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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BIFURCATION POINTS IN CELLULAR REPROGRAMMING
AND REVERSE ENGINEERING OF THE REGULATORY NETWORK FOR
DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION

Dipl.-Ing. Pauline Marquardt

Cellular differentiation during sporulation of the lower eukaryote
Physarum polycephalum (Amoebozoa) was investigated at the level of dif-
ferential gene expression. During its life cycle this organism develops
into a giant multinucleate cell, the so called plasmodium. All nuclei
in this plasmodium behave synchronously concerning their state of
cell cycle and transcription. This allows time series measurements of
gene expression at the level of a single cell. By taking macroscopic
samples from these plasmodia without disturbing their way to com-
mitment and differentiation the gene expression levels of 35 sporula-
tion relevant genes was analyzed at different time points during the
sporulation process with the multiplex RT-PCR eXpress profiling me-
thod.

Analyzing the time dependent changes in gene expression in Physa-
rum polycephalum sporulation mutants revealed significant differences
to wild type plasmodia. Individually different and stable states of ge-
ne expression in differentiating plasmodia could be identified by stati-
stical data analysis. To study the co-regulation of genes an algorithm
was implemented to assign the analyzed genes to jointly regulated
groups. Based on the co-regulation the regulatory network was re-
constructed and modeled as a Petri net.

Different Physarum polycephalum sporulation mutants were fused
with each other to search for somatic complementation effects. The
gene expression levels in both halves of a fused plasmodium were
analyzed separately and compared with the expression data of un-
fused plasmodia. We observed partial recovery of the wild type phe-
notype in fused plasmodia via effects of complementation. Based on
the experimental data the hierarchy of certain differentiation specific
blocks in the sporulation cascade has been analyzed and a model for
regulation cascades in fused palasmodia was derived.

The alternative ways of differentiation in individual Physarum poly-
cephalum plasmodial cells during the sporulation process have been
identified. These findings clearly support the theory of a Waddington-
type epigenetic landscape of gene regulation during commitment, cel-
lular reprogramming and differentiation.
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ZUSAMMENFASSUNG

IDENTIFIZIERUNG VON BIFURKATIONSPUNKTEN DER ZELLULAREN
REPROGRAMMIERUNG UND REVERSE ENGINEERING DES REGULATIONSNETZWERKES
DER DIFFERENTIELLEN GENEXPRESSION

Dipl.-Ing. Pauline Marquardt

Die zelluldre Differenzierung wurde am Beispiel der lichtinduzierten
Sporulation des niederen Eukaryonten Physarum polycephalum (Amoebozoa)
untersucht. Dieser Organismus entwickelt sich im Laufe seines Entwick-
lungszyklus zu vielkernigen Riesenzellen, den so genannten Plasmodien.
Alle Zellkerne eines Plasmodiums verhalten sich in Hinblick auf ihren
Teilungs- und Transkriptionsstatus synchron, was Genexpressionsanalysen
auf Einzelzellebene ermoglicht. Durch die Moglichkeit, Zellmaterial von
diesen Plasmodien ohne Beeinflussung des Differenzierungsvorganges ent-
nehmen zu konnen, konnen die Expressionsniveaus von 35 sporulationsre-
levanten Genen zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Differenzierungsvor-
ganges untersucht werden. Die Genexpressionsanalysen erfolgten mithilfe
einer Multiplex RT-PCR-Methode, dem eXpress-Profiling Verfahren.

Sporulationsmutanten von Physarum polycephalum wurden im Hinblick
auf die zeitabhdngigen Anderungen der Genexpressionsniveaus und ihr
Sporulationsverhalten vergleichend analysiert und signifikante Unterschie-
de zu den Expressionsdaten von Wildtyp-Plasmodien gefunden. Mithilfe
biostatistischer Methoden wurden Effekte in den Expressionsdaten nach-
gewiesen, die auf die Existenz spezifischer und stabiler Differenzierungs-
stadien schlieffen lassen. Zur Rekonstruktion des Sporulationsnetzwerkes
wurde ein Algorithmus implementiert, der die analysierten Gene in Grup-
pen unterteilt, die einer gemeinsamen Regulation unterliegen. Auf der
Grundlage dieser Clusterdaten konnten Teile des Regulationsnetzwerkes
als Petri-Netz rekonstruiert und modelliert werden.

Durch Fusion von Plasmodien unterschiedlicher Mutanten zu beliebigen
Zeitpunkten wurden Versuche zur somatischen Komplementation durch-
gefiihrt. Es wurde untersucht, inwiefern der Wildtyp-Phanotyp in den
erzeugten heterokaryonten Fusionszellen durch Komplementationseffekte
wiederhergestellt werden kann. Dazu wurden die Transkriptmengen bei-
der Hilften des Fusionsplasmodiums getrennt analysiert und mit den un-
fusionierten Plasmodien verglichen. Die Analysen lieferten Riickschliisse
auf die Hierarchie von Regulationsblocken innerhalb der Signalkaskade
und ermdglichten ein Modell der differentiellen Genregulation in den Fu-
sionsplasmodien.

Mithilfe der Ergebnisse dieser Arbeit wurden alternative Differenzie-
rungspfade in der Sporulation von Physarum polycephalum identifiziert, die
fiir die Existenz einer Waddington Quasipotentiallandschaft der regulato-
rischen Kontrolle sprechen.
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Komplexe Organismen bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Arten von Zellen. So befinden sich im menschlichen Korper mehr als
200 verschiedene Zelltypen, welche sich aus ein und derselben Zelle
entwickelt haben (Watson u.a., 2011). Diese Entwicklung genetisch
identischer Zellen hin zu verschiedensten Zelltypen mit unterschied-
licher Funktion und Morphologie wird durch die selektive Aktivie-
rung zelltypischer Gensitze wihrend der Individualentwicklung er-
moglicht und als Zelldifferenzierung bezeichnet.

Die zelluldre Differenzierung wird dabei durch Signale der extra-
zelluldren Umgebung, wie zum Beispiel Umweltreize, Wachstumsfak-
toren und Hormone oder dem Kontakt zu Nachbarzellen, vermittelt
(Streuli, 1999). Durch die Aktivierung unterschiedlicher Transkripti-
onsfaktoren und die damit verbundene Transkription zellspezifischer
Gene wird die Entwicklung zu spezifischen Zelltypen ermdglicht.

Die Analyse der komplexen Vorginge die wihrend eines Diffe-
renzierungsvorganges ablaufen, ist derzeit Schwerpunkt vieler For-
schungsarbeiten. Durch die tiefgreifende Aufklarung der Regulati-
onsnetzwerke, die die zelluldre Differenzierung steuern, kann eine
mathematisch-berechenbare Beeinflussung des zugrundeliegenden Re-
gulationsnetzwerkes ermoglicht werden. Diese Vorgehensweise konn-
te zum Beispiel die Aufkldrung und Behandlung einer Vielzahl von
Krankheiten vereinfachen, deren Ursache mit einer Fehlfunktion der
Genexpression ursdchlich im Zusammenhang steht (Huang, Ernberg
und Kauffman, 2009). Sollte es gelingen, die Reaktionsnetzwerke, die
einen solchen Differenzierungsprozess steuern, zu rekonstruieren,
wird das die weitere Forschung auf dem Gebiet der Entwicklungsbi-
ologie und Biomedizin stark vereinfachen.

Seit den 1970er Jahren wird der Myxomycet Physarum polycepha-
lum in Zelldifferenzierungsstudien eingesetzt (Sauer, 1982) und (Sau-
er, Babcock und H. P. Rush, 1969). Wachstum und Differenzierung
sind in Physarum polycephalum, im Gegensatz zu den Zellen vieler
anderer Organismen, klar und eindeutig voneinander getrennt. Zu-
dem kann der Differenzierungsvorgang der Sporulation unter expe-
rimentellen Bedingungen verhaltnismafSig einfach induziert werden
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(Sauer, Babcock und H. P. Rush, 1969). Aufgrund dieser Eigenschaf-
ten lassen sich die Regulationsvorgédnge, welche die Sporulation kon-
trollieren, im Labor gezielt analysieren und lassen einen wertvollen
Beitrag zu einem tieferen und besseren Verstandnis zelluldrer Signal-
kaskaden und den Mechanismen in der Regulation der Genexpressi-
on erhoffen.

1.1 PHYSARUM POLYCEPHALUM
1.1.1  Phylogenetische Einordnung

Physarum polycephalum ist ein prototypischer Eukaryont mit typisch
eukaryontischem Zellzykluskontrollsystem, welcher sowohl phanoty-
pische Ahnlichkeiten mit den Pilzen, als auch mit den Protozoen auf-
weist (Baldauf und Doolittle, 1997). Die phylogenetische Einordnung
des Organismus erfolgt auf molekularer Ebene durch Ahnlichkeiten
der Gensequenzen zu anderen Organismen. Physarum besitzt hin-
sichtlich seiner Proteinausstattung Ahnlichkeiten zu tierischen, pflanz-
lichen und pilzlichen Zellen und wird den Amoebozoen zugeordnet,
genauer der Klasse der Myxogastria, der echten Schleimpilze (Schaap
u.a., 2015). Die Myxogastria bilden neben den Acrasiomycota, den zel-
luldren Schleimpilzen, wie zum Beispiel Dictyiostelium und den Pro-
tostelia, die dritte Gruppe der Organismen, die unter den Eukarya zu
den Schleimpilzen gezdhlt werden (Brandmaier, 2005).

Die phylogenetische Einordnung von Physarum polycephalum ist in
Tabelle 1.1 aufgefiihrt (Sitte u.a., 1998, Aldrich und J. W. Daniel,
1982).

Tabelle 1.1: Physarum polycephalum — Phylogenetische Einordnung

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

Art Physarum polycephalum
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1.1.2  Entwicklungszyklus

In seinem natiirlichen Lebensraum, den Waildern der Tropen und
Subtropen, wachsen die Plasmodien von Physarum polycephalum
als flichige Riesenzellen, die intensiv gelb gefdrbt sind und ein
netzformiges Aderngeflecht ausbilden (E. Guttes, S. Guttes und
Rusch, 1961). Die Plasmodien leben vorwiegend auf modrigem Holz,
wo sie sie ich von Bakterien und anderen Mikroorganismen erndhren
(Brandmaier, 2005).

Der Entwicklungszyklus von Physarum polycephalum ist in zwei ve-
getative Phasen unterteilt, deren Zelltypen sich stark in Morpholo-
gie und Funktion unterscheiden. Die haploide Phase ist durch den
Zelltyp der Amobe gekennzeichnet. Zwei Amdben kompatiblen Paa-
rungstypes sind in der Lage sich zu einer diploiden Zygote zu ver-
einigen. Diese Zygote wachst heran und vollfiihrt eine Vielzahl an
Kernteilungen, jedoch keine Zellteilungen mehr. Dadurch entwickelt
sie sich zu einer vielkernigen Riesenzelle, dem sogenannten Plasmo-
dium. Dieser Zelltyp ist kennzeichnend fiir die zweite, diploide vege-
tative Phase. Das Plasmodium besitzt unbegrenztes replikatives Po-
tential und kann bei ausreichender Nahrungszufuhr zu annidhernd
unbegrenzter Grofie heranwachsen (Burland u.a., 1993). Ein Plasmo-
dium mit einem Durchmesser von 9 cm enthélt circa 10”-108 Zellker-
ne, deren Zellzyklus tiber die ganze Zelle synchron verlauft (Hoff-
mann u.a., 2012). Diese Zellkerne werden mit Hilfe der Zytoplasma-
stromung durch das stark verzweigte Adernetzwerk gepumpt und
somit im ganzen Plasmodium verteilt. Herrscht Nahrungsmangel, so
erreicht das Plasmodium einen Zustand, der als Sporulationskompe-
tenz bezeichnet wird. Die Sporulation kann in einem kompetenten
Plasmodium durch Belichtung, einen Hitzeschock oder andere Sti-
muli induziert werden (Sauer, Babcock und H. P. Rush, 1969), siehe
Abbildung 1.3. Der Vorgang der Sporulation kann durch Zufiihrung
von Nahrung umgekehrt werden, ohne dass morphogenetische Ver-
anderungen sichtbar werden, so lange das Plasmodium den so ge-
nannten Point of No Return (PNR) nicht tiberschritten hat (Chapman
und Coote, 1982). Andernfalls ist die das Voranschreiten der Sporu-
lation nicht wieder umkehrbar, das unbegrenzte replikative Potential
geht verloren und das Zellplasma wird zu Fruchtkorpern (Sporan-
gien) umgebildet. Durch Meiose entstehen erneut haploide Sporen,
welche sich zu Amoben entwickeln kdnnen.

Der Entwicklungszyklus von Physarum polycephalum ist in Abb. 1.1
dargestellt.
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Abbildung 1.1: Physarum polycephalum — Entwicklungszyklus
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1.1.3  Physarum polycephalum als Modellorganismus

Die Analyse von Differenzierungsprozessen in eukaryotischen Zel-
len ist von zentraler Bedeutung fiir das Verstdndnis von intrazelllu-
laren Signalkaskaden. Die Untersuchung dieser komplexen Prozesse
wird dadurch erschwert, dass sich die Zellen vieler Organismen in
unterschiedlichen Stadien von Wachstum und Differenzierung befin-
den (Sauer, Babcock und H. P. Rush, 1969).

Der Organismus Physarum polycephalum weist jedoch eine Vielzahl an
Eigenschaften auf, die ihn fiir die Analyse von Zelldifferenzierungs-
prozessen pradestinieren. So sind Wachstum und Differenzierung in
den Plasmodien eindeutig voneinander getrennt und die Zellkernpo-
pulationen verhalten sich perfekt synchron in Bezug auf ihren Zell-
zyklus und Differenzierung (E. Guttes, S. Guttes und Rusch, 1961,
H. P. Rush u.a., 1966). Physarum polycephalum kann als Plasmodi-
um bei ausreichendem Nahrungsangebot zu anndhernd unbegrenz-
ter Grofle heranwachsen (Burland u.a., 1993). Von einem solchen
Makroplasmodium koénnen makroskopische Proben fiir die Protein-
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oder RNA-Analyse entnommen werden, ohne ablaufende Differen-
zierungsvogdnge zu storen (Marwan, Sujatha und Starostzik, 2005).
Das spontane Fusionieren zweier Plasmodien desselben Fusionstyps
bei Zellkontakt (Poulter und Dee, 1968) ermoglicht die Bildung eines
Heterokaryons aus Zellen, die sich urspriinglich in ihrem Genotyp
unterscheiden. Diese Fusionszelle kann genutzt werden, um Regula-
tionseffekte zu analysieren, die durch somatische Komplementation
entstanden sind (Marwan, 2003).

Die fiir diese Arbeit verwendeten Stamme von Physarum polycepha-
lum tragen die temperatursensitive gadAH-Mutation (greater asexual
differentiation) im matA-Locus (Starostzik und Marwan, 1998). Bei
einer ausreichend hohen Dichte der Amobenpopulation sind diese
Zellen in der Lage, sich apogam zu multinukledren, haploiden
Plasmodien zu entwickeln, ohne mit einer anderen Amobe zu
fusionieren (Wheals, 1970 und Roger W. Anderson und Truitt,
1983). Dieser Prozess wird als Selfing bezeichnet. Das Verhalten
von haploiden und diploiden Plasmodien dhnelt sich in vielerlei
Hinsicht. So kann die Sporulation ebenfalls in haploiden Plasmodien
induziert werden, wobei es zur Bildung von entwicklungsfihigen
Sporen kommt. Die meisten Sporen haploider Plasmodien sind
jedoch steril, da sie eine meiotische Reifeteilung durchlaufen, die in
Tochterzellen mit unvollstindigem Genom resultiert. Lebensfdhige
Sporen entstehen hingegen aus dem geringen Prozentsatz von
diploiden Zellkernen, die aufrund von Endoreduplikation einen
verdoppelten Satz identischer Chromosomen tragen (Laffler und
Dove, 1977). Das haploide Wachstum von Plasmodien wird ab einer
Temperatur von 30 °C inhibiert und die Amoben treten wieder in
den diploiden Wachstumszyklus ein (R. W. Anderson u. a., 1989).

Eine Gegeniiberstellung des diplodien und haploiden Entwicklungs-
zyklus von Physarum polycephalum ist in Abb. 1.2 dargestellt. Die in
dieser Arbeit verwendeten Stamme sind haploid.
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Die Sporuation in Physarum polycephalum kann experimentell mit ge-
ringem Aufwand durch Hungern der Plasmodien und anschlieffen-
der Belichtung mit dunkelrotem Licht induziert werden (John W. Da-
niel und Harold P. Rush, 1961).

1.1.4 Sporulation in Physarum polycephalum

Hungern Plasmodien fiir mindestens fiinf Tage, so erreichen sie einen
Zustand, der als Sporulationskompetenz bezeichnet wird (Golderer
u.a., 2001). Die Sporulation kann anschlieffend {tiber die Stimulation
eines von drei Rezeptorsystemen in Physarum polycephalum induziert
werden. Die sensorische Kontrolle erfolgt dabei iiber ein Hungersig-
nal und einen Lichtimpuls oder Hitzeschock. Physarum polycephalum
verfiigt iiber zwei unterschiedliche Photorezeptoren, die ihn empfind-
lich fiir sichtbares Licht machen (Starostzik und Marwan, 1995b) und
(Starostzik und Marwan, 1995a). Der erste dieser beiden Photorezep-
toren ist empfindlich gegentiber Blaulicht, wobei der zweite Rotlicht
detektiert. Wird einer der drei Rezeptortypen iiber einen ausreichend
langen Zeitraum zusédtzlich zum Hungersignal stimuliert, wird die
Sporulation induziert (vgl. Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3: Sensorische Regulation der Sporulation in Physarum polyce-
phalum nach Starostzik und Marwan, 1995b
Die sensorische Regulation der Sporulation erfolgt in Physarum
polycephalum iiber drei verschiedene Rezeptortypen. Einen Pho-
torezeptor fiir Blaulicht, einem Phytochrom-Photorezeptor und ei-
nem Hitzeschock-sensitiven Element. Wird einer der drei Rezep-
tortypen zusitzlich zu einem Hungersignal angeregt, so kann die
Sporulation induziert werden.

Direkt nach der Belichtung treten die Plasmodien in die so genannte
pramorphogenetische Phase ein, in der keine morphologischen Veran-
derungen sichtbar sind. Ungefahr sechs Stunden nach der Induktion
der Sporulation tiberschreitet das Plasmodium den PNR und verliert
sein unbegrenztes replikatives Potential. Ein Abstoppen des Sporu-
lationsvorganges durch Zufithren von Nahrung ist an dieser Stelle
nicht mehr moglich (Chapman und Coote, 1982). Die Morphogenese
setzt etwa zehn Stunden nach der Belichtung ein. Das Plasmodium
beginnt seine Zytoplasmavenen zu verdicken und knotenartige Struk-
turen zu bilden, die zu Sporangien heranwachsen. In diesen Sporan-
gien entwickeln sich durch Meiose haploide Sporen (Marwan, 2003).
Der zeitliche Verlauf der Sporulation ist in Abb. 1.4 dargestellt.

Pre-morphogenetic phase Morphogenesis
N | N
7 | 7
PNR
= ) ? E l
/7 I T
0 6 8 10 1214 16 18

Time after far red light (h)

Abbildung 1.4: Zeitverlauf der Sporulation in Physarum polycephalum nach
Starostzik und Marwan, 1995b
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Die Sporulation in Physaum polycephalum ist ein dynamischer und
hoch regulierter Prozess, der durch die Wechselwirkung einer Viel-
zahl von Genen und deren Genprodukten gekennzeichnet ist. Um
diesen Prozess analysieren und rekonstruieren zu konnen, reicht es
nicht aus die reine Genomsequenz des Organismus zu kennen, da
daraus nicht ersichtlich wird, wie die einzelnen Gene und Proteine
interagieren. Um zu verstehen, wie die Sporulation funktioniert wird
und wie sie gesteuert wird, ist es erforderlich herauszufinden, wie
die differentiell exprimierten Gene reguliert werden. Dazu wurden
in dieser Arbeit die Transkriptmengen von 35 Genen in einer Genex-
pressionsanalyse mit dem Express-Profiling Verfahren gemessen und
analysiert. Die erhaltenen Daten kénnen nun genutzt werden, um
das Genexpressionsverhalten der analysierten Staimme zu charakteri-
sieren. Weiterhin tragen die hier gewonnenen Daten einen Teil dazu
bei, das Regulationsnetzwerk der Sporulation in Physarum polycepha-
lum in Zukunft rekonstruieren zu kénnen.

1.1.5 Fusion von Physarum polycephalum Plasmodien

Plasmodien sind in der Lage spontan zu fusionieren, wenn sie mit-
einander in physischen Kontakt treten. Dabei ist es jedoch essentiell,
dass die Fusionspartner denselben Fusionstyp aufweisen. Die Plas-
modien bauen an der Kontaktstelle eine Zytoplasmaverbindung auf.
Uber Diese Verbindung wird das gesamte Zytoplasma aus beiden
Zellen, einschliefilich der darin suspendierten Zellkerne, infolge der
starken Zytoplasmastromung vermischt und verteilt. Nach erfolgter
Durchmischung der Zytoplasmen beider Fusionspartner synchroni-
sieren sich die Zellkerne spontan hinsichtlich ihres Zellzyklus und
der Genexpressionsmuster (H. P. Rush u.a., 1966, Walter u.a., 2013).
Die so entstandene Fusionszelle verhilt sich nach Abschluss des
Fusionsvorganges wie eine homogen zusammengesetzte Riesenzelle.
Die Kernmembranen der Zellkerne beider Zellkernpopulationen
aus beiden Plasmodien bleiben jedoch wihrend des Vorganges der
Fusion erhalten.

Werden ein mit Licht stimuliertes Plasmodium und ein nicht-
stimuliertes Plasmodium fusioniert, so wird die Entscheidung
zur Sporulation des Fusionsplasmodiums eine Alles oder Nichts-
Entscheidung sein und vom physiologischen Zustand der Fusions-
partner abhidngen (Lamparter und Marwan, 2001 und Starostzik und
Marwan, 1995a). Werden zwei genetisch unterschiedliche Mutanten
miteinander fusioniert, so kann es zu einer Komplementation der
Gendefekte kommen. Der Komplementationseffekt beruht dann dar-
auf, dass ein Fusionspartner das funktionsfdhige, im anderen Partner
defekte, Genprodukt beisteuert und umgekehrt. So konnen Blocka-
den im Genregulationsnetzwerk des Fusionsplasmodiums tiberwun-
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den werden und der Differenzierungsvorgang dennoch in normaler
Weise ablaufen. Trotz dieser Erkenntnis sind die Ablidufe im Zellin-
neren, die zur Bereitschaft zur Differenzierung fiihren, noch unbe-
kannt. Die Untersuchung der genregulatorischen Abldufe in einer Fu-
sionszelle kann Aufschluss dariiber geben, in welchem Mafle sich der
durch die Belichtung eines Fusionspartners initiierte Prozess iiber das
Fusionsplasmodium ausbreitet und ob durch die Fusion Komplemen-
tationseffekte entstehen.

Der Ablauf eines solchen Fusionsexperimentes ist in Abb. 1.5 darge-
stellt.

7 kS
}% 1774 F% 7 separaton

Cytoplasmatic MR
W Mixing W

Abbildung 1.5: Fusionsexperiment in Physarum polycephalum, modifiziert
nach Marwan, 2003

Ein Plasmodium einer Sporulationsmutante von Physarum poly-
cephalum (a) wird mit Rotlicht belichtet, um die Sporulation zu in-
itiieren. Nach einem bestimmten Zeitinterall nach der Belichtung
wird das induzierte Plasmodium in zwei Hiilften geteilt und mit
einem uninduzierten Plasmodium einer anderen Sporulationsmu-
tante (b) fusioniert. Das so entstandene Fusionsplasmodium wird
erneut nach einem definierten Zeitintervall in seine Ursprungs-
hilften geteilt und die RNA beider Hilften separat analysiert.

1.2 EXPRESS-PROFILING-VERFAHREN

Das eXpress-Profiling ist ein Verfahren zur Durchfithrung von
Multiplex-Genexpressionsanalysen und kommt zum Beispiel im von
der Firma Beckman Coulter in Kooperation mit der Althea Techno-
logies Inc. entwickelten GeXP-System zur Anwendung (Rothe u.a.,
2005). Dieses System basiert auf einer RT-PCR-Reaktion mit anschlie-
ender Kapillarelektrophorese und ermoglicht es, bis zu 35 Fragmen-
te simultan zu analysieren (Hayashi u. a., 2005).

11
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1.2.1 RT-PCR-Reaktion

Um die Transkriptmengen der 35 Gene analysieren zu konnen, muss
die isolierte RNA zuerst in einer Reverse Transkriptase-Reaktion
in ssDNA umgeschrieben werden. Die RT-Reaktion lduft unter der
Verwendung von chimédren Riickwértsprimern ab, die fiir jedes
Gen in einer individuellen Konzentration vorliegen. Die optimalen
Konzentrationen der chiméren Primer wurden in Vorexperimenten
ermittelt und gewdhrleisten, dass die zu analysierenden Gene in
gleichen Mengen amplifiziert werden (Hoffmann u.a., 2012). Diese
chimédren Primer tragen eine Universalsequenz, die in den weiteren
Reaktionsschritten noch von Bedeutung ist. Zusitzlich wird der
Reaktion eine Referenz-RNA als interner Standard zugegeben. Diese
Referenz ermoglicht es, alle Proben im Anschluss an die Quantifi-
zierung durch Normierung auf den Referenz-Peak vergleichbar zu
machen. Der Ablauf der RT-Reaktion ist in Abb. 1.6, A dargestellt.

Die in der RT-Reaktion synthetisierten ssDNA-Fragmente werden
anschlieffend in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die ersten Zyklen
der PCR laufen unter der Verwendung von genspezifischen, chima-
ren Vorwirtsprimern ab (vgl. Abb. 1.6, B). Im Anschluss verlduft
die Reaktion unter Verwendung von fluorezenzmarkierten Universal-
primern, die im Gegensatz zu den chimédren Primern im Uberfluss
vorliegen. Diese Primer binden an einen Universal-Tag, der den chi-
maéren Vorwirts- und Riickwiértsprimern am 5’-Ende anhdngt. Somit
wird gewdhrleistet, dass die Fragmente mit gleichbleibender Effizi-
enz amplifiziert werden und ihre relativen Mengen zueinander vor
und nach der PCR-Reaktion gleich sind (vgl. Abbildung 1.7). Die
Fluoreszenzmarkierung der Universalprimer ermdoglicht die Detekti-
on und Quantifizierung der Fragmente im Anschluss an die RT-PCR-
Reaktion wahrend der kapillarelektrophoretischen Auftrennung.
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Abbildung 1.6: eXpress-Profiling: RT-PCR-Reaktion, modifiziert nach Rothe

u.a., 2005

A) Die zu analysierende RNA (mnRNA1 und mRNA2) wird unter
Verwendung von chimdren Riickwirtsprimern mit angehangenem
Universal-Tag in ssDNA-Fragmente umgeschrieben. Als interner
Standard wird zusitzlich eine Referenz-RNA (mRNA Referenz)
mitgefiihrt. B) Die ersten Zyklen der PCR-Reaktion zur Synthese
von cDNA-Fragmenten laufen unter der Verwendung von chimii-
ren Vorwirtsprimern ab.

13
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Abbildung 1.7: eXpress-Profiling: PCR-Reaktion ab Zyklus 2-3, modifiziert
nach Rothe u. a., 2005
C) Da die Universalprimer im Vergleich zu den chimdiren Primern
im Uberschuss vorliegen, laufen alle weiteren Zyklen unter Ver-
wendung dieses Primers ab, wodurch die RNA-Mengen vor und
nach der PCR-Reaktion im Verhiltnis zueinander konstant blei-
ben. Die Fluoreszenzmarkierung (Stern) des Universalprimers er-
moglicht im Anschluss an die Reaktion die Detektion und Quanti-
fizierung der Transkriptmengen in der Kapillarelektrophorese.

1.2.2  Quantifizierung der Fragmente

Um die RNA-Mengen der analysierten Gene berechnen zu konnen,
miissen die Fragmente zuerst in einer Kapillarelektrophorese aufge-
trennt und quantifiziert werden.

Die Proben wurden dazu in einem elektrischen Feld in eine Kapillare
geladen und nach ihren Fragmentgrofien separiert. Die Detektion der
Fragmente erfolgte tiber die Fluoreszenzmarkierung des Universal-
primers an einem Detektor, der sich am Ende der Kapillare befindet.
Die Fluoreszenzintensitdten der einzelnen Fragmente wurden in Ab-
hangigkeit ihrer spezifischen Laufzeit in einem so genannten Elektro-
pherogramm dargestellt. Aus den somit erhaltenen Peakflachen kon-
nen anschlieffend die spezifischen RNA-Mengen berechnet werden
(vgl. Kap. 5.14.5). Die Zuordnung der Transkripte zu den Fragmen-
ten erfolgte tiber die Umrechnung ihrer Laufzeiten in der Kapillare in
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die fragmentspezifischen Langen. Dazu wurde eine Eichkurve aus ei-
nem, der Probe separat zugegebenen, DNA-GrofSenstandard erstellt.
Die Umrechnung der Laufzeiten in Fragmentgrofien erfolgte anschlie-
fend tiber die Geratesoftware (vgl. Kap. 5.14.5). Ein Beispiel fiir ein
solches Elektropherogramm ist in Abb. 1.8 dargestellt.
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Abbildung 1.8: Quantifizierung der Fragmente — Elektropherogramm

Die detektierten Fluoreszenzintensititen werden in einem Elektro-
pherogramm in Abhingigkeit ihrer spezifischen Laufzeit aufgetra-
gen. Die Fragmentpeaks der Proben sind in violett und die Peaks
des DNA-Grofienstandards in rot dargestellt.

Da die Beladung der Kapillare von Probe zu Probe variieren kann,
wird in die RT-PCR-Reaktion jeder Probe zusétzlich eine bestimmte
Menge von 16S rRNA aus Halobacterium salinarum zugegeben. Da-
durch wird eine Normierung der Proben auf die Standard-RNA
ermoglicht, was Differenzen in der Beladung der Kapillare ausgleicht
und einen relativen Vergleich der Transkriptmengen von Probe zu
Probe ermoglicht (vgl. Abb. 1.9).

Zur Berechnung der RNA-Mengen, aus den in der Kapillarelektro-
phorese erhaltenen Peakflichen der Fragmente, musste zuerst eine
Standardkurve erstellt werden. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe
aus einem RNA-Pool aller Proben mit bekannten Konzentrationen
gemessen. Die Peakflichen der betrachteten Gene wurden auf den
Peak der Referenz-RNA normiert und doppellogarithmisch tiber die
RNA-Mengen aufgetragen. Fiir jedes Gen wurde mittels linearer Re-
gression die entsprechende Regressionsgerade berechnet. Die Anstie-
ge der Geraden aller Gene wurden anschlieflend gemittelt und mit
diesem mittleren Anstieg wurde ein neuer Schnittpunkt mit der Or-
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dinatenachse ermittelt. Diese gemittelte Geradengleichung dient nun
zur Berechnung der RNA-Mengen (vgl. Kap. 5.14.5, Abb. 5.3, links).

Kapillarelektrophoretische Analyse

Fluoreszenzintensitit

A
Fragment 2 Fragment 1 Fragment K

Standardfragmente

» Zeit

Umrechnung der Laufzeit in

. . Fragmentgrofien tiber den mitgefiihrten
Fluoreszenzintensitat

A
Fragment 2 Fragment 1 Fragment K

Standardfragmente

A

Abbildung 1.9: eXpress-Profiling — kapillarelektrophoretische Auftrennung
Rothe u. a., 2005

» Fragmentgrofie

Fragment-Peaks sind in schwarz dargestellt, die Peaks des DNA-
Groflenstandards in rot.

Die Genexpression lisst sich mit Hilfe der kapillarelektrophoreti-
schen Auftrennung iiber den Vergleich mit Kontrollgenen (K) er-
mitteln. Ohne Induktion ist Gen 1 am stiirksten exprimiert. Nach
Induktion zeigt sich, dass sich die Expressionsstiirke von Gen 1 im
Vergleich zum Kontroll-Gen verringert hat, wohingegen die Ex-
pressionsstirke von Gen 2 gestiegen ist.
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1.3 WADDINGTON MODELL DER EPIGENETISCHEN LANDSCHAF-
TEN

Die 1957 von Conrad Hal Waddington veroffentlichte Theorie zu den
epigenetischen Landschaften (EL) (Waddington, 1957) ist ein intuiti-
ves Modell zum Verstandnis der Entwicklung einer Zelle von einem
undifferenzierten Zustand zu einem differenzierten und spezialisier-
ten Zelltyp (Goldberg, Allis und Bernstein, 2007). Diese Landschaf-
ten stellen eine visuelle Metapher einer Vielzahl von entweder/oder-
Entscheidungsprozessen dar, die das Schicksal einer Zelle in Bezug
auf ihre weitere Entwicklung bestimmen. Waddingtons’s epigeneti-
sche Landschaften beschreiben eine Berg- und Tal-Landschaft, wobei
jedes Tal einen hadufig beschrittenen Weg zu einem stabilen Differen-
zierungszustand darstellt. Die Téler dieser Landschaften teilen sich
immer wieder in kleinere Unterbereiche auf, wobei die Zelle letz-
ten Endes in einem von mehreren abschlieffenden Tilern verharren
wird. Diese Tédler symbolisieren einen endgiiltig ausdifferenzierten
Entwicklungszustand (James E. Ferrell, 2012). Die als Kugel symbo-
lisierte Zelle bewegt sich auf Trajektorien bergab durch diese Land-
schaft. Dabei bestimmen externe Stimuli, wie induktive Einfliisse und
interne Faktoren, wie die Expression homootischer Gene, welches Tal,
beziehungsweise welchen stabilen Zustand die Zelle wihlen wird.
Eine leicht lesbare Darstellung dieses Konzeptes, einschliefdlich ei-
ner moglichen physikalisch-chemischen Interpretation, ist in James
E. Ferrell, 2012 zu finden. Eine Zeichnung von Waddington’s epige-
netischer Landschaft ist in Abb. 1.10 darstellt.

!

Abbildung 1.10: Epigenetische Landschaften nach Waddington, 1957
Erlduterungen im Text
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Waddington’s Uberlegungen fiihrten aufgrund ihrer physikalisch-
chemischen Interpretierbarkeit und dem bekannten Verhalten
dynamischer Systeme zu weitaus mehr als nur zu einer Metapher.
James E. Ferrell, 2012 und andere geben den drei Dimensionen
der Landschaft eine physikalische Interpretation. So représentiert
die x-Achse eine zeitabhdngige Zustandsvariable, welche mit dem
Output des regulatorischen Systems vergleichbar ist, der die Diffe-
renzierung vorantreibt. Die y-Achse hingegen symbolisiert die Zeit,
in der die Zelle den Differenzierungsvorgang durchlduft, wohin-
gegen die vertikale z-Achse das Systempotential darstellt. Dieses
Systempotential ist ein Analogon zu einem elektrischen Potential
oder einem Gravitationsfeld und stellt eine Funktion des Outputs
und der Zeit dar. Weiterhin beschreibt James E. Ferrell, 2012, dass
die Oberfldche dieser Potentiallandschaft bestimmt wird durch Gene,
RNAs, Proteine und Metabolite, die gemeinschaftlich die Dynamik
der Regulatoren steuern, die das Zellschicksal bestimmen. Das
Zusammenspiel von Waddingtons Metapher der epigenetischen
Landschaft und einem systemtheoretischen Ansatz wird auch als
Epigenetische-Attraktor-Landschaft (EAL) bezeichnet. In diesem
Zusammenhang muss klargestellt werden, dass der Begriff ,epige-
netisch” in seiner urspriinglichen Bedeutung als "iiber den Genen
stehend" begriffen wird. Er darf nicht mit der in der Molekularbiolo-
gie tiblichen Bezeichnungsweise fiir die kovalente Modifikation der
genomischen DNA durch Methylierung oder mit der Acetylierung
von Histonen verwechselt werden, die beide die Expressionsstiarke
von Genen beeinflussen.

Diese Theorie der epigenetischen Landschaften dient aktuell als
Grundlage vieler Modellierungsarbeiten, die darauf abzielen, die zel-
lulédre Differenzierung besser verstehen zu konnen. In W. Wang, 2013
wurden vier Schritte beschrieben, die zur Rekonstruktion von EALs
auf der Grundlage von genregulatorischen Netzwerken (GRN) essen-
tiell sind.

1. Etablierung eines genregulatorischen Netzwerkes aus experi-
mentellen Daten

2. Modellierung der Attraktor- (und Quasipotential-) Landschaft

3. Rechnergestiitzte Vorhersage der Zellzustandsantwort auf spe-
zifische Storeinfliisse

4. Analyse der vorherrschenden Wege von Zellschicksalsentschei-
dungen

Davila-Velderrain, Martinez-Garcia und Alvarez-Buylla, 2015
stellten mehrere Ansdtze vor, mit denen epigenetische Attraktor-
Landschaften aus Genregulationsdaten modelliert werden konnen.
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Beispielhaft wurde die Rekonstruktion stochastischer EALs auf
der Grundlage von Booleschen Genregulationsnetzwerken und die
Modellierung stochastischer EALs aus kontinuierlichen GRNs be-
schrieben. Zhou und Li, 2016 stellen in ihrer Arbeit ebenfalls mehrere
Moglichkeiten zur Modellierung epigenetischer Landschaften fiir
komplexe Systeme mit mehreren Ruhelagen vor. Neben dem Ansatz
zur Darstellung der Potentiallandschaft von Wang (J. Wang, Xu und
E. Wang, 2008 und J. Wang, K. Zhang u.a., 2010), der Modellierung
tiber die Zerlegung stochastischer Differentialgleichung und dem
A-Typ Integral (Ao, 2004 und Zhu u.a., 2004) wurde auch das
Freidlin-Wentzell-Potential (Freidlin und Wentzell, 1984) als Mog-
lichkeit zur Rekonstruktion der Potentiallandschaft beschrieben. Das
Freidlin-Wentzell-Theorem stellt ein Resultat der Theorie der grofien
Abweichungen stochastischer Prozesse dar und scheint nach aktuel-
lem Stand der Forschung eine probate Methode zur Modellierung
genregulatorischer Netzwerke zu sein. Fiir eine rigorose Validierung
dieser verschiedenen theoretischen Ansitze fehlen allerdings nach
wie vor experimentelle Daten in hinreichender Qualitédt. Eine wichti-
ge Moglichkeit solche Daten zu ermitteln, besteht darin, die Antwort
des Systems auf experimentelle Perturbation zu analysieren. Hier
setzt die vorliegende Doktorarbeit ein.

Mithilfe dieser Modellierungsansitze konnen, die Validitdt des
Modells vorausgesetzt, Voraussagen dariiber getroffen werden, wie
die An- oder Abwesenheit bestimmter Gene dariiber entscheidet,
welchem Pfad die Zelle in dieser Landschaft folgt, beziehungsweise
wie sie das Schicksal einer Zelle beeinflussen. Um modellbasierte,
realistische Voraussagen zu machen, die auch auf einem Verstandnis
der Systemdynamik beruhen, ist es erforderlich, die Krifte, die die
Differenzierung steuern und die Grenzen, die stabile Differenzie-
rungszustidnde voneinander abtrennen, auch auf molekularer Ebene
zu verstehen und zu quantifizieren. Dadurch erhofft man sich, die
Effizienz von Ent- und Transdifferenzierung vorherzusagen und
optimale Routen der Zelldifferenzierung identifizieren zu konnen
(Bhattacharya, Q. Zhang und Andersen, 2011).

Konkret sollen in dieser Arbeit die Transkriptmengen von 35 Genen,
die am Prozess der Sporulation des Myxomyceten Physarum polyce-
phalum beteiligt sind, quantifiziert werden. Anhand dieser Daten, die
sowohl von Wildtypplasmodien, als auch von Sporulationsmutanten
gewonnen wurden, soll das der Sporulation zugrundeliegende Reak-
tionsnetzwerk ausgewertet und analysiert werden. Langfristiges Ziel
ist es, die somit gewonnenen Daten zu verwenden, um die von Wad-
dington inspirierte Quasipotential-Landschaft der zelluldren Repro-
grammierung zu rekonstruieren.
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Als Modell zur Analyse der zelluldren Differenzierung wurde in
dieser Arbeit der Sporulationsprozess des Myxomyceten Physarum
polycephalum herangezogen. Um die molekularen Interaktionen
zu analysieren, die den Differenzierungsprozess der Sporulation
steuern, wurden die individuellen Genexpressionsmuster zweier
unterschiedlicher Sporulationsmutanten des Organismus und deren
Fusionszellen quantifiziert und untersucht (vgl. Kapitel 5.5 Tab.
5.5). Diese Mutanten wurden durch chemische Mutagenese aus
Wildtypplasmodien erzeugt, kultiviert und anschlieffend auf ihren
Phéanotyp hinsichtlich des Sporulationsverhaltens gescreent. Veran-
derungen im Sporulationsverhalten der Mutantenstimme konnen
eine verminderte Bereitschaft zur Sporulation nach Belichtung in
einem kompetenten Plasmodium oder der Erwerb der Fiahigkeit zur
spontanen Sporulation sein. Ein spontan sporulierendes Plasmodium
ist in der Lage den Differenzierungsvorgang nach Erreichen der
Sporulationskompetenz zu durchlaufen, ohne durch ein Lichtsignal
induziert worden zu sein. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Analysen wurden von den genannten Mutantenstimmen jene aus-
gewihlt, die einen stabilen verdnderten Phanotyp aufwiesen (Rétzel
u.a., 2013).

