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1  Einleitung

1.1 Dictyostelium discoideum

Die soziale Amobe Dictyostelium discoideum wurde 1935 von Raper beschrieben. In seinem
natiirlichen Habitat, dem Waldboden, lebt der Protist von Bakterien, die er phagozytiert, und
vermehrt sich durch mitotische Zellteilung. Die eukaryotischen Zellen haben ein ca. 34 Mbp
grof3es haploides Genom mit etwa 12 000 Genen.

D. discoideum gehort zur Klasse der Mycetozoa, die evolutiondr vor der Ausbildung der
Metazoa und Fungi eine eigene Klasse gebildet haben (Baldauf und Doolittle, 1997; Baldauf
et al., 2000). Die Mycetozoa werden auch als Myxomycetes oder Schleimpilze bezeichnet
und sind durch die Bildung von Zellaggregaten und die anschlieBende Verbreitung von
Sporen iiber die Luft gekennzeichnet. Ist geniigend Nahrung vorhanden, lebt D. discoideum
als einzelne Amobe. Bei Nahrungsmangel wird ein Entwicklungszyklus initiiert, der mit der
Aggregation der Einzelzellen zu einem 20000 bis 100000 Zellen umfassenden
Pseudoplasmodium beginnt (Brock und Gomer, 1999). Die Ausscheidung des Lockstoffs
cAMP steuert das Zusammenstromen der Zellen (Gerisch et al., 1975). Die Zellen
differenzieren sich in Praspor- und Pristielzellen und es entsteht ein sogenannter slug, der
zunéchst phototaktisch migriert. In der Endphase der Entwicklung bilden die Préstielzellen
dann einen Stiel, das Sorophor, aus, an dem die Prisporen empor wandern und einen
Sporenkopf, das Sorokarp, bilden. Die Sporen werden verweht und keimen unter gilinstigen

Umweltbedingungen zu Amdben aus (Abb. 1).

a)

Apgeegotiny o

Abb. 1: Entwicklungszyklus von D. discoideum. a) Fotomontage rasterelektronenmikroskopischer
Aufnahmen der Entwicklungsschritte nach Bildung des Aggregats von Blanton und Grimson (aus
Kessin, 2001). b) Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von der Sporenkeimung bis zur
Bildung des Sporentriagers (aus Gerisch, 1965).
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Aufgrund der Lebensweise und des Entwicklungszyklus ist D. discoideum geeignet, um
zelluldre Prozesse wie Zellmotilitdt, Chemotaxis, Phagozytose, Zytokinese, Signaltransduk-
tion und Zelldifferenzierung zu untersuchen (Kessin, 2001; Parent und Devreotes, 1999;

Schleicher und Noegel, 1992).

Die Kultivierung im Labor wird dadurch vereinfacht, dass durch Mutagenese des Wildtyps
NC4 die Stamme Ax2 und Ax4 erhalten wurden, die sich auch in Fliissigmedium vermehren
(Sussman und Sussman, 1967). Durch die Entwicklung einer Transformationsmethode
(Nellen et al., 1984), eines Selektionsverfahrens fiir Mutanten (Gerisch, 1987) sowie der
REMI-Mutagenese (Kuspa und Loomis, 1992) ist D. discoideum genetisch gut zugénglich.
Dariiber hinaus gibt es fir D. discoideum ein cDNA-Projekt (siche 1.4) und ein
Genomprojekt, das sich nach dem Abschlul der Sequenzierung jetzt in der Analysephase

befindet.

1.2 Legionella

Legionella pneumophila wurde erstmals 1977 aus dem Lungengewebe von Opfern isoliert,
die beim Besuch der American Legion Convention 1976 in Philadelphia an
Lungenentziindung erkrankt waren. Es hatten sich 182 Personen infiziert, 29 starben. Diese

Form der Pneumonie wurde als Legionarskrankheit bekannt (Fraser et al., 1977).

Jahrlich werden ca. 25 000 Fille von L. pneumophila-bedingter Lungenentziindung gemeldet
(Kwaik, 1998) und inzwischen sind 49 Spezies der Familie Legionellaceae beschrieben
worden (Cordevant et al., 2003). Die Subspezies von L. pneumophila lassen sich in 15
Serogruppen einteilen, wéihrend alle {ibrigen 48 Legionella-Spezies zusammen 17 weiteren
Serogruppen angehdren. Etwa 70 bis 90 % aller Legionella-Infektionen werden von L.
pneumophila der Serogruppen 1 und 6 verursacht. Von 18 weiteren Arten ist bekannt, dass sie

Legionarskrankheit oder das mildere Pontiac-Fieber auslosen konnen (Cordevant et al., 2003).

Legionella ist ein Gram-negatives Bakterium, das sich fakultativ intrazelluldr vermehrt (Roy
et al., 1998). Es lebt in natiirlichen oder kiinstlichen Gewissern und Wassersystemen.
Rowbotham beschrieb 1980 die Fiahigkeit von L. pneumophila, sich in Protozoen zu
vermehren (Rowbotham, 1980). Inzwischen sind 13 Amdbenarten und zwei Ciliaten bekannt,
die als Wirte dienen konnen. Man geht davon aus, dass nicht der Mensch sondern
Frischwasser-Amoben den natiirlichen Wirt von L. pneumophila darstellen (Swanson und
Hammer, 2000). Die Infektion alveolarer Makrophagen des Menschen erfolgt durch

Inhalation von L. pneumophila-haltigen Aerosolen (Wintermeyer et al., 1995). Trotz
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Vermehrung in Makrophagen ist die Lunge fiir Legionella eine Sackgasse, denn es wurde
bislang noch keine Ubertragung von Mensch zu Mensch beobachtet (Swanson und Hammer,

2000).

Die Infektion von Makrophagen beginnt mit der Bindung von L. pneumophila an die
Zelloberflache. Dafiir ist vermutlich das major outer membrane protein (MOMP) von L.
pneumophila verantwortlich, das die Opsonisierung mit dem Komplementprotein C3 erlaubt.
Letzteres wird von den Komplementrezeptoren CR1 und CR3 der Makrophagen gebunden.
Dariiber hinaus scheint es allerdings auch Komplement-unabhiingige Mechanismen zu geben,
an denen der Typ IV Pilus und das Hitze-Schock Protein Hsp60 beteiligt sind. Dann erfolgt
die Aufnahme durch ,,wickelnde Phagozytose™ (coiling phagocytosis). Innerhalb weniger
Minuten bildet sich ein Phagosom mit einer einzigen Membran, das jedoch nicht mit
endosomalen Vesikeln fusioniert. Auch eine Fusion mit Lysosomen findet zunéchst nicht statt
und der pH-Wert des Phagosoms sinkt nicht unter 6,1 (Horwitz, 1983; Horwitz und Maxfield,
1984). Nach etwa einer Stunde interagiert das Phagosom mit Mitochondrien und nach vier
Stunden ist es mit Ribosomen besetzt. L. pneumophila vermehrt sich dann, wird Saure-
tolerant und bildet schlieBlich eine Flagelle aus. Nach 16 bis 20 Stunden fusioniert die
Vakuole der Legionellen mit Lysosomen und der pH-Wert sinkt auf 5,5 (Abb. 2). Swanson et
al. (2000) vermuten, dass die Legionellen dadurch Nahrstoffe erhalten. Der Infektionszyklus
endet mit einer von L. pneumophila induzierten Nekrose der Wirtszelle. Dabei werden die

Legionellen freigesetzt (Gao und Abu Kwaik, 1999).

_+ Zeéndoplasmic
reticulum

limiting 2 2 endocytic
amino acids proteases

Abb. 2: Modell der Infektion von Makrophagen mit L. pneumophila. Die Aufnahme von L.
pneumophila erfolgt durch coiling phagocytosis. Danach entwickelt sich ein Phagosom, das weder mit
Endosomen noch mit Lysosomen fusioniert und auch nicht angesiuert wird. Statt dessen lagern sich
zundchst Mitochondrien an, spiter Ribosomen. Legionella vermehrt sich, wird Siure-tolerant, bildet
ein Flagellum und hort auf, Virulenzfaktoren zu exprimieren. Dadurch kommt es zur Fusion mit
Lysosomen, wodurch Néhrstoffe bereitgestellt werden. SchlieBlich werden die Legionellen
zytotoxisch und zerstoren die Wirtszelle (aus Swanson und Hammer, 2000).
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Die Pathogenitit von L. pneumophila wird von zahlreichen Virulenzfaktoren bestimmt.
Bislang sind das Gen mip (macrophage infectivity potentiator), die Loci dot (defect in
organelle trafficking), icm (intracellular multiplication), pmi (protozoa and macrophage
infectivity), mil (macrophage infectivity loci) und ein Komplex fiir die Aufnahme von Eisen
bekannt (Wintermeyer et al., 1995; Gao et al., 1997; Hickey und Cianciotto, 1997; Segal et
al., 1998; Vogel et al., 1998). Die Produkte von 24 dot/icm Genen bilden ein sogenanntes Typ
IV Sekretionssystem aus, das Effektor-Proteine ins Cytosol der Wirtszelle transportiert (Vogel
et al., 1998; Swanson und Hammer, 2000). Dieses System ist essentiell fiir die modifizierte
Phagosomenreifung, die L. pneumophila das Uberleben in Makrophagen ermdglicht. Uber die
sekretierten Proteine ist wenig bekannt. Im Gegensatz zu anderen Bakterien mit Typ IV

System scheint L. pneumophila jedoch keine DNA zu transferieren (Solomon et al., 2000).

Es ist auBerdem bekannt, dass L. pneumophila zytotoxisch wirkt. Die Zellen bilden
Legiolysin, ein 39 kDa Protein, das, wenn in Escherichia coli produziert, hdmolytisch wirkt.
Sie sekretieren auch eine 38 kDa grof3e Metalloprotease, die unter anderem in der Lunge von
Meerschweinchen pathologische Effekte hervorruft, die fiir Legionellose typisch sind (Conlan
et al., 1986; Wintermeyer et al., 1991). Gao et al. (1999) haben gezeigt, dass L. pneumophila
in Makrophagen durch die Aktivierung der Caspase-Kaskade wenige Stunden nach Infektion
Apoptose induzieren kann. Dariiber hinaus weisen die Legionellen auch eine
kontaktabhingige Zytotoxizitét auf, die durch die Bildung von Poren in der Zellmembran der

Makrophagen mit weniger als 3 nm Durchmesser hervorgerufen wird (Kirby et al., 1998).

1.2.1 Legionella pneumophila AdotA

DotA ist eines der 15 Proteine, die von den dot Genen kodiert werden. Roy et al. (1998)
haben gezeigt, dass es erforderlich ist, um die Fusion des Phagosoms mit Lysosomen zu
verhindern. Dabei ist die Expression von DotA vor der Aufnahme durch die Wirtszelle und zu
Beginn der Infektion ndtig. Nachdem ein replikatives Phagosom etabliert wurde, kann sich L.
pneumophila ohne DotA vermehren. Durch den Vergleich mit einer dotA-Deletionsmutante
von L. pneumophila konnte gezeigt werden, dass die Umgehung der Fusion mit Lysosomen
bereits innerhalb der ersten flinf bis 15 Minuten initiiert wird. In der Mutante kolokalisiert das
Lysosomen-assoziierte Protein LAMP-1 (lysosome-associated membrane glycoprotein)
bereits nach fiinf Minuten mit 37 % der Phagosomen und nach 15 Minuten mit den meisten
Phagosomen. Im Wildtyp kommt es bei der Mehrheit der Phagosomen nicht zu einer

Kolokalisation (Roy et al., 1998).
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DotA ist ein 1048 Aminosduren langes Membranprotein der inneren Membran von L.
pneumophila. Es hat acht Transmembrandoménen, zwei grof3e periplasmatische Doméanen mit
ca. 503 und 73 Aminosduren Linge sowie eine cytoplasmatische, C-terminale Doméne aus
122 Aminoséuren (Abb. 3). Der Aufbau von DotA zeigt Ahnlichkeit zu ABC-Transportern
von E. coli (Roy und Isberg, 1997, Roy et al., 1998). DotA ist Teil des Typ IV
Sekretionssystems und die Aminosiuresequenz hat signifikante Ahnlichkeit zu der von TraY
auf dem Plasmid Collb-P9 von Shigella sonnei. TraY ist Teil eines Typ IV
Sekretionssystems, welches das Plasmid wihrend der Konjugation transferiert (Ko et al.,

2003).

PERIPLASM

CYTOPLASM

Abb. 3: Vorhergesagte Topologie von DotA. Dargestellt ist die Anordnung der acht Transmembran-
doménen in der inneren Membran von L. pneumophila. In den periplasmatischen Raum ragen eine 503
AS und eine 73 AS lange Doméne. Der C-Terminus ist 122 AS lang und befindet sich im Cytosol (aus
Roy und Isberg, 1997).

1.2.2 Legionella hackeliae

Die Spezies Legionella hackeliae besteht aus zwei Serogruppen, dem Stamm Lansing 2
(ATCC 35250), der von Hackel aus einer Bronchialbiopsie isoliert wurde und Stamm
798-PA-H (ATCC 35999), der aus einem Lungenaspirat gewonnen wurde (Brenner et al.,
1985; Wilkinson et al., 1985). L. hackeliae gehort zu den 18 Arten, die gelegentlich

Infektionen auslosen. Die Virulenz ist jedoch geringer als die von L. pneumophila.

In einem Vergleich haben Alli et al. (2003) die Virulenz-Charakteristika von 27 Legionella-
Stdimmen in Makrophagen untersucht. Wahrend L. pneumophila die grofte Virulenz aufweist,
hat L. hackeliae eine mittlere Virulenz. Die Zytopathogenitdt von L. hackeliae, gemessen in
Prozent der getdteten Wirtszellen, betrdgt 45 %. Bei L. pneumophila sind es 100 %, bei dem
nicht pathogenen Stamm L. santicrucis sind es 0 %. Wie die meisten Legionella-Stimme
induziert L. hackeliae nicht Apoptose und bildet keine Poren in der Membran der Wirtszelle.

Dazu sind nur L. pneumophila und L. spiritensis in der Lage. L. hackeliae vermehrt sich
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intrazellulir in 24 Stunden um den Faktor 10°. Bei L. pneumophila betriigt der Faktor ca. 10°,
wihrend sich L. spiritensis nicht vermehrt. In eciner Southernblot-Analyse mit ECORI-
geschnittener genomischer DNA wurde gezeigt, dass L. hackeliae wie viele andere Spezies
auch zwei Fragmente besitzt, die mit dot/icm-Loci hybridisieren. Bei L. pneumophila sind es
fiinf bis sechs (Alli et al., 2003).

In D. discoideum kann sich L. hackeliae nicht vermehren. Hégele et al. (2000) haben gezeigt,
dass die Zahl der Kolonie-bildenden Einheiten (cfu) {iber 96 Stunden kontinuierlich abnimmt.
Bei 81,6 % der Phagosomen wurde eine Fusion mit Lysosomen beobachtet. Bei L.
pneumophila sind es 15,8 %, wihrend es bei E. coli 100 % sind. Auch in Acanthamoeba

castellanii findet keine Vermehrung statt, allerdings nehmen die cfu nur sehr langsam ab.

1.3 Dictyostelium discoideum als Wirt fur Legionella

Die Verwendung von D. discoideum als Wirt fiir Legionella wurde erstmals 2000 beschrieben
(Hégele et al., 2000). Als Modelle der Infektion wurden zuvor Meerschweinchen, andere
Protozoen, Monozyten und verschiedene menschliche Zellen verwendet. Die Verwendung
von Amoben ist besonders vorteilhaft, da diese die natiirlichen Wirte darstellen (Swanson und

Hammer, 2000). Daher sind Amdben und Legionellen auch am besten aneinander angepasst.

Bei Makrophagen, D. discoideum und den Frischwasser-Amében A. castellanii und
Hartmannella vermiformis handelt es sich um motile, professionelle Phagozyten und die
Infektion verlduft sehr dhnlich (Solomon und Isberg, 2000; Swanson und Hammer, 2000). In
D. discoideum wie in Makrophagen wird die Fusion des Phagosoms mit Lysosomen zu einem
frithen Zeitpunkt verhindert (Roy et al., 1998; Wiater et al., 1998). Das Phagosom ist in
beiden Wirten nach einigen Stunden von Ribosomen umgeben (Horwitz, 1983; Solomon und
Isberg, 2000) und dot/icm-Mutanten von Legionella konnen sich nicht vermehren (Solomon et
al., 2000). Gao et al. (1997) haben 89 pmi-Mutanten von Legionella (siehe 1.2) untersucht
und festgestellt, dass die meisten Mutanten in Makrophagen und A. polyphaga den gleichen
Infektionsverlauf zeigen. Ahnliches wurde fiir die icm-Gene in A. castellanii und
Makrophagen gefunden (Segal und Shuman, 1999). Unterschiede zwischen H. vermiformis
und Makrophagen wurden in der Wirkung der Phagozytose- und Pinozytose-Inhibitoren

Cytochalasin D und Methylamin gefunden (King et al., 1991).
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Abb. 4: Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila. Elektronenmikroskopische Aufnahme
von L. pneumophila in einer Vakuole von D. discoideum nach 48 Stunden Koinkubation. Der Balken
reprasentiert 1 um (aus Hégele et al., 2000).

D. discoideum als Wirt fiir Legionella zu verwenden, bietet zusitzlich zur guten
experimentellen Zuginglichkeit den Vorteil, dass die Sequenzinformationen des Genom- und
des cDNA-Projekts vorhanden sind und eine Vielzahl von Mutanten zur Verfiigung stehen

(siehe 1.1).

1.4 Das D. discoideum cDNA-Projekt

Das D. discoideum cDNA-Projekt in Japan hat die Sequenzen von 45 386 expressed sequence
tags (ESTs) bestimmt und daraus 5381 unabhingige Sequenzen erzeugt. Dazu wurden
zundchst 18 432 ¢cDNAs einer Bibliothek von D. discoideum aus der slug-Phase (nach 14 bis
16 Stunden des Entwicklungszyklus) sequenziert und analysiert (Morio et al., 1998). Danach
wurden die Sequenzen weiterer 7720 cDNAs der slug-Phase sowie 10439 cDNAs der
vegetativen Phase bestimmt. Diese Sequenzen wurden mit dem Programm PHRAP
assembliert. Dabei wurden die ESTs identifiziert, die jeweils aus derselben mRNA und somit
demselben Gen hervorgegangen sind. Dadurch wurden 5381 Sequenzen erhalten, die etwa die
Halfte aller Gene von D. discoideum reprasentieren und unter
http://www.csm.biol.tsukuba.ac.jp/cDNAproject.html zugénglich sind. AnschlieBend wurden
die Sequenzen mit allen bekannten Sequenzen verglichen, um Hinweise zur Funktion des
jeweiligen Proteins zu erhalten. Etwa ein Drittel der Sequenzen konnte einem von zwdlf

zelluldren Prozessen zugeordnet werden (siche 3.5.1.3) (Urushihara et al., 2004).
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1.5 cDNA-Microarrays

Seit der Bestimmung der Nukleotidsequenz des Bakteriophagen ®X174 durch Sanger et al.
(1978) sind mehr als 160 pro- und eukaryotische Genome sowie unziahlige cDNA-Sequenzen
bestimmt worden und die Geschwindigkeit der Sequenzierung wird immer weiter gesteigert

(http://www. tigr.org).

Mitte der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts wurden von Schena, Brown und
Mitarbeitern sogenannte cDNA-Microarrays entwickelt. Mit ihnen kann die tiberwéltigende
Menge an Sequenzinformationen genutzt werden, um die Expression von tausenden Genen
gleichzeitig zu bestimmen (Schena et al., 1995; Schena et al., 1996; Shalon et al., 1996).
Etwa zeitgleich wurden von Lipshutz et al. bei Affymetrix DNA-Microarrays entwickelt, die
durch Photolithographie hergestellt werden und die man zur Unterscheidung von cDNA-
Microarrays als Oligonukleotid-Microarrays bezeichnet (Lipshutz et al., 1995; Lipshutz et al.,
1999).

Bei cDNA-Microarrays handelt es sich meist um gldserne Objekttrager, auf die mit Hilfe
eines Roboters tausende Sondenpunkte gedruckt werden. Bei den Sonden handelt es sich um
DNA-Fragmente mit mehreren hundert Basenpaaren, die jeweils ein Gen reprisentieren und
mittels PCR und ¢cDNA-Klonen oder genomischer DNA amplifiziert wurden. Die Messung
der Genexpression erfolgt als Vergleich eines Experiments mit einer Kontrolle. Dazu wird
RNA aus den Zellen des Experiments und der Kontrolle isoliert, mittels reverser
Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen
markiert. Dann findet eine kompetitive Hybridisierung mit den Sonden des Microarrays statt.
Anschliefend wird das Microarray gescannt, wobei durch Anregung der Farbstoffe mit zwei
unterschiedlichen Lasern die Signale des Experiments und der Kontrolle bestimmt werden.
Nach Normalisierung der Signale zur Kompensation der Intensititsunterschiede der beiden
Farbstoffe werden die induzierten und reprimierten Gene durch Bildung des Quotienten aus
Experiment und Kontrolle bestimmt (Duggan et al., 1999) (Abb. 5). Da DNA-Microarrays
meist viele oder sogar alle Gene eines Organismus reprisentieren, kann ein Profil des
,»ranskriptoms™ fiir einen experimentellen Zustand ermittelt werden. DNA-Microarrays
wurden fiir unterschiedlichste Prozesse und Krankheitsbilder wie den Zellzyklus, diauxisches
Wachstum, Hitze-Schock, Krebs, die Entziindungsreaktion und die Analyse des Entwick-
lungszykluses von D. discoideum verwendet (DeRisi et al., 1996; Heller et al., 1997; Eisen et
al., 1998; Van Driessche et al., 2002). Zusétzlich zur Identifizierung differentiell exprimierter

Gene, konnen z.B. auch Tumore anhand ihres Transkriptionsprofils klassifiziert werden
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(Dyrskjot, 2003). Es konnen auch Entwicklungsmutanten im Vergleich zur Entwicklung des
Wildtyps und anderer Mutanten charakterisiert werden (Kibler et al., 2003). Die Verkniipfung
von Expressionsprofilen mit der Position der Gene auf dem Chromosom hat 2002 zur
Entdeckung von Chromosomenabschnitten mit dhnlich regulierten Genen in Drosophila

gefiihrt (Spellman und Rubin, 2002).

test reference excitation
':;?'\-—?\: laser 1 laser 2
L
iz %\

1Y

reverse
transcription

label with
fluor d yes@
PCR amplificatio 28
purification ii: o g&wﬁ
robotic : \

printing _;

computer

hybridize target analysis

to microarray

Abb. 5: Prinzip der cDNA-Microarray-Analyse. cDNA-Microarrays werden durch PCR-
Amplifikation von DNA-Sonden und anschlieBendes Drucken auf Objekttriger hergestellt. Die
Messung der Genexpression wird als Vergleich eines Experiments mit einer Kontrolle durchgefiihrt.
Dazu wird RNA aus Experiment- und Kontroll-Zellen isoliert, revers transkribiert, mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert und mit dem Microarray hybridisiert. Das
Microarray wird nach Anregung mit zwei verschiedenen Lasern ausgelesen. Die Signale der einzelnen
Sonden werden dann quantifiziert und ausgewertet (aus Duggan et al., 1999).

