeitreihe fanden nach einer Hungerperiode von 7 Tagen zu dem
Zeitpunkt Oh (Startwert der Zeitreihe) sowie 2h, 6h, 8h und 11h nach Belichtung statt.

Die 30min Belichtung der 11 Plasmodien mit dunkelrotem Licht erfolgte nach der ersten
Probenahme (Startwert der Zeitreihe). Keine der Plasmodien sporulierte. Wahrend der
Aufreinigung (vgl. Kapitel 4.2) ging Zellmaterial fir einen Zeitpunkt des Plasmodiums 2
verloren, womit 10 Plasmodien fiir die Auswertung tbrigblieben (Expressionsdaten siehe
Anhang, Tabelle 47 und 50).

Die PCA der einzelnen Plasmodien in Abbildung 19 zeigt keine zeitliche und rdumliche
Datentrennung der einzelnen Plasmodien im Koordinatenraum. Die Daten jedes einzelnen

Plasmodiums bilden ein separates Cluster. Dies ist identisch mit den Ergebnissen aus den
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Kontrolluntersuchungen an Wildtyp und nicht sporulierten Wildtypplasmodien. Auffallig
verhalten sich die Plasmodien 1 und 6. Wahrend die Datenpunkte der restlichen acht
Plasmodien lokal sehr eng beieinander liegen, sind die Daten dieser beiden Plasmodien
weiter entfernt von den restlichen Plasmodien geclustert. Zudem ist der Abstand zwischen
den einzelnen Probenahmezeitpunkten gréf3er. Anhand von Abbildung 19 ist zu erkennen,
dass sich Plasmodium 6 zunéachst im Bereich der restlichen Plasmodien aufh&lt und sich
im Anschluss an die nach der 6. Stunde erfolgten Probenahme abspaltet. Eine signifikante
Clusteranalyse der einzelnen 35 Gene soll Auskunft dariber geben, welche Gene fur die
Sonderstellung der Plasmodien 1 und 6 verantwortlich sind. Doch zuvor soll mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests analysiert werden, wie die 35 Gene insgesamt Uber die 11h
reguliert sind. Das Konfidenzintervall fur diesen Test liegt bei alpha = 99 %.

? I T | | T
: : : ® oh
Bl .1 ............................. e s ® oh -
: : : Bh
BEoe _I.I ............................. ................ ................ Sh 4
abo SRR SOOI AR SO ® 11h ]
®
3 ................................ .............. 6 ................ IR .
ol : . .
U 2_ .............. ................................ ................ et .
& . | :
1k .f ............................... IR R .
|:|_ .......... ﬁ .............................................. .
il e |
P ST S-S0 R & ]
5
- 1 1 | | 1
0 5 0 5 10 15 20
PG

Abbildung 19: Hauptkomponentenanalyse der Mutante PHO68

Dargestellt sind nicht sporulierte PHO68 Plasmodien, die 7 Tage hungerten und 30min dunkelrotem Licht
ausgesetzt waren. Die unterschiedlichen Farben der Symbole entsprechen dem Zeitpunkt der Probenahme. Die
Zahlen dienen der Identifikation der Plasmodien, welche durchnummeriert sind. Eine raumliche Trennung bei den
Probenahmezeitpunkten, die zur Clusterbildung fahren wirde, ist nicht erkennbar. Die Legende in der Grafik
veranschaulicht die farbliche Zuordnung zu den einzelnen Zeitpunkten.

Der Mann-Whitney-U-Test wurde fiur 6 verschiedene Kombinationen der einzelnen
Zeitabschnitte durchgefiihrt. Dadurch sichert der Test die PCA-Resultate bezuglich der
nicht vorhandenen réaumlich-zeitlichen Entwicklung der einzelnen Plasmodien ab. Die

Ergebnisse bestatigen die Erkenntnis, dass dieses Muster der Einzelzellen in der PCA
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charakteristisch fur nicht sporulierte Plasmodien ist. Die Tabelle 13 zeigt keine einzige

signifikante Regulation in den 35 Genen.

Tabelle 13: Mann-Whitney-U-Test fir PHO68

Gen 112]3|/4|5/6|7[8|9[10/111]12]13|14(15[16|17|18|19|20|21|22(23|24|25|26/27|28]29|30|31|32|33|34|35
Oh-6h |0/0/O|O0|0|/O0O|O|O/O0|O|O/O/O|O|O|jO|O|O|O|O|OfO|O|O|O|O|O|OfO|O|O|O|O]|O]|O
6h-11h |O/0|/O|0|0|/0|0O|O/0|O|O/O/O|O|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|OjO|O|OfO|/O|O|0O|O]|O]|O
Oh-2h |0/0|/O|0|0|/O0|0O|O/0|O|O/O/O|O|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|O|O|O|OfO|O|O|0O|O]|O]|O
2h-6h |0/0|/O|O|0O|/O|O|O/O|O|O|/O|/O|O|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|OjO|O|OfO|O|O|0O|O]|O]|O
6h-8h |0/0/O|0|0|/O0O|O|O/O0|O|O/O/O|O|O|O|O|O|/O|O|OfO|O|O|O|O|O|OfO|O|O|0O|O]O]|O
8h-11h |O/0|/O0|0|0jO|O|O|0O|jO|OjO/O|O|O|/0|O0O|O0fO|O|OfO|O|O|O|O|O|OjO|O|0O]O]|O]|O

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fiir 6 verschiedene Zeitintervalle ber alle Plasmodien.
Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99 % gewabhlt. Die nicht regulierten Gene sind mit 0 gekennzeichnet.

Die Besonderheit der Plasmodien 1 und 6 wird durch die signifikanten Ergebnisse der
Clusteranalyse in Abbildung 20 bestétigt. Dargestellt sind die Gene, in denen die
Plasmodien 1 und 6 jeweils separat (in rot) von den anderen 9 Plasmodien (blau markiert)
gruppiert wurden. Zusétzlich zu den Clustern sind gleichzeitig die Anderungen des
Expressionsniveaus wahrend der Versuchszeit aufgetragen — in einer zu den jeweiligen
Gruppen identischen Farbauswahl. Plasmodium 1 ist ausschlie3lich bei der Analyse des
Gens cdcA separat geclustert. Damit kdnnte die Regulation dieses Gens eine Rolle fur die
separate Anordnung des Plasmodiums in der PCA spielen. Zusatzlich scheint die
Regulation von pikC Einfluss auf die Sonderstellung der Plasmodien 1 und 6 im Vergleich
zu den anderen Plasmodien zu haben. Auch hier werden die genannten Plasmodien
separat angeordnet. Fur das 6 lieRen sich Uber simprof folgende Gene identifizieren, in
denen eine getrennte Clusterung erfolgt: ehdA, pumA, pikB, gapA, meiB, arpA, rasA, cudA
und spiA. Diese Gene decken einen breiten funktionalen Bereich ab, z.B. als
Transkriptionsfaktoren sowie als wichtige Faktoren bei der Kinase, der Signaltransduktion
und der Steuerung des Zellzyklus (NCBI-Datenbank). Diese Gene sind 11h nach
Belichtung beim Plasmodium 6 um ein Vielfaches starker exprimiert als in den restlichen
Plasmodien (rote Kurve der Expressionswerte). Inwieweit diese veranderte Regulation
Einfluss auf die Sporulation hat, kann so allein nicht festgestellt werden, da auch
Plasmodium 6 nicht sporuliert hat. Bis auf pumA sind alle entsprechenden Gene
hochreguliert oder bleiben konstant auf einem hohen Expressionsniveau. Daraus folgt,
dass diese Gene anscheinend nicht allein fur die Sporulation zustéandig sind. Eine andere
maogliche Schlussfolgerung ist, dass das Expressionsniveau nicht ausreichend hoch genug

ist.
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Zudem verdeutlicht die Clusteranalyse ein insgesamt sehr ahnliches Profil der
Expressionsdaten der einzelnen Plasmodien, indem diese grundsatzlich

zusammengruppiert sind und untermauert somit die PCA-Ergebnisse aus Abbildung 19.
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Abbildung 20: Clusteranalyse von PHO68

Die signifikante Clusteranalyse erfolgte in der Programmiersprache R mit der Toolbox simprof. Die Auswahl der Gene
beschréankt sich auf Gene, in denen die Plasmodien 1 und oder 6 separat geclustert sind (rot markiert). Das
Vertrauensintervall fur die Analyse liegt bei alpha < 0,01. Zusétzlich sind die Expressionsverlaufe der einzelnen
Plasmodien (ber die Zeit dargestellt. Die Farbwahl basiert auf der Clusteranalyse und richtet sich danach, wie viele
Cluster jeweils abgebildet werden.
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5.3.2 Identifikation des Genexpressionsprofils der Mutante PHO48

Die Analyse einer weiteren Mutante, die in ihrer Sporulation stark eingeschrankt ist, soll
ebenfalls zur Beantwortung der Frage beitragen, welche Gene fir die Sporulation
zustandig sind. Nur Uber einen Vergleich zwischen sporulationsnegativen Mutanten und
dem sporulierten Wildtyp kénnen Rickschlisse auf sporulationsverantwortliche Gene
gezogen werden. Gleichzeitig wird die Mutante hinsichtlich des Verlaufs der Regulation
der 35 Gene beurteilt, denn durch die chemische Mutagenisierung kann allein von ihrer
Charakterisierung ausgehend nicht gefolgert werden, in welchen Genen sich die
hergestellten Mutanten generell voneinander unterscheiden. Ausgangspunkt fur die
Untersuchung ist die Mutante PHO48, die stark in ihrer Sporulationsméglichkeit
eingeschrankt ist. Fur die Analyse stehen 11 Plasmodien zur Verfigung. Die Gewinnung
erfolgt analog zu den Plasmodien der Mutante PHO68. Trotz dunkelroter Belichtung

sporulierte kein einziges Plasmodium (Rohdaten siehe Tabelle 48 und 50 im Anhang).

Einen ersten Uberblick iiber den Zustand der Zelldifferenzierung der einzelnen Plasmodien
wahrend des 11-stiindigen Beobachtungszeitraums liefert die PCA aus Abbildung 21. Die
Komponenten 1 und 2 wurden auf die x- und y-Achse aufgetragen. Mithilfe der zwei
Komponenten lassen sich mehr als 90% der Gesamtinformationen abbilden (Ergebnis
PCA). Im Diagramm wird eine raumliche Trennung der Daten aus den Einzelplasmodien
bei der Anordnung der Oh- und 2 h-Probenahmen nach Belichtung erkennbar. In diesem
Zeitraum ist der erste Probenahmezeitpunkt der Zeitreihe bei allen Plasmodien weiter links
als der darauffolgende Zeitpunkt angeordnet. Die anschlielienden Probenahmezeitpunkte
sind wieder weiter links gruppiert als die Proben, die 2h nach Belichtung entnommen
wurden. Der Anfangszustand wird also wieder hergestellt. Dies geschieht fir jedes
Plasmodium unterschiedlich schnell. Alleinige Ausnahme bildet als Plasmodium 3, bei der
die Daten aus der Probenahme, die 11h nach dem Stimulus erfolgte, weiter entfernt vom
Anfangszustand geclustert sind als bei den anderen Plasmodien. Ahnliches ist auch beim
Plasmodium 10 zu beobachten. Der Unterschied zwischen beiden Plasmodien liegt in der
Art und Weise, wie die Expressionsniveaus sich im Laufe der 11h verandern. Dies ist aus
den unterschiedlich lokalisierten Zeitpunkten im Diagramm der PCA aus Abbildung 21 zu
entnehmen. Wahrend bei Plasmodium 3 die Distanz zwischen Anfangspunkt und
Endpunkt viel grof3er ist, wobei eine kontinuierliche Entwicklung zu beobachten ist, sind

die einzelnen Probenahmezeitpunkte des Plasmodiums 10 in einer leichten Kurve
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angeordnet. Auch die Lage der beiden Plasmodien ist unterschiedlich. So befinden sich
die Daten von Plasmodium 10 im oberen linken Drittel des Diagramms, wahrend der
Datenpunkt von Plasmodium 3 fir den Entnahmezeitpunkt 11h nach Belichtung im
unteren rechten Drittel angesiedelt ist. Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests soll die
Beobachtung zwischen dem Probenahmezeitpunkt Oh und 2h nach Belichtung bestatigt
werden und anhand der Clusteranalyse eine Identifizierung der Gene erfolgen, die flr die
Sonderstellung der 2 Plasmodien ausschlaggebend sind.
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Abbildung 21: Hauptkomponentenanalyse der Mutante PHO48

Dargestellt sind nicht sporulierte PHO48 Plasmodien, die 7 Tage hungerten und 30min dunkelrotem Licht ausgesetzt
waren. Die unterschiedlichen Farben der Symbole entsprechen dem Zeitpunkt der Probenahme, wahrend die Zahlen
die einzelnen Plasmodien kennzeichnen.

Als Kriterium fur den Mann-Whitney-U-Test wurde ein Konfidenzintervall von alpha = 99%
gewéhlt. Tabelle 14 zeigt die untersuchten 35 Gene in verschiedenen Zeitintervallen. Die
mit 1 gekennzeichneten und rotgefullten Zellen verweisen auf Gene, die hochreguliert
sind. Die grin markierten Zellen prasentieren Gene, die runterreguliert sind. Alle restlichen
Zellen tragen eine Null, da keine signifikanten genregulatorischen Prozesse stattfinden. In
30 von 35 Genen (85% aller Gene) findet bereits im ersten Zeitintervall eine

Hochregulation statt. Eine etwas langsamere Hochregulation ist beim Gen hcpA zu
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beobachten. Erst nach 6h ist eine signifikante Anderung zu beobachten. Bei 3 der 30
Gene erfolgt ein sofortiger Wiederabbau nach dem Probenahmezeitpunkt 2h nach
Belichtung, sodass bei Betrachtung des Intervalls von der ersten Probenahme vor der
Belichtung bis zum Zeitpunkt des PNRs keine signifikante Modulation auftritt. Lediglich 2
Gene, ribA (Nr. 1) und nhpA (Nr. 2), zeigen eine kurzzeitige Runterregulation zwischen 2h
und 6h nach dem Lichtstimulus. Die Runterregulation ist bei ribA dennoch schwacher
ausgepragt als die vorangegangene Hochregulation. Die Transkriptmengen der Gene
ehdA (Nr. 7), pldC (Nr. 30), pldB (Nr. 32), und rgsA (Nr. 35) bleiben Uber den gesamten

Zeitraum konstant.

Damit bestatigt der U-Test die Ergebnisse aus der PCA hinsichtlich der rdumlichen
Trennung der Datenanordnung im ersten Zeitintervall (0—2h) sowie das anschliel3end

konstante Verhalten bei den weiteren Probenahmezeitpunkten.

Tabelle 14: Mann-Whitney-U-Test fir PHO48

Die Tabelle zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene gemaR Mann-Whitney-U-Test fir 6
verschiedene Zeitintervalle. Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99% gewéhlt. Hochregulierte Gene sind mit +1
markiert, runterregulierte Gene mit -1 und nicht regulierte Gene mit 0. Der Vertrauensbereich liegt bei alpha >99 %.