Es wird davon ausgegangen, dass die verdnderte Bereitschaft zur
Sporulation in diesen Plasmodien ursidchlich mit einer durch die
Mutangenese hervorgerufenen Verdnderung in einem der sporulati-
onsreleventen Gene im Zusammenhang steht. Dass dies tatsdchlich
der Fall ist, wurde durch Segregationsanalysen nach Riickkreuzung
mit einem Wildtyp-Stamm gezeigt (W. Marwan, personliche Mittei-
lung). Durch die Analyse der, im Vergleich zum Wildtyp verdnderten,
Genexpressionsmuster dieser Mutanten kann auf die Funktion des
betroffenen Gens geschlossen und gegebenenfalls alternative Signal-
wege des Differenzierungsvorgangs untersucht werden.

Eine weitere Art der Analyse des Regulationsnetzwerkes ist die Ver-
schmelzung dieser genetisch verdnderten Zellen zu einem Fusions-
plasmodium. Die Analyse der Genexpressionsmuster an einem Fusi-
onsplasmodium zweier Mutanten mit Sporulationsdefekt ermoglicht
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es, den Defekt im vorliegenden Regulationsnetzwerk durch Komple-
mentation der entsprechenden Gene zu iiberbriicken, wiahrend das
Signal durch das Netzwerk fliefst (Marwan, 2006). Dadurch kann der
Zeitpunkt, an dem die Mischung der Genprodukte vonstatten geht,
gezielt gesteuert und der Weg, den das Signal durch das Netzwerk
nimmt, Schritt fiir Schritt nachvollzogen werden (Marwan, 2006).
Zur Analyse der molekularen Mechanismen, die den Vorgang der
Sporulation in P. polycephalum steuern, wurde aus Transkriptomdaten
von Barrantes u.a., 2010 ein Set aus 35 Genen zusammengestellt,
welche wihrend des Differenzierungsvorganges differentiell reguliert
werden. Zur Rekonstruktion des Differenzierungsvorganges wurden
die Transkriptmengen dieser 35 Gene (vgl. Kap. 5.25) mit dem
eXpress-Profiling-System analysiert. Dazu wurde die Gesamt-RNA
aus den Plasmodien isoliert, in einer RT-PCR-Reaktion amplifiziert
und anschlieffend in einer Kapillarelektrophorese quantifiziert (vgl.
Kap. 5.14). Aus den resultierenden Daten wurden die RNA-Mengen
berechnet, auf deren Grundlage das Regulationsnetzwerk rekonstru-
iert werden soll.

Anhand eines komplexen Versuchsaufbaues (vgl. Kapitel 2.2.1,
Kapitel 2.3.1 und Kapitel 5.9) sollten in dieser Arbeit sowohl die
zeitliche Anderung der Genexpressionslevel der Mutanten, als auch
der Einfluss von Zellfusionen beider Stamme auf den Differenzie-
rungsvorgang untersucht werden.

2.1 PHANOTYPISCHE CHARAKTERISIERUNG VON MUTANTEN-
STAMMEN DES ORGANISMUS PHYSARUM POLYCEPHALUM

Die sporulationsabhédngige, zeitliche Verdnderung der in dieser Ar-
beit analysierten Genexpressionslevel ist in Wildtypplasmodien be-
reits gut untersucht (Hoffmann u. a., 2012 und Rétzel, 2015). Im Ver-
gleich zu der Sporulation der Wildtyp-Plasmodien wurde hier jedoch
das Differenzierungsverhalten zweier Sporulationsmutanten auf der
Ebene differentiell exprimierter Gene analysiert. Dazu sollte zuerst
das Sporulationsverhalten der verwendeten Mutantenstimme charak-
terisiert und anschlieffend Unterschiede im Genexpressionsverhalten
zwischen Mutante und Wildtyp in Zeitreihenanalysen herausgearbei-
tet werden.

2.1.1  Sporulationsverhalten der Mutantenstimme

Da es sich bei beiden analysierten Stimmen um Sporulationsmutan-
ten handelte, sollte zuerst das Sporulationsverhalten der Zellen analy-
siert werden. Die Sporulationskontrolle erfolgte bei beiden Stimmen
ca. 24 Stunden nach Induktion der Differenzierung bei belichteten
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Stammen, beziehungsweise ca. 24 Stunden nach der ersten Probenah-
me bei unbelichteten Stimmen. Die erste Probenahme entspricht da-
bei dem Zeitpunkt vor der Induktion der Plasmodien. Es ergaben sich
folgende Verhiltnisse von sporulierten zu nicht sporulierten Plasmo-
dien (s. Tabelle 2.1). Die Belichtung der Zellen erfolgte unter Rotlicht
(FR, A > 700 nm, 13 W/m?) fiir 30 min.

Tabelle 2.1: Verhiltnis von sporulierten zu nicht sporulierten Plasmodien

Stamm | Belichtung | Sporuliert | Nicht sporuliert | Stichproben-
FR, 30 min in % in % zahl
N26B5 Ja 60 40 15
N26B5 Nein 0 100 15
N11D4g Ja 0 100 15
N11D4g Nein 0 100 15

Der Stamm N26Bs5 ist eine stabile Mutante, die eine stark reduzier-
te Lichtempfindlichkeit aufweist. Plasmodien dieses Stammes sind
jedoch bei einer Belichtungsdauer, die im Wildtyp saturierend wirkt,
teilweise in der Lage zu sporulieren. Die hier gezeigten Ergebnisse be-
legen, dass der Stamm N26B5 trotz eines Defektes in der Signalkaska-
de, die die Sporulation steuert, mit 60 % sporulierten Plasmodien zur
Differenzierung fahig ist. Jedoch ist die Sporulationsrate in diesem
Stamm im Vergleich zu Wildtypplasmodien deutlich geringer. Hier
tritt bei gleicher Belichtungs- und Hungerzeit eine Sporulationsrate
von 91,7 % auf (siehe Rétzel, 2015). Ohne vorhergehende Belichtung
der Zellen zeigte N26B5 keine Sporulation.

Der Stamm N11D4 war sowohl mit, als auch ohne Belichtung der
Zellen nicht in der Lage zu sporulieren.

2.2 GENEXPRESSIONSANALYSEN IN ZEITREIHENEXPERIMENTEN

Zur Untersuchung der Entwicklung der Genexpression wahrend ei-
nes Differenzierungsvorganges stellen Zeitreihenexperimente eine be-
sonders aussagekriftige und daher hdufig verwendete Analysemetho-
de dar. Diese Art von Versuchsaufbau ermoglicht es in fortlaufenden
Zeitschritten nach Induktion des Differenzierungsvorganges mit Rot-
licht (Far Red Light (FR)) Material der untersuchten Zellen zu ent-
nehmen. Mithilfe der aus diesen Proben isolierten RNA kann im An-
schluss die zeitliche Anderung der Genexpression wihrend der zellu-
laren Differenzierung nachvollzogen werden. Daraus kénnen Kandi-
datengene identifiziert werden, die den Differenzierungsprozess steu-
ern. Der zur Durchfithrung von Zeitreihenanalyen in Physarum poly-
cephalum verwendete Versuchsaufbau ist in zwei Teilversuche geglie-
dert und in Kapitel 2.2.1, Abbildung 2.1 dargestellt. Aus diesem expe-
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rimentellen Setup wurden die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Proben an
den genannten Zeitpunkten entnommen.

Tabelle 2.2: Isolierte Proben fiir Zeitserien

Stamm | Belichtung | Zeitpunkt Probenahme
FR, 30 min
Teilversuch 1 ‘ ‘
N26B5 Nein DK
N26B5 Ja 4 h nach FR
N26Bs5 Ja 8 h nach FR
N11Dg Nein DK
N11Dyg Nein 4 h nach Start *
N11Dg Nein 8 h nach Start *
Teilversuch 2 ‘ ‘
N11D4 Nein DK
N11Dg4 Ja 4 h nach FR
N11Dyg Ja 8 h nach FR
N26B5 Nein DK
N26B5 Nein 4 h nach Start *
N26B5 Nein 8 h nach Start *

2.2.1  Versuchsaufbau fiir Zeitreihenexperimente

In diesem experimentellen Setup wurde mit zwei Sporulationsmutan-
ten von P. polycephalum, N25B6 und N11D4, gearbeitet. Zu Beginn der
Probenahme wurde von allen Plasmodien beider Stimme ein Ach-
tel des Zellmaterials als Dunkelkontrolle (DK) mit einem Glasloffel
von der Agarplatte abgenommen. Das Pellet wurde mit einem, in
Stickstoff vorgekiihltem Plastikspatel, vom Loffel abgenommen und
in einem, mit Fliissigstickstoff gefiilltem Cryorthrchen, schockgefro-
ren. Um die Riickfiitterung der Plasmodien mit Zellresten zu verhin-
dern, wurde der abgeerntete Agar mit einem Spatel von den Platten
entfernt.

Anschlieffend wurde Stamm Stamm N26B5 (vgl Abbildung 2.1) fiir 30
min mit dunkelrotem Licht (A > 700 nm, 13 sz), wie in Marwan,
1998 beschrieben, belichtet, um die Sporulation zu induzieren. Der
Stamm N11D4, vgl. Abbildung 2.1 verblieb uninduziert. Vier Stunden
nach der Belichtung wurde von den Plasmodien beider Staimme er-
neut ein Achtel des Zellmaterials wie beschrieben abgenommen und
eingefroren. Acht Stunden nach Belichtung wurde erneut ein Ach-

1 Start ist der Zeitpunkt der Induktion der belichteten Proben
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tel jedes Plasmodiums beider Staimme abgenommen und eingefroren.
Der Rest des Zellmaterials verblieb als Sporulationskontrolle auf den
Platten.

Zusétzlich wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. In diesem
Experiment wurde Stamm N11D4 belichtet und Stamm N26B5 ver-
blieb unbelichtet.
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Abbildung 2.1: Probenahmeschema fiir Zeitreihenexperimente

Rechts und links: Dargestellt ist das Probenahmeschema zur Ana-
lyse von Zeitreihenexperimenten. (Mitte, transparent: Probenah-
meschma fiir Fusionsexperimente, vgl. Kapitel 2.3). Das komplette
Versuchsschema ist in Kapitel 5.9, Abbildung 5.1 dargestellt.

2.2.2  Identifikation zellspezifischer Trajektorien in Mutantenstimmen mit-

hilfe der Hauptkomponentenanalyse

Um die Anderung der Genexpressionsniveaus der untersuchten
Plasmodien in uibersichtlicher und anschaulicher Form darzustellen,
wurden die gemessenen Daten mithilfe der Principle Component
Analysis (PCA), auch Hauptkomponentenanalyse, wie in Kapitel
5.15.3 beschrieben, untersucht. Die PCA ist ein machtiges Werk-
zeug in der Biostatistik um grofie Datensdtze, wie sie oftmals fiir
Genexpressionanalysen iiblich sind, in ihrer Dimensionalitit auf
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lineare Merkmalskombinationen zu reduzieren, die die grofsten
Schwankungen der Attribute eines Datensatzes verursachen. Diese
Linearkombinationen werden auch Hauptkomponenten genannt
(Hubert und Engelen, 2004).

In diesem Teil der Arbeit wurden die Proben der Zeitreihenanalyse
beider Stimme, sowohl belichtet als auch unbelichtet, mithilfe der
PCA untersucht. Die Genexpressionslevel wurden jeweils unmittel-
bar vor der Belichtung, als auch vier Stunden und acht Stunden nach
Induktion mit dunkelrotem Licht, untersucht (vgl. Tabelle 2.2). Die
sogenannten Loadings, d.h. die Koordinaten der untersuchten Plas-
modien im dimensionsreduzierten Raum, sind fiir den Stamm N26B5
in Abbildung 2.2 dargestellt. Die Ergebnisse der Analyse zeigten fiir
die sporulierten Plasmodien des Stammes N26B5 (Abb. 2.2, 1A und
2A) keine klare Abgrenzung zwischen den Datenpunkten der Dun-
kelkontrolle und denen, die vier Stunden nach Induktion gemessen
wurden. Zum Zeitpunkt um acht Stunden nach Belichtung der Plas-
modien konnte jedoch ein deutlicher Trend der Datenpunkte in den
rechten unteren Bereich des PCA-Plots beobachtet werden, der weder
in den belichteten, nicht sporulierten Zellen dieses Stammes (Abb. 2.2,
1B und 2B), noch in den unbelichteten Plasmodien von N26B5 auf-
trat (Abb. 2.2, 1C und 2C). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass
sich die Datenpunkte in den belichteten, spo™-Plasmodien (Abb. 2.2,
1B und 2B) deutlich auf den Wert um vier Stunden nach Belichtung
fokussieren, wihrend in den Datenpunkten der unbelichteten Plas-
modien (Abb. 2.2, 1C und 2C) diese Fokussierung nicht stattfindet
und die Datenpunkte deutlich weiter streuen. Dieser Bereich der Fo-
kussierung wurde in Abb. 2.2, 1A-C mit einem blauen Kreis manuell
markiert. Diese Ergebnisse indizieren, dass es sich bei der Region des
PCA-Plots, in den die spo'-Plasmodien in Abbildung 2.2, 1A nach
acht Stunden abdriften, um einen Zustand handelt, der ausschlief3lich
von sporulierenden Plasmodien erreicht wurde und der somit spezi-
fisch fiir die Sporulation zu sein scheint. Nichtsporulierende Plasmo-
dien verbleiben in einem zweiten, scheinbar stabilen oder zumindest
metastabilen, Zustand, welcher auf der Genexpressionsebene circa
vier Stunden nach der Induktion eingenommen wird. Die hier identi-
tizierten Genexpressionszustande, stellen einen Hinweis auf die Exis-
tenz der von Waddington postulierten epigenetischen Landschaften
dar (Waddington, 1957). In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit sol-
len diese beschriebenen Landschaften nachgewiesen und ihre Eigen-
schaften soweit wie moglich nachvollzogen werden.
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Abbildung 2.2: Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fiir den Mutan-
tenstamm N26B5

Dargestellt sind jeweils die ersten zwei Hauptkomponenten der
PCA-Analyse fiir den Mutantenstamm N26B5, wobei Dunkelkon-
trollen zu o h in schwarz, Proben zu 4 h in griin und zu 8 h
nach Induktion in rot dargestellt sind. Die hier abgebildeten Da-
tensiitze entstammen derselben PCA-Analyse. Dabei decken die
beiden dargestellten Hauptkomponenten insgesamt 78,31 % der
Varianz innerhalb des Datzensatzes ab. Mit einem blauen Kreis
ist der Bereich markiert, auf den sich die Datenpunkte nach 4
Stunden fokussieren. 1) Dargestellt sind die Bereiche, in denen
die meisten Datenpunkte liegen. 2) Darstellung aller Datenpunk-
te. A) sporulations-positive Plasmodien des belichteten Stammes
N26Bs5, B) sporulations-negative Plasmodien des belichteten Stam-
mes N26B5 und C) unbelichteter Stamm N26Bj5.

Weiterhin sollte das Differenzierungsverhalten des Stammes N11D4
mithilfe der Hauptkomponentenanalyse charakterisiert werden.
Die Ergebnisse der PCA fiir diese Sporulationsmutante sind in
Abbildung 2.3 dargestellt.

Fiir den Mutantenstamm N11D4 konnte der, fiir die sporulierten Plas-
modien der Mutante N26B5 definierte, Drift in die sporulationsspezi-
fische Region des PCA-Plots nicht beobachtet werden (vgl. Abb. 2.3,
1A und 2A). Diese Ergebnisse belegen somit auch die in den Experi-
menten beobachtete Unfahigkeit dieses Stammes zur Sporulation. Es
schienen jedoch einige der Plasmodien nach acht Stunden einen al-
ternativen Zustand oder Differenzierungspfad einzunehmen. Dieser
Zustand ist durch einen Drift in die rechte, obere Region des PCA-
Plots gekennzeichnet. Das Erreichen der sporulationsspezifischen Re-
gion konnte jedoch, zumindest in diesem Zeitintervall, auch nicht
iiber diesen alternativen Weg erreicht werden. Die zuvor in den indu-
zierten Plasmodien des Stammes N26B5 beobachtete Fokussierung
der Datenpunkte auf den Vier-Stunden-Zustand wurde ebenfalls in
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den induzierten Zellen von N11D4 beobachtet. Die nicht induzierten
Plasmodien dieser Mutante zeigten dieses Verhalten nicht. Hier war
erneut eine starke Streuung der Datenpunkte zu erkennen (vgl. Abb.
2.3, 1B und 2B). Aufféllig ist hierbei, dass die Dunkelkontrollwerte in
Abb. 2.3, 1A deutlich weniger streuen als die Dunkelkontrollwerte in
Abb. 2.3, 1B. Diese Streuung konnte dadurch Zustande gekommen
sein, dass diese Werte aus zwei zeitlich versetzten Teilexperimenten
stammen. Sowohl eine geringfiigig verdnderte Lagerbedingung der
Zellen als auch unterschiedliche Zellzyklusstadien konnten diese Un-
terschiede verursachen.
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Abbildung 2.3: Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fiir den Mutan-
tenstamm N11Dyg

Dargestellt sind jeweils die ersten zwei Hauptkomponenten der
PCA-Analyse fiir den Mutantenstamm N11D4, wobei Dunkelkon-
trollen zu o h in schwarz, Proben zu 4 h in griin und zu 8 h nach
Induktion in rot dargestellt sind. Die abgebildeten Datenpunkte
stammen aus derselben PCA, wobei die hier dargestellte 1. und 2.
Hauptkomponente zusammen 78,31 % der Varianz in diesem Da-
tensatz erkliren. 1) Dargestellt sind die Bereiche, in denen sich die
meisten Datenpunkte befinden. 2) Dargestellt sind alle Datenpunk-
te. A) belichteter Stamm N11Dg, B) unbelichteter Stamm N11Da4.
In diesem Versuch sporulierte keines der Plasmodien.

Zusétzlich wurden die individuellen Trajektorien, die die einzelnen
Plasmodien in den PCA-Plots einnehmen, dargestellt (Abb. A.1, A.2,
A.3 und A.4 im Anhang). Es konnte beobachtet werden, dass sich
jedes Plasmodium auf einer individuellen Trajektorie auf seinen spe-
zifischen Endpunkt zubewegt. Dieses Verhalten ist unabhéngig von
der Fahigkeit zur Sporulation.

Beispielhaft sind in Abbildung 2.4 die Trajektorien von jeweils drei
sporulierten und drei nicht sporulierten Plasmodien des belichteten
Stammes N26B5 dargestellt. Obwohl sich alle sporulierten Plasmodi-
en in denselben Endzustand bewegen, folgt jede einzelne Zelle ihrer
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individuellen Trajektorie in diese spezifische Region. Die Trajektorien
unterscheiden sich dabei deutlich voneinander.

Noch stirker ausgepréagt ist dieses Verhalten in den nicht induzierten
Zellen der Mutante N11D4 in Abbildung 2.5 zu beobachten. Hier sind
sowohl der Start- als auch Endpunkt der durch die PCA berechneten
Trajektorien deutlich voneinander verschieden. Dabei verlaufen die
Kurven sogar in entgegengesetzte Richtung.

Schlussendlich kann festgehalten werden, dass sich jedes einzelne
Plasmodium wéhrend der zelluldren Differenzierung auf einem indi-
viduellen Pfad bewegt, der sich sichtbar von den Pfaden anderer Zel-
len unterscheidet. Diese Unterschiede sind dabei unabhéangig von der
Entscheidung, ob die Sporulation erfolgt oder nicht. Die Trajektorien
der induzierten Plasmodien verlaufen im Vergleich zu den nicht in-
duzierten Zellen deutlich zielgerichteter und geradliniger. Die in der
PCA analysierten Datenpunkte der sporulations-positiven Plasmodi-
en bewegen sich zielgerichtet in eine sporulationsspezifische Region
des Zustandsraumes, wohingegen sich die Daten der sporulations-
negativen Zellen auf den Zustand fokussieren, der in etwa vier Stun-
den nach der Belichtung der Zellen eingenommen wird. Plasmodien,
die nicht induziert wurden, zeigen ein eher ungerichtetes Verhalten
in den PCA-Plots. Sie streben weder in einen definierten, differenzie-
rungsspezifischen Zustand noch zeigen die berechneten Trajektorien
ein einheitliches Verhalten betreffend ihres Anfangs- und Endpunk-
tes.

Verlaufe in der PCA sporuliert und nicht sporuliert
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Abbildung 2.4: Vergleich der PCA-Trajektorien von sporulierten und nicht
sporulierten Plasmodien der Mutante N26B5

Dargestellt sind die individuellen Trajektorien der Plasmodien fiir
Stamm N26B5 (induziert) im PCA Plot iiber alle analysierten
Zeitpunkte (o h, 4 h, 8 h). Der Startpunkt zu o h ist mit einem
Stern (*) markiert. Sporulierte Plasmodien sind in rot und nicht
sporulierte Plasmodien in schwarz dargestellt.
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Trajektorien fiir Mutante N11D4, uninduziert in der PCA
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Abbildung 2.5: Vergleich der PCA Trajektorien der Mutante N11Dg4

Dargestellt sind die individuellen Trajektorien der Plasmodien fiir
Stamm N11Dg (uninduziert) im PCA Plot iiber alle analysierten
Zeitpunkte (o h, 4 h, 8 h). Der Startpunkt zu o h ist mit einem
Stern (*) markiert.

2.2.3 Identifizierung von sporulationsrelevanten Genen unter Zuhilfenah-
me von Signifikanzanalysen

In Vorarbeiten von Ritzel, 2015 und Hoffmann u. a., 2012 konnten be-
reits Gene identifiziert werden, deren spezifische Expression typisch
fiir den Vorgang der Sporulation in Wildtyp-Plasmodien des Organis-
mus Physarum polycephalum war. In dieser Arbeit wurde das spezifi-
sche Genexpressionsmuster der zwei betrachteten Mutantenstimme
analysiert. Dabei sollten Unterschiede zu dem bisher identifizierten
Genexpressionsmuster des Wildtyps aufgezeigt und gegebenenfalls
alternative Signalwege rekonstruiert werden.

Die Analyseergebnisse der PCA zeigten deutliche Lageunterschiede
zwischen sporulierten und nicht-sporulierten Plasmodien im dimen-
sionsreduzierten Raum des PCA-Plots. Um zu untersuchen welche
Anderungen der Genexpressionsniveaus diese Lageunterschiede ver-
ursachen, wurden die gemessenen Expressionslevel aller Plasmodien
mithilfe eines Signifikanztests auf ihre Unterscheidbarkeit tiberpriift.
Fiir unverbundene Proben, wie zum Beispiel der Vergleich von zwei
verschiedenen Stammen, wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.
Fiir verbundene Proben, wie Zeitreihenanalysen derselben Plasmo-
dien, kam der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest zur Anwendung (vgl.
Kap. 5.15.1 und 5.15.2).

Zur Durchfithrung dieser Analysen wurden die Expressionslevel je-
des Stammes von Analysezeitpunkt zu Analysezeitpunkt fiir jedes
Gen mithilfe der oben genannten Signifikanztests verglichen und die
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Ergebnisse farbig aufgetragen. Die Durchfiihrung dieser Signifikanz-
analysen ist in Abbildung 2.6 beispielhaft dargestellt. Mithilfe des
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest wird fiir zwei ausgewdhlte Datensét-
ze verglichen, ob sich die Transkriptmengen der einzelnen Gene zwi-
schen beiden Datensdtzen signifikant unterscheiden. Dabei werden
je Gen die Transkriptmengen aller Plasmodien mithilfe der in Kapi-
tel 5.15.1 und Kapitel 5.15.2 dargestellten Teststatistiken verglichen.
Diese Ergebnisse werden anschlieflend, wie in Abb. 2.6 abgebildet,
farbig dargestellt. Um die Unterschiede in den Expressionsleveln der
betrachteten Datensdtze quantifizieren zu konnen, wurden zusatzlich
die Quotienten der Mediane je Gen zwischen beiden Datensitzen be-
rechnet. Das heif$t, sowohl von Datensatz 1 als auch von Datensatz 2
wurde genweise der Median tiber die Expressionslevel aller Plasmo-
dien berechnet. AnschlieSlend wurde der Quotient dieser Mediane
ermittelt und in einer Tabelle, dquivalent zu den Auftragungen des
Signifikanztests, dargestellt.
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Datensatz 1:

N26B5 Dunkelkontrolle, spo+

Datensatz 2:
N26B5 4 h nach Belichtung, spo+
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Abbildung 2.6: Durchfithrung von Signifikanzanalysen am Beispiel der

sporulierten Plasmodien des Stammes N26B5

Hier dargestellt ist ein Vergleich zwischen den Dunkelkontrollen
der sporulierten Plasmodien des Stammes N26Bs5 und den Pro-
ben, die vier Stunden nach Belichtung ebenfalls an sporulierten
Plasmodien gemessen wurden. Diese zwei Datensiitze werden mit-
hilfe der jeweiligen Signifikanztests fiir jedes Gen separat vergli-
chen. Verringern sich die Transkritmengen zu vier Stunden nach
FR im Verglich zur Dunkelkontrolle mit einem Signifikanzniveau
(entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit) von 5 % fiir be-
stimmte Gene signifikant, so wird das entsprechende Feld in der
grafischen Auftragung griin dargestellt. Findet eine signifikante
Erhohung zum Zeitpunkt vier Stunden nach Belichtung statt, so
wird das entsprechende Feld rot eingefiirbt. Konnte keine signifi-
kante Anderung zwischen beiden Vergleichsdatensiitzen ermittelt
werden, so werden diese Gene weifS markiert. Zusitzlich wird der
Quotient der Mediane fiir jedes Gen beider Vergleichsdatensiitze
berechnet und tabellarisch aufgetragen.
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Fiir den Stamm N26B5 wurden die Analysen sowohl mit den Proben
der unbelichteten als auch mit den Proben der belichteten Plasmodi-
en durchgefiihrt, wobei letztere in sporulierte und nicht-sporulierte
Zellen unterteilt wurden. Dabei wurden jeweils Vergleiche der Zeit-
schritte zwischen Dunkelkontrolle und vier Stunden nach Induktion,
zwischen vier Stunden und acht Stunden nach Induktion und zwi-
schen der Dunkelkontrolle und acht Stunden nach Induktion durch-
gefiihrt. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 2.7 dargestellt. Fiir den
Zeitschritt zwischen Dunkelkontrolle (o h) und vier Stunden nach Be-
lichtung wurden folgende Gene in den spo*-Plasmodien signifikant
herunterreguliert (vgl. Abb. 2.7, A): psgA, pldC, pptB, pikB, ralA, nhpA,
pumA, ardA, meiB, cudA, ribA, damA und rasA. Zusitzlich wurden in
diesem Zeitabschnitt die Expressionslevel von drei Genen, cdcA, pakA
und pldA, als signifikant erhcht gekennzeichtet.

Im néchsten Zeitschritt von vier zu acht Stunden nach Belichtung ist
eine deutliche Abnahme der Anzahl an herunterregulierten Gene zu
verzeichnen, wohingegen sich die Anzahl der hochregulierten Gene
drastisch erhoht. So werden in diesem Zeitschritt die Gene pldB, pikB,
anxA, hstA und uchA herunterreguliert, wahrend die Expressionslevel
von ardA, pksA, damA und tspA bis rgsA (vgl. Abbildung 2.7) signifi-
kant ansteigen. Uber den gesamten Zeitraum von der Dunkelkontrol-
le zu acht Stunden nach Belichtung konnten zwei Gruppen von Ge-
nen identifiziert werden, welche wihrend des Sporulationsvorganges
differentiell reguliert wurden. Signifikant herunterreguliert wurden:

* psgA, pldC, pptB, pldB, pikB, ralA, nhpA, pumA, anxA, meiB, hstA,
penA, uchA, und ribB

wobei folgende Gruppe von Genen signifikant hochreguliert wurde:

o arpA, pptA, ehdA, spiA, cdcA, pakA, gapA, pldA, ligA, pwiA und
rgsA.

Die tibrigen Gene wurden in diesem Zeitraum nicht differentiell re-
guliert. Fiir die Sporulations-negativen Zellen des Stammes N26B5
konnte beobachtet werden, dass sich die differentiell regulierten Ge-
ne im ersten Zeitschritt von der Dunkelkontrolle bis hin zu vier Stun-
den nach Belichtung nur geringfiigig von denen der sporulations-
positiven Zellen unterscheiden (vgl. Abb. 2.7, B). Einige der im ers-
ten Zeitschritt herunterregulierten Gene sind hier nicht reguliert
(pptB, pikB, cudA und rasA), wohingegen die Gene pcnA und ligA in
den sporulations-negativen Zellen zusitzlich als herunterreguliert ge-
kennzeichnet wurden. Zusitzlich wurden in Abbildung 2.7, B die Ge-
ne arpA und ehdA als signifikant hochreguliert eingestuft. Im zweiten
Zeitschritt von vier zu acht Stunden nach Belichtung zeigte sich, dass
ein Grofsteil der Gene, welche bereits in den sporulations-positiven
Zellen als sporulationsrelevant identifiziert werden konnten, hier
nicht differentiell reguliert wurde. So konnte in diesen Plasmodien
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sowohl keine Herunterregulation der Gene pikB, anxA und hstA als
auch kein Anstieg der Expressionslevel in den Genen damA, tspA, ra-
sA, pptA, pakA, gapA, pldA und rgsA nachgewiesen werden. Unter
Betrachtung der Ergebnisse der Signifikanzanalyse der sporulations-
negativen Plasmodien iiber den gesamten Analysezeitraum von der
Dunkelkontrolle bis hin zu acht Stunden nach Induktion, konnten
folgende Gene als differentiell reguliert identifiziert werden:

* herunterreguliert: psgA, nhpA und rgsA
* hochreguliert: ardA, arpA, pptA, cdcA, pakA, pldA und ligA.

Diese Ergebnisse bestédtigen somit noch einmal die Resultate der vor-
hergehenden PCA-Analyse (vgl. Abbildung 2.2), welche aufzeigte,
dass sich die Genexpressionslevel der nicht-sporulierten Zellen bis zu
vier Stunden nach Induktion auf nahezu dieselbe Weise entwickeln
wie die Genexpressionslevel der sporulierten Zellen. Diese verharren
jedoch im Anschluss auf diesem Niveau und sind nicht zu einer Ent-
wicklung in den Genexpressionszustand nach acht Stunden nach In-
duktion der Differenzierung in der Lage. Die Plasmodien des nicht
belichteten Stammes N26B5 zeigten von der DK zu vier Stunden und
von vier zu acht Stunden nach Beginn der Analyse nur eine geringfii-
gige Anderung der Expressionslevel der analysierten Gene (vgl. Abb.
2.7, C). Lediglich iiber den gesamten Analysezeitraum von der DK zu
acht Stunden nach Induktion der Zellen konnten Unterschiede in der
Genexpression festgestellt werden. Auffillig ist hierbei, dass ein Grofs-
teil der Gene, die wahrend der Sporulation herunterreguliert werden
sollten, in diesen Zellen signifikant hochreguliert sind (z.B pptB, pldB
und pikB, vgl. Abb. 2.7 (a) C, markiert mit "1"), wohingegen die Ge-
ne rgsA und pwiA herunterreguliert sind, obwohl fiir eine erfolgrei-
che Sporulation eine Hochregulation notwendig wére (vgl. Abb. 2.7
(a) C, markiert mit "2"). Somit wird durch die entgegengesetzte Ent-
wicklung der Genexpressionslevel und die ausbleibende differenti-
elle Regulation einer Vielzahl von sporulationsrelevanten Genen in
den nicht belichteten Plasmodien des Stammes N26B5 die Sporula-
tion moglicherweise verhindert. Diese hier beobachtete, inverse Re-
gulation der Genexpressionslevel deutet auf einen Defekt in einem
der sporulationsrelevanten Gene hin. Die hier getroffenen Beobach-
tungen weisen darauf hin, dass die Herunterregulation der Gene

* pptB, pldB, pikB, ralA, pumA, anxA, meiB, uchA und ribA

in den Plasmodien des Mutantenstammes N26B5 wichtig fiir das Vor-
anschreiten der Sporulation zu sein scheinen, wohingegen eine Hoch-
regulation der Gene

* chdA, spiA, gapA, pwiA und rgsA

fiir das Durchlaufen des Differenzierungsvorganges notwendig er-
scheint.
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Wilcoxon Vorzeichen Rangtest

A)  N26B5 belichtet, spo+ B)  N26B5 belichtet, spo- C)  N26B5 nicht belichtet

Oh-4h
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(a) Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir N26B5
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ehdAr 0.83 1.98 1.64 ehdAr 1.63 0.98 1.59 ehdAr 1.50 1.29 1.94
spiAr-  0.87 3.38 2.96 spiA-  0.65 411 2.69 spliAr  1.38 1.00 1.37
cdcA 1.76 3.60 6.35 cdcA | 2.26 1.57 3.54 cacA 1.46 1.59 2.32
pakAr 3.16 3.64 11.51 pakAr 4.37 0.61 2.68 pakA [ 1.49 2.27 3.39
gapAfr 1.26 3.70 4.66 gapAF 167 2.09 3.49 gapA 1.30 1.16 1.51
pldA - 9221 1.58 146.11 pldA - 48.87 1.35 65.86 pIdA - 0.97 1.20 117
ligAr 0.50 812 4.03 ligAr 0.65 2.97 1.92 ligAr 1.05 0.92 0.97
pwiA+- 0.75 10.31 7.77 pwiA - 0.08 3.28 0.28 pwiA - 0.84 0.67 0.57
rgsAt_1.14 . 371 . 423 rgsAt rgsA_ 101 . 058 . 058 4
Oh-4h 4h-8h O0h-8h Oh-4h 4h-8h 0h-8h Oh-4h 4h-8h O0h-8h

(b) x-fache Anderungen der Expressionswerte

Abbildung 2.7: Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests fiir N26B5

Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests sind fiir den
Stamm N26B5 dargestellt. Ermittelt wurden jeweils die signifi-
kanten Genexpressionsinderungen zwischen zwei Zeitpunkten der
Analyse. Hier, zwischen der Dunkelkontrolle (o h) und 4 Stunden
bzw. 4 Stunden und 8 Stunden und der Dunkelkontrolle und 8
Stunden nach Start des Experimentes. (a) Anderungen, die mit
einem Signifikanzniveau von 5% als signifikant hochreguliert ein-
gestuft wurden, sind in rot dargestellt. Unter den gleichen Annah-
men signifikant herunterregulierte Gene sind in griin gekennzeich-
net. Gene, deren Expressionslevel sich nicht signifikant dnderten,
wurden nicht eingefirbt. (b) Dargestellt sind die zu (a) zugehori-
gen x-fachen Anderungen der Genexpressionslevel zwischen den
zwei betrachteten Datensitzen.
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2.2 GENEXPRESSIONSANALYSEN IN ZEITREIHENEXPERIMENTEN

Zum Vergleich mit den vorhergehenden Analysen wurde hier der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir den Stamm N11D4 durchgefiihrt.
Es wurden sowohl belichtete, als auch unbelichtete Plasmodien
untersucht. Dabei wurden die Genexpressionslevel der folgenden
Zeitabschnitte verglichen: Dunkelkontrolle bis vier Stunden nach
Belichtung, vier Stunden bis acht Stunden nach Belichtung und
Dunkelkontrolle bis acht Stunden nach Belichtung. Die Signifikanz-
tests wurden ebenfalls nach dem in Abb. 2.6 dargestellten Schema
durchgefiihrt.

Die Analyseergebnisse der belichteten Plasmodien (vgl. Abbildung
2.8, A) unterschieden sich dabei sichtbar von denen der Sporulations-
mutante N26B5. Fiir N11D4 konnte im ersten Zeitschritt von der Dun-
kelkontrolle zu vier Stunden nach Induktion der Differenzierung ein
deutliches Herunterregulieren von 22 der 35 Gene beobachtet wer-
den, wobei keines der Expessionslevel der analysierten Gene ange-
stiegen ist. Im zweiten Zeitschritt von vier Stunden zu acht Stunden
nach Induktion wurde der entgegengesetzte Effekt beobachtet. Die
Expressionslevel stiegen hier signifikant in 26 von 35 Genen an. Die-
ses Herunterregulieren der Transkriptmengen im ersten Zeitschritt,
gefolgt von einem sich anschlieflenden Anstieg der Expressionslevel
fiihrt dazu, dass sich die Genexpressionsstidrke iiber den gesamten
Analysezeitraum kaum &ndert. Vergleicht man die differentiell regu-
lierten Gene beider Sporulationsmutanten iiber das gesamte Zeitinter-
vall, so zeigt sich folgendes Bild. In N11D4 werden ausschliefilich die
Gene psgA und ralA signifikant herunterreguliert, welche bereits in
N26B5 als sporulationsrelevant gekennzeichnet wurden. Das Gen ar-
pA wird hier herunter- statt heraufreguliert und es erfolgt zusatzlich
eine Herunterregulation des Gens rasA, die in N26B5 nicht auftritt.
Alle tibrigen sporulationsrelevanten Gene, die in der Mutante N26B5
identifiziert werden konnten, sind in N11D4 nicht reguliert.

In den nicht belichteten Plasmodien desselben Stammes (vgl. Abbil-
dung 2.8, B) konnte im ersten Zeitintervall zwischen der DK und vier
Stunden in nur zwei Genen eine signifikante Anderung der Expressi-
onslevel beobachtet werden (pptB und meiB). Eine Regulation dieser
Gene lasst sich allerdings nicht in den uninduzierten Plasmodien von
N26B5 im selben Zeitschritt wiederfinden. Im zweiten Intervall zwi-
schen vier und acht Stunden nach Belichtung wurden 9 von 35 Genen
herunterreguliert. Abgesehen von der Herunterregulation des Gens
nhpA lasst sich auch dieses Regulationsmuster nicht in den Genex-
pressionsdaten von N26B5 wiederfinden. Betrachtet man den gesam-
ten Zeitraum der Analyse, so konnte festgestellt werden, dass mit
Ausnahme des Genes pptB in den nicht belichteten Plasmodien kei-
nes der analysierten Gene differentiell hochreguliert wurde. Es konn-
te lediglich eine Herunterregulation von 17 von 35 Genen beobachtet
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werden, wobei das Regulationsmuster in keinem der betrachteten Ge-
ne mit dem des uninduzierten Stammes N26B5 tibereinstimmt.