1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der Doktorarbeit war es, die Anderungen der Genexpression von D. discoideum als
Reaktion auf Infektion mit Legionella zu untersuchen. Fiir die Untersuchungen sollten DNA
Microarrays fiir D. discoideum entwickelt und hergestellt werden. Grundlage fiir die
Herstellung der DNA-Microarrays war die Sequenzinformation von 450 verdffentlichten D.
discoideum Genen sowie 5800 nicht-redundanten ESTs des D. discoideum cDNA-Projekts.
Zusammen repésentieren diese Sequenzen etwa die Halfte der erwarteten 12 000 D.

discoideum Gene.
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Die Genexpressionsanalyse sollte in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Molekulare
Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt werden. Dort sollte D. discoideum
in An- und Abwesenheit von L. pneumophila, L. hackeliae und L. pneumophila AdotA
kultiviert werden. Auch die Etablierung eines automatisierten Auswerteverfahrens fiir DNA-
Microarraydaten war geplant. Vorgesehen war neben dem Vergleich von L. pneumophila
infizierten Zellen mit uninfizierten und mit L. hackeliae sowie mit L. pneumophila AdotA
koinkubierten Zellen auch die Untersuchung einer Zeitreihe der Infektion. Die mit DNA-
Microarrays identifizierten differentiell exprimierten Gene sollten anschlieBend mit
alternativen Methoden wie Northernblot-Analyse und quantitativer PCR validiert und die

Sonden gegebenenfalls annotiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labormaterialien

15 ml Réhrchen, Typ 2095

3MM Filterpapier

50 ml Rohrchen, Typ 2070
Celluloseacetatfilter, 0,2 um

Deckgliser

Einweg-Pipetten, 5 ml, 10 ml und 25 ml
Einweg-Pipettenspitzen
Hybridisierungsréhren

Mikrotiterplatten, 384 Loch, zylindrisch
Mikrotiterplatten, 96 Loch, runder Boden
Nitrocellulose, Typ BA85
Nylonmembran, Biodyne B
Plastikkiivette

Poly-L-Lysin Objekttrager

Quarzkiivette

Reaktionsgefafle, 0,5 ml, 1,5 ml und 2,2 ml
Rontgenfilm X-omat AR-5

Sterilfilter, 0,2 um

UltraGAPS Microarray-Objekttriger

2.1.2 Bausatze

FairPlay Microarray Labeling Kit
Oligotex mRNA Midi Kit

Prime-It IT Random Primer Labeling Kit
QIAvac PCR Purification Kit

QuantiTect SYBR Green PCR Kit
RNeasy Midi Kit

SpotReport — 10 Array Validation System

2.1.3 Chemikalien

Falcon
Whatman
Falcon
Sartorius

Roth

Greiner

Greiner

Hybaid

AB Gene

AB Gene
Schleicher und Schuell
Gelman Science
Eppendorf
Sigma

Infrasil Hellma
Sarstedt

Kodak

Gelman Science
Corning

Stratagene
Qiagen
Stratagene
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Stratagene

Die verwendeten Chemikalien hatten, wenn nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad "pro

analysi". Es wurde ausschlieBlich deionisiertes Wasser (Hausanlage) verwendet. Die

Microarray-Waschpuffer wurden mit Reinstwasser (Millipore, Billerica, USA) hergestellt.

1kb Plus DNA Ladder

Agarose

Borsdure

Bromphenolblau

BSA

Bst EIII verdaute DNA des Lambda-Phagen

Invitrogen
Cambrex
Merck
Serva
Roth
NEB
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Cyanin3 und Cyanin5
DEPC

DMSO

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Fisch DNA

Formaldehyd
Formaldehydldsung 37 %ig
Formamid

Hefeextrakt

HEPES

Maltose

MOPS

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumlaurylsarcosinat
Nukleotide

Pepton

PicoGreen
Polyvinylpyrrolidon
Saccharose

Salzsdure 32%ig

SDS

Sephadex G50

Tris

2.1.3.1 Radiochemikalien

Amersham Biosciences
Sigma

Merck

Merck

Riedel-de Haen
Sigma

Serva

Roche

Sigma
Calbiochem
Merck

Oxoid

Biomol

Merck

Gerbu

Fluka

Fluka

Merck

Merck

Riedel-de Haen
Sigma

Sigma, Roche
Oxoid

Molecular Probes
Sigma

Fluka

Fluka

Serva

Pharmacia

Fluka, Riedel-de Haen

o-"*P-Desoxyadenosin-5'-triphosphat (10 mCi/ml) Amersham

2.1.4 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Metabion hergestellt. Angegeben sind die universellen

Oligonukleotide fiir die Amplifikation der cDNA-Sonden sowie die Oligonukleotide der

quantitativen PCR. Aus Platzgriinden sind die 450 Oligonukleotid-Paare der Sonden

bekannter Gene nicht aufgefiihrt.
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Table 1: Oligonukleotid-Sequenzen

Name Sequenz
M13F2 57- GTA AAA CGA CGG CCA GTG -3~
Amino-M13R2 57- ACC ATG ATT ACG CCA AGC -3~
H7-F 57- AGT ATT AGG TGG TGC CAA TC -3~
H7-R 57- AAA GTG GGC TCT TAA TTG AAC -3’
AnxVII-460F 57- GGT AAT GGT ACA AAT GAA TCT GAT TTA ATT -3~
AnxVII-760R 57- GAA GAT TTG TTT AAT GTA TTC CAT TTG TAC -3~
SLD769-F 57- TAC ATT AAC TGA AGC TGT ACG TAG -3”
SLD769-F 57- CGA GAT AAA CGA TTG AAA AGG ATC -37
SSB431-F 57- TTA TCT TGG TGA AGC AAC TTA CAC -3~
SSB431-R 57- CGA GTG AAT GAT GGT AAT TGA TCC -3~
SSF806-F 57- TTT CAT AAA GGT GAT CGC TTT GG -3~
SSF806-R 57- GAT ACC AGG AGC ATC AGA AGA G -3~
SSK576-F 57- GAA TGT GAA ACT TAT GAC CCT ACC -3~
SSK576-R 57- ATG ACC AAT TCT ATT GTG ACC AAC -3~
SSL850-F 57- TGA TCG TAA TAC AGG TTA CCA CTC -3~
SSL850-R 57- GTA AAC ATT TGT ACC AGT TGC ATC -3~
VSG622-F 57- TCA ACA ATC GAC CAA ATT CCT TG -3~
VSG622-R 57- ACG AAT TGG GAT TGA TCT ATT ACC -3”
SSB153-F 57- CAA TGA GGC AGC AAT GAA AGA C -3~
SSB153-R 57- CTT TAC CAC CAA ATT TGG TAC G -3~
SSJ163-F 5”- CTG ACG TTA CAA ATG AAG AAA GTG -3”
SSJ163-R 57- GAA ATT GTT AAA CCA GTG ACA GC -3~
SSL818-F 57- CGC CCG CAC TTT ATG AAT TGT TC -3~
SSL818-R 57- TCA TCA TCA GAA CCC ACA TCT TC -3~
2.1.5 Puffer und Losungen
SSC (20 x): TE
3 M NaCl 10 mM TRIS-HCI (pH 8,0)
300 mM Natriumcitrat 1 mM EDTA (pH 8,0)

TBE (10 x, pH 8,3)

1 M TRIS
0,83 M Borsadure
0,01 M EDTA (pH 8,0)

DEPC-Wasser
0,1 %
in Wasser
autoklavieren

DEPC
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Phosphatpuffer (pH 6,8)
1,2 M Na,HPO,
1,2 M NaH2P04
im Verhiltnis zwei zu eins mischen

2.1.6 Medium fur die Kultur von D. discoideum

AX-Medium (1000 ml):
(Claviez et al., 1982)
14,3 g Pepton
7,15 g Hefeextrakt
18 g Maltose
0,616 g Na,HPO,-2 H,O
0,486 g KH,PO4
mit Wasser auf 1 1 auffiillen
pH 6,7
autoklavieren

2.1.7 Bakterienstamme

L. pneumophila Phil I JR32 (Marra und Shuman, 1989)

L. pneumophila Phil I JR32 LELA 3118 (dotA 3118:Tn903DLL LacZ)

L. hackeliae (ATCC 35250) (Brenner et al., 1985)

2.1.8 Gerate

BioPhotometer

Zentrifuge 5415 D

Entwicklermaschine fiir Rontgenfilme FPM-100A
Gelapparatur

Geldokumentationssystem

Heizblocke Dri-Block DB-2D
Hybridisierungsofen

Kiihlzentrifuge Megafuge 3.0 R

Lichtmikroskop

Microarray-Drucker: MicroGrid 11
Microarray-Drucknadeln: MicroSpot 2500 split pins
Microarray-Hybridisierungskammern
Microarray-Scanner: Scan-Array® 4000XL
Multipette plus

PCR-Maschine PTC-200

pH-Meter 766

Pipetten

Pipettier-Roboter Proteineer dp

QIAvac 96 manifold, regulator und Luer adapter
Quantitative PCR-Maschine Opticon 2

Riittler

Spannungsverstirker Power Pac 200 und 300

Eppendorf
Eppendorf

Fujifilm

Bio Rad
MWG-Biotech
Techne

Hybaid

Heraeus Instruments
Olympus
BioRobotics
BioRobotics
Corning
PerkinElmer Life Sciences
Eppendorf

MJ Research

Knick

Gilson

Bruker

Qiagen

MJ Research
Scientific Instruments
Bio Rad
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Spektralphotometer, Typ Ultraspec 2000 Pharmacia Biotech
Vakuumpumpe KNF

Waage Ohaus
Wasserbader GFL

2.1.9 Computer-Programme

QuantArray 2.0, ScanArray 3.1 und ScanArray Express Versionen 2.0 und 2.1: PerkinElmer
Life Sciences, Wellesley, USA

R Version 1.6.2: The R Project for Statistical Computing, http://www.r-project.org/ mit den
Modulen marrayClasses, marraylnput, marrayNorm, marrayPlots und Biobase von

BioConductor (BioConductor, http://www.bioconductor.org/).

Significance Analysis of Microarrays (SAM) Version 1.21: SAM ist frei verfligbar beim
Department of Statistics, Stanford University unter http://www-stat.stanford.edu/ ~tibs/SAM/
erhéltlich.

GeneSpring 6.1, Silicon Genetics, Redwood City, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Amplifikation der Sonden fur das D. discoideum Microarray

2.2.1.1 Amplifikation von 450 Sonden fir publizierte Gene von D. discoideum

Anhand von 450 publizierten Gensequenzen von D. discoideum wurden in der Arbeitsgruppe
Oligonukleotide fiir die Amplifikation von genspezifischen Sonden ausgewéhlt. Dafiir wurde
das Programm GeneFisher (Giegerich et al., 1996) (http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/genefisher/) mit den folgenden Parametern verwendet.

Oligonukleotide:
Oligonukleotid-Lénge: 20 bis 22 bp
GC-Gehalt: 30 bis 70 %
Schmelztemperatur: 56 bis 62 °C
Produktlénge: 400 bis 600 bp
Degeneriertheit: Ofach
Mehrfaches Vorkommen:  einmaliges Vorkommen
3’ Klammer
3’ Lange: 4 bp
Degeneriertheit: Ofach

3’ GC-Gehalt 45 bis 75 %
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Fiir diese Sonden sind der Name des reprisentierten Gens, die accession number der Sequenz
in der Sequenzdatenbank GenBank, Intron- und Exongrenzen, Linge der Sonde,

Schmelztemperatur der Oligonukleotid-DNA-Hybride und Referenz bekannt.

Die Sonden wurden durch PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden und genomischer DNA
als Matrize in 96-Loch PCR-Platten amplifiziert. Die Amplifikation erfolgte in einer PTC-200
PCR-Maschine und es wurden je nach Aktivitdt 0,5 bis 2 ul einer Taq-Polymerase eingesetzt,
die im Institut fiir Biochemie I exprimiert und gereinigt wurde. Jede Sonde wurde mit zwei
PCR-Reaktionen amplifiziert, um einzelne ausgefallene PCR-Reaktionen ausgleichen zu

konnen.

Reaktionsansatz (100 pl)

10 pl 10x Tag-Puffer (100 mM TRIS-HCI pH 8,3, 0,5 M
KCI, 20 mM MgCl,, sterilfiltriert)
2 ul genomische DNA (ca. 10 ng/ul)
2 ul dNTP-Mix (je 5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1wl Vorwirts-Oligonukleotid (20 uM)
1 pl Riickwirts-Oligonukleotid (20 uM)
0,5-2 nl Tag-Polymerase
PCR-Programm
l. 5 min 94 °C Denaturierung der DNA
2. je30mal 40594 °C Denaturierung der DNA
60 s 56 °C Hybridisierung der Oligonukleotide
40s 72 °C DNA-Synthese
3. 3 min 72 °C DNA-Synthese

Als positive PCR-Kontrollen wurden eine Sonde fiir das Gen lagC sowie eine 5’ und eine 3’
Sonde des Gens Severin-Kinase verwendet. Bei den drei Negativkontrollen wurde die
Matrizen-DNA, die Oligonukleotide oder beides weggelassen und der Reaktionsansatz

entsprechend mit Wasser aufgefiillt.

Nach der Amplifikation wurde die Synthese von Produkten korrekter Lange mittels
Gelelektrophorese tiberpriift und die Sonden mit Ethanol gefdllt. Nach dem Losen in 11 pl
Microarray-Drucklosung (25 % DMSO in Wasser) wurde 1 pl zur Kontrolle der
konzentrierten Sonde fiir eine zweite Gelelektrophorese verwendet. AnschlieBend wurden die
Sonden mit einem Proteineer dp Pipettier-Roboter in 384-Loch Mikrotiterplatten transferiert

und bis zum Druck von Microarrays bei — 20 °C gelagert.

2.2.1.2 Amplifikation von 5423 Sonden des japanischen D. discoideum cDNA-Projekts
Fir die Amplifikation von 5423 Sonden wurde eine Plasmidbank des japanischen D.

discoideum c¢DNA-Projekts (Morio et al., 1998) (http://www.csm.biol.tsukuba.ac.jp/



2 Material und Methoden 17

cDNAproject.html) verwendet. Die Plasmide wurden von Prof. Dr. Yoshimasa Tanaka und
Prof. Dr. Hideko Urushihara, Universitdt Tsukuba, Japan, bereitgestellt und stellen einen nicht
redundanten Satz von cDNAs dar. Die cDNAs wurden mit RNA aus der vegetativen und der
slug-Phase des Entwicklungszyklus von D. discoideum gewonnen und ihre Sequenz
bestimmt. Die Amplifikation der Sonden erfolgte mit den Plasmiden als Matrize und

universellen Oligonukleotiden.

Reaktionsansatz (100 pl)

10 pl 10x Tag-Puffer (100 mM TRIS-HCI pH 8,3, 0,5 M
KCl, 20 mM MgCl,, sterilfiltriert)
10 pl Plasmid 1:10 verdiinnt
2 pl dNTP-Mix (je 5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1 pul Oligonukleotid M13F2 (20 uM)
1 ul Oligonukleotid Amino-M13R2 (20 uM)
0,5-2 pl Tag-Polymerase
PCR-Programm
1. 5 min 94 °C Denaturierung der DNA
2. je30mal 40s94°C Denaturierung der DNA
60 s 58 °C Hybridisierung der Oligonukleotide
120 s 68 °C DNA-Synthese
3. 4 min 68 °C DNA-Synthese

Das Oligonukleotid Amino-M13R2 tridgt am 5° Ende eine Aminoallyl-Modifikation, die zur
Bindung der Sonden an Objekttriger verwendet werden konnte, falls diese eine Beschichtung

mit Aldehyd- oder Epoxygruppen tragen.

Die amplifizierten cDNA-Sonden wurden wie die Sonden der publizierten Gene iiberpriift,
konzentriert, in 384-Loch Mikrotiterplatten transferiert und gelagert. Fiir alle Sonden wurden
die vorhandenen Informationen zur Identitit und Position in den 96-Loch Mikrotiterplatten in
elektronischer Form gespeichert und zur Berechnung der Positionen in den 384-Loch

Mikrotiterplatten und auf den Microarrays verwendet.

2.2.1.3 Herstellung von 33 Kontrollsonden

Bei der Herstellung der Microarrays wurden positive und negative Kontrollen, sowie das
SpotReport — 10 Array Validation System verwendet. Die positiven Kontrollen waren Sonden
fiir zwolf Gene von D. discoideum mit bekanntem Expressionsmuster fiir verschiedene
Phasen des Wachstums sowie genomische DNA. Als negative Kontrollen wurden Bst EIII

verdaute DNA des Lambda-Phagen und Microarray-Drucklésung eingesetzt.
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Die Sonden fiir die zwolf D. discoideum Gene wurden wie in 2.2.1.1 beschrieben amplifiziert,
allerdings je 32 PCRs pro Sonde. Die PCR-Reaktionen wurden anschlieBend vereinigt, um
eine ausreichende Menge fiir zwdolf Doppelpunkte pro Microarray zu haben. Fiir die
Produktion der Microarrays wurden die Kontrollen in einer 384-Loch Mikrotiterplatte

zusammengestellt.

2.2.2 Herstellung von Microarrays

2.2.2.1 Transfer der Sonden von 96-Loch- in 384-Loch-Mikrotiterplatten

Fiir den Transfer der amplifizierten Sonden aus 96-Loch-Mikrotiterplatten, in denen sie
konzentriert wurden, in 384-Loch-Mikrotiterplatten fiir den Druck auf Microarrays, wurde der
Proteineer dp Pipettier-Roboter verwendet. Fiir das Steuerungsprogramm DP Control wurde
der Pipettiervorgang im Add-In 96t0384.xla programmiert und eine Arbeitsliste (96t0384.x1s)
erstellt. Damit kann der Proteineer jeweils den Inhalt von vier 96-Loch-Mikrotiterplatten in

eine 384-Loch-Platte tiberfiihren.

2.2.2.2 Druck der Microarrays
Die Microarrays wurde auf einem MicroGrid II mit 16 MicroSpot 2500 split pins nach den

Vorgaben des Herstellers gedruckt. Die MicroSpot 2500 Stifte besitzen eine Kapillare und ein
Reservoir, wodurch nach einmaligem Befiillen mehrere hundert Punkte gedruckt werden
konnen. Die Anzahl der moglichen Punkte ist von der Verdunstungsrate der Drucklosung
abhingig. Die verwendete Losung aus 25 % DMSO in Wasser verdunstet langsamer als reines
Wasser und denaturiert die DNA, was fiir die spatere Hybridisierung vorteilhaft ist. DMSO-
haltige Losungen erzeugen jedoch auch grofere Punkte als salzhaltige Puffer. Dies kann
nachteilig sein, wenn viele tausend Sonden auf ein Microarray gedruckt werden sollen. Die
Temperatur wurde bei ca. 20 °C und die relative Luftfeuchtigkeit bei 45 % konstant gehalten,
um eine geringe Verdunstung der Sonden und eine homogene DNA-Verteilung der Spots zu
gewihrleisten. Trocknen die Sonden auf dem Objekttriger zu schnell ein, entstehen hiufig

ringférmige Punkte, die im Zentrum wenig DNA enthalten.

Gedruckt wurde auf UltraGAPS Objekttriger. Diese Objekttriager besitzen eine homogene
v-Amino-Propyl-Silan-Beschichtung, welche die DNA kovalent bindet. Dazu wurden die
Microarrays nach dem Trocknen der gedruckten Sonden zwei Stunden bei 80 °C inkubiert,
um die DNA mit dem Objekttriger zu verkniipfen. Vor Verwendung wurden die Microarrays

gemil den Herstellerangaben prahybridisiert.
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Fiir den Vergleich von Methoden zur Amplifikation der Sonden wurde auf Poly-L-Lysin
Objekttrager gedruckt. Nach dem Druck wurden die Microarrays 2 Stunden bei 80 °C
inkubiert, in 0,1 %SDS gewaschen, die DNA fiir 2 min bei 95 °C denaturiert und die
Microarrays durch Zentrifugation bei 235 x g getrocknet.

2.2.2.3 Qualitatskontrolle der Microarrays
Um die Qualitdt der gedruckten Microarrays zu iiberpriifen, wurde jeweils das letzte
Microarray eines Produktionsprozesses 15 Minuten mit degenerierten, Cy3-markierten
Nonamer-Oligonukleotiden hybridisiert.
Hybridisierungsansatz (60 ul)
38,8 ul H,O
12 ul 20x SSC
3 ul 1 M HEPES, pH 7,0
1,2 pul 10 % SDS
5 ul Nonamer [100 pM]
AnschlieBend wurde das Microarray mit Deckglas in 2 x SSC, 0,1 % SDS so lange leicht
geschiittelt, bis das Deckglas abfiel. Dann wurde es fiir 10 s mit 0,1 x SSC gewaschen, 10 min

bei 235x g zentrifugiert und gescannt. Die degenerierten Oligonukleotide kdnnen mit allen

Sonden hybridisieren. Dadurch ist es moglich, die Qualitdt des Microarrays zu liberpriifen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von D. discoideum in Flassigkultur

Der Stamm AX2 von D. discoideum kann in fliissigem Medium kultiviert werden. Es wurden
500 pl einer Suspension der Sporen dieses Stamms in 29,5 ml AX2-Medium gegeben und
drei bis vier Tage bei 21 °C und 160 UpM angezogen. Ausgehend von dieser Vorkultur
wurden Hauptkulturen mit einer Zelldichte von mindestens 2 x 10* Zellen/ml angeimpft. Die
Kultivierung wurde bis zu einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml durchgefiihrt, da D.

discoideum danach in die stationére Phase iibergeht.

2.2.3.2 Bestimmung der Zelldichte von D. discoideum
Die Zelldichte von Kulturen wurde mit einer Neubauer-Zdahlkammer nach Anleitung des

Herstellers bestimmit.

2.2.3.3 Isolation von totaler RNA aus D. discoideum
Es wurden 1 x 10° bis 5 x 10* Zellen fiir die Isolation mit dem RNeasy Midi Kit verwendet.

Abweichend vom Protokoll ,Isolation of Cytoplasmic RNA from Animal Cells* des
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Herstellers wurden die Zellen mit 500 x g geerntet und zunichst zweimal mit Reinstwasser

gewaschen.