Auch das Analysewerkzeug simprof unterstiitzt die PCA-Ergebnisse hinsichtlich der
Sonderstellung der Daten von den Plasmodien 3 und 10. Die Cluster aus Abbildung 22
zeigen eine separate Anordnung fur das Physarum-spezifische Gen psgA (Abbildung 22
oben links) und das am Signaltransduktionsprozess beteiligte Gen rasA (Abbildung 22
oben rechts) bei Plasmodium 3 (rot markiert). Die Ergebnisse der Analyse des
Expressionsniveaus zeigen, dass beide Gene 11h nach Belichtung um ein Vielfaches
starker exprimiert sind (rote Kurve) als in den restlichen Plasmodien, die durch ein
konstantes  Expressionsniveau  (blaue  Kurven) gekennzeichnet sind. Das
Expressionsmuster des Gens psgA von Plasmodium 3 ist im Vergleich zum Wildtyp
entgegengesetzt. Plasmodium 10 ist in den Genen pptA, arpA, anxA, cudA, pldC, pikC,

hcpA und rgsA separat geclustert. Wie auch das Plasmodium 3 grenzt sich das
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Plasmodium 10 von den anderen Plasmodien, die ein konstantes Expressionsniveau
zeigen (blaue Kurven), durch ein erhohtes Expressionsniveau (rote Kurven) in den
genannten Genen, ab. Aul3erdem bekraftigen die Clusterbdaume der einzelnen Gene die
hohe Ahnlichkeit der anderen Plasmodien zueinander, die jeweils ein Cluster bilden und in

Blau dargestellt sind.

Damit ist festzuhalten, dass beide Plasmodien wegen ihres erhdhten Expressionsniveaus
wéahrend des 11-stiindigen Untersuchungszeitraums in der PCA separat lokalisiert sind

und bei der Clusteranalyse einzeln gruppiert werden.
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Abbildung 22: Clusteranalyse der Mutante PHO48

Die signifikante Clusteranalyse erfolgte in der Programmiersprache R mit der Toolbox simprof. Die dargestellten
Gene beschranken sich auf die Auswahl beziiglich der Sonderstellung der Plasmodien 3 und 10. Das
Vertrauensintervall fur die Analyse liegt bei alpha < 0,01. Die separaten Plasmodien sind jeweils in rot dargestellt.
Der p-Wert zeigt an, wie gro3 der signifikante Unterschied zwischen den beiden Clustern ist. Zuséatzlich sind die
Expressionsverlaufe der Plasmodien in den Farben der Cluster dargestellt. Die Wahl der Farbe wird vom Programm
festgesetzt und richtet sich danach, wie viele Cluster jeweils abgebildet werden.
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5.3.3 Vergleich der Mutanten untereinander und mit dem Wildtyp #31

Zur Identifizierung maoglicher Gene, die fir die Sporulation von Physarum polycephalum
verantwortlich sind, ist ein Vergleich der Entwicklung des Expressionsniveaus der
untersuchten 35 Gene zwischen den Mutanten und dem Wildtyp notwendig. Aber auch die
Dynamik und der Einfluss von Attraktoren soll indessen betrachtet werden, da bereits
Macarthur (2009) theoretisch beschrieb, dass regulatorische Prozesse dem Effekt von
Attraktoren unterliegen. Er bediente sich dabei verschiedener Modelle der
Genexpressionsanalyse, mithilfe derer er boolesche Netzwerke erstellte und die
Attraktoren aus den Erreichbarkeitsgraphen ermittelte. Durch die Einzelzellanalyse und
dem Vergleich von Plasmodien unterschiedlicher Stamme war es nun moglich, dieses zu
beweisen und auch zu zeigen, unabhéngig von der Gultigkeit eines zu Grunde liegenden
Modells, in wieweit Mutationen im regulatorischen Netzwerk die Attraktoren und die

Quasipotential-Landschaft insgesamt verandern.

Ein Blick auf die PCA (Abbildung 23) zeigt sowohl bei beiden Mutanten als auch beim
Wildtyp ein jeweils unterschiedliches Datenpunktemuster. Der Vergleichsstamm Wildtyp
#31 wurde 7Tage im Dunkeln hungern gelassen und 15minmit dunkelrotem Licht bestrahlt.
Die beiden Mutanten wurden ebenfalls einer Hungerperiode von 7 Tagen unterzogen. Die
Belichtungsdauer des dunkelroten Lichtes lag bei 30min. Die Auswertung der Daten und
ihre Darstellung in einem Plot (oben links) zeigt, dass der Wildtyp die Datenpunkte der
Mutanten verdrangt. Die Daten der sporulationsdefizienten Plasmodien sind eng
zusammen  gruppiert.  RuUckschlisse auf die  Konzentrationsanderung  der
Transkriptmengen der einzelnen Plasmodien sind daher nicht moglich. Lediglich bei
Plasmodium 6 der Mutante PHOG68 sind die letzten beiden Probenahmezeitpunkte zu
identifizieren, ebenso wie bei Plasmodium 10 der Mutante PHO48 die 11hnach Belichtung
erfolgte Probenahme erkennbar ist. Die typische Abstufung zwischen den einzelnen
Zeitpunkten der Probenahmen ist dagegen im Wildtyp deutlich zu erkennen. Die
Auswertung und Darstellung der Daten aller Plasmodien ergibt, dass die ersten
Probenahmezeitpunkte der einzelnen Plasmodien am unteren Rand des Diagramms zu
finden sind und sich im Laufe der Zeit die Anordnung der weiteren Datenpunkte in
Richtung oberer Rand des Diagramms verschiebt (Abbildung 23 oben rechts). Damit ist
die rdumlich-zeitliche Entwicklung der Plasmodien ein charakteristisches Merkmal, um

zwischen sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien unterscheiden zu kénnen. Diese
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Entwicklung und ist mithilfe der PCA schnell und einfach feststellbar. Dass sich die beide,
Mutanten PHO68 und PHO48 (Abbildung 23 untere Zeile) hinsichtlich der Regulation der
betrachteten 35 Gene unterscheiden, wird ebenfalls anhand des Musters der PCA
ersichtlich. Wéahrend die Daten der Plasmodien von PHO68 eher diagonal im Diagramm
angeordnet sind, liegen die Datenpunkte der Plasmodien von Mutante PHOA48 alle sehr
dicht beieinander. Lediglich 2 Zeitserien sind separat von den restlichen Plasmodien im
Koordinatensystem angeordnet.
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Abbildung 23: Vergleich der Mutanten und des Wildtyps mittels der Hauptkomponentenanalyse

Verglichen werden sporulierte Wildtypplasmodien und nicht sporulierte Mutantenplasmodien (PHO68 und PHOA48).
Die 3 verschiedenen Symbole charakterisieren die unterschiedlichen Stdmme von Physarum polycephalum. Die
Probenahmen zu den verschiedenen Zeitpunkten sind durch unterschiedliche Farbgebung gekennzeichnet.

Aus der Tabelle 15 sind die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fur den Wildtyp, die
Mutante PHO48 und die Mutante PHOG68 fir 6 verschiedene Zeitintervalle zu entnehmen.
Die Anordnung der Gene erfolgte wie beim Wildtyp (Tabelle 12). Die hochregulierten

Gene, in Rot dargestellt, befinden sich in der Tabelle im oberen Drittel. Demgegenuber
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sind die runterregulierten Gene in Grin eingetragen. Im unteren Drittel befinden sich die

nicht regulierten Gene, ohne Farbliche Kennzeichnung.

Die Gegenuberstellung von Mutante PHO68 und Mutante PHO48 in Tabelle 15
verdeutlicht die Inkongruenz in der Regulation vor dem ,Point of no return®. Sind bei der
Mutante PHO48 27 Gene im Zeitraum vor dem Umkehrpunkt hochreguliert bzw. sogar 30
Gene zwischen der ersten Probenahme vor der Belichtung und der ersten Entnahme nach
dem Lichtstimulus, sind hingegen bei der Mutante PHO68 alle 35 Gene konstant
exprimiert. Nach 6h findet in beiden Mutanten keine einzige Regulationsveranderung mehr

statt. Folglich kdnnte dies eine Ursache fir die nicht vorhandene Sporulation sein

Der Vergleich zwischen PHO68 und Wildtyp #31 zeigt, dass die im Wildtyp stattfindende
Runterregulation von Genen in der Mutante vollig ausbleibt. Auch die hochregulierten
Gene im Wildtyp, wie z.B. ribA, nhpA, ralA, pumA, psgA, meiB, cudA, pldC und pldB, sind
im Vergleich zu den Mutanten andersartig reguliert. Die Expressionsniveaus aller Gene
sind bei PHO68 im Gegensatz zum Wildtyp um ein Vielfaches niedriger. Die
Expressionsdaten lassen eine Tendenz der Hochregulation in der Mutante fur die Gene
pksA, ardA, psgA, uchA, anxA, pwiA, pldB in allen Plasmodien erkennen. Im Kontrast zum
Wildtyp sind diese Gene bis auf pwiA runterreguliert oder konstant exprimiert.

Ein &hnliches Verhalten ist beim Vergleich zwischen der Mutante PHO48 und dem Wildtyp
fur die Gene ligA, pakA, cdcA, rasA, pldA, pptA, pwiA, spiA nachweisbar. Diese acht Gene
werden in beiden Féllen zwischen dem Zeitfenster Startwert und 6h nach Belichtung
hochreguliert (Tabelle 15). Betrachtet man nur die ersten 2h, sind keine Gene identisch
exprimiert. Die Runterregulation der Gene ribA und nhpA findet im Wildtyp wie auch bei
der Mutante bis zum ,Point of no return“ statt, dem geht beim Wildtyp und der Mutante
PHOA48 allerdings eine Hochregulation der beiden Gene voraus. Die Hochregulation ist
beim Wildtyp um ein Vielfaches hoher als bei der Mutante PHO48. Generell ist, wie bei der
Mutante PHOA48, das Expressionsniveau aller Gene bei Mutante PHOG68 geringer als beim
Wildtyp.

Vergleicht man die Clusteranalyse aus 5.3.1 und 5.3.2, zeigen die Datenpunkte sowohl
von Mutante PHO48 als auch von Mutante PHOG68 ein sehr homogenes Expressionsprofil
innerhalb der untersuchten Plasmodien. In 60% der analysierten Gene kénnen die Daten
der Einzelzellen in einem Cluster gruppiert werden. Bezieht man die Gene mit ein, in
denen die Plasmodien separat gruppiert sind, welche bereits in der PCA auffallig waren,

kénnen sogar 91% aller Gene mithilfe eines Clusters dargestellt werden. Jeweils 2
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Plasmodien verhalten sich anders als die restlichen Plasmodien der jeweiligen Mutante.
Eine mogliche Ursache in dem Verhalten der 4 Einzelzellen kdnnte sein, dass sie durch
Mutagenisierung in Bezug auf die untersuchten Gene verandert wurden. Das
Expressionsniveau aller Gene ist nach dem PNR dennoch nicht ausreichend hoch genug
fur die Ausbildung von Sporen.

Tabelle 15: Vergleich Mutanten und Wildtyp mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests

Wildtyp #31 [ Mutante PH068 [ Mutante PHO48
Gene [0h—6h 6h—11h Oh2h 2h6h 6h8h 8h-11h Oh-11h 0h—6h 6h—11h Oh2h 2Zh6h Gh8h B8h-11h [0h—6h 6h—11h Oh-2h 2Zh6h 6h8h Bh-11h

0 0 0 0 0 0 0 0 0 o Il © 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

pldB | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pksh | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
damp| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ardh | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hsth | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pptB | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tspA | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dspA | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
penh | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ribB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rash | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ameh | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pikC | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Die Tabelle zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene beziglich des Mann-Whitney-U-Tests fiir 6
verschiedene Zeitintervalle. Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99 % gewahlt. Hochregulierte Gene sind mit +1 rot
markiert, runterregulierte Gene mit -1 griin und nicht regulierte Gene mit einer Null markiert. Die Werte mit einem
Sternchen entsprechen einem Vertrauensbereich von mindestens 95 % aber kleiner 99 %.
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5.4 Charakterisierung der Zellfusion zweier Mutanten

Es ist bekannt, dass dynamische Prozesse eine wichtige Rolle in den
Kontrollmechanismen fir die Reprogrammierung von Stammzellen und somatischen
Zellen spielen (Huang 2009, Zhou und Huang 2011). Die Fusionierung zweier genetisch
und physiologisch verschiedener, sporulationsdefekter Mutanten soll als experimenteller
Beweis fur das Vorhandensein von Komplementation dienen, denn eine Zellfusion zweier
sporulationsnegativer Mutanten kann zur Aufhebung des Sporulationsdefektes fuihren
(Marwan und Starostzik 2002, Sujatha et al. 2005).

5.4.1 Charakterisierung des Heterokaryont (PHO48+PHOGS8)

Die Fusionierung fand mit Zellen aus 2 Einzelfermentationen von Mutante PHOA48
(Mutante N) und Mutante PHOG68 (Mutante L) statt. Das Material beider Mutanten wurde in
je eine Spritze Uuberfuhrt. Sodann wurde mithilfe der eigens dafir entwickelten
Plattenmaschine ein Mischungsverhaltnis von 50:50 eingestellt und 1g Zellmasse pro
Platte aufgetragen. Auch die Fusionsplasmodien hungerten fir 7 Tage im Dunkeln.
Anschlie3end fand die Probenahme zum Startpunkt Oh und zu folgenden Zeitpunkten
nach Belichtung statt: 2h—6h—8h—11h. Nach der ersten Entnahme (0 h) erfolgte fur alle 11
Platten die Bestrahlung mit dunkelrotem Licht fir 30min. Keines der Plasmodien zeigte am
darauffolgenden Tag eine Sporulation. Wahrend der Probenaufbereitung gingen 2
Einzelzellen von verschiedenen Platten verloren. Damit bleiben 9  Zellen fur die

Auswertung Ubrig (Rohdaten siehe Anhang, Tabelle 49 und 50).

Uber die PCA-Abbildung 24 gelingt es, 90% der Gesamtinformationen darzustellen
(Ergebnis PCA). Eine Betrachtung der einzelnen Probenahmezeitpunkte, die durch
verschiedene Farben dargestellt sind, offenbart eine rdumliche Trennung der Daten
zwischen den Probenahmezeitpunkten Oh und 6h nach Belichtung sowie zwischen Oh
und 11 h nach dem Lichtstimulus. Dies lasst vermuten, dass regulatorische Veranderungen
in einem Grol3teil der betrachteten Gene zwischen dem Probenahmezeitpunkt der
Dunkelprobe und 6h nach der Rotlichtbestrahlung stattfindet, die dann aufrechterhalten
bleibt. Aul3erdem féllt das Plasmodium 5 durch seine im Vergleich zu den restlichen

Einzelzellen veranderte Lage im Koordinatenraum auf. Die ldentifizierung der fir dieses
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Expressionsprofil verantwortlichen Gene soll mithilfe von Clusteranalysen erfolgen.
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Abbildung 24: Hauptkomponentenanalyse der Fusion PHO68+PHQO48

Dargestellt sind nicht sporulierte Plasmodien aus der 50:50 Fusionierung von PHO48 und PHOG68, die 7 Tage
hungerten und 30min dunkelrotem Licht ausgesetzt waren. Die unterschiedlichen Farben von den Symbolen
entsprechen dem Zeitpunkt der Probenahme, wahrend die Zahlen die einzelnen Plasmodien kennzeichnen.

Der im Anschluss durchgefiihrte Mann-Whitney-U-Test bestatigt die PCA hinsichtlich der
unterschiedlichen Anordnung der Probenahmezeitpunkte Oh und 6 h in Abbildung 24. Der
Vertrauensbereich liegt bei alpha > 99%. Aus der Tabelle 16 ist zu entnehmen, dass
lediglich Hochregulationen stattfinden und diese ausschlie3lich zwischen 0-2h nach
Belichtung oder bis zu 6h nach dem Stimulus zu beobachten sind. 2 schnell hochregulierte
Gruppen und eine langsam regulierte Gruppe sind identifizierbar. Zu den schnell
regulierten Genen zwischen 0-2h nach Belichtung gehoren pakA, meiB sowie anxA und
tspA im Zeitraum 2h und 8h nach dem Lichtstimulus. Die langsam hochregulierten Gene
sind ribA, ralA, pumA, ardA, pcnA, pldA, anxA, pptA, pwiA und pikC.
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Tabelle 16: Mann-Whitney-U-Tests fiir den Heterokaryonten PHO68+PHO48
PHO68+PHO48
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Die Tabelle zeigt die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fuir 6 verschiedene Zeitintervalle. Als Konfidenzintervall
wurde alpha > 99% gewahlt. Hochregulierte Gene sind mit +1 markiert, runterregulierte Gene mit -1 und nicht
regulierte Gene mit 0.