Die fiir die Sporulation in der Mutante N26B5 typischen Regulati-
onsmuster konnten in dem Stamm N11D4 weder in den belichteten
noch in den unbelichteten Zellen beobachtet werden. Stattdessen zeig-
te sich in den belichteten Zellen bereits in den frithen Stadien nach In-
duktion zwar eine heftige alternative Reaktion auf den Stimulus, wel-
che scheinbar jedoch nicht den sporulationsspezifischen Signalweg
aktiviert. Moglicherweise handelt es sich bei dieser Entwicklung der
Genexpressionsniveaus in der Mutante N11D4 um den in der PCA
in Abb. 2.3 beschriebenen Drift der belichteten Plasmodien in den al-
ternativen rechten oberen Bereich des PCA-Plots. Die unbelichteten
Plasmodien dieses Stammes zeigen aufgrund der fehlenden Indukti-
on mit Rotlicht nur eine geringe Anderung der Genexpression. Das
ist ein Hinweis darauf, dass die sporulationsspezifische Signalkaska-
de in diesen Zellen nicht aktiviert wurde.
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Wilcoxon Vorzeichen Rangtest

A) N11D4 belichtet B) N11D4 nicht belichtet

4h-8h oh-8h Oh-4h 4h-8h oh-8h
(a) Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir N11D4

x-fache Anderungen der Ger ionslevel der
N11D4 belichtet N11D4 nicht belichtet
psgA F 0.29 H 1.85 H 0.54 1 psgA F 0.98 H 0.64 H 0.63
pIgC r 0.57 1.56 0.89 1 pIgC r 0.94 0.70 0.66
pptB r 0.68 2.03 1.37 1 pptB 1.29 1.03 1.33
pldB - 0.55 2.28 1.26 1 pldB - 0.65 0.56 0.36
pikB 0.52 2.20 1.14 1 pikB 0.68 0.71 0.49
alA - 0.28 257 0.73 1 ralA 1.16 0.73 0.85
nhpA 0.14 48.92 6.70 1 nhpA 3.25 0.18 0.58
pumA - 0.81 2.19 1.77 1 pumA - 1.09 0.54 0.59
anxA - 0.71 2.37 1.69 1 anxA 0.88 0.55 0.48
ardA 0.39 5.96 2.29 1 ardA 0.61 0.72 0.44
meiB - 0.57 2.42 1.38 1 meiB - 0.75 0.59 0.44
hstA |- 0.52 2.60 1.36 1 hstA |- 1.35 0.52 0.71
pcnA - 0.87 .55 1.35 1 pcnA 0.90 1.46 1.32
uchA - 0.78 .49 117 1 uchA r 0.74 0.79 0.58
cudA - 0.74 .98 1.47 1 cudA r 0.79 0.53 0.42
pIkC - 0.85 .62 1.38 1 pikGC - 1.09 1.02 1.11
ribA 0.93 2.58 2.39 1 ribA - 0.84 0.79 0.67
pksA 0.82 1.23 1.01 1 pksA - 0.81 0.87 0.70
dspA 0.70 1.81 1.27 1 dspA 0.67 0.75 0.50
ribB - 0.75 1.63 1.22 1 ribB - 0.79 0.70 0.56
hcpA 0.57 2.05 1.16 1 hcpA 0.65 0.57 0.37
damA 0.64 3.60 2.32 1 damA 0.72 0.78 0.56
arpAr 0.36 .44 0.51 1 arpAr 0.85 0.74 0.63
tspA 0.60 2.20 1.31 1 tspA 1.46 0.72 1.05
rasAr 0.22 2.33 0.50 1 rasAr 0.71 0.41 0.29
pptA 0.73 .21 0.88 1 pptA 0.48 0.71 0.34
ehdA - 0.80 43 1.15 1 ehdA - 0.74 0.81 0.61
SpIA 0.56 .59 0.89 1 SpIA - 0.77 0.52 0.40
cdcA 0.61 .78 1.08 1 cdcA 1.09 0.59 0.65
pakA - 0.28 4.80 1.36 1 pakA - 1.07 1.05 1.13
gapA - 0.69 .86 1.27 1 gapA - 0.71 0.76 0.54
pldA - 0.67 34 0.90 1 pIdA - 1.02 0.37 0.37
ligA - 0.52 .81 0.93 1 ligA - 0.90 0.78 0.71
PWIA - 0.88 0.99 0.87 1 pWIA - 0.81 0.79 0.64
rgsAt 1.22 . 1.88 . 2.29 k| rgsAt 1.03 . 1.08 . 111
Oh-4h 4h-8h Oh-8h Oh-4h 4h-8h 0Oh-8h

(b) x-fache Anderungen der Expressionswerte

Abbildung 2.8: Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests fiir N11D4

Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests sind fiir den
Stamm N11Dg dargestellt. Ermittelt wurden jeweils die signifi-
kanten Genexpressionsinderungen zwischen zwei Zeitpunkten der
Analyse. Hier, zwischen der Dunkelkontrolle (o h) und 4 Stunden
bzw. 4 Stunden und 8 Stunden und der Dunkelkontrolle und 8
Stunden nach Start des Experimentes. (a) Anderungen, die mit
einem Signifikanzniveau von 5% als signifikant hochreguliert ein-
gestuft wurden, sind in rot dargestellt. Unter den gleichen Annah-
men signifikant herunterregulierte Gene sind in griin gekennzeich-
net. Gene, deren Expressionslevel sich nicht signifikant dnderten,
wurden nicht eingefirbt. (b) Dargestellt sind die zu (a) zugehori-
gen x-fachen Anderungen der Genexpressionslevel zwischen den
zwei betrachteten Datensiitzen.
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2.2.4 Vergleich der Expressionsprofile mit Wildtyp-Plasmodien zur Analy-
se von Regulationsunterschieden im Differenzierungsnetzwerk

Um Unterschiede in der Genexpression zwischen den analysierten
Sporulationsmutanten und dem Wildtyp von Physarum polycephalum
herauszuarbeiten, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Da-
bei wurden die Daten des Wildtyps #31 (vgl. Tabelle 5.5) und beider
Mutanten an unterschiedlichen Analysezeitpunkten verglichen. Die
hier betrachteten Wildtyp-Daten wurden vollstandig in der Doktorar-
beit von Frau Viktoria Rétzel (Rdtzel, 2015) erstellt, analysiert und in
dieser Arbeit lediglich zum Vergleich herangezogen.

Das experimentelle Vorgehen zur Gewinnung der Wildtyp-Daten ist
identisch mit dem Setup, welches zur Gewinnung der in dieser Ar-
beit vorgestellten Daten der Mutantenstimme N11D4 und N26B5 ver-
wendet wurde (vgl. Kapitel 5.8.2 und 5.9). Da unter diesen Vorausset-
zungen alle Plasmodien des Wildtyp-Vergleichsdatensatzes sporulier-
ten, konnen die folgenden Vergleiche der Expressionslevel zwischen
Wildtyp und Mutante ausschliefslich zwischen den Proben der Dun-
kelkontrollen und der sporulierten Zellen nach 8 Stunden erfolgen.
Um eine Vergleichbarkeit dieser unterschiedlichen Datensitze zu er-
reichen, wurden sowohl die Wildtypdaten, als auch die Daten der
Mutantenstimme auf den Median ihrer Dunkelkontrollen normiert.
Dabei wurde der Median fiir jedes Gen separat iiber alle im Datensatz
enthaltenen Plasmodien berechnet. Die Signifikanzanalysen wurden
anschliefend ebenfalls nach dem in Abb. 2.6 dargestellten Schema
durchgefiihrt. Alle hier dargestellten signifikanten Anderungen der
Genexpressionslevel beziehen sich auf die Mutantenstimme.

Der Vergleich zwischen dem Wildtyp und der Sporulationsmutante
N26B5 zeigte fiir die Dunkelkontrollen der Teilversuche #1 und #2
keine oder nur geringfiigige Unterschiede in den Expressionsleveln
(vgl. Abbildung 2.9). Es ist lediglich in Teilversuch #1 eine signifikante
Hochregulation der Gene arpA und pakA in der Sporulationsmutan-
te N26B5 im Vergleich zum Wildtyp zu erkennen. Die sporulierten
Plasmodien zum Zeitpunkt um acht Stunden nach Belichtung weisen
jedoch eine Vielzahl von Genen auf, die in der Mutante, im Vergleich
zum Wildtyp, deutlich geringer exprimiert sind. Diese signifikanten
Abweichungen betreffen insgesamt 14 von 35 Genen:

* herunterreguliert: psgA, pldB, pikB, ralA, pumA, ardA, meiB, uchA,
ribB, damA, arpA, rasA und ehd A

* hochreguliert: nhpA.

Dabei handelt es sich bei den rot markierten Genen um jene, die in
der Mutante N26B5 als sporulationsspezifisch reguliert markiert wur-
den.
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Vergleich Wildtyp - N26B5
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(b) x-fache Anderungen der Expressionswerte

Abbildung 2.9: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests zum Vergleich der
Mutante N26B5 mit dem Wildtyp

Die Ergebnisse des U-Tests sind hier fiir den Vergleich der Expres-
sionslevel zwischen der Mutante N26B5 und dem Wildtyp darge-
stellt. Untersucht wurden die Unterschiede der Dunkelkontrolle
und der Proben um 8 h nach Belichtung. (a) Anderungen in der
Mutante N26Bs, die mit einem Signifikanzniveau von 5% als si-
gnifikant hochreguliert eingestuft wurden, sind in rot dargestellt.
Unter den gleichen Annahmen signifikant herunterregulierte Gene
in N26B5 sind in griin gekennzeichnet. Gene, deren Expressionsle-
vel sich zwischen Mutante und Wildtyp nicht signifikant dnderten,
wurden nicht eingefirbt. (b) Dargestellt sind die zu (a) zugehori-
gen x-fachen Anderungen der Genexpressionslevel zwischen den
zwei betrachteten Stimmen.
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Weiterhin wurde ein Vergleich der Wildtyp-Daten mit den Daten der
Mutante N11D4 durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils die Dunkelkon-
trollen des Stammes N11D4 aus beiden Teilversuchen mit den Dun-
kelkontrollwerten des Wildtyps verglichen. Weiterhin wurde ein Ver-
gleich der spo™ Zellen von N11D4 zum Zeitpunkt acht Stunden nach
Belichtung mit den spo™ Zellen des Wildtyps zum Zeitpunkt acht
Stunden nach Belichtung durchgefiihrt.

Die Vergleiche der beiden Dunkelkontrollen des Stammes N11D4 mit
dem Wildtyp zeigen trotz identischer experimenteller Handhabung
deutliche Unterschiede in ihren Expressionsniveaus auf (vgl. Abbil-
dung 2.10). In Teilversuch 1 konnte eine Vielzahl von Genen ermittelt
werden, deren Expressionslevel sich signifikant vom Wildtyp-Niveau
unterscheidet. Die Gene pikB, anxA, meiB, ribB, hcpA, pptA und cdcA
wurden in dieser Analyse in der Mutante N11D4 als signifikant er-
hoht eingestuft, wobei die Gene pptB, ralA, uchA und pakA als signifi-
kant erniedrigt markiert wurden. Die Ergebnisse der Signifikanzana-
lyse fiir den Vergleich der Daten aus Teilversuch 2 ergaben lediglich
eine signifikante Erniedrigung der Expressionslevel der Gene ardA
und uchA in der Mutante N11D4 im Vergleich zum Wildtyp. Die-
se deutlichen Unterschiede in den Genexpressionsleveln der beiden
Dunkelkontrollen kdonnten durch das experimentelle Setup zustan-
de gekommen sein. Die Probenahme wurde mit den Plasmodien aus
Teilversuch 1 (N26B5 (4) und N11D (DK)) gestartet. Mit einem Zeit-
versatz von zwei Stunden wurde anschlieSend Teilversuch 2 (N11D4
(4£) und N26B5 (DK)) gestartet (vgl. Abb. 2.1). Die Unterschiede in der
Genexpression konnten durch unterschiedliche Kultivierungsbedin-
gungen, bedingt durch die Probenahme der Plasmodien aus Teilver-
such 1 oder die ldngere Inkubationsdauer der Zellen aus Teilversuch
2, entstanden sein.

Die Vergleiche der belichteten, spo~-Plasmodien des Stammes
N11D4 und der belichteten, spo™-Plasmodien des Wildtyps zum Zeit-
punkt acht Stunden nach Belichtung zeigen eine Regulation der hier
betrachteten Gene, die sich gegensitzlich zu den sporulierten Plas-
modien des Wildtyps verhilt. So sind zum Beispiel die Gene psgA,
pldA, pikB, nhpA und anxA in N11D4 im Vergleich zum Wildtyp si-
gnifikant erhoht (vgl. Abb. 2.10, markiert mit "1"), wohingegen die
Gene arpA, rasA, ehdA, spiA, cdcA, pakA, gapA, pldA, ligA, pwiA und
rgsA im Vergleich zu den Wildtypplasmodien signifikant erniedrigt
sind (vgl. Abb. 2.10, markiert mit "2"). Diese Analysen belegen, dass
sich sowohl die Genexpressionswerte der Dunkelkontrolle in der Mu-
tante N11D4, als auch die Genexpressionswerte zum Zeitpunkt um
acht Stunden nach Belichtung, deutlich von denen des Wildtyps un-
terscheiden. Diese signifikanten Unterschiede konnten ursachlich mit
der Sporulationsdefizienz der Mutante N11D4 im Zusammenhang
stehen.
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(b) x-fache Anderungen der Expressionswerte

Abbildung 2.10: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests zum Vergleich der
Mutante N11Dg mit dem Wildtyp

Die Ergebnisse des U-Tests sind hier fiir den Vergleich der Ex-
pressionslevel zwischen der Mutante N11Dg und dem Wildtyp
dargestellt. Untersucht wurden sowohl die Genexpressionsunter-
schiede der Dunkelkontrollen als auch die Unterschiede zwischen
den belichteten, nicht sporulierten Zellen von N11Dg zu acht
Stunden nach Induktion und den sporulierten Zellen des Wild-
typs nach acht Stunden. (a) Anderungen in der Mutante N11Dg,
die mit einem Signifikanzniveau von 5% als signifikant hochre-
guliert eingestuft wurden, sind in rot dargestellt. Unter den glei-
chen Annahmen signifikant herunterregqulierte Gene in N11Dg
sind in griin gekennzeichnet. Gene, deren Expressionslevel sich
zwischen Mutante und Wildtyp nicht signifikant inderten, wur-
den nicht eingefiirbt. (b) Dargestellt sind die zu (a) zugehorigen
x-fachen Anderungen der Genexpressionslevel zwischen den zwei

betrachteten Stiimmen.
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2.3 ZEITAUFGELOSTE SOMATISCHE KOMPLEMENTATION AN
SPORULATIONS-DEFIZIENTEN MUTANTEN

Der Aufbau der zelluldiren Differenzierungskontrollnetzwerke ist
vermutlich sehr komplex, wodurch sich die realistische Modellie-
rung der regulatorischen Netzwerke als schwierig gestaltet. Aus
diesem Grund kommt zur praktischen Rekonstruktion der intra-
zelluldren Signalwege meist ein breites Spektrum der Methoden
der klassischen Genetik zur Anwendung. Eine Moglichkeit Diffe-
renzierungskontrollnetzwerke zu untersuchen, sind zeitaufgeloste
somatische Komplementationsanalysen (Marwan, 2003). Dabei
verschmelzen zwei unterschiedliche Mutanten eines Organismus
durch Bertihrung und bilden eine Fusionszelle. Durch die sehr
starke Protoplasmastromung vermischen sich nach der Fusion die
Zytoplasmen der beiden Fusionspartner. Dadurch kénnen sich die
in beiden Fusionspartnern unterschiedlichen genetischen Defekte
in der fusionierten Zelle ergdnzen (komplementieren), wodurch
dann die Ausprdagung des Wildtyp-Phéinotyes erfolgen kann. Die
Erzeugung des Wildtyp-Phanotypes hiangt dabei natiirlich davon ab,
welche Mutanten miteinander fusioniert werden. Dieses Verfahren
ermdglicht die Rekonstruktion des zugrundeliegenden Differenzie-
rungsnetzwerkes aus einem vollkommen neuen Blickwinkel. Der
Komplementationszeitpunkt in einem solchen Versuch kann beliebig
variiert werden und somit kann der Weg, den das eingespeiste Signal
durch das Netzwerk nimmt, Schritt fiir Schritt nachvollzogen werden
(Marwan, 2003).

Zur Durchfiihrung dieser Analysen wurden die Zellen der Mutan-
tenstimme N26B5 und N11D4 wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, in-
duziert, fusioniert und das Zellmaterial fiir die eXpress-Profiling-
Analysen geerntet und eingefroren. Aus dem in Abbildung 2.11 be-
schriebenen experimentellen Setup wurden die in Tabelle 2.3 aufge-
fiihrten Proben aus den resultierenden Fusionsplasmodien entnom-
men, wobei beide Halften der Fusionszelle separat geerntet wurden.

Tabelle 2.3: Isolierte Proben fiir Fusionsanalysen

Stamm FR Fusion | Fusion in | Probenahme in

30 min mit h nach FR | h nach Fusion

Teilversuch 1 ‘ ‘ ‘ ‘

N26B5 Ja N11D4 4 4
N11D4 | Nein | N26Bs 4 4

Teilversuch 2 ‘ ‘ ‘ ‘

N11Dyg Ja N26Bs5
N26B5 | Nein | N11Dg




2.3 FUSIONSANALYSEN AN SPORULATIONSMUTANTEN

Die Analyse der Genexpressionslevel dieser Fusionsplasmodien sollte
Aufschluss dartiber geben, inwiefern die durch die Mutationen ver-
ursachten Defekte in den Signalkaskaden der verwendeten Stimmen
durch Komplementationseffekte {iberbriickt werden konnen.

2.3.1 Probenahme fiir Fusionsanalysen

In diesem experimentellen Setup wurde mit zwei Sporulations-
mutanten von P. polycephalum, N25B6 und N11Dg4, gearbeitet. Zur
Induktion der Sporulation wurde Stamm A (Stamm N26B5, siehe
Abbildung 2.11) fiir 30 min mit dunkelrotem Licht (A > 700 nm, 13
Wm?), wie in Marwan, 1998 beschrieben, belichtet, wihrend Stamm
B (Stamm N11Dg4, vgl. Abbildung 2.11) uninduziert verblieb. Vier
Stunden nach der Belichtung wurde von den Plasmodien beider
Staimme je ein Achtel samt Agar von der Petrischale entnommen und
auf einer neuen Petrischale zur Fusion zuammengebracht. Dabei
wurden die beiden Agarstiicke relativ auf eine Weise zueinander
verschoben, dass grofse Adern der beiden Plasmodien moglichst nahe
zusammengebracht wurden. Dadurch sollte erreicht werden, dass
die Fusion moglichst schnell erfolgte. Acht Stunden nach Belichtung
(bzw. vier Stunden nach Fusion) wurden die Fusionsplasmodien
an der urspriinglichen Fusionsstelle getrennt und das Zellmaterial
separat fiir die RNA-Isolation abgenommen.

Zusitzlich wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. In diesem
Experiment wurde der Stamm N11D4 belichtet und Stamm N26B5
verblieb unbelichtet.
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Abbildung 2.11: Probenahmeschema fiir Fusionsanalysen

Mitte: Dargestellt ist das Probenahmeschema zur Analyse von
Fusionsanalysen. Rechts und links (transparent): Probenahme-
schema fiir Zeitreihenanalysen, vgl. Kapitel 2.2. Das komplette
Versuchsschema ist in Kapitel 5.9, Abbildung 5.1 dargestellt.

2.3.2  Hauptkomponentenanalyse an Fusionsplasmodien

Zur Untersuchung des Genexpressionsverhaltens der Fusionsplas-
modien wurde eine Hauptkomponentenanalyse (vgl. Kap. 5.15.3)
durchgefiihrt, um das allgemeine Verhalten der Zellen im dimensi-
onsreduzierten Zustandsraum betrachten zu kénnen.

Die Analyse zeigte deutliche Unterschiede im Verhalten der Fusions-
plasmodien aus Teilversuch #1 und Teilversuch #2. Dabei setzten sich
die Fusionsplasmodien in Teilversuch #1 aus einem Teil des belichte-
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ten (4) Stammes N26B5 und dem unbelichteten (DK) Stamm N11D4
zusammen (vgl. Abbildung 2.12, 1A und 2A). In Teilversuch #2 wur-
de die Mutante N11D4 belichtet und anschlieffend mit einem Teil
der uninduzierten Mutante N26B5 fusioniert. Es konnte beobachtet
werden, dass sich die berechneten Daten der Fusionszellen aus Teil-
versuch #1 deutlich starker im PCA-Plot auf einen Punkt fokussierten
als die Fusionszellen des Umkehrversuches (vgl. Abbildung 2.12, 1B
und 2B). Die Fokussierung der Datenpunkte der belichteten Zellen
wurde bereits in den Proben des Stammes N26B5 in Kapitel 2.2.2
beobachtet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Verhalten
der Fusionsplasmodien nach Synchronisation der Zellkerne dem Ex-
pressionslevel der Mutante N26B5 deutlich dhnlicher ist als dem der
Mutante N11Djg.

PCA Fusionsplasmodien aus N26B5 und N11D4

1)
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Abbildung 2.12: Hauptkomponentenanalyse fiir Fusionsplasmodien

Dargestellt sind die in der Hauptkomponentenanalyse berechne-
ten Loadings der Fusionsplasmodien fiir beide Teilversuche. Die
belichtete Fusionshiilfte ist jeweils in schwarz, die unbelichtete in
griin dargestellt. Die hier abgebildeten Datenpunkte entstammen
derselben PCA-Analyse. 1) Dargestellt ist der Bereich, in dem die
meisten Datenpunkte liegen. 2) Dargestellt sind alle Datenpunk-
te der Analyse. A) Abgebildet sind die Datenpunkte der Fusi-
onsanalyse mit N26B54 + N11Dg (DK). B) Abgebildet sind die
Datenpunkte der Fusionsanalyse aus N11Dg4 + N26B5 (DK).
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2.3.3 Differentielle Ausprigung von Genexpressionszustinden an Fusi-
onsplasmodien

Die Fusion zweier Sporulationsmutanten des Organismus Physa-
rum polycephalum kann mit einer spontanen Synchronisation der
Zellkernpopulationen beider Fusionspartner und somit mit der
Entstehung eines einheitlichen Genexpressionslevels in beiden Teilen
des konstruierten Heterokaryons verbunden sein (Walter u. a., 2013).

Es sollte nun tiberpriift werden, inwiefern die zeitaufgeloste somati-
sche Komplementation der beiden untersuchten Mutanten méglich
ist und in welchem Mafle sich die Genexpressionslevel der Fusi-
onsplasmodien von denen der Ausgangsplasmodien unterscheiden.
Dazu wurden die Genexpressionsdaten der beiden Hailften eines
Fusionsplasmodiums mit den Genexpressionsdaten der Plasmodien
verglichen, aus denen sich das spezifische Fusionsplasmodium zu-
sammensetzt (vgl. Kapitel 2.2). Diese Plasmodien werden weiterhin
als Ausgangsplasmodien bezeichnet. Es wurden die Genexpressions-
daten der Ausgangsplasmodien zum Zeitpunkt acht Stunden nach
Induktion verwendet. Wahrend der Durchfithrung von Genexpres-
sionsanalysen kann es aufgrund der kleinen Pipettiervolumina zu
Pipettierungenauigkeiten kommen. Um diese Fehler vor der Analy-
se auszugleichen, wurden sowohl die Transkriptmengen der Fusi-
onshilften, als auch die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien,
normiert. Da selbst Referenzgene wie ribB, die wihrend der Sporu-
lation kaum differentiell reguliert werden, in ihren Transkriptmen-
gen schwanken konnen, wurde fiir jedes analysierte Plasmodium der
Median tiber alle 35 Gene ermittelt. AnschlieBend wurden die Tran-
skriptmengen dieser 35 Gene fiir jedes Plasmodium auf den zuvor
berechneten, spezifischen Median normiert. Um sdmtliche Pipettier-
und Messungenauigkeiten auszugleichen, wurde eine zweite Normie-
rung durchgefiihrt. Dabei wurden die Daten in Gruppen eingeteilt,
die sich jeweils aus den beiden Hilften einer Fusionszelle und den
Expressionsdaten der Fusionszellen (acht Stunden nach Induktion)
zusammensetzten. Es wurde nun der Median fiir jedes Gen {tiber alle
Mitglieder der jeweiligen Gruppe gebildet und jedes Gen auf seinen
spezifischen Median normiert. Die so erhaltenen relativen Transkript-
mengen von beiden Halften des Fusionsplasmodiums und der beiden
Ausgangsplasmodien wurden anschlieflend in den Abbildungen 2.14
bis 2.19 aufgetragen.

Fiir den moglichen Ausgang eines solchen Komplementationsexpe-
riments wurden zwei unterschiedliche Szenarien erwartet. Im Falle
eines erfolglosen Fusionsversuches ohne spontane Synchronisation
der Expressionslevel der beiden Fusionshilften wurde erwartet, dass
sich die Transkriptmengen der beiden Teile des Fusionsplasmodiums
nahezu identisch wie die jeweiligen Ausgangsplasmodien verhalten,
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aus denen das fusionierte Plasmodium erzeugt wurde (vgl. Abbil-
dung (2.13), C). Im Fall einer erfolgreichen Fusion der Mutantenstam-
me wiirde man erwarten, dass sich die Expressionslevel der zwei
Halften des Heterokaryons wie eine Mischung aus den Transkript-
mengen der Ausgangsplasmodien verhalten und sich voneinander
kaum unterscheiden (vgl. Abbildung (2.13), A).
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Abbildung 2.13: Genexpressionszustdnde in Fusionsplasmodien

Dargestellt sind die unterschiedlichen Genexpressionszustinde
in Fusionsplasmodien. A): Die Hilften des Fusionsplasmodium
verhalten sich wie eine Mischung der Transkriptmengen ihrer
Ausgangsplasmodien. B) Die Transkriptmengen der Fusionsplas-
modien verhalten sich nahezu identisch zu den Transkriptmen-
gen der Ausgangsplasmodien. Es fand keine Fusion statt oder der
Zustand der Mischung wurde noch nicht erreicht. C) Die Tran-
skriptmengen der Fusionsplasmodienhilften unterscheiden sich
deutlich voneinander und entsprechen nahezu den Expressions-
werten des jeweils anderen Ausgangsplasmodiums. Diesem Ef-
fekt konnte eine Beeinflussung der Fusionspartner zugrunde lie-
gen. D) Die Expressionslevel der Fusionsplasmodienhiilften sind
nahezu identisch, nihern sich jedoch den Transkriptmengen eines
der beiden Ausgangsplasmodien an. Dieser Effekt lisst auf eine
Dominanz eines der beiden Fusionspartners schlieflen.

Nach Aufbereitung der RNA-Proben und Quantifizierung der Tran-
skriptmengen konnte eine eventuell vorhandene Unterschiedlichkeit
der Expressionszustidnde in den analysierten Fusionsplasmodien be-
obachtet werden. In Abbildung 2.16 (a), P1 13 ist ein Beispiel fiir einen
erfolglosen Fusionsversuch dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen,
dass sich die Expressionslevel der beiden Fusionshilften (rot, blau)
stark in ihrer Auspragung voneinander unterscheiden, wobei sie eine
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sehr grofe Ahnlichkeit zu ihren jeweiligen Ausgangsplasmodien
(schwarz) aufwiesen. Ein anderes Szenario zeigt Abbildung 2.15
(a), P1 8. Hier sind die Expressionslevel der Fusionshélften nahezu
identisch und scheinen einen Mittelwert aus den Transkriptmengen
der Ausgangsplasmodien einzunehmen. Dieses Ergebnis deutet auf
eine erfolgreiche Fusion und somit eine anschlieffende Synchroni-
sation der Zellkernpopulationen beider Fusionspartner hin. Somit
konnte gezeigt werden, dass die somatische Komplementation mit
den hier verwendeten Sporulationsmutanten prinzipiell analysierbar
wére und ein solches experimentelles Setup in weiteren Analysen
zur Rekonstruktion des Differenzierungsnetzwerkes in Physarum
polycephalum genutzt werden kann.

Die weitergehende Analyse der Fusionsplasmodien zeigte weitere
Genexpressionszustdnde, die die untersuchten Fusionszellen einneh-
men konnten. In Abbildung 2.14 (b), P1 4 ist exemplarisch eines der
Fusionsexperimente dargestellt, in denen erneut deutlich die Synchro-
nisation der Zellkerne und die damit verbundene Anpassung der
Expressionslevel beider Fusionshilften zu erkennen ist. Jedoch ent-
spricht das Expressionsniveau der Fusionshélften nicht wie bisher be-
obachtet einer exakten Mischung der Expressionslevel der Ausgangs-
plasmodien. Vielmehr dhnelt das Verhalten in diesen Zellen dem des
unbelichteten Stammes N11D4. Weiterhin konnten in den analysier-
ten Fusionszellen solche beobachtet werden, die in ihrer Genexpres-
sion dem belichteten Stamm N26B5 dhnelten (vgl. Abbildung 2.15,
(b), P1 10). Diese Analyseergebnisse lassen darauf schlieffen, dass die
Fusionszellen, die in den hier beschriebenen experimentellen Setups
konstruiert wurden, kein einheitliches Expressionsverhalten nach der
Fusion ausweisen. Vielmehr ist die Expression der hier analysierten
Gene von Plasmodium zu Plasmodium deutlich verschieden, wobei
es auch hier mehrere stabile Zustinde zu geben scheint, in denen
die Expressionslevel der Fusionszellen nach erfolgreicher Synchroni-
sation der Zellkernpopulationen verweilen konnen (vgl. Abbildung

2.13).
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(c) Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodium 5 & 6

Abbildung 2.14: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien

N26B5 (4) + N11D4 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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(c) Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodium 11 & 12

Abbildung 2.15: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien
N26B5 (4) + N11D4 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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Abbildung 2.16: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien
N26B5 (4) + N11D4 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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(c) Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodium 5 & 6

Abbildung 2.17: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien
N11D4 (4) + N26B5 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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(c) Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodium 11 & 12

Abbildung 2.18: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien
N11D4 (4) + N26B5 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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Abbildung 2.19: Genexpressionsunterschiede in Fusionsplasmodien
N11D4 (4) + N26B5 (DK)

Dargestellt sind die normierten Transkriptmengen der beiden
Hiilften des Fusionsplasmodiums zuziiglich der Daten der Aus-
gangsplasmodien. Die Fusionsplasmodienhilften sind in rot bzw.
blau und die Transkriptmengen der Ausgangsplasmodien in
schwarz dargestellt.
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2.3.4 Analyse auf Komplementationseffekte zur Rekonstruktion des Diffe-
renzierungsnetzwerkes

Ein Ansatz zur Modellierung der Netzwerkarchitektur zur Kontrolle
der Sporulation in einem Fusionsplasmodium wurde bereits in Mar-
wan, 2003 dargestellt und analysiert. Diese Uberlegungen wurden,
analog zu dieser Arbeit, ausgehend von einer Fusion zweier unter-
schiedlicher Sporulationsmutanten des Modellorganismus getroffen
(vgl. Abb. 2.20, A). Dabei besafs eine der Sporulationsmutanten
eine dominant-negative Mutation in der Sporulations-Signalkaskade,
wohingegen der zweite Fusionspartner einen durch eine rezessive
Mutation hervorgerufenen Block in der Signalkaskade trug. Wurde
ein Plasmodium, das eine dominant-negative Mutation trug, belich-
tet und anschlieffend mit einem Plasmodium mit einer rezessiven
Mutation fusioniert, so zeigte das entstandene Heterokaryon auf-
grund der dominant-negativen Mutation keine Sporulation. Wurde
der Umkehrversuch durchgefiihrt, in dem Plasmodien mit einer re-
zessiven Mutation induziert und nach einer spezifischen Zeitspanne
At mit einer Zelle mit dominanter Mutantion fusioniert wurde, so
stieg die Wahrscheinlichkeit der Sporulation mit zunehmendem At
(Marwan und Starostzik, 2002). Dieses Phanomen wird laut Marwan,
2003 durch eine Uberbriickung des dominant-negativen Blocks
hervorgerufen. Diese Uberbriickung wird durch die Aktivierung
der Signalkaskade des Fusionspartners ermoglicht, der die rezessive
Mutation trdgt. Findet die Fusion kurze Zeit nach der Aktivierung
der Sporulation statt, so wurden noch keine Intermediate down-
stream des dominant-negativen Blocks gebildet und somit kann
der Signalweg zur Sporulation nicht weiter voranschreiten. Wird
die Fusion jedoch durchgefiihrt, nachdem die Signalkaskade in der
lichtinduzierten, rezessiven Mutante den dominant-negativen Block
tiberschritten hat, so ist das entstandene Heterokaryon imstande
zu sporulieren. Ermoglicht wird dieser Vorgang dadurch, dass die
rezessive Mutation durch die Wildtyp-Genprodukte der dominant-
negativen Mutation ausgeloscht wird. Der dominant-negative Block
bleibt im Fusionsplasmodium zwar erhalten, ist aber nicht mehr in
der Lage, die Vorgidnge zu blockieren, die downstream in der Signal-
kaskade ablaufen (Marwan, 2003). Diese Uberbriickung ist jedoch
nur moglich, wenn sich der dominant-negative Block upstream des
rezessiven Blocks befindet. Das Signalschema ist in Abbildung 2.20,
B dargestellt.

Diese theoretischen Uberlegungen zum Ablauf von Signalprozessen
in Fusionsplasmodien sollten nun in dieser Arbeit auf molekularer
Ebene experimentell validiert werden. Dazu wurden die gemessenen
Expressionsdaten der hier durchgefiithrten Fusionsexperimente auf
Komplementationseffekte untersucht. Anhand der Auspriagung die-
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ser Komplementationen sollte versucht werden, einen Riickschluss
auf die Netzwerkarchitektur zu ziehen. Dabei sollte tiberpriift wer-
den, ob sich Defekte der beiden Sporulationsmutanten in einer Fusi-
onszelle dominant verhalten. Weiterhin sollte untersucht werden, in
wie weit sich die kausale Reihenfolge der durch die jeweilige Mutati-
on blockierten (oder verdnderten) Schritte ermitteln lasst.

¢
mibm 7—»% —p» Sporulation
« -Plasmodium YN?
e
B -Plasmodium
B
Di(.—.-.*.-_.-) D(—l" *"—b—)
R(—= —= #= ) RZ(e—= 0 0/ )
{LFusion L Fusion

D7+ R[O—— WK —» ] R{f+D[o—-—.*>._....J

the rules of complementation:

dominant -3¢p recessive —2Lp
+wt —» +wt —»
Y = dominant —%p T=wt —p

Abbildung 2.20: Komplementationsanalysen zur Rekonstruktion des Sporu-
lationsnetzwerkes aus Marwan, 2003

A) Experimentelles Setup. Das o-Plasmodium wird zur Induk-
tion der Sporulation belichtet () und fiir eine spezifische Zeit-
spanne (At) in Dunkelheit inkubiert und anschliefSend mit dem
unbelichteten Plasmodium 3 fusioniert. Das Heterokaryon wird
anschlieflend in Dunkelheit inkubiert, bis eine Entwicklungsent-
scheidung sichtbar wird.

B) Schema zur zeitabhingigen Signalgebung vor und nach Fusi-
on in zwei Sporulationsmutanten. Punkte symbolisieren die Akti-
vierung von Intermediaten der Signalkaskade. Blocke die durch ei-
ne dominant-negative Mutation verursacht wurden (X), bleiben
auch in der Anwesenheit von Wildtyp-Genprodukten erhalten,
wohingegen rezessive Blocke (/) verschwinden. Der Signalweg
kann nur dann vollstindig ablaufen, wenn der dominante Block
upstream des rezessiven Blocks liegt (rechts) und wenn die Si-
gnalkaskade im x-Plasmodium mit der rezessiven Mutation den
dominanten Block aus Plasmodium 3 bereits iiberschritten hat,
bevor die Fusion durchgefiihrt wird. Wird Plasmodium 3 belich-
tet, so kann keine Sporulation stattfinden (links).
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Um die berechneten Genexpressionsdaten der Fusionsplasmodien
auf Komplementationseffekte untersuchen zu konnen, wurden die
folgenden Uberlegungen zugrunde gelegt.

* Durch eine vollstindige, rein physikalische Mischung der Zy-
toplasmen der beiden Fusionspartner wiirden die Expressions-
starken der Gene im Fusionsplasmodium dem Mittelwert der
Expressionsstiarken der beiden Ausgangsplasmodien entspre-
chen. Dies wiirde man unabhéngig von einer Synchronisation
der beiden Zellkernpopulationen erwarten, die Infolge der Fu-
sion auftreten konnte.

¢ Wiirden sich die Expressionsstiarken der untersuchten Gene in
einem Fusionsplasmodium hingegen so verhalten wie im Wild-
typ, so wiirde man von einer Komplementation der beiden Gen-
defekte der miteinander fusionierten Plasmodien sprechen.

* Alternativ konnten sich die Gendefekte der miteinander fusio-
nierten Plasmodien gegenseitig beeinflussen, so dass ein neu-
es, vom Wildtyp zu unterscheidendes (synthetisches) System-
verhalten entsteht.

Auf Grundlage dieser Annahmen wurden sowohl fiir jedes Fusions-
plasmodium der Mittelwert der Expressionslevel fiir jedes Gen tiber
beide Fusionsplasmodienhilften, als auch der Mittelwert tiber beide
zugehorigen Ausgangsplasmodien fiir jedes Gen ermittelt. Anschlie-
Bend wurde, wie in Gleichung 2.1 dargestellt, der Mittelwert der
beiden Hailften der Fusionszellen auf den Mittelwert der Ausgangs-
plasmodien normiert. Anhand dieser relativen mRNA-Mengen soll-
ten die Gene identifiziert werden, deren Expressionsverhalten in den
Fusionszellen deutlich von den unfusionierten Zellen abweicht.

Mittelwert Fusionshilftengenx
Mittelwert Ausgangsplasmodiengenx

(2.1)

rel MRNA —Mengegenx =

Anschlieflend sollten Grenzwerte fiir die Signifikanz dieser er-
mittelten x-fachen Unterschiede der Expressionslevel festgelegt
werden, um auftretende Komplementationseffekte von einer reinen
Mischung der Genprodukte mit einer wohldefinierten Irrtums-
wahrscheinlichkeit abgrenzen zu konnen. Arbeitsgruppen-interne
Erfahrungen haben ergeben, dass Schwankungen in den gemessen
Expressionsleveln von bis zu 50% durch die Messungenauigkeit
des verwendeten Kapillarsequencers Ceq88oo der Firma Beckman
Coulter verursacht werden. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei relativen Genexpressionsleveln, die sich um einen
Wert von >1,5 unterscheiden (vgl. Gleichung 2.1), nicht um Artefakte,
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sondern um reale Unterscheide in der Auspriagung der Genexpres-
sionslevel handelt. Messwerte, die unterhalb der Detektionsgrenzen
des Kapillarsequencers lagen, wurden fiir die Analysen durch die
entsprechenden Nachweisgrenzen ersetzt. Diese Nachweisgrenzen
wurden fiir jede Probe und jedes Fragment simultan zur Berechnung
der Transkriptmengen von der Analysesoftware ermittelt. Dieses Vor-
gehen verhindert das Auftreten von numerischen Artefakten in den
Berechnungen und stellt somit sicher, dass die ermittelten relativen
mRNA-Mengen die mindestens vorhandenen Expressionsstarken
berticksichtigen.

Mithilfe dieser Auftragungen lieflen sich Gene identifizieren, welche
sich in der Haufigkeit des Auftretens von Komplementationseffekten
deutlich unterschieden. Diese Unterschiede waren abhingig davon,
welche Hilfte des Fusionsplasmodiums zur Induktion der Differen-
zierung belichtet wurde. Zu diesen Genen zdhlten ribA, psgA, pldC,
pptB, pikC, pptA, spiA, cdcA, cudA, anxA, pwiA und rgsA. In Abbil-
dung 2.21 und 2.22 sind die quantitativen Unterschiede der Kom-
plementationseffekte fiir jedes der analysierten Gene beider Teilver-
suche dargestellt. Abbildung 2.21 zeigt fiir Fusionsplasmodien des
Typs N26B5 7 + N11D4 DK deutlich, dass das Gen pptA in zwei
der 15 analysierten Plasmodien deutlich mehr exprimiert wird als in
den Ausgangszellen. Zusitzlich weisen fiinf der Fusionszellen in die-
sem Gen einen Expressionswert auf, der deutlich unterhalb der Aus-
gangswerte liegt. Vergleicht man diese Werte nun mit der relativen
Genexpression fiir Fusionsplasmodien des Typs N11D4 4 + N26B5
(DK) (Abbildung 2.22), so sind deutliche Unterschiede festzustellen.
Neun der 15 Plasmodien weisen in diesem Versuchsaufbau fiir das
Gen pptA einen relativen Genexpressionswert auf, der im Vergleich
zu den Ausgangszellen durch Komplementation deutlich herunterre-
guliert wurde. Anhand dieser Unterschiede in der Ausprdagung von
Komplementationseffekten in den jeweiligen Genen soll nun auf die
Netzwerkarchitektur der verwendeten Sporulationsmutanten riickge-
schlossen werden.
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Verhaltnis Fusionen zu Ausgangsplasmodien Teilversuch 2, N11D4 belichtet
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Abbildung 2.22: Komplementationseffekte in Fusionsplasmodien aus Teilversuch 2

Dargestellt sind die nach Gleichung 2.1 berechneten relativen mRNA-Mengen zwischen den Genexpressionsleveln der Fusionszellen und deren
Ausgangsplasmodien. Werte mit einer rel. mRNA-Menge von >1,5 und <o.5 werden als Komplementationseffekte gewertet. Gezeigt sind die
Analyseergebnisse aller Gene fiir die Fusionsplasmodien aus Teilversuch #2: N11Dgq 4 + N26B5 DK



2.3 FUSIONSANALYSEN AN SPORULATIONSMUTANTEN

Abbildung 2.23 zeigt unterschiedliche experimentelle Setups zur
Identifikation der Hierarchie von Mutationen im Sporulationsnetz-
werk. Eine Komplementation ist somit moglich, wenn das Fusions-
plasmodium zwei rezessive Mutationen trdgt. Dabei ist die Anord-
nung dieser Mutationen im Netzwerk irrelevant (vgl. Abbildung
2.23, B). Weiterhin konnen in einer Fusionszelle Komplementatio-
nen entstehen, wenn diese eine dominante Mutation trdgt, die sich
in der Signalkaskade upstream zu einer rezessiven Mutation befin-
det. Bei Induktion des Stammes, der die rezessive Mutation tragt,
kann die dominante Mutation tiberbriickt und der Gendefekt kom-
plementiert werden (vgl. Abbildung 2.23, C). Wiirden diese, in Ab-
bildung 2.20 und Abbildung 2.23 dargestellten, theoretischen Uberle-
gungen der unidirektionalen Signalfithrung tatsdchlich zutreffen, so
wiirden nur in einem der beiden Fusionsexperimente, bedingt durch
das Uberbriicken der dominant-negativen Mutation, Komplementa-
tionseffekte auftreten. Bei Durchfiithrung des Umkehrexperimentes
wdren somit, verursacht durch das Blocken der Signalkaskade durch
die dominant-negative Mutation, keine Komplementationseffekte zu
erwarten gewesen. Das Auftreten von Komplementationseffekten in
beiden experimentellen Setups, die zuséatzlich selektiv in bestimmten
Genen auftreten, weist auf eine alternative Signalfiihrung in der Re-
gulationskaskade hin.
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Abbildung 2.23: Analysemethoden zur Aufklarung der Netzwerkstruktur

Schemata zur Identifikation der Hierarchie von Mutationen in
der Sporulations-Signalkaskade durch somatische Komplementa-
tion. D symbolisiert eine Mutation, die sich dominant verhilt, R
eine Mutation mit einem rezessiven Einfluss. A: Eine Komple-
mentation in einem Fusionsplasmodium mit zwei hintereinander
folgenden dominanten Mutationen ist weder durch die Aktivie-
rung des Blocks D1 noch durch Aktivierung des Blocks D2 mog-
lich, da der jeweils andere Block das Voranschreiten des Sporula-
tionssignals abblockt. B: In einem Fusionsplasmodium mit zwei
aufeinander folgenden rezessiven Mutationen ist eine Komple-
mentaion sowohl bei Aktivierung des Blocks R1, als auch bei Ak-
tivierung des Blocks R2 moglich, da das Sporulationssignal iiber
den jeweils anderen Fusionspartner umgeleitet werden kann. C:
Folgt in einem Fusionsplasmodium eine rezessive auf eine domi-
nante Mutation, so ist eine Komplementation nur moglich, wenn
der rezessive Block aktiviert wird, da die dominante Mutation auf
diesem Wege iiberbriickt werden kann. Andernfalls wird das Si-
gnal von der dominanten Mutation unterbrochen. D: Folgt in ei-
nem Fusionsplasmodium eine dominante auf eine rezessive Muta-
tion, so in beiden Fiillen keine Komplementation moglich, da das
Signal durch die dominante Mutation unterbrochen wird. Setups,
die eine Komplementation ermdglichen, sind in rot markiert.
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Somit scheinen die Gene ribA, psgA, pldC, pptB, pikC, pptA, spiA und
cdcA iber einen Signalweg komplementiert zu werden, in dem sich
der dominant-negative Block des Stammes N11D4 upstream des re-
zessiven Blockes von N26B5 befindet. Dabei werden die Gene cudA,
anxA, pwiA und rgsA iiber einen Signalweg reguliert, der sich genau
umgekehrt verhilt. Hier befindet sich die dominant-negative Mutati-
on in N26B5 upstream der rezessiven Mutation des Stammes N11D4.
Die hier beobachteten differentiellen Regulationsmuster in den Fusi-
onsplasmodien entsprechen der Regulation, wie sie auch in Wildtyp-
Plasmodien auftritt. Der Aufbau dieses Signalnetzwerkes ist in Abbil-
dung 2.24 dargestellt.