2.2.3.4 Infektion von D. discoideum mit Legionella

Alle Infektionen wurden von Carina Wagner am Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie,
Universitdt Wiirzburg, durchgefiihrt. In 75 cm?-Zellkulturflaschen wurden zu 15 ml Kulturen
von D. discoideum mit 1x 10° Zellen/ml in einer 1:1 Mischung aus HL5-Medium und
Soerensen-Puffer 150 pl einer Legionellen-Suspension von 1 x 10° Zellen/ml in Soerensen-
Puffer gegeben. Die Zellen wurden fiir unterschiedliche Zeiten bei 24,5 °C koinkubiert und
anschlieBend ihre RNA isoliert (Hégele et al., 2000; Skriwan et al., 2002).

HL5-Medium Soerensen-Puffer
14,3 g Proteose Pepton Nr. 2 (Difco) 2 g KH;PO4
7,15 g  Hefeextrakt 0,36 g Na,HPO4-2 H,O
154 g  Glukose mit Wasser auf 1 1 auffiillen
1,28 g NaHPO4-2 H,O pH 6,0
0,49 ¢ KH,PO4 autoklavieren

mit Wasser auf 1 I auffiillen

pH 7,5

autoklavieren

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.11solation von mRNA aus totaler RNA
Boten-RNA (mRNA) wurde aus totaler RNA mit dem Oligotex mRNA Midi Kit isoliert.

2.2.4.2 Bestimmung von DNA-Konzentrationen durch UV-Absorption

Um die Konzentration von DNA-LOsungen zu bestimmen und die Reinheit abzuschétzen,
wurde die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Eine Absorption von Ajg = 1
entspricht bei doppelstringiger DNA einer Konzentration von 50 pg/ml. Die Reinheit ergibt

sich aus dem Quotienten A, / Azgo und sollte fiir reine DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.4.3 Bestimmung von DNA-Konzentrationen mit der PicoGreen Methode
DNA-Bestimmungen mit dem Fluoreszenz-Farbstoff PicoGreen wurden nach Anleitung des

Herstellers durchgefiihrt.

2.2.4.4Bestimmung von RNA-Konzentrationen durch UV-Absorption

Zur Bestimmung der Konzentration und Abschitzung der Reinheit von RNA-Losungen
wurde die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Eine Absorption von Aze = 1
entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml RNA. Die Reinheit ergibt sich aus dem

Quotienten Ay / Azgo und sollte fiir reine RNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.2.4.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen
(Maniatis et al., 1982)

Zur Auftrennung und GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten wurden 1,0 %ige Agarose-
gele in einer horizontalen Gelapparatur verwendet. Als Gel- und Elektrophorese-Puffer diente
TBE-Puffer. Fiir die Elektrophorese wurden in der Regel 10 ng bis 20 pg DNA (in 10 bis
20 ul TE-Puffer) mit fiinffach konzentriertem Probenauftragspuffer gemischt und in die
Gelauftragstaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 1 bis 5 V/cm durchgefiihrt. Die
Gele wurden in einer 1 %igen Ethidiumbromid-Losung 5 min gefarbt und anschlieend
dreimal fiir 10 min mit Wasser entfdarbt. Die Gele wurden mit einem Geldokumentations-

system photographiert. Zur Groenbestimmung diente ein DNA-Léngenstandard.

DNA-Probenpuffer (5 x ):
40 % Saccharose

0,5 % SDS
0,25 % Bromphenolblau
in TE Puffer

2.2.4.6 Elektrophoretische Auftrennung von RNA in Agarosegelen
(Lehrach et al., 1977)

Fiir die Elektrophorese wurden 1,2 %ige Agarosegele hergestellt. Dazu wurden 0,6 g Agarose
und 5ml 10 x RNA-Gelpuffer zu 37 ml Wasser gegeben, aufgekocht und auf 60 °C
abgekiihlt. Anschliefend wurden 8 ml einer 37 %igen Formaldehydldsung zugegeben und das
Gel in eine Gelwanne gegossen. Die Gelapparatur wurde mit RNA-Elektrophoresepuffer
gefiillt und die RNA-Proben mit 10 pl -RNA-Probenpuffer versetzt und fiir 10 min auf 65 °C
erhitzt. Dann wurden die Proben auf Eis abgekiihlt und mit 1 ul RNA-Farbmarker versetzt
und auf das Gel geladen. Die Elektrophorese wurde bei 1 bis 5 V/cm durchgefiihrt und die

Gele mit einem Geldokumentationssystem photographiert.

RNA-Gelpuffer (10 x ): RNA-Elektrophoresepuffer (10 x ):
200 mM MOPS/NaOH 200 mM  MOPS/NaOH
50 mM Natriumacetat 50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA 10 mM EDTA

pH 8,0 pH 7,0

autoklavieren autoklavieren
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RNA-Probenpuffer RNA-Farbmarker

50 % Formamid 50 % Saccharose

6 % Formaldehyd 0,25 %  Bromphenolblau
in 1 x RNA-Gelpuffer in DEPC-Wasser

10 pg/ml Ethidiumbromid

2.2.4.9 Northernblot-Analyse

Elektrophoretisch getrennte RNA wurde, wie von Maniatis et al. (1982) beschrieben, auf eine
Nylonmembran transferiert. Die Membran wurde 5 min mit 2 x SSC gewaschen und zwischen
zwei Whatmanpapieren fiir 2 h bei 80 °C gelagert, um die RNA mit der Membran zu
vernetzen. AnschlieBend wurde die Membran mit 15 ml Hybridisierungspuffer und 150 pl

Fisch DNA [10 pg/ml] fiir 3 h bei 37 °C prahybridisiert.

Radioaktiv markierte Sonden wurden ausgehend von 25 ng Sonden-DNA mit dem Prime-It II
Random Primer Labeling Kit hergestellt. Nicht eingebaute, radioaktive Nukleotide wurden
durch Zentrifugation fiir 1 min bei 800 x g {iber eine 1 ml Sephadex G50 Sdule mit TE
entfernt. Anschliefend wurde die Sonde fiir 5 min auf 95 °C erhitzt, abgekiihlt und in 10 ml
Hybridisierungspuffer itiber Nacht bei 37 °C im Hybridisierungsofen mit der Membran
hybridisiert (Mehdy et al., 1983). Gewaschen wurde die Membran im Hybridisierungsofen
bei 37 °C in folgenden Schritten:

1. 1 h mit 30 ml Waschpuffer

2. 20 min mit 40 ml 2 x SSC mit 0,1 % SDS
3. 20 min mit 40 ml 0,2 x SSC mit 0,1 % SDS
4. 20 min mit 40 ml 2 x SSC

Die Nylonmembran wurde auf Whatmanpapier getrocknet, in Cellophanfolie eingewickelt
und zusammen mit einem Rontgenfilm in einer Expositionskammer eine Stunde bis mehrere

Tage bei — 70 °C gelagert. AnschlieBend wurde der Rontgenfilm entwickelt.

Waschpuffer Hybridisierungspuffer
1,2 M Phosphatpuffer pH 6,8 Waschpuffer mit
2 mM EDTA (pH 7,2) 4 x  Denhardts Reagenz
50 %  Formamid
1 %  Na-Laurylsarcosinat Denhardts Reagenz (100 x)
0,2 %  SDS 2 % Ficoll
in 2 x SSC 2 % Polyvinylpyrrolidon

2 % BSA
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2.2.4.7 Prazipitation von DNA und RNA

Losungen von DNA und RNA wurden mit einem Zehntel ihres Volumens einer 3 M
Natriumacetat-Losung (pH 4,8) und zwei Volumen Ethanol versetzt und fiir 1 Stunde oder
langer bei - 20 °C gelagert. Anschliefend wurde 20 min bei 16 100 x g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und der Niederschlag mit 0,5 bis 1 ml 70 %iger Ethanolldsung
gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 10 min wurde der Uberstand abgesaugt

und der Niederschlag getrocknet.

2.2.4.8 Reinigung von PCR-Produkten mit QlAvac
Die Reinigung von PCR-Produkten im 96-Loch-Format wurde mit dem QIAvac PCR
Purification Kit und dem erforderlichen Zubehor nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.4.10 Quantitative PCR

Quantitative PCR Reaktionen wurden mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit und der
Quantitative PCR-Maschine Opticon 2 durchgefiihrt. Dazu wurden fiir die Sonden des
Microarray Oligonukleotid-Paare ausgewahlt, die mit der cDNA-Matrize von D. discoideum

Produkte mit einer Lédnge von 200 bis 300 bp erzeugten.

Als positive Kontrolle wurde das Gen H7 verwendet, das wihrend des Wachstums und des
Entwicklungszykluses von D. discoideum stets gleich stark exprimiert wird (Zinda und
Singleton, 1998). Um eine Eichkurve zu erstellen wurde das murine Gen Annexin 7
verwendet, das von einem pGEMTeasy Plasmid (Promega) mit der gesamten cDNA-Sequenz
von Annexin 7 amplifiziert wurde. Das Plasmid wurde in den Mengen 10 pg, 100 pg, 1 ng
und 10 ng eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Opticon Monitor in
Version 2.02.

Reaktionsansatz (20 pl)
10 pl 2 x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix

0,5 ul Vorwirts-Oligonukleotid (20 uM)
0,5 ul Riickwirts-Oligonukleotid (20 uM)
1 pul cDNA-Matrize
8 ul Wasser
PCR-Programm
1. 5 min 95 °C Denaturierung der DNA
2. je60mal 30s94°C Denaturierung der DNA
30s 58 °C Hybridisierung der Oligonukleotide
60 s 68 °C DNA-Synthese
Fluoreszenz-Messung
3. 1 s50°C

4. Schmelzkurve von 60 bis 90 °C mit 5 s
Pause und Messung alle 1 °C
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2.2.5 Microarray-Methoden

2.2.5.1 Zugabe von SpotReport RNA zur RNA von D. discoideum

Das SpotReport — 10 Array Validation System dient der Uberpriifung des Microarray-Systems
durch Zugabe von bekannten Mengen Arabidopsis RNA zur RNA von D. discoideum. Um
exakte Messwerte zu erhalten, wurden aus den zehn verschiedenen RNA-Fragmenten zwei
Stocklosungen erstellt, von der jeweils 10 ul zu 20 ug RNA des Experiments bzw. der
Kontrolle von D. discoideum gegeben wurden. AnschlieBend wurde die RNA prézipitiert und

in 12 ul RNase-freiem Wasser gelost.

Gen Mischung A Mischung B Quotient A/B Gesamtmenge
[pg/10 pl] [pg/10 pl] [pa]
Cab 300 150 2 450
RCA 250 250 1 500
rbcL 250 250 1 500
LTP4 5 5 1 10
LTP6 2 2 1 4
XCP2 1 1 1 2
RCP1 300 150 2 450
NAC1 400 40 10 440
TIM 375 75 5 450
PRKase 375 75 5 450

2.2.5.2 Reverse Transkription von RNA und Fluoreszenzmarkierung mit FairPlay

Die reverse Transkription und die Markierung der cDNA mit den Fluoreszenz-Farbstoffen
Cy3 und Cy5 wurde nach Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Die Reinigung der
markierten cDNA wurde nach Schritt 21 modifiziert. Die Siule wurde noch zweimal mit
10 mM TrisCl (pH 8,5) eluiert und die DNA-Konzentration spektroskopisch bestimmit.
AnschlieBend wurden Cy3- und Cy5-markierte cDNA vereinigt und prazipitiert.

2.2.5.3 Prahybridisierung der Microarrays
Microarrays wurden nach dem Protokoll fiir UltraGAPS-Objekttrager prahybridisiert.

2.2.5.4 Hybridisierung der Microarrays

Die markierte cDNA wurde in 65 pl Hybridisierungspuffer gelost und fiir 10 min auf 80 °C
erhitzt. Nach Abkiihlung auf 37 °C wurden sie, auf ein Microarray pipettiert und
luftblasenfrei mit einem Deckglas abgedeckt. Das Microarray wurde in eine
Hybridisierungskammer gelegt, in deren Reservoiren sich je 10 ul 3 x SSC befanden, die

Kammern verschlossen und tiber Nacht in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert.

Dann wurden die Microarrays aus der Hybridisierungskammer entnommen und mit folgenden

Schritten gewaschen:



2 Material und Methoden 25

2 x SSC mit 0,1 % SDS bis das Deckglas abfiel
2 x SSC mit 0,1 % SDS fiir 5 min

0,1 x SSC mit 0,1 % SDS fiir 5 min

0,1 x SSC fiir 5 s

0,1 x SSC fiir 5 s

0,1 x SSC fiir 5 s

0,1 x SSC fiir 5 s

0,1 x SSC fiir5 s

0,01 x SSC fiir 5 s

LRI B LD —

AnschlieBend wurden die Microarrays sofort fiir 10 min bei 235 x g zentrifugiert und am
selben Tag gescannt.
Hybridisierungslosung (65 pl)

62,4 pl Hybridisierungspuffer

1,3 ul Fisch DNA [10 mg/ml]
1,3 ul Oligo dA [100 uM]

2.2.5.5 Scannen von Microarrays

Microarrays wurden mit ScanArray Express nach Anleitung gescannt. Es wurden stets
mehrere Scans mit unterschiedlichen Anregungs- und Verstiarkungsenergien durchgefiihrt. Ein
Scan mit hoher Anregung diente dazu, von mdglichst vielen Sondenpunkten Signale zu
erhalten, wobei in Kauf genommen wurde, dass einige Punkte gesittigte Signale hatten. Ein
zweiter Scan wurde mit niedriger Anregung durchgefiihrt. Dabei wurde die Anregungsenergie
so eingestellt, dass die Sondenpunkte mit den stdrksten Signalen geringfiigig unterhalb der
Sattigung lagen. Dieser Scan lieferte die Signale fiir Sondenpunkte, die im ersten Scan

gesittigte Signale hatten.

Die Verstirkung wurde moglichst auf 70 bis 80 % eingestellt, um ein gilinstiges Signal-
Rausch-Verhiltnis zu erreichen. Die Anregung wurde so gewihlt, dass der Cy3-Kanal und der
Cy5-Kanal dhnliche Signalintensititen hatten. Dadurch wurden die Kanile teilweise
normalisiert, was die ndtigen Anpassungen bei der Normalisierung mit dem Programm R

verringerte.

2.2.5.6 Quantifizieren von Microarrays
Die Microarray-Bilder der Scans mit starker und schwacher Anregung wurden mit ScanArray
Express nach Anleitung des Herstellers quantifiziert. Dabei wurde die Quantifizierungs-

methode Adaptive circle mit den Standardparametern verwendet.

Nach der Quantifizierung wurde die Punktfindung aller Sondenpunkte manuell iiberpriift und

gegebenenfalls die Position oder der Durchmesser des quantifizierten Kreises an den
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Sondenpunkt angepasst. Bei der Quantifizierung des Scans mit niedriger Anregung wurden
nur die Kreise der Sondenpunkte angepasst, die im Scan mit starker Anregung gesittigt
waren. Die quantifizierten Intensititen der iibrigen Punkte wurden nicht angepasst, da ihre

Daten verworfen wurden.

2.2.6 In silico Methoden

2.2.6.1 Identifikation differentiell exprimierter Gene mit Significance Analysis of
Microarrays (SAM)

Fir die Identifikation der differentiell exprimierten Gene eines Microarray-Experiments
wurde das Programm Significance Analysis of Microarrays (SAM) in der Version 1.21 nach
Anleitung verwendet (Tusher et al., 2001). Bei den Optionen, die SAM bietet, wurden
groBtenteils die Voreinstellungen beibehalten. Die Anzahl der Permutation wurde jedoch stets

auf 1000 gesetzt und als response type wurde one class verwendet.

In SAM kann die gewiinschte Stringenz der Berechnung mit dem sogenannten delta-Wert
gewihlt werden. Da SAM fiir jeden delta-Wert nicht nur die differentiell exprimierten Gene
ermittelt, sondern auch die Anzahl der erwarteten falsch positiven Gene, wurde als
Schwellenwert fiir delta der Wert gewéhlt, bei dem der 90th percentile Wert der false

discovery rate (FDR) minimal war.

2.2.6.2 Clusteranalyse in GeneSpring 6.1

Fiir Clusteranalyse in GeneSpring 6.1 wurden die nicht-logarithmischen Faktoren der
Induktion und Repression sowie die Standardabweichungen verwendet. Die Daten wurden
nach Anleitung des Herstellers importiert und ein neues experiment angelegt. Die
Normalisierung in GeneSpring wurde deaktiviert, da die Daten bereits in dem Programm R
normalisiert worden waren. Auch das error-model wurde nicht verwendet. Das clustering
wurde mit den Methoden Gene Tree und Condition Tree durchgefiihrt. Bei Gene Tree werden
die einzelnen Gene anhand dhnlicher Expressionsmuster gruppiert, wihrend bei Condition
Tree ganze Microarrays aufgrund der Ahnlichkeit aller ihrer Sonden gruppiert werden (siche
Abschnitt 3.4.3). Es wurden stets mehrere Korrelationsmethoden wie Standard-, Pearson- und
Spearman- correlation fiir das clustering verwendet und die Ergebnisse vergleichen, um die

Robustheit der Clusteranalyse abschétzen zu konnen.

2.2.6.3BLAST-Suchen
Fiir den Sequenzvergleich der cDNA-Sequenzen mit den bekannten Proteinsequenzen von D.

discoideum und anderen Organismen wurden das Programm BLAST (Altschul et al., 1990)
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des NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) oder des EBI (http://www.ebi.ac.uk/
blast2/index.html?UniProt) verwendet. Es gibt mehrere Moglichkeiten der BLAST-Suche.
Die Funktion BLASTN vergleicht DNA-Sequenzen, BLASTP Proteinsequenzen und
BLASTX translatiert eine DNA-Sequenz in alle sechs Leserahmen und vergleicht diese mit

Proteinsequenzen.
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3  Ergebnisse

3.1 Herstellung des D. discoideum DNA-Microarrays

3.1.1 Vergleich von Methoden zur Amplifikation der Sonden fiur die
Herstellung von DNA-Microarrays

Die Herstellung von DNA-Microarrays fiir D. discoideum, die einen grofen Teil des Genoms
reprisentieren, erfordert die Produktion mehrerer tausend Sonden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Microarrays tragen 5423 Sonden des japanischen cDNA Projektes, 450 Sonden
fiir publizierte Gene und 33 Kontrollen. Das Ausgangsmaterial fiir die Sondenproduktion
waren im Fall der japanischen cDNA Plasmide, welche die jeweilige cDNA enthielten, und
im Fall der publizierten Gene und einiger Kontrollen genomische DNA und genspezifische
Oligonukleotide. Die Amplifikation der Sonden erfolgte mittels PCR und erforderte
erhebliche Mittel und Zeit.

Cheung et al. (1999) berichten 1999, dass eine Sonden-Konzentration von 500 ng/pl ndtig ist,
um Microarrays zu drucken. Eine so hohe Konzentration bei einem Mindestvolumen von
10 pul wire jedoch nur durch mehrere PCR-Ansétze je Sonde zu erreichen, was den Aufwand
vervielfachen wiirde. Um Kosten und Aufwand so gering wie moglich zu halten, wurde die
minimale Anzahl von PCR-Amplifikationen ermittelt, die bendtigt wird, um eine
ausreichende Sondenmenge fiir das Drucken von Microarrays herzustellen. Auflerdem wurde
ermittelt, welches Reinigungsverfahren flir die PCR-Ansétze bei minimalem Aufwand und
Kosten einen geniigenden Reinheitsgrad der Sonden fiir das Drucken auf Microarrays liefert.
Hegde et al. (2000) empfehlen die Verwendung einer Filtermethode, um Nukleotide und
Oligonukleotide zu entfernen. Daher wurde die Verwendung eines kommerziellen PCR-

Reinigungssystems mit der Ethanolprizipitation verglichen.

Es wurden folgende drei Methoden zur Amplifikation und Reinigung von 90 Sonden fiir D.

discoideum Gene eingesetzt:
1. Amplifikation mit einem PCR-Ansatz und Reinigung mittels Ethanolprézipitation

2. Amplifikation mit fiinf PCR-Ansdtzen je Sonde und Reinigung durch

Ethanolprizipitation der vereinigten Ansétze

3. Amplifikation mit einem PCR-Ansatz und Reinigung mit dem QIAvac PCR

Purification Kit.
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Nach den PCR-Reaktionen wurde die korrekte Amplifikation der Sonden mittels
Gelelektrophorese tliberpriift. Die mittlere Lange der Sonden betrug 509 bp. Um die maximale
Konzentration zu erreichen, wurden die bereits gefillten Sonden der Methoden eins und zwei
direkt, die QIAvac-gereinigten Sonden nach Ethanolprizipitation, in 10 ul TE mit 50 %
DMSO (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 50 % DMSO) gelost. Die gereinigten
Sonden wurden in Duplikaten auf Objekttrager gedruckt und zur Hybridisierung mit
markierten cDNA-Proben verwendet. Die Microarrays wurden je 10 min mit 1 x SSC, 0,1 %
SDS und 0,2 x SSC gewaschen, kurz in Reinstwasser und Ethanol getaucht und durch
Zentrifugation bei 235 x g getrocknet. Bilder der Microarrays wurden fiir die Cy3- und Cy5-
Fluoreszenz mit ScanArray aufgenommen und mit QuantArray quantifiziert. Fiir drei
Microarrays wurde die totale Signalintensitdt aller 90 Doppelpunkte einer Amplifikations-

und Reinigungsmethode sowie die Standardabweichung berechnet

Der Vergleich der totalen Signalintensitit aller 90 Doppelpunkte einer Amplifikations- und
Reinigungsmethode zeigt, dass die Unterschiede bei Cy3 wie auch bei Cy5 gering sind.
Zwischen der einfachen und fiinffachen PCR-Amplifikation sind ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede feststellbar. Eine Erh6hung der Sondenkonzentration fiihrt also nicht zu héheren
Signalintensititen. Die mit QIAvac gereinigten Sonden liefern fiir Cy3 eine 18,4 % und fiir

Cy5 eine 18,9 % hohere Signalintensitit (Abb. 6).
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Abb. 6: Totale Signalintensitat. Totale Signalintensitit der 90 Sonden im Cy3- und Cy5-Kanal fiir
die drei verschiedenen Amplifikations- und Reinigungsmethoden. Die totale Intensitdt wurde durch
Summation der Einzelintensititen der 90 Doppelpunkte berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von drei Microarrays.
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Da die totale Signalintensitdt hauptsidchlich von den Sonden bestimmt wird, die eine hohe
Intensitdt zeigen, wurden die Signalintensititen iiber das gesamte Intensitdtsspektrum
verglichen (Abb. 7). Die Signalintensitdten sind {liber anndhernd zwei GroBenordnungen fast
gleich. Die Intensitdten der einfach PCR-amplifizierten, ethanolprizipitierten und mittels
QIAvac gereinigten Sonden sind iiber weite Teile des Graphen anndhernd gleich. Die
flinffach-amplifizierten Sonden weisen dagegen bei niedrigen Signalintensitdten etwas hohere
Werte auf als die Sonden der anderen beiden Methoden. Die in Abb. 6 gezeigte, hohere
Totalintensitdt der QIAvac gereinigten Sonden kommt durch wenige Sonden mit sehr hoher
Intensitdt zustande (Abb. 7). Sie konnte eventuell durch das Entfernen von Nukleotiden und
Oligonukleotiden erklart werden. Diese fallen bei der Ethanolprizipitation mit aus und setzen
moglicherweise die DNA-Bindekapazitit der Microarray-Oberfliche herab. Ein Effekt der
drei Methoden auf die Morphologie der Sondenpunkte konnte nicht festgestellt werden. Die

von QuantArray berechnete Uniformitit der Punkte betrug im Mittel jeweils 96 %.
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Abb. 7: Cy3-Signalintensitaten der 90 Sonden. Cy3-Signalintensititen der 90 Sonden fiir die drei
verschiedenen Amplifikations- und Reinigungsmethoden. Abgebildet sind die mittleren
Signalintensititen der 90 Sonden der drei Microarrays, sortiert nach Intensitit.