Zur Klarung der Sonderstellung des Plasmodiums 5 wurde eine Clusteranalyse mithilfe
des simprof-Algorithmus aus der Toolbox von R durchgefiihrt. In Abbildung 26 sind alle
Gene aufgefuhrt, in denen dieses Plasmodium separat gruppiert wurde. Fur die
verbliebenen 28 Gene erfolgte die Klassifizierung der 9 Einzelzellen jeweils in einem
Cluster. Zu den auffalligen Genen zahlen anxA, cudA, pldC, pikC, pldB, spiA und rgsA.
Das Vertrauensintervall fiir die Clusteranalyse liegt bei alpha < 0,01. Uber die zuséatzliche
Darstellung der Rohdaten in den Farben der Cluster ist zu entnehmen, dass Plasmodium
5 aufgrund des hoheren Expressionsniveaus separat in den entsprechenden Genen
angeordnet wird (Abbildung 25). Im Vergleich zum Wildtyp (Tabelle 11) sind die 7 Gene
entgegengesetzt reguliert. Schlussfolgernd kdnnte dies eine Ursache dafir sein, weshalb
diese Einzelzelle trotz eines anderen Regulationsmechanismus im Vergleich zu den

anderen acht Einzelzellen nicht sporuliert.
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Abbildung 25: Clusteranalyse des auffélligen Fusionsplasmodiums 5
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Die signifikante Clusteranalyse erfolgte mit der Programmiersprache R unter Verwendung der Toolbox simprof. Die
Auswahl der Gene erfolgte beziiglich der Sonderstellung des Plasmodium 5. Das Vertrauensintervall fir die Analyse
liegt bei alpha < 0,01. Die Wahl der Farbe wird vom Programm festgesetzt und richtet sich danach, wie viele Cluster

jeweils abgebildet werden.
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5.4.2 Einfluss der Mutanten auf den Heterokaryont

Der erhoffte Komplementationseffekt bezlglich der Sporulation durch die Zellfusionierung
zweler sporulationsnegativer Mutanten blieb aus. Sowohl die Mutanten als auch die
fusionierten Zellen sporulierten zu 100 Prozent nicht. Der Blick auf die PCA-Abbildung 26
zeigt aber eine Veranderung des Verhaltens der einzelnen Plasmodien zueinander, d.h.
zwischen den Zellen der Mutante und den fusionierten Zellen. Wahrend die Daten der
Einzelzellen in den Mutanten separate Clusterbilden und kein gemeinsamer Trend
innerhalb der Zeitreihe zu beobachten ist (Abbildung 26 untere Reihe), kdnnen solche
Einzelcluster nicht aus den Daten der fusionierten Zellen gebildet werden (Abbildung 26
oben rechts). Eine rdumliche Trennung bei den zeitlich versetzten Probenahmen von
Einzelzellen wie beim Wildtyp (Abbildung 11 und 12) ist allerdings auch nicht festzustellen.
Die Daten aus den Probenahmezeitpunkten Startwert und 2h nach Belichtung liegen nah
beieinander. Danach entwickelt sich jede Einzelzelle unterschiedlich schnell mit
unterschiedlichen Expressionsdnderungen. Das hat zur Folge, dass die aus der PCA

gewonnen Datenpunkte unstrukturiert im Diagramm (Abbildung 26) angesiedelt sind.

98



alle Plasmodien Fusion

PG2
:
o
Py

L LR e .
y 4 | .
-B 4 2 0 2 4
P PCH
. Mutante PHOGS Mutante PHO48
Ls L | 5 - mo
EPE.. .. e ERPERREE B L i L P ;----1-&5--
b I
o I R S R g 8 ....... u o 3
[ ! [ il SRR NN 4t 4 T
O gfd s a ﬂﬁ 1 0 10 HS‘QJ
I:I .................................. 4- O frirr e
.z I
-20 15 10 -5 0 5 15 10 -5 0 5
PCA PCA
DK, 2h, 11h, o=Fusion, * =Mutante PHOES, = Mutante PHCL8,

Abbildung 26: Hauptkomponentenanalyse zum Vergleich zweier Mutanten und deren Heterokaryont

Verglichen werden nicht sporulierte Fusionsplasmodien und nicht sporulierte Mutantenplasmodien (PHO68 und
PHO48).

Uber die signifikante Clusteranalyse mit dem simprof-Algorithmus und einem
Vertrauensintervall von alpha < 0,01 erfolgt die Analyse der 35 Gene in Bezug auf Gene, in
denen die 2 Mutanten oder der Heterokaryont separat dargestellt sind. Abgebildet sind alle
Gene, in denen eine Mutante von der anderen Mutante und bzw. oder von den fusionierten
Zellen der beiden Mutanten separat geclustert ist. So eine Gruppierung ist bei 8 Genen
maoglich. Die entstandenen Cluster lassen sich in 2 Klassen einordnen. 6 Gene formen fur
PHO68 (Mutante L) ein einziges Cluster getrennt von der Mutante PHO48 und den
fusionierten Zellen (Abbildung 27, Teil A). Die Gene gapA und pptA hingegen spalten sich
in 2 Cluster auf und schlieBen die Zellen der Mutante PHO48 (Mutante N) und die
fusionierten Zellen (NL) ein (Abbildung 27, Teil B). Die Durchnummerierung der Cluster
beginnt auf der linken Seite. Jedes neue Cluster erhalt eine neue Farbe. Die p-Werte
geben an, wie signifikant sich die Cluster voneinander unterscheiden. In 16 Genen erfolgt
die Gruppierung aller Plasmodien zusammenhéangend in einem einzigen Cluster. Fur die
restlichen Gene entstehen nach der Analyse zwischen 2 und 7 Gruppen, in denen die

Einzelzellen aller 3 Formen durcheinander arrangiert sind.
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Auffallig sind die Baumdiagramme fir die Gene gapA und pptA. Beide Gene zeigen ein
identisches Cluster mit kongruenter Reihenfolge in der Anordnung der Plasmodien auf der
x-Achse. Ob es dennoch Unterschiede in der Regulation oder im Expressionsniveau gibt,

soll die Analyse der Rohdaten veranschaulichen.
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Abbildung 27: Analyse des Einflusses der Genexpression der einzelnen Mutanten auf das Fusionsexperiment mithilfe
der Clusteranalyse

Die signifikante Clusteranalyse erfolgte in der Programmiersprache R mit der Toolbox simprof. Das Vertrauens-
intervall fur die Analyse liegt bei alpha <0,01. Die Wahl der Farbe wird vom Programm festgesetzt und richtet sich
danach, wie viele Cluster jeweils abgebildet werden.

Worin sich die acht Gene aus Abbildung 27 genau unterscheiden, soll der Verlauf der

Genexpressionsmittelwerte aus der Clusteranalyse (Abbildung 27) zeigen. Analog zu den
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Clustern wurden die dazugehdrigen Mittelwerte gebildet und in der jeweiligen Clusterfarbe
Uber die Zeit dargestellt (Abbildung 28). Das Gen ehdA zeigt 3 Cluster (Abbildung 28A,
oben links). Die Gruppe 1, rot hervorgehoben, besteht lediglich aus einem Plasmodium.
Das Cluster 2, griin markiert, enthalt die Proben der Mutante PHO48 und die fusionierten
Zellen. Das Expressionsniveau ist schwach und konstant. Die Plasmodien von PHOG68
befinden sich im blau gekennzeichneten Cluster 3 (Abbildung 28A, oben rechts). Diese
Zellen zeigen zunachst einen leichten Anstieg des Expressionsniveaus zwischen dem
Probenahmestartwert und 2h nach Belichtung, gefolgt von einem leichten Abfall auf ein
schwaches und konstantes Expressionsniveau (Abbildung 28, oben links). Bei pakA
befindet sich PHO68 im griin markierten Cluster 4 und ist schwach und konstant exprimiert
(Abbildung 28, oben rechts). Die vorangegangenen 3 Cluster bestehen lediglich aus ein
oder zwei Einzelzellen. Das lila markierte Cluster 6 ist das zweitgré3te Cluster und besteht
zur einen Halfte aus Fusionsplasmodien und zur anderen Halfte aus Einzelzellen der
Mutante PHOA48. Die Einzelzellen der Mutante PHO68 sind vollstandig im rot markierten
Cluster 1 fur das Gen pldA (Abbildung 28, unten links) abgebildet und schwach reguliert
(Abbildung 29, mittig links). Dieses Cluster ist Uber den gesamten Probenahmezeitraum
von 11h signifikant verschieden von den anderen Clustern. Fir die Gene rasA und pldB
(Abbildung 28 A, oben und mittig) splitten sich die Zellen der Mutante PHOG68 uber
mehrere nebeneinander liegende Cluster auf. Beim Gen rasA (Abbildung 28A, oben mittig)
sind die Plasmodien in den Clustern 1 bis 5 verteilt. Alle 5 Clusterteile zusammengefasst
sind signifikant verschieden im Vergleich zum Cluster 6, in dem die Zellen der Mutante
PHOA48 und die fusionierten Zellen lokalisiert sind (pink hervorgehoben). Diese Zellen sind
schwach und konstant exprimiert (Abbildung 28, oben mittig). Fur die Einzelzellen der
Mutante PHO68 schwankt das Expressionsniveau zwischen Hoch- und Runterregulation.
Beim Gen pldB (Abbildung 28A, unten Mitte) befinden sich die Plasmodien der Mutante
PHO68 hauptsachlich in den Clustern 6 bis 8 (dunkelblau, lila und pink markiert).
Zusammen zeigen diese 3 Cluster ein hoheres Expressionsniveau als das hellblau
hervorgehobene Cluster5 (Abbildung 28, mittig), in dem bis auf 4 Plasmodien die Zellen
von der Mutante PHO48 und die fusionierten Zellen gruppiert sind. Im Schnitt ist das
Expressionsniveau von Gen spiA schwach und konstant (Abbildung 28, mittig rechts). Die
Mutante PHOG68 befindet sich hauptsachlich im Cluster 3 (hellblau gekennzeichnet), wo
hingegen die Plasmodien der Mutante PHO48 und des Heterokaryont bis auf 2

Ausnahmen im Cluster 2 (hellgriin markiert) gruppiert sind.
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In den beiden Genen gapA und pptA (Abbildung 28B) sind die Zellen von der Mutante
PHOA48 und den fusionierten Zellen bis auf 2Plasmodien zusammenhéngend im Cluster 3
(grin markiert) gruppiert. Es lasst sich hier ein Unterschied in der Homogenitat des
Expressionsniveaus beider Genen feststellen. Wahrend das Gen pptA, bis auf Cluster 2,
konstant exprimiert wird (Abbildung 28, unten links), sind die Schwankungen bei gapA

deutlich gréer (Abbildung 28, unten mittig).

Allgemein lasst sich festhalten: pakA und pldA sind schwach exprimiert. Ein Anstieg der
Transkriptmenge ist bei spiA und ehdA zu beobachten. Eine Unterdriickung der Mutante
PHOG68 in der Fusionierung beider Mutanten PHO48+PHOG68 erfolgt in acht analysierten

Genen.
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Abbildung 28: Mittelwerte der Clusteranalyse

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus der Clusteranalyse Abbildung 28 in den entsprechenden Farben aus der
Abbildung. Die Abkiirzung C steht fir die Mittelwerte der Plasmodien aus dem jeweiligen Cluster. Diese Cluster sind
mit 1 beginnend durchnummeriert.

Auf der Basis des Mann-Whitney-U-Tests gibt es zwischen dem Probenahmestartpunkt
und der Probenahme 6h nach Belichtung 21 Ubereinstimmungen in der Regulation bei
Mutante PHO48 und den fusionierten Zellen (Tabelle 17). Im gleichen Ausmal3 existieren
21 Gene mit identischer Regulation bei der Mutante PHOG68 und der Fusionierung beider
Mutanten. Bei 7 Genen existieren Parallelititen in dem Expressionsprofil zwischen der
Mutante PHOG68, Mutante PHO48 und den fusionierten Zellen aus beiden Mutanten
PHO68+PHO48. Eine weitere Parallele besteht in dem Nichtvorhandensein einer einzigen

Runterregulation. Eine mdgliche Komplementation ist in den Genen pakA, tspA und meiB
103



zu beobachten. In allen 3 Genen ist eine signifikante Hochregulation im
Probenahmezeitraum 2h bis 6h nach Belichtung analysierbar. Die Auswertung der beiden
Mutanten fur sich allein zeigt keine regulatorischen Vorgénge fir die genannten Gene in
dem besagten Zeitraum. Die ausschlieBliche Betrachtung der regulatorischen
Veranderungen liefert keine einzige Ubereinstimmung zwischen dem Heterokaryont und
der Mutante PHOG68. In 14 Genen (Tabelle 17) existieren signifikante Hochregulationen
zwischen 0h—6h nach Belichtung bei der Mutante PHO48 und dem Heterokaryont. Diese
14 Gene werden in der Mutante PHOA48 friiher signifikant reguliert als in den fusionierten
Zellen. Nur pakA, meiB und anxA zahlen in dem Heterokaryont ebenfalls zu den schnell
regulierten Genen. Grund fur die verschiedenen Geschwindigkeiten in der Regulation
kénnte der Einfluss der Mutante PHOG68 sein, der zu gering ist, um das Expressionsniveau
von PHO48 komplett zu unterbinden, aber gro3 genug ist, um auf die Geschwindigkeiten
Einfluss zunehmen. Dies ist ein Beweis fir ein Durchmischen der Erbmaterialen bei der
Fusionierung der Zellen, in der jede beteiligte Mutante einen unterschiedlich starken
Einfluss auf den Heterokaryont ausuibt.
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Tabelle 17: Vergleich der Genregulationsvorgénge zwischen den Mutanten und dem Heterokaryont PHO48+PHO68

PHOGS | PHO48 Fusion PHO48+PHOG8
Gen  |0h&6h Gh-11h 0h-2h 2h&6h G6h$8h 8h-11h|0h&6h 6h-11h 0h-2h 2h$6h 6h8h 8h-11h|0h$6h 6h-11h 0h-2h 2h$Hh 6h$8h 8h-11h
i, 0 0 0 0 0 0 1 0 1 -1 0 0 1 0 0 ] ] ]
nhpA 0 0 0 0 0 i 0 i 1 -1 i i 0 0 0 0 0 0
pksA 0 0 0 0 0 i 1 i 1 i i i 0 0 0 0 0 0
ligh 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rai, 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
damA 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ehdf 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pumA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
pakA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0
cach 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ardm 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
hstA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
psgA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pptE 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tspA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 ] ]
aspA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 ] ] ]
pikB 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
uchA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gapA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 ] ]
meiB 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 ] ]
pcnA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 ] ] ]
ritB 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
arpA. 0 0 0 0 0 i 1 i 1 i i i 0 0 0 0 0 0
rasA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pldA 0 0 0 0 0 i 1 i 1 i i i 1 0 0 0 0 0
anxh 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
pptA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
PwiA 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
cudh 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
piac 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pike 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
piaB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Spis 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hcpA 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rgsA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] ] ]

Die Tabelle zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene beziglich des Mann-Whitney-U-Tests fir 6
verschiedene Zeitintervalle. Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99% gewahlt. Hochregulierte Gene sind mit +1
markiert und grau hinterlegt, runterregulierte Gene mit -1 und nicht regulierte Gene mit einer Null bezeichnet. Der
Vertrauensbereich liegt bei alpha >99 %.