— ribA |
psgA |
pldC |
pptB |
pikC |

Phytochrom Rezeptor———> Ni11D4 ——> N26B5 -
(D:/ (R) ~ PPtA 1
spiA 1
N26B5 | cdcA 1
N11Dg —
cudA
anxA |
Phytochrom Rezeptor———> N26B5 ——> Ni11Dyg : pwiA1
(D) (R) g 1

Abbildung 2.24: Ablaufschema fiir Regulationskaskaden

Die selektive Regulation sporulationsrelevanter Gene in Physa-
rum polycephalum ist abhingig von der dominanten oder rezes-
siven Ausprigung der verinderten Blocke in der Signalkaskade
der verwendeten Stimme und deren Lokalisation relativ zuein-
ander. Die gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass sich der
verinderte Abschnitt eines Mutantenstammes fiir einige Gene do-
minant und fiir andere Gene wiederum rezessiv auswirken kann.
Dominante Einfliisse einer Mutante auf die Regulationskaskade
sind mit einem (D) gekennzeichnet, wohingegen rezessive Aus-
prigungen mit einem (R) markiert wurden. Hochregulierte Gene
sind mit einem roten, herunterregulierte Gene mit einem griinen
Pfeil symbolisiert.
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2.4 REKONSTRUKTION VON INTRAZELLULAREN SIGNALKASKA-
DEN DURCH CLUSTERING VON GENEXPRESSIONSDATEN

Die Rekonstruktion von intrazelluldren Signalkaskaden auf der
Grundlage von Genexpressionsdaten gestaltet sich aufgrund der
groflen Datenmengen oft als besonders anspruchsvoll. Clusteralgo-
rithmen sind geeignete Werkzeuge zur Identifikation von Regula-
tionsmustern in verrauschten Messdaten. Diese bieten den Vorteil,
dass zur Anwendung kein a priori Wissen, wie zum Beispiel Trai-
ningssamples, benotigt wird und fiir die meisten Algorithmen kei-
ne Information tiber die Clusteranzahl notwendig ist (Azadov, 2008).
Jedoch erlauben die bisher gebrauchlichen Clusteralgorithmen aus-
schliefllich eine Clusterung entweder nach den analysierten Genen
oder nach den betrachteten Zellen. Die Plasmodien von Physarum po-
lycephalum verhalten sich jedoch auch unter gleicher experimenteller
Behandlung hoch individuell (Rétzel, 2015). Daher wiirde unter Ver-
wendung eines solchen Algorithmus der Grofiteil der Informationen
iiber Variationen in den Signalkaskaden nicht in ausreichender Form
ausgewertet werden, obwohl sie besonders relevant zur Rekonstruk-
tion des Regulationsnetzwerkes sind.

Daher wurde in dieser Arbeit ein selbststindig implementierter Clus-
teralgorithmus entworfen, der bei der Clusterung der Genexpressi-
onsdaten sowohl die Zugehorigkeit der analysierten Gene, als auch
die einzelnen Plasmodien mit ihren spezifischen Genexpressionsmus-
tern berticksichtigt. Die Implementierung des Algorithmus erfolgte
als Matlab®—Skript, welches der Arbeit beiliegt.

2.4.1  Arbeitsweise und Implementierung des Algorithmus

Die in dieser Arbeit analysierten Gene sollten in Gruppen unterteilt
werden, die durch eine korrelierte Regulation gekennzeichnet sind.
Es wurde davon ausgegangen, dass sich wéahrend einer Zeitreihen-
analyse die Expressionslevel spezifischer Gene von Zeitschritt zu Zeit-
schritt in gleichem MafSe 4&ndern, wenn deren Transkription tiber die-
selben Regulationsmechanismen gesteuert wird. Daher wird der Al-
gorithmus ausschliefllich auf Genexpressionsanderungen (NPA) von
einem Analysezeitpunkt zum ndchsten angewandt. Dazu wurde das
Verhiltnis der Expressionslevel fiir jedes Gen der analysierten Plas-
modien zwischen den zwei betrachteten Zeitpunkten berechnet, wel-
ches dem Faktor der Anderung der Transkriptmengen entspricht. Der
Clusteralgorithmus nutzt die vorab ermittelten Genexpressionsver-
hiltnisse als Ahnlichkeitsmaf} zwischen beiden Datensétzen und ord-
net diese, unter Zuhilfenahme von benutzerdefinierten Schwellwer-
ten, in spezifische Cluster fiir jeden Datensatz ein. Die anschlieffende
Prasentation der Ergebnisse erfolgt sowohl tabellarisch, als auch gra-
fisch aufbereitet als Heatmap und Kreisplot.
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Die genaue Berechnung der Clusterdaten ist in Abbildung 2.25 dar-
gestellt und umfasst folgende Schritte:

¢ Schritt 1: Vorbereitung der Daten

Dem Algorithmus werden zwei Datensdtze (DS) mit den zuvor be-
rechneten Genexpressionsverhiltnissen prédsentiert. Die Anzahl der
Gene und Plasmodien ist beliebig. Es wird jedoch vorausgesetzt, dass
die Anzahl und Reihenfolge der Gene tiiber alle Datensidtze hinweg
konstant ist. Zusitzlich muss der Anwender vor der Analyse die ge-
wiinschten Grenzwerte wahlweise als absolute oder relative Werte
parametrieren.

1. SIM-Threshold: Similarity-Threshold - Ahnlichkeitsschwell-
wert der mindestens erfiillt sein muss, damit zwei Gene einem
Cluster zugeordnet werden kdnnen

2. GEL-Threshold: Gene Expression Level-Threshold — Optionaler
Schwellwert, mit dem Gene herausgefiltert werden kénnen, de-
ren Genexpressionswerte nur sehr niedrig sind und somit als
nicht (signifikant) reguliert interpretiert werden

3. MNP-Threshold: Minimal Number of Plasmodia-Threshold —
Schwellwert, der angibt, wieviele Plasmodien ein Cluster min-
destens enthalten muss

4. MNG-Threshold: Minimal Number of Genes-Threshold -
Schwellwert, der angibt, wieviele Gene mindestens in einem
Cluster enthalten sein miissen

* Schritt 2: Vorauswahl der Plasmodienpaare

Zundchst wird die Auswahl der moglichen Plasmodien einge-
schrankt, die einem Cluster zugehorig sein konnen. Hierzu wird eine
Bindrmatrix der Dimension (Anzahl Plasmodien) x (Anzahl Plasmo-
dien) x (Anzahl Gene) erzeugt. Eine logische 1 in dieser Matrix an der
Stelle XYZ bedeutet, dass der Quotient der Genexpressionslevel von
Plasmodium X zum ersten Analysezeitpunkt und Plasmodium Y an
einem zweiten Zeitpunkt fiir das Gen Z den vom Nutzer vorgegebe-
nen Grenzwert (SIM) erfiillen. Die Summe tiber die Gene liefert die
Anzahl der Gene, in denen sich die Plasmodien X und Y ausreichend
dhnlich sind. Diese Anzahl kann wiederum mit der Mindestanzahl
an Genen (MNG) pro Cluster verglichen werden. Die resultierende
Matrix ist reziprok symmetrisch und kann auf die obere bzw. untere
Dreiecksmatrix beschrankt werden. Die verbliebenen Eintrdge kenn-
zeichnen Plasmodienpaare, die die gegebenen Grenzwerte erfiillen.
Sie stellen den Ausgangspunkt fiir die Suche nach komplexen Mus-
tern dar.
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e Schritt 3: Mustersuche

In diesem Schritt wird gepriift, wieviele Plasmodienpaare sich zu ei-
nem Cluster zusammenfassen lassen. In Schritt 2, Vorauswahl der
Plasmodienpaare, wurde bereits eine Matrix erzeugt, die Informatio-
nen zur Ahnlichkeit der Genexpression zwischen Plasmodien zuein-
ander enthilt. Alle Plasmodien, die sich in dem Verhiltnis der Ex-
pressionswerte bestimmter Gene ausreichend dhnlich sind, werden
nun zu Gruppen zusammengefiigt. Dabei werden zuerst Cluster aus
zwei Plasmodienpaaren iiberpriift. Die Clustergrofie wird anschlie-
Bend schrittweise erweitert. Fiir jede einzelne Kombination wird an-
hand des MNG-Threshold tiberpriift, ob sich die Expressionswerte
aller beteiligten Plasmodien eines Clusters in ausreichend vielen Ge-
nen ausreichend dhnlich sind. Ist diese Bedingung erfiillt, so wird die-
se Kombination abgespeichert. Dieses Vorgehen wird fiir alle Spalten
der Ahnlichkeitsmatrix wiederholt.

¢ Schritt 4: Entfernen von Subclustern

In diesem Schritt wird fiir jedes der gespeicherten Cluster iiberpriift,
ob diese spezifische Kombination aus Genen und Plasmodien in ei-
nem der komplexeren Cluster enthalten ist. Cluster, welche vollstan-
dig in anderen Clustern enthalten sind und somit nur eine Unter-
gruppe ohne zusitzliche Information darstellen, verbleiben unbeach-
tet und werden verworfen.

* Schritt 5: Normierung

Fiir jedes der verbliebenen Cluster werden die Genexpressionsverhalt-
nisse der beteiligten Plasmodien und der zugehorigen Gene ausgele-
sen und gespeichert. Der Nutzer kann einen Minimalwert fiir die
berechneten Genexpressionsverhiltnisse (GEL) angeben. Ist ein sol-
cher Grenzwert vorgegeben, werden alle Cluster verworfen, in denen
alle Genexpressionsanderungen unterhalb des vorgegebenen Schwell-
wertes liegen. Fiir die spdtere grafische Darstellung werden die Gen-
expressionsverhéltnisse auf den Maximalwert aller Verhiltnisse des
analysierten Datensatzes normiert.

¢ Schritt 6: Auswertungstabelle

Jedem Cluster werden die Realnamen der beteiligten Gene zugeord-
net. Im Anschluss wird eine Ubersicht aller im Datensatz enthaltenen
Cluster als table-Variable abgespeichert, sortiert und ausgegeben.
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e Schritt 7: Clusterkopien

In diesem Schritt werden von jedem Cluster Kopien entsprechend
der Anzahl der beteiligten Plasmodien angefertigt. Jede Instanz eines
Clusters, also jedes Auftreten eines Clusters in einem Plasmodium,
wird nun durch einen eigenen Eintrag reprédsentiert. Diese Kopien
werden nun fiir die grafische Darstellung mit den relativen Genex-
pressionsleveln der Plasmodien fiir diese Gene (vgl. Schritt Nr. 5) ge-
wichtet. Fiir die spétere grafische Darstellung werden die Cluster im
Anschluss ebenfalls nach dem kleinsten Index der beteiligten Gene
sortiert, sodass die Cluster, an denen Gene mit einem bestimmten
Index beteiligt sind, nebeneinander liegen.

e Schritt 8: Gruppenauswertung

Werden dem Algorithmus mehrere Datensétze tibergeben, so werden
im Anschluss an die individuelle Clusteranalyse die Ergebnisse von
aufeinanderfolgenden Datensitzen in einem Vergleich gegeniiberge-
stellt. Hierzu werden ergdnzend sowohl die identischen, als auch
die fiir einen Datensatz exklusiven Cluster als Tabelle ausgegeben.
Zusétzlich werden die Cluster beider Datensitze in einer Heatmap,
durch eine vertikale Linie getrennt, nebeneinander dargestellt. Identi-
sche Cluster werden gelb unterlegt. Die relativen Genexpressionswer-
te aus Schritt Nr. 5 werden durch den Farbton codiert. Die Breite der
horizontalen Balken entspricht der Anzahl der Plasmodien, in denen
dieses Cluster aufgetreten ist.
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Abbildung 2.25: Programmablauf des Algorithmus zur Identifikation von
Genexpressionsclustern

Dargestellt ist die Vorgehensweise des hier implementierten
Clusteralgorithmus zur Suche wvon Plasmodien, die in einer
Gruppe von Genen gleiche Expressionsverhiiltnisse aufweisen.

Erliuterungen im Text,

Kapitel 2.4.1.
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2.4.2  Clusteranalyse fiir Mutantenstimme von Physarum polycephalum

Die Analyse der ermittelten Genexpressionsverhiltnisse erfolgte in je-
dem Stamm zwischen den Zeitschritten Dunkelkontrolle — 4 h nach
Belichtung und 4 h — 8 h nach Induktion. Dem Algorithmus wurden
hierzu zwei Datensitze tibergeben. Die Analyse der Daten wurden
mit den in Tabelle 2.4 aufgefiihrten Parametern gestartet. Es wurde
angenommen, dass Gene, deren Expressionsverhiltnis den Wert fiinf
tibersteigt, als signifikant differentiell reguliert angesehen werden
konnen. Die vom Clusteralgorithmus berechneten Ergebnisse werden
im Anschluss an die Analyse in unterschiedlichen Formaten ausge-
geben. Die Prasentation der vom Algorithmus berechneten Cluster
erfolgt in erster Instanz als Tabelle. Diese Ergebnistabellen enthalten
alle in einem Datensatz gefundenen Cluster. Fiir jedes Cluster werden
die zugehorigen Gene und deren Zugehorigkeit zu den spezifischen
Plasmodien aufgelistet. Weiterhin erfolgt eine grafische Aufarbeitung
der errechneten Clustertabellen als Heatmap oder Kreisplot.

Tabelle 2.4: Parameter fiir Clusteranalysen

Threshold ‘ Wert
Similarity (SIM) 0.75
Gene Expression Level (GEL) 0
Minimal Number of Plasmodia (MNP) | 0.35
Minimal Number of Genes (MNG) 2

2.4.2.1  Clusteranalyse fiir den Stamm N26Bs

Die Analyse wurde fiir den Stamm N26B5 fiir die sporulierten und
nicht sporulierten Zellen separat durchgefiihrt. In der Clusteranalyse
der sporulierten Plasmodien dieses Stammes konnten in Zeitschritt 1
(DK - 4 h nach Induktion) acht individuelle Cluster identifiziert wer-
den (vgl. Tabelle 2.5). In der Analyse der Genexpressionsverhéltnisse
des Zeitschrittes 2 (4 h — 8 h nach Induktion) konnten in denselben
Plasmodien 23 spezifische Cluster identifiziert werden (vgl. Tabelle
2.6). Die Berechnung von individuellen und unterschiedlichen Gen-
expressionsclustern in diesen zwei Datensdtzen zeigt, dass der hier
implementierte Algorithmus zuverldssig spezifische Genexpressions-
cluster berechnet und fiir die Analysen verwendet werden kann.

Die resultierenden Tabellen geben fiir jedes Cluster eine individuel-
le Clusternummer aus, wobei zusitzlich angezeigt wird, in wieviel
Prozent der gesamt analysierten Plasmodien das spezifische Cluster
gefunden wurde. Alle analysierten Plasmodien sind, zuséatzlich mit ei-
ner Nummer versehen, in der Tabelle aufgelistet (hier: P11-Plg). Tritt
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das gefundene Cluster in einem dieser Plasmodien auf, so wird in
der entsprechenden Spalte eine "1" eingetragen. Wurde das Cluster
in einem der Plasmodien nicht gefunden, so wurde die entsprechen-
de Spalte mit einer "0" markiert. Die Spalte "Gene" gibt namentlich
die Gene aus, die in jedem spezifischen Cluster gefunden wurden. In
der letzen Spalte "P" wird die nach Kapitel 2.4.4.1 berechnete Wahr-
scheinlichkeit ausgegeben, mit der das spezifische Genexpressions-
cluster als zuféllige Gen- und Plasmodienkombination auftreten wiir-
de. Diese Tabellen ermoglichen eine Aussage dartiiber, welche Gene
sich in den analysierten Zeitschritten in einem dhnlichen Maf3 d&ndern.
Beispielhaft gibt Cluster Nr. 1 in Tabelle 2.5 an, dass das Expressions-
verhéltnis der Gene pptB und meiB in vier von neun Plasmodien in
dem Zeitabschnitt von der Dunkelkontrolle zu vier Stunden nach In-
duktion korreliert ist.

Die vom Algorithmus berechneten Cluster enthalten Gene, deren Ex-
pressionslevel sich {iber den analysierten Zeitraum im selben Mafse
andern. Das deutet darauf hin, dass diese Gene einer gemeinsamen
Regulation unterliegen. Anhand dieser Information iiber gemeinsam
regulierte Gengruppen konnen nun Teile des Signalnetzwerkes, das
die Sporulation vermittelt, als Modell abgebildet werden. Die Ergeb-
nisse des hier implementierten Clusteralgorithmus eignen sich zur
Rekonstruktion von Signalwegen in besonderem Mafie, da hier so-
wohl die Zusammenhinge zwischen gemeinsam regulierten Genen
als auch den zugehorigen Plasmodien berechnet wird. In etablierten
Clusteralgorithmen, wie zum Beispiel k-Means, konnen Genexpres-
sionsdaten entweder nach Genen oder nach Plasmodien geclustert
werden. Da vorhergehende Analysen jedoch gezeigt haben, dass die
Regulationsmechanismen in einzelnen Plasmodien hoch individuell
ablaufen (Ratzel, 2015), wiirde eine Vielzahl an Informationen verlo-
ren gehen.

Weiterhin ermoglicht diese Betrachtungsweise der Expressionsver-
hiltnisse eine Analyse der Korrelationsstdarke der betrachteten Gene
und die Identifikation alternativer Signalwege und Kopplungen. Die-
se alternativen Signalwege kénnen durch so genannte Uberlappun-
gen in den Genexpressionsclustern, wie sie zum Beispiel in Tabelle
2.5 in Cluster Nr. 6 und Nr. 7 zu sehen sind, rekonstruiert werden.
Hier sind Cluster Nr. 6 die Gene cudA und arpA zugeordnet, wohin-
gegen die Gene cudA und spiA Cluster Nr. 7 zugeteilt wurden. Dabei
treten beide Cluster in den Plasmodien 3, 8 und 9 auf, wohingegen
Cluster Nr. 6 exklusiv fiir Plasmodium 1 ist. Cluster Nr. 7 tritt je-
doch exklusiv in Plasmodium 7 auf. Diese tiberlappende Aufteilung
der Gene und Plasmodien auf die zwei Cluster ldasst darauf schliefen,
dass es einen zugrundeliegenden alternativen Signalweg in Plasmo-
dium 1 und 7 geben muss, der auf der einen Hand die Gene cudA
und arpA gemeinsam reguliert, wihrend in anderen Plasmodien die
Gene cudA und spiA koreguliert werden.
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Zusétzlich wurde bei der Implementierung des Clusteralgorithmus
eine graphische Aufarbeitung der berechneten Clustertabellen reali-
siert. Dabei wurden die in den Tabellen enthaltenen Daten in einem
Kreisplot dargestellt (vgl. Kapitel 2.4.1). Dabei wurde ausgezihlt,
wie oft Paare von Genen gemeinsam in den jeweiligen Tabellen in
allen berechneten Clustern auftraten. Anschlieffend wurden diese
Genpaare in den Kreisplots mit einer Linie verbunden, wobei die
Farbintensitdt der Linie ein Mafs fiir die Haufigkeit ist, mit der
diese Kombination aus zwei Genen in dem analysierten Datensatz
auftrat. Zusitzlich wurden die Anderungen der Expressionslevel der
Gene im analysierten Zeitschritt mithilfe eines benutzerdefinierten
Schwellwertes berechnet und in den Plots farbig markiert. In den hier
gezeigten Plots (vgl. Abbildung 2.26 und 2.27) wurde als Schwellwert
eine 5-fache Anderung des Expressionslevels festgelegt. Gene, deren
Expressionslevel mindestens um das 5-fache hochreguliert sind,
werden in rot dargestellt, wobei eine Herunterregulation der Gen-
produkte auf ein Fiinftel oder weniger in blau gekennzeichnet wird.
Uberschreitet die Anderung der Expressionslevel den gewiahlten
Schwellwert nicht, so werden die Gennamen in griin dargestellt.
Gene, deren Expressionswerte in der eXpress-Profiling-Analyse
aufgrund sehr niedriger Expressionswerte nicht detektiert werden
konnten, wurden schwarz eingefarbt.

Mithilfe dieser Auftragung von gemeinsam regulierten Gene in den
Kreisplots konnen die Regulationsmuster auf eine sehr iibersichtliche
Art und Weise auf Einzelzellebene dargestellt und ausgewertet wer-
den. Die hier dargestellten Plots fiir die Plasmodien des Stammes
N26B5 verdeutlichen die Ergebnisse aus den PCA-Analysen, dass
sich jedes Plasmodium wahrend des Differenzierungsvorganges hoch
individuell verhilt. So kann zum Beispiel in Abbildung 2.26 beobach-
tet werden, dass sich bestimmte Muster von korrelierten Genen in
den Plasmodien hédufig wiederholen, wobei jedoch von Zelle zu Zelle
auch eine Vielzahl von Unterschieden auftritt. Beispielhaft treten in
vier von neun Plasmodien die Kombinationen arpA, cudA oder ehdA,
pksA auf, wobei sich viele der zusétzlich gefundenen Korrelationen in
diesen Zellen deutlich voneinander unterscheiden. Anhand der Hau-
figkeit des Auftretens bestimmter Muster in den Einzelzellen ist es
moglich, die Korrelationsstirke der Genpaare zu ermitteln und so-
mit Riickschliisse auf den Aufbau des zugrundeliegenden Netzwer-
kes ziehen zu konnen.
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Genpaarungen in Plasmodium #1
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Genpaarungen in Plasmodium #2
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N26Bs spo™, Plasmodium 1-3
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N26Bs5 spo*, Plasmodium 4-6
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(c) N26B5 spo™, Plasmodium 7-9
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Abbildung 2.26: Kreisplot fiir sporulierte Plasmodien des Stammes N26B5
im Zeitschritt DK — 4 h nach Induktion

Genpaare, die in den Einzelplasmodien zusammen in einem oder
mehr Clustern auftraten, sind miteinander verbunden. Die Stir-
ke der Linie korreliert mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaare
in den Clustern eines Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefi-
nierter Schwellwert definiert die x-fache Regulation der Expressi-
onslevel. Rot: x-fache Hochregulation, Blau: x-fache Herunterre-
gulation, Griin: nicht reguliert, Schwarz: Expressionswert nicht
detektierbar. Hier wurde als Schwellwert eine 5-fache Regulation

gewiihlt.

Wie bereits in Abbildung 2.26 und 2.27 in Kapitel 2.4.2 gezeigt,
konnten in den Kreisplots der sporulierten Plasmodien des Stammes
N26B5 die zeitabhdngigen Regulationsmuster der Einzelzellen sehr
gut dargestellt werden. Die Ergebnisse belegen, dass die Anzahl der
korrelierten Gene von Zeitschritt 1 (DK — 4 h nach FR) zu Zeitschritt
2 (4 h nach FR - 8 h nach FR) deutlich ansteigt und dass sich die
Komplexitdt der gefundenen Muster stark erhoht. Es konnen Gene
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(b) N26B5 spo™, Plasmodium 4-6
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(c) N26B5 spo™, Plasmodium 7-9
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Genpaarungen in Plasmodium #3
rgsAPSgA pldC.

Wik ppiB
ik P i

pldA pikB
gapA " |
pakA
cdoA
SpiA
ehdA
PPtA
rasA
tspA
apA
damA \ = CudA
hepA = pikC
rbBspA  pheAfibA
Genpaarungen in Plasmodium #6
A
oA 1954050 PIOC g
ligA pldB
pldA pikB
gapA ralA
pakA nhpA

cdcA pumA
SpiA anxA
ehdA ardA
PPtA meiB
rasA hstA
tspA penA
apA UchA
damA cudA
hopA pikC
rbBygpa  pksATDA
Genpaarungen in Plasmodium #9
A
pwiA 1952059 P
ligA plds
pldA pikB
gapA ralA
pakA nhpA
cdcA pumA
spiA anxA
/
ehdA ardA
pptA meiB
rasA | hsta
tspA penA
apA 7 uchA
damA cudA

hepA pikC
MbBspA  phsATIbA

Abbildung 2.27: Kreisplot fiir sporulierte Plasmodien des Stammes N26B5
im Zeitschritt 4 h — 8 h nach Induktion

Genpaare, die in den Einzelplasmodien zusammen in einem oder
mehr Clustern auftraten, sind miteinander verbunden. Die Stiir-
ke der Linie korreliert mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaare
in den Clustern eines Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefi-
nierter Schwellwert definiert die x-fache Regulation der Expressi-
onslevel. Rot: x-fache Hochrequlation, Blau: x-fache Herunterre-
gulation, Griin: nicht reguliert, Schwarz: Expressionswert nicht
detektierbar. Hier wurde als Schwellwert eine 5-fache Regulation

gewdihlt.

wie zum Beispiel uchA, cudA, ribB, pakA, gapA und pldA identifiziert
werden, die Knotenpunkte in den Kreisplots darstellen und somit be-
sonders hdufig in den berechneten Clustern auftraten.

Die Analyse der sporulations-negativen Plasmodien des Stammes
N26B5 zeigt Regulationsmuster, die sich deutlich von denen der
sporulierten Plasmodien unterscheiden. Es wurden aus allen analy-
sierten Plasmodien drei Zellen ausgewdhlt, die ein fiir diesen Daten-



8o

ERGEBNISSE

satz typisches Verhalten zeigen. Auffillig ist in dieser Analyse, dass
in diesen Plasmodien bereits in den Expressionsverhdltnissen in Zeit-
schritt 1 (vgl. Abbildung 2.28, A) deutlich mehr Korrelationen zwi-
schen den Genen auftraten als in die sporulierten Plasmodien. Die Re-
gulationsmuster der einzelnen Plasmodien waren sich untereinander
erneut sehr dhnlich, wobei jedoch auch kleinere Unterschiede zwi-
schen den FEinzelzellen auftraten. Aus diesen Unterschieden in den
Korrelationsmustern der Plasmodien ldsst sich sehr gut auf die zu-
grundeliegende Netzwerkarchitektur schliefSen. Sie zeigen alternati-
ve Signalwege auf und lassen zum Beispiel Schlussfolgerungen tiber
die zugrundeliegenden Aktivierungsmechanismen der Signalkaska-
de zu.

In Zeitschritt 2 (vgl. Abbildung 2.28, B) sind ebenfalls deutlich andere
Regulationsmuster zu erkennen, als in den sporulierten Plasmodien.
Hier bilden unter anderem die Gene ehdA, spiA, meiB, pikC und damA
die Knotenpunkte der berechneten Cluster. Die Clustertabellen, auf
deren Grundlage die Plots erstellt wurden, sind in Tabelle 2.7 und 2.8
aufgefiihrt.
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Tabelle 2.8: Clusterdaten N26B5 spo~, 4 h — 8 h nach FR

Cluster | % | Pl1 | Pl2 | P13 | Plg | Pls | Pl6 Gene P
Nr.
1 50 | 1 0 0 1 1 0 pikB, pldC, damA 2.55%10~ 90
2 50| O 0 1 1 0 1 pptB, pikC, arpA, tspA 1.65%10 14
3 50| o 1 1 0 0 1 pptB, pikC, ehdA 6.48*10~ 1°
4 50l 1 | 1| 1|0 o] o pldB, ralA, pksA 6.48*101°
5 50 o | o | o 1 1 1 | pikB, meiB, ribA, pksA, tspA | 4.20*10~ "7
6 50| O 1 o] 1 0 1 | meiB, pcnA, pikC, ribA, spiA #.No*uol_ ?
7 67| o 1 0 1 1 1 meiB, ribA 7.96*10%7
8 50| o 1 o | o 1 1 meiB, ribA, damA, ehd A 1.65%10 14
9 50| o 1 o 1 1 0 meiB, ribA, damA,ligA H.omJO|E
10 50 | 1 0 0 1 0 1 uchA, gapA 2.55%10 9
11 50| o 1 1 1 0 0 cudA, pikC, ehdA m.&mﬁo\_ 0
12 50 | 1 o] ol o 1 1 cudA, ribB, damA 6.48*10~1°
13 50| O 1 1 0 1 0 dspA, ehdA 2.55%10 %>
14 50 | 1 1 0 1 0 0 ribB, damA, spiA, ligA 1.65%10 14
15 50 | 1 1 0 0 0 1 ribB, damA, gapA 6.48*10~1°
16 50 o | o | 1| o | 1|1 ribB, tspA, ehdA 2.55%10" 9%
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(b) N26B5 spo~, Plasmodium 1-3

Abbildung 2.28: Kreisplot fiir nicht sporulierte Plasmodien des Stammes
N26B5 im Zeitschritt DK — 4 h nach Induktion (a) und 4 h
— 8 h nach Induktion (b)

Dargestellt sind die Kreisplots der Clusteranalyse fiir jeweils drei
typische Plasmodien aus zwei aufeinanderfolgenden Zeitschrit-
ten. Genpaare, die in den Einzelplasmodien zusammen in einem
oder mehr Clustern auftraten, sind miteinander verbunden. Die
Stirke der Linie korreliert mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaa-
re in den Clustern eines Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefi-
nierter Schwellwert definiert die x-fache Regulation der Expressi-
onslevel. Rot: x-fache Hochregulation, Blau: x-fache Herunterre-
gulation, Griin: nicht reguliert, Schwarz: Expressionswert nicht
detektierbar.

In Abbildung 2.29 sind die Ergebnisse der Clusteranalyse fiir den un-
belichteten Stamm N26B5 dargestellt. Es wurden auch hier aus allen
analysierten Plasmodien drei Zellen ausgewdhlt, die ein fiir diesen
Datensatz typisches Verhalten zeigen. Da diese Plasmodien nicht be-
lichtet wurden, wird als zeitlicher Beginn der Analyse der Zeitpunkt
der ersten Probenahme angenommen. Abbildung 2.29, A zeigt die
Kreisplots fiir den Zeitschritt von der Dunkelkontrolle zu vier Stun-
den nach Start und Abbildung 2.29, B die Abbildungen fiir den Zeit-
schritt von vier Stunden nach Start zu acht Stunden nach Start. Es ist
deutlich zu erkennen, dass in beiden analysierten Zeitschritten nur
sehr wenig bis keine Korrelationen zwischen den Genen auftraten.
Weiterhin konnten nur einige wenige differentiell regulierte Gene in
diesen Datenséatzen identifiziert werden. Die Clusterdaten, auf denen
die hier gezeigten Plots beruhen, sind in Tabelle 2.9 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.9: Clusterdaten N26B5 Dunkelkontrolle

Cluster | % | Pl1 | Pl2 | P13 | Plg | Pls | P16 | Pl7 | P18 | Plg | Plio | Pli1 | Pli2 | Pli3 | Plig | Plis Gene P
Nr.

oh-4h
1 40 | 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 pldB, ribA | 8.56*101°
2 47 | 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 pldB, ribA | 8.56*10'°
3 40 1 | o | 1| 1| 0o | o | o] o] 1 o 1 0 0 o 1 | pumA, ribA | 8.56*10~'°
4 40 1 | 1 | o | o | o | o | 1] 0] 1 o 0 1 1 1 o | meiB, ribB | 2.95*10~ "
5 40 | 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 meiB, ribB | 8.56%10'°
6 g7 1 | 1 | 1 | 1| o | 1| 1] o0 o0 0 0 o 0 1 o | uchA,ribB | 8.56*10~1°

4h-8h
1 47 | o 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 pldB, meiB | 2.95%10~ 1!
2 40 o | 1 | oo | 1| 1| 1] 0] 1 0 0 0 1 0 o | pumA,ligA | 8.56*101°
3 40| o 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 pumA, ligA | 8.56*10~'°
4 47| o | 1 | o | o | 1| 1| 0| o] 1 o 1 o 1 0 1 | ehdA, ligA | 2.95%107 "
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Genpaarungen in Plasmodium #1 Genpaarungen in Plasmodium #2 Genpaarungen in Plasmodium #3
A A SgA
owiA TS5 PIAC g oA TISAPS9 PIAC g pwiA 9P PIOC g
ligh pldB ligA pldB ligA pldB
pldA pikB pldA pikB pldA pikB
gapA ralA gapA ralA gapA ralA
pakA nhpA pakA nhpA pakA nhpA
cdcA pumA cdcA pumA cdoA pumA
SpiA / ana SpiA anxA SpiA / anA
ehdA ardA ehdA ardA ehdA ardA
pRIA meiB pptA meiB pptA meiB
rasA hstA rasA hstA rasA hstA
tspA penA tspA ponA 1spA ponA
ampA uchA amA uchA ampA p “uchA
damA cudA damA —— cudA damA —/ cudA
hepA - pil hepA - pi hepA _— pikC
fbBlgpA  pksATDA ibBlspA  pksATDA fbBspA  pheAlibA
(a) N26B5 DK, Plasmodium 1-3
Genpaarungen in Plasmodium #1 Genpaarungen in Plasmodium #2 Genpaarungen in Plasmodium #3
A A A
owiA TIPS PIOC, g oA TISAS PIAC 11g owiA 9P PIOC g
ligh pldB ligA dB ligA pldB
pldA pikB pldA pikB pldA pikB
gapA ralA gapA ralA gapA ralA
pakA nhpA pakA nhpA pakA nhpA
cdoA pumA cdoA umA cdeA pumA
spiA anxA spiA anxA SpiA anA
ehdA ardA ehdA ardA ehdA ardA
pptA meiB pptA meiB pptA meiB
rasA hstA rasA hstA rasA hstA
1spA penA tspA penA 1spA ponA
ampA uchA ampA uchA ampA uchA
damA cudA damA cudA damA cudA
hep hep hep!

A pikC A pikG A pikC
fbBugpA  pksATDA fibBygpA  pksATDA MbBspa  phsAfibA

(b) N26B5 DK, Plasmodium 1-3

Abbildung 2.29: Kreisplot fiir die Dunkelkontrolle des Stammes N26Bs5
im Zeitschritt DK — 4 h nach Start und 4 h — 8 h nach Start

Dargestellt sind die Kreisplots der Clusteranalyse fiir jeweils drei
typische Plasmodien aus zwei aufeinanderfolgenden Zeitschrit-
ten. Genpaare, die in den Einzelplasmodien zusammen in einem
oder mehr Clustern auftraten, sind miteinander verbunden. Die
Stirke der Linie korreliert mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaa-
re in den Clustern eines Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefi-
nierter Schwellwert definiert die x-fache Regulation der Expressi-
onslevel. Rot: x-fache Hochregulation, Blau: x-fache Herunterre-
gulation, Griin: nicht reguliert, Schwarz: Expressionswert nicht
detektierbar.
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2.4.2.2  Clusteranalyse fiir den Stamm N11Dg

Die Analyse des Mutantenstammes N11D4 wurde ebenfalls mit den
in Kapitel 2.4.2 aufgefiihrten Parametern durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass in den belichteten Plasmodien des Stammes N11Dj fiir den Zeit-
schritt von vier Stunden zu acht Stunden nach Belichtung keine Kor-
relationen zwischen den betrachteten Genen gefunden werden konn-
ten. Daher sind hier ausschliefSlich die Ergebnisse des ersten Zeit-
schrittes von der Dunkelkontrolle zu vier Stunden nach Induktion
dargestellt (vgl. Abbildung 2.30). Es wurden aus allen analysierten
Plasmodien drei Zellen ausgewdhlt, die ein fiir diesen Datensatz typi-
sches Verhalten zeigen. Die Auswertungen zeigen auch hier nur eine
sehr geringe Anzahl an Korrelationen in den untersuchten Genen.
Diese Ergebnisse spiegeln die Resultate der PCA-Analyse wieder, in
der bereits gezeigt wurde, dass die Plasmodien der Sporulationsmu-
tante N11D4 nur bis zu vier Stunden nach Belichtung in geringem
Mafie auf einen Lichtimpuls reagieren und anschlieffend in einem
stabilen Zustand verharren. Die Clusterdaten, auf deren Grundlage
die Plots erstellt wurden, sind in Tabelle 2.10 dargestellt.

Genpaarungen in Plasmodium #1 Genpaarungen in Plasmodium #2 Genpaarungen in Plasmodium #3
s y 8 3 A
owiA 1gsAPSgA PIC g pw,\vgw:uA pldC, owiA rgsAPSQ pldC.
ligA pldB Tigh ligh
pldA pikB pldA pikB pldA pikB
gapA ralA gapA ralA gapA ralA
pakA nhpA pakA nhpA pakA nhpA

pptB ppiB
pldB pldB

cdoA pumA cdoA pumA

spiA anxA spiA anxA

arpA uchA arpA uchA
damA cudA damA cudA
c hepA C

cpA pikC pik pik
BdspA  pksaOA 0BispA  pksaDA M0BgspA  pksaOA

Abbildung 2.30: Kreisplot fiir die belichteten Plasmodien des Stammes
N11D4 im Zeitschritt DK — 4 h nach Induktion

Dargestellt sind die Kreisplots der Clusteranalyse fiir drei typi-
sche Plasmodien der Mutante N11D4. Genpaare, die in den Ein-
zelplasmodien zusammen in einem oder mehr Clustern auftra-
ten, sind miteinander verbunden. Die Stirke der Linie korreliert
mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaare in den Clustern eines
Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefinierter Schwellwert defi-
niert die x-fache Regulation der Expressionslevel. Rot: x-fache
Hochregulation, Blau: x-fache Herunterregulation, Griin: nicht
requliert, Schwarz: Expressionswert nicht detektierbar.