3.1.2 Amplifikation der Sonden

Die Sonden fiir das D. discoideum Microarray wurden, wie in Material und Methoden (2.2.1)
beschrieben, amplifiziert und die korrekte Amplifikation aller Sonden mittels
Gelelektrophorese tiiberpriift. Abb. 8 zeigt dies am Beispiel der dritten 96-Loch-
Mikrotiterplatte. Jede Sonde ist paarweise nach PCR und nach Konzentrierung mittels

Ethanolprizipitation aufgetragen worden. Wie man sieht, wurden bis auf zwei Sonden stets
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PCR-Produkte erhalten und nur bei wenigen Sonden ist ein geringer Verlust bei der
Konzentrierung aufgetreten. Durch die Gelelektrophorese war auch ein Vergleich der
erwarteten und beobachteten Groe moglich und es konnte {iberpriift werden, ob

ausschlieflich Produkte einer Linge gebildet wurden.
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Abb.8: DNA Gelelektrophorese der amplifizierten Sonden der dritten 96-Loch-
Mikrotiterplatte. Die PCR-Produkte nach Auftrennung in einem 1 %igen Agarosegel in TBE-Puffer
sind gezeigt. Das links abgebildete Gel enthdlt die ersten 48 Sonden (Nr. 181 bis 228) der
Mikrotiterplatte; das rechte die verbleibenden 42 (Nr. 229 bis 270) sowie drei positive und drei
negative Kontrollen. Aufgetragen sind die Sonden jeweils zweimal. Die linke Spur enthélt 10 pl des
100 pl umfassenden PCR-Ansatzes, die rechte 1 pl, der nach Ethanolprézipitation in 11 pl Microarray-
Drucklosung geldsten Sonde. Ganz rechts unten befinden sich die sechs Spuren der drei negativen
Kontrollen, links daneben die sechs Spuren der positiven Kontrollen. Es wurde die 1 kb Plus DNA
Ladder als Langenstandard verwendet (1., 26. und 51. Spur). Fiir den Langenstandard oben rechts sind
vier Fragmenten markiert. Thre Gré8en betragen 1650, 1000, 500 und 100 bp.

3.1.3 Transfer der Sonden aus 96-Loch- in 384-Loch-Mikrotiterplatten

Die Sonden wurden aus Platten im 96-Loch-Format, in denen sie amplifiziert und durch
Féllung konzentriert worden waren, in 384-Loch-Platten iiberfiihrt, um auf Microarrays
gedruckt zu werden. Dazu wurde ein Proteineer dp Pipettier-Roboter verwendet. Um sicher
zustellen, dass bei diesem Transfer keine Kontamination der Sonden untereinander stattfindet,

wurde iiberpriift, ob die Waschprozedur des Proteineer den Ubertrag von DNA verhindert.

Dazu wurde eine 96-Loch-Mikrotiterplatte in vier Spalten mit je 10 pl Microarray-
Drucklosung (25 % DMSO) befiillt, die als Leerwert dienten. Weitere acht Spalten wurden
abwechselnd mit Puffer mit und ohne 100 ng/ul Fisch DNA befiillt, um zu bestimmen ob
DNA von dem DNA-haltigen Puffer auf den DNA-freien Puffer ilibertragen wird. Der
Proteineer transferierte dann den Inhalt der 96-Loch-Mikrotiterplatte in eine 384-Loch-
Mikrotiterplatte, wobei zwischen den Pipettiervorgingen im ersten Versuch dreimal und im
zweiten Versuch flinfmal mit Reinstwasser gewaschen wurde. AnschlieBend wurden die

transferierten acht mal 10pul einer Spalte vereinigt und fir eine DNA-
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Konzentrationsbestimmung mit PicoGreen verwendet. Die Nachweisgrenze der PicoGreen
Methode liegt bei 25 pg/ml. Da zur Messung 80 ul verwendet wurden, die im Reaktionsansatz
auf 500 pl mit Puffer aufgefiillt werden muBten, liegt die tatsdchliche Nachweisgrenze bei
160 pg/ml, was 1,6 ppm der eingesetzten 100 ng/ul Fisch DNA entspricht.
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Abb. 9: Uberpriifung der Pipettenspitzen-Reinigung des Proteineer. Relative DNA-Konzentration
der Microarray-Drucklosung vor (Pipettenspitze neu) und nach (Pipettenspitze gewaschen) Kontakt
der Pipettenspitzen mit DNA-haltigem Puffer. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von vier Messungen. Zwischen den Pipettiervorgingen wurde dreimal und

flinfmal mit Reinstwasser gewaschen. Die relative DNA-Konzentration der Drucklosung mit 100 ng/pl
Fisch DNA betrug 3,3 x 10° (nicht dargestellt).

Die Messwerte stimmen etwa mit den Leerwerten iiberein. In der pipettierten Drucklosung
konnte also sowohl bei fiinfmaligem, als auch bei dreimaligem Waschen der Pipettenspitzen

keine DNA nachgewiesen werden (Abb. 9).

3.1.4 Druck der Microarrays

Auch beim Druck der Microarrays muflte iiberpriift werden, ob es zu einer Kontamination der
Sonden untereinander kommt. Dazu wurden die Signalintensititen der negativen Kontrolle,
der Drucklésung, vor und nach dem Drucken einer positiven Kontrolle, der Sonde fiir das
Aktin-Gen, verglichen. Zunidchst wurde mit Ultraschall-gereinigten Microspot 2500-Stiften
dreimal die negative Kontrolle gedruckt, anschlieBend die positive Kontrolle und dann wieder
dreimal die negative Kontrolle. Zwischen jedem Druckvorgang wurden die Stifte zweimal mit
der Waschprozedur des MicroGrid II Druckers gereinigt. Nach der Post-Prozessierung wurde
das Microarray mit Cy3- und Cy5S-markierter cDNA hybridisiert. In Abb. 10 sieht man die
Mediane der quantifizierten und normalisierten Signalintensitéten der drei Druckvorgénge vor

und nach der positiven Kontrolle. Die Intensitéten sind etwa gleich hoch.
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Die Intensititen der Druckvorginge fiinf, sechs und sieben sind nicht hoher als die Vorginge
eins, zwei und drei, welche der Hintergrundintensitidt des Microarrays entsprechen. Mit der

verwendeten Waschprozedur findet also kein Ubertrag von Sondenmaterial statt.
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Abb. 10: Uberpriufung der Drucknadel-Reinigung des MicroGrid Il. Mediane Signalintensititen
und Standardabweichungen von je 32 Sondenpunkten eines Druckvorgangs nach Hybridisierung des
Microarrays mit Cy3- und Cy5-markierter cDNA, die mit RNA aus vegetativen D. discoideum Zellen
hergestellt wurde. In den Druckvorgingen eins, zwei und drei wurde die Negativkontrolle mit
gereinigten Stiften gedruckt; in Druckvorgang vier die Positivkontrolle (Signalintensitdt nicht gezeigt)
und anschlieffend erneut die Negativkontrolle in fiinf, sechs und sieben.

3.1.5 Das D. discoideum DNA-Microarray

Das D. discoideum DNA-Microarray, besteht aus 5873 genspezifischen Sonden und 33
Kontrollen. Die Sonden sind jeweils zweimal nebeneinander gedruckt, wéhrend die
Kontrollen hédufiger vorkommen. Die Positivkontrollen sind je 24-mal, die Negativkontrollen
sechs-, 24- oder 286-mal und die SpotReport Kontrollen je 96-mal gedruckt. Insgesamt
besteht das Microarray aus 14 620 Punkten (Tabelle 1). Aufgebaut ist das Microarray aus drei
Blocken mit je 16 Unter-Microarrays, die wiederum aus 18 x 18 Punkten bestehen. Die
Blocke werden nacheinander von einem 16 Stifte umfassenden Druckkopf und jedes Unter-

Microarray folglich von einem einzelnen Stift gedruckt (Abb. 11).

Tabelle 1: Sonden des D. discoideum Microarrays

Sonden Punkte
publizierte Gene 450 8 % 900 6 %
cDNAs 5423 92 % 10846 74 %
Kontrollen 33 1% 2874 20 %
Summe 5906 14620
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a) b)
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Abb. 11: Das D. discoideum Microarray. a) Ein mit Cy3- und Cy5-markierter cDNA hybridisiertes
Microarray nach dem Scan. b) VergrofSerung des unteren rechten Unter-Microarrays. Da es sich um
Rohwerte handelt und die Intensitdten nicht normalisiert sind, entspricht das Verhiltnis von Cy3- zu
CyS5-Intensitdt moglicherweise nicht dem der cDNA-Konzentrationen. ¢) Falschfarben-Spektrum. Die
Farben in a und b kommen durch die Uberlagerung des roten Falschfarben-Spektrums fiir Cy3 mit
dem griinen Spektrum fiir Cy5 zustande. Je heller die Farben sind, desto hoher ist die gemessene
Fluoreszenz-Intensitit. Weifle Punkte zeigen Sonden an, deren Signal in der Sittigung liegt.
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3.2 Quantifizierung der gemessenen Signalintensitaten

Die Bilder der Fluoreszenz-Signale von Cy3 und Cy5 wurden mit dem Scan- und
Quantifizierungsprogramm ScanArray Express quantifiziert. Dabei wurde die Fliche jedes

Sondenpunktes automatisch mit einem Kreis markiert, dessen Radius variabel war und sich an

den Punkt anpasste (Abb. 12).

Abb. 12: Quantifizierung der Microarray-Bilder. Dargestellt ist dasselbe Unter-Microarray, wie in
Abb. 11 b). Kreise markieren die Flichen der Sondenpunkte. Leere Kreise zeigen gefundene Punkte
an; Kreise mit Kreuzen zeigen, dass kein Punkt gefunden wurde. Letzteres tritt dann auf, wenn kein
Fluoreszenz-Signal vorliegt.

Storend fiir die Quantifizierung ist, dass die Microarray-Bilder keine perfekten Bilder sind,
wo nur die Sondenpunkte leuchten und die Intensititen der Punkte homogen sind. Héufig ist
eine geringe Fluoreszenz der unbedruckten Microarray-Oberfliche zu beobachten, es
kommen lokale Verunreinigungen vor und die Intensitit der Sondenpunkte ist inhomogen.
Dabei ist die Hintergrundfluoreszenz auf dem gesamten Microarray nicht immer an allen
Orten gleich grofl (Hegde et al., 2000) und der Hintergrund des unbedruckten Microarray

entspricht nicht dem Hintergrund eines Sondenpunktes (Martinez et al., 2003).

Bei Microarrays mit stellenweise erhohtem Hintergrund, der moglicherweise durch
unvollstindig gebundenes Sondenmaterial und damit einzelnen ,,ausgebluteten* Punkten, oder
auch durch ungebundenen Fluoreszenz-Farbstoff verursacht sein konnte, fiel auf, dass dieser
Hintergrund nicht die Intensitit der Punkte iiberlagert. Vielmehr sieht es so aus, als ob die

DNA der Sondenpunkte das Binden des Hintergrundmaterials verhindert (Abb. 13).
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Abb. 13: Hintergrund in Microarray-Bildern. a) Ausschnitt eines Microarray-Bildes des Cy3-
Kanals in Falschfarben-Darstellung, der eine ,,Wolke“ Ilokalen Hintergrunds zeigt. b)
Ausschnittsvergroerung von zwei Sondenpunkt-Paaren (Reihe 12, Spalte 7). c) Wie b) (Reihe 1,

Spalte 9). d) Falschfarben-Spektrum. Die Intensititen werden von ScanArray Express mit 16 bit
Auflésung (0 bis 65535) quantifiziert.

In Abb. 13 b) sieht man, dass der Sondenpunkt oben links etwa genauso wenig Fluoreszenz
zeigt, wie sein Nachbarpunkt (oben rechts). Die beiden unteren Punkte haben ebenfalls eine
dhnliche Intensitit, obwohl der linke Punkt von Hintergrund umgeben ist. Auch die beiden
Punkte in der mittleren Reihe von c) heben sich vor dem Hintergrund mit héherer Intensitét

ab.

Da der Hintergrund nicht additiv ist, wurde der lokale Hintergrund, den ScanArray Express
fiir jeden Punkt anhand der Umgebung des Punktes berechnet, nicht von der Signalintensitit
des Punktes subtrahiert. Die Quantifizierung wurde bei allen Microarrays manuell
kontrolliert. In Féllen, wo die Sondenpunkte nicht von lokalem Hintergrund unterschieden

werden konnten, wurden die Punkte von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die Inhomogenitét der Sondensignale wurde durch die Verwendung des Median kompensiert.

Der Median ist ein robuster Mittelwert (Kesel et al., 1999).

3.3 Entwicklung eines automatisierten Auswerteverfahrens

Microarray-Experimente liefern meist sehr grole Datensétze. Ein typisches Experiment mit
dem D. discoideum Microarray, das 14 620 Sondenpunkte trigt, erzeugt bei drei
unabhingigen RNA-Isolationen und der Verwendung von dye-swaps auf insgesamt sechs

Microarrays jeweils 87 720 Intensititswerte fiir den Cy3- und den Cy5-Kanal. Da eine
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manuelle Auswertung nicht mdglich ist, wurde ein automatisiertes Auswerteverfahren

entwickelt (Abb. 14).

Ausgehend von den quantifizierten Signalintensititen der einzelnen Sondenpunkte, die von
dem Programm ScanArray Express bereitgestellt werden, sollten primér die differentiell
exprimierten Gene identifiziert werden. Dazu miissen zuvor die SpotReport- und einige
andere Kontrollen sowie die in ScanArray Express nicht gefundenen oder als schlecht
markierten Punkte heraus gefiltert werden. Dann miissen der Cy3- und der Cy5-Kanal
normalisiert werden. Fiir die Analyse einer Zeitreihe der Infektion von D. discoideum mit L.
pneumophila sollte auch das Clustering von Genen iiber die verschiedenen Zeitpunkte

moglich sein.

ScanArray Express Array Tools & Excel R

m—)

Scannen & Filtern & Daten- Normaligierung &
Quantifizierung Transformationen Kontrollgraphen
Microarrays Rohdaten
SAM GeneSpring

1 #=);
Tememsa
Identifikation differentiell Clustering &
exprunierter Gene Visualisierung

Abb. 14: Das automatisierte Auswerteverfahren fur die D. discoideum Microarrays. Die
Rohdaten der Microarrays, also die Signalintensititen der Sondenpunkte, werden mit dem Programm
ScanArray Express erzeugt. Array Tools, das Add-in fiir Excel dient dazu, die Daten so zu filtern und
zu transformieren, das sie von dem Statistikprogramm R normalisiert werden konnen. AnschlieBend
werden die normalisierten Daten von Array Tools erneut aufbereitet, damit dann die differentiell
exprimierten Gene vom Excel Add-in SAM identifiziert werden konnen. Zusétzlich konnen Daten, wie
die der Zeitreihe, mit dem Microarray-Analyseprogramm GeneSpring untersucht werden. Dieser
Schritt wurde nicht automatisiert.



3 Ergebnisse 38

3.3.1 Array Tools

Array Tools ist ein Add-in fiir Microsoft Excel und wurde in Visual Basic geschrieben
(Abb. 15). Excel ermdglicht die einfache Manipulation von Daten in Tabellenform und
erlaubt das Erstellen von Graphen. Der Import und Export von Daten im column separated
values (CSV) Format, wie sie von ScanArray Express erzeugt werden, ist moglich, und auch
das Programm Significance Analysis of Microarrays (SAM) ist ein Add-in, das in Excel l4utft.
Array Tools ist auf der Internet-Seite des Instituts fiir Biochemie I verfiigbar (http://www.uni-

koeln.de/med-fak/biochemie/transcriptomics/).

Array Tools filtert und transformiert die Microarray-Rohdaten, um sie von R normalisieren zu
lassen. Anschlieflend werden die Daten fir SAM aufbereitet. Die einzelnen Schritte sind im

Folgenden beschrieben.

x
Experiment * | Abb. 15: Array Tools. Die Bedienoberfliche
| ci\Dokumente und Einstellungen|akesé|Eigens Dateisn|,_Experimenteiinfektion 06 JR3Z vs uninfiInfektion 06 JR32 von Array TOOIS Zeigt 1rn Oberen Drlttel dle
ohed o ey sicse e porio) LT Microarrays des Experiments und gliedert sich
12650157 darunter in fiinf Karteikarten, mit denen sich
- folgende Schritte durchfiihren lassen:
1. Experiment anlegen
2. Import von ScanArray Express
L. Experimert 2. Import fram ScandrtayExpress | 3, Export to R | 4. Import From R | 5. Export 541 3. Export nach R
S Metenmmri || B o S AM

- Select bwo files (high and low
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1. Experiment

Ein Microarray-Experiment besteht meist aus mehreren Microarrays, die der

Messwiederholung dienen.

Um die Wiederholungen nutzen zu konnen, sollten die Microarrays untereinander skaliert
sein, d. h. die Haufigkeitsverteilungen der Faktoren der differentiellen Genexpression sollten

aneinander angeglichen sein (Yang et al., 2002). Dies erfolgt wiahrend der Normalisierung in
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R. Fiir die Identifikation der differentiell exprimierten Gene nutzt SAM die zwei Punkte je
Sonde auf den Microarrays sowie alle Microarrays eines Experiments als Messwerte. Daher,
und um die Gleichbehandlung der Microarrays zu gewihrleisten, werden alle Microarrays
eines Experiments in Array Tools in einer Container-Datei gespeichert und zusammen

verarbeitet.

2. Import der Daten von ScanArray Express

Microarrays erlauben die Messung der Genexpression tausender Gene, doch die Messspanne
ist nicht sehr grof. Gemessen wird die Genexpression in Form von Fluoreszenz-Intensitét der
markierten ¢cDNA. Der Messbereich kann durch Wahl der Anregungsintensitit und der
Signalverstirkung gewidhlt werden. Dabei beobachtet man meistens, dass die stirksten
Signale bereits in der Sattigung liegen, wihrend die schwiéchsten noch nicht sichtbar sind. Um
diesen Informationsverlust zu verringern, wurden die Microarrays mit zwei Messbereichen
gescannt. Das erste Bildpaar wurde mit starker Anregung aufgenommen. Dabei waren die
meisten Sondenpunkte gut sichtbar und auch von den Punkten mit sehr geringer Fluoreszenz
waren viele zu erkennen (Abb. 16 a). Die Punkte mit der stirksten Intensitdt (in Abb. 16 a)

sind es vier) hatten geséttigte Signale und konnten nicht verwendet werden.

Das zweite Bildpaar wurde mit niedrigerer Anregungsenergie aufgenommen, um auch die
Sonden mit starken Signalen messen zu konnen. Wie man in Abb. 16 b) sieht, sind die

Intensitdten aller Punkte unterhalb der Sattigung, gleichzeitig sind jedoch viele der Punkte mit

geringer Fluoreszenz nicht mehr sichtbar.

Abb. 16: Bilder eines Unter-Microarrays nach Anregung mit hoher und niedriger Energie. a)
Fluoreszenzbild des Cy3-Kanals nach Anregung mit hoher Energie. Es sind vier Punkte mit
gesittigten Signalen, dargestellt in weil, zu sehen. b) Fluoreszenzbild des Cy3-Kanals nach Anregung
mit niedriger Energie. Die gesittigten Signale aus a) liegen innerhalb der Messspanne. Abgebildet ist
auch die Farbskala.
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AnschlieBend wurden beide Bildpaare quantifiziert und die Messwerte mit Array Tools
importiert. Da die meisten Punkte in den Bildern mit starker Anregung keine gesittigten
Signale hatten, konnten ihre Messwerte aus diesen Bildern fiir die Datenanalyse verwendet
werden. Fiir die in diesen Bildern gesittigten Punkte wurden automatisch die Messwerte der
Bilder mit geringerer Anregung verwendet. Als Grenzwert wurde ein Gesamtanteil von 10 %
gesdttigter Bildpunkte im Cy3- und Cy5-Kanal des Punktes festgelegt. Die Anteile gesittigter

Bildpunkte werden von ScanArray Express berechnet.

Die von ScanArray Express berechneten Rohdaten enthalten fiir alle Punkte, auller den
Signalintensititen und dem Anteil der gesittigten Bildpunkte, noch weitere Werte, die als
Qualitdtskriterien dienen konnen. Ein Wert ist die flag (zu dt. Bitschalter), ein Qualitéts-
Kennzeichen, mit dem ScanArray Express Punkte markiert, die gefunden oder nicht gefunden
wurden. Diese Kennzeichen kann man auch manuell setzten, und wurden wihrend der
Kontrolle der Quantifizierung dazu verwendet, um schlechte Punkte zu markieren. Schlechte
Punkte treten z.B. dann auf, wenn Staubkdrner auf einzelne Punkte gefallen sind. In Array
Tools werden alle Punkte mit den Kennzeichen ,,not found®, ,,absent” und ,,bad*“ entfernt.
Ausnahmen sind die Punkte, die nur in einem Kanal nicht detektierbar sind. Die Gene dieser
Sonden werden nur einem experimentellen Zustand exprimiert und sind daher interessant. Um
das ,,Rauschen® des Hintergrunds zu kompensieren, miissen die Punkte im jeweils anderen
Kanal eine Signal haben, das zehnmal so grof3 ist, wie der Hintergrund. Dann wird die

Intensitét fiir den Kanal ohne Signal auf eins gesetzt, um Quotienten berechnen zu kénnen.
Zusitzlich werden alle Punkte entfernt, die folgende Filter nicht passieren:

a) Die Signalintensitdt muss grofer als null sein. Die Gene von Sondenpunkten ohne

Signal werden nicht exprimiert und sind daher uninteressant.

b) SpotReport-Sonden werden entfernt, da sie kiinstliche Expressionsfaktoren haben,
die die Normalisierung storen konnten. Die Faktoren kdnnen einseitig sein und die

SpotReport-Sonden kommen hédufig auf dem Microarray vor.

c) Negative Kontrollen werden entfernt, da fiir sie das Gleiche gilt wie fiir Sonden

ohne Signal.