5.4.3 Vergleich der Zellfusion der beiden Mutanten PHO48 und PHOG68
mit dem Wildtyp #31

Da das eigentliche Ziel der Zellfusionierung der beiden Mutanten die Aufhebung des
Sporulationsdefektes war, soll als letztes ein Vergleich der Zellfusion mit dem Wildtyp
erfolgen. Diese Analyse soll zeigen, in welchen Genen Ahnlichkeiten vorhanden sind und
wo Unterschiede auftreten, die einen mdglichen Einfluss auf die Sporulation austiben. Die
gemeinsame Hauptkomponentenanalyse bringt bereits zum Ausdruck (im linken Bild
Abbildung 29), dass die Datenpunkte der gesamten 9 Fusionsplasmodien (Dreiecke) sehr
eng beieinander angeordnet sind, und zwar in der Hohe der Wildtypzellen (Kreise) von 6h

nach Belichtung. Diese stark variierenden Startbedingungen sind eine mégliche Ursache
105



fur das unterschiedliche Sporulationsverhalten, da damit vermutlich bereits aufgrund des
Expressionsniveaus einiger Gene bestimmte Sporulationswege nicht mehr zur Verfigung
stehen. Daraus resultierend andert sich die Abfolge von Aktivierungs- und

Inaktivierungsprozessen, die den Sporulationsprozess beeinflussen.

Eine genauere Auswertung durch eine getrennte Darstellung verdeutlicht die fehlende
raumliche Trennung der Zellen des Heterokaryonts (Abbildung 29, rechtes Bild) im
Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 29, mittleres Bild). Wenn eine Verdnderung des
Expressionsniveaus bei einzelnen Fusionsplasmodien vorhanden ist, so zeigt sich dies im
Diagramm von Abbildung 29 in der Anordnung der Datenpunkte aus den
Einzelplasmodien, welche von rechts nach links entsprechend dem Fortschreiten des
Experimentes lokalisiert sind. Im Gegensatz dazu verlauft die raumliche Ausdehnung der
Datenpunkte der Wildtypzellen bezlglich der 11h von unten nach oben. Dies untermauert,
dass mithilfe der Hauptkomponentenanalyse bereits allein Uber die Anordnung der Daten

aus den Einzelzellen entsprechend der Probenahmezeitpunkte abgelesen werden kann,
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Abbildung 29: Hauptkomponentenanalyse — Vergleich des Heterokaryonts PHO48+PHO68 mit dem Wildtyp

Die signifikante Clusteranalyse erfolgte in der Programmiersprache R mit der Toolbox simprof. Das
Vertrauensintervall fir die Analyse liegt bei alpha < 0,01. Die zeitlich verschiedenen Probenahmen sind

unterschiedlich farblich markiert und der Legende zu entnehmen.
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ob die Zellen Fruchtkdrper bildeten oder nicht.

Der Mann-Whitney-U-Test aus Tabelle 18 enthalt alle 35 Gene und deren signifikante
Anderungen zu 6 verschiedenen Zeitintervallen. Hochregulationen sind mit +1,
runterregulierte Gene mit -1 gekennzeichnet. Keine signifikanten Anderungen in einem
Zeitintervall sind mit einer Null versehen. Die Anordnung der Gene entspricht dem
Ergebnis des Mann-Whitney-U-Tests aus Tabelle 11. Dabei sind zuné&chst die eindeutig
runterregulierten Gene entsprechend ihrer Grof3e nach aufsteigend sortiert, gefolgt von
den nicht regulierten Gene und schlief3lich den hochregulierten Genen. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen dem Wildtyp und den fusionierten Zellen betrifft die runterregulierten
Gene. In der Zellfusion findet keine einzige Runterregulation statt, im Unterschied zum
Wildtypstamm, bei dem fir 11 Gene eine signifikante Runterregulation erkennbar ist. In
den fusionierten Zellen sind dagegen die im Wildtyp runterregulierten Gene ralA, pumA,
ribA und meiB entgegengesetzt reguliert. Damit scheinen die runterregulierten Gene fir
die Sporulation von besonderer Bedeutung zu sein. Zu den Genen, die in beiden Stammen
ein konstantes Expressionsniveau zeigen, gehodren pksA, damA, pptB, ribB und rasA.
AuRerdem gibt es Ubereinstimmungen bei der Hochregulation der Gene pakA, pldA, pptA
und pwiA in dem Zeitraum zwischen dem Probenahmestartwert und 6h nach dem

dunkelroten Lichtimpuls.
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Tabelle 18: Vergleich von Wildtyp und Heterokaryont PHO48+PHOG68 mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests

Fusion PHO48+POHGE | Wildtyp #31
Oh<$6h 6h-11h Oh-2h 2hs$fh 6h-8h 8h-11h|0hHh 6h-11h 0h-2h 2hs£h 6h-8h 8h-11h

Gen

ralf,
puma
PEgA
plac
ik,
pikB
meiB
nhpa,
Cudh,
picB
uchh,
pksa
dama,
arda,
pptB
tspA
dspi
pons
ricB
rashA,
anxh
pikC
hsth
ligh
ehad
pakh,
cach
gaph
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Ppta,
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Spif
rgsA
arph
hopf
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Die Tabelle 18 zeigt die Gruppierung der hoch- und runterregulierten Gene des sporulierten Wildtyps (rechte Spalten)
und des nicht sporulierten Heterokaryont (linke Spalten) fiir 6 verschiedene Zeitintervalle nach Mann-Whitney-U-Test.
Als Konfidenzintervall wurde alpha > 99% gewéhlt. Hochregulierte Gene sind mit +1 markiert und hellgrau
hinterlegt, runterregulierte Gene mit -1 markiert und dunkelgrau hinterlegt und nicht regulierte Gene sind mit 0
gekennzeichnet . Die Werte mit einem Sternchen entsprechen einem Vertrauensbereich von mindestens 95% aber

kleiner als 99 %.
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5.5 Charakterisierung der epigenetischen Landschaft

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen eine hohe Individualitat der Einzelplasmodien.
Mithilfe des epigenetischen Landschaftsmodels von Waddington (1957) soll nun zum
ersten Mal die Quasipotential-Landschaft mithilfe von experimentellen Daten erstellt
werden, und die Existenz der Einflisse von Attraktoren auf die regulatorischen Vorgéange
in einer Zelle bestétigt werden. Es war zu klaren, ob die Sporulation der Zelle durch einen
oder mehrere Attraktoren bewirkt wird. Dies kénnte einen Ansatz fir die Entwicklung von

Verfahren bieten, die ein gezieltes Eingreifen in den Zellmechanismus erméglichen.

5.5.1 Wildtypplasmodien in der Quasipotential-Landschaft

Anstelle der bisherigen 2 Komponenten flr die PCA, die gute Ergebnisse fir den Vergleich
zwischen sporulierten und nicht sporulierten Zellen geliefert haben, wurden hier 3
Komponenten verwendet, um den Verlauf der einzelnen Plasmodien besser analysieren
und damit entscheiden zu konnen, ob ein oder mehrere Attraktoren beim
Sporulationsprozess aktiv sind. Die Darstellung der in der PCA gewonnenen Daten fur 3
Komponenten der jeweiligen Einzelzellen (Abbildung 30) zeigt 2 generell verschiedene
Verlaufe. Die beiden linken Abbildungen gehdren zu den sporulierten Plasmodien und
zeigen einen ahnlichen Verlauf, wenn man die Zeitpunkte der Probenahme der jeweiligen
Einzelzellen miteinander verbindet. Wahrend die beiden rechten Abbildungen die Daten
der nicht sporulierten Zellen wiedergeben und durch einen einheitlichen Verlauf
gekennzeichnet sind, unterschieden sich diese Verlaufe aus den Abbildungen 30A und
30C.

Sowohl die fur 2min belichteten Zellen (Abbildung 30A) als auch die fir 5min belichteten
Plasmodien charakterisiert ein parabelahnlicher Verlauf. Jede dieser Trajektorien beginnt
im negativen Koordinatenraum und endet im positiven Bereich. Die Kurven der jeweiligen
Einzelzellen sind unterschiedlich stark gestreckt, breiter oder schmaler. Der Start- und
Endpunkt variiert zwischen den untersuchten Zellen. Der Scheitelpunkt der
parabeldhnlichen Kurve liegt zwischen den Probenahmezeitpunkten 2h und 6h nach
Belichtung. Aufféallig ist das Zusammentreffen mit dem Zeitfenster des PNRs. Auch die
Auswertung der Ergebnisse aus dem Mann-Whitney-U-Test (Tabelle 11) ergibt, dass

einige Gene nach den 6h konstant bleiben, andere Gene nur noch langsam hoch- oder
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runterreguliert werden, wahrend wiederum andere Gene erstmalig regulatorischen
Veranderungen bezuglich ihres Expressionsniveaus unterliegen. Sowohl die Plasmodien
2, 11, 13 und 18, die fur 5min belichtet wurden, als auch Plasmodium 9, die fir 2min

belichtet wurde, zeigen hingegen einen anderen Datenverlauf.

Aus dem Vergleich der Kurvenverlaufe der sporulierten Zellen mit den nicht sporulierten
Plasmodien (Abbildung 30B und 30D) ist zu erkennen, dass der parabelahnliche Verlauf
bei den sporulierten Zellen bei den nicht sporulierten Zellen fehlt. Der Verlauf der letzteren
ist unregelméaflRig ohne ein erkennbares zugrundeliegendes Muster. Untereinander
scheinen sich die nicht sporulierten Plasmodien ahnlicher zu sein als der sporulierten
Plasmodien, da die Daten der Einzelzellen im Diagramm sehr dicht beieinander liegen und
so nur einen sehr kleinen Koordinatenraum aufspannen. Die einzelnen Datenpunkte zu
den entsprechenden Einzelzellen sind schwer zu identifizieren. Bei den 2min belichteten,
nicht sporulierten Einzelzellen fallen die Plasmodien Nr. 2 und Nr. 6 im Vergleich zu den
restlichen Plasmodien durch eine grof¥flachige Verteilung ihrer Datenpunkte im
Koordinatenraum auf. Der Verlauf des Plasmodiums 6 ist durch eine einmalige Zick-Zack-
bewegung gekennzeichnet. Das Plasmodium 2 hat zudem einen anderen Startpunkt als
die restlichen Zellen. Bei der nach 11h erfolgenden Probenahme sind die
Expressionsniveaus aller nicht sporulierten Plasmodien wieder identisch. Fir die nicht
sporulierten Plasmodien ist bei der nach 5min erfolgenden Probenahme Ahnliches zu
beobachten. Hier sind es die Plasmodien 3, 6 und 8, die durch eine grol¥flachigere

Verteilung der einzelnen Datenpunkte im Koordinatenraum auffallen.

Die experimentellen Daten zeigen also, dass auf dem Weg zur Sporulation qualitativ stark
unterschiedliche Trajektorien vollzogen werden. Dieser experimentelle Befund ist
unabhéngig von der Quasipotential-Landschaft eine bedeutende Entdeckung. Das
Zustandekommen der unterschiedlichen Trajektorien kann im Rahmen der Theorie zur
Quasipotential-Landschaft beschrieben und erklart werden. Die Trajektorien sind dabei als
Wege durch die Quasipotential-Landschaft zu verstehen. Die experimentellen Ergebnisse
stiitzen diese Theorie und kdnnten vermutlich eine weitere Ausarbeitung dieser Theorie
motivieren. Ob ein oder mehrere Attraktoren fur die Sporulation zustandig sind, kann zu

diesem Zeitpunkt aus den vorliegenden Daten nicht geschlussfolgert werden.
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Abbildung 30: Verlauf der Wildtypplasmodien

Abgebildet sind die 3 Hauptkomponenten fiir die Wildtypen ,,7 Tage Hungern mit 2 min Belichtung (A+B)“ sowie ,,7
Tage Hungern mit 2 min Belichtung (C+D)*“. Die sporulierten Plasmodien befinden sich jeweils in der linken Spalte
der Abbildungen (A+C), die nicht sporulierten Zellen hingegen in der rechten Spalte der Abbildungen (B+D).

5.5.2 Plasmodien von Mutanten in der Quasipotential-Landschaft

Die Darstellung der Ergebnisse der PCA fur die Mutante PHO68, Mutante PHO48 und
deren Heterokaryonten in einem 3D- Raum (Abbildung 31) zeigt, dass jede Mutante durch
individuelle Trajektorienverlaufe gekennzeichnet ist. Gemeinsam haben die 3 Abbildungen,
dass die Daten aller Einzelzellen stark zusammenhangend geclustert sind. Ein
systematisches Schema des Verlaufes der Einzelzellen ist hingegen nicht erkennbar.
Ahnlich zum nicht sporulierten Wildtyp gibt es lediglich unregelmaRige Anordnungen ohne
erkennbares Muster, wie z.B. ein parabelférmiger Verlauf bei den Wildtypzellen. Die Dichte
in der Ansammlung der Einzelzellen unterscheidet die Mutanten von dem
Heterokaryonten. Basierend auf einem Vergleich von Ausdehnung und Anordnung beider
ist festzustellen, dass der Heterokaryont der Mutante PHO48 ahnlicher ist als der Mutante
PHO68. Das gleiche Ergebnis erbringt auch die Datenanalyse in Kapitel 5.4. Ein
systematisches Schema des Verlaufes hinsichtlich der Probenahmezeitpunkte der
Einzelzellen ist nicht erkennbar. Ahnlich zum nicht sporulierten Wildtyp sind hier lediglich
Zickzacklinien zu beobachten, der parabelférmige Verlauf der Wildtypzellen fehlt wiederum

vollstandig.
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Die Individualitat der Einzelplasmodien ist auch an den Mutanten ersichtlich. Die Daten der
einzelnen Probenahmezeitpunkte aus den Einzelzellen sind weit gestreut tber den
Koordinatenraum verteilt, wobei nicht eine einzige Zelle sporuliert. Damit scheinen auch
hier Attraktoren das Flie3gleichgewicht des Stammes zu beeinflussen. Dies fihrt letztlich
zur Entstehung von Subpopulationen, die sich in den verschiedenen Formen der

Trajektorien widerspiegeln.
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Abbildung 31: Verlauf der Plasmodien der Mutanten PHO68, PHO48 und des Heterokaryonts PHO48+PHO68

Abgebildet sind die PCAs in 3D-Form fiur A: Mutante PHO68, B: Mutante PHO48 und C: Heterokaryont
PHO48+PHOQO68. Alle Mutanten hungerten 7 Tage und wurden 30minmit dunkelrotem Licht bestrahit.
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5.6 Korrelationsanalyse der Einzelplasmodien

Aus den vorliegenden Genexpressionsdaten und der aus den vorangegangenen Kapiteln
gewonnenen Erkenntnis, dass Zellen dem Einfluss von Attraktoren unterliegen und
unterschiedlich schnell reguliert werden, soll mithilfe einer Analyse der regulatorischen
Interaktionen zwischen den 35 Genen ein Korrelationsnetzwerk erstellt werden. Die
Bestimmung der Zusammenhéange zwischen den metrischen Merkmalen erfolgt tber eine
Korrelationsanalyse, denn die bisherigen Daten zeigen nur, welche Gene wie reguliert
sind, nicht aber die direkten Zusammenhange zwischen einzelnen Genen. Aber genau
diese Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Gene, die zu einer Signalkasade fiihren,
sind fur die Ausbildung eines bestimmten Merkmales, wie z.B. die Sporenbildung,

besonders wichtig und sollen daher hier analysiert werden.