87

2.4 CLUSTERING VON GENEXPRESSIONSDATEN

,0-OLL84T | gqui ‘qrow I 0 1 I 0 0 1 0 0 0 0 o 0 I 1 | ot €
00—OL«80°€ | ydsy ‘yund | 0 I 0 0 I 0 I 0 0 I I 0 I 0 1 | LY 4
00—OL.80°€ | grou “yuind | 0 I 0 0 I I I 0 I 0 0 0 I 0 1 |4y I
yvr-yo
IN
d aueD) ST | ¥IId | €31 | eT0d | TT0d | OTId | OId | 8Id | £1d | 91d | SId | VId | €1d | 2l | TId | % | TeIsn[D

19YIRq YQIIN usrepIaisny)) 101z d[[PqeL



88

ERGEBNISSE

Die Analyse der unbelichteten Plasmodien der Mutante N11Djy ist
in Abbildung 2.31 dargestellt. Erneut wurden aus jedem Zeitschritt
drei Plasmodien ausgewdhlt, die ein fiir diesen Datensatz typisches
Verhalten zeigen. Die Analysergebnisse verdeutlichen, dass die An-
zahl der Korrelationen in den unbelichteten Plasmodien von N11D4
von Zeitschritt 1 (Dunkelkontrolle-4 h nach Start) zu Zeitschritt 2 (4
h nach Start zu 8 h nach Start) stark abnehmen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass sich die Knotenpunkte psgA, gapA und ehdA in den
Genexpressionsverhdltnissen von vier Stunden zu acht Stunden nach
Induktion (vgl. Abbildung 2.31, B) auflosen. Jedoch bleibt in beiden
Zeitschritten die Korrelation aus den Genen anxA, meiB und cudA be-
stehen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der PCA-
Analyse aus Kapitel 2.2.2. Dort konnte beobachtet werden, dass sich
die Plasmodien dieses Stammes bis hin zu vier Stunden nach Belich-
tung auf einen spezifischen Zustand fokussieren, den sie bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes nicht mehr verlassen.

Auffillig ist in diesen Auswertungen jedoch, dass in den Analyseer-
gebnissen der unbelichteten Plasmodien von N11D4 deutlich mehr
Korrelationen auftreten als in den belichteten Plasmodien desselben
Stammes (vgl. Abbildung 2.30). Diese Unterschiede konnten auf die
Lokalisation des durch die Mutation verursachten Defektes in der Re-
gulationskaskade der Sporulation zuriickzufiihren sein. Die Cluster-
daten, auf deren Grundlage die Plots erstellt wurden, sind in Tabelle
2.11 dargestellt.
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Tabelle 2.12: Clusterdaten N11D4 Dunkelkontrolle, Teil B

Cluster | % | Pl1 | Pl2 | Pl3 | Plg | Pls | Pl6 | Ply | PI8 | Plg | Plio | Pli1 | Pli2 | Pl13 | Plig | Plis Gene P
Nr.
oh-4h
16 47 | 1 1 1 o) o 0 0 1 0 0 1 1 1 o) 0 anxA, meiB, m.uHJo\NN
cudA
17 g7 1 | 1| 1 | o | o | o] o] 1]|o0 o 1 1 o 0 1 anxA, meiB, 8.71*10 22
cudA

18 40| 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 ) 0 anxA, meiB, 6.27%10 28
cudA, ehdA

19 40| 1 1 1 0 0 o | o 1 ) ) 1 0 1 ) ) anxA, meiB, 6.27%10 28
cudA, gapA

20 40 | 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 anxA, meiB, 6.27*10 28
cudA, gapA

21 53| 1 | 1| 1] 0| o0o|o0o]| o] 1]o 0 1 1 1 0 1 anxA, cudA 1.05%10 2

22 53 | 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 anxA, cudA 1.05%10 "2

23 47 | 1 1 1 o 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 | anxA, cudA, gapA | 8.71*10 %2

24 40| 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 anxA, pikC 8.56%10 10

25 40l o | o | 1 | o | o | o | o] 1]|o0 0 1 1 1 1 0 anxA, cdcA 8.56*10 10

26 40| 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 ) 0 meiB, pcnA 8.56*10 10

27 47 | 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 meiB, cudA 2.95%10 "

28 g7 1 | 1 | o | o | o | 1|0 ]| 1]|o0 o 1 1 o 0 1 meiB, cudA 2.95%10 !

29 g0/ 1 | o | o | o] o]l 1| 0] o] 1 0 1 1 1 0 0 meiB, cudA 8.56*101°

30 g0 1 | 1| 1| o] oo | o] 1|1 0 o 0 1 0 0 meiB, pikC 8.56*101°

31 40 | 1 1 0 o 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 meiB, ribA 8.56*101°

32 40| 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 meiB, ribA, ehd A u.wwﬁol_ ?

33 g0/ 1 | o | 1| o | o] 1| o o] o 1 1 1 0 0 0 meiB, ribB 8.56*101°
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Genpaarungen in Plasmodium #1
rgsAPSgA pldC

Genpaarungen in Plasmodium #2

Genpaarungen in Plasmodium #3
1gsAPSgA pldC.

SgA
pwiA pptB :wwA'gs"p 9A L PCoom PwWiA pptB
ligh pidB lig pldB ligh pldB
pldA pikB pldA pikB pldA pikB
gapA ralA gapA ralA gapA ralA
pakA nhpA pakA nhpA pakA nhpA
odeA pumA CcdeA pumA cdoA pumA
spiA anxA spiA anxA spiA anxA
) N
‘ N\
ehdA JardA ehdA V fardn ehdA ardA
yaN| N
pptA [ /meiB pptA / meiB pptA / /meiB
rasA // hsn rasA 7 rasA / hstA
tspA / penA tspA penA tspA penA
arpA uchA arpA uchA arpA uchA
damA cudA damA cudA damA cudA
hopA pi hepA pi hopA pikC
ibBgpa  pksaribA ibBygpn  pksATDA bByspn  pksaTDA

(a) N11D4 DK, Plasmodium 1-3,0h — 4 h

Genpaarungen in Plasmodium #1
rgsAPSgA pldC

Genpaarungen in Plasmodium #2
rgsAPSgA pldC
pp!

Genpaarungen in Plasmodium #3
rgsAPSOA pldC

pwiA ppiB pwiA 1B pwiA pptB
ligh pldB ligh pldB ligA pldB
pldA pikB pldA pikB pldA
gapA ralA gapA ralA gapA
pakA nhpA pakA nhpA pakA
cdoA pumA cdeA pumA cdcA
spiA anxA spiA anxA SpiA
ehdA araa ehdA ardA ehdA
pptA meiB pptA meiB pptA
rasA StA rasA hstA rasA
1spA // ponA tspA ponA tspA
apA / ucha apA arpA
damA cudA damA damA cudA
hepA pikG hepA pikC hepA pikC
fbBugpA  pksATOA fbBigpA  pksATOA fbBspn  phsAlibA

(b) N11D4 DK, Plasmodium 1-3, 4 h — 8 h

Abbildung 2.31: Kreisplot fiir unbelichtete Plasmodien der Mutante N11D4
im Zeitschritt DK — 4 h nach Start und 4 h — 8 h nach Start

Dargestellt sind die Kreisplots der Clusteranalyse fiir jeweils drei
typische Plasmodien aus zwei aufeinanderfolgenden Zeitschrit-
ten. Genpaare, die in den Einzelplasmodien zusammen in einem
oder mehr Clustern auftraten, sind miteinander verbunden. Die
Stirke der Linie korreliert mit der Hiufigkeit, mit der die Genpaa-
re in den Clustern eines Datensatzes auftraten. Ein benutzerdefi-
nierter Schwellwert definiert die x-fache Regulation der Expressi-
onslevel. Rot: x-fache Hochregulation, Blau: x-fache Herunterre-
gulation, Griin: nicht reguliert, Schwarz: Expressionswert nicht
detektierbar.

Mithilfe dieses Clusteralgorithmus konnten experimentell Effekte
nachgewiesen werden, die sich im Rahmen der von Waddington
(Waddington, 1957) beschriebenen epigenetischen Landschaft inter-
pretieren lassen. Es konnte gezeigt werden, dass Plasmodien, die sich
in unterschiedlichen Stadien der Differenzierung befinden, spezifi-
sche und stabile Genexpressionsmuster aufweisen. Es konnte eben-
falls nachgewiesen werden, dass die Wege, auf denen sich die Zellen
durch diese Landschaft bewegen, von Plasmodium zu Plasmodium
unterschiedlich sein konnen. Deutlich werden diese Effekte durch die
Uberlappung der Genexpressionscluster in den vorgestellten Analy-
sen. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefSen, dass bestimmte Kor-
relationen an Genen essentiell fiir das Erreichen eines spezifischen
Differenzierungszustandes sind. Es treten jedoch zusitzlich eine Viel-
zahl an optionalen Differenzierungswegen und genspezifischen Kor-
relationen auf. Diese beschreiben die individuellen Wege, auf denen
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sich die Plasmodien durch diese Differenzierungslandschaft bewegen,
um schlussendlich in einem ausdifferenzierten Zustand zu verharren.

2.4.3 Netzwerkrekonstruktion anhand von Clusterdaten

Die in Kapitel 2.4.2 berechneten Genexpressionscluster sollen zukiinf-
tig dazu dienen, Teile des Sporulationsnetzwerkes rekonstruieren
zu konnen. Zur Darstellung dieser Netzwerkteile sollen Petri-Netze
verwendet werden (vgl. Kapitel 5.17). Petri-Netze erlauben es durch
ihre grafische Darstellungsweise biologische Modelle und Systeme
einfach und intuitiv abzubilden und anschliefSend die Struktur, die
Systemeigenschaften und das zeitabhdngige, dynamische Verhalten
des entstandenen Modells zu analysieren (Heiner, Gilbert und
Donaldson, 2008).

Es sollte nun iiberpriift werden, ob eine Rekonstruktion des Sporula-
tionsnetzwerkes mit Petri-Netzen moglich ist. Dazu wurde versucht,
Teile des Netzwerkes anhand der Clusterergebnisse der belichteten
und sporulierten Plasmodien des Stammes N26B5 (vgl. Tabelle 2.5)
exemplarisch nachzubilden. Dabei wurden die einzelnen Gene bzw.
Gengruppen und Rezeptoren als Pldtze dargestellt. Prozesse, die
zur Regulation bestimmter Gene oder Proteine fiithren, wurden
als Transitionen symbolisiert. Plitze und Transitionen wurden
entsprechen der Syntax zur Erstellung von Petri-Netzen mit Kanten
verbunden. Abbildung 2.32 zeigt das rekonstruierte Netzwerk fiir
die Clusterdaten des Zeitschrittes DK — 4 h nach Belichtung. Die
Differenzierung der Zellen wird auch in diesem Modell iiber einen
Rotlichtimuls (FR_Pulse_on) gesteuert. Dieser Rotlichtimpuls wird
wiederrum tiber die Transition Light_on aktiviert. Diese Transition
feuert, wenn die Platze Number_of Pulses und FR_pulse_off aktiv sind.
Die somit aktivierte Transition fiir den Rotlichtimpuls erméglicht
die Generierung eines entsprechenden Photoproduktes, welches
verschiedene Signalwege der zelluldren Differenzierung in den un-
tersuchten Plasmodien aktiviert. Aus den berechneten Clusterdaten
fiir diesen Zeitabschnitt wurde ersichtlich, dass einige der Gene mit
zwei unterschiedlichen Genen zusammen in zwei separaten Clustern
auftraten. So zum Beispiel die Cluster (pksA, ehdA) und (pksA,
pcnA). Diese Daten deuten darauf hin, dass es fiir einige Gene zwei
alternative Signalwege gibt, die im Verlauf des Differenzierungsvor-
ganges beschritten werden kénnen. Somit wurde der weitere Verlauf
des Sporulationsnetzwerkes in verschiedene Aktivatoren aufgeteilt,
die jeweils einen dieser zuvor beschriebenen alternativen Wege
aktivieren konnen. Von diesen vier Aktivatoren steuern drei eine
solche Aufsplittung oder Bifurkation in der Signalkaskade. Diese
alternativen Signalwege sind fiir Aktivator 1: pksA — ehdA und pksA —
penA, fir Aktivator 3: cudA — spiA und cudA — arpA und fiir Aktivator
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4: meiB — pakA und meiB — pptB. Lediglich fiir das Cluster pldB — ralA,
welches tiber Aktivator 2 gesteuert wird, konnte in diesem Datensatz
keine Verzweigung des Netzwerkes beobachtet werden.

Anschliefiend sollten Teile des Regulationsnetzwerkes fiir den zwei-
ten Zeitschritt (4 h — 8 h nach Belichtung) aus den in Tabelle 2.6
dargestellten Clusterdaten rekonstruiert werden. Der resultierende
Petri-Netz-Graph ist in Abbildung 2.33 dargestellt. Die Clusterdaten
dieser Analyse zeigen bereits durch die hohere Anzahl von Clus-
tern und den zugehoreigen Genen, dass das Netzwerk in diesem
Zeitschritt ein komplexeres Verhalten zeigt als im Zeitschritt zuvor.
Die Aktivierung des Differenzierungsvorganges wurde auch in
diesem Netzwerk wie im vorhergehenden Zeitschritt (vgl. Abbildung
2.32) realisiert. Bei Betrachtung der Clustertabelle wurde deutlich,
dass sich die untersuchten Plasmodien klar in zwei spezifische
Gruppen aufteilen lassen, die in separaten Clustern auftreten. Die
erste Gruppe setzt sich aus den Plasmodien 1, 3, 4, 5 und 9 und
die zweite Gruppe aus den Plasmodien 2, 6, 7 und 8 zusammen.
Diese Auftrennung der beteiligten Plasmodien deutet darauf hin,
dass es in diesem Netzwerk zwei Hauptwege fiir die Signalleitung
zu geben scheint. Daher wurde das Netzwerk so konstruiert, dass
das Sporulationssignal iiber nur zwei Aktivatoren weitergeleitet
wird. Aktivator 1 steuert die gemeinsame Regulation der Gene
ardA und pcnA. Der Signalweg, der tiber Aktivator 2 vermittelt
wird, ist weitaus komplexer. Hier lauft die Signalkaskade fiir alle
Genexpressionscluster zundchst iiber das Gen uchA. Anschlieffend
entstehen kleinere Cluster aus zwei Genen wie zum Beispiel uchA
— damA, uchA — pldA, oder uchA — ribB. Einige dieser 2er Cluster
treten zusitzlich auch in Kombination auf. Das heifit es entstehen
Genregulationscluster wie uchA — damA — pldA — ribB.

Die beiden hier rekonstruierten Teile des Sporulationsnetzwerkes in
Physarum polycephalum verdeutlichen noch einmal auf eine sehr an-
schauliche Art und Weise, dass die Vernetzung der einzelnen Gene
untereinander im Verlauf des Differenzierungsvorganges in sporulier-
ten Zellen zunimmt. Diese Darstellung spiegelt auch noch einmal die
Ergebnisse der Kreisplots aus Kapitel 2.4.2 wider. Die manuelle Er-
stellung der Petri-Netze gestaltet sich bei zunehmender Grofie der
Clustertabellen jedoch als schwierig. Hier sollten zukiinftig Losun-
gen gefunden werden, die Netzwerkgraphen automatisch aus den
berechneten Clustertabellen zu rekonstruieren.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Rekonstruktion dieser
Netzwerkteile moglich ist und das Sporulationsnetzwerk fiir zukiinf-
tige Analysen tibersichtlich dargestellt und modelliert werden kann.
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Abbildung 2.32: Petri-Netz-Rekonstruktion fiir sporulierte Plasmodien des
Stammes N26B5

Dargestellt ist das rekonstruierte Petri-Netz fiir den Stamm
N26Bs5 im Zeitschritt zwischen der Dunkelkontrolle und vier
Stunden nach Belichtung. Das Netzwerk wurde aus den in Ta-

belle 2.6 aufgelisteten Clusterdaten rekonstruiert. Erliuterungen
im Text.
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Abbildung 2.33: Petri-Netz-Rekonstruktion fiir sporulierte Plasmodien des Stammes N26B5

Dargestellt ist das rekonstruierte Petri-Netz fiir den Stamm N26Bs5 im Zeitschritt zwischen der vier Stunden und acht Stunden nach Belichtung.
Das Netzwerk wurde aus den in Tabelle 2.5 aufgelisteten Clusterdaten rekonstruiert. Erlduterungen im Text.
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2.4.4 Validierung des Clusteralgorithmus

Es sollte nun eine Moglichkeit entwickelt werden, um die Wahr-
scheinlichkeit zu berechnen, dass das Auftreten spezifischer Cluster
in den analysierten Datensdtzen zufillig erfolgt. Anhand dieser Be-
rechnungen sollte belegt werden, dass es sich bei den vom Algorith-
mus angezeigten Ergebnissen nicht um zuféllige Korrelationen, son-
dern um fiir die untersuchten Mutantenstimme spezifische Regulati-
onsmuster handelt.

2.4.4.1 Berechnung von Wahrscheinlichkeiten

Um die Wahrscheinlichkeiten fiir das zuféllige Auftreten dieser Gen-
expressionscluster berechnen zu kénnen, wurde angenommen, dass
es sich bei den ermittelten Clusterkombinationen um eine spezifische
Anzahl von Genen handelt, die zufillig auf eine bestimmte Anzahl
von Plasmodien aufgeteilt werden. Die Berechnung erfolgte unter
diesen getroffenen Annahmen durch einen kombinatorischen Ansatz,
der in Gleichung 2.2 dargestellt ist.

(1) % k! (n— k)19
(nh)9

p= (2.2)
Dabei gibt 1 die Anzahl der analysierten Plasmodien fiir den jeweili-
gen Datensatz, k die Anzahl der Plasmodien, in denen das spezifische
Cluster auftrat und g die Anzahl der Gene in dem jeweiligen Cluster
an. Die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten soll hier am Beispiel
von Cluster Nr. 1 aus Tabelle 2.5 erldutert werden.

Zu Cluster Nr. 1 dieses Datensatzes wurden 2 Gene (pptB und meiB)
zugeordnet, wobei dieses Cluster in 4 von insgesamt 9 analysierten
Plasmodien auftrat. Somit ergab sich die Wahrscheinlichkeit des zu-
falligen Auftretens dieses Clusters mit folgender Gleichung:

N (7) %41 % (51)2
pptB,mei (9!)2

PoptBmeis = 3,3%107*

Das Ergebnis der Berechnung fiir Cluster Nr. 1 zeigt deutlich, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir das zufdllige Auftreten eines solchen Clusters
mit einem Wert von pyus, meip = 3,3 * 10~ sehr gering ist und es sich
dabei um einen fiir diesen Datensatz spezifischen Signalweg handeln
muss.

97



98

ERGEBNISSE

In einem weiteren Schritt soll das oben beschriebene Phidnomen der
Uberlagerung von Clustern in einem Datensatz weiter analysiert wer-
den. Dieses Problem wird durch das folgende Beispiel veranschau-
licht: Es tritt in einem analysierten Datensatz ein Cluster aus den drei
Genen A — B — C auf. Zusétzlich zu diesem Cluster werden jedoch
auch die Paarungen A - B, B - C und A - C gefunden. Es soll nun
untersucht werden, inwiefern das Dreier-Cluster A — B — C nur eine
zufillige Kombination der drei Cluster A — B, B—- C und A - C ist,
oder ob es sich dabei um einen unabhingigen, alternativen Signal-
weg handelt. Die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem analysier-
ten Dreier-Cluster um einen unabhéngigen Signalweg handelt, kann,
wie bereits erldutert, mit Gleichung 2.2 berechnet werden. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass es sich dabei nur um eine zufillige Uberlagerung
der drei Einzelcluster handelt, kann ermittelt werden, indem die nach
Gleichung 2.2 ermittelten Wahrscheinlichkeiten fiir das zuféllige Auf-
treten der Einzelcluster miteinander multipliziert werden. Es ergibt
sich daraus folgender Rechenansatz:

P(A-B-C) =P(A-B) *P(B—C) *P(A-C) (2:3)

Diese Berechnung soll hier am Beispiel des Clusters 12 (pumA — meiB
— cudA) aus Tabelle 2.11 nachvollzogen werden. Die Berechnung der
Wahrscheinlichkeiten fiir das zufallige Auftreten der Teilcluster er-
folgte wie bereits beschrieben nach Gleichung 2.2. Die Berechnung er-
gab folgende Werte: ppuma, meip = 2,78 * 107, PpumA, cudA = 2,78 107
und Peip, cuda = 3,08 * 1078, Zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit,
dass es sich bei diesem Cluster aus drei Genen um eine zuféillige Kom-
bination handelt, werden diese Wahrscheinlichkeiten nach Gleichung
2.3 multipliziert. Daraus ergeben sich folgende Werte.

ppumA, meiB, cudA — ppumA, meiB * ppumA, cudA * PmeiB, cudA

~21
PpumA, mei, cudd = 2,38 % 10

Wird nun die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten dieses Clusters
als spezifischer Signalweg mit Gleichung 2.2 berechnet, so ergibt sich
folgende Wahrscheinlichkeit.

(12) x 6% (91)3
PpumA, meiB, cudA = W

14
PpumA, meiB, cudA = 7,7%10
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Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten dieses Genexpressionsclus-
ters als zufdllige Kombination der Einzelcluster ist deutlich geringer
als die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten als spezifisches Cluster.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass der hier vorgestellte
Clusteralgorithmus stamm- und zustandsspezifische Genexpressions-
cluster liefert, auf deren Grundlage Teile des Regulationsnetzwerkes
rekonstruiert werden konnen. Dabei ist es nun ebenfalls moglich, al-
ternative Signalkaskaden und Abzweigungen aus den Uberlappun-
gen der Clusterdaten abzuleiten und somit das Regulationsnetzwerk
zur zelluldren Differenzierung in P. polycephalum in einer Genauigkeit
zu rekonstruieren, die in vorherigen Analysen noch nicht moglich
gewesen war. Die hier dargestellten Methoden zur Wahrscheinlich-
keitsrechnung wurden mit Hilfe von Frau Christina Stohr* und Frau
Kerstin Reckrithm® erarbeitet.

2.5 VALIDIERUNG DES EXPRESS-PROFILING KITSYSTEMS

Genexpressionsanalysen erlauben die simultane Untersuchung der
Funktion eines oder mehrerer Gene und ermdoglichen so die Rekon-
struktion von Signaltransduktionsnetzwerken, die Kartierung von
Expressionlevel-Polymorphismen und unterstiitzen das Forschungs-
gebiet der molekularen Medizin in der Diagnose und Behandlung
von Krankheiten wie Diabetes oder Krebs (Hayashi u. a., 2005).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden die Genexpressionsanalysen am
Lehrstuhl fiir Regulationsbiologie der Universitit Magdeburg? mit
dem GenomeLab GeXP™ Genetic Analysis System der Firma AB
SCIEX (ehem. Beckman Coulter) durchgefiihrt. Die Analysekosten
fiir eine Probe belaufen sich mit diesem GeXP-Ansatz auf ca. 10
€ (Jehrke, 2012). Da jedoch zur Rekonstruktion eines genregulatori-
schen Netzwerkes viele tausend Proben gemessen und ausgewertet
werden miissen, verursacht die Analyse mit dem GeXP-Kit erhebli-
che Kosten. Aus diesem Grund wurde innerhalb der Arbeitsgruppe
in diversen Bachelor- und Masterarbeiten ein alternativer Chemikali-
ensatz entwickelt, der die RT-PCR-Komponenten des GeXP-Systems
zukiinftig ersetzen soll.

Frau Lisa Jehrke ist es in ihrer Bachelorarbeit gelungen, eine alter-
native Reverse Transkriptase zu etablieren, eine alternative Referenz-
RNA aus E. coli zu isolieren und einen neuen DNA-Grofienstandard
zur Auftrennung der PCR-Produkte in der Kapillarelektrophorese
herzustellen (Jehrke, 2012). In der Bachelorarbeit von Herrn Jan

Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg, Institut fiir Mathematische Stochastik,
Universitatsplatz 2, 39106 Magdeburg

Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg, Lehrstuhl fiir Regulationsbiologie, Pfal-
zer StrafSe 5 - Gebdude 25, 39106 Magdeburg

99



100

ERGEBNISSE

Strube wurde diese Arbeit fortgefiihrt, mit dem Ziel, die Reak-
tionsbedigungen der PCR-Reaktion zu optimieren. Dazu wurde
die Konzentrationen der Komponenten des PCR-Puffers und der
pH-Wert, die in der PCR-Reaktion eingesetzen Template-Mengen
und dNTP-Konzentrationen optimiert (Strube, 2013). Frau Heike
Rummel konnte in ihrer Masterarbeit nach Optimierung der Kon-
zentration der Reversen Transkriptase und der Herstellung einer
neuen Referenz-RNA aus Halobacterium salinarum zeigen, dass die
mit diesem Reaktionsansatz gewonnenen Daten reproduzierbar
sind und das System prinzipiell zur Datenanalyse geeignet ist
(Rummel, 2014). Dabei konnten die Analysekosten je Probe mit der
neuen eXpressProfiling-Methode auf bis zu 1,71 € gesenkt werden
(Rummel, 2014).

Auf Grundlage dieser Vorarbeiten sollte das eXpress-Profiling-System
nun in dieser Arbeit vollstindig optimiert und fiir die Messung
grofler Datensitze etabliert werden.

2.5.1  Optimierung des Systems und Test auf Einsatzfithigkeit

In den oben beschriebenen Experimenten zur Etablierung eines neu-
en Kitsystems fiir Genexpressionsanalysen wurde die PCR-Reaktion
mit dem in Kap. 5.14.2 aufgefiihrten Temperaturprofil und einer Hot-
Start Tag-Polymerase durchgefiihrt. In einer Hot-Start PCR wird die
Polymerase der Reaktion erst nach einer Aufwarmphase bei 95 °C
zugegeben. Dieses Vorgehen verhindert die Amplifizierung von un-
spezifischen PCR-Produkten, welche im Anschluss die Auswertung
der Fragmentdaten storen konnen.

Es sollte nun tiberpriift werden, ob die Zugabetemperatur der Poly-
merase in die Reaktion einen Einfluss auf die Amplifikationseffizienz
des Enzymes besitzt. Dazu wurde die RT-Reaktion mit zwei zufal-
lig gewdhlten Proben als 3-fach Ansatz durchgefiihrt. In der PCR
wurden diese drei Ansédtze beider Proben noch einmal geteilt und
die Reaktion jeweils mit einer auf 95 °C vorgeheizten und einer Taq-
Polymerase auf Eis bei 4 °C gestartet (vgl. Abb. 2.34).

Aus diesem experimentellen Setup ergeben sich fiir jede der zwei Pro-
ben drei Ansdtze mit einer vorgeheizten Tag-Polymerase und einer
gekiihlten Tag-Polymerase. Diese Ergebnisse wurden in Abb. 2.35 fiir
jeden Ansatz aufgetragen. Es konnten keine Unterschiede zwischen
den Proben festgestellt werden, die entweder mit der gekiihlten oder
der vorgewdarmten Tag-Polymerase amplifiziert wurden. Daher wur-
de sich aus Griinden der besseren Handhabbarkeit im Labor dafiir
entschieden, die Tag-Polymerase direkt aus —20 °C zu verwenden.
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Abbildung 2.34: Testschema zur Analyse des Einflusses unterschiedlicher
Zugabetemperaturen der Tag-Polymerase auf die PCR-
Reaktion

Zum Austesten der optimalen Zugabetemperatur der Tag-
Polymerase wurde aus zwei zufillig ausgewdihlten Proben eine
RT-Reaktion in einem Dreifachansatz durchgefiihrt. Anschlie-
fend wurde aus jedem Anatz eine PCR-Reaktion mit einer auf
95 °C vorgewiirmten Tag-Polymerase und einer auf 4 °C gekiihl-
ten Tag-Polymerase durchgefiihrt.
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Abbildung 2.35: Test auf unterschiedliche Zugabetemperaturen der Tag-Po-
lymerase in die PCR-Reaktion

Getestet wurden zwei zufillig gewdihlte Proben, mit denen in ei-
nem Dreifachansatz der Einfluss einer auf 95 °C vorgeheizten
(rot) und einer auf 4 °C gekiihlten (blau) Taq-Polymerase auf die
Quantitit der Transkriptmengen analysiert wurde.
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Die Kosten fiir die RT-PCR-Reaktion konnten mit dem neu etablier-
ten Kitsystem um >80% der urspriinglichen Kosten reduziert wer-
den. Der Hauptanteil der verbleibenden Ausgaben wird jedoch durch
den in der RT-Reaktion verwendeten RNase-Inhibitor verursacht. Die-
ser wird extern von der Firma Thermo Scientific eingekauft. Im ur-
spriinglichen GeXP-Kit wird der RNase-Inhibitor zusammen mit der
Referenz-RNA verdiinnt der RT-Reaktion zugegeben. Daher wurde
in dieser Arbeit ausgetestet, inwiefern sich der RNase-Inhibitor auch
hier verdiinnen ldsst, ohne die Qualitdt der Reaktion zu beeinflussen.
Zur Uberpriifung des Einflusses des Verdiinnungsfaktors des RNase-
Inhibitors auf die Qualitit der Reaktion wurde die RT-PCR-Reaktion,
wie in Kap. 5.14 beschrieben, mit vier zufdllig ausgewdhlten Pro-
ben und jeweils vier unterschiedlichen Konzentrationen an RNase-
Inhibitor durchgefiihrt (unverdiinnt, 1:5 verdiinnt; 1:10 verdiinnt, oh-
ne RNase-Inhibitor). Zur Auswertung dieses Experiments wurden die
Daten aller vier Proben jeder Verdiinnungsstufe des Inhibitors gemit-
telt und in Abb. 2.36 aufgetragen. Es zeigte sich kein erheblicher Un-
terschied in den Genexpressionsleveln zwischen den Analysen mit
dem unverdiinnten RNase-Inhibitor bis hin zu den Analysen, wel-
che ohne Inhibitor durchgefiihrt wurden. Daher wurde der RNase-
Inhibitor in allen zukiinftigen Reaktionen in einer Verdiinnungsstufe
von 1:10 eingesetzt, was die Analysekosten fiir die RT-PCR-Reaktion
von 0,98 € (Rummel, 2014) auf 0,23 € reduziert.
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Abbildung 2.36: Test auf unterschiedliche Konzentrationen des RNase-
Inhibitors in der RT-Reaktion

Die RT-PCR-Reaktion wurde mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen des RNase-Inhibitors wie in Kap. 5.14 beschrieben durch-
gefiihrt, um den Einfluss der Inhibitor-Konzentration auf die Re-
aktion zu testen.
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2.5.2  Experimentelle Validierung des modellierten eXpress-Profiling-
Reaktionssystems

Die eXpress-Profiling-Methode ist ein komplexes Reaktionssystem,
das durch die Welchselwirkung vieler Komponenten charakterisiert
ist. Die Reaktionsbedingungen mdiissen fiir diese Analysemethode
genau eingestellt werden, um zu gewihrleisten, dass alle Fragmente
mit gleicher Effizienz in einem einheitlichen Bereich amplifiziert wer-
den. Somit wird gewdhrleistet, dass sie in der Kapillarelektrophorese
komplett quantifiziert werden konnen. Dazu wurde am Lehrstuhl
tiir Regulationsbiologie ein kinetisches Modell der Reaktionsablaufe
erstellt, welches die Wechselwirkungen der einzelnen Komponenten
beschreibt und als Basis zur Einschdtzung der eXpressProfiling-
Kalibrierungskurven dient (Marquardt u.a., 2017).

Es wurde eine Gleichung entwickelt, die die dynamische Veran-
derung der Konzentration der DNA-Fragmente in der RT-PCR-
Reaktion in Abhénigkeit der Ausgangs-RNA-Konzentration und der
Reaktionsordnung angibt. Fiir Reaktionsordnungen mit n = 1 ergibt
sich entsprechend,

[DNA;] = a* A; *x [RNA;]o * (1 — exp(—k{,j/c xt)) (2.4)

wobei die Entwicklung der DNA-Konzentration fiir n # 1 folgender
Gleichung folgt:

[DNA;] = ax A * <[RNA1]O — I/x! o ¥ t(n— 1) + [RNAJ%“)

1)

(2.5)

k!

ij,c = Kij* [Primery;] (2.6)

Dabei ist [DNA;] die Konzentration der DNA-Fragmente in der
Reaktion und o < 2¢ die Gesamtamplifikation jedes cDNA-Molekiils,
das wihrend der RT-Reaktion nach ¢ Zyklen synthetisiert wird. A;
ist die relative Menge der genspezifischen ssDNA mit der Konzen-
tration [cDNA;] innerhalb der ssDNA-Population. [RNA;]y gibt die
RNA-Anfangskonzentration an und k;; ist die primerspezifische
Geschwindigkeitskonstante fiir die Hybridisierung der Primer an die
komplementire RNA-Sequenz.
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2.5.3 Experimentelle  Uberpriifung  der  Genauigkeit des  Peak-
Quantifizierungsalgorithmus fiir eXpress-Profiling-Analysen

Alle in der RT-PCR amplifizierten Proben werden im Anschluss in
einer Kapillarelektrophorese aufgetrennt und quantifiziert. Um die
Genauigkeit des Peak-Quantifizierungsalgorithmus zu {iiberpriifen,
wurden Verdiinnungsreihen von drei vorab amplifizierten DNA-
Fragmentpaaren hergestellt und vermessen. Es wurden dabei drei
Fragmentpaare jenes DNA-Groflenstandards verwendet, der auch
fur die Analysen im eXpress-Profiling eingesetzt wird (vgl. Kap.

5.14.6).

Zur Herstellung dieser Verdiinnungsreihe wurde je ein Peak aller Paa-
re zu Pool #2 zusammengefiihrt (A, B, C; vgl. Abb. 2.37). Die Konzen-
tration dieses Pools wurde beibehalten. Die jeweils zweiten Peaks der
Fragmentpaare (1, 2, 3; vgl. Abb. 2.37) wurden ebenfalls gepoolt (Pool
#1), wobei aus diesem Pool eine Verdiinnungsreihe mit unterschied-
lichen Konzentrationen hergestellt wurde. Anschlieffend wurde der
Pool #2 mit je einer Verdiinnungsstufe von Pool #1 zu gleichen Teilen
gemischt, tiber eine Kapillargelelektrophorese aufgetrennt und die
Peakflachen quantifiziert.

Um systematische Fehler zu vermeiden, wurde dieser Versuch auch
vice versa durchgefiihrt. Das heifit, die Konzentration von Pool #1
wurde beibehalten und von Pool #2 wurde eine Verdiinnungsreihe
hergestellt. Beide Pools wurden anschlieflend wie oben beschrieben
gemischt und in der Kapillarelektrophorese gemessen.
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i U

> Fragmentldnge

rel. Fluoreszenzintensitit

DNA-Standard oA > B 3¢
Fragmetr?tzz " l l l l l l
Pool #1: 1, 2,3 Pool #2: A, B, C

l !

Verdiinnung: (A) unverdiinnt +  unverdiinnt
(B) 1:2 + unverdinnt
(@) 1:4 + unverdinnt
(D) 1:8 + unverdinnt
(E) 1:16 + unverdinnt
(F) 1:32 + unverdiinnt

4

Kapillarelektrophorese

Abbildung 2.37: Test auf Genauigkeit des Peak-Quantifizierungsalgorith-
mus — experimentelles Setup

Es wurden drei Fragmentpaare des eXpress-Profiling
DNA-Groflenstandards — ausgewdhlt, um den fiir  die
Auswertung  der  Kapillarelektrophorese ~ genutzten  Peak-
Quantifizierungsalgorithmus auf seine Genauigkeit hin zu
testen. Dazu wurden die Fragemte in 2 Pools aufgeteilt, Pool #1
und Pool #2, wobei Pool #2 unverdiinnt verblieb und von Pool #1
eine Verdiinnungsreihe angefertigt wurde. Anschlieflend wurde
Pool #2 zu gleichen Teilen mit jeder Verdiinnungsstufe von Pool
#1 gemischt und in der Kapillarelektrophorese quantifiziert.

Um untersuchen zu kénnen, ob zwischen den detektierten Fluores-
zenzintensitdten und der Verdiinnungsstufe wie erwartet ein linea-
rer Zusammenhang besteht, wurden die ermittelten Peakflachen nor-
miert. Dazu wurde die Peakfldche jedes Fragmentes i des unverdiinn-
ten Pools #1 auf die Peakflache seines zugehorigen Fragmentes aus
jeder Verdiinnungsstufe j von Pool #2 normiert (vgl. Gleichung 2.7).

PAnorm,i,j = PAPoolZi/PAPoolh,j (2'7)
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Die Genauigkeit des Quantifizierungsalgorithmus wurde durch die
Analyse der Linearitit der Verdiinnungskurven ermittelt. Die Peak-
verhiltnisse jedes Fragmentpaares wurden dazu tiber die Verdiin-
nungsstufen aufgetragen (vgl. Abb. 2.38). Daraus ergab sich ein Set
von Kurven, die im Idealfall einen Anstieg von 1 aufweisen sollten.
Die Anstiege der Kurven wurden mithilfe der linearen Regression er-
mittelt (vgl. Tab. 2.14), wobei deren mittlere Steigung 0,9720 + 0,0313
betrug. Nach einem Fitting dieser Kurven auf einen Anstieg von 1,00
und dem Vergleich der Originaldaten zu den angepassten Kurven,
konnten keine systematischen Abweichungen gefunden werden (vgl.
Abb. 2.38). Daraus lasst sich schliefen, dass eine Verdopplung der
DNA-Menge auch eine Verdopplung der Fluoreszenzintensitit in der
Kapillarelektrophorese zur Folge hat.

Tabelle 2.14: Berechnete Steigungen

Fragmentpaar ‘ Steigung

A/1 0,9935
B/2 0,9502
C/3 0,9197
1/A 0,9871
2/B 0,9790
3/C 1,0028
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2.5.4 Untersuchung der Abhingigkeit der Fragmentmenge von der Pri-
merkonzentration fiir eXpress-Profiling-Analysen

Es sollte nun tiberpriift werden, inwiefern die in der Kapillarelek-
trophorese detektierte Fluoreszenzmenge der analysierten Fragmen-
te von der eingesetzten Primerkonzentration abhingt. Dazu wurde
eine Verdiinnungskurve mit einem der eXpress-Profiling-Primer her-
gestellt und vermessen. Es wurde der fiir eXpress-Profiling-Analysen
verwendete Riickwartsprimersatz in den in Kapitel 5.14.1 aufge-
fiihrten Konzentrationen, mit Ausnahme des Primers #2521, herge-
stellt. Dieser Primer wurde ausgewdhlt, da das amplifizierte RNA-
Fragment in allen vorangehenden Analysen stark exprimiert wurde
und sich somit fiir die Herstellung einer Verdiinnungskurve gut eig-
nete. Dieser Riickwértsprimersatz wurde anschlieffend, wie in Abbil-
dung 2.39 gezeigt, in zwei Teile gesplittet. Dabei wurde einem der
beiden Teile der Riickwartsprimer #2521 mit der in Kapitel 5.14.1 an-
gegebenen Konzentration zugefiigt, wobei dem zweiten Teil des Pri-
mermixes dasselbe Volumen an Wasser zugegeben wurde.

Diese beiden Primermixe wurden anschlieffend, wie in Abb. 2.39 an-
geben, in unterschiedlichen Verhéltnissen gemischt, um eine Verdiin-
nungskurve des Primers #2521 herzustellen. Mit diesen Primermi-
xen A-F wurde wie in Kapitel 5.14 angeben, die eXpress-Profiling-
Analyse mit einem RNA-Pool als 8-fach Ansatz durchgefiihrt. Die
relativen Peakflichen wurden in Abbildung 2.40 {iber die Verdiin-
nungsstufen aufgetragen. Eine Regressionsanalyse, welche fiir diese
Messdaten die Kurvengleichung

= —0,7522x* 4+ 1,1395x + 0, 0266 (2.8)
y

lieferte, bestdtigte eine quadratische Anhangigkeit der detektierten
Fluoreszenzmenge des entsprechenden Fragmentes zur eingesetzten
Primerkonzentrationen.
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Reverse Primer Mix
mit 34 Primern

1/2 1/2
Teilen
Nr. 1 Nr. 2
+ Primer #2521 + H>0
Mischen

(A) 100% Nr.1 + 0% Nr. 2
(B) 8% Nr.1 4+ 20% Nr2
(C) 60% Nr.1 + 40% Nr2
(D) 40% Nr.1 + 60% Nr2
(E) 20% Nr.1 + 80% Nr2
(F) 0% Nr.1 + 100% Nr2

Abbildung 2.39: Experimentelles Setup zum Austesten der Auswirkung
der Primerkonzentrationen auf die Amplifikationsstdrke
in eXpress-Profiling-Analysen

Es wurde ein Riickwirtsprimermix mit 34 von 35 Primern herge-
stellt und in zwei Teile gesplittet. Mix Nr. 1 wurde Primer #2521
in der in Kap. 5.14.1 angegebenen Konzentration zugegeben, Mix
Nr. 2 wurde mit dem entsprechenden Volumen Wasser versetzt.
Beide Primermixe wurden in unterschiedlichen Verhiltnissen ge-
mischt und anschlieflend fiir die eXpress-Profiling-Analyse zur
Herstellung einer Verdiinnungsreihe genutzt.
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0.6 Primerverdiinnung, experimentelle Werte
. T T T T

o Original
Regression

0.5+ o i

©
~

relative Peakflachen
o
w

o
o

0.1

O‘ 1 1 1 1
0 % 20% 40 % 60 % 80 % 100 %
Anteil Primer #2521

Abbildung 2.40: Ergebnisse des Primerkonzentrationstests

Die relativen Floureszenzintensititen des mit Primer #2521 am-
plifizierten Fragmentes wurden iiber die einzelnen Verdiinnungs-
stufen aufgetragen. In schwarz sind die originalen Messdaten
dargestellt, in rot die berechnete Regressionsgerade.