3. Export nach R

Die Normalisierung der Microarrays findet in dem Programm R statt (siche Abschnitte 2.1.
und 3.3.2). R ist ein Programm, das Daten in Form von Dateien importiert und exportiert und

durch Kommandozeilenbefehle oder Skripten gesteuert werden kann. Array Tools erzeugt



3 Ergebnisse 41

daher aus den Microarray-Daten geeignete Dateien fiir R und ein Skript, das die

Normalisierung in R steuert.

4. Import von R

Die normalisierten Daten der Microarrays werden in die Container-Datei in Excel importiert.

5. Export nach SAM

SAM ist ein Excel Add-in und kann damit die Daten in der Container-Datei nutzen. Dazu
werden die Werte von Array Tools in einer fiir SAM nutzbaren Form angeordnet. SAM
verwendet fiir die Identifikation der differentiell exprimierten Gene alle Messwerte einer
Sonde. Um sicherzustellen, dass fiir einzelne Gene nicht sehr viel weniger Messwerte
vorhanden sind, als fiir die meisten Gene, werden die Gene entfernt, bei denen mehr als die

Halfte der Werte nicht vorhanden sind.

3.3.2 Normalisierung der Microarray-Daten in R

R ist eine Programmiersprache, die zur Analyse und graphischen Darstellung von Daten
verwendet werden kann und durch Module erweiterbar ist (Ihaka und Gentleman, 1996) (The
R Project for Statistical Computing, http://www.r-project.org/). Das BioConductor-Projekt
stellt zahlreiche Module fiir biologische Fragestellungen bereit, darunter auch Module zur
Normalisierung von Microarray-Daten (Dudoit et al., 2002; Dudoit und Yang, 2003)
(BioConductor, http://www.bioconductor.org/). Fiir die Normalisierung der Microarray-Daten
wurde R 1.6.2 mit den Modulen marrayClasses, marraylnput, marrayNorm, marrayPlots und

Biobase verwendet.

Da sich mit R auch Graphen erzeugen lassen, werden automatisch fiir jedes Microarray vor
und nach Normalisierung Kontrollgraphen erzeugt (Abb. 17). Dazu wird das Bland-Altman-
Diagramm verwendet, bei dem fiir jeden Sondenpunkt die logarithmierten Unterschiede
zwischen dem Cy3- und dem Cy5-Wert gegen den logarithmierten Mittelwert aufgetragen
werden (Bland und Altman, 1986). Diese Auftragung wird auch als MA-Diagramm
bezeichnet (Smyth et al., 2002). Formeln 1 und 2 zeigen die Berechnung von M und A.

IntenSitat Experiment
Intensitat

M =log, (Formel 1)

Kontrolle

A = log, / INeNSItat g,peipere * INteNSitéat (Formel 2)

Kontrolle
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Abb. 17 zeigt Kontrollgraphen vor (a) und nach (b) Normalisierung. Vor der Normalisierung
ist die Wolke der Datenpunkte zu negativen M-Werten hin verschoben, was auf eine
insgesamt hohere Fluoreszenz-Intensitdt der Kontrolle zuriickzufiihren ist. AuBBerdem ist die
Datenwolke gekriimmt. Dies kann mit unterschiedlichen Verhiltnissen der Cy3- zur Cy5-
Fluoreszenz iiber den Messbereich erkldrt werden. Nach der Normalisierung ist die

Datenwolke auf der Nullinie von M zentriert und weist keine Kriimmung mehr auf.

a) b)

Array 12523032 Rohdaten Array 12523032 normalisierte Daten

Abb. 17: Kontrollgraphen vor Normalisierung und nach Normalisierung. Aufgetragen ist der
logarithmierte Unterschied (M) zwischen dem Cy3- und dem Cy5-Wert gegen den logarithmierten
Mittelwert (A) fiir jeden Sondenpunkt. Die Punkte mit M-Werten gréfer Null zeigen induzierte Gene,
wihrend M-Werte kleiner Null reprimierte Gene bedeuten. Hohe A-Werte entsprechen Genen, die im
Mittel hoch exprimiert sind, niedrige dem Gegenteil. Die farbigen Linien stellen die
Regressionskurven der LOWESS-Normalisierung dar. Da die Normalisierung fiir jedes Unter-
Microarray einzeln berechnet wird, sind 48 Kurven dargestellt. a) Vor Normalisierung. b) Nach
Normalisierung.

Die Normalisierung wird in R fiir alle Microarrays eines Experiments zusammen durchgefiihrt
und die normalisierten Daten werden anschlieBend skaliert, so dass nicht nur die Verteilung
der M-Werte auf Null zentriert ist, sondern die Verteilungen auch anndhernd gleich breit sind

(Abb. 18).
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Abb. 18: Normalisierung und Skalierung der Microarrays eines Experiments. Dargestellt sind die
Verteilung von vier Microarrays vor (a) und nach Normalisierung (b). Die roten Rechtecke umfassen
50 % der Datenpunkte eines Microarrays und der horizontale Strich im Rechteck zeigt den Median der
Verteilung an. Die beiden horizontalen Striche ober- und unterhalb des roten Rechtecks begrenzen die
Verteilung; Punkte jenseits dieser Striche sind Ausreifler (Tukey, 1977). Wihrend der Normalisierung
werden die Verteilungen der Arrays auf einen M-Wert von Null verschoben und anschliefend die
Hohe der Verteilungen angeglichen.

3.3.3 Identifikation differentiell exprimierter Gene mit SAM

Zur Identifikation der differentiell exprimierten Gene wurde das Programm SAM verwendet

(siche Abschnitte 2.1.9, 3.4.2 und 3.6.2).

3.4 Validierung des Microarray-Systems

3.4.1 Das SpotReport System

Das Microarray triagt die Sonden des SpotReport — 10 Array Validation Systems, mit denen
die Faktoren der Induktion bzw. Repression der Genexpression, sowie die Nachweisgrenze
des Microarrays iiberpriift wurden. Das SpotReport System besteht aus zehn DNA Sonden
und den zugehorigen RNAs von Arabidopsis thaliana Genen. Diese Gene kodieren fiir
Proteine der Photosynthese und ihre Sequenz wurde mittels BLAST mit den bekannten
Sequenzen des D. discoideum Genoms verglichen. Die A. thaliana Gene sind von allen
bekannten D. discoideum Genen so verschieden, dass keine Hybridisierung moglich sein

sollte.

Da diese DNA-Sonden und RNA-Proben definierte Konzentrationen haben, koénnen
Sondenpunkte mit identischer Konzentration gedruckt werden. Zu der D. discoideum Proben-

RNA konnen dann beliebige Mengen Arabidopsis-RNA gegeben werden, die anschlieend
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zusammen in cDNA transkribiert, farbmarkiert und hybridisiert werden. Die RNAs kdnnen zu
gleichen Teilen oder in beliebigen Verhiltnissen zum Experiment und zur Kontrolle gegeben
werden. Dadurch konnen mit beliebigen Faktoren induzierte und reprimierte Gene simuliert
werden und die im Microarray-Experiment gemessenen Faktoren mit den bekannten
verglichen werden. Dabei konnen in einem Experiment zehn verschiedene Faktoren
gleichzeitig verwendet werden. Au3erdem kann durch Zusatz von geringen Mengen Probe die

Nachweisgrenze des Systems ermittelt werden.

3.4.1.1 Faktoren der Induktion und Repression
Die A. thaliana RNAs wurden in Verhéltnissen von 1:1, 2:1, 5:1 und 10:1 der RNA des

Experiments und der Kontrolle eines Microarrays zugesetzt und die gemessenen Verhiltnisse

mit den tatsdchlichen verglichen (Abb. 19).

Die gemessenen Faktoren spiegeln die tatsdchlichen wider, sind jedoch stets zu gering. So
wird zum Beispiel statt eines log-Faktors von 3,32 (entspricht 10) nur einer von 2,95
(entspricht 7,73) gemessen. Im Fall des 1:1 Verhiltnisses wird ein Wert von 0,03 statt 0,00
gemessen.  Ursachen konnten die  Messunsicherheit sowie das  verwendete
Normalisierungsverfahren sein. Die Differenz von 0,03 ist jedoch so gering, dass sie praktisch

bedeutungslos ist.
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Abb. 19: Vergleich der tatsachlichen mit den gemessenen Faktoren der SpotReport Kontrollen.
Dargestellt sind die log,-Werte der Faktoren. Die nicht-logarithmierten Faktoren und die
Standardfehler sind iiber den Balken angegeben.

3.4.1.2 Nachweisgrenze des Microarrays

Die Nachweisgrenze des Microarrays wurde bestimmt, indem 1 bis 400 pg der verschiedenen
SpotReport RNAs der RNA von D. discoideum zugesetzt wurden. Es wurde beobachtet, bis
zu welcher Menge ein Signal detektierbar war. In Abb. 20 a) lassen sich die Sondenpunkte bis

zu einer Menge von 40 pg gut erkennen. Bei 5 pg ist noch etwas Fluoreszenz sichtbar, ein
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Kreis lésst sich jedoch nicht mehr erkennen. Innerhalb der markierten Kreisfliche treten die
blauen Punkte zwar etwas dichter auf als auBlerhalb, eine Unterscheidung vom Hintergrund ist
jedoch kaum mehr moglich. Bei 1 und 2 pg sind keine Sondenpunkte mehr sichtbar. Die
Nachweisgrenze des Microarray-Systems liegt also etwa bei 5 pg.
a) b)
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Abb. 20: Nachweisgrenze des Microarrays. a) Paare der zehn SpotReport-Sondenpunkte nach
Hybridisierung mit 1 bis 400 pg der zugehorigen RNA. Die weilen Kreise markieren Positionen der
Punkte. b) Falschfarben-Spektrum

Da jedoch die Signalintensititen an der Nachweisgrenze definitionsgeméf an der Grenze des
detektierbaren liegen, konnen bei so geringen RNA-Mengen keine prizisen Genexpressions-
messungen durchgefiihrt werden. Dies ist erst mit groBBeren Mengen mdglich. Ligen z.B. fiir
ein Gen im Experiment 40 pg und in der Kontrolle 5 pg RNA vor, so konnte zwar die
Induktion des Gens festgestellt werden, doch der gemessene Faktor der Induktion wére mit

einer gro3en Messunsicherheit behaftet.

Anhand der fiir Sadugerzellen bekannten Héufigkeiten der mRNA Klassen pro Zelle
(Tabelle 2) kann abgeschitzt werden, fiir welche RNA-Klassen Genexpressionsdnderungen

mit dem Microarray messbar sind.
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Tabelle 2: mMRNA Populationen in einer Saugerzelle. Die mRNAs der Zelle sind in drei Klassen
eingeteilt. Solche, die hdufig, also in hoher Kopienzahl, in der Zelle vorkommen, mRNAs mit
mittlerer Haufigkeit und seltene RNAs. Von den hiufigen mRNAs gibt es nur vier verschiedene
Spezies, wahrend die seltenen mRNAs mit 11 000 Spezies 96 % aller mRNAs stellen. (modifiziert aus
(Alberts et al., 1994))

Klassen Kopien jeder mMRNA Anzahl unterschied- Anzahl der mRNAs
pro Zelle licher mMRNAs jeder Klasse
Haufige mRNAs 12 000 X 4 = 48 000
Mittlere mMRNAs 300 X 500 = 15 000
Seltene mRNAs 15 X 11 000 = 165 000
Summe 363 000

Der Anteil der mRNA an der gesamten cytoplasmatischen RNA betrdgt 3 % bis 5 % (Alberts
et al., 1994). In einem Reaktionsansatz mit 20 pg totaler RNA sind im Mittel also 800 ng
mRNA enthalten. Daher betragen die Mengen seltener, mittlerer und hédufiger mRNA-
Spezies:

12 000 Kopien pro Zelle
363 000 Kopien pro Zelle

Haufige mRNAs : x 800 ng = 26 ng

300 Kopien pro Zelle

Mittlere mRNASs : -
363 000 Kopien pro Zelle

x 800 ng = 661 pg

15 Kopien pro Zelle

Seltene mRNAS : -
363 000 Kopien pro Zelle

x 800 ng =33 pg

Geht man davon aus, dass die mRNA-Héaufigkeiten in D. discoideum dhnlich zu denen der
Sdugerzelle sind, so kann die differentielle Genexpression fiir hdaufige und mittlere mRNAs
problemlos bestimmt werden. Die mittlere Mengen seltener mRNAs ist nahe an der
Nachweisgrenze. Ein groler Teil dieser RNAs sollte zwar detektierbar sein, doch ihre

Messung ist weniger genau als die der haufigen und mittleren mRNAs.

3.4.2 Einfluss der Anzahl von Experimentwiederholungen auf die
Messunsicherheit

Die wiederholte Messung der Genexpression eines Experiments ist sehr wichtig, weil erst
dadurch Aussagen iiber die Signifikanz der beobachteten Induktionen und Repressionen der
Genexpression moglich werden (Lee et al., 2000). Ein hiufig verwendeter Signifikanztest fiir
normalverteilte Daten ist der t-Test nach Student. Dieser Test ist jedoch nur fiir 20 oder mehr
Messwerte geeignet (Kesel et al., 1999). Efron et al. (2001) beschreiben einen t-Test, der

einen empirisch ermittelten Wertungsfaktor enthdlt. Auch das Programm Significance
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Analysis of Microarrays (SAM) von Tusher et al. (2001) verwendet einen modifizierten t-

Test, um die signifikanten Gene und die Anzahl der falsch positiven Gene zu ermitteln.
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Abb. 21: Veranschaulichung des Permutationsverfahrens von SAM in Tusher et al. Aufgetragen
ist der Faktor der Induktion oder Repression der Genexpression gegen die genspezifische Streuung fiir
alle Sonden der verwendeten Microarrays. Die genspezifische Streuung entspricht der
Standardabweichung der wiederholten Messungen. Es wurde RNA aus bestrahlten (I) und
unbestrahlten (U) humane Lymphoblastoidzelllinien (1 und 2) revers transkribiert, mit Farbstoff
markiert und mit acht Microarrays hybridisiert (A und B) und verglichen. A) Vergleich der bestrahlten
und unbestrahlten Zelllinien. B) Vergleich der Zelllinien 1 und 2. C) Vergleich der Hybridisierungen
A und B. D) Eine der 36 moglichen Permutationen, bei denen gleich viele Microarrays der Zelllinien 1
und 2 als Kontrolle dienen. Bei den Permutationen werden sowohl die bestrahlten, als auch die
unbestrahlten Zellen als Kontrolle verwendet. Grau: Experiment, weif3: Kontrolle (aus Tusher et al.,
2001).

SAM berechnet fiir jedes Gen einen Signifikanzwert mit Hilfe eines Permutationstests. Dabei
wird der gemessene Faktor der Induktion oder Repression mit der Messunsicherheit
verglichen. Die unspezifischen Schwankungen der Genexpression werden bestimmt, indem
alle moglichen Kombinationen von Experiment und Kontrolle, Experiment und Experiment
sowie Kontrolle und Kontrolle miteinander verglichen werden (Abb. 21). Die Genauigkeit der
Berechnung nimmt mit der Zahl der Permutationen zu. Die maximale Anzahl moglicher
Permutationen kann mit dem Binomialkoeffizienten bestimmt werden. Der
Binomialkoeffizient (Formel 3) berechnet sich aus den k Messungen des Experiments und der

Gesamtzahl der Messungen N, also Experiment und Kontrolle.
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NN Formel 3
k) kI(N-K) (Formel 3)

Werden nur wenige Messungen, k = 1 bis 3, durchgefiihrt, so sind nur wenige Permutationen
moglich, was sich negativ auf die Prdzision des ermittelten genspezifischen Streuwertes
auswirkt. Mit zunehmender Zahl von Messungen nimmt die Anzahl der mdglichen
Permutationen stark zu (Tabelle 3), was die Aussagekraft der von SAM durchgefiihrten

Berechnungen deutlich erhoht.

Tabelle 3: Entwicklung des Binomialkoeffizienten. Beispiele der maximalen Permutationszahl fiir
verschiedene N (Summe der Messungen von Kontrolle und Experiment) und k (Messungen des
Experiments). Dabei wird stets k = 2 N gewihlt, da typischerweise die Halfte der Messungen mit der
RNA der experimentellen Bedingung durchgefiihrt wird.

k N Binomialkoeffizient; entspricht den
maximal mdglichen Permutationen

1 2 2

2 4 6

3 6 20

4 8 70

5 10 252

6 12 924

Durch eine ausreichend grole Zahl von Wiederholungen werden nicht nur statistische Tests
und Permutationsanalysen ermdglicht, auch der mittlere Fehler des arithmetischen Mittels
(= Standardfehler, Formel 4) verringert sich. Je mehr Messwerte zur Verfiigung stehen, um so
geringer ist der Standardfehler und umso genauer kann der Faktor der differentiellen
Expression eines Gens angegeben werden. Dies ist vor allem dann bedeutsam, wenn der
Faktor klein ist, da sich sonst eine reale Induktion oder Repression nicht von der
Messunsicherheit unterscheiden 1aBt. Der Standardfehler so berechnet sich aus der

Standardabweichung S und der Anzahl der Werte n.

> (x, —X)?
Standardabweichung: s =+ Z:(I—l) (Formel 4)
n —

Standardfehler: Sg = T (Formel 5)

n
Der Standardfehler nimmt mit den ersten zwdolf Messwerten etwa auf die Hélfte des Wertes
mit zwei Werten ab, bei einer weiteren Erhohung der Messwerte nimmt er zunehmend

langsamer ab (Kesel et al., 1999).
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Um zu tiberpriifen ob der Standardfehler bei einer Erhohung der Anzahl verwendeter
Microarrays wie erwartet abnimmt, wurde ein Permutationstest durchgefiihrt. Moglich wére,
dass der Standardfehler nicht wie erwartet abnimmt, da die Standardabweichung der
Messungen durch die verschiedenen Arten von technischen (Doppelpunkte, Microarrays und
dye-swaps) und biologischen (unabhidngige RNA-Isolationen) Wiederholungen stark

zunimmt.

Es wurden die Microarrays von zwei Experimenten sowie ein simulierter Datensatz
verwendet. Der erste Datensatz bestand aus jeweils dem ersten Punkt der Doppelpunkte je
Sonde der ersten 16 Microarrays des Infektionsexperiments mit L. pneumophila (siche
Tabelle 4). Die Beschriankung auf 16 Messwerte resultierte daraus, dass hierfiir bereits die
Standardfehler von 65519 Microarray-Kombinationen berechnet werden mufiten (Summe der
Binomialkoeffizienten mit N = 16 und k = 2 bis 16). Die 2,7 x 10'' mdglichen Kombination

bei 19 Microarrays mit Doppelpunkten hitten zu viel Rechenzeit beansprucht.

Der zweite Datensatz bestand aus zehn Microarrays, mit denen die AlimD-Mutante von D.
discoideum mit dem Wildtyp verglichen wurde (von D. Bakthavatsalam zur Verfiigung
gestellt). Zum Vergleich wurde ein Datensatz aus Zufallszahlen fiir 16 Microarrays mit je
6000 Datenpunkten verwendet, wobei die Zufallszahlen wie die logarithmierten-Faktoren der

realen Experimente um Null streuten.

Ausgehend von dem vollstdndigen Datensatz mit zehn bzw.16 Microarrays wurden zunéchst
alle Microarray-Kombinationen der Teilmengen mit 15, 14, 13 usw. Microarrays berechnet.
Fiir jede Sonde auf den Microarrays wurde dann der Standardfehler der Messwerte einer
Microarray-Kombination berechnet. AnschlieBend wurden die Standardfehler der Sonden
gemittelt. In einem zweiten Schritt wurden die mittleren Standardfehler aller Microarray-
Kombinationen einer Teilmenge gemittelt. Dadurch konnte berechnet werden, wie grof3 der
mittlere Standardfehler gewesen wire, wenn statt 16 nur 15 oder weniger Microarrays
verwendet worden wéren. Fiir die Darstellung in Abb. 22 wurden die Standardfehler des
AlimD-Experiments und der Simulation auf das Infektionsexperiment normiert, um sie
vergleichbar zu machen. Dazu wurde der Standardfehler der Teilmenge mit zwei Microarrays
gleichgesetzt. Das nicht normierte AlimD-Experiment wies hohere Standardfehler als das

Infektionsexperiment auf.
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Abb. 22: Entwicklung des Standardfehlers mit zunehmender Anzahl von Messungen. Der
Standardfehler aller drei Datensdtze nimmt mit zunehmender Microarrayzahl ab und unterschreitet ab
elf bzw. zwolf Messungen die Halfte des maximalen Werts (rote Linie).

Die Entwicklung des Standardfehlers des AlimD- und des Infektionsexperiments folgen dem
Verlauf des simulierten Datensatzes und nehmen kontinuierlich ab. Zunichst nimmt der
Standardfehler stark ab, unterschreitet bei zwdlf Microarrays die Hélfte seines initialen
Wertes und nimmt mit zunehmender Microarrayzahl weiter, jedoch immer langsamer, ab.

Dies stimmt mit dem in Kesel et al. (1999) beschriebenen Verlauf {iberein.

Die Standardfehler der beiden realen Experimente nehmen nicht ganz so stark ab wie die der
Simulation mit Zufallszahlen. Dies konnte damit erkldrt werden, dass durch das Hinzufligen
von Microarrays zum Experiment nicht nur weitere Messwerte zur Verfligung stehen, liber die
gemittelt werden kann, sondern dass mit unabhiangigen RNA-Isolationen und dye-swaps auch

zusatzliche Variablen hinzu kommen.

Aufgrund der Tatsache, dass statistische Tests erst mit einer geniligend groflen Zahl von
Messwiederholungen zuverlissige Ergebnisse liefern, die Zahl der mdglichen Permutationen
durch das Programm Significance Analysis of Microarrays erst ab fiinf bis sechs Microarrays
hohe Werte erreicht und der mittlere Standardfehler ab ca. zwolf Messwerten halbiert werden
kann, wurden fiir die folgenden Experimente nach Moglichkeit sechs Microarrays verwendet.