In dem folgenden Korrelationsnetzwerk sind stark korrelierende Gene uUber Kanten
miteinander verbunden. Diese Kanten unterscheiden sich in durchgezogene Linien fir
gleichgerichtete und gestrichelte Linien flr entgegengesetzte paarweise Korrelationen.
Uber einen Korrelationskoeffizienten erfolgen die Bestimmung des Ausmafes und die Art
der Verbundenheit zwischen den Merkmalen. Da die vorherigen Analysen erkennen
lieBen, dass die Plasmodien sehr individuell sind, erfolgt die Korrelationsanalyse fur jede
Einzelzelle und jeden Physarumstamm separat tber einen Zeitraum von 11h. Zur Klarung
maoglicher Auswirkungen von fehlenden Transkriptionsfaktoren, die u.a. fir die
Transkription der RNA von Bedeutung sind, sollen die Experimente mit den Mutanten

behilflich sein.

5.6.1 Korrelationsanalyse des Wildtyps

Das Korrelationsnetzwerk (Abbildung 32) fur den Wildtypstamm zeigt 11 der
35 untersuchten Gene. Die Auswahl bezieht sich auf die bereits existierenden Netzwerke
(Ratzel 2013).

Nach einer Hungerphase von 7 Tagen fanden zunéachst die Dunkelprobenahmen statt.

Anschliel3end erfolgte eine Belichtung fur eine Dauer von 5min mit dunkelrotem Licht. Im

Anschluss folgten 4 weitere Probenahmen zu den Zeitpunkten 2h, 6h, 8h und 11h nach

Belichtung. Die Kontrolle auf Sporulation am darauffolgenden Tag offenbarte, dass 5min
113



ausreichend waren, um ca. die Halfte der Platten zum Sporulieren zu bringen (11 der
Einzelzellen sporulierten und 8 sporulierten nicht). Die sporulierten Plasmodien sind in der
oberen Halfte, die nicht sporulierten Zellen in der unteren Halfte von Abbildung 33
dargestellt. Die Anordnung der Gene ist identisch zur Anordnung der bereits erstellten
regulatorischen Netzwerken (Ratzel 2013). Wie bereits erwahnt verbinden Kanten streng
korrelierte Merkmale miteinander. Der gewahlte Korrelationskoeffizient liegt bei = 0,8. Die
rot markierten Kanten in den sporulierten Zellen zeigen wiederholt auftretende
Korrelationen zwischen den einzelnen Plasmodien. Dazu zahlen Haufungen mit
mindestens 80%iger Wiederkehr. Besonders auffallig sind die Korrelationen zwischen
ehdA und cdcA, ehdA, zwischen pptA, rgsA, pptA und cdcA sowie zwischen rgsA und
pwiA. Die Gene ehdA, cdcA und pptA sind stark korreliert und werden daher vermutlich
durch gemeinsame Transkriptionsfaktoren reguliert. Wenn hstA mit pakA korreliert ist,
dann korrelieren laut Analyse ebenso pakA und ehdA. Auch hier scheint im Minimalmodell

ein gemeinsamer Transkriptionsfaktor vorhanden zu sein.

Vergleicht man die regulatorischen Netzwerke zwischen den sporulierten und nicht
sporulierten Plasmodien (Abbildung 32A und 32B), zeigt sich eine extreme Reduktion der
Anzahl der paarweisen Interaktionen bei den nicht sporulierten Zellen im Vergleich zu den
sporulierten Einzelzellen. Eine Ausnahme bildet die nicht sporulierte Einzelzelle Nummer
7, die im Vergleich zum Wildtyp mehr Korrelationen besitzt (Abbildung 32B, obere Zeile,
drittes Korrelationsnetz). Auffallig sind die haufig auftretenden paarweisen Korrelationen im
sporulierten Wildtyp: psgA - pcnA und hstA - nhpA. Da diese Korrelationskombinationen in
den nicht sporulierten Zellen nicht vorhanden sind, kénnten sie eine Schlusselfunktion bei

der Sporulation einnehmen.

Die Individualitst der Plasmodien kristallisiert sich auch in den vorhandenen
regulatorischen Netzwerken heraus. Es existiert keine einzige vollig identische
Netzstruktur zwischen den einzelnen Zellen (Abbildung 32A und B). Das liegt zum einen
daran, dass sich bei den ersten Probenahmen nicht alle Zellen im gleichen Zustand
befinden und damit eine zeitverzogerte Entwicklung der Genexpression vorliegt. Zum

anderen hangt dies von der Heterogenitét der Einzelplasmodien ab.
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Abbildung 32: Korrelationsnetzwerk Einzelplasmodien- Wildtyp

Abgebildet sind die Wildtypplasmodien, die 7 Tage hungerten und dann mit dunkelrotem Licht fiir 5min belichtet
wurden. Die Ergebnisse sind getrennt dargestellt nach sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien.
Gleichgerichtete Korrelationen sind mit einer durchgezogenen Linie dargestellt und entgegengesetzte Korrelationen
mit einer gestrichelten Linie. Der Korrelationskoeffizient liegt bei > 0,8. Aufféallige Korrelationen, die nur im Wildtyp
mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 80 % auftreten, sind rot markiert.
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5.6.2 Korrelationsanalyse der Mutanten PHO48 undPHOG68

Die Korrelationsnetzwerke fur die Mutanten PHO48 und PHO68 (Abbildung 33) sind
identisch zu denen der Wildtypplasmodien aus 5.6.1 aufgebaut. Im Gegensatz zum
Wildtyp lag die Belichtungsintensitat bei 30min fir die untersuchten Mutanten. Auch hier
betragt der Korrelationskoeffizient, wie in 5.6.1, mindestens 0,8. Bis auf vereinzelte
Einzelzellen zeigen beide Mutanten nur sehr wenige Korrelationen zwischen 2 Genen. Nur
selten zeigen Plasmodien mehr als 6 Korrelationen. Diese Minimierung der paarweisen
Korrelationen ist eine Folge der Mutagenisierung. Somit werden auch Gene negativ
gelenkt, die Einfluss auf den Sporulationsvorgang haben. Aber auch starke Vermehrungen
von Korrelationen, wie bei einzelnen Plasmodien zu beobachten ist, sind Folgen der
Mutagenisierung. Der Kontrollmechanismus der zugrundeliegenden Regulation scheint

hierbei beeinflusst zu sein.

Charakteristische Verbindungen fir die Mutanten PHO48 und PHOG68 kbnnen unter den 11
Genen nicht ausfindig gemacht werden, da nicht eine einzige Korrelation in einer der
beiden Mutanten Einzelzellen wiederholt auftritt (Abbildung 33). Das bedeutet aber nicht,
dass nicht dennoch mutantenspezifische Korrelationen zwischen den anderen Genen

existieren.
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Abgebildet sind die Plasmodien von Mutanten, die 7 Tage hungerten und dann mit dunkelrotem Licht fir 30 min
belichtet wurden. Die Ergebnisse sind getrennt dargestellt nach Mutante PHO48 und Mutante PHOG8.
Gleichgerichtete Korrelationen sind mit einer durchgezogenen Linie dargestellt, entgegengesetzte Korrelationen mit
einer gestrichelten Linie. Der Korrelationskoeffizient betrdgt mindestens 0,8.



5.6.3 Vergleich der regulatorischen Netzwerke von Einzelplasmodien

Bereits die Gegenuberstellung sporulierter Wildtypen und nicht sporulierter
Wildtypplasmodien enthillt gravierende Differenzen in der Anzahl der paarweisen
Korrelationen (Abbildung 32). Dieses Phanomen bleibt auch bei den 2 analysierten
Mutanten erhalten (Abbildung 33) und scheint damit charakteristisch fur nicht sporulierte
Zellen zu sein. Kaum einer der rot markierten Zusammenhange zwischen 2 Genen aus
dem sporulierten Wildtyp (Abbildung 32) ist in den Mutanten wiederzufinden. Die
analysierte Kombination der Gene ehdA, cdcA und pptA existiert in keinem der nicht
sporulierten Plasmodien. Ebenso tritt die Kombination auf, wenn hstA mit pakA
gleichgerichtet korreliert ist, so sind auch die Gene pakA und ehdA positiv verbunden.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass diese beiden Kombinationen eine Schlisselfunktion
fur den Sporulationsvorgang besitzen. Der Vergleich zu den Ergebnissen von Ratzel
(2013) bestatigt die wenigen paarweisen Verbindungen in den Mutanten PHO48 und
PHOG68. Ebenso bestétigen sich die Korrelationen zwischen den Genen ehdA-pakA und
rsgA-pwiA im sporulierten Wildtyp. Die geringe Anzahl der Verbindungen zwischen 2
Genen im Wildtyp konnte indessen nicht in der Einzelzellzeitserienanalyse nachgewiesen

werden.

Allgemein bleibt festzuhalten: Nichtlineare dynamische Prozesse wirken sich auf die
differenzielle Regulation von Transkriptionsfaktoren aus, was wiederum das gesamte

Reaktionsnetzwerk gravierend beeinflusst.
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6. Diskussion

6.1 Optimierung der Kultivierung von Physarum polycephalum

Zur Optimierung der Kultivierungsbedingungen mussten zunachst die
Probenahmevorgéange von Hoffman (2012) modifiziert werden. Dabei lag der Schwerpunkt
in der Etablierung eines Zeitserienexperimentes von Einzelplasmodien, das
Wiederholungsmessungen an einem Plasmodium erlaubte. Bereits Hildebrandt (1986) und
Starostzik (1994) fuhrten Schneideexperimente zur Zellfusionierung zweier Plasmodien
durch. Jedoch blieb ungeklart, ob das Schneiden in der Mitte Auswirkungen auf das
Expressionsniveau hat. Daher mussten Kontrollversuchsreihen durchgefiuhrt werden, die
klarstellen sollten, welchen Einfluss Manipulationen an den Zellen auf das
Expressionsniveau haben. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunachst
untersucht, ob die 35 Gene homogen auf der Platte verteilt sind. Dazu fanden 2
Versuchsreihen statt, in denen zum einen Vergleiche zwischen Rand- und Innenmaterial
der Riesenzelle stattfanden und zum anderen Teilstiicke von bis zu 8 Proben analysiert
wurden. Die Ergebnisse des Rand-Innen-Experimentes decken sich mit einer 84%igen
Ubereinstimmung. Ein Beweis fir eine systematische Veranderung des
Expressionsniveaus, welches auf der wiederholten Entnahme von Proben basiert, liegt
damit allerdings nicht vor. Beide Resultate zusammen betrachtet, ermdglichen die
Schlussfolgerung: Der Ort der Probenahme spielt fir die untersuchten 35 Gene keine
Rolle. Es ist davon auszugehen, dass auch in den anderen, nicht betrachteten Gene keine
signifikanten Anderungen des Expressionsniveaus stattfinden, die auf das Schneiden
zurtckzufihren sind. Der Grund fur diese Annahme liegt in der Funktionsvielféltigkeit der

analysierten Gene.

Festzuhalten bleibt allerdings, dass Expressionsveranderungen, in denen das
Expressionslevel sich nicht mindestens vervierfacht oder um das Vierfache reduziert wird
kritisch betrachtet werden mussen (Vergleich Ergebnis aus 5.2.1). Die Ursache hierfur liegt

in den natirlichen Schwankungen zwischen den einzelnen Teilproben eines Plasmodiums.

Die gewonnenen Erkenntnisse ermdglichten die Durchfuhrung eines Testversuches einer
Zeitserie mit eingeschrankter Probenahme von einem Plasmodium bei Oh, 6h und 11h
nach Belichtung mit dunkelrotem Licht. Ein Vergleich der gewonnenen Expressionsdaten
mit den Daten aus der 454-Sequenzierung (Glockner et al. 2008) sowie mit der bis dahin

aktuellsten Probenahmetechnik (Hoffmann et al. 2012) liefert in Abhangigkeit vom jeweils
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untersuchten Zeitintervall eine Ubereinstimmung zwischen der etablierten Methode und
der neuen Technik von 71-83%. Dies entspricht den Erwartungen an die
Zeitserienprobenahme von einem Plasmodium. Es ist naheliegend, dass sich die Differenz
von 15-30% dadurch erklaren lasst, dass die Daten fir die bereits publizierten Arbeiten an
Populationen von Plasmodien gemessen wurden (was einer rechnerischen Mittelung tGber
viele Zellen gleichkommt), wahrend in der vorliegenden Arbeit Einzelzellen vermessen
wurden. Erst die Analyse der Zeitreihe von einer Einzelzelle ermdglicht eine eindeutige
Identifikation von hoch- und runterregulierten Gene. Die Ergebnisse gestatten eine
Durchfiihrung von Zeitreihen an Einzelzellen, ohne dass vorhandene Expressionsniveaus
durch notwendige Schneidevorgange signifikant gestort werden. Damit bestatigen sich die
bereits von Hildebrandt (1986) und Starostzik (1994) gewonnenen Erkenntnisse, dass ein
Plasmodium geteilt werden kann, ohne die Entscheidung flr oder gegen die Sporulation

wesentlich zu beeinflussen.

6.2 Der Wildtyp #31

Die Charakterisierung des Wildtypstammes #31 verlangte sowohl die Durchfiihrung
verschiedener Versuchsreihen, die sich in der Belichtungsintensitat und in der Dauer der
Hungerphase unterschieden, als auch die Charakterisierung einer Kontrollgruppe, welche

aus Plasmodien bestand, die nicht belichtet wurden.

Diese Kontrollgruppe verdeutlicht, dass alle in den durchgefuhrten Experimenten
beobachtbaren Anderungen in der Haufigkeit (Konzentration) von Genen, als Folge der
Synthese (Transkription) und der Stabilitat der mRNAs, Reaktionen auf die
Lichtinduktionen darstellen. Damit standen alle 35 Gene flur die Charakterisierung zur
Verflgung. Zur Beschreibung des Wildtyps wurden folgende Analyseverfahren gewabhilt,
die in ihrem Zusammenspiel eine Charakterisierung der Einzelzellen ermdglichten und die
Entwicklung der verschiedenen Probenahmen Uber verschiedene Zeitrdume hinweg

veranschaulichen konnten:

1. Hauptkomponentenanalyse (PCA) — zur Reduzierung der Datenmenge und zum
Erlangen eines ersten Uberblicks (ber die ortliche Verteilung der einzelnen

Plasmodien Uber die Zeit

2. Mann-Whitney-U-Test — zur Identifizierung von Hoch- und Runterregulation
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3. Signifikante Clusteranalyse — zur Untersuchung, wie sich die einzelnen Plasmodien

zueinander verhalten, jeweils separat fur das entsprechende Gen aus dem Set.