Im Anschluss an die experimentelle Analyse des Einflusses der Pri-
merkonzentration auf die Fluoreszenzmenge sollte das System mithil-
fe der Gleichung 2.5 modelliert und an die experimentellen Daten ge-
fittet werden. Zur Modellierung der Abhingigkeit der DNA-Menge
von der Primerkonzentration wurden die in Tabelle 2.15 angegeben
Parameter genutzt.

Die Reaktionskinetik wurde fiir die angegebenen Parameter in
MATLAB implementiert. Die Parameter wurden dazu mithilfe des
Least Squares Verfahrens und der Funktion Isgcurvefit auf die experi-
mentellen Daten gefittet. Sowohl die Originaldaten als auch die gefit-
tete Kurve sind in Abbildung 2.41 dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die modellierte Kinetik der RT-PCR-
Reaktion des eXpress-Profiling-Verfahrens die experimentell ermittel-
ten Daten in hohem Mafse widerspiegelt und somit geeignet ist, die
Anderungen in der amplifizierten DNA-Menge bei Modifikationen
der Primerkonzentration theoretisch abzuschéatzen.
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Tabelle 2.15: Parameter der Modellierung

Parameter | Ausgangswert | gefitteter Wert
o 100 100
Aj 0,028751 0,00021888
[RNA]o 20 20
n 0,9 0,9335
ki ; 0,09 0,055379
t 100 100
Primer;; 0.1-100 -

DNA Menge mit gefitteten Parametern

05

DNA Menge
o o
w N

o
o

0.1

— Regression
LS-Fit
o Original

1 1

O D 1
0 0.2

0.4

0.6 0.8 1

Primer Konzentration

Abbildung 2.41: Fitting der modellierten Reaktionsgleichung

In schwarz dargestellt sind die Originaldaten des Primerkonzen-
trationstests. Die zugehorige Regressionskurve ist in rot und die
Kurve des Least Squares Fittings der modellierten Reaktionskine-

tik in blau dargestellt.
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3.1 DAS DIFFERENZIERUNGSVERHALTEN DER SPORULATIONS-
MUTANTEN

Die Analyse des Differenzierungsverhaltens der in dieser Arbeit
betrachteten Sporulationsmutanten resultierte fiir beide Stamme in
einer Bereitschaft zur Sporulation, die sich deutlich vom Wildtyp
unterschied. So sporulierten nur 60 % der Plasmodien der Mutante
N26B5, wohingegen die Sporulationsrate des Wildtyps bei gleich-
bleibender Hunger- und Belichtungsdauer bei rund 92 % lag. Fiir
den Mutantenstamm N11D4 wurde trotz Induktion der zelluldren
Differenzierung durch Hungern und Belichtung keine Sporulation in
den betrachteten Plasmodien festgestellt.

3.1.1 Die Mutante N26B5 ist vermindert zur Sporulation fihig

Diese Sporulationsraten lassen darauf schlieffen, dass der durch
die Mutagenese hervorgerufene Defekt in der Signalkaskade die
Fahigkeit zur Sporulation im Stamm N26B5 nicht vollstindig
aufgehoben hat. Da jedoch nur 60 % der induzierten Plasmodien
sporulierten, kann davon ausgegangen werden, dass die Signal-
kaskade in N26B5 durch die Mutation verdandert wurde und nicht
mehr dieselbe Effizienz wie in Wildtyp-Plasmodien aufweist. Eine
mogliche Erkldarung fiir die verminderte Sporulationsbereitschaft
des Mutantenstammes N26B5 ware die Lokalisation dieses Defektes
innerhalb des Regulationsnetzwerkes, das den Vorgang der Sporu-
lation steuert. Es wire moglich, dass diese Verdnderung eher im
mittleren bis unteren Bereich der Signalkaskade lokalisiert ist. So
konnte das Signal, das wahrend des Differenzierungsvorganges iiber
diese Kaskade lduft, tiber einen alternativen Signalweg abgefangen
und an dem Defekt vorbeigefiihrt werden, sodass die Sporulation
der Plasmodien dennoch ermoglicht werden kann. Dieser alternative
Signalweg konnte in der Aktivierung eines Transkriptionsfaktors
enden, der mit geringerer Affinitit an die DNA bindet als der
urspriinglich aktivierte Transkriptionsfaktor und somit in einer
verminderten Sporulationseffizienz resultiert. Eine weitere Erklarung
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fiir das Zustandekommen der verminderten Sporulationsraten wiére,
dass der Transkriptionsfaktor durch den alternativen Signalweg mit
verminderter Effizient aktiviert wird, was ebenfalls zu einer gerin-
geren Transkription der betroffenen Gene fithren und die zelluldre
Differenzierung stark einschranken wiirde.

Diese beobachteten Effekte lassen sich ebenfalls durch Waddington’s
Theorie der epigenetischen Landschaften erklaren. Der durch die Mu-
tagenese hervorgerufene Defekt in der Signalkaskade wiirde somit
eine Verdnderung der Topographie der von Waddington beschriebe-
nen Landschaft darstellen. Diese Verdnderung konnte ein zuséitzli-
cher Berg oder ein zuséitzliches Tal sein, das die Zelle daran hindert,
ihrem urspriinglichen Differenzierungsweg zu folgen. Die Plasmo-
dien sind demzufolge gezwungen sich auf einem alternativen Weg
durch die epigenetische Landschaft zu bewegen um ihren vollstan-
dig ausdifferenzierten Zustand zu erreichen.

3.1.2  Die Mutante N11Dy ist nicht zur Sporulation fihig

Die Plasmodien der Sporulationsmutante N11D4 wiesen weder mit
noch ohne Induktion der Differenzierung sporulierte Zellen auf. Ver-
mutlich ist der durch die Mutagenese verursachte Defekt bereits in
den oberen Abschnitten in der Signalkaskade, in unmittelbarer Ndhe
zum Phytochrom-Photorezeptor, lokalisiert. Diese Konstellation fiihrt
nun dazu, dass das vom Photorezeptor aufgenommene Signal nicht
ausreichend in die Zelle weitergeleitet werden kann, um die Signal-
kaskade zum Auslosen des Differenzierungsprozesses zu aktivieren.
Daher ist es der Zelle nicht moglich einen alternativen Signalweg
zu beschreiten, der im Stande ist, die zelluldre Differenzierung wie
im Mutantenstamm N26B5 einzuleiten. Lamparter und Marwan pos-
tulierten, dass Phytochrom in Physarum polycephalum erst wahrend
der Hungerphase synthetisiert wird (Lamparter und Marwan, 2001).
Wihrend der Kultivierung der Mutante N11D4 wurde festgestellt,
dass dieser Stamm im Vergleich zu weiteren Mutanten ein besonders
langsames Wachstumsverhalten aufwies. Daher konnte eine weitere
Erklarung fiir die ausbleibende Sporulation dieser Mutante eine un-
zureichende Expression des Rezeptors sein, was dazu fiihren konnte,
dass eine bestimmte Signalschwelle innerhalb der Zelle nicht tiber-
schritten werden und die Regulationskaskade nicht in Gang gesetzt
werden kann. Ein solches Defizit konnte eventuell iiber lingere Be-
lichtungszeiten der Zellen ausgeglichen werden.

Betrachtet man das Sporulationsverhalten der Mutante N11D4 un-
ter Zuhilfenahme der Analogie der epigenetischen Landschaften, so
wiirde der hier verursachte Defekt in der Signalkaskade einem beson-
ders tiefen Tal gleichen, welches zusétzlich zu Beginn der Differenzie-
rungstrajektorien in die Landschaft eingebracht wurde. Wird die Dif-
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ferenzierung in der Mutante N11D4 induziert, so bewegen sich die
Zellen bereits zu Beginn ihres Differenzierungsweges in dieses Tal,
welches sie aus eigener Kraft nicht wieder verlassen konnen und dort
verharren.

3.2 DIE ZELLULARE DIFFERENZIERUNG VERLAUFT HOCH SPEZI-
FISCH IN EINZELZELLEN

Mithilfe der Hauptkomponentenanalyse konnten die durch Wadding-
ton beschriebenen Entscheidungsprozesse, die eine Zelle wahrend
eines Differenzierungsprozesses durchlduft, dargestellt werden. Es
konnten spezifische und stabile Differenzierungszustinde identifi-
ziert werden, die die Plasmodien wahrend der Sporulation durch-
laufen. So fokussieren sich alle induzierten Plasmodien um vier Stun-
den nach Belichtung auf eine Region in den PCA-Plots. Jedoch sind
ausschlieflich die sporulierenden Zellen in der Lage diesen Zustand
wieder zu verlassen und sich um acht Stunden nach Belichtung in ei-
ne zweite, sporulationsspezifische Region fortzubewegen. Diese bei-
den Regionen des PCA-Plots symbolisieren die in Waddingtons Theo-
rie beschriebenen Téler, die stabile Differenzierungszustande markie-
ren. Die Sporulations-negativen Zellen sind somit nicht in der Lage,
den ersten stabilen Zustand nach vier Stunden zu verlassen und sich
weiter bergab durch die Landschaft in ihren terminalen, ausdifferen-
zierten Zustand zu bewegen. Es konnte weiterhin beobachtet werden,
dass diese Fokussierung um vier Stunden nach Start des Experimen-
tes spezifisch fiir die belichteten Zellen ist. Plasmodien, die nicht be-
lichtet wurden, streuen in den PCA-Plots deutlich mehr. Thnen fehlt
offenbar der Stimulus, sich gerichtet entlang ihrer Differenzierungs-
trajektorie zu bewegen.

Die Trajektoren, die die Zellen wahrend des Differenzierungsprozes-
ses durch die epigenetische Landschaft beschreiten, sind fiir jede Zel-
le hoch spezifisch und erbringen somit den Nachweis, dass es sich
bei jedem Differenzierungsprozess eines Plasmodiums um eine spe-
zifische Einzelentscheidung handelt und nicht um ein generalisier-
tes Differenzierungsmuster, dass in jeder Zelle auf die gleiche Art
und Weise ablduft. Dabei konnte belegt werden, dass das Verhalten
der uninduzierten Plasmodien in Physarum polycephalum wahrend der
Sporulation deutlich ungerichteter ist, als in induzierten Zellen. Be-
lichtete Plasmodien beschreiten einen gerichteten, wenn auch indivi-
duellen Weg wahrend des Differenzierungsvorganges.
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3.3 IDENTIFIKATION VON SPORULATIONSRELEVANTEN GENEN

Die Anderungen der Expressionslevel in den hier untersuchten
Genen wurden mithilfe des Mann-Whitney- und des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangtests analysiert. Dadurch sollten mogliche Kandida-
tengene identifiziert werden, die mit der zelluldren Differenzierung
im Zusammenhang stehen.

3.3.1 Zeitverliufe der Genexpression an Sporulationsmutanten

Ein Vergleich der differentiell regulierten Gene der sporulierten, nicht
sporulierten und nicht induzierten Plasmodien des Stammes N26B5
diente zur Identifikation von Genen, deren differentielle Regulation
spezifisch in sporulierenden Zellen auftrat. Diese Gene sind : pptB,
pldB, pikB, ralA, pumA, anxA, meiB, uchA, ribA und ehdA, spiA, gapA,
pwiA und rgsA. Durch die zeitaufgeloste Betrachtung der Expressions-
profile dieser Gene konnte geschlussfolgert werden, dass fiir einen
korrekten Ablauf des Differenzierungsvorganges die Herunterregula-
tion der Gene pptB, pikB, ralA, pumA, meiB und ribA erforderlich ist,
bevor im weiteren Verlauf eine Hochregulation der sporulationsrele-
vanten Gene ehdA, spiA, gapA, pwiA und rgsA erfolgen kann. Weiter-
hin konnten in den uninduzierten Plasmodien beider Stimme Gene
identifiziert werden, die wiahrend des Analysezeitraumes eine signifi-
kante Anderung in ihren Expressionsleveln aufwiesen, die nicht mit
der Sporulation im Zusammenhang standen. Dabei konnte es sich
um Zellzyklus-regulierte Gene handeln. Um eine Abhéangigkeit der
Quantitat dieser Genprodukte vom Zellzyklus nachzuweisen, sollten
die Expressionslevel in engmaschigen Zeitabstanden, in etwa alle drei
bis vier Stunden, in uninduzierten Plasmodien {iberpriift werden.
Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse, die vermuten lie-
Ben, dass sich sporulierte und nicht sporulierte Zellen bis zu vier
Stunden nach Belichtung nahezu gleich verhalten, konnten hier
noch einmal anhand der Genexpressionslevel nachgewiesen werden.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Zeitraum, in dem die
Entscheidung zur Sporulation in der Zelle getroffen wird, in diesem
Mutantenstamm ebenfalls nach diesen vier Stunden stattfinden muss.
Daher sollte bei zukiinftigen Analysen ein besonderes Augenmerk
auf diesen Abschnitt der Differenzierung gerichtet werden.

Die Genexpressionslevel der Sporulationsmutante N11D4 unterschei-
den sind gravierend von denen der Mutante N26B5. Es konnten in
N11D4 keine der Genexpressionsmuster identifiziert werden, die in
N26B5 wahrend des Vorganges der Sporulation auftraten. Der durch
die Mutagenese verursachte Defekt im Stamm N11D4 scheint die Ak-
tivierung der sporulationsspezifischen Signalkaskade vollkommen zu
hemmen, sodass keinerlei Differenzierung in diesen Zellen moglich
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ist. Somit eignet sich diese Mutante besonders zur Durchfiihrung von
Fusions- und Komplementationsanalysen um zu untersuchen, inwie-
fern eine Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotypes in N11D4 mog-
lich ist. Die Lokalisation der Defekte, die durch die Mutagenese in der
Genomsequenz des Organismus verursacht wurden, ist in den hier
analysierten Plasmodien nicht bekannt. Daher kann das Wissen tiber
die genaue Positionierung dieser Defekte Aufschluss dariiber geben,
welche Gene in den Mutantenstimmen verdndert wurden. Insbeson-
dere fiir den Stamm N11D4 wéren solche Informationen besonders
wertvoll, da es sich hier um eine Verdnderung handelt, die die kom-
plette Differenzierung dieses Stammes verhindert.

3.3.2 Unterschiede der Genexpressionsmuster zum Wildtyp

Durch den Vergleich der Expressionslevel zwischen den Sporulati-
onsmutanten und dem Wildtyp sollten Gene identifiziert werden, die
einen alternativen Signalweg zur Sporulation der Plasmodien ermog-
lichen. Der Mann-Whitney-Test bestitigte, dass die Expressionslevel
der Sporulationsmutante N26B5 und des Wildtyps in den Dunkelkon-
trollen nahezu identisch sind. Jedoch konnten grofie Unterschiede in
den Proben gefunden werden, die von sporulierten Plasmodien zum
Zeitpunkt um acht Stunden nach Belichtung abgenommen wurden.
Diese Ergebnisse lassen darauf schliefsen, dass sich der in N26Bs5
verursachte Defekt erst im spéteren Verlauf der Differenzierung auf
den Ablauf der Signalkaskade auswirkt. Aus diesen signifikant unter-
schiedlichen Genen im Vergleich der acht-Stunden-Proben wurden
sieben Gene in N26B5 als sporulationsrelevant gekennzeichnet. Trotz
dieser nicht unerheblichen Zahl von Genen, in denen sich die Mu-
tante N26B5 und der Wildtyp signifikant voneinander unterscheiden,
konnte die Sporulation in N26B5 ermoglicht werden. Es konnten in
der Mann-Whitney-Analyse Gene identifiziert werden, die sich zwar
signifikant zwischen Mutante und Wildtyp unterscheiden, jedoch
fiir N26B5 nicht als sporulationsrelevant eingestuft wurden. Diese
Gene (nhpA, psgA, ardA, ribB, damA, arpA und rasA) konnten daran
beteiligt sein, einen alternativen Zweig der sporulationsspezifischen
Signalkaskade zu aktivieren und die Sporulation in der Mutante
N26B5 zu ermoglichen.

Der Vergleich der Genexpression zwischen dem Wildtyp und der Mu-
tante N11D4 konnte aufgrund des experimentellen Setups nur zwi-
schen den jeweiligen Dunkelkontrollen gezogen werden. Auffillig
war hierbei, dass die Vergleiche beider Dunkelkontrollen von N11D4
mit dem Wildtyp stark unterschiedliche Ergebnisse lieferten. Die Ana-
lyse von N11Dg aus Teilversuch #1 mit dem Wildtyp lieferte eine
Vielzahl von Genen, die sich in ihren Expressionsleveln stark von-
einander unterschieden. Jedoch wiesen die Daten aus Teilversuch #2
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trotz gleicher experimenteller Behandlung, kaum Abweichungen zu
den Wildtypdaten auf. Ursachen fiir diese Abweichungen kénnten
geringfiigige Unregelmafligkeiten in den Kultivierungsbedingungen
sein. Erfahrungswerte aus fritheren Experimenten weisen darauf hin,
dass die Plasmodien mitunter sehr sensibel auf Schwankungen von
Temperatur oder Sauerstoffgehalt reagieren. Beide Teilversuche wur-
den mit Plasmodien aus derselben Kultivierung durchgefiihrt. Um
ein besseres Handling wahrend der Probenahme gewihrleisten zu
konnen, wurden beide Versuche mit zwei Stunden Versatz zueinan-
der durchgefiihrt. Daher konnte eine weitere Erklarung fiir dieses Ver-
halten eine Anderung der Expressionslevel bestimmter Gene sein, die
vom Zellzyklus abhéngig ist und somit in periodischen Abstinden
auftritt. Aufgrund der Vergleiche mit dem Stamm N26B5 ist jedoch
davon auszugehen, dass sich der Stamm N11D4 bereits in der Dunkel-
kontrolle stark von den gemessenen Transkriptmengen des Wildtyps
unterscheidet.

3.4 FUSIONSANALYSEN AN SPORULATIONSMUTANTEN

Durch die Fusion zweier unterschiedlicher Sporulationsmutanten
von Physarum polycephalum sollte eine neuartige Methode etabliert
werden, um das Reaktionsnetzwerk analysieren zu konnen, das der
zelluldren Differenzierung zugrunde liegt.

Anhand der hier durchgefiihrten Fusionsanalysen an den Mutanten-
stimmen N26B5 und N11D4 konnte nachgewiesen werden, dass eine
Fusion von Zellen dieser beiden Staimme durch Zellkontakt moglich
ist. Die in diesen Fusionszellen gemessenen Expressionslevel besta-
tigten, dass sich die aus den beiden Fusionsteilen stammenden Zell-
kernpopulationen wéahrend der Fusion in Hinblick auf ihren Teilungs-
und Transkriptionsstatus synchronisieren. In den hier konstruierten
Fusionszellen konnten nach erfolgreicher Synchronisation keine Un-
terschiede in den Transkriptmengen der analysierten Gene zwischen
den beiden Hilften festgestellt werden. Die Fusionsplasmodien ver-
hielten sich im Anschluss an die Fusion wie Einzelzellen.

Mithilfe der Hauptkomponentenanalyse konnte in den Fusionsplas-
modien aus Teilversuch #1 (N26B5 / + N11D4 DK) eine Fokussierung
der Analysedaten zum Zeitpunkt um acht Stunden nach Belichtung
nachgewiesen werden, wie sie ebenfalls in den induzierten Zellen
der nicht fusionierten Plasmodien auftrat. Dieser Effekt ist jedoch in
den Fusionsplasmodien des Umkehrversuches (N11D4 4 + N26B5
DK) nicht zu erkennen. Hier weisen die Zellen ein Verhalten auf, das
in vorherigen Analysen in uninduzierten Plasmodien beider Mutan-
tenstimme beobachtet werden konnte. Aus diesen Ergebnissen kann
geschlussfolgert werden, dass sich die durch Aktivierung der Signal-
kaskade in N26B5 die transkribierten mRNAs und die translatierten
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Proteine iiber die Zytoplasmastromung in der Fusionszelle verteilen
und die Signalwege zur zelluldren Differenzierung im Stamm N11D4
aktivieren. Die Analysedaten weisen somit darauf hin, dass sich in
diesen Fusionsplasmodien der Phianotyp des Stammes N26B5 aus-
pragt.

Trotz erfolgreich nachgewiesener Fusion und anschlieffender Syn-
chronisation der beiden Fusionspartner konnten Unterschiede in der
Auspragung der resultierenden Expressionszustdnde nachgewiesen
werden. Wie zuvor angenommen, konnte in mehreren Fusionszellen
eine exakte Mischung der Transkriptmengen beider Fusionspartner
bestitigt werden. Es konnten jedoch ebenfalls Fusionszellen identifi-
ziert werden, deren Transkriptmengen sich nicht wie die zuvor er-
wahnte Mischung beider Fusionspartner, sondern wie exakt eine der
beiden Ausgangszellen verhielten. Dieses Zustandekommen von dif-
ferentiell unterschiedlichen Transkriptionsniveaus in Fusionszellen,
die alle nach demselben experimentellen Schema behandelt wurden,
ist ein weiterer Beweis fiir den in Walter u. a., 2013 beschriebenen Um-
schaltmechanismus der zelluldren Differenzierung. Dieser Umschalt-
mechanismus sollte in weiterfithrenden Analysen und unter Betrach-
tung von Komplementationseffekten weiter klassifiziert werden.

3.4.1 Analyse auf Komplementationseffekte

Durch den Vergleich der Genexpressionslevel der beiden Fusionsplas-
modienhélften mit ihren Ausgangszellen sollten Unterschiede in den
Transkriptmengen herausgefiltert werden, die einen Hinweis auf die
Entstehung von Komplementationseffekten in den Fusionsplasmodi-
en darstellen konnten. Mithilfe der durchgefiihrten Versuche wurde
eine Vielzahl an Komplementationen in den analysierten Zellen iden-
tifiziert. Dabei zeigte sich deren Auftreten als abhidngig davon, wel-
cher der beiden Mutantenstimme in den jeweiligen Fusionszellen be-
lichtet wurde.

In Marwan, 2003 wurde bereits ein Modell aufgestellt, das den Auf-
bau der Sporulations-Signalkaskade in Fusionsplasmodien erldutern
soll. Es wurde davon ausgegangen, das der Fluss durch die entspre-
chende Signalkaskade unidirektional, einem festgelegten Aufbau von
mutantenspezifischen Blocken folgend, vonstatten geht. Dabei hangt
die Entstehung von Komplementationseffekten davon ab, in welcher
Reihenfolge die dominanten und rezessiven Blocke der beiden Mu-
tantenstimme in der Signalkaskade angeordnet sind. Die Auspra-
gung der Komplementationseffekte in den hier durchgefiihrten Fusi-
onsexperimenten ldsst darauf schlieflen, dass in den konstruierten He-
terokarya keine starre Anordnung dieser mutantenspezifischen Blo-
cke in der Signalkaskade vorliegt. Vielmehr scheint das Signal auf
verzweigten Wegen durch die Zelle zu laufen, sodass sich fiir eine
spezifische Gruppe #1 von Genen die Mutation in dem Stamm N11D4
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limitierend auf das Voranschreiten der Signalgebung auswirkt. Fiir
eine Gruppe #2 von Genen wirkt sich jedoch die Mutation des Stam-
mes N26B5 dominant und somit limitierend auf die Signalweiterlei-
tung aus (vgl. Abbildung 2.20). Diese Ergebnisse konnten durch die
in Marwan, 2003 dargestellte Gendosiseffektkurve beschrieben wer-
den. Diese Kurven sind genspezifisch und erldutern, ob sich eine
Mutation bei einem Wildtyp-Phinotyp von 50 % rezessiv oder do-
minant verhélt. Anhand dieser Auftragungen konnen Experimente
zur zeitaufgelosten somatischen Komplementation etabliert und die
regulatorische Hierarchie zwischen dominanten und rezessiven Mu-
tationen erklart werden (Marwan, 2003).

Bedingt durch das experimentelle Setup der hier durchgefiihrten Fu-
sionsexperimente konnen kleinere Schwankungen in den Gendosen
der beiden verwendeten Sporultionsmutanten in den Fusionsplasmo-
dien entstehen. Diese Schwankungen sind sowohl abhidngig von der
Grofse der zugeschnittenen Plasmodienstiicke, welche zur Fusion zu-
sammengebracht werden, als auch von der Menge an Zellmaterial,
welches sich auf den entsprechenden Teilen des Nidhrbodens befin-
det.
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Abbildung 3.1: Gendosiseffektkurve, aus Marwan, 2003

Schema zur Erklarung von Dominanz, Semidominanz- und Re-
zessivitit eines Mutantenallels in einer diploiden Heterozygote
anhand von Gendosis-Effekten. Der Anteil der Expression des
Wildtyp-Phinotyps wird gegen die Gendosis in % aufgetragen,
wobei 100 % dem Wildtyp-Level entsprechen. Die resultierende
Gendosiseffektkurve ist von Gen zu Gen unterschiedlich. Exempla-
risch dargestellt sind zwei Gene A und B, deren Null-Mutationen
rezessiv (A~) oder dominant (B*) in einer heterozygoten Situati-
on ausgeprigt sind. Zu welchem Grad eine Null-Mutation domi-
nant oder rezessiv ist, hingt vom Grad der Expression des Phino-
typs bei 50 % der Wildtyp-Gendosis ab, die durch die Gendosisef-
fektkurve bestimmt wird.
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3.5 ENTWICKLUNG EINES ALGORITHMUS ZUR DATENAUSWER-
TUNG

Zur Rekonstruktion des Differenzierungsnetzwerkes, das die Sporu-
lation in Physarum polycephalum steuert, wurde in dieser Arbeit ein
Clusteralgorithmus entwickelt. Dieser Algorithmus clustert die analy-
sierten Plasmodien anhand der Ahnlichkeit ihrer Genexpressionsver-
héltnisse von Analysezeitpunkt zu Analysezeitpunkt. Somit konnen
Gruppen von differenzierungsspezifisch korrelierten Genen zuverlds-
sig identifiziert und diese Gruppen individuell zu den Plasmodien
zugeordnet werden, in denen diese Korrelationen auftreten. Die Aus-
gabe der Ergebnisse erfolgt sowohl tabellarisch, als auch grafisch als
Heatmap oder Kreisplot.

3.5.1 Theoretische Ansiitze

Wird er Phytochrom-Photorezeptor in Physarum polycephlaum in ei-
nem kompetenten Plasmodium durch Belichtung mit Rotlicht ange-
regt, so lduft das induzierte Signal durch die Regulationskaskade,
die in der Aktivierung eines oder mehrerer Gene endet. Sollte iiber
einen spezifischen Regulationsweg die Transkription mehrerer Gene
aktiviert werden, so sollten sich deren Transkriptmengen in einem
bestimmten Zeitintervall in gleichem Verhiltnis zueinander dndern.
Daher wurde in dem hier beschriebenen Algorithmus die Ahnlich-
keit der Genexpressionsverhéltnisse zwischen zwei Zeitpunkten der
zelluldren Differenzierung als Maf3 fiir die Korrelation spezifischer
Gene zugrunde gelegt. Die Schwellwerte anhand derer zwischen Kor-
relation oder nicht entschieden wird, sind benutzerdefiniert und ge-
wihrleisten so eine hohe Individualitdt und Genauigkeit bei der Ana-
lyse der Daten. Anhand der Schwellwerte fiir minimale Gen-und
Plasmodienanzahl in den berechneten Clustern kann unspezifisches
Rauschen herausgefiltert werden. Im Hinblick auf eine schnelle und
unkomplizierte Auswertung der Daten wurde der Algorithmus be-
sonders benutzerfreundlich implementiert. Um Genexpressionsdaten
mithilfe dieser Software auswerten zu konnen, miissen vom Anwen-
der lediglich die in Kapitel 2.4.1 beschriebenen Schwellwerte und die
zu analysierenden Datensédtze vorgegeben werden. Weiterhin wur-
de die Software so implementiert, dass sie zukiinftig um weitere
Analyse- und Darstellungsmoglichkeiten anhand der bis jetzt errech-
neten Daten erweitert werden kann. Die Verwendung dieses Clus-
teralgorithmus mit seinen vielfédltigen Moglichkeiten zur Datenaus-
wertung und -darstellung wird die Analyse und Rekonstruktion von
Genexpressionsdaten in zukiinfigen Arbeiten deutlich vereinfachen
und beschleunigen.

Die mit diesem Algorithmus analysierten Datensdtze unterschieden
sich in den resultierenden Ergebnissen stark voneinander. Diese Un-
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terschiede waren abhédngig von dem untersuchten Mutantenstamm
und den experimentellen Konditionen, mit denen die Mutanten be-
handelt wurden. Dabei zeigten sich jedoch unter den Plasmodien in-
nerhalb eines Datensatzes groe Ahnlichkeiten in den berechneten
Genexpressionsmustern. Diese spezifischen Ergebnisse und die be-
rechneten Wahrscheinlichkeiten fiir das signifikante Auftreten der er-
mittelten Cluster belegen, dass der hier programmierte Algorithmus
in der Lage ist, individuelle, genregulatorische Muster innerhalb der
Expressionsdaten zu identifizieren und darzustellen. Weiterhin kon-
nen nun anhand dieser Resultate die von Waddington postulierten
Signalwege und alternativen genregulatorischen Programme nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse zeigen deutlich die kleinen Variatio-
nen in den Regulationsmustern zwischen den Plasmodien eines Da-
tensatzes, die auf die Existenz von alternativ abrufbaren Program-
men der Genregulation schlieffen lassen. Zur Untermauerung dieser
These konnte bereits in Walter u. a., 2013 nachgewiesen werden, dass
bestimmte Gene unter denselben experimentellen Voraussetzungen
mehrere Expressionszustiande aufweisen konnen. Diese Art von Um-
schaltmechanismus scheint an dem Zustandekommen dieser alterna-
tiven Genregulationsprogramme beteiligt zu sein und sollte in zu-
kiinftigen Arbeiten dringend weiter untersucht werden.

3.5.2  Spezifische Genregulationsprogramme konnen nachgewiesen werden

Die Analyse auf Genexpressionscluster in den sporulierten Plasmo-
dien des Mutantenstammes N26B5 resultierte in Ergebnissen, die
es ermoglichen, die spezifisch aktivierten Signalkaskaden zur Gen-
regulation nachzuweisen. Es konnte hier gezeigt werden, dass sich
die Anzahl der berechneten Korrelationen in diesen Plasmodien von
Analyseintervall #1 (o h - 4 h nach FR) zu Analyseintervall #2 (4 h
- 8 h nach FR) drastisch erhoht. Diese Erhohung der Korrelationen
deutet darauf hin, dass die differenzierungsspezifische Signalkas-
kade in dieser Gruppe von Zellen aktiviert wurde und somit eine
Vielzahl von Verkniipfungen der einzelnen Gene und ihrer Produkte
untereinander auslost. Somit ldsst sich belegen, dass die Sporulation
in Physarum polycephalum durch ein weit verzweigtes Netzwerk an
gemeinsam regulierten Genen gesteuert wird. Im Gegensatz zu
den sporulierten Plasmodien dieses Stammes zeigte sich in den
Sporulations-negativen Zellen ein anderes Bild der differentiellen
Regulation. Hier traten bereits im ersten Zeitintervall von der DK
zu vier Stunden nach Belichtung deutlich mehr Korrelationen auf
als in den sporulierten Zellen. Jedoch konnte in dieser Population
an Plasmodien nachgeweisen werden, dass sich die Anzahl der
korrelierten Gene im zweiten Zeitabschnitt im Vergleich zu den
sporulierten Zellen deutlich verringert. Ritzel, 2015 und Hoffmann
u.a., 2012 postulierten in ihren bisherigen Arbeiten, dass viele der
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sporulationsrelevanten Anderungen in den Genexpressionsleveln
wahrend der zelluldren Differenzierung zum Zeitpunkt des Point
of No Return stattfinden. Der PNR wird von sporulierenden Plas-
modien circa sechs Stunden nach Induktion der Zelldifferenzierung
erreicht. Die Ergebnisse der Clusteranalyse scheinen jedoch darauf
hinzudeuten, dass bereits zwischen dem Zeitpunkt der Induktion
und vier Stunden nach Belichtung starke Wechselwirkungen zwi-
schen den Genen der Sporulations-negativen Plasmodien aufteten.
Diese Korrelationen 16sen sich im Anschluss an den PNR wieder
auf und die Zellen sind nicht in der Lage zu sporulieren. Aufgrund
dieser Ergebnisse sollten in zukiinftigen Analysen die Genregulati-
onsvorgange in sporulierten und nicht sporulierten Plasmodien vor
Eintritt des Point of No Return verglichen werden.

In den Analysen des Mutantenstammes N11D4 konnten in den be-
lichteten Plasmodien zu beiden Vergleichspunkten kaum Genkorre-
lationen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Aktivierung der Signalkaskade zur Induktion des Sporula-
tionsvorganges in diesem Stamm nicht moglich ist. Lediglich in den
uninduzierten Zellen der Mutante N11D4 konnten Korrelationen zwi-
schen den analysierten Genen nachgewiesen werden. Diese waren je-
doch weitaus geringer ausgepragt als in den Plasmodien des Mutan-
tenstammes N26B5. Eine Verbindung zwischen diesen Korrelationen
und der zelluldren Differenzierung kann in dieser Mutante nahezu
ausgeschlossen werden. Daher konnte das Auftreten dieser Korrela-
tionen auf interne Regulationsvorginge zuriickzufiihren sein, wie sie
zum Beispiel bei der Regulation des Zellzyklus auftreten.

36 VALIDIERUNG DES EXPRESS-PROFILING-SYSTEMS

Die Durchfiithrung aller bisherigen Genexpressionsanalysen zur Re-
konstruktion des Sporulationsnetzwerkes in Physarum polycephalum
erfolgte mit dem kéuflich erhéltlichen GeXP-Kitsystem der Firma
Beckman Coulter. Aufgrund der grofien Probenumfange und der da-
mit entstehenden hohen Kosten wurde ein alternativer Chemikalien-
satz entwickelt, der die Komponenten der RT-PCR-Reaktion kosten-
sparend ersetzen soll. Dieses neu etablierte Reaktionssystem sollte im
Hinblick auf eine gute Anwendbarkeit hin optimiert, tiberpriift und
anschlieffend mathematisch modelliert werden.

3.6.1  Experimentelle Optimierung

Durch die Optimierung der Zugabemethode der Tag-Polymerase
und der RNase-Inhibitor-Konzentration konnte das neue eXpress-
Profiling-System fiir zukiinftige Genexpressionsanalysen einsatzfi-
hig gemacht werden. Die Verdiinnung des RNase-Inhibitors ermog-
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lichte die Reduktion der Kosten fiir die RT-PCR-Reaktion um 77 %,
wodurch die Kosten fiir Genexpressionsanalysen mit dem neu eta-
blierten Kitsystem im Vergleich zu dem Originalsystem von Beckman
Coulter deutlich gesenkt werden konnten. Um die Durchfiihrung von
eXpress-Profiling-Analysen noch anwenderfreundlicher zu gestalten,
konnte wie in Rummel, 2014 beschrieben, das umstandliche Zugeben
der Tag-Polymerase per Hand durch die Verwendung von Aptamer-
sequenzen vermieden werden. Diese Sequenzen binden bei niedrigen
Temperaturen stabil an die Tag-Polymerase und verhindern somit die
Amplifikation unspezifischer Produkte (Lin und Jayasena, 1997).

3.6.2  Mathematische Modellierung des Systems

Sowohl die Peakquantifizierung als auch die Auswertung der Analy-
sedaten werden durch komplexe Algorithmen der Analysesoftware
gewdhrleistet. Es sollte hier die Genauigkeit des Peakquantifizie-
rungsalgorithmus in Hinblick auf das Verhiltnis von eingesetzter
DNA zu detektierter Fluoreszenzmenge {iberpriift werden. Die
Analysen zeigten eine lineare Abhdngigkeit von Fluoreszenz- zu
DNA-Menge. Abweichungen in den hoheren Verdiinnungsstufen
konnten durch Pipettierungenauigkeiten verursacht worden sein.
Bei der experimentellen Durchfithrung der Analysen werden jedoch
ausreichend grofie Volumina eingesetzt, sodass diese Pipettierfehler
zu vernachldssigen sind. Es konnte somit nachgewiesen werden,
dass die Verdopplung der eingesetzten DNA in den hier verwen-
deten Konzentrationsbereichen eine Verdopplung der detektierten
Fluoreszenzmengen zur Folge hat.

Weiterhin wurde {iiberpriift, inwiefern die detektierten Fluoreszenz-
mengen von den Primerkonzentrationen abhdngen, welche in der
Reaktion eingesetzt wurden. Die Messungen mit unterschiedlich
stark verdiinnten Primermengen zeigten eine quadratische Abhéan-
gigkeit zu den resultierenden Fragmentmengen. Dieses Verhiltnis
kommt dadurch zustande, dass die Primer der RT-PCR-Reaktion
im Uberschuss vorliegen. Somit wirkt sich eine Verdiinnung der
Primerkonzentration vorerst nicht limitierend auf die Amplifikati-
onsgeschwindigkeit aus.

Die Reaktionskinetiken des eXpress-Profiling-Systems wurden mit-
hilfe einer Modellgleichung dargestellt, um zukiinftige Anderungen
der Primerkonzentrationen im Vorfeld theoretisch abschitzen zu kon-
nen. Anhand der zuvor ermittelten experimentellen Daten sollte die
Modellgleichung tiberpriift und die Parameter an die experimentell
ermittelten Werte angepasst werden. Die Ergebnisse des Parameter-
Fittings belegten, dass die modellierte Reaktionsgleichung die expe-
rimentellen Werte in hohem Mafse widerspiegelt und zukiinftig so-
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wohl fiir die Abschédtzung der Primerkonzentrationen des eXpress-
Profiling-Systems, als auch fiir weitere Modellierungen des Reakti-
onssystems genutzt werden kann.

Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass das hier verwen-
dete eXpress-Profiling-System fiir Genexpressionsanalysen sehr ge-
naue und verldssliche Daten liefert, auf deren Grundlage eine Rekon-
struktion des Differenzierungsnetzwerkes in Physarum polycephalum
ermoglicht wird.



AUSBLICK

In der hier durchgefiihrten Arbeit wurde die zelluldre Differenzie-
rung am Beispiel der Sporulation des Modellorganismus Physarum
polycephalum analysiert. Dabei wurden die Transkriptmengen aus-
gesuchter Gene von sporulationsdefizienten Mutanten sowohl an
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten wihrend der Differenzierung,
als auch an Fusionsplasmodien beider Mutanten gemessen und
ausgewertet.

In zukiinftigen Analysen ist die Durchfiihrung von Sporulationskon-
trollen an Fusionsplasmodien von besonderer Bedeutung, um auch
phénotypisch auf Komplementationen testen zu kdnnen. Dazu miiss-
ten die konstruierten Fusionszellen vergrofiert werden, um ausrei-
chend Zellmaterial fiir die RNA-Isolierung und die Sporulationskon-
trollen gewinnen zu konnen. Zur Gewinnung neuartiger Informatio-
nen iiber das Regulationsnetzwerk der zelluldren Differenzierung in
Physarum polycephalum bietet sich die Moglichkeit, die Fusionszeit-
punkte in diesen Versuchen zu variieren. Besonders interessant wa-
re hier zu {iberpriifen, ob durch variable Fusionszeitpunkte des He-
terokaryons N11D4 4 + N26B5 DK die Fahigkeit zur Sporulation in
N11D4 wieder hergestellt werden kann. Durch derartige Versuche ist
es moglich, die Hierarchie der Blocke in der Signalkaskade zu identi-
tizieren, die in den Sporulationsmutanten verdndert wurden.

Eine weitere Moglichkeit zur Durchfithrung von Fusionsexperimen-
ten ist die Variation der Gendosis der beiden Fusionspartner. Mit-
hilfe eines solchen experimentellen Setups kann bestimmt werden,
welcher Anteil eines Stammes des Modellorganismus bendétigt wird,
um einen Mutanten-Phanotyp zu komplementieren. Derartige Expe-
rimente ermoglichen ebenfalls die Analyse der Gendosiseffektkurven
der hier untersuchten Gene und somit die Rekonstruktion des in Wal-
ter u.a., 2013 beschriebenen Umschaltmechanismus. In der Bachelor-
arbeit von Nicole Gebert (Gebert, 2013) wurden bereits Moglichkeiten
entwickelt, mit deren Hilfe die Anteile der beiden Zellkernarten ei-
nes Heterokaryons tiber DNA-Polymorphismen der beiden Stimme
bestimmt werden konnen.
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Ein besonders reizvoller Ansatz zur Erweiterung der Genexpressions-
analysen ist die Messung spezifischer Proteine an Wildtyp- und Mu-
tantenstimmen, die mit der Sporulation im Zusammenhang stehen.
Mithilfe der Massenspektrometrie kann hier beispielsweise eine Viel-
zahl an Proteinen in einem einzelnen Experiment identifiziert werden,
wodurch die Wechselwirkungen innerhalb der Signalkaskade direkt
auf dem Protein-Level nachvollzogen werden kdnnen.