Diese liefern aufgrund ihrer Doppelpunkte zwolf Messwerte pro Gen.
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3.4.3 Faktoren, die Einfluss auf die detektierten Genexpressionsanderungen
haben

Bei der wiederholten Messung der Genexpressionsidnderungen gibt es mehrere Formen von

Messwiederholungen, die verwendet werden konnen.

Eine Moglichkeit ist, dass in unabhingigen Kulturen parallel mehrere Infektionen
durchgefiihrt werden, aus den D. discoideum Zellen jeder Kultur RNA isoliert wird und mit
jeder RNA ein Microarray Experiment durchgefithrt wird. Hierbei wird die biologische
Variabilitit bestimmt. Sie ist eine Eigenschaft aller lebenden Organismen und unvermeidbar,
doch durch ihre Messung ist man in der Lage, die Signifikanz der gefundenen

Genexpressionsdnderungen anzugeben (Churchill, 2002).

Die zweite Art der Wiederholung erfolgt auf dem D. discoideum DNA-Microarray, da fiir

jede Sonde zwei und im Fall der Kontrollen mehrere Punkte auf dem Microarray existieren.

Die dritte Moglichkeit, die wiederholte Messung zu variieren, ist das Vertauschen der
Farbmarkierung von Experiment- und Kontroll-cDNA. Da es sich bei Cy3 und Cy5 um zwei
Farbstoffe mit geringfiigig unterschiedlicher Struktur und teilweise deutlich verschiedenen
Fluoreszenz-Eigenschaften handelt, ist es mdglich, dass die Farbstoffe einen groflen Einfluss
auf die gemessenen Fluoreszenz-Intensitdten ausiiben. Die Tatsache, dass hdufig eine der
beiden Probenmischungen generell stirkere Fluoreszenz emittiert als die andere, wird durch
die Normalisierung ausgeglichen. Um einen mdglichen Gen-spezifischen Effekt der
Farbstoffe zu minimieren, wird der sogenannte dye-swap verwendet (Smyth et al., 2002). Die
Wiederholungen vom Typ zwei und drei werden auch als technical replicates bezeichnet
(Churchill, 2002).

Fir die Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila im Vergleich mit uninfizierten
Zellen nach 24 Stunden Koinkubation wurden die Einfliisse der drei beschriebenen
Wiederholungsmoglichkeiten untersucht. Dieses Experiment war dazu am besten geeignet, da
hier die groBte Anzahl von Wiederholungen vorhanden war. Es gab sieben unabhingige
Total-RNA-Extrakte, die zu vier verschiedenen Zeitpunkten isoliert worden waren und unter
Vertauschung der Farbmarkierung von Experiment- und Kontroll-cDNA markiert und mit

insgesamt 19 Microarrays hybridisiert wurden (Tabelle 4).

Die gemessenen Genexpressionsquotienten aller Gene der 19 Microarrays wurden in
GeneSpring 6.1 mittels Clusteranalyse verglichen. Dabei stellen die jeweils doppelt

aufgedruckten Sonden der 19 Microarrays die experimentellen Bedingungen dar.
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Das Ergebnis einer hierarchischen Clusteranalyse sind Cluster und die Korrelations-
koeffizienten der Cluster. Die Cluster konnen sowohl fiir die Gene (vergleiche Abb. 23), als
auch fiir die experimentellen Bedingungen berechnet werden. Im ersten Fall erhdlt man
Gruppierungen von Genen, die iiber die experimentellen Bedingungen hinweg &hnlich
reguliert werden. Im zweiten Fall wird ermittelt, unter welchen Bedingungen das gesamte
Transkriptom &dhnlich reguliert wird. Dargestellt werden die Cluster in Form von
Baumstrukturen (Dendrogrammen), bei denen die Bldtter den einzelnen Genen oder
Bedingungen entsprechen und die Lange des Astes zwischen zwei Verzweigungspunkten von
den Korrelationskoeffizienten bestimmt wird. Fiihren zum Beispiel zwei Bedingungen zu
anndhernd identischen Anderungen der Genexpression, so ist zu erwarten, dass diese
Bedingungen einen hohen Korrelationskoeffizienten haben und sie daher schon nach einer

kurzen Astldnge einen Cluster bilden.

Die Clusteranalyse bietet zahlreiche Moglichkeiten fiir die Berechnung der Cluster. Es gibt
eine Vielzahl von Algorithmen zur Bestimmung der Korrelation von Datenpunkten. Wichtig
ist dabei, dass die mathematische Korrelation die Ahnlichkeit von koordiniert regulierten
Genen gut abbildet. Eisen et al. beobachteten, dass der Standard-Korrelationskoeffizient gute
Ergebnisse liefert, da hier die Ahnlichkeit der Form von Expressionsprofilen erfasst wird,
wiahrend die Hohe des Profils, d. h. die RNA-Kopiezahl, eine untergeordnete Rolle spielt
(Eisen et al., 1998).

Da der verwendete Cluster-Algorithmus einen grof3en Einfluss auf das Ergebnis haben kann
wurde neben der Standardkorrelation auch die Pearson- und die Spearman-Korrelation
verwendet und die Ergebnisse verglichen. Alle 38 Messungen je Gen wurden bei den drei
Methoden tiber dieselben Knotenpunkte verkniipft. Unterschiedlich waren lediglich die
Astlangen und die Anordnung des Dendrogramms. Das bedeutet, dass die Frage, welche
Messungen am stdrksten iibereinstimmen, in allen Féllen zum gleichen Ergebnis fiihrt. Dies
konnte dadurch erkliart werden, dass diese Zuordnung sehr robust erfolgt, weil die Daten in
Form von Clustern vorliegen, die selbst mit unterschiedlichen Korrelationsmethoden nur auf

eine Weise gruppiert werden konnen.

Der Grad der Ahnlichkeit wird von den drei Methoden unterschiedlich bewertet, hat aber
keinen Einfluss auf die Verkniipfungen der Cluster. Die Anordnung des Dendrogramms hat
meist keine Bedeutung, da fiir ein Dendrogramm mit n Elementen 2" lineare Anordnungen

moglich sind (Morris et al., 2003). Héaufig wird zwar versucht, eine Anordnung zu erzeugen,
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welche die Beziehungen gut wieder gibt, doch eine optimale Anordnung wird aus praktischen

Griinden meist nicht berechnet.

Die grofite Korrelation liegt zwischen den Doppelpunkten eines Microarrays vor. Alle 38
Einzelpunkt-Messungen bilden auf der niedrigsten Ebene einen Cluster mit ihrem jeweiligen
Nachbarpunkt aus (Abb. 23). In der Hybridisierungsreaktion eines Microarrays stellen sich
bei zwei Punkten mit identischem Sondenmaterial offensichtlich sehr dhnliche Cy3/Cy5-
Quotienten ein, die auch wihrend des Quantifizierungsprozesses nicht wesentlich

verschlechtert werden.

Die néchsthohere Ebene von Clustern wird in acht Fillen aus Arrays mit gleicher
Farbmarkierung und in einem Fall (Microarrays 12 49 49 77 und 12 49 49 78) mit gleicher
RNA gebildet. Unterschiedliche Farbmarkierung des Experiment-Kontrolle-Paares (dye-
swap) hat also einen groBeren Einfluss auf die Genexpressionsquotienten als die moglichen

Unterschiede zwischen Paaren von Sondenpunkten.

Ob unterschiedliche Microarrays oder unterschiedliche RNA-Ansétze eines Isolationsdatums
eine hohere Variabilitdt erzeugen, kann nicht ermittelt werden, da ein RNA-Ansatz in einer
Farbstoffkombination immer nur auf einem Microarray hybridisiert worden ist. Die
Unterschiede zwischen RNA-Ansétzen ist jedoch geringer als zwischen den dye-swaps, da die

Clusterbildung nach Farbstoff-Kombination und nicht nach RNA-Ansatz erfolgt.

Auf der drittniedrigsten Ebene des Dendrogramms bestehen zwei Cluster jeweils aus
Microarrays, die mit RNA eines Isolationsdatums (8/03 und 5/03) hybridisiert wurden. Zwei
weitere Cluster enthalten Microarrays mit der RNA aus 3/02. Einer der beiden Cluster
beinhaltet sechs Microarrays, deren Experiment-cDNA mit Cy3 markiert wurde. Der andere
Cluster setzt sich aus sechs Cy5-markierten und zwei Cy3-markierten Experiment-cDNAs

zusammen.

Die Microarrays mit der RNA aus 7/03 bilden auf der hochsten und der zweithochsten Ebene
Cluster mit den tbrigen Arrays. Dabei korrelieren die Microarrays mit CyS-markiertem
Experiment besser mit den Microarrays, die mit RNA anderer Isolationsdaten verwendet
wurden, als mit den dye-swap Microarrays. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Astlangen
der oberen vier Ebenen des Dendrogramms sehr kurz sind und deshalb die beobachteten

Unterschiede sehr gering sind.
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Abb. 23: Vergleich der 19 Microarrays des Infektionsexperiments. Clusteranalyse der 38
Einzelmessungen je Gen fiir die Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila 24 Stunden nach
Koinkubation. Jedes Blatt des Dendrogramms zeigt die Faktoren der Induktion (rot), Repression (blau)
oder Unverédndertheit (gelb) der Expression von 5661 Genen an. Sonden, fiir die kein Messwert
vorliegt sind grau markiert . Die Einzelmessungen sind gekennzeichnet mit der Barcode-Nummer des
Microarrays (z.B. 12650155), dem Isolationsdatum der RNA (z.B. 8/03), dem RNA-Ansatz falls
zutreffend (A oder B), der Farbmarkierung des Experiments (Cy3 oder Cy5) und der Nummer des
Doppelpunktes (1 oder 2). Die Farbskala fiir die Induktion und Repression von Genen und die
zugehdrigen Faktoren sind rechts dargestellt.

Insgesamt zeigt sich, dass die biologische Variabilitit der RNA mit verschiedenen
Isolationsdaten zusammen mit dem dye-swap die grofite Messunsicherheit verursachen,
wihrend die Variabilitdt zwischen RNA-Ansétzen eines Isolationsdatums sowie technische
Variabilitit der Microarrays und ihrer Doppelpunkte gering ist. Diese Ergebnisse stimmen mit

den Beobachtungen von Churchill (2002) sowie Yang und Speed (2002) iiberein.
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Fiir die Planung von Microarray-Experimenten bedeuten diese Ergebnisse, dass es wichtig ist
mehrere biologische Messwiederholungen, also unabhédngige RNA-Extraktionen zu
verwenden, und dye-swaps ecinzusetzen. Die biologische Variabilitét ist interessant, da sie
Aufschluss iiber die Robustheit des untersuchten Systems gibt wéhrend der dye-swap dazu
dient, Unterschiede der eingesetzten Farbstoffe auszugleichen. Es ist nicht sinnvoll einen
RNA-Extrakt fiir mehrere Microarrays zu verwenden, da die technische Variabilitdt gering ist

und man tiiber die biologische Variabilitdt im Ungewissen bleibt.

3.5 Identifikation der differentiell exprimierten Gene von D. discoideum
24 h nach Infektion mit L. pneumophila

Die Genexpression von D. discoideum als Reaktion auf die Infektion mit L. pneumophila

wurde zunidchst durch einen Vergleich von infizierten mit nicht infizierten Zellen nach 24

Stunden Koinkubation untersucht. Zwei weitere Experimente erfolgten mit L. hackeliae und

L. pneumophila AdotA als Kontrolle.

3.5.1 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila im Vergleich zu
uninfizierten Zellen

Fiir die Infektion wurde der Stamm Legionella pneumophila Philadelphia I JR32 verwendet.
Dies ist ein virulenter Legionella Stamm, der aus dem Isolat aus einem Patienten
hervorgegangen ist (Marra und Shuman, 1989). Der Zeitpunkt 24 Stunden nach
Infektionsbeginn wurde gewihlt, da zu diesem Zeitpunkt noch keine intrazelluldre
Vermehrung der Legionellen und noch keine Lyse der Wirtszellen erfolgt, die Infektionsrate
jedoch hoher als zu fritheren Zeitpunkten ist. Intrazellulire Vermehrung ist ab 48 Stunden
sichtbar, Wirtszell-Lyse tritt nach 72 bis 96 Stunden ein (Hagele et al., 2000; Skriwan et al.,
2002). Es wurden bei diesem Vergleich sehr viele Microarrays verwendet, um die
Zuverléssigkeit des Microarray-Systems zu iiberpriifen (siche Abschnitt 3.8.4). Mit 19
Microarrays, die fiir die Untersuchung von sieben unabhingigen RNA-Paaren verwendet

wurden, ist dieser Vergleich daher statistisch am besten abgesichert (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Experiment-Design. Hybridisierungen des Vergleichs von infizierten D. discoideum-
Kulturen mit L. pneumophila nach 24 Stunden Koinkubation. Angegeben ist jeweils die Barcode-
Nummer des Microarrays, der RNA-Extrakt mit Isolationsdatum und Ansatz, falls zwei parallele

Extraktionen durchgefiihrt wurden, sowie der verwendete Farbstoff.

Experiment Kontrolle

Microarray | Total-RNA Farbstoff | Total-RNA Farbstoff
12 5233 56 | L. p. infiziert 7/2003 Ansatz A Cy3 uninfiziert 7/2003 Ansatz A Cy5
12523199 | L. p. infiziert 7/2003 Ansatz A Cy5 uninfiziert 7/2003 Ansatz A Cy3
12 5228 60 | L. p. infiziert 7/2003 Ansatz B Cy3 uninfiziert 7/2003 Ansatz B Cy5
12523200 | L. p. infiziert 7/2003 Ansatz B Cy5 uninfiziert 7/2003 Ansatz B Cy3

126 L. p. infiziert 3/2002 Cy3 uninfiziert 3/2002 Cy5

127 L. p. infiziert 3/2002 Cy5 uninfiziert 3/2002 Cy3

128 L. p. infiziert 3/2002 Cy5 uninfiziert 3/2002 Cy3
1249 49 73 | L. p. infiziert 3/2002 Cy3 uninfiziert 3/2002 Cy5
1249 49 74 | L. p. infiziert 3/2002 Cy3 uninfiziert 3/2002 CyS5
12 49 49 77 | L. p. infiziert 3/2002 Cy5 uninfiziert 3/2002 Cy3
1249 49 78 | L. p. infiziert 3/2002 Cy5 uninfiziert 3/2002 Cy3
12 51 97 33 | L. p. infiziert 5/2003 Ansatz A Cy3 uninfiziert 5/2003 Ansatz A Cy5
12 5197 34 | L. p. infiziert 5/2003 Ansatz A Cy5 uninfiziert 5/2003 Ansatz A Cy3
12 519735 | L. p. infiziert 5/2003 Ansatz B Cy3 uninfiziert 5/2003 Ansatz B Cy5
1251 97 36 | L. p. infiziert 5/2003 Ansatz B Cy5 uninfiziert 5/2003 Ansatz B Cy3
12 65 01 55 | L. p. infiziert 8/2003 Ansatz A Cy3 uninfiziert 8/2003 Ansatz A Cy5
12 65 01 56 | L. p. infiziert 8/2003 Ansatz A Cy5 uninfiziert 8/2003 Ansatz A Cy3
12 6501 57 | L. p. infiziert 8/2003 Ansatz B Cy3 uninfiziert /2003 Ansatz B Cy5
12 65 01 58 | L. p. infiziert 8/2003 Ansatz B Cy5 uninfiziert 82003 Ansatz B Cy3

Die Berechnung der signifikant differentiell exprimierten Gene mit SAM liefert 1218 Gene,
bei einer Rate der falsch Positiven von 0,03 %. Es werden also 0,46 falsch positive Gene unter
den 1218 gefundenen Genen erwartet. Von den 1218 Genen sind 612 induziert und 606

reprimiert. Die hochste Induktion ist 5,9fach und die stérkste Repression ist 3,2fach.

Wie man in Abb. 24 sieht, haben einige wenige Gene hohe scores, also einen hohen Wert der
SAM-Statistik. Den hochsten Betrag hat mit 15,2 die cDNA-Sonde SSB153. Dieser Wert ist
der Quotient des mittleren, logarithmischen Faktors der Induktion (2,56) und der
Messunsicherheit (0,168). Der Faktor, um den das zugehérige Gen induziert ist betragt 2>°° =
5,9. Auch reprimierte Gene haben teilweise hohe score-Betrdge. Zwischen den Genen mit
sehr hohen Signifikanzwerten liegen die Gene mit niedrigeren Werten, sowie die nicht
signifikant regulierten Gene. Der Ubergang von den nicht-signifikanten zu den signifikanten
Genen ist flieBend. Das Gen mit dem geringsten, noch als signifikant angesehenen score ist
nur um den Faktor 1,2 induziert. Es ist zwar vorstellbar, dass eine 1,2fache Induktion eine
Wirkung in D. discoideum hat, doch da dies weder nachgewiesen werden kann noch eine

Bestétigung dieses Ergebnisses mittels Northernblot oder quantitativer PCR nicht méglich ist,

werden im Folgenden nur die Gene mit hohen scores néher betrachtet.
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Significarnt 1218 SAM Plot .
Median # false significant: 0.46054 Detta 203061  Abb. 24: SAM-Diagramm. Aufgetra-
20 gen sind die scores, d. h. der Wert der

SAM-Statistik jedes Gens (observed)
gegen den score, der fiir das Gen
. aufgrund seiner  Messunsicherheit
erwartet wird (expected). Ein positiver
score zeigt hochregulierte Gene, wobei
signifikante Gene rot markiert sind.
Runterregulierte Gene haben einen
negativen score; die signifikanten sind
griin markiert. Angegeben ist auch der
delta-Wert. Das ist der Schwellenwert
der Signifikanz und sein Betrag ist der
Schnittpunkt der gestrichelten Linien mit
der Ordinate im positiven und negativen
Bereich. Aulerdem wird die Anzahl der
signifikanten Gene und die der
erwarteten falsch positiven angezeigt.
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Es wurden die Sonden mit den zehn hochsten und zehn niedrigsten score-Werten, sowie die
Gene mit den zehn hochsten Faktoren der Induktion und Repression ausgewihlt, um sie zu
annotieren. Insgesamt wurden cDNA-Sequenzen von 16 induzierten und 13 reprimierten

Genen annotiert.

Da fiir die Sonden des japanischen cDNA-Projekts nur die DNA-Sequenz vorlag, wurde mit
dem Programm BLAST (Altschul et al., 1990) nach Proteinen bekannter Funktion in D.
discoideum und anderen Organismen gesucht, um Hinweise zu erhalten, welche zelluldre
Funktion die zu den Sonden gehorenden Gene haben konnten. Je nach Lénge der
Sondensequenz wurde diese entweder direkt fiir eine Suche mit BLASTX gegen die UniProt-
Datenbank oder die non-redundant Datenbank des NCBI verwendet, oder zunédchst mit einer
BLASTN-Suche gegen das D. discoideum-Genom der zugehorige offene Leserahmen gesucht
und dessen Aminosduresequenz anschliefend fiir eine BLASTP-Suche verwendet (siche

Abschnitt 2.2.6.3).

3.5.1.1 Annotation der Sonden induzierter Gene

Fiir zwei der Sonden, bei denen eine Induktion gemessen wurde, konnten entsprechende D.
discoideum Proteine identifiziert werden, die bereits charakterisiert worden waren (Tabelle 5).
Das Gen rtoA (ratioA) wurde bei einer Mutagenisierungsstudie identifiziert. Die Mutanten
haben wihrend des Entwicklungszykluses einen unnatiirlich hohen Anteil von Préstielzellen.

RtoA ist ein 39,8 kDa grof3es Protein, das zehn Wiederholungen einer Serin-reichen Sequenz
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mit elf Aminosduren enthdlt (Wood et al., 1996). Diese Wiederholungen in der Mitte der
Sequenz machen 60 % des Proteins aus und Brazill et al. (2000) haben gezeigt, dass dieser
Abschnitt eine zufillige Windung (random coil) aufweist. Der Serin-reiche Teil von RtoA,
das S-Fragment, katalysiert in vitro die Fusion von Phosphatidylcholin-Vesikeln, wobei der
Inhalt der Ausgangsvesikel verlustfrei in die Fusionsvesikel iibergeht. In vivo ist RtoA fiir die
Fusion von Endozytose-Vesikeln wichtig. Brazill et al. (2000) konnten zeigen, dass in ArtoA

Zellen die Fusion von Endo- und Exozytose-Vesikeln verringert ist.

Die Sonde SLJ833 reprasentiert das Gen manA, dass fiir die lysosomale a-Mannosidase
kodiert. a-Mannosidase wird als ein 140 kDa groBles Priprotein synthetisiert und wird
proteolytisch in zwei 16sliche 58 und 60 kDa grofle Untereinheiten gespalten (Schatzle et al.,
1992). a-Mannosidase ist eine in eukaryotischen Zellen ubiquitére Exoglykosidase, die o—D-
mannosidische Bindungen spaltet und dadurch N-glykosidische Oligosaccharide abbaut. In
Sdugern sind Mutationen im Gen der a-Mannosidase Ursache der Mannosidosis, einer
Storung des Glykoproteinabbaus, der zur Akkumulation von Oligosacchariden und der
VergroBerung der Lysosomen fiihrt (Beccari et al., 1999; Sun und Wolfe, 2001). Mannose ist
neben Rhamnose, Glucosamin und anderen Zuckern Teil der Lipopolysaccharide der dufleren

Membran von L. pneumophila (Otten et al., 1986).

Fiir sieben der Sonden wurden #hnliche, bereits charakterisierte Proteine in D. discoideum
oder anderen Organismen gefunden. Die Sonde SSL850 hat hohe Ahnlichkeit mit dem D.
discoideum Gen, das fiir Discoidin I kodiert. Das alignment der Aminosduresequenzen weist
an 134 von 266 Positionen die gleiche und an 167 von 266 Positionen eine #&hnliche
Aminosédure auf. Discoidin I ist ein Kohlenhydrat-bindendes Protein (Lectin) (Simpson et al.,
1974), das von D. discoideum wihrend des Entwicklungszyklus gebildet wird und in Form
eines Tetramers an den Discoidin-Rezeptor auf der Zelloberfliche bindet (Madley und
Hames, 1981). Es dient der interzelluliren Adhésion (Breuer und Siu, 1981). Discoidin I
bindet auch an Klebsiella aerogenes und E. coli, von denen sich D. discoideum ernéhrt
(Breuer und Siu, 1981; Cooper et al., 1983). Ob Discoidin I oder das Produkt des von SSL850

reprasentierten Gens an L. pneumophila bindet, ist nicht bekannt.
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Tabelle 5: Gene, die nach 24 Stunden Koinkubation mit L. pneumophila in D. discoideum
induziert sind. Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von SAM (score),
der Faktor der Induktion und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier (id), der
Beschreibung und dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt sind die
bekannten D. discoideum Proteine, die einzelnen Sonden zugeordnet werden konnten. Fiir D13973
wurde keine BLAST-Suche durchgefiihrt, da es ein publiziertes Gen ist.