6.2.1 ldentifizierung wichtiger regulatorischer Gene

Die Belichtung von 15 gehungerten Plasmodien mit dunkelrotem Licht und eine
fortlaufende Probenahme nach Sporulationsinduktion fuhrten zur Identifizierung von zwolf
hochregulierten, 11 runterregulierten und zwolf konstanten Genen. Durch die fortlaufende
Probenahme konnte die Kinetik der Genexpression beobachtet werden. Alle Einzelzellen
besallen die Fahigkeit zur Ausbildung von Fruchtkorpern. Eine Charakterisierung der
Gene hinsichtlich ihrer Funktion war eindeutig nicht Ziel dieser Arbeit. Zu den
runterregulierten Genen zahlen: ribA, nhpA, pumA, psgA, pikB, uchA, meiB, cudA, pldC,
pldB, was sich mit den Untersuchungsergebnissen von Hoffmann (2012) deckt. Darunter
befinden sich 4 langsam regulierte Gene — pumA, ribA, meiB und uchA —, bei denen
signifikante Anderungen erst bei einer zusammenhdngenden Betrachtung von
hintereinander liegenden Zeitraumen erkennbar werden. Neben langsam und schnell
regulierten Genen gibt es zudem fruh regulierte Gene, zu denen die hochregulierten Gene
ligA, ehdA, pakA, cdcA, gapA, arpA, pldA, pptA, pwiA, spiA, hcpA und rgsA zahlen — auch
dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen von Hoffmann (2012). Bereits Kroneder
(1999) identifizierte ligA als friih reguliertes Gen, was durch die hier durchgefihrten
Untersuchungen bestatigt wird. Zu den besonders frih regulierten Genen z&hlt pptA,
welches bereits im ersten Zeitabschnitt, 0-2 h nach Belichtung, eine signifikante Anderung
vollzieht. Damit scheinen dieses und die anderen friih regulierten Gene am Anfang der
Signalkaskade des Sporulationsprozesses zu stehen. Nach dem Erreichen des PNRs, der
bei ca. 6h nach Lichtstimulus liegt, findet keine weitere signifikante Hochregulation mehr
statt. Diese klare Anderung des Expressionsniveaus im Zusammenhang mit dem PNR tritt
bei den runterregulierten Genen nicht ein. So erfolgt die Runterregulation von ralA, psgA
und pldC bereits vor dem kritischen Punkt, wohingegen die Regulationsanderung von

nhpA, pikB, pldB und cudA erst im Anschluss einsetzt.

Der Zeitraum um den ,Point of no return® herum stellt damit einen wichtigen zeitlichen
Bereich dar, in dem Gene in ihrer Regulation eine gravierende Anderung vollziehen. Diese

Modulationen des Expressionsniveaus konnten Auswirkungen auf Gene nach sich ziehen,
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welche im Zusammenhang mit der Sporulation stehen, da die Zellen als Folge auf die
veranderte Umweltbedingung, die dunkelroten Lichtstrahlen, mit Aktivierung und
Inaktivierung von Genen antworten. Somit haben wahrscheinlich die hoch- wie auch die

runterregulierten Gene eine wichtige Bedeutung fur die Ausbildung der Fruchtkorper.

Zur Klarung der Frage, welche Gene fiur die Sporulation besonders wichtig sind, wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Versuch mit stark reduzierter Belichtungszeit
durchgefiihrt, sodass ca. die Halfte der Plasmodien sporulierte, die andere Halfte
hingegen nicht. Die Analyse Uber die 2 Hauptkomponenten offenbart bei den sporulierten
Plasmodien eine rdumliche Trennung der Datenpunkte im Koordinatenraum beziglich der
Zeitpunkte der Probenahmen. Diese Trennung nach den Probenahmezeitpunkten fehlt in
der Gruppe der nicht sporulierten Zellen vollstandig. Somit ist es bereits aus der
Anordnung der Daten der einzelnen Plasmodien moglich, diejenigen Einzelzellen

herauszufiltern, die sporulierten, und diejenigen, die keine Sporen bildeten.

Ein Vergleich der nicht sporulierten Einzelzellen mit den Kontrollplasmodien offenbart fur
die belichteten aber nicht sporulierten Zellen eine starkere Ahnlichkeit unter den

Plasmodien.

Die Analyse der Expressionsdaten bestatigt die Vermutung der Mitwirkung von hoch- wie
auch runterregulierten Genen bei der Ausbildung von Fruchtkoérpern. Lediglich fur die
Gene cdcA, pldA und pptA erfolgt eine signifikante Anderung des Expressionsniveaus der
belichteten, nicht sporulierten Zellen. Identisch zu den sporulierten Zellen findet eine
Hochregulation der betreffenden 3 Gene statt. Der Vergleich mit dem Expressionsniveau
bei den sporulierten Zellen ergibt allerdings eine deutlich geringere Hochregulation dieser
3 Gene bei den nicht sporulierten Zellen. Das bedeutet, dass fur mindestens eines dieser
Gene Uber den gesamten Probenahmezeitraum von 11h ein konstant hohes
Expressionsniveau existieren muss. FiUr die ldentifizierung, welches dieser 3 Gene
hochreguliert sein muss, oder ob mdglicherweise doch alle 3 Gene ihr Expressionsmuster
andern mussen, waren Knock-Out-Experimente notwendig gewesen, die aber den

Rahmen dieser Arbeit gesprengt hatten. Damit bleibt diese Frage vorerst ungeklart.

6.2.2 Identifizierung aul3erer Faktoren auf das Expressionsverhalten

Die Mittelwertbildung Uber alle Zeitpunkte aller Plasmodien fur jedes der 35 Gene,
getrennt nach den2 Merkmalen Belichtungsintensitat und Dauer der Hungerperiode,

ermdglicht eine ldentifizierung von 6 Genen, bei denen eine Trennung bezlglich der
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auRReren Einflisse — 6 oder 7 Tage Hungern bzw. 5min, 10min, 15min, 20min oder 30min

Belichtung — vorliegt.

Grundsatzlich zusammen geclustert sind die Daten der 7 Tage hungernden Zellen mit
jeweils 5min oder 15min Belichtung sowie die Daten der 6 Tage hungernden Riesenzellen
mit einer Belichtungsintensitat von 10min oder 20min. Fir die Plasmodien mit den
Merkmalen 6 Tage Hungern und 30min Belichtung kann keine eindeutige Zuordnung
geschehen. Abhangig vom jeweiligen Gen erfolgt die Einteilung in eine der beiden
Gruppen. In den Genen pptB, tspA, rgsA und ralA ergibt sich die Trennung der Merkmale
anhand der Ladnge der Hungerphase. Bei den beiden Genen pksA und ribB scheint zudem
die Belichtungsintensitat einen Einfluss zu haben. Bei einer langeren Hungerphase (7
Tage vs. 6 Tage) weisen die Gene pksA, pptB und tspA ein hoheres Expressionsniveau
auf. Diese Gene codieren eine Phosphatase oder Genprodukte, die im Zellzyklus aktiv
sind. Die Entwicklung von ribB lasst die Schlussfolgerung zu, dass Belichtungsintensitat
und Dauer der Hungerphase sich auf die Geschwindigkeit der Regulationsvorgange
auswirken und damit im direkten Zusammenhang stehen. Schon Marwan (2003) zeigte,
dass in Abhangigkeit der Umweltbedingungen schon ein kurzer Lichtimpuls ausreicht, um
das Plasmodium zur Sporenbildung anzuregen. Marwan macht daftr ausschlief3lich die
Photonenbestrahlung verantwortlich. Nun kristallisiert sich heraus, dass auch die Lange
der Hungerphase spezifischen Einfluss nimmt.

Je kurzer die Phase des Hungerns ist, desto langer muss die Belichtung mit dunkelrotem
Licht erfolgen, damit die Zellen nach Erreichen des kompetenten Stadiums Fruchtkérper
ausbilden. Oder anders formuliert: Nach einer entsprechend langen Hungerphase reicht

auch ein kurzer Lichtimpuls zur Einleitung des Sporulationsprozesses aus.
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6.3 Charakterisierung der Mutanten PHO48 und PHOG68 sowie des
Heterokaryonten (PHO48+PHOG68)

Die Charakterisierung der Mutanten PHO48 und PHO68 von Physarum polycephalum
diente dem Ausfindig machen von Genen, die fir die Sporulation des Eukaryonten
entscheidend sind. Daher wurde der Fokus der vorliegenden Arbeit auf Mutanten gerichtet,
die zum Teil stark eingeschrankt in ihrer Sporulation und zum Teil komplett
sporulationsnegativ sind. Nach der Kultivierung im Dunkeln und der anschlielenden
Belichtung sporulierte keine der untersuchten Einzelzellen. Damit bestatigen diese
Ergebnisse die bereits friher erbrachten Resultate von Ratzel (2013), in denen u.a. die
identischen Mutanten charakterisiert wurden, ohne eine Zeitreihe von einem Plasmodium

zu haben.

Die Analyse Uber die beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2 erbringt im Vergleich zum
Wildtyp in beiden Mutanten sowie in deren Fusion Fallen keine rdumliche Trennung der
zeitlich versetzten Probenahmen Uber 11h hinweg. Die Daten jedes einzelnen
Plasmodiums bilden ihr eigenes separates Cluster, das dem Muster der nicht sporulierten
Wildtypzellen entspricht. Damit zeigt sich erneut, dass die 2D-Hauptkomponentenanalyse,
die Uber 90% der gesamten Informationen wiedergibt, eine gute Maoglichkeit bietet,
sporulierende Plasmodien zu identifizieren. Bei Mutante PHOA48 zeigt sich eine raumliche
Trennung der Trajektorien fur den Zeitraum Dunkelprobe und 2h nach Belichtung in den
2D-PCA-plots. Alle Riesenzellen bewegen sich unterschiedlich schnell zurtick zum
Startpunkt. Im Gegensatz zur Mutante PHOA48 fehlt bei Mutante PHOG68 in allen 35 Genen
jegliche Art von signifikanten Expressionsdnderungen. Kontréar dazu sind 85% der Gene
von Mutante PHO48 im Zeitraum zwischen dem Start der Probenahme und der
Probenahme 2h nach Lichtinduktion hochreguliert, was dem Verteilungsmuster der
einzelnen Plasmodien in der PCA entspricht. Lediglich fur die Gene ribA und nhpA findet
eine signifikante Runterregulation zwischen den Probenahmen 2h und 6h nach Belichtung
statt. Diese fallt jedoch um ein Vielfaches schwéacher als die vorangegangene signifikante
Hochregulation aus. Nur die Gene ehdA, pldC, pldB und rgsA sind in ihrem
Expressionsniveau konstant. Beide Mutanten unterscheiden sich also véllig hinsichtlich
des Expressionsmusters ihrer Gene. Dieses wurde durch chemische Mutagenisierung
verursacht, da beide Mutanten aus dem Wildtypstamm entstanden. Analog zum Wildtyp
werden auch bei der Mutante PHO48 die Gene ligA, pakA, cdcA, rasA, pptA, pwiA und
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spiA hochreguliert. Zu bertcksichtigen ist allerdings das Level der Hochregulation, das bei
allen Einzelzellen des Wildtyps um ein Vielfaches hoher liegt. Damit scheint eine Alles-
oder-Nichts-Reaktion zugrunde zu liegen. Wird ein bestimmtes Grenzlevel Uberschritten,
erlangt die Zelle die Fahigkeit zu sporulieren, wenn die Plasmodien zuvor ausreichend

lange gehungert hatten und der Lichtimpuls ausreichend lang erfolgte.

Wie auch bei den beiden Einzelmutanten, detektiert der Mann-Whitney-U-Test keine
einzige Runterregulation. Mithilfe der PCA kommt eine raumliche Trennung der
Datenpunkte in den Zeitintervallen 0—-6 h nach Belichtung sowie 0—11h nach Lichtstimulus
zustande, welche anschliel3end sofort wieder zerféllt. Eine Analyse der Rohdaten ergibt
eine Eingrenzung des Zeitraums, in dem die regulatorische Veranderung fir das Intervall
der Probenahme Oh und 6h nach Lichtinduktion erfolgt. Die Regulationsmechanismen
scheinen nach Erreichen des PNR vdllig gestort zu sein, oder aber das Expressionsniveau
der entsprechenden Gene ist nicht so hoch wie in Zellen, die den PNR uberschreiten. Ob
die untersuchten Gene tatsachlich die Wahrscheinlichkeit, den PNR zu uberschreiten,
kausal beeinflussen oder diese Wahrscheinlichkeit nur in der Auswertung abbilden, kann

aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen Daten nicht entschieden werden.

Wahrend Mutante PHO48 ausschliel3lich aus schnell regulierten Genen besteht, besitzt
der Heterokaryont (PHO48+PHO68) auch langsam regulierte Gene, wie ralA, ribA, pumA,
ardA, pcnA, pldA, anxA, pptA, pwiA, und pikC. Die unterschiedlichen Geschwindigkeiten in
der Regulation lassen vermuten, dass es sich um Komplementationseffekte handelt. Das
Krafteverhaltnis beider Mutanten innerhalb des Heterokaryonten wirkt sehr
unausgeglichen. Die Mutante PHO48 unterdriickt den Einfluss von PHOG8 fast vollstandig,
sodass die Mutante PHO68 ausschlieBlich auf die Geschwindigkeit der
Expressionsanderung einwirken kann. Damit setzten die signifikanten Anderungen in der

Zellfusion im Vergleich zur Mutante PHO48 zeitverzdgert ein.

Zu den schnell regulierten Genen beim Heterokaryonten gehéren pakA, meiB, anxA und
tspA.

Eine weitere mogliche Komplementation liegt bei den Genen pakA, tspA und meiB vor.
Mithilfe der Clusteranalyse konnten8 Gene detektiert werden, die zeigen, dass der Einfluss
von Mutante PHOG68 durch Mutante PHO48 unterdrickt wird. Das Cluster differenziert
eindeutig fur die Gene ehdA, rasA, pakA, pldA, pldB, spiA, gapA und pptA zwischen 2
Gruppen, zum einen den Zellen von Mutante PHO68 und zum anderen den Zellen der

Mutante PHO48 und des Heterokaryonten (PHO48+PHOG68). Dabei ist die Anordnung der
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Plasmodien in den beiden Gene gapA und pptA zwar vollkommen identisch, jedoch weisen
diese ein jeweils unterschiedliches Expressionsmuster auf. Die Wahrscheinlichkeit, dass
beide Gene in sehr enger Beziehung zueinander stehen, was die Ausbildung der

Eigenschaften des Heterokaryonten maRRgeblich beeinflusst, steht dennoch auf3er Frage.

Im Vergleich zum Wildtyp variieren die Expressionsniveaus bereits zu Beginn der
Zeitreihe. Damit scheinen bestimmte Wege der Signalweiterleitung nicht zur Verfigung zu
stehen. Die veranderten Expressionslevel in den Mutanten I6sen somit eine mdgliche
Anderung der Abfolge der Signalkaskade fur den Sporulationsprozess aus, die eine

maogliche Ursache fur das Ausbleiben der Sporulation sind.

Die Mutagenisierung mit ENU verursacht eine vollstandige Blockierung der
runterregulierten Signalwege. Dies lasst vermuten, dass die Runterregulation von
bestimmten Genen sehr wichtig fir den Sporulationsweg ist. Einige Zellen versuchen
alternative Signalwege zu aktivieren. In diesen speziellen Fallen kommt es wahrend der
Clusteranalyse bei verschiedenen Genen zur separaten Einzelanordnung identischer
Plasmodien. Diese Zellen sind im Vergleich zu den restlichen Riesenzellen durch ein
hoheres Expressionsniveau und durch ein héufig umgekehrtes Expressionsmuster im
Vergleich zum Wildtyp gekennzeichnet. Diese Sonderstellung betrifft die Gene cdcA, pikC,
ehdA, pumA, pikB, gapA, meiB, arpA, rasA, cudA, spiA, psgA, pptA, anxA, pldC, hcpA,
rgsA und pldB. In der Clusteranalyse fallen besonders pikC und cudA, durch die separate
Gruppierung der betreffenden Plasmodien, unabhéngig von der Mutantenart und deren
Fusionierung, auf. Das Gen cudA besitzt Sequenzéahnlichkeiten zum Transkriptionsfaktor
cutative transcriptional regulator cudA, genauso wie das Gen pikC zur
Phosphatidylimositol 4-kinase beta. Im Vergleich zum Wildtyp handelt es sich hierbei um
Gene, die fur den Sporulationsprozess vermutlich essentiell sind. Diese Gene fungieren

damit ebenfalls als Markergene fir den Sporulationsprozess.
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6.4 Die Quasipotential-Landschaft

Die Charakterisierung der verschiedenen Einzelzellen deckt gravierende Differenzen im
Expressionsniveau zwischen den einzelnen Zeitreihen der Einzelzellen auf. Zur Klarung
dieses Phanomens eignen sich die Ansatze der epigenetischen Landschaft von
Waddington (1957). Woéortlich Ubersetzt bedeutet der dem Altgriechischen entlehnte
Ausdruck epigenetisch: ,auf Entwicklung aufbauend”. Waddington postuliert, dass die
Entwicklungsmoglichkeiten eines Lebewesens nicht ausschlief3lich durch die Erbanlagen
festgelegt sind. Vielmehr kénnen diese durch Zufallsfaktoren und nicht genetische
Faktoren unterschiedliche Entwicklungsmdglichkeiten bedingen, wie es auch bei den
Plasmodien von Physarum polycephalum der Fall zu sein scheint. Alle Zellen eines
Stammes gehen auf eine klonale Kultur zurtick, missten demnach also die gleichen
Erbanlagen (Genotyp) besitzen, und dennoch sind ihre Expressionsniveaus verschieden.
Unter Rekurs auf die Theorie von Macarthur (2009) und die hier erzielten Ergebnisse aus
der Hauptkomponentenanalyse (PCA) kann geschlussfolgert werden, dass auf dem Weg
zur Sporulation qualitativ stark unterschiedliche Trajektorien beschritten werden. Dieser
experimentelle Befund scheint unabhéangig von der Quasipotential-Landschaft eine
wichtige Entdeckung zu sein. Das Zustandekommen der unterschiedlichen Trajektorien
kann im Rahmen der Theorie zur Quasipotential-Landschaft beschrieben und erkléart
werden. Die Zellen missen sich demnach in unterschiedlichen Subzustdnden befinden,
sonst waren die unterschiedlichen Trajektorienverlaufe nicht verstandlich. Inwieweit aber
multistationdre oder andere Attraktoren hierbei im Spiel sind, kann aufgrund der bis dato
vorliegenden Ergebnisse noch nicht geklart werden.