Die exakte Lokalisation der Sporulationsdefekte in den Signalkaska-
den der hier verwendeten Mutanten ist nicht bekannt. Konnten in
den vielkernigen Plasmodien des Modellorganismus Physarum polyce-
phalum gezielt Gene ausgeschalten werden, so wiirde das die Arbeit
an der Analyse der Regulationskaskade beschleunigen. Zu diesem
Zweck arbeitete Frau Dominique Kopp in ihrer Masterarbeit (Kopp,
2016) an der Etablierung der CRISPR/Casg-Technik. Dieses Tool er-
moglicht es Leserastermutationen in die DNA eines Organismus ein-
zubringen, die die Expression des Zielgens unterbinden. Mithilfe die-
ser Methode sollte es zukiinftig moglich sein jedes gewtinschte Gen
in Physarum polycephalum auszuschalten und so das Regulationsnetz-
werk der zelluldren Differenzierung detailliert analysieren zu kon-
nen.



MATERIAL UND METHODEN

5.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Tabelle 5.1: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller
Agarose Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat Roth

Ammoniumsulfat 1 M Losung
Bacto-Agar
Bacto Soyton
Bacto Trypton
Betain
BSA, Albumin Fraktion V
Calciumcarbonat
Calciumchlorid-Dihydrat
Citronensiure, wasserfrei
Chloroform
D(+)-Biotin
D(+)-Glucose-Monohydrat
Dimethylsulfoxid, DMSO
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol (DTT)-Lésung, RNase-frei, 1 M
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
Eisen(II)-chlorid-Tetrahydrat
Eisensufat-Heptahydrat
Essigsdure
Ethidiumbromid
Ethanol 100 %

Ficoll 400

Sigma-Aldrich
Otto Nordwald (Difco Lab.)
Otto Nordwald (Difco Lab.)
Otto-Nordwald (Difco Lab.)
Sigma-Aldrich
Roth
Fluka
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Merck
Merck
Roth
Roth
Roth

Serva
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Name' Hersteller
Genomelab™ Separationspuffer ABSciex GmbH
Glycerin Roth
Hemin Fluka
Hi-Di-Formamid Invitrogen
Isoamylalkohol Roth
Kaliumchlorid Roth
Kaliumchlorid 1 M Losung Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kupfer(II)-chlorid Fluka
Lambda DNA Fermentas
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck
Magnesiumchlorid 1 M Losung Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Roth
Mangan(II)-chlorid-Dihydrat Merck
Mineralol ABSciex GmbH
Natriumacetat-Losung 3 M, pH 5.5 Sigma-Aldrich
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Sigma-Aldrich
Niacin Sigma-Aldrich
Niacinamide Sigma-Aldrich
Orange G Sigma-Aldrich
peqGOLD TriFast™ Peqlab
Phenol, wassergesattigt Roth
Salzsdure Roth
SEPHADEX G-100, DNA Grade Sigma-Aldrich
Stickstoff, fliissig Westfahlen AG
Thiamin-Hydrochlorid Roth
Tris-Borat-EDTA Puffer, 10 x TBE Sigma-Aldrich
Tris Roth
Tris-HCI 1 M Losung, pH 9 Sigma-Aldrich
Tris 2 M Losung, pH 8 Sigma-Aldrich
Tween 20 Roth
Wasser Sigma-Aldrich
Yeast Extract Otto-Nordwald (Difco Lab.)
Zinksulfat-Heptahydrat Merck

1 Weiterhin wurden die SI-Einheitszeichen und Abkiirzungen fiir chemische Elemen-
te verwendet. Es wurde zu jeder Zeit Nuklease- und Template-freies, deionisiertes
Wasser verwendet.
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Tabelle 5.2: Verwendete Geréte
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Hersteller Bezeichnung Typ
Air liquide TP6o Stickstofftank
Beckman Coulter Avanti J-26 XP Zentrifuge
Beckman Coulter CEQ8800 Sequenzierer
Biometra Tprofessional PCR-Cycler
Biometra UVsolo Geldokumentation
Eppendorf Thermomixer comfort Schiittelinkubator
Eppendorf 5417 R Zentrifuge
Heraeus Biofuge Zentrifuge
Heraeus Heraguard Sterilbank
Heraeus Herasafe Sterilbank
Heraeus HF 486 Freezer —80 °C
Hettich Rotanda 46 RC Kiihlzentrifuge
IBS Fireboy Brenner
Infors Minifors Tischfermenter
Infors Multitron 1II (3x) Schiittelinkubator
Lauda E100/RE 104 Kiihlthermostat
Liebherr Freezer
Liebherr Gastroline Kiihlschrank
Memmert Inkubator
Mettler-Toledo Waage
Nanodrop ND1ooo Photometer
Scotsman AF20 Eismaschine
Severin Mikrowelle
SHP Laboklav 135 MSLV Autoklav
Peqlab PerfectBlue Horizontale Elektrophorese
Peqlab PerfectSpinP Plattenzentrifuge
Peglab Precellys 24-Dual Zellaufschluss
Pharmacia EPS 300 Spannungsgerit
Thermo scientific FR215TEC Freezer
VWR Vortexer
WPI SP200lZ SYRINGE PUMP Spritzenpumpe

Plattenkringelapplikator
Rotlichtwagen
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5.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 5.3: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Adhesive PCR Film
Cryorohrchen mit Aufiengewinde, 2 mL
Cryordhrchen mit Aufiengewinde &-
Silikondichtung, 1.2 mL
Einmalspritzen, Omnifix®-
Luer-Lock-Anschluss, 60 mL
Filter Acro®50, 0.2 um, 0.45 um
Injekt®-F 1 mL Spritze
ME-Millipore Membranfilter 0,025 pm
PCR Plate, 0.2 mL 96 Well
peqGold PhaseTrap A 2 mL Tubes
Petrischalen 94 mm x 16 mm
Pipettenspitzen filterlos—
1oul, 20uLL, 200uL, 1000 pL
Pipettenspitzen mit Filter—
1oul, 20uL,, 200ul, 1000 pHL
PP Probenplatte g6 Well
PP Flat Bottom Pufferplatte g6 Well
Precellys Glaskiigelchen & 0.5 mm
Rotilabo®Rundfilter (113A), 15 mm
Safe-Lock Tubes 1,5 mL, 2 mL
Serologische Rotilabo®-Pipetten, 25 mL
Test Tubes, 15 mL, 50 mL
Thermowell Sealing Tape

Thermo Scientific
Roth
Roth

Roth

VWR
Braun Melsungen AG
Merk Millipore
Thermo Scientific
Peqlab
Greiner Bio-One
Ratiolab

Biozym

Corning Life Science Europe
Corning Life Science Europe
Peqlab
Roth
Eppendorf
Roth
Greiner Bio-One

Corning Life Science Europe
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5.4 ENZYME

Tabelle 5.4: Verwendete Enzyme

Name Firma

RevertAid™ Reverse Transkriptase | Thermo Scientific
Tag-Polymerase *
RiboLock RNase Inhibitor Thermo Scientific

5.5 STAMME

Die in dieser Arbeit verwendeten Stimme von Physarum polycephalum
wurden als Amdben mutagenisiert, apogam zu Plasmodien kultiviert
und auf ihren Phénotyp gescreent. Die daraus resultierenden Mutan-
ten wurden fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 5.5: Physarum polycephalum-Stimme

Stamm ‘ Genotyp ‘ Phéanotyp Referenz
#31 matA2, fusA1, Wildtyp Starostzik und Marwan, 1998
gadAh, npfC*, whiA™
N11Dg matAz2, fusAi, Sporulations- | Starostzik und Marwan, 1998
gadAh, whiA™ mutante
N26B5 matA2, fusA1, Sporulations- | Starostzik und Marwan, 1998
gadAh, whiA™ mutante

1 Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Anke Jungebloud nach Pluthero,
1993
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5.6 PRIMER

Tabelle 5.6: Verwendete Primer

ID* | Startpos.? Primersequenz ‘ Locus
2262 | 18212(c) GTTTGCCGGGTCAATAAATG J02459
2365 o(c) gtacgactcactataggga
2428 1076 aggtgacactatagaata- NR_074204
CCTTTGGGTAGCTGGGTACA
2429 | 1244(c) gtacgactcactataggga NR_074204
CAGCCCTCAATCCGAACTAC
2451 18072 gtacTGATAAGTGGAATGCCATGTG Jo2459
2453 18161 gtACACGGAGGAAGGCAAACT Jo2459
2454 18141 gtacTATTGGCCTCAGCATGGAG Jo2459
2455 18127 gtacCATTATGTCGCGGGTATTGG Jo2459
2456 18111 gtacGACCAAAGACGGCAAACATTA Jo2459
2457 18101 gtacAAATTGAGCAGACCAAAGACG Jo2459
2458 18086 gtaCCATGTGGGCTGTCAAAAT Jo2459
2459 18052 gtacAAAGAGTGGAAGGATGCCAGT Jo2459
2460 18032 gtacGCAGACTGGAGGAGTTTTCG Jo2459
2461 18019 gtacGAGGATAACGCCAGCAGACT Jo2459
2462 18006 gtacAGTCGAGCTGACGGAGGATA Jo2459
2463 17988 gtaCAAGGAGCTGCTGGAAAAAG Jo2459
2464 17967 gtacGATAACCGAATCCCATCTCG Jo2459
2465 17959 gtacAAAGGCAAGATAACCGAATCC Jo2459
2466 17959 gtacggagaacaggt Jo2459
AAAGGCAAGATAACCGAATCC
2467 17933 gtacATGCGGAAGGTTACCTGGAT Jo2459
2468 17933 gtacacaacgaatgacagccaa Jo2459
ATGCGGAAGGTTACCTGGAT
2469 17893 gtacAAATCGGCATTCGTGGAG Jo2459
2470 17873 gtacGCAGTGTGAACACCGTTGG Jo2459
2471 17873 gtactgtaagaaccgattcag Jo2459
GCAGTGTGAACACCGTTGG
2472 17837 gtacATATCAAACCGGGCCATGAT Jo2459
2473 17817 gtaCTGGATAGCCGCCAGTATCA Jo2459

1 Die Zahlen geben die Nummern der Laborsammlung wieder.
2 Primer, die auf dem Gegenstrang liegen, sind mit einem (c) gekennzeichnet.
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ID* | Startpos.? Primersequenz Locus
2480 122 aggtgacactatagaata- contig08681_1.exp
GACTGCCAGAAGAAAGGACG
2481 182(c) gtacgactcactataggga- contig08681_1.exp
ATCGCACCTTGAACTTGGTT
2482 396 aggtgacactatagaata- contig12862_1.exp
CCACTGCTGCAGACAAGAAG
2483 462(c) gtacgactcactataggga- contig12862_1.exp
TTATGCGAGAGCAGCCTTTT
2484 140 aggtgacactatagaata- contig00120_1.exp
AAGGCATGTTATTTACGCCG
2485 218(c) gtacgactcactataggga- contig00120_1.exp
GGGTGCGTAGTATCTCCCTG
2486 288 aggtgacactatagaata- contig11497_1.exp
AACAAACTTGGACACCCAGC
2487 372(c) gtacgactcactataggga- contig11497_1.exp
CTGTAAAGGAACCGGGAAAA
2488 40 aggtgacactatagaata- contig02400_1.exp
CGAAAAACGAACACCCTTGT
2489 130(c) gtacgactcactataggga- contig02400_1.exp
CACATTCCATGTTTTTGCCA
2490 559 aggtgacactatagaata- EL579430
GGAGGTTTTACCCACGAACA
2491 655(c) gtacgactcactataggga- EL579430
TTIGTCGTGTTTCAGGTCCAA
2492 340 aggtgacactatagaata- contig05597_1.exp
ATCGAATCAGGTCTCGCTGT
2493 442(c) gtacgactcactataggga- contig05597_1.exp
TTCAAGCAGGTCACAAGGTG
2494 308 aggtgacactatagaata- contig00369_1.exp
AAAAATGCTCGATTTGGTCG
2495 416(c) gtacgactcactataggga- contig00369_1.exp
CGATAATCTTCTCGATCCGC
2496 5 aggtgacactatagaata- contig11781_1.exp
GATTGCCTACGTTTGTGCCT
2497 119(c) gtacgactcactataggga- contig11781_1.exp
TTCCAAAATCGGCTAGCAAC

1 Die Zahlen geben die Nummern der Laborsammlung wieder.
2 Primer, die auf dem Gegenstrang liegen, sind mit einem (c) gekennzeichnet.
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ID* | Startpos.? Primersequenz Locus
2498 251 aggtgacactatagaata- contig03233_1.exp
GATATGTCAACAATCGCCCC
2499 | 371(c) gtacgactcactataggga- contig03233_1.exp
CTGACGGATGAGGAGCTTTC
2500 188 aggtgacactatagaata- EL564418
TGGTGTGATGGTTGGTATGG
2501 214(c) gtacgactcactataggga- EL564418
AGGTGTGGTGCCAGATTTTC
2502 231 aggtgacactatagaata- contig03326_1.exp
TCTCCAAGAAAGCGATGGTC
2503 | 369(c) gtacgactcactataggga- contig03326_1.exp
AAGCTCACCAGGAAGGATCA
2504 152 aggtgacactatagaata- EL577944
AACACATGATTGGGTGAGCA
2505 296(c) gtacgactcactataggga- EL577944
TTTACTTGCGGTGTGGAACC
2506 335 aggtgacactatagaata- contig02333_1.exp
GCCACCGATTAAATATCCCC
2507 | 485(c) gtacgactcactataggga- contig02333_1.exp
TAGTGCTAGGGGCCAATGAG
2508 671 aggtgacactatagaata- PpolyN1ao3eo03.ty
AATCACAGCAAACGCCAATA
2509 833(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1ao3eo03.ty
CCGTGAGTITCCGAGTCCTAA
2510 118 aggtgacactatagaata- PpolyNOaothos.ty
GTGGAGAGCCTGGAGTGGTA
2511 292(c) gtacgactcactataggga- PpolyNOao6ho3s.ty
TTTTTGATCACATTTCGGGC
2512 72 aggtgacactatagaata- PpolyNOaogaog.ty
GCCATTTATTTTCACAGCCC
2513 252(c) gtacgactcactataggga- PpolyNOaogaog.ty
TGCGCAAATAGTTGATGTCC
2514 5 aggtgacactatagaata- PpolyN1ao5c09.m13r
GATTTGGACAACCTTGAGCC
2515 191(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1ao5c09.m13r
TGCTCTTTTGCCTTCGAAAT

1 Die Zahlen geben die Nummern der Laborsammlung wieder.
2 Primer, die auf dem Gegenstrang liegen, sind mit einem (c) gekennzeichnet.
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ID* | Startpos.? Primersequenz Locus

2516 87 aggtgacactatagaata- contig05590_1.exp
TGAGTTGTTTTGACTGCGGA

2517 | 279(c) gtacgactcactataggga- contig05590_1.exp
TTTATGGGCAAAGAATTCGC

2518 672 aggtgacactatagaata- PpolyN1d32di11.ty
CCACAAGGGCACCTATGACT

2519 870(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1d32d11.ty
TCTGGAAGTGGGCTATGAGG

2520 39 aggtgacactatagaata- contig00262_1.exp
ATCAAGCCAACTTCGACTGC

2521 243(c) gtacgactcactataggga- contig00262_1.exp
TGTGTCTCCGTTGTCCTCTG

2522 355 aggtgacactatagaata- contig12081_1.exp
GTGGCTGGTGTGTCTTCCTT

2523 565(c) gtacgactcactataggga- contig12081_1.exp
TTCTTGGTCACGACAGCTTG

2524 24 aggtgacactatagaata- contig00969_1.exp
ATCGCACAACCCACTACTCC

2525 240(c) gtacgactcactataggga- contig00969_1.exp
CCTTCAAGATCCCCAACCIT

2526 237 aggtgacactatagaata- PpolyNoaosco7y.t7
TGGGAACAAAACGGACTCTC

2527 459(c) gtacgactcactataggga- PpolyNoaoscoy.ty
CGGAATTGCTGAGATTGGAT

2528 1160 aggtgacactatagaata- PLD1_738_polyA
TGGTGAGTCAGCATACCCAA

2529 | 1389(c) gtacgactcactataggga- PLD1_738_polyA
ACAAACTGCGGCAGAGAGAT

2530 124 aggtgacactatagaata- contig10470_1.exp
TGAGAAAGCCGAAGAGGATG

2531 359(c) gtacgactcactataggga- contig10470_1.exp
CTCTTGGCAAAGAAGGCTTG

2532 1056 aggtgacactatagaata- PpolyN1d18do6.ty
AAACACAGGACTTTTTGCCG

2533 | 1297(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1d18do6.ty
GGTTGACTGGTGGATGGAAC

1 Die Zahlen geben die Nummern der Laborsammlung wieder.
2 Primer, die auf dem Gegenstrang liegen, sind mit einem (c) gekennzeichnet.




138

MATERIAL UND METHODEN

ID* | Startpos.? Primersequenz Locus

2534 424 aggtgacactatagaata- contig10153_1.exp
AGGTTATGATGCCGTGAACC

2535 671(c) gtacgactcactataggga- contig10153_1.exp
AGGAAAGCCATTTTGTGTGC

2536 288 aggtgacactatagaata- PpolyN1d50g09.t7
GACCTCAACCACATTGCCTT

2537 | 541(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1d50g09.t7
GGGTTTGGAGATGACCTTGA

2538 262 aggtgacactatagaata- contig00397_1.exp
TTGTGGGATCTGGGAACATT

2539 521(c) gtacgactcactataggga- contig00397_1.exp
CTTCCCCATATAAAGGCGCT

2540 338 aggtgacactatagaata- contig04854_1.exp
AAGCTCACGCAGGAGTTCAT

2541 612(c) gtacgactcactataggga- contig04854_1.exp
GAAATCATACGTGCGAGTGG

2542 242 aggtgacactatagaata- PpolyN1dé66e1o.ty
CTGTTTTTCCTGACTGGGGA

2543 522(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1d66e1o.t7
TATCACCGCCTAAATCTGCC

2544 735 aggtgacactatagaata- PpolyN1d1o6hio.ty
ATGCCGATTTGTTGGAGAAG

2545 | 1022(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1dio6hio.ty
TGTTGACCCAATAGCATCCA

2546 238 aggtgacactatagaata- contig01538_1.exp
TTACTGGGGGTTACTGCGAT

2547 531(c) gtacgactcactataggga- contig01538_1.exp
TCATCTCTTCCGTCATGCTG

2548 388 aggtgacactatagaata- PpolyN1ao8goy.ty
GGTGCCCTTAAGCAAATCAA

2549 688(c) gtacgactcactataggga- PpolyN1ao8go7.t7
GGTGCTGCAGACATCCTGTA

2550 0 AGGTGACACTATAGAATA

1 Die Zahlen geben die Nummern der Laborsammlung wieder.
2 Primer, die auf dem Gegenstrang liegen, sind mit einem (c) gekennzeichnet.
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5.7 MEDIEN

5.7.1 Hemin-Losung

Tabelle 5.7: Hemin-Losung

Zusammensetzung ‘ Reinheitsgrad ‘ Menge fiir 600 mL

Hemin | > 98,00 % HPLC | 038

Hemin in 150 mL 1 N NaOH 16sen und mit MilliQ-Wasser auf 600 mL
auffiillen. Losung in 30-40 mL Aliquots abfiillen und autoklavieren.
Flaschen nach dem Autoklavieren fest verschliefSen und im Dunkeln
lagern. So bleibt die Losung bis zu mehreren Monaten lagerfahig.

5.7.2  Sporulations-Agar

Tabelle 5.8: Sporulations-Agar

Zusammensetzung Menge fiir 1 L
Bacto-Agar 17 g
MilliQ-Wasser 950 mL

mit Rithrfisch autoklavieren
Nach Abkiihlen auf 50 °C Zugabe von:

Losung 1 (auf 50 °C vorgewadrmt) 47 mL
Losung 2 (auf 50 °C vorgewdrmt) 10 mL
Losung 3 (auf 50 °C vorgewarmt) 11 mL

Nach dem Abkiihlen auf 42 °C werden Platten mit je 30 mL gegossen.

Tabelle 5.9: Losung 2

Zusammensetzung | Reinheitsgrad | Menge fiir 1 L
Niacin 0,10 g
CsHs5NO;
Niacinamide 0,10 g
CsHgN,O
MilliQ-Wasser 10 mL

Losung in Schott-Flaschen abfiillen und mit Riihrfisch autoklavieren.
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Tabelle 5.10: Losung 3

Zusammensetzung Reinheitsgrad Menge fiir 1 L
Calciumcarbonat | > 99,000%p.a.(KT) 1.10 g
CaCO3
MilliQ-Wasser 11 mL

Losung in Schott-Flaschen abfiillen und mit Riihrfisch autoklavieren.

Tabelle 5.11: Losung 1

Zusammensetzung Reinheitsgrad | Menge fiir 1 L
Salz-Stock-Losung 30 mL
Kupferchlorid-Losung 7 mL
Kaliumdihydrogenphosphat-Losung 10 mL

Losung in Schott-Flaschen abfiillen und mit Riihrfisch autoklavieren.

Tabelle 5.12: Salz-Stock-Losung

Zusammensetzung Reinheitsgrad Menge fiir 1 L
Calciumchlorid-Dihydrat > 99,00 % p.a., ACS 20g
CaCl; x 2 H,O
Magnesiumsulfat-Heptahydrat > 99,00 % p.a., ACS 20¢g
MgSO4 x 7 H,O
Citronensdure, wasserfrei > 99,50 % p.a. 36,60 g

In 600 mL MilliQ-Wasser 16sen,

dann Zugabe von:

Salzsdure > 32,00 % p.a., ISO 4 mL
HCL
Eisen(II)-Chlorid-Tetrahydrat > 99,00 % p.a. 280¢g
FeCl; x 4 H,O
Zinksufalt-Heptahydrat > 99,50 % - 103,00 % p.a. 1,12 g
ZnSO4 x 7 H,0
Mangan(II)-chlorid-Dihydrat > 99,00 % 2,28¢g

MnCl; x 2 H,O

Losung mit MilliQ-Wasser auf 1 L auffiillen.
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Tabelle 5.13: Kupferchlorid-Losung, 0,02 M

Zusammensetzung | Reinheitsgrad

Menge fiir 1 L

Kupfer(II)-chlorid | > 98,00 % (RT) 2,680 g

CuClz

In MilliQ-Wasser 1losen und auf 1 L auffiillen.

Tabelle 5.14: Kaliumdihydrogenphosphat-Losung, 0,03 M

Reinheitsgrad Menge fiir 1 L

Zusammensetzung
Kaliumdihydrogenphosphat | > 99,00 % p.a., ACS 4,083 g
CuCl,
In MilliQ-Wasser 1l6sen und auf 1 L auffiillen.
5.7.3 Sporulationsmedium, fliissig
Tabelle 5.15: Sporulationsmedium
Zusammensetzung Reinheitsgrad | Menge fiir 1 L
Chlorid-Stammlésung (10 %) 6,0 mL
Sulfat-Stammldsung (10 %) 6,0 mL
Citronensiure, wasserfrei > 99,0 % p.a. 3.60g
Eisen(II)-chlorid-Tetrahydrat 99,0 % p.a. Merck
FeCl,; x 4 H,O
In MilliQ-Wasser 16sen o.75 L
pH-Wert mit 30 % KOH einstellen auf 4,6
1L

Auffiillen auf

Losung in Schott-Flaschen abfiillen und autoklavieren.

Tabelle 5.16: Chlorid-Stammlésung (10 %)

Zusammensetzung

Reinheitsgrad Menge fiir 1 L

Calciumchlorid-Dihydrat
CaCl; x 2 H,O
Mangan(II)-chlorid-Dihyddrat
MnCl,; x 2 H,O

> 99,0 % p.a., ACS

> 99,0 % p.a.

In MilliQ-Wasser 16sen und auf 1 L auffiillen.

100,0 g

11,6 g
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Tabelle 5.17: Sulfat-Stammlosung (10 %)

Zusammensetzung Reinheitsgrad Menge fiir 1 L
Magnesiumsulfat-Heptahydrat | > 99,0 % p.a., ACS 100,0 g
MgSO4 x 7 H,O
Zinksulfat-Heptahydrat > 99,5—-103,0 % p.a. 8978

ZnSO4 x 7 H,O

In MilliQ-Wasser 16sen und auf 1 L auffiillen.

5.7.4 Wachstumsmedium fiir Mikroplasmodien

Tabelle 5.18: Wachstumsmedium fiir Mikroplasmodien, WM

Zusammensetzung ‘ Reinheitsgrad Menge fiir 1 L
Bacto-Trypton 10g
Yeast Extract 1,50 g
D(+)-Glucose Monohydrat > 99,50 % Ph.Eur. 11g
Citronensaure, wasserfrei > 99,50 % p.a. 3,54 &
Eisensulfat-Heptahydrat > 99,50 % ACS 0,084 g
FeSO4 x 7 H,O
Calciumchlorid-Dihydrat > 99,00 % p.a., ACS 0,60 g
CaCl, x 2 H,O
Kaliumdihydrogenphosphat p-a., ACS 2,008
KH;,PO4
in MilliQ-Wasser 16sen cao,7 L
100x MMZ-Losung zugeben 10 mL

Der pH-Wert wird mit 4 N NaOH auf 4,6 eingestellt, die Losung in
Schott-Flaschen eingefiillt und autoklaviert.
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Tabelle 5.19: 100x MMZ-Losung

Zusammensetzung Reinheitsgrad Menge fiir 1 L
Magnesiumsulfat-Heptahydrat > 99,00 % p.a., ACS 60,00 g
MgSO4 x 7 H>O
Mangan(II)-chlorid-Dihydrat > 99,00 % p.a. 6,00 g

MnCl, x 2 H,O
Zinksulfat-Hepathydrat > 99,50 % - 103,00 % p.a.
ZnSO4 x 7 H,0

In MilliQ-Wasser 16sen und auf 1 L auffiillen.

58 KULTIVIERUNG VON PHYSARUM POLYCEPHALUM PLASMO-
DIEN FUR GENEXPRESSIONSANALYSEN

Zur Kultivierung von sporulationskompetenten Plasmodien zur Ana-
lyse der Genexpression wurden Fliissigspherulen in 50 ml Wachs-
tumsmedium (s. Kapitel 5.7.4) + 1 % Hemin in einen 500 mL Schiittel-
kolben mit Schikane tiberimpft. Diese wurden bei 24 °C und 150 rpm
in einem Multitron II Schiittelinkubator der Firma Intron geschiittelt,
bis sich Mikroplasmodien entwickelten. Diese Mikroplasmodienkul-
turen wurden anschlieSend, nach Erreichen einer konstanten Wachs-
tumsrate, in einem Rhythmus von 3,5 Tagen in einen neuen Kolben
mit 50 mL WM + 1 % Hemin tiberimpft. Das Animpfvolumen fiir die
Schiittelkolben sollte so gewéahlt werden, dass sich nach Ablauf der
3,5 Tage eine hohe Zelldichte in den Kulturen eingestellt hat. Fiir die
in dieser Arbeit verwendeten Kulturen wurden folgende Volumina
zur Beimpfung eines 500 mL Schiittelkolbens gewdhlt:

Tabelle 5.20: Animpfvolumina fiir 500 mL Schiittelkolben

Stamm | Volumen in mL
#31 1,5

N26B5 1,5

N11D4g 3

5.8.1  Kultivierung im Fermenter

Da die Sporulation von Physarum polycephalum gezielt induziert
werden sollte, wurde die Arbeit von der Kultivierung im Fermenter
bis zum Einfrieren der Proben fiir die RNA-Isolierung ausschliefilich
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unter sterilen Bedingungen und in Dunkelheit durchgefiihrt. Fiir
kurze Intervalle ist die Arbeit unter Griinlicht zuléssig, das es keinen
Einfluss auf die Sporulationskompetenz hat (Nakagaki u. a., 1996).

Um die Ausbeute an Zellmasse zu erhohen, wurde ein 5 L Minifors
Tischfermenter der Firma Infors mit 1,5 L WM + 1 % Hemin (s. Kap.
5.7.4 und 5.7.1) befiillt und mit 100 mL einer 3,5 Tage alten Mikro-
plasmodien Schiittelkultur beimpft. Zur Inokulation der Fermenter
wurden fiir die in dieser Arbeit verwendeten Stamme folgende Volu-
mina verwendet:

Tabelle 5.21: Animpfvolumina fiir Fermenter

Stamm | Volumen in mL

#31 30
N26B5 30
N11Dg 40

Die Mikroplasmodien wurden fiir 4 Tage bei 24 °C, 250 rpm und
einer Begasungsrate von 1 L Luft/min im Fermenter unter der Ver-
wendung eines Marinegegenriihrers kultiviert. Es hat sich eine Ab-
luftkiihltemperatur von 15 °C als giinstig erwiesen, da sich so kein
Kondenswasser bildet.

Nach der Ablauf der Kultivierungszeit wurde der Fermenterinhalt
tiber eine am Ernterohr des Fermenters angebrachte Schlauchverbin-
dung in einen 3 L Erntekolben abgelassen und anschliefSend in vier
500 mL Zentrifugengefdfie iiberfiihrt. Es wurden je zwei Zentrifu-
gengefifie gegeneinander austariert und die Mikroplasmodien durch
Zentrifugation bei 24 °C, 1700 rpm, Beschleunigung 9 und Bremse
4 fir 5 min pelletiert. Das Medium wurde dekantiert und die Zen-
trifugenbecher zu etwa einem 3/4 ihres Volumens mit Sporulations-
losung (s. Kap. 5.7.3) aufgefiillt. Das Pellet wurde durch mehrma-
liges kriftiges Schiitteln resuspendiert und erneut unter den oben
genannten Bedingungen zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Me-
dium dekantiert und die Pellets aus je zwei Zentrifugenbechern zu-
sammengefiihrt. Diese wurden erneut zu etwa einem 3/4 ihres Vo-
lumens mit Sporulationslésung aufgefiillt, durch kriftiges Schiitteln
resuspendiert und ein drittes Mal unter den oben genannten Bedin-
gungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet
auf eine Petrischale (J 18 mm, mit einem Papierhaushaltstuch und 6
Blatt Rotilabo® Rundfilter ausgelegt, autoklaviert) iberfithrt und fiir
ca. 45 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert.
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5.8.2  Plattieren der Mikroplasmodien

Anschlieffend wurde das Zellpellet mit einem Loffelspatel in eine
60 mL Omnifix® Einmalspritze mit Luer-Lock Anschluss {iberfiillt,
welche mit einem Kunststoffschlauch (4 mm x 6 mm mit Luer-
Verschluss) verbunden war. Zur Applikation der Zellmasse auf die
Sporulationsplatten (vgl. 5.7.2) wurde die Spritze in eine WPI Sprit-
zenpumpe gespannt und die Zellmasse mit einer Pumprate von
18,66 mL/min auf die Platten aufgebracht. Diese Pumprate ergibt mit
dem Spritzendurchmesser von 27,7 mm die Applikation von 1 g Zell-
masse je Platte. Die beimpften Sporulationsplatten wurden fiir sechs
Tage in Dunkelheit bei 22 °C in einem Memmert Inkubator inkubiert.
Diese Hungerphase ermoglicht das Erreichen der Sporulationskom-
petenz der Plasmodien.

5.0 ENTNAHME VON PROBEN FUR GENEXPRESSIONSANALYSEN

Nach Ablauf der Hungerphase wurden die Proben nach dem in Abb.
5.1 dargestellten Schema entnommen.

In diesem experimentellen Setup wurde mit zwei Sporulationsmutan-
ten von P. polycephalum, N26B5 und N11D4, gearbeitet. Zu Beginn der
Probenahme wurde von allen Plasmodien beider Staimme ein Achtel
des Zellmaterials als Dunkelkontrolle mit einem Glasloffel von der
Agarplatte abgenommen. Das Pellet wurde mit einem in Stickstoff
vorgekiihltem Plastikspatel vom Loffel abgenommen und in einem
mit Fliissigstickstoff gefiilltem Cryoréhrchen schockgefroren. Um die
Riickfitterung der Plasmodien mit Zellresten zu verhindern, wurde
der abgeerntete Agar mit einem Spatel von den Platten entfernt.

Anschlieffend wurde Stamm A (Stamm N26Bs, vgl Abbildung 5.1)
fiir 30 min mit dunkelrotem Licht (A > 700 nm, 13 Wm?), wie in Mar-
wan, 1998 beschrieben, belichtet, um die Sporulation zu induzieren,
wiahrend Stamm B (Stamm N11Dj4, vgl. Abbildung 5.1) uninduziert
verblieb. Vier Stunden nach der Belichtung wurde von den Plasmodi-
en beider Stimme erneut ein Achtel des zu Beginn des Experimentes
vorhandenen Zellmaterials wie bereits beschrieben abgenommen
und eingefroren. Zusitzlich wurde von den Plasmodien beider
Staimme je ein Achtel samt Agar von der Petrischale entnommen und
auf einer neuen Petrischale zur Fusion zuammengebracht. Dabei
wurden die beiden Agarstiicke relativ auf eine Weise zueinander
verschoben, dass grofie Adern der beiden Plasmodien moglichst
nahe zusammengebracht wurden. Dadurch sollte erreicht werden,
dass die Fusion moglichst schnell erfolgte. Acht Stunden nach Be-
lichtung wurde erneut ein Achtel jedes Plasmodiums beider Staimme
abgenommen und eingefroren. Zusétzlich wurden die Fusionsplas-
modien zum Zeitpunkt acht Stunden nach Belichtung (bzw. vier
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Stunden nach Fusion) an der urspriinglichen Fusionsstelle getrennt
und das Zellmaterial separat fiir die RNA-Isolation abgenommen.
Der Rest des Zellmaterials verblieb als Sporulationskontrolle auf den
Platten.

Zusétzlich wurde ein Kontrollexperiment dahingehend durchgefiihrt,
dass Stamm N11D4 belichtet (A) und Stamm N26B5 nicht belichtet (B)
wurde.

Die Plasmodien wurden zwischen den Probenahmen weiterhin bei
22 °C in Dunkelheit inkubiert. Die eingefrorenen Proben wurden bis
zur Isolierung der RNA bei —80 °C gelagert.

oy | G0 p%

FR an -+ Start

ER aus. At=0 Dunkel

At= 4h l l At= gh

£ £ % 8
RNA ~ — @ — @
oy, l RNA
Fusion \_~
l Trennung
At=8h y ¥ At=8h ¥ At=8h
DK
RNA «— ég @ & — RNA
RNA 1 RNA 2

At= 24h

Sporulation?‘ ‘ Sporulation?

Abbildung 5.1: Dargestellt ist ein Schema zur simultanen Probenahme fiir Zeitrei-
henanalysen (links bzw. rechts) und Fusionsexperimente (Mitte).
Erliduterungen im Text.
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5.10 ISOLIERUNG DER RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte modifiziert nach der Methode von
Chomczynski und Sacchi, 2006.

Fiir den Zellaufschluss wurde je Probe ein 2 mL Schraubdeckelge-
fafs mit ca. 200 puL Precellys Glaskiigelchen und 1,5 mL peqGold
TriFast™-Losung vorgelegt. Die eingefrorenen Plasmodien wurden
auf Trockeneis bereitgehalten, ziigig in die Schraubdeckelgeféfse
tiberfithrt und anschlieffend sofort mit dem Precellys 24 Homoge-
nisator fiir 10 s bei 5900 rpm homogenisiert. Zeitgleich wurden
die Peqgold PhaseTrap A Tubes bei RT und 16000 x g fiir 1 min
zentrifugiert, um das darin enthaltenen Wachs zu pelletieren. Das
Zellhomogenisat wurde in ein 2 mL Peqgold PhaseTrap A Tube
tberfiihrt und mit 300 pL Chloroform versetzt. Die Tubes wurden
fir 30 s kriftig per Hand geschiittelt und anschlieffend 1 min bei
RT und 16000 Xx g zentrifugiert, um die Phasen zu trennen. Die in
den Tubes enthaltene, wachsartige Substanz bildet wahrend der
Zentrifugation eine Trennschicht zwischen wassriger Oberphase und
Inter- bzw. organischer Phase. Die wassrige Phase, welche die zu
isolierenden Nukleinsduren enthilt, wird so vor Kontaminationen
durch DNA und der Phenolphase geschiitzt. Die wassrige Phase
wurde abgenommen und in ein neues, Template- und Nuklease-
freies 2 mL Eppendorf Reaktionsgefafs tiberfithrt und sofort auf Eis
gestellt.

Zur Fillung der RNA wurden 0,9 V einer Ethanol/Essigsdure Losung
(=20 °C) je Tube zugegeben und durch Invertieren gemischt. Die Tu-
bes wurden anschlieflend 24 h bei —20 °C gelagert.

Ethanol/Essigsdure-Losung
3,5 V Ethanol (> 99,8 %)
1V Essigsdure (1 M)

Die Proben wurden am néchsten Tag fiir 15 min bei 13000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, zu jeder Pro-
be 400 uL 3 M Natriumacetat (kalt, auf Eis) zugegeben und erneut
10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und jede Probe mit 400 puL 70 % Ethanol gewaschen. An-
schlieffend wurde fiir 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut verworfen, ein zweites Mal mit 400 pL
70 % Ethanol gewaschen und 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentri-
fugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet fiir
10 min bei gedffnetem Deckel auf Eis getrocknet, um Ethanolreste
entweichen zu lassen. Im Anschluss wurde das Pellet in 9o uL. H,O
resuspendiert.
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5.11 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG DER RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte am Nanodrop
ND1ooo durch die Absorption von UV-Licht bei einer Wellenldnge
von 260 nm (A,s,). Zusdtzlich wurden die Absorptionen bei den
Wellenldngen von 230 nm (A,30) und 280 nm (A.g,) bestimmt, um
Riickschliisse auf die Reinheit der Proben zu erhalten. Die Werte fiir
Asp0:Azz0 und AseyiAsg, sollten > 2 sein. Kleinere Werte des Verhalt-
nisses von A,ey:A;3, deuten auf eine Verunreinigung mit organischen
Verbindungen hin, wohingegen Werte des Verhéltnisses von A,s0:As8,
kleiner 2 auf Verunreinigungen mit Proteinen hindeuten (Thermo Fis-
her Scientific, 2008).

5.12 DNASE-VERDAU UND AUFREINIGUNG

Um Verunreinigungen durch DNA aus den Proben zu entfernen, wur-
de ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben mit 10
uL rDNase-Puffer und 1 ul. rDNase versetzt. Werden mehrere Proben
dem Verdau unterzogen, empfiehlt es sich, einen Mastermix anzufer-
tigen. Die Proben wurden gut durchmischt, kurz anzentrifugiert, fiir
12 min bei 37 °C inkubiert und anschlieflend auf Eis gestellt.

Die anschlieffende Aufreinigung der Proben erfolgte mit dem RNA
Clean-up Kit der Firma Macherey Nagel nach den Angaben des Her-
stellers. Lediglich Schritt Nr. 6 des Aufreinigungsprotokolls wurde
wie folgt abgedndert.

Die RNA wurde mit 60 pl. RNase-freiem Wasser eluiert und 1 min
bei 8000 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde noch einmal auf die Sau-
le gegeben und fiir 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Anschlieffend
wurden erneut 60 uL. RNase freies Wasser auf die Saule gegeben und
nach den oben gegeben Vorgaben zentrifugiert.

5.13 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die Qualitatskontrolle der RNA-Proben erfolgte in einem 1 % Aga-
rosegel. Eine intakte Praparation sollte im Gel zwei diskrete Banden
fiir die 18 S und 28 S rRNA anzeigen. Dabei sollte das Verhiltnis der
Fluoreszenzintensitaten der 18 S und 28 S rRNA 2:1 betragen. Wiesen
die Banden dieses Verhiltnis nicht auf oder waren nur undeutlich
zu erkennen, so wurde die RNA wihrend der Praparation teilweise
abgebaut (Jansohn und Rothhdmel, 2012).

Fiir die Agarose-Gelelektrophorese wurde ein 1 % Agarosegel herge-
stellt, in die Gelkammer iiberfithrt und mit 1x TBE-Puffer iiberschich-
tet. Es wurden 300 ng RNA mit 1x Ladepuffer versetzt, auf 15 uL
aufgefiillt und in die Taschen des Gels pipettiert. Der Lauf wurde
nach Zugabe von 20 pL Ethidiumbromid (5 mg/mL) in den unteren
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Puffertank bei 150 Volt fiir 45 min gestartet. Die verwendeten Reagen-
zien und Puffer waren frei von RNasen.