BLAST-Ergebnis

Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert

SSB153 | 15,24 59 - - -

SSL850 | 13,18 4,3 72372 Ahnlich zu Discoidin | von D. discoideum 7,0 x10®

SSK605 | 11,64 1,6 Q8G588  Ahnlich zu Phosphoribosylaminoimidazol 1,1 x 10
Carboxylase von Bifidobacterium longum

SLD769 | 10,85 2,4 39937493  Ahnlich zu Endopeptidase ClpB von 0
Rhodopseudomonas palustris

SSL284 | 10,29 1,9 1710805  rtoA 1,2 x 10

VSA218 | 10,28 2,1 28828171  Ahnlich zu short-chain Dehydrogenase 5,0 x 10
von Schizosaccharomyces pombe

SLJ833 10,13 2,1 283451 a-Mannosidase 0

SSM409 | 10,07 1,8 - - -

SLD718 | 9,59 1,8 AAR33509 Ahnlich zu Acetyl-CoA Hydrolase von 1,9x10™"
Geobacter sulfurreducens

SSM847 9,51 2,4 - - -

SSJ163 | 8,40 3,0 | AAQ87403 Ahnlich zu short-chain Dehydrogenase 8,6 x 10°*°
von Rhizobium sp. (Stamm NGR234)

SSK692 | 8,14 2,4 Q86JS3  Hypothetisches Protein in D. discoideum, 1,9 x 10"°
keine ahnlichen Proteine in anderen
Organismen mit p-Wert < 0,98

SsI119 | 7,15 2,6 Q8JHA7  Ahnlich zu Glutathion S-Transferase von 2,2 x 10"
Xenopus laevis

SSK512 | 6,59 2,4 Q8GSJ9  Ahnlich zu hypothetischem Protein in 1,1 x 10
Arabidopsis thaliana

SLH683 4,91 3,0 - - -

D13973 4,57 4,4 - Dp87, Sorus-Matrix Protein -

Die Sonden VSA218 und SSJ163 haben beide Ahnlichkeit mit einer short-chain
Dehydrogenase; VSA218 mit einer von Schizosaccharomyces pombe und SSJ163 mit einer
von Rhizobium sp. Die alignments der Aminosduresequenzen haben 41 % und 43 %
identische Aminosduren. Untereinander haben die Sonden mit nur 15 % identischen
Aminosiuren eine geringe Ahnlichkeit. Short-chain Dehydrogenasen gehdren zur groBen

Familie von Enzymen mit &dhnlicher Raumstruktur, die den Enzymklassen der
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Oxidoreduktasen, Lyasen oder Isomerasen angehdren und so unterschiedliche Verbindungen
wie Steroide, Prostaglandine, Retinoide, aliphatische Alkohole umsetzen. Gemeinsam ist
ihnen das Sequenzmotiv TGX3GXG und die katalytische Tetrade N-S-Y-K (Belyaeva et al.,
2003; Persson et al., 2003; Shi und Lin, 2004).

Die Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase (N’-CAIR-Synthetase) von Bifidobacterium
longum zeigt mit 40 % Sequenzidentitit die meisten Ubereinstimmungen zu SSK605. Dieses
Enzym Kkatalysiert den sechsten Schritt der De-novo-Synthese von Purinnukleotiden

ausgehend von 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat (Lehninger, 2001).

SLD769 hat groBe Ahnlichkeit zu der Endopeptidase ClpB von Rhodopseudomonas palustris.
Der Anteil der identischen Aminoséduren liegt bei 60 % und 77 % der Aminosduren sind
dhnlich. ClpB gehort zur Familie der molekularen Chaperone Clp/Hsp100. Anders als die
heat-shock Proteine 60 und 70 sind die Chaperone dieser Familie in der Lage Protein-
Aggregate, die durch Hitze-Schock oder andere Arten von Stress entstehen, aufzulosen (Feng

und Gierasch, 1998).

Eine noch gréBere Ubereinstimmung zeigen SLD718 und die Acetyl-CoA Hydrolase von
Geobacter sulfurreducens. 66 % der 107 Aminosduren des alignments sind identisch und
78 % é&hnlich. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse von Acetyl-CoA. Buu et al. (2003)
spekulieren, dass es in S. cerevisiae die intrazelluliren Acetyl-CoA- und Coenzym A-

Konzentrationen reguliert. Seine Funktion ist jedoch noch unklar.

Die BLAST-Suche mit der Sonde SSI119 ergab, dass die Glutathion S-Transferase von
Xenopus laevis die groBte Ahnlichkeit hat. Der p-Wert des BLAST-Ergebnisses ist mit
2,2 x 107 zwar nicht sehr hoch, jedoch verteilen sich die 69 identischen und 98 dhnlichen
Aminosduren iiber die gesamten 194 Aminosduren der Glutathion S-Transferase. Dennoch ist
fraglich, ob das von SSI119 représentierte Gen fiir ein Protein kodiert, das wie die Glutathion
S-Transferase die Konjugation von reduziertem Glutathion mit zahlreichen Elektrophilen
katalysiert. In Sdugern dient die Glutathion S-Transferase dazu, die Zelle vor oxidativem
Stress zu schiitzen, wie er z.B. von Karzinogenen und cytotoxischen Chemotherapeutika
hervorgerufen wird (Hayes und Strange, 1995; Strange et al., 2000; Coles und Kadlubar,
2003).

Fiir die Sonden SSK692 und SSK512 konnte nur Ahnlichkeit zu hypothetischen Proteinen
von D. discoideum oder anderen Organismen gefunden werden, fiir die keine weiteren

Informationen vorhanden waren.

Fiir vier der 16 Sonden wurden keine signifikanten BLAST-Treffer erhalten.
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Fiir die Sonde D13973 war eine Annotation nicht notig, da es sich um das publizierte Gen
Dp87 handelt (Ozaki et al., 1993). Dp87 kodiert fiir das 83 kDa grofle SP75, cines der neun
héufigen Proteine der Sporenhiille. Im Entwicklungszyklus von D. discoideum beginnt die
Transkription von Dp87 in der Aggregationsphase und das gebildete Protein ist zunichst an
das ER gebunden, bevor es spiter im Entwicklungszyklus tiber Prédsporen-spezifische
Vakuolen in die Sporen-Zwischenrdume ausgeschieden wird (Nakao et al., 1994; West et al.,

1996).

3.5.1.2 Annotation der Sonden reprimierter Gene

Von den Sonden der reprimierten Gene konnte nur SLE471 einem charakterisierten D.
discoideum Gen zugeordnet werden (Tabelle 6). SLE471 ist identisch mit cotB, das fiir das
spore coat Proteins SP70 kodiert. Die extrazelluldre Sporenhiille besteht bei D. discoideum
aus den drei Proteinen SP96, SP70 und SP60, die von den Genen cotA, cotB und cotC kodiert
werden. Im Entwicklungszyklus von D. discoideum werden die Proteine nach der
Aggregation synthetisiert und wéhrend der slug-Phase in Vesikeln der Pridsporen gelagert,

bevor sie sekretiert werden (Fosnaugh und Loomis, 1993).

Die Sonden SSL818, SSL828 und SSL579 haben teilweise sehr hohe Ahnlichkeit mit den
kleinen Calcium-bindenden Proteinen (CBP) 4a, 4b und 2. Dorywalska et al. (2000)
entdeckten CBP4a und CBP4b wihrend eines yeast two hybrid screens mit CBP1 als Koder.
Beide Proteine sind 162 Aminosduren lang und haben eine Aminosdure-Sequenzidentitdt von
90 %. Sie enthalten die Konsensus-Sequenzen fiir vier EF-Hand Motive und interagieren
Ca’"-abhingig mit CBP1. SSL818 und CBP4b haben 89 % identische und 93 % #hnliche
Aminosduren; bei SSL828 und CBP4a sind es entsprechend 84 % und 89 %. Die
Unterschiede zwischen SSL579 und CBP2 sind deutlich grofer. Der Anteil der identischen
und gleichartigen Aminosduren betragt nur 36 % bzw. 54 %. Das Calcium-bindende Protein 2
ist 168 Aminosduren lang und weist ebenfalls vier Konsensus-Sequenzen fiir vier EF-Hand
Motive auf (Andre et al., 1996). SSL579, SSL818 und SSL828 sind auch nicht identisch mit
vier weiteren Calcium-bindenden Proteinen, die von Sakamoto et al. (2003) kiirzlich

beschrieben worden sind.

Die Sonde VSE168 hat groBe Ubereinstimmungen mit 3°-COP von Bos taurus (Stenbeck et
al., 1993). Von den 638 Aminosduren des alignments sind 384 identisch (54 %) und 73 %
dhnlich. COPs (coat protein) sind Proteine, die vergleichbar mit Clathrin, Vesikel umbhiillen,

die in den intra-Golgi Transport sowie den Transport zwischen Golgi und ER involviert sind
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(Lowe und Kreis, 1998). Es sind sieben Untereinheiten (o, B, B’, v, 0, € und &) des

sogenannten coatomers bekannt (Stenbeck et al., 1993).

Tabelle 6: Gene, die nach 24 Stunden Koinkubation mit L. pneumophila reprimiert sind.
Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von SAM (score), der Faktor der
Repression und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier (id), der Beschreibung und
dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt ist das D. discoideum Gen cotB,
das eindeutig identifiziert werden konnte.

BLAST-Ergebnis
Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert

VSE168 | -11,23 2,3 P35605  Ahnlich zu B-COP von Bos taurus 5,1 x10™*%°

SSC645 | -10,96 2,6 - - -

SSci158 | -10,67 2,9 Q22254  Ahnlich zum T06D8.9 Protein von C. 7,5x10%
elegans

SSL828 | -10,44 2,5 Q9GYEO  Ahnlich zu calcium binding protein 4avon 1,9 x 10
D. discoideum

SSC374 | -10,25 2,3 - - -

SSL818 | -10,18 2,7 9864392  Ahnlich zu calcium binding protein 4b von 2,0 x 10°%
D. discoideum

VSG118 | -10,14 1,7 - - -

SSF803 | -10,08 2,5 Q86HF1  Hypothetisches Protein von D. 5,6 x 10™°
discoideum

SSB431 | -9,80 3,0 2570906  Ahnlich zu Stearoyl-CoA Desaturase von 1,0 x 10
Mucor rouxii

SSM741 -9,71 3,2 - - -

SLE471 -9,25 2,9 102273 cotB, spore coat protein SP70 0

SSL579 | -8,11 2,5 1705663  Ahnlich zu calcium binding protein 2 von 9,0x 10
D. discoideum

SSM558 -5,93 2,8 - - -

Die Stearoyl-CoA Desaturase von Mucor rouxii zeigt mit 49 % Sequenzidentitdt und 66 %
dhnlichen Aminosiuren viel Ubereinstimmung mit SSB431. Stearoyl-CoA Desaturasen
(SCD) sind membrangebundene Nicht-Hdm-Eisen Enzyme des Endoplasmatischen
Retikulums, welche die A9-cis Oxidation gesittigter, Coenzym A-gekoppelter Fettsduren
katalysieren. Bevorzugte Substrate sind Palmitoyl- und Stearoyl-CoA. Die Produkte
Palmitoleoyl- und Oleoyl-CoA sind Ausgangsstoffe fiir die Synthese von Triglyceriden,
Wachsen, Cholesterylestern und Phospholipiden (Heinemann und Ozols, 2003; Miyazaki und

Ntambi, 2003).

SSC158 hat 36 % Sequenzidentitit zu TO6D8.9, einem mutmaBlichen Membranprotein von

Caenorhabditis elegans, tiber das nichts weiter bekannt ist.
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Die Sonde SSF803 ist identisch mit dem hypothetischen Protein Q86HF1 von D. discoideum,

und hat keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen anderer Organismen.

Fir finf der 13 Sonden wurden keine signifikanten Treffer (p-Wert < 0,0007) in der
Datenbank UniProt oder in der nr-Datenbank des NCBI erhalten.

3.5.1.3 Kategorisierung der differentiell exprimierten Gene

Urushihara et al. vom japanischen cDNA-Projekt haben eine Kategorisierung ihres nicht-
redundanten cDNA-Satzes vorgenommen. Die funktionellen Kategorien basieren auf denen
fiir Saccharomyces cerevisiae des Munich Information Centre for Protein Sequences (MIPS,
http://mips.gsf.de/proj/yeast/CY GD/db/index.html). Zusétzlich wurden Kategorien fiir die
Multizellularitdt von D. discoideum wéhrend des Entwicklungszykluses aufgenommen. Um
die Sonden den Kategorien zuzuweisen, wurde zunichst eine Liste mit Schliisselwortern aus
den Beschreibungen der BLASTX-Ergebnisse erstellt und die Schliisselworter Kategorien
zugeordnet. Dann wurden die Sonden anhand der Schliisselwdrter ihres besten BLASTX
Treffers (p-Wert < 10™*) den Kategorien zugewiesen. Ein Drittel der Sonden konnte in zwdlf

funktionelle Kategorien eingeteilt werden (Urushihara et al., 2004).

Tabelle 7: Funktionelle Kategorien der 5423 cDNA Sonden des D. discoideum Microarrays.
Angegeben ist die Anzahl der Sonden in den einzelnen Kategorien und der Anteil der Kategorie am
gesamten Satz der cDNAs.

Kategorie Anzahl Anteil [%]
1. Metabolism 757 14,0
2. Energy 64 1,2
3. Transcription 107 2,0
4. Translation 90 1,7
5. Protein destination 139 2,6
6. Cellular biogenesis and organization 53 1,0
7. Transport facilitation 96 1,8
8. Cell proliferation 63 1,2
9. Movement 67 1,2
10. Stress response and cell rescue 34 0,6
11. Signal transduction 115 2,1
12. Multicellular organization 95 1,8
13. Retrotransposon and plasmid proteins 13 0,2
14. Classification uncertain 2377 43,8
15. Unclassified proteins 1340 24,7
16. Error 13 0,2
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Tabelle 7 zeigt die zwolf Kategorien und die Anzahl der Sonden des Microarrays, die in jeder
Kategorie enthalten sind, sowie ihren Anteil an den 5423 Sonden. Die Kategorien sind in bis
zu neun Unterkategorien unterteilt, die eine detailliertere Beschreibung der Funktion erlauben.
Dariiber hinaus gibt es noch vier Kategorien, die zur Erfassung schlecht oder nicht

klassifizierter Proteine sowie von Fehler dienen.

Mit Hilfe dieser Kategorien konnen die Anderungen der Genexpression nach Infektion mit L.
pneumophila fiir alle cDNA-Sonden auf einer funktionellen Ebene betrachtet werden. Von
den 1218 differentiell exprimierten Genen sind 1121 ¢cDNAs. Davon sind 566 induziert und
555 reprimiert. Es wurde ermittelt, in welchen Unterkategorien der Anteil der regulierten
Gene an den induzierten bzw. reprimierten Genen mehr als zwei mal so hoch ist, wie der
Anteil dieser Unterkategorie an dem gesamten cDNA-Satz. Der Schwellenwert zwei wurde

willkiirlich gewihlt.

Tabelle 8: Uberreprasentierte Unterkategorien der 566 induzierten Gene. Aufgefiihrt sind die
Kategorien, bei denen die induzierten Gene um mehr als den Faktor zwei iiberreprisentiert sind.
*der Uberreprisentation

alle cDNA- induzierte Gene Unterkategorie
Sonden
Anzahl | Anteil [%] | Anzahl | Anteil [%] | Faktor*

70 1,3 18 3,2 2,5 1.3 Metabolism: nucleotide metabolism

6 0,1 2 0,4 3,2 2.1 Energy: glycolysis and gluconeogenesis

9 0,2 2 0,4 2,1 4.2 Translation: translation factors

16 0,3 7 1,2 4,2 6.5 Cellular biogenesis and organization:
nucleus

37 0,7 8 1.4 2,1 9.1 Movement: cytoskeletal components

14 0,3 3 0,5 2,1 10.2 Stress response and cell rescue: Stress
response

3 0,1 1 0,2 3,2 10.3 Stress response and cell rescue: DNA
repair

2 0,0 1 0,2 4.8 11.2 Signal transduction: Second messenger
formation

Wie man in Tabelle 8 sieht, gibt es acht Unterkategorien, bei denen die induzierten Gene
iberreprasentiert sind. So sind in der Unterkategorie 6.5 Cellular biogenesis and

organization: nucleus z.B. sieben Gene induziert, was einem Anteil von 1,2 % der induzierten
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Gene entspricht. Die Unterkategorie macht jedoch nur 0,3 % aller cDNA-Sonden aus. Sie ist

bei den induzierten Genen um den Faktor 4,2 {iberrepréisentiert.

Auch das Auftreten von 18 induzierten Genen der Unterkategorie 1.3 Metabolism: nucleotide
metabolism lisst vermuten, dass es sich hier tatsdchlich um einen Stoffwechselweg handelt,

der als Ganzes aktiviert worden ist, da ein Viertel der Gene induziert ist.

Tabelle 9: Uberreprasentierte Unterkategorien der 555 reprimierten Gene. Aufgefiihrt sind die
Kategorien, bei denen die induzierten Gene um mehr als den Faktor zwei iiberreprisentiert sind.
*der Uberreprisentation

alle cDNA- reprimierte Gene Unterkategorie
Sonden
Anzahl | Anteil [%] | Anzahl | Anteil [%] | Faktor*

35 0,6 9 1,6 2,5 1.6 Metabolism: lipid, fatty-acid and
isoprenoid metabolism

2 0,0 1 0,2 4,9 2.3 Energy: tricarboxylic-acid pathway

6 0,1 2 0,4 3,3 3.1 Transcription: rRNA synthesis

78 14 38 6,8 4.8 4.1 Translation: ribosomal proteins

1 0,0 1 0,2 9,8 4.3 Translation: tRNA-synthetases

43 0,8 9 1,6 2,0 5.2 Protein destination: protein targeting,
sorting and translocation

7 0,1 3 0,5 4,2 5.3 Protein destination: protein modification

3 0,1 1 0,2 3,3 6.1 Cellular biogenesis and organization:
cell wall and plasma membrane

4 0,1 1 0,2 2,4 6.3 Cellular biogenesis and organization:
endoplasmic reticulum and Golgi

6 0,1 3 0,5 4,9 6.4 Cellular biogenesis and organization:
intracellular transport vesicles

7 0,1 2 0,4 2,8 8.5 Cell proliferation: other

1 0,0 1 0,2 9,8 10.1 Stress response and cell rescue:
Homeostasis

14 0,3 5 0,9 3,5 10.2 Stress response and cell rescue: Stress
response

22 0,4 5 0,9 2,2 12.3 Multicellular organization:

Morphogenesis

Die Unterkategorie 11.2 Signal transduction: Second messenger formation enthélt insgesamt

nur zwei Gene. Daher ist der Faktor der Uberreprisentation von 4,8 wenig aussagekriftig.
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Auffallig ist auch, dass von der Unterkategorie 9.1 Movement: cytoskeletal components mehr
als 20 % der cDNA-Sonden induziert sind und von der Hauptkategorie 10 Stress response

zwei der sechs Unterkategorien induziert sind.

Bei den iiberreprisentierten Kategorien der reprimierten Gene (Tabelle 9) faillt vor allem die
Unterkategorie 4.1 Translation: ribosomal proteins auf, wo mit 38 von 78 Genen anndhernd

die Hilfte der Gene reprimiert ist.

Kategorie 4 Translation zeichnet sich insgesamt dadurch aus, dass drei der vier
Unterkategorien tiberreprédsentiert sind; zwei aufgrund reprimierter Gene und eine aufgrund
induzierter Gene. Gleiches gilt fiir die Kategorien 6 Cellular biogenesis and organization
sowie 10 Stress response and cell rescue, wo vier von acht bzw. zwei von sechs

Unterkategorien tiberreprisentiert sind.

3.5.2 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila im Vergleich zur
Koinkubation mit L. hackeliae

Zusitzlich zum Vergleich von L. pneumophila-infizierten D. discoideum Zellen 24 Stunden
nach Beginn der Infektion wurden zu diesem Zeitpunkt zwei weitere Vergleiche durchgefiihrt.
Zum einen wurden L. pneumophila-infizierte Zellen mit Zellen verglichen, die in
Anwesenheit von L. hackeliae in Kultur gehalten wurden. Zum anderen wurden L.
pneumophila infizierte Zellen mit Zellen vergleichen, die in Anwesenheit von L. pneumophila

AdotA inkubiert wurden (siehe Abschnitt 3.8).

cDNA-Microarrays, die hier wie allgemein tiiblich fiir kompetitive Hybridisierungen zweier
fluoreszenzmarkierter cDNA-Mischungen verwendet wurden, zeigen stets die Unterschiede in
der Zusammensetzung der cDNA-Mischungen an. Der Vergleich von L. pneumophila-
infizierten Zellen mit uninfizierten Zellen liefert also alle Unterschiede der Genexpression
von D. discoideum, die als Reaktion auf den Kontakt mit L. pneumophila, die Aufnahme der

Bakterien und die eigentliche Infektion auftreten.

Beziiglich der Infektion weisen die Arbeiten von Hégele et al. (2000) darauf hin, dass 84 %
der von D. discoideum aufgenommen L. pneumophila-Zellen nicht verdaut werden. Anders
verhdlt es sich bei L. hackeliae, einer Legionella-Spezies mit verminderter Pathogenitit. Von
den aufgenommenen Bakterien gelangen 82 % in Phagolysosomen und werden verdaut. Der
Vergleich L. pneumophila-infizierter Zellen mit solchen, die L. hackeliae verdauen, sollte

daher Gene liefern, die aufgrund von Infektion statt Verdau differentiell exprimiert sind.
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Gene, die durch den Kontakt mit und die Aufnahme von Legionellen reguliert sind, sollten in

beiden Kulturen gleichermalien exprimiert sein und sich daher gegenseitig autheben.

Es wurden je zwei unabhédngige RNA-Priparationen verwendet, die mittels dye-swaps mit
vier Microarrays hybridisiert wurden. Die SAM-Analyse ergab 882 regulierte Gene, von
denen 428 induziert und 454 reprimiert waren. Die jeweils zehn induzierten und reprimierten

Gene mit den hdochsten scores sind in Tabelle 10 und Tabelle 11 gezeigt.

Tabelle 10: Induzierte Gene in D. discoideum nach Infektion mit L. pneumophila mit L. hackeliae
als Kontrolle. Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von SAM (score),
der Faktor der Induktion und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier (id), der
Beschreibung und dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt ist das
bekannte D. discoideum Protein Discoidin I, das eindeutig identifiziert werden konnte. Fiir J01284
wurde keine BLAST-Suche durchgefiihrt, da es ein publiziertes Gen ist. Die Sonden der Gene, die
auch im Vergleich von L. pneumophila-infizierten Zellen mit nicht-infizierten Zellen unter den zehn
Genen mit den hochsten scores gefunden wurden, sind unterstrichen. Alle Sonden dieser Tabelle
finden sich unter den 612 induzierten Genen des Vergleichs mit nicht-infizierten Zellen als Kontrolle.