Abbildung 35 soll die Erklarung der unterschiedlichen Trajektorien mithilfe der
Quasipotential-Landschaft verdeutlichen. Wahrend die blauen Kugeln an einem Ort, dem
sog. Bassin bleiben, bewegen sich die roten Kugeln den Berg in einem parabeléhnlichen
Verlauf hinab. Diese erreichen am Ende einen stabilen Zustand, der dem Prozess der
Ausbildung von Fruchtkdrpern entspricht. Die heterogenen Zustande zu Beginn sind durch
die unterschiedlichen Anordnungen auf dem Berg dargestellt. Den Einfluss von Attraktoren
auf die Plasmodien symbolisieren die beiden rechten Kurvenverlaufe, welche &ahnliche
Wege, aber dennoch verschiedene Trajektorien durchlaufen, obwohl beide am gleichen
Ort starteten. Der Scheitelpunkt der Parabel liegt zeitlich gesehen beim Erreichen des

PNRs. Die analysierten Daten verwiesen bereits darauf, dass dieser Punkt ein kritischer
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Punkt fr hoch- und runterregulierte Gene darstellt. Der Richtungswechsel der Kurve kann
so interpretiert werden, dass nun die Hochregulation endet und daftir die Runterregulation
einiger Gene einsetzt. Die Anordnung des Bassins in der N&he der Datenpunkte aus den
Probenahmen 6h der sporulierten Zellen basiert auf den Beobachtungen in Abbildung 30.
Die sporulierten Plasmodien laufen sehr nah am Bassin entlang, befinden sich allerdings
auf dessen Rand und haben somit genug potentielle Energie, um sich unter Umwandlung
potentieller in kinetische Energie aus dem Tal zu befreien und schliel3lich den Berg
hinabzurollen (Abbildung 34).

Damit wird die Theorie bestatigt, dass Plasmodien, welche sich zu Beginn in einem
monostabilen System befinden, divergierende Trajektorien durchlaufen und daraus
resultierend verschiedenartige dynamische Verhaltensweisen besitzen. Jeweils an den
Knoten sind lokale steady-states vorzufinden, die aber zeitlich begrenzt sind. Kennt man
die Attraktoren, welche die regulatorischen Prozesse veréndern, so kann man gezielt
Zellen an den Schnittstellen in eine andere Richtung steuern und damit umprogrammieren
oder sogar in ihren Ursprungszustand, eine noch nicht differenzierte Zelle,
reprogrammieren. Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses veranderter
Umweltbedingungen und die eben gebrachten Uberlegungen zeigen Mdglichkeiten auf,
wie man Zellen gezielt in eine gewtinschte Richtung steuern kann, ndmlich z.B. durch die
Variation der Belichtungszeit oder durch eine zeitlich verdnderte Hungerphase. Diese
Manipulationen sind einfach und gut kontrollierbar und kénnen tiefgreifende Folgen fir das

Expressionsprofil einer Zelle haben.

Quasi Potential U

sporulierte nicht sporulierte

Plasmodien Plasmodien hdhen Lininen

Abbildung 34: Model der epigenetischen Landschaft fir Physarum polycephalum nach der Theorie Waddington
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6.5 Auswirkungen der dynamischen Flie3gleichgewichte auf die
regulatorischen Netzwerke

Die Ubertragung der dynamischen FlieRgleichgewichte in ihre regulatorischen Netzwerke
erfolgte Uber eine Pearson-Korrelationsanalyse mit einem Vertrauensbereich von
mindestens 99 %. Auf der Grundlage der systematischen Analyse der Einzelzellzeitserien
erfolgt die Darstellung der Korrelationen fir jedes Plasmodium separat, im Gegensatz zu
den bereits existierenden Korrelationsanalysen (Rétzel et al. 2013). Die bereits erwahnte
hohe Individualitat der Plasmodien eines Stammes spiegelt sich auch in den Netzwerken
wider. Der Vergleich der Einzelplasmodien untereinander erbringt keine identischen
regulatorischen Netzwerke. Die Netzwerke kdnnten identisch oder verschieden sein oder
auch sich verschieden verhalten, je nachdem welche Gene gerade exprimiert sind. Es
kénnte aber auch sein, dass die regulatorischen Netzwerke identisch sind, sich aber
dennoch aufgrund der Multistabilitdt in verschiedenen Plasmodien unterschiedlich
verhalten. Natirlich kdnnte es auch sein, dass beide Alternativen zutreffen. Es zeigt sich
also, dass die Grunde fur die Individualitat der Plasmodien dafir vielseitig sein kdnnen.
Zum einen befinden sich wéahrend der ersten Probenahme nicht alle Zellen im gleichen
Zustand, und zum anderen zeichnet sich hier der Einfluss von Attraktoren ab. Im Vergleich
zu den Korrelationsnetzwerken von Ratzel (2013) bestatigt sich die Anzahl der geringen
Zusammenhange zwischen den metrischen Merkmalen bei den sporulationsdefizienten
Zellen. Im Gegensatz dazu stehen die sporulierten Plasmodien, welche im Vergleich zu
Ratzel (2013) eine viel groRere Anzahl von Verbindungen zwischen den betrachteten
Genen aufweisen. Die Ursache hier liegt in der Versuchsanordnung. Die angenommenen
Verknupfungen zwischen ehdA-pakA und rgsA-pwiA konnten wiederum bestatigt werden.
Unter der Anwendung einer alteren Technik konnten sich die durch die Vermischung
verschiedener Einzelzellen ergebenden Effekte noch verstarken oder auch kompensieren,
was zu den Unterschieden zwischen den Netzwerken aus der friheren Studie von Rétzel
(2013) und den jetzigen Korrelationsnetzwerken geftihrt haben dirfte. Betrachtet man nun
die Netzwerke der Einzelzellzeitreihen, so sticht hervor, dass es in allen sporulierten Zellen
3 kleine Netzstrukturen gibt. Dies betrifft zum einen die beiden Verknipfungen ehdA-cdcA-
pptA und rgsA-pwiA sowie zum anderen die Kombinationsregel: Wenn hstA mit pakA
korreliert, dann stehen auch pakA und ehdA in einer positiven Wechselbeziehung
zueinander. Es scheint somit, dass diese Korrelationsnetze eine Schlusselfunktion fur die

Ausbildung der Fruchtkorper haben. Hinweise finden sich dafir u.a.im Aufbrechen der
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Verbindungen bei den nicht sporulierten Wildtypzellen. Zum anderen handelt es sich
hierbei um Gene, die bereits in den einzelnen Charakterisierungen Auffalligkeiten
hinsichtlich der Sonderstellung bestimmter Einzelzellen zeigten. 6 der 11 betrachteten
Gene, die zur Analyse der friheren Netzwerke (Ratzel et al. 2013) herangezogen wurden,
sind Gene, die dafir gesorgt haben, dass sich einzelne Zellen in den Mutanten anders

verhalten haben als die rechtlichen Plasmodien.

Die hier nachgewiesenen Wechselbeziehungen einerseits zwischen psgA und pcnA sowie
andererseits zwischen hstA und nhpA erlauben die Schlussfolgerung, dass bestimmte
Strukturen aufbrechen missen, damit eine Sporulation erfolgen kann. Diese beiden
Verknupfungen sind in Uber 80% der nicht sporulierten Wildtypzellen vorhanden, fehlen
aber bei den sporulierten Plasmodien.

All diese Ergebnisse legen nahe, dass nichtlineare dynamische Prozesse auf die
differenzielle Regulation von Transkriptionsfaktoren Einfluss nehmen und damit gravierend

auf das regulatorische Netzwerk einwirken.
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7. Ausblick

In dieser Arbeit konnten durch die Charakterisierung von Zeitreihen an Einzelzellen vom
Wildtyp Physarum polycephalum, den Mutanten PHO48 und PHO68 sowie deren
Heterokaryonten die individuellen Entwicklungen zwischen den einzelnen Plasmodien
Uber die Zeit hinweg betrachtet und analysiert werden. Die Ursachen fir die individuellen
Entwicklungsverlaufe liegen zum einen in den unterschiedlichen Stadien, in denen sich die
Zellen zu Beginn der Probenahme befinden kdnnen. Zum anderen aber, das haben die
Untersuchungen hier ebenfalls gezeigt, kdnnen Attraktoren dynamische Prozesse
bewirken, die das System in bestimmte Zustande versetzen. Folglich unterscheiden sich
auch die Korrelationsnetzwerke innerhalb eines Stammes, da Heterogenitat zwischen den
Einzelplasmodien vorliegt. Die hier postulierte Streuung der Transkriptmengen einzelner
Gene in Einzelzellen sollte in Zukunft durch die Analyse weiterer Proben von Einzelzellen

untersucht werden.

Die Einengung des Kreises von moglichen Genen, die an der Sporulation beteiligt sind, ist

durch die Charakterisierung weiterer Mutantenstamme maoglich.

Die verwendete Fusion erbrachte nicht das gewtinschte Ziel — die Reprogrammierung des
Sporulationsweges zu aktivieren. Daher sind weitere Fusionsexperimente mit anderen
Mutanten notwendig. Bei diesen Fusionierungen sollten verschiedene
Mischungsverhaltnisse zum Einsatz gelangen, um ein besseres Verstandnis des dabei zu

beobachtenden Komplementationseffekts zu erlangen.

Der Zeitraum der Probenahme, ca. 6h nach Belichtung, kristallisierte sich als ein sehr
kritischer Zeitraum fiur die Regulationsvorgdnge der 35 Gene heraus. Deshalb ist es
notwendig weitere Experimente durchzufuhren, die den Zeitraum 4 bis 6 Stunden
abdecken. Damit konnte es zur Identifizierung von Genen kommen, welche im

Zusammenhang mit dem Erreichen des irreversiblen Zustandes stehen.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente erlauben es mittelfristig,
ein kausales genregulatorisches Netzwerk zu rekonstruieren, das die Differenzierung des

Modelorganismus Physarum polycephalum steuert.
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Anhang

Tabelle 19: Zusammensetzung des Wachstumsmediums

Wachstumsmedium fur Mikroplasmodien

Reinheitsgrad Firma  Artikel Nummer 1l
Bacto Trypton OTTO 211699 10,09
NORDWAL
D
(Difco Lab.)
Yeast Extract OTTO 212750 1,59
NORDWAL
D
(Difco Lab.)
D(+)-Glucose Monohydrat >299,5% Ph.Eur] ROTH 6780.2 119
Citronensaure, wasserfrei 299,5% p.a. ROTH X863.3 3,249
Eisensulfat-Heptahydrat >99,5% MERCK 1.03965.0500 0,084¢
FeSO4x 7 HO ACS
Calciumchlorid-Dihydrat 299,0% ROTH 5239.1 0,69
CaCl; x 2 H.O p.a., ACS
Kaliumdihydrogenphosphat 299,0% ROTH 3904.3 2,09
KH2PO4 p.a., ACS
Tabelle 20: Zusammensetzung des Sporulationsmediums
Sporulationsmedium, flissig
(zum Waschen der Mikroplasmodien)
Reinheitsgrad Firma Artikel Nummer 11
Chlorid-Stammldsung (10 %) 6,0 ml
Sulfat-Stammloésung (10 %) 6,0ml
Citronensaure, wasserfrei >99,5% p.a. ROTH X863.3 3,699
Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat 99% p.a. MERCK 1.03861. 0,069
FeCl, x 4 H,O 0250
in MilliQ-Wasser lésen 0,751
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Tabelle 21: Zusammensetzung des Sporulationsagars

Sporulationsagar = Lésung 1 (30ml) + LOosung 2 (10ml) + Losung 3 (11 ml)

Losung 1 Chemikalie Reinheitsgrad [Firma  |Artikel Far 11
Nummer
1.1 Salz-Stock- Calciumchlorid- > 99,0% p.a., ROTH 5239.1 20,09
Losung (30 ml) Dihydrat ACS
CaC|2 X2 Hzo
Magnesiumsulfat- > 99,0% p.a., ROTH P027.3 20,09
Heptahydrat ACS
MgSO4x 7 Hzo
Citronensaure, > 99,5% p.a. ROTH X863.3 36,69
wasserfrei
in 600 ml MilliQ-Wasser I6sen, danach Zugabe von:
Salzsaure > 32% p.a., ISO| ROTH P0O741 4,00 ml
HCI
Eisen(ll)-chlorid- 99,00% p.a. MERCK | 1.03861.0250 2,809
Tetrahydrat
FeCl; x 4 H,O
Zinksulfat- > 99,5-103,0% | MERCK | 1.08883.0500 1,129
Heptahydrat p.a.
ZnSO4 X7 Hzo
Mangan(ll)-chlorid- = 99,0% p.a. MERCK | 1.05934.0100 2,289
Dihydrat
MI"IC|2 X2 Hzo
mit MilliQ-Wasser auffillen auf 1l
1.2 Kupfer-chlorid- [Kupfer(ll)-chlorid [ 98,0 %(RT)
Losung (0.02M)  |CuCl,
(7 ml) in MilliQ-Wasser l6sen und auf 1l auffiillen
1.3 Kaliumdihy-  [Kaliumdihydrogen- [=99,0% p.a., ROTH 3904.3 4,083g
drogenphosphat- [phosphat ACS
Losung KH2PO4
(0,03 M) (10ml) in MilliQ-Wasser I6sen und auf 1l auffillen
Losung 2 Niacin SIGMA N-4126 0,19
CeHsNOz
Niacinamide SIGMA N-3376 0,19
CsHsN2O
MilliQ-Wasser 10ml
Losung 3 Calciumcarbonat  [= 99,0% FLUKA 21060 1,19
CaCO3 p.a.(KT)
MilliQ-Wasser 11ml
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Tabelle 22: Lésungen