1 % Agaroselosung
0,7 g Agarose
7oo mL 1x TBE
7 uL Ethidiumbromid (5 mg/mL)

10x Ladepuffer
25 % Ficoll-400
100 mM Tris-HCI (pH 7,4)
100 mM EDTA
Orange G bis zur gewiinschten Farbung

5.14 GENEXPRESSIONSANALYSEN NACH DEM EXPRESS PROFI-
LING-VERFAHREN

Das Gene-eXpress-Profiling ist eine von der Firma Althea Technolo-
gies Inc. entwickelte Methode zur Durchfiithrung von Multiplex-Frag-
ment-Expressionsanalysen. In einer modifizierten Endpunkt RT-PCR-
Reaktion werden bis zu 35 fluoreszenzmarkierte Fragmente erzeugt,
die anschliefsend kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und quantifi-
ziert werden (Schéfer, 2005). Die so erhaltenen Daten dienen der Be-
rechnung der zugrundeliegenden RNA-Mengen. Die generelle Vorge-
hensweise zur Durchfithrung einer Genexpressionsanalyse nach dem
eXpress-Profiling-Verfahren ist in Abbildung 5.2 dargestellt.

RNA-Isolierung

1
RT-PCR-Reaktion zur c-DNA-Synthese und Amplifikation

{
Kapillarelektrophoretische Auftrennung

1
Auswertung der Fragmentdaten und Berechnung der RNA-Mengen

Abbildung 5.2: Ubersicht tiber die eXpress-Profiling-Analysemethode

Nach der Isolation der RNA folgt eine RT-PCR-Reaktion,
in der die RNA der 35 Gene mit genspezifischen Primern in
ssDNA umgeschrieben wird. Diese DNA-Fragmente werden
anschlieflend mit fluoreszenzmarkierten Universalprimern am-
plizifiert, wodurch eine kapillarelektrophoretische Auftrennung
und Quantifizierung ermoglicht wird. Mit den daraus erhaltenen
Daten ist es moglich, die RNA-Mengen zu berechnen.
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5.14.1 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Zur Untersuchung der Transkripte in einer Genexpressionsanaly-
se wurde eine Reverse-Transkriptase-Reaktion durchgefiihrt, um die
RNA in ssDNA umzuschreiben. Dazu wurden die Volumina der in
Tabelle 5.22 aufgefiihrten Komponenten mit der Anzahl der zu analy-
sierenden Proben multipliziert und in einem Mastermix zusammenpi-
pettiert. Das Zusammenstellen des Mastermixes erfolgte im Template-
freien Areal, um eine Kontamination mit nicht erwiinschten Templa-
tes zu vermeiden. Zusatzlich wurden je Lauf eine NT (no template)-
Kontrolle und eine RT~-Kontrolle mitgefiihrt, um die Sauberkeit der
Proben und Chemikalien zu {iiberpriifen und eventuelle Kontamina-
tionen mit genomischer DNA stichprobenartig auszuschlieffen. Es
wurden je Probe 13 puL Mastermix vorgelegt und im Template-Areal
die Proben- und Referenz-RNA zugegeben und gut durchmischt. Als
Referenz-RNA diente die 165 rRNA des Organismus Halobacterium sa-
linarum*. Der Lauf wurde nach kurzem Anzentrifugieren der Proben
mit dem in Tab. 5.23 aufgefiihrten Programm gestartet.

Tabelle 5.22: Reaktionsansatz der RT-Reaktion

Komponente Volumen in pL | Ausgangskonzentration

Template-freies Areal

RV-Primer Mix 2 2
RT-Puffer 3 4
Revert Aid™- 1 10 U/uL
Reverse Transkriptase
dNTP-Mix 4 je 5 mM
RNase-Inhibitor 0,1 40 U/uL
Wasser 1,9

Template-Areal
Referenz-RNA 2 5 pg/uL
Proben-RNA 5 15 ng/puL

1 Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Heike Rummel (Rummel, 2014)
2 Vergleiche Tabelle 5.25
3 Vergleiche Tabelle 5.24
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Tabelle 5.23: Temperaturprofil der RT-Reaktion

Schritt | Temperatur | Zeit
1 8°C 1 min
2 37°C 5 min
3 42 °C 60 min
4 95°C 5 min
5 4°C 00

Tabelle 5.24: Zusammensetzung des 5x RT-Puffers

Komponente Endkonzentration in mM
Tris-HCL, pH 8,3 250
KCl 250
MgCL, 20
DTT 50

Tabelle 5.25: Primer fiir die RT-PCR-Reaktion

RV-Primer- | Konzentration der | FW-Primer- | Fragmentgrofle
ID RV-Primer in uM 1D in nt
#2481 0,00025 #2480 117
#2483 0,03125 #2482 123
#2485 0,125 #2484 135
#2487 0,0625 #2486 141
#2489 0,00391 #2488 147
#2491 0,0039 #2490 153
#2493 0,03125 #2492 159
#2495 0,0039 #2494 165
#2497 0,5 #2496 171
#2499 0,5 #2498 177
#2501 0,00098 #2500 183
#2503 0,0156 #2502 195
#2505 0,0156 #2504 201
#2507 0,5 #2506 207
#2509 0,05 #2508 219
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RV-Primer- | Konzentration der | FW-Primer- | Fragmentgrofe
ID RV-Primer in uM ID in nt
#2511 0,125 #2510 231
#2513 0,125 #2512 237
#2515 0,125 #2514 243
#2517 0,5 #2516 249
#2519 0,5 #2518 255
#2521 0,5 #2520 261
#2523 0,0625 #2522 267
#2525 0,5 #2524 273
#2527 0,03125 #2526 279
#2529 0,0625 #2528 286
#2531 0,5 #2530 292
#2533 0,5 #2532 298
#2535 0,5 #2534 304
#2537 0,125 #2536 310
#2539 0,5 #2538 316
#2541 0,5 #2540 331
#2543 0,5 #2542 337
#2545 0,5 #2544 344
#2547 0,5 #2546 350
#2549 0,5 #2548 357
Referenz-Peak
#2429 0,5 #2428 224

5.14.2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation der in der RT-Reaktion erzeugten ssDNA-Frag-
mente wurde im Template-freien Bereich ein Mastermix aus den in
Tab. 5.26 aufgefiihrten Komponenten hergestellt. Die Volumina der
Komponenten wurden mit der Anzahl der Proben multipliziert. Der
Universalprimer setzt sich, wie in Tab. 5.27 angegeben, zusammen.
Es wurden je Probe 10 uL Mastermix vorgelegt und 8 pL der RT-
Reaktion zugegeben. Nach griindlichem Mischen und anschliefien-
dem Anzentrifugieren wurden die Proben mit einem Tropfen Mine-
ralol tiberschichtet und die Reaktion nach dem in Tab. 5.28 aufgefiihr-
ten Temperaturprogramm gestartet. Die Reaktion wurde als ,, manuel-
le Hot-Start”-PCR durchgefiihrt, d.h., die Tag-Polymerase wurde erst
bei einer Blocktemperatur von 95 °C zugegeben.
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Tabelle 5.26: Reaktionsansatz fiir die PCR-Reaktion

Komponente Volumen in pL | Ausgangskonzentration
Template-freies Areal
FW-Primer-Mix ?* 2 je 0,2 uM
Universalprimer-Mix 1,4 je 16,67 uM
dNTP-Mix 1,2 je 5 mM
BSA 0,22 1 mg/mL
Ammoniumsulfat 0,4 1,5 M
Tween 20 0,02 10 %
Magnesiumchlorid 0,046 1M
Glycerin 0,56 90 %
DMSO 0,3 100 %
Betain 2,67 6 M
Tris-HCL (pH 8,0) 0,7 2 M
KCl 0,13 1,5M
H,O 0,354
Template-Areal
RT-Ansatz 8
Tag-Polymerase 2

Tabelle 5.27: Zusammensetzung des Universalprimer-Mixes

Primer ID | Volumen | Konzentration | Orientierung
#2365 1V 25 uM Reverse
#2550 o5V 50 uM Forward

Tabelle 5.28: Temperaturprofil der PCR-Reaktion

Schritt Temperatur‘ Zeit ‘ Zyklus

1

U ~ W N

95°C 5 min
94 °C 308
55°C 30s
70°C 1 min
4°C 00

1 Vergleiche Tab. 5.25

go to 2. 35x
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5.14.3 Erstellen der Standardkurve

Zur Quantifizierung der Transkriptmengen aller 35 Gene wurde ei-
ne Standardkurve erstellt. Die RNA der zu analysierenden Proben
wurde auf eine Konzentration von 64 ng/uL eingestellt, gepoolt und
folgende Verdiinnungsreihe hergestellt:

Tabelle 5.29: Verdiinnungsreihe zum Erstellen der Standardkurve

Nr. | V Probe in ul. | V H,O in uLb ‘ m(RNA) in 5 uL in ng

1 5 je Probe 320
2 20 Nr. 1 20 160
3 20 Nr. 2 20 8o
4 20 Nr. 3 20 40
5 20 Nr. 4 20 20
6 20 Nr. 5 20 10
7 20 Nr. 6 20 5

8 20 Nr. 7 20 2,5
9 20 Nr. 8 20 1,25

Die Synthese und Amplifikation der ssDNA-Fragmente aus diesen
Proben erfolgte als Doppelbestimmung, wie in Kap. 5.14.1 und 5.14.2
beschrieben.

5.14.4 Fragmentanalyse in der Kapillarelektrophorese

Um die Expressionslevel der 35 Gene quantifizieren zu konnen, wur-
den die amplifizierten Proben kapillarelektrophoretisch aufgetrennt.
Fiir gewohnlich muss die PCR-Reaktion vor der Analyse verdiinnt
werden. Hierfiir hat sich eine 1:20 Verdiinnung der Proben mit
38 uL Hi-Di-Formamid und 2 pL. PCR-Reaktion als giinstig erwie-
sen. Je Probe wurden 38,5 puL Hi-Di-Formamid mit o,5 uL. DNA-
Grofienstandard (vgl. Kap. 5.14.6) als Mastermix in einer 96-Well Plat-
te vorgelegt und mit 1 pL der verdiinnten PCR-Reaktion gemischt.
Die Proben wurden kurz anzentrifugiert und mit einem Tropfen Mi-
neral6l tiberschichtet. Zuletzt wurden die entsprechenden Reihen der
Pufferplatte mit dem Genomelab™ Separationspuffer befiillt. Die
Auftrennung der Fragmente erfolgte im Ceq8800™ der Firma Beck-
man Coulter unter folgenden Bedingungen:

Analyseparameter fiir die Kapillarelektrophorese
Kapillarentemperatur: 50 °C
Denaturierung bei 90 °C fiir 120 s
Probeninjektion bei 2,0 kV fiir 30 s
Separation bei 6,0 kV fiir 45 min
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Fiir die Analyse der in der Kapillarelektrophorese erzeugten Da-
ten wurde ein Rampenschwellwert von 1 % und eine relative Peak-
Hohenschwelle von 0,5 % gewdhlt. Der Rampenschwellwert dient zur
Definition eines Mindestsignalanstieges an der Peak-Vorderflanke,
welcher erreicht werden muss, damit ein Peak als solcher erkannt
wird. Die relative Peak-Hohenschwelle gibt die Mindesthohe an, die
ein Peak erreichen muss, um in der Fragmentliste oder den Fragment-
daten verzeichnet zu werden (Beckman Coulter Inc., 2003).

5.14.5 Datenauswertung und Quantifizierung der Transkriptmengen

Wihrend der kapillarelektrophoretischen Auftrennung der Proben
passieren die DNA-Fragmente einen Detektor am Ende der Kapilla-
re. Uber die Anregung mit einem Laser und anschlieende Detektion
des emittierten Signals kdnnen bis zu vier verschiedene Fluorophore
gleichzeitig detektiert werden. Die Intensititen des Fluoreszenzlich-
tes werden quantitativ als Funktion der Zeit erfasst und in einem
Elektropherogramm dargestellt. Die Detektion von Fragmentsignalen
wird, wie in Bartz, 2014 beschrieben, von der Geratesoftware durch-
gefiihrt und umfasst folgende Schritte:

Die Hintergrundfluoreszenz, die je nach Alter der Kapillare und
Fluoreszenzfarbstoff schwanken kann, wird abgezogen.

¢ Unspezifische Ausschldge, welche durch ungebundene Fluo-
rophore oder nicht eingebaute Oligonukleotide hervorgerufen
werden, werden eliminiert.

Abzug der Kreuzfluoreszenz: Die Emissionsspektren der Fluo-
rophore konnen sich teilweise iiberlappen. Um bei der Quanti-
fizierung nur das Signal eines Fluorophores zu berticksichtigen,
miissen die Signale der anderen Farbstoffe abgezogen werden.

Detektion der Standardfragmente: Die Fragmente des DNA-
Groflenstandards sind durch die Verwendung eines anderen
Fluoreszenzfarbstoffes von den tibrigen Fragmenten unter-
scheidbar. Die Standardfragmente werden detektiert und den
bekannten Fragmentldngen zugeordnet, wobei die Geréatesoft-
ware aus den Laufzeiten und Fragmentlingen eine Eichkurve
erstellt und die Umrechnungsparameter durch kubische Regres-
sion erstellt.

¢ Anhand der Umrechnungsparameter werden aus den Laufzei-
ten aller iibrigen Signale die Fragmentliangen errechnet und die
relativen Signalfldchen als Flichen der Peaks bestimmt. Durch
die Einstellung des Rampenschwellwertes und der relativen
Peak-Hohenschwelle kann angegeben werden, wie stark ein Sig-
nal ansteigen, beziehungsweise wie grofs ein Signal sein muss,
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um bei der Auswertung berticksichtigt zu werden. Die Signale
werden anschlieffend als Liste ausgegeben.

Um die Daten quantifizieren zu kénnen, wurde fiir jedes Gen eine
Standardkurve angefertigt. Dazu wurden alle Proben in dquimola-
ren Mengen zu einem Pool vereinigt. Aus diesem Pool wurden neun
Verdiinnungsstufen von 320 ng RNA bis 1,25 ng RNA hergestellt und
gemessen. Die Berechnung der Standardkurven erfolgte, wie in Bartz,
2014 beschrieben, aus den Daten der Fragmentlisten. Diese Auswer-
tung wurde mit einem Pearl-Skript automatisiert und umfasst folgen-
de Schritte:

* Es werden Signale gesucht, deren Fragmentlangen mit den Lan-
gen der zu analysierenden Gene und des Standardfragmen-
tes tibereinstimmen. Dabei konnen die Fragmentlangen um +
0,9 nt von den spezifischen, artifiziellen Fragmentlangen abwei-
chen. Erfiillen mehrere Signale dieses Kriterium, so wird das
Signal mit der grofiten Signalstarke ausgewdihlt.

¢ Die so ermittelten Signale wurden auf die Intensitdt des Refe-
renzfragmentes (REF) normiert, um eine Vergleichbarkeit von
Probe zu Probe zu erreichen. Die absoluten Signalstiarken kon-
nen von Lauf zu Lauf und von Kapillare zu Kapillare variieren.

¢ Die normierten Peakflichen (NPA) wurden fiir jedes Fragment
doppellogarithmisch {iber die eingesetzten RNA-Mengen auf-
getragen und mittels linearer Regression Anstieg und Schnitt-
punkt mit der Ordinatenachse berechnet (vgl. Formel 5.1). Die
Anstiege der Regressionsgeraden aller Fragmente wurden ge-
mittelt. Mit Hilfe dieses gemittelten Anstiegs konnten die neuen
Schnittpunkte der Geraden mit der Ordinatenachse berechnet
werden. Diese gemittelte Geradengleichung diente zur Berech-
nung der RNA-Mengen.

lg(NPA) = a*lg(m(RNA))+b (5.1)

* Zur Berechnung der RNA-Mengen wurden die Proben einzeln
vermessen und die Fluoreszenzintensititen der jeweiligen Frag-
mente auf die Intensitdt des Standardpeaks normiert. Anhand
der so erhaltenen NPA’s und den zuvor berechneten Geraden-
gleichungen der Standardkurve konnten die RNA-Mengen {iber
Gleichung 5.2 berechnet werden, wobei Y den Schnittpunkt
mit der Ordinatenachse des Fragmentes x, MA den gemittelten
Anstieg der Regressionsgeraden und m(RNA) die eingesetzte
RNA-Menge fiir die Reverse-Transkriptase Reaktion darstellt.

1g(NPA)—Y
10 ™A —

(5-2)
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Alle Schritte zur Quantifizierung der RNA-Mengen sind schematisch
in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3: Datenverarbeitung fiir eXpress-Profiling-Analysen
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5.14.6 Herstellung eines DNA-Griflenstandards fiir die Kapillarelektro-
phorese

Um die Laufzeiten der Fragmente in den Proben in Fragmentlangen
umrechnen zu konnen, wurde jeder Probe in der Kapillarelektropho-
rese ein DNA-Groflenstandard zugesetzt. Dieser Grofienstandard
enthilt Fragmente bekannter Grofie und trdgt zur Unterscheidung
von den Probenfragmenten eine andere Fluoreszenzmarkierung.

Die PCR erfolgte nach dem in Tabelle 5.30 aufgefiihrten Pipettier-
schema, allerdings als Doppelansatz. Aus allen Komponenten wurde,
multipliziert mit der Anzahl der Standardfragmente und mit Aus-
nahme der Vorwirtsprimer, ein Mastermix hergestellt. Es wurden 45
uL dieses Mastermixes in je ein Reaktionsgefafs vorgelegt und jeweils
mit 5 uL eines, der in Tabelle 5.32 aufgefiihrten Vorwértsprimer, ver-
mischt. Die 50 uL Reaktionsansédtze wurden anschliefSend auf je zwei
Wells einer g6-Well-Platte aufgeteilt. Die Platte wurde luftdicht ver-
schlossen und kurz anzentrifugiert. Die Reaktion wurde nach dem in
Tabelle 5.31 aufgefiihrten Temperaturprofil gestartet. Die Platte wur-
de jedoch erst bei einer Blocktemperatur von 96 °C in den Thermocy-
cler gestellt, um die PCR als , Hot-Start” durchzufiihren.

Tabelle 5.30: Pipettierschema fiir den DNA-Grofienstandard

Komponente ‘ Konzentration | Volumen in pL
A-DNA 300 ng/pL 0,08
Vorwirtsprimer* 2,5 ng/puL 2,5
Riickwértsprimer (#2262) 25 ng/uL 0,25
dNTP-Mix je 5 mM 1
PCR-Puffer 10 X 2,5
MgCl, 50 mM 1
DTT 100 mM 0,335
BSA 500 pg/ml 0,55
DMSO 1% 1
Tag-Polymerase 5 U/muL 0,25
Hso 15,5
10 x Puffer:

650 mM Tris-HCl
166 mM (NH4)st4
0,1 (v/v) Tween 20
pH 8,8
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Tabelle 5.31: Temperaturprofil der PCR fiir den DNA-Grofsenstandard

Nr. | Temperatur ‘ Zeit ‘ Schrittgrofse Zyklus
1 96 °C 5 min
2 99 °C 15s
3 66 °C 40's —-0,5°C
4 72°C 90 s zuriick zu 2., 20 Zyklen
5 98 °C 15 S
6 52°C 40 S
7 72°C 90 s zuriick zu 5., 30 Zyklen
8 72°C 2 min
9 15°C 00

Die Fragmente sollten anschlieffend in dquimolaren Mengen ver-
einigt werden. Dazu mussten zuerst die Konzentrationen der
Fragmente bestimmt werden. Es wurde je Reaktionsansatz 1 pL
abgenommen und zu einem Pool vereinigt. Dieser Pool wurde 30
min in einer Mikrodialyse mit MF-Millipore Membranfiltern (0,025
pm) gegen bidestilliertes Wasser entsalzt. Anschliefend wurde die
Probe in mehreren Verdiinnungsstufen (unverdiinnt, 1:2, 1:4, 1:8)
wie in Kapitel 5.14.4 beschrieben in einer Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und quantifiziert. Die Proben wurden im Anschluss
anhand ihrer Fluoreszenzintensitidten so vereinigt, dass die Fragmen-
te in der Mischung in etwa die selbe Fluoreszenzintensitiat aufwiesen.

Anschlieffend wurden die Proben einmal mit 1 V Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und die Phasen bei 13000 rpm und
4 °C fiir 1 min getrennt. Die wéssrige Phase wurde abgenommen und
die DNA nach Zugabe von 1/10 V Natriumacetat (pH 5,2) und 2,2 V
Ethanol (100%) prézipitiert. Die DNA wurde bei 13000 rpm und 4 °C
fiir 10 min pelletiert, anschlieffend getrocknet und in 100 uL H,O
resuspendiert. Um die Proben zu entsalzen, wurde eine Gelfiltration
durchgefiihrt. Dazu wurde je Probe eine 1 mL Spritze mit Watte ver-
schlossen, mit 1 mL Sephadex G-100 befiillt, in ein 15 mL Rohrchen
gestellt und bei 100 g fiir 2 min zentrifugiert. Zum Aquilibrieren wur-
de 1 mL H,O auf die Sdulen gegeben und fiir 2 min bei 100 g zen-
trifugiert. Die Sdulen wurden in ein neues 15 mL Rohrchen gestellt
und mit den Proben beladen. Die Zentrifugation erfolgte wie bereits
beschrieben. Das Eluat konnte nun als DNA-Grofienstandard verwen-
det werden. Falls notwendig, konnte das Eluat mit Hi-Di-Formamid
geeignet verdiinnt werden.

1 vgl. Tabelle 5.32

159



160 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 5.32: Vorwartsprimer fiir den DNA-Grof8enstandard

FW-Primer-ID | Fragmentgrofie in nt
#2453 69
#2454 92
#2455 107
#2456 124
#2457 135
#2458 149
#2451 165
#2459 185
#2460 206
#2461 219
#2462 232
#2463 249
#2464 272
#2465 280
#2466 291
#2467 305
#2468 324
#2469 345
#2470 365
#2471 383
#2472 402
#2473 422
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5.15 STATISTISCHE AUSWERTUNG
5.15.1 Mann-Whitney-U-Test

Um zu tiberpriifen, ob sich die Expressionslevel der analysierten Ge-
ne aus zwei Gruppen A und B signifikant unterscheiden, wurde ein
Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Der Mann-Whitney-U-Test oder
auch Wilcoxon-Rangsummentest ist ein nicht-parametrischer Signifi-
kanztest, der unter folgenden Bedingungen angewandt werden kann:

* Die Stichproben sind voneinander unabhingig

* Die zu vergleichenden Stichproben sollten stetige Verteilungs-
funktionen aufweisen

Fiir den zweiseitigen Test wird die Nullhypothese Hy: "die Stich-
proben der zwei Gruppen unterscheiden sich im Mittel nicht
voneinander", gegen die Alternativhypothese Hj: "die Stichproben
der zwei Gruppen stammen nicht aus derselben Grundgesamtheit",
gepriift.

Zur Ermittlung der Rangsummen R; und R; der zwei Gruppen wer-
den die Werte beider Stichproben mit der Stichprobenanzahl n; und
n, in aufsteigender Reihenfolge geordnet und mit einer Rangnum-
mer versehen. Die Rangsummen lassen sich nun durch Addition der
Rangzahlen jeder Gruppe ermitteln (Lorenz, 1992).

Die Priifgriife U wird anschliefiend wie folgt berechnet:

Uy =ny *nz+w—m (5-3)
U, =ny *Tl2+nZ(n§+”—Rz (5-4)
U =min(U;, Uy) (5.5)
U < Ugrit(na, M2, o) (5.6)

Fiir einen zweiseitigen Test kann die Nullhypothese bei einem Signi-
fikanzniveau o von 5 % verworfen werden, wenn die Priifgrofle einen
Wert kleiner oder gleich der kritischen Priifgrofie Uy it einnimmt.

Der U-Test wurde in Matlab® unter Zuhilfenahme der Funktion
ranksum mit einem Signifikanzniveau von « = 5% in dem Skript
U_Test_Diss.m implementiert und ist dieser Arbeit als DVD beigelegt.
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5.15.2  Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ist ein parameterfreier Signifi-
kanztest, mit dem tiberpriift werden kann, ob sich die Mediane
zweier verbundener Stichproben X und Y signifikant unterscheiden.
Dabei sollten die Grundgesamtheiten der Stichproben eine stetige
Verteilung von gleicher Form aufweisen, verbunden und mindestens
intervallskaliert sein (Kthler, Schachtel und Voleske, 2012).

Zur Analyse auf signifikante Unterschiede zwischen den Stichproben
X und Y werden zuerst die Messwertdifferenzen d; mit

di =xi —yi (5.7)

berechnet. Alle Differenzen mit d; = 0 bleiben im Weiteren unberiick-
sichtigt, wobei nur noch n Differenzen mit d; # 0 betrachtet werden.
Diese Werte werden beginnend mit der kleinsten Differenz entspre-
chend ihrer Absolutbetrdge |d;| in eine Rangfolge mit den Réngen
r(/di|) gebracht. Nun werden die Summen W™ iiber die Rangzahlen
r(|di|) aller positiven (d; > 0) und W~ {iiber die Summe der Rangzah-
len r(|di|) aller negativen Messwertdifferenzen (d; < 0) ermittelt. Der
kleinere der beiden Werte W und W~ wird als Wy.rs verwendet,
um den Wert W4 mit der Anzahl der Differenzen n und dem selbst
gewdhlten Signifikanzniveau o aus den entsprechenden Tabellen ab-
zulesen. Die Werte Wy ers und Wt werden verglichen. Wenn:

* Wyers = Wrqp = die Nullhypothese Hp, die Mediane der
Grundgesamtheiten unterscheiden sich nicht, wird angenom-
men

* Wyers < Wrqp = die Nullhypothese Hy wird verworfen. Es
gilt die Alternativhypothese H;, die Mediane der Grundgesamt-
heiten sind verschieden (Kthler, Schachtel und Voleske, 2012).

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest wurde in Matlab® unter Zuhil-
fenahme der Funktion signrank mit einem Signifikanzniveau von
o« = 5% in dem Skript U_Test_Diss.m implementiert und ist dieser
Arbeit als DVD beigelegt.

5.15.3 Hauptkomponentenanalyse (Hubert und Engelen, 2004)

Die Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis oder
auch PCA) ist ein Verfahren zur Redukion der Dimensionalitit grofier
Datensétze, wie sie zum Beispiel hdufig in der Analyse von Microar-
raydaten auftreten.

Aus den Originaldaten X; wird eine Menge an nicht korrelierten, or-
thogonalen Variablen P;j erstellt, welche Linearkombinationen der um
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den Mittelwert zentrierten Variablen X; = X;-X; sind. Diese Variablen
werden Loadings oder Hauptkomponenten genannt und korrelieren
mit der Kovarianzmatrix S der Daten mit:

S:n 1 -

1

.] n
— (xi —%)(xi — %)’ (5.8)
=1

Fiir jede Hauptkomponente existiert ein zugehoriger Eigenwert , wel-
cher angibt, welchen Anteil die entsprechende Hauptkomponente zur
Variabilitdt der Daten beitragt.

Der Anteil, den jede Hauptkomponente P; zur Variabilitdt der Daten
beitrdgt, wird durch ihren zugehorigen Eigenwert 1;, durch folgende
Bedingung angegeben: Tj = Var(f’j). Anschlieffend werden die Haupt-
komponenten nach absteigender Reihenfolge ihrer Eigenwerte sor-
tiert, wobei die ersten Hauptkomponenten k den Grofsteil der Varianz
in den Daten erkldren. Die Datenpunkte werden nun in einen Unter-
raum projiziert, welcher von den k Hauptkomponenten aufgespannt
wird. Dabei ist es nun moglich, die Koordinaten der Datenpunkte in
Anbhiéngigkeit der Hauptkomponenten zu berechnen, woraus sich
die so genannten Scores fiir i = 1, ..., n ergeben:

=P (xi—%) (5.9)

In Bezug auf das Original-Koordinatensystem wird der projizierte Da-
tenpunkt als angepasster Wert berechnet (Hubert und Engelen, 2004).

%1 =X+ Pty (5.10)

Die Hauptkomponentenanalyse wurde in Matlab® unter Zuhilfenah-
me der Funktion pca in dem Skript PCA_Diss.m implementiert und
ist dieser Arbeit als DVD beigelegt.

5.16 CLUSTERANALYSE

Die Analyse der Genexpressionsdaten erfolgte mit dem in Kapitel
2.4 beschriebenen Clusteralgorithmus. Die Implementierung dieses
Algorithmus erfolgte in Matlab®. Zur Analyse der Daten auf spezifi-
sche Cluster muss vorerst der gesamte Datensatz als Workspace in
das Programm eingelesen werden. Bevor die Analyse starten kann,
miissen die Daten vorverarbeitet werden. Mithilfe des Skriptes Sortie-
rung_Gene.m werden die analysierten Gene nun entsprechend ihrer
differentiellen Regulation von herunterreguliert zu hochreguliert
geordnet, was die grafische Aufarbeitung stark vereinfacht und die
Ubersichtlichkeit der resultierenden Plots erhoht. Die in Kapitel 2.3.3
beschriebene Normierung der Daten erfolgt anschlieffend mit dem
Skript DataPreprocessing.m. Dort werden die Daten entsprechend der
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durchgefiihrten Teilversuche in einzelne Datasets zerlegt, wodurch
die weiterfithrende Analyse tibersichtlicher gestaltet wird. Diese
Zerlegung muss vom Nutzer manuell durchgefithrt und auf den
jeweiligen Versuchsaufbau angepasst werden. Innerhalb dieses
Skriptes wird ebenfalls die Berechnung der Genexpressionsverhalt-
nisse zwischen den beiden Analysezeitpunkten durchgefiihrt, die
geclustert werden sollen.

Die eigentliche Clusteranalyse wird anschliefend mit dem Skript
Clustering.m durchgefiihrt. Dort miissen vom Nutzer lediglich die ge-
wiinschten Schwellwerte fiir SIM (similarity), GEL (gene expression
level), MNP (minimal number of plasmodia) und MNG (minimal
number of genes) und die Datensitze fiir die Analyse vorgegeben
werden. Der Algorithmus wurde so programmiert, dass jeweils zwei
Datensitze mit Genexpressionsverhiltnissen gleichzeitig analysiert
werden. So lassen sich zum Beispiel die Genexpressionsverhiltnisse
zwischen dem Zeitschritt Dunkelkontrolle — 4 h nach Belichtung
und dem Zeitschritt 4 h nach Belichtung — 8 h nach Belichtung in
den grafischen Auftragungen vergleichen und Anderungen in den
Genexpressionsclustern besser veranschaulichen. Das Einlesen der
zuvor sortierten und normierten Datensédtze erfolgt automatisch.
Nach Abschluss der Analyse werden die berechneten Clustertabellen
im Command Window und als Variable ClusterTable_save ausgegeben.

Zur Erstellung der Kreisplots wurde die Datei Kreisplots.m verwen-
det. Der Aufruf dieser Datei erfolgt im Command Window mit
folgendem Befehl: Kreisplots({1}, {[1-3]}, 5, Cluster, data, Dataset,
gene_marwan). Als Option wird innerhalb dieses Befehles an erster
Stelle der Datensatz ausgewdhlt, fiir den die Kreisplots erstellt
werden sollen. Anschlieflend erfolgt die Angabe der Plasmodien, fiir
die die Cluster geplottet werden sollen. An dritter Stelle wird die
x-fache Anderung der Genexpressionslevel, ab der eine Anderung als
signifikant gelten soll, angegeben. Fiir dieses Beispiel sollen also die
Kreisplots fiir Datensatz 1, die Plasmodien 1-3 mit einer minimalen
Anderung der Genexpressionsverhiltnisse von 5 ausgegeben werden.
Die berechneten Clustertabellen und Plots konnen anschlieffend aus
Matlab® zur weiteren Anwendung exportiert werden.

Alle hier genannten Dateien, die zur Analyse von Genexpressions-
clustern verwendet wurden, sind dieser Arbeit als DVD beigelegt.

5.17 PETRI-NETZE

Petri-Netze stellen eine formale Modelliersprache mit strikt defi-
nierter mathematischer Syntax dar, mit deren Hilfe eine Vielzahl
verteilter Systeme verschiedenster Anwendungsfelder beschrieben
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werden konnen (Bldtke, 2017). So eignen sich Petri-Netze sowohl zur
Modellierung von technischen, als auch von biologischen Systemen.
Durch die graphische Darstellungsweise lassen sich besonders
biologische Sachverhalte relativ einfach und intuitiv darstellen und
das Systemverhalten des entstandenen Modells analysieren (Heiner,
Gilbert und Donaldson, 2008).

Alle im Folgenden beschriebenen Grundlagen zu Petri-Netzen sind
entnommen aus Blitke, Heiner und Marwan, 2011.

Petri-Netze werden durch einen eindeutigen, direkten und bipartiten
Graphen représentiert. Sie setzen sich aus vier verschiedenen Grund-
bausteinen zusammen: den Plitzen, Transitionen, Kanten und Mar-
ken (vgl. Abbildung 5.4).

Plitze

Pldtze sind passive Knoten, werden als Kreise dargestellt und sind
die einzigen Elemente, die Marken enthalten kénnen. Sie représen-
tieren spezifische Bedingungen oder Zustiande des Petri-Netzes, wie
Enzyme oder Gene. Es existieren bestimmte Sonderformen von Plat-
zen, wie zum Beispiel die logischen Pldtze. Logische Pldtze dienen
als Verbindung, um verstreute gleiche Komponenten innerhalb des
Petri-Netzes zu vereinen. Sie werden grau hinterlegt dargestellt.

Marken

Marken werden innerhalb des Petri-Netzes als Punkte oder Zahl dar-
gestellt und markieren den Wert einer Bedingung. Die sind die ein-
zigen Elemente, deren Anzahl verdnderlich ist. Marken kénnen zum
Beispiel die Anzahl von Molekiilen oder Konzentrationen darstellen.

Transitionen

Transitionen hingegen sind aktive Knoten, mit deren Hilfe bestimmte
Aktionen modelliert werden konnen. Sie werden als Rechtecke darge-
stellt und vernichten oder erzeugen Marken auf Pldtzen. Durch die
Aktivierung einer Transition (auch Schalten oder Feuern) verdndert
sich die Anzahl der Marken auf den Plidtzen, die mit der Transition
durch eine Kante verbunden sind. Fiihrt eine Kante von einem Platz
P1 zu einer Transition T1, so ist P1 der Vorplatz zu T1. Wird hinge-
gen die Transition T1 iiber eine Kante mit dem Platz P2 verbunden,
so ist P2 der Nachplatz von T1 (vgl. Abbildung 5.4, (b)). Die Mar-
ken werden durch die Transition T1 von P1 entfernt und in P2 neu
erzeugt. Eine Transition kann nur dann aktiviert werden, wenn alle
modellierten Vorbedingungen erfiillt sind. Besitzt eine Transition kei-
ne Vorpldtze bzw. keine Vorbedingungen, so kann sie zu jeder Zeit
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schalten. Transitionen repréasentieren in Petri-Netzen chemische oder
biologische Reaktionen wie zum Beispiel Phosphorylierungen oder
die Transkription von Genen.

Auch fir Transitionen existieren bestimmte Sonderformen, wie zum
Beispiel logische Transitionen. Diese dienen ebenfalls der Vernetzung
wiederkehrender, gleicher Vorgange im Netz und werden wie auch
die logischen Pldtze grau hinterlegt dargestellt.

Kanten

Kanten stellen ebenfalls passive Elemente eines Petri-Netzes dar. Sie
werden als Pfeile symbolisiert, stellen den kausalen Zusammenhang
zwischen Pldtzen und Transitionen dar und zeigen, wie sich Zustan-
de bei einer bestimmten Aktivitdt &ndern. Kanten kénnen nur zwi-
schen Elementen unterschiedlichen Typs existieren, d.h. zwischen
Pldatzen und Transitionen. Die Verbindung von zwei Pldtzen oder
zwei Transitionen mit einer Kante ist nicht moglich. Jeder Kante wird
ein Kantengewicht zugeordnet, welches standardméfiig bei 1 liegt.
Dieses gibt die Stochiometrie der biochemischen Reaktion an und
beschreibt somit, wieviele Komponenten an einer Reaktion beteiligt
sind. Eine Transition benotigt oder erzeugt so viele Marken auf einem
Platz, wie durch das Kantengewicht angegeben wird.

Auch fiir Kanten existieren unterschiedliche Typen, wie zum Bei-
spiel Doppelkanten, Inhibitor-Kanten oder Lesekanten. Durch die
Verwendung von Doppelkanten wird die Marke auf einem Platz
bei Aktivierung der zugehorigen Transition gleichzeitig verbraucht
und neu generiert. Wird ein Platz mit zwei Transitionen {iber
Doppelkanten verbunden, so kann nur eine Transition je Zeitpunkt
schalten. Anders verhilt es sich bei der Verwendung von Lesekanten.
Hier konnen beide Transitionen auch gleichzeitig aktiviert werden.
Inhibitorkanten sind von Pldtzen hin zu Transitionen gerichtet und
verhindern die Aktivierung der entsprechenden Transition (vgl.
Abbildung 5.4) (f).

Anhand dieser Elemente konnen nun verschiedenste biologische
Sachverhalte als Petri-Netz dargestellt und modelliert werden. Dazu
existiert eine Auswahl unterschiedlicher Petri-Netz-Typen, wie zum
Beispiel das qualitative Petri-Netz (QPN), das stochastische Petri-
Netz (SPN), das kontinuiertliche (CPN) und das hybride Petri-Netz
(HPN).
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Petri Net Elements
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Abbildung 5.4:

Petri-Netz-Formalismus aus Marwan, Sujatha und Starost-
zik, 2005

a) Einfache Petri-Netze werden aus vier unterschiedlichen Elemen-
ten aufgebaut: Plitze, Transitionen, Marken und Kanten. Komple-
xere Petri-Netze konnen auch Elemente wie Inhibitor- oder Test-
Kanten beinhalten. b) Ein Petri-Netz mit zwei Plitzen. Enthilt
der Platz P1 eine Marke, so kann die Transition T1 feuern und die
Marke bewegt sich zu P2. c) Logisches ODER: die Transition T3
kann feuern, wenn P1 eine Marke enthilt. Dabei ist es irrelevant,
ob die Marke iiber T1 oder T2 weitergeleitet wurde. d) Logisches
UND: Die Transition T1 kann nur feuern, wenn P1 und P2 je
eine Marke enthalten. Jedes Feuern von T1 entfernt eine Marke
von P1 und P2 und iibertrigt sie auf P3. e) Aktivierung von T1:
T1 kann nur feuern, wenn P1 und P3 je eine Marke enthalten.
Die Marke von P1 wird auf P2 iibertragen. Die Marke von P3
wird jedoch nicht verbraucht, da P3 und T1 iiber eine Test-Kante
verbunden sind. f) Kontrolle von T1 durch Inhibition von P3. T1
kann die Marke von P1 nur zu P2 bewegen, wenn P3 keine Marke
enthilt. Wenn P1 mit einer Marke belegt ist, wird die Transition
T1 geblockt.
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Verlaufe in der PCA fiir N11D4, uninduziert

Plasmodium 1 Plasmodium 2 Plasmodium Plasmodium 4 Plasmodium
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10 1 0 0
6
8 0.5 -0.5 -0.5
6 4 0 -1 -1
4 > -0.5 -1.5 -1.5
2 -1 2 2
0
0 -1.5 2.5 25
2 2 -2 I -3 -3
-15 -10 -5 0 5 -12 -10 -8 -6 -4 -14 -12 -10 -8 -14 -12 -10 -8 -6 -14 -12 -10 -8
10 Plasmodium 6 8 Plasmodium 7 o5 Plasmodium 8 05 Plasmodium 9 | Plasmodium 10
8 6 2 0 0
6 1.5 -0.5
4 -1
4 1 -1
2 2
2 0.5 -1.5
0 0 0 -2 -3
-2 2 -0.5 25 -4
-15 -10 -5 -12 -10 -8 -6 -13 -12 -1 -10 -9 -16 -14 -12 -10 -8 -15 -10 -5 0
Plasmodium 11 Plasmodium 12 Plasmodium 13 Plasmodium 14 Plasmodium 15
0.4 -0.5 -0.5 80 15
0.6 -1 -1
60 10
-0.8 15 -1.5
-1
-2 -2 40 5
-1.2
25 25
1.4 20 0
16 -3 -3
-1.8 -3.5 -3.5 0 -5
-12 -11 -10 -9 -15 -10 -5 0 5 -12 -10 -8 -6 -50 0 50 100 150 -20 0 20 40
Abbildung A.2: Trajektorien der Plasmodien fiir N11D4, uninduziert, im PCA-Plot

Dargestellt sind die individuellen Trajektorien der Plasmodien fiir Stamm N11Dg (uninduziert) im PCA-Plot iiber alle analysierten Zeitpunkte
(o h, 4 h, 8 h). Der Startpunkt zu o h ist mit einem Stern (*) markiert. Keines der Plasmodien sporulierte.
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Verlaufe in der PCA fiir N26B5, uninduziert
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Abbildung A.4: Trajektorien der Plasmodien fiir N26B5, uninduziert, im PCA-Plot
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Dargestellt sind die individuellen Trajektorien der Plasmodien fiir Stamm N26Bs (uninduziert) im PCA-Plot iiber alle analysierten Zeitpunkte (o
h, 4 h, 8 h). Der Startpunkt zu o h ist mit einem Stern (*) markiert. Keines der Plasmodien sporulierte.
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