Losungen
Reinheitsgrad Firma Artikel Nummer 1 Liter
100 x MMZ Magnesiumsulfat- >99,0% ROTH P027.3 60,09
Lésung Heptahydrat p.a., ACS
MgSO4 x7 H20
Mangan(ll)- 299,0% p.a.,, | MERCK | 1.05934.0100 6,09
chlorid-Dihydrat
(MnCI2 x 2 H20)
Zinksulfat- 2 99,5-103,0% | MERCK 1.08883. 3,49
Heptahydrat p.a. 0500
ZnS04 x 7 H20
in MilliQ-Wasser I6sen und mit MilliQ-Wasser auffillen auf 1l
Chlorid — Stamm- |Calciumchlorid- >99,0% ROTH 5239.1 100,09
l6sung (10 %) Dihydrat p.a.,ACS
CaC|2 X2 Hzo
Mangan(ll)- >99,0% MERCK | 1.05934.0100 11,69
chlorid-Dihydrat p.a.
MnC|2 X2 Hzo
in MilliQ-Wasser I6sen und mit MilliQ-Wasser auf 11 auffiillen
Sulfat- Stamm- Magnesiumsulfat- >99,0% ROTH P027.3 100,09
Losung (10 %) Heptahydrat p.a.,ACS
MgS0O4 X 7 H20
Zinksulfat- >99,5-103,0% | MERCK | 1.08883.0500 8,979
Heptahydrat p.a.
ZI"ISO4X 7 Hzo
in MilliQ-Wasser I6sen und mit MilliQ-Wasser auf 11 auffiillen
Laufpuffer TBE 20fach Y
Glycerin 70% 1V
Bromphenolblau
Hemin Hemin | >98,0% HPLC |[Fluka 51210 0.3 (600ml) g
in 150 ml 1 N NaOH lésen und mit MilliQ-Wasser auf 600 ml auffillen,
autoklavieren und in dunklen Flaschen lagern
Ethanol/1M- 3,5 Volumenanteil Ethanol und 1 Volumenanteil 1M-Essigsaure
Essigsaure
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Tabelle 23: Sequenz der 35 Gene: Forward-Primer

FW-Primer Sequenz

#2167
#2169
#2173
#2175
#2177
#2179
#2181
#2183
#2185
#2187
#2189
#2191
#2193
#2195
#2197
#2199
#2201
#2203
#2205
#2207
#2209
#2211
#2213
#2215
#2217
#2219
#2221
#2223
#2225
#2227
#2229
#2231
#2233
#2235

AGGTGACACTATAGAATAGACTGCCAGAAGAAAGGACG
AGGTGACACTATAGAATACCACTGCTGCAGACAAGAAG
AGGTGACACTATAGAATAAACAAACTTGGACACCCAGC
AGGTGACACTATAGAATACGAAAAACGAACACCCTTGT
AGGTGACACTATAGAATAGGAGGTTTTACCCACGAACA
AGGTGACACTATAGAATAATCGAATCAGGTCTCGCTGT
AGGTGACACTATAGAATAAAAAATGCTCGATTTGGTCG
AGGTGACACTATAGAATAGATTGCCTACGTTTGTGCCT
AGGTGACACTATAGAATAGATATGTCAACAATCGCCCC
AGGTGACACTATAGAATATGGTGTGATGGTTGGTATGG
AGGTGACACTATAGAATATCTCCAAGAAAGCGATGGTC
AGGTGACACTATAGAATAAACACATGATTGGGTGAGCA
AGGTGACACTATAGAATAGCCACCGATTAAATATCCCC
AGGTGACACTATAGAATAAATCACAGCAAACGCCAATA
AGGTGACACTATAGAATAGTGGAGAGCCTGGAGTGGTA
AGGTGACACTATAGAATAGCCATTTATTTTCACAGCCC
AGGTGACACTATAGAATAGATTTGGACAACCTTGAGCC
AGGTGACACTATAGAATATGAGTTGTTTTGACTGCGGA
AGGTGACACTATAGAATACCACAAGGGCACCTATGACT
AGGTGACACTATAGAATAATCAAGCCAACTTCGACTGC
AGGTGACACTATAGAATAGTGGCTGGTGTGTCTTCCTT
AGGTGACACTATAGAATAATCGCACAACCCACTACTCC
AGGTGACACTATAGAATATGGGAACAAAACGGACTCTC
AGGTGACACTATAGAATATGGTGAGTCAGCATACCCAA
AGGTGACACTATAGAATATGAGAAAGCCGAAGAGGATG
AGGTGACACTATAGAATAAAACACAGGACTTTTTGCCG
AGGTGACACTATAGAATAAGGTTATGATGCCGTGAACC
AGGTGACACTATAGAATAGACCTCAACCACATTGCCTT
AGGTGACACTATAGAATATTGTGGGATCTGGGAACATT
AGGTGACACTATAGAATAAAGCTCACGCAGGAGTTCAT
AGGTGACACTATAGAATACTGTTTTTCCTGACTGGGGA
AGGTGACACTATAGAATAATGCCGATTTGTTGGAGAAG
AGGTGACACTATAGAATATTACTGGGGGTTACTGCGAT
AGGTGACACTATAGAATAGGTGCCCTTAAGCAAATCAA
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Tabelle 24: Sequenz der 35 Gene: Reverse-Primer

RW-Primer

Sequenz

#2168
#2170
#2172
#2174
#2176
#2178
#2180
#2182
#2184
#2186
#2188
#2190
#2192
#2194
#2196
#2198
#2200
#2202
#2204
#2206
#2208
#2210
#2212
#2214
#2216
#2218
#2220
#2222
#2224
#2226
#2228
#2230
#2232
#2234
#2236

GTACGACTCACTATAGGGAATCGCACCTTGAACTTGGTT
GTACGACTCACTATAGGGATTATGCGAGAGCAGCCTTTT
GTACGACTCACTATAGGGAGGGTGCGTAGTATCTCCCTG
GTACGACTCACTATAGGGACTGTAAAGGAACCGGGAAAA
GTACGACTCACTATAGGGACACATTCCATGTTTTTGCCA
GTACGACTCACTATAGGGATTGTCGTGTTTCAGGTCCAA
GTACGACTCACTATAGGGATTCAAGCAGGTCACAAGGTG
GTACGACTCACTATAGGGACGATAATCTTCTCGATCCGC
GTACGACTCACTATAGGGATTCCAAAATCGGCTAGCAAC
GTACGACTCACTATAGGGACTGACGGATGAGGAGCTTTC
GTACGACTCACTATAGGGAAGGTGTGGTGCCAGATTTTC
GTACGACTCACTATAGGGAAAGCTCACCAGGAAGGATCA
GTACGACTCACTATAGGGATTTACTTGCGGTGTGGAACC
GTACGACTCACTATAGGGATAGTGCTAGGGGCCAATGAG
GTACGACTCACTATAGGGACCGTGAGTTCCGAGTCCTAA
GTACGACTCACTATAGGGATTTTTGATCACATTTCGGGC
GTACGACTCACTATAGGGATGCGCAAATAGTTGATGTCC
GTACGACTCACTATAGGGATGCTCTTTTGCCTTCGAAAT
GTACGACTCACTATAGGGATTTATGGGCAAAGAATTCGC
GTACGACTCACTATAGGGATCTGGAAGTGGGCTATGAGG
GTACGACTCACTATAGGGATGTGTCTCCGTTGTCCTCTG
GTACGACTCACTATAGGGATTCTTGGTCACGACAGCTTG
GTACGACTCACTATAGGGACCTTCAAGATCCCCAACCTT
GTACGACTCACTATAGGGACGGAATTGCTGAGATTGGAT
GTACGACTCACTATAGGGAACAAACTGCGGCAGAGAGAT
GTACGACTCACTATAGGGACTCTTGGCAAAGAAGGCTTG
GTACGACTCACTATAGGGAGGTTGACTGGTGGATGGAAC
GTACGACTCACTATAGGGAAGGAAAGCCATTTTGTGTGC
GTACGACTCACTATAGGGAGGGTTTGGAGATGACCTTGA
GTACGACTCACTATAGGGACTTCCCCATATAAAGGCGCT
GTACGACTCACTATAGGGAGAAATCATACGTGCGAGTGG
GTACGACTCACTATAGGGATATCACCGCCTAAATCTGCC
GTACGACTCACTATAGGGATGTTGACCCAATAGCATCCA
GTACGACTCACTATAGGGATCATCTCTTCCGTCATGCTG
GTACGACTCACTATAGGGAGGTGCTGCAGACATCCTGTA
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Tabelle 25: Mann-Whitney-U-Test fiir Kontrollplasmodien

Nicht spontan sporulierender Wildtyp (Kontrollplasmodien)

Versuch A Versuch B
Gen DK—6h 6h-11h DK-2h 2h-6h 6h-8h 8h-11h DK-6h 6h-11h DK-2h 2h-6h 6h-8h 8h-11h
ribA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
nhpA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pksA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ligA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ralA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
damA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ehdA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pumA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pakA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cdcA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ardA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hstA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
psgA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pptB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tspA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
dspA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pikB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
uchA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gapA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
meiB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pcnA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ribB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
arpA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rasA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pldA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
anxA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pptA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pWiA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cudA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pldC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pikC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pldB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SpiA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hcpA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rgsA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabelle 26: Rohdaten Homogenitéatstest

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Homogenitatstest“auf der mit gefiigten CD
Tabelle 27: Grenzwerte flir Rohdaten Homogenitatstest

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Homogenitatstest“auf der mit gefigten CD
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Tabelle 28: Rohdaten Homogenitéatstest bezliglich Achtelproben

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Homogenitatstest bezuglich Achtelproben® auf der mit
gefugten CD

Tabelle 29: Grenzwerte flir Homogenitatstest Achtelproben

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Homogenitatstest Achtelproben® auf der mit gefigten CD
Tabelle 30: Rohdaten fur Teilungsversuch

Siehe csv Datei: ,Rohdaten fur Teilungsversuch® auf der mit gefigten CD

Tabelle 31Grenzwerte fiir Teilungsverusch

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Teilungsversuch“auf der mit gefugten CD

Tabelle 32: Rohdaten Wildtyp Kontrollen (7Tage hungern, nicht belichtet, Vers. Nr. 18-C)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp Kontrollen, 7Tage hungern nicht belichtet” auf der mit
gefugten CD

Tabelle 33: Grenzwerte Wildtyp Kontrollen (7Tage hungern, nicht belichtet, Vers. Nr. 18-C)

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp Kontrollen, 7Tage hungern nicht belichtet“auf der
mit gefugten CD

Tabelle 34: Rohdaten Wildtyp nicht belichtet Versuch 17

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp nicht belichtet Versuch 17“ auf der mit gefiigten CD
Tabelle 35: Grenzwerte Wildtyp nicht belichtet Versuch 17

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp nicht belichtet Versuch 17“ auf der mit gefiigten CD
Tabelle 36: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 15 min belichtet (Vers. Nr. 15-B)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 15 min belichtet” auf der mit
gefugten CD

Tabelle 37: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 bzw. 15 min belichtet (Vers. Nr. 15-B)

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 bzw. 15 min belichtet*auf der mit
gefugten CD

Tabelle 38: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet (Vers. Nr. 18-A)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet* auf der mit gefligten
CD

Tabelle 39: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet (Vers. Nr. 18-A)

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 2 min belichtet* auf der mit
gefugten CD

Tabelle 40: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 18-B)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet* auf der mit gefligten
CD

Tabelle 41: Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 18-B)

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet* auf der mit
gefugten CD

Tabelle 42: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 10 min belichtet (Vers. Nr. 11-A)
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Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 10 min belichtet” auf der mit
gefugten CD

Tabelle 43: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 20 min belichtet (Vers. Nr. 11-B)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 20 min belichtet” auf der mit
gefugten CD

Tabelle 44: Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 30 min belichtet (Vers. Nr. 11-A)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 30 min belichtet” auf der mit
gefugten CD

Tabelle 45: Grenzwerte Wildtyp 6 Tage hungern, 10 bis 30 min belichtet

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Wildtyp 6 Tage hungern, 10 bis 30 min belichtet* auf der mit
gefugten CD

Tabelle 46: Rohdaten Wildtyp 7 Tage hungern, 5 min belichtet (Vers. Nr. 15-A)

Siehe csv Datei: ,Rohdaten Wildtyp 6 Tage hungern, 5 min belichtet* auf der mit geflgten
CD

Tabelle 47: Rohdaten der Mutante PHO48

Siehe csv Datei: ,Rohdaten der Mutante PHO48" auf der mit gefigten CD

Tabelle 48: Rohdaten der Mutante PHOG68

Siehe csv Datei: ,Rohdaten der Mutante PHO68" auf der mit gefigten CD

Tabelle 49: Rohdaten des Hetrokaryont PHO48+PHO68

Siehe csv Datei: ,Rohdaten des Heterokaryont PHO48+PHO68" auf der mit gefligten CD
Tabelle 50: Grenzwerte flir die Mutanten PHO48+PHOG68 und des Heterokaryont PHO48+PHO68

Siehe csv Datei: ,Grenzwerte Mutante PHO48, PHO68 und des Heterokaryont
PHO48+PHO68" auf der mit gefigten CD
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Tabelle 51: Ubersicht der 35 Gene und ihre Ahnlichkeiten (Rétzel und Marwan, 2015)

Gene # Gene Similarity Uniprot entry E-value Query coverage (%)
1 psgA Physarum specific gene

2 pldC Phospholipase D QILRZ5 4E-14 61
3 pptB Protein phosphatase 2C POL Q8RWN7 0.016 14
4 pldB Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D P80108 1E-80 83
5 pikB Phosphatidylinositol 3-kinase 2 P54674 3E-63 68
6 ralA Circularly permutated Ras protein 1 Q75J93.1 4E-17 58
7 nhpA Non-histone chromosomal protein 6 Q4PBZ9 5E-17 30
8 pumA Pumilio homolog 2 Q80U58 2E-46 80
9 anxA Annexin-B12 P26256 6E-41 98
10 ardA Actin, plasmodial isoform P02576 9E-109 69
11 meiB Meiosis protein mei2 Q64M78.1 9E-64 27
12 hstA Probable histone H2B 4 Q27876 1E-41 43
13 pcnA Proliferating cell nuclear antigen Q43124 9E-76 81
14 uchA Programmed cell death protein 2 Q2YDC9 1E-06 32
15 cudA Putative transcriptional regulator cudA 000841 1E-23 38
16 pikC Phosphatidylinositol 4-kinase beta Q49GP3 8E-50 94
17 ribA 60S ribosomal protein L38 Q1HRT4 2E-17 40
18 pksA Serine/threonine-protein kinase phg2 Q54Q0Q1 9E-35 89
19 dspA Dual specificity protein phosphatase 12 Q9JIM4 1E-12 41
20 ribB 60S ribosomal protein L4-2 Q54269 4E-36 66
21 hcpA Histone chaperone ASF1A Q2KIG1 5E-62 82
22 damA DNA damage-binding protein la Q9MOV3 8E-100 87
23 arpA Probable basic-leucine zipper transcription factor G Q54RZ9 2E-12 29
24 tspA Tumor suppressor p53-binding protein 1 P70399 2E-04 16
25 rasA Ras-related protein RABD2a pP28188 3E-29 49
26 pptA Phosphatase DCR2 Q05924 6E-19 59
27 ehdA EH domain-containing protein 1 Q64176 6E-25 94
28 SpiA Protein spire Q9U1K1 1E-04 31
29 cdcA Cell division control protein 31 P06704 6E-27 38
30 pakA Serine/threonine-protein kinase pakC Q55GV3 3E-48 79
31 gapA Probable GTPase-activating protein 8 Q8H100 3E-23 52
32 pldA Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D Q8R2H5 4E-62 91
33 ligA Checkpoint protein husl homolog 1 (LigA) Q54NCO0 1E-28 94
34 pwiA Piwi-like protein 1 Q96394 2E-55 92
35 rgsA Regulator of G-protein signaling 2 008849 3E-05 31
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