BLAST-Ergebnis

Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert

SLI845 18,5 4,7 39937493  Ahnlich zu Endopeptidase ClpB von 0
Rhodopseudomonas palustris

SSL850 | 18,4 6,1 72372 Ahnlich zu Discoidin | von D. discoideum 7,0 x10™®

SSB153 18,3 13,0 - - -

SSJ163 | 15,6 4,6 AAQ87403  Ahnlich zu short-chain Dehydrogenase 8,6 x 10°*°
von Rhizobium sp. (Stamm NGR234)
SSM847 15,3 3,7 - - -
J01284 14,6 3,5 - Discoidin | -
SLJ337 13,3 2,8 - - -
VSE614 | 12,9 3,5 6118365  Ahnlich zu PgaA von Salmonella typhi 4,0 x 10
SSE777 12,6 3,1 - - -
VSI715 11,6 3,2 - - -

Von den induzierten und reprimierten Genen finden sich jeweils flinf auch in der
entsprechenden Tabelle des Vergleichs mit uninfizierten Zellen. Bei den induzierten Genen
sind es die Sonden SSL850, SSB153, SSJ163, SSM847 und SLI845, wobei SLI8S45 eine
Sonde ist, die wie SLD769 aus Tabelle 5 groBte Ahnlichkeit mit der Sequenz der
Endopeptidase ClpB von Rhodopseudomonas palustris hat. Die Vermutung, dass es sich um
zwei Sonden fiir dasselbe Gen handeln konnte, wurde durch die Ergebnisse einer neuen
Analyse der cDNA-Sequenzen des japanischen cDNA Projekts bestdtigt, bei der diese beiden

Sonden zu einem Gen zusammengefasst wurden. Sowohl beim Vergleich mit uninfizierten,
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als auch bei mit L. hackeliae koinkubierten Zellen, finden sich jeweils beide Sonden mit

dhnlichen Faktoren unter den induzierten Genen. Allerdings nicht mit dem gleichen score.

Bei den reprimierten Genen sind es die Sonden SLE471, SSL818, SSC158, SSM558 und
SSB431, die sich auch unter den reprimierten Gene des Vergleichs mit uninfizierten Zellen
finden. Die Faktoren der Induktion und Repression dieser Gene sind bei beiden Experimenten
nicht gleich. So ist z.B. das Gen der Sonde SSL850 beim Vergleich mit uninfizierten Zellen

4,3fach induziert, wahrend es im Experiment mit L. hackeliae 6,1fach induziert ist.

Die Sonde SSH545 der reprimierten Gene konnte als cDNA-Fragment des bekannten Gens
der Cystein Proteinase 5 identifiziert werden. Von den {ibrigen Sonden konnten nur fiir

VSK389 und SSB307 Proteine mit dhnlichen Sequenzen gefunden werden.

Tabelle 11: Reprimierte Gene in D. discoideum nach Infektion mit L. pneumophila mit L.
hackeliae als Kontrolle. Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von
SAM (score), der Faktor der Repression und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier
(id), der Beschreibung und dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt sind
das D. discoideum Gen cotB und die Cystein Proteinase 5, die eindeutig identifiziert werden konnten.
Die Sonden der Gene, die auch im Vergleich von L. pneumophila-infizierten Zellen mit nicht-
infizierten Zellen unter den zehn Genen mit den hdchsten scores gefunden wurden, sind unterstrichen.
Alle Sonden dieser Tabelle finden sich unter den 606 reprimierten Genen des Vergleichs mit nicht-
infizierten Zellen als Kontrolle.

BLAST-Ergebnis

Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert

SLE471 -20,7 6,7 102273 cotB, spore coat protein SP70 0
SSM558 | -18,5 8,6 - - -

SSB307 | -16,2 4,3 19527174  Ahnlich zu SpleiRfaktor 3b von Mus 0
musculus
SSC374 -15,8 3,5 - - -

SSF615 -14,7 3,3 - - -

Ssci158 | -13,1 4,4 Q22254  Ahnlich zum T06D8.9 Protein von C. 7,5x 10
elegans

SSL818 | -12,2 4,0 9864392  Ahnlich zu calcium-binding protein 4b von 2,0 x 10°%
D. discoideum

SSH545 | -11,3 2,6 1706263  Cystein Proteinase 5 Vorlaufer 1,0 x 10’

VSK389 | -11,0 2,4 1510110  Ahnlich zu Ubiquitin-konjugierendem 4,0x 10"
Enzym von Paramecium tetraurelia

SSB431 | -10,9 3,7 2570906  Ahnlich zu Stearoyl-CoA Desaturase von 1,0 x 10™*
Mucor rouxii

In Abschnitt 3.6 wurde gezeigt, dass durch das Vorhandensein von 19 DNA-Microarrays fiir
den Vergleich von L. pneumophila-infizierten Zellen mit uninfizierten Zellen zum 24 h

Zeitpunkt sehr viele Gene als differentiell exprimiert identifiziert wurden, die nur geringe
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Faktoren der Induktion oder Repression haben. Daher wurde fiir einen Vergleich dieses
Experiments mit dem Experiment, bei dem L. hackeliae die Kontrolle ist, ebenfalls ein
Schwellenwert von > 1,5 fiir die Faktoren der Induktion und Repression verwendet. Dadurch
verringerte sich die Zahl der differentiell exprimierten Gene auf 269 bzw. 588. Es gibt 197
Gene, die in beiden Experimenten reguliert sind (Abb. 25). Davon sind 120 induziert und 77
reprimiert. Diese Gene stellen wahrscheinlich die Gene dar, die durch den Infektionsvorgang
reguliert sind. Bei dem Experiment mit uninfizierten Zellen als Kontrolle beeinflussen die
anderen Vorginge wie der Kontakt mit und die Aufnahme der Legionellen nur 72 Gene.
Einen groBeren Effekt scheint der verminderte Verdau von L. pneumophila im Vergleich zu L.
hackeliae zu haben. Vermutlich werden dadurch 187 Gene induziert und 204 reprimiert, dass
bei der Infektion mit L. pneumophila nicht 82 %, sondern nur 16 % der Bakterien verdaut
werden. Im Infektionsansatz gibt es sicherlich solche D. discoideum Zellen, die infiziert

werden und solche, die Legionellen verdauen. Messbar sind jedoch nur die mittleren mRNA-

Konzentrationen.
L. pneumophila L. pneuniophila
uninfiziert L. hackeliae
Gene, die durch den Kontakt Gene, die durch Infektion mat,
mit, der Aufnahme von und statt Verdau von Legionellen
Intektion mit Legionellen beemnflulit werden.
beeintlulit werden \ / o
) 307
152

281
117

mduziert
reprimiert
Gene, die durch den Gene, die durch Verdau von
Kontakt mit und die ol TG e Legionellen beeintlul3t werden.
Aufnahme von Legionellen el It
beeinflufit werden werden.

Abb. 25: Vergleich der Experimente von L. pneumophila-infizierten Zellen mit uninfizierten
Zellen und mit L. hackeliae als Kontrolle. Anzahl der induzierten und reprimierten Gene, die bei
beiden Infektionsexperimenten differentiell reguliert sind und solcher, die nur bei einem der
Experimente zu finden sind. Es wurde ein Schwellenwert fiir die Faktoren der Induktion und
Repression von > 1,5 gesetzt. Angegeben sind auch die unterschiedlichen Prozesse, von denen
angenommen wird, dass sie die Genexpression beeinflussen. Oben stehen die Prozesse der beiden
Experimente und unten die Prozesse der Teilmengen.
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3.5.3 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophilaim Vergleich zur
Koinkubation mit L. pneumophila AdotA

Der Vergleich infizierter D. discoideum Zellen mit Zellen, die mit L. pneumophila AdotA
koinkubiert wurden, hat Gemeinsamkeiten mit dem Vergleich, bei dem L. hackeliae als
Kontrolle verwendet wurde. Auch L. pneumophila AdotA wird von D. discoideum
aufgenommen und verdaut. DotA ist Bestandteil des Typ IV Sekretionssystems und wichtig
fiir die Blockade der Fusion von Phagosomen mit Lysosomen. Roy et al. (1998) haben
gezeigt, dass sich bereits 15 Minuten nach der Aufnahme fast alle AdotA Legionellen in
Phagolysosomen befinden. Daher wurde erwartet, dass in D. discoideum die Gene
differentiell exprimiert sind, die von der Infektion mit Legionellen im Unterschied zum

Verdau von Legionellen reguliert sind.

Tabelle 12: Induzierte Gene nach Infektion mit L. pneumophila mit L. p. AdotA als Kontrolle.
Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von SAM (score), der Faktor der
Induktion und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier (id), der Beschreibung und
dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt sind bekannte D. discoideum
Proteine, die einzelnen Sonden zugeordnet werden konnten. Fiir AF140780 wurde keine BLAST-
Suche durchgefiihrt, da es ein publiziertes Gen ist. Die Sonden der Gene, die auch im Vergleich von L.
pneumophila-infizierten Zellen mit nicht-infizierten Zellen unter den zehn Genen mit den hdchsten
scores gefunden wurden, sind unterstrichen. Bis auf SSK833 finden sich alle Sonden dieser Tabelle
unter den 612 induzierten Genen des Vergleichs mit nicht-infizierten Zellen als Kontrolle.

BLAST-Ergebnis
Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert
VSH181 28,8 4,2 30679394  Ahnlich zu exprimiertem Protein von 1,0 x10™*#
Arabidopsis thaliana
SSK833 26,7 5,3 Q8MP80  Ahnlich zu hypothetischem Protein von 1,0 x10°®
D. discoideum
AF140780 25,3 3,0 - Countin
VSE427 25,2 4,1 Q95US4  Ahnlich zu Glykoprotein 130 von D. 9,7 x10™%°
discoideum
SSB153 22,4 9,2 - - -
SSEB890 22,2 3,3 Q8I5U0 Ahnlich zu vermeintlich Kinesin- 4,5 x10°
verwandtem Protein von Plasmodium
falciparum
SLG851 22,0 8,0 Q04503  Prasporen Protein Dp87 Vorlaufer 1,0 x102*
SSK761 21,3 6,2 SYHH_HU  Ahnlich zu einem Histidyl-tRNA 1,4 x10™""
MAN Synthetase Homolog von Homo
sapiens
SLB478 19,9 55 RN14 MO Ahnlich zu RING Finger Protein 14 von 2,1 x10%°
USE Mus musculus
SSL437 19,9 50 - - -
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Auch fiir dieses Experiment wurden je zwei unabhiangige RNA-Priaparationen verwendet, die
mittels dye-swaps mit vier Microarrays hybridisiert wurden. Die SAM-Analyse ergab 1268
differentiell exprimierte Gene, von denen 584 induziert und 684 reprimiert waren. Die jeweils
zehn induzierten und reprimierten Gene mit den hdchsten scores sind in Tabelle 12 und

Tabelle 13 gezeigt.

Tabelle 13: Induzierte Gene nach Infektion mit L. pneumophila mit L. p. AdotA als Kontrolle.
Angegeben sind die Sonden des Microarrays, der Signifikanz-Wert von SAM (score), der Faktor der
Repression und das BLAST-Ergebnis, mit dem UniProt oder GI identifier (id), der Beschreibung und
dem p-Wertes des Treffers mit dem niedrigsten p-Wert. Fett gedruckt sind bekannte D. discoideum
Proteine, die einzelnen Sonden zugeordnet werden konnten. Die Sonden der Gene, die auch im
Vergleich von L. pneumophila-infizierten Zellen mit nicht-infizierten Zellen unter den zehn Genen mit
den hochsten scores gefunden wurden, sind unterstrichen. Alle Sonden dieser Tabelle finden sich
unter den 606 reprimierten Genen des Vergleichs mit nicht-infizierten Zellen als Kontrolle.

BLAST-Ergebnis

Sonde score  Faktor id Beschreibung p-Wert

SLJI376 | -21,7 34 | QOUAG7 Flavohamoglobin 7,3x10%%
SSL389 | -20,0 2,5 - - -

SSM424 | -19,0 3,6 Q7N194  Ahnlich zu Xaa-Pro Aminopeptidase von 6,9 x 10
Photorhabdus luminescens
SSL84s5 | -18,1 4,1 - - -

VSD222 -16,8 2,0 Q91652  Ahnlich zu Gen 16 Protein von Xenopus 8,1x10%
laevis

VSH732 -16,4 3,5 Q9ABM7  Ahnlich zu einer Oxidoreduktase der 2,9%10°
Eisen/Ascorbat Familie von Caulobacter
crescentus

VSH352 -16,3 2,0 Q9IA75  Ahnlich zu ribosomalem Protein L17 von 1,9x10™
Paralichthys olivaceus

SSCi158 | -16,3 4,7 Q22254  Ahnlich zum T06D8.9 Protein von C. 7,5x 10
elegans

VSI1401 -15,4 3,7 Q8T690 ABC Transporter AbcG3 0

SLG489 | -15,2 2,2 021042 Cytochrom Oxidase Untereinheit 1und 2 1,0 x 10°%

Es gibt es nur zwei Ubereinstimmungen mit den zehn induzierten und reprimierten Genen mit
den hochsten scores des Experiments mit uninfizierten Zellen als Kontrolle, nimlich Sonde
SSB153 bei den induzierten und SSC158 bei den reprimierten Genen. Zwei der Sonden
induzierter Gene konnten bekannten D. discoideum Proteinen zugeordnet werden. Countin,
ein sekretierter Faktor (Brock und Gomer, 1999), der die Zellzahl der Aggregate wihrend des
Entwicklungszyklus beeinflusst und Dp87, ein Protein aus Prisporen, das Ahnlichkeit zu den
Proteinen SP70 und SP96 der Sporenhiille hat (Ozaki et al., 1993). Von den reprimierten
Genen konnten die Sonden SLJ376, VSI401 und SLG489 als cDNA-Sequenzen des
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Flavohdmoglobins, des ABC-Transporters G3 und der Cytochrom Oxidase identifiziert

werden.

Der Vergleich der Experimente mit uninfizierten Zellen und L. pneumophila AdotA als
Kontrolle wurde wie in Abschnitt 3.6 mit einem Schwellenwert von 1,5 durchgefiihrt. Das
Ergebnis ist dhnlich zu dem in Abb. 25 gezeigten. Es gibt 193 Gene, die bei beiden
Experimenten differentiell exprimiert sind und 76 Gene, die spezifisch fiir uninfizierte Zellen
als Kontrolle sind. Mit 649 sind es deutlich mehr Gene, die fiir L. pneumophila AdotA als
Kontrolle spezifisch sind (Abb. 26).

L. puevmophila L. prneumophila
uninfiziert L. p. Adot4
Gene, die durch den Kontakt Gene, die durch Infektion mit,
mit, der Aufnahme von und statt Verdau von Legionellen
Infektion mit Legionellen beeinflullt werden.
beeintluflt werden \ / e
) 379
152 A
463
l 17 induziert
reprimiert
Gene, die durch den Gene, die durch Verdau von
Kontakt mit und die G e Legionellen beemfluBt werden.

Aufnahme von Legionellen
beeintluflt werden

Infektion beeinfluf3t
werden.

Abb. 26: Vergleich der Experimente von L. pneumophila-infizierten Zellen mit uninfizierten
Zellen und mit L. p. AdotA als Kontrolle. Anzahl der induzierten und reprimierten Gene, die bei
beiden Infektionsexperimenten reguliert sind und solcher, die nur bei einem der Experimente zu finden
sind. Es wurde ein Schwellenwert fiir die Faktoren der Induktion und Repression von > 1,5 gesetzt.
Angegeben sind auch die unterschiedlichen Prozesse, von denen angenommen wird, dass sie die
Genexpression beeinflussen. Oben stehen die Prozesse der beiden Experimente und unten die Prozesse
der Teilmengen.

In den Vergleichen mit uninfizierten Zellen und L. pneumophila AdotA als Kontrolle wurde
angenommen, dass jeweils die Schnittmengen die Gene darstellen, die spezifisch fiir den
eigentlichen Infektionsvorgang sind. Daher wurden die Gene dieser Schnittmengen verglichen

um zu ermitteln, ob sie gleich sind.
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Schnittmenge der Vergleiche: Schnittmenge der Vergleiche:
L. pneumophila L. pneumophila
uninfiziert uninfiziert
L. prreuniophila L. pneumophila
L. p. Adot4 L. hackeliae
s 3 <120

mduziert

reprimiert

Abb. 27: Vergleich der Experimenten mit uninfizierten Zellen, L. hackeliae und L. p. AdotA als
Kontrolle. Angegeben ist jeweils die Anzahl der zwischen zwei oder allen drei Experimenten
iibereinstimmenden, induzierten und reprimierten Gene.

Wie man in Abb. 27 sieht, sind die Schnittmengen aus Abb. 25 und Abb. 26 nicht gleich. Von
den 141 induzierten Genen sind 85 (60 %) gleich, wihrend es bei den reprimierten nur 55 von
109 (50 %) sind. Da diese Gene in allen drei Infektionsexperimenten mit L. pneumophila und
uninfizierten Zellen, L. hackeliae und L. pneumophila AdotA als Kontrolle, differentiell
exprimiert sind, konnten sie den minimalen Satz von Genen darstellen, die in D. discoideum
stets als Reaktion auf eine Infektion mit L. pneumophila reguliert werden. Fiir 35 der
induzierten und 18 der reprimierten Gene liegen funktionelle Kategorien vor. Siebzehn der
induzierten Gene gehoren der Unterkategorie 1.1 Metabolism: amino-acid metabolism an, was
einer zweifachen Uberreprisentation dieser Unterkategorie gegeniiber dem cDNA-Satz
entspricht. Auffillig ist auch, dass in dieser Unterkategorie cDNA-Sonden fiir die
Asparaginyl-, Histidyl- Prolyl- und Seryl-tRNA-Synthetase vorhanden sind. Dariiber hinaus

treten keine Kategorien gehéuft auf.

3.6 Zeitreihe der Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila

Die Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila im Vergleich zu uninfizierten Zellen
wurde auBerdem mit einer Zeitreihe untersucht, die zusétzlich zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
Infektion auch die Zeitpunkte 1 h, 3 h, 6 h und 48 h enthielt. Fiir jeden der vier zusitzlichen
Zeitpunkte wurden drei RNA-Isolationen verwendet, deren fluoreszenzmarkierte cDNAs in

Form von dye-swaps mit sechs Microarrays hybridisiert wurden. Fiir die Analyse des 24
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Stunden Zeitpunkts wurden nur die 15 Microarrays verwendet, die damals zur Verfiigung

standen.

Die Identifikation der differentiell exprimierten Gene zeigt zundchst, dass es zu allen
Zeitpunkten Anderungen der Genexpression gibt, jedoch unterschiedlich viele Gene betroffen
sind (Tabelle 14). Eine Stunde nach Beginn der Infektion wurden nur 29 differentiell
exprimierte Gene gefunden. Nach drei Stunden sind es mit 253 deutlich mehr und am 24 h
Zeitpunkt wurde mit 852 Genen die groite Anzahl gefunden. Nach sechs und nach 48 h sind
es mit 112 bzw. 157 deutlich weniger. Dieser Zahlenvergleich unterliegt jedoch der
Einschriankung, dass fiir den 24 h Zeitpunkt Daten von 15 statt sechs Arrays, wie bei den
anderen Zeitpunkten, verwendet wurden. Eine hohere Zahl von Messwiederholungen kann zu
mehr, als signifikant bezeichneten, Genen fiihren. Da die 15 Microarrays jedoch vorlagen,
wurden ihre Daten fiir die Analyse verwendet, da die Ergebnisse dadurch besser abgesichert

sind.

Um den Effekt der vielen Microarrays des 24 h Zeitpunktes zu untersuchen, wurden nach
Ermittlung der signifikant differentiell regulierten Gene verschiedene Schwellenwerte fiir die
Faktoren der Induktion oder Repression gesetzt. Es wurde vermutet, dass die Genliste des
24 h Zeitpunktes viele schwach induzierte und reprimierte Gene enthilt, die nur aufgrund der
zahlreichen Microarrays als differentiell exprimiert identifiziert wurden. Tatsdchlich nimmt
die Genzahl des 24 h Zeitpunktes stirker ab, als die der anderen Zeitpunkte. Bei einem
Schwellenwert von 1,5 sinkt die Anzahl der erhaltenen Gene beim 24 h Zeitpunkt auf 189.
Dies sind 22 % der Gene ohne Schwellenwert. Bei den {ibrigen Zeitpunkten wirkt sich der
Schwellenwert weniger stark aus. Die Genanzahl sinkt nur auf 66 bis 49 %. Die meisten
Anderungen der Genexpression erfolgen also nach 24 Stunden; etwas weniger nach 3
Stunden. Deutlich weniger Gene sind nach 6 Stunden und 48 Stunden reguliert, wihrend nach

einer Stunde kaum Anderungen feststellbar sind (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Anzahl der differentiell exprimierten Gene je Zeitpunkt der Zeitreihe. Gezeigt ist die
Anzahl der differentiell exprimierten Gene der fiinf Zeitpunkte, wie sie mit SAM identifiziert wurden
(ohne Schwellenwert) und mit einem zusétzlichen Schwellenwert fiir den Faktor der Induktion oder
Repression von > 1,5. Angegeben ist auch, wie viel Prozent der von SAM gefundenen Gene mit dem
Schwellenwert erhalten werden.

Anzahl der differentiell exprimierten Gene
Zeitpunkt [h] ohne Schwellenwert Schwellenwert 1,5*
29 19 (66 %)
253 129 (51 %)
112 50 (45 %)
24 852 189 (22 %)
48 157 77 (49 %)

Die differentiell exprimierten Gene wurden fiir eine Clusteranalyse verwendet, um zu
ermitteln, welche Gene im Verlauf der Infektion in der gleichen Weise reguliert werden. In
der Clusteranalyse werden Messwerte aufgrund ihrer Ahnlichkeit untereinander zu Haufen
(engl. cluster) gruppiert und diese Cluster dann als Repridsentanten der in ihnen enthaltenen
Messwerte verwendet. Der Vorteil dieser Methode ist eine teilweise erhebliche Reduktion der
Datenmenge, wodurch oft eine Interpretation erst moglich wird. Die Annahme ist dabei, dass

Gene, die dhnlich reguliert sind, an denselben Prozessen beteiligt sein konnten.

Die Clusteranalyse wird hdufig dann bei Microarray-Daten eingesetzt, wenn mehr als eine
experimentelle Bedingung im Vergleich zu einer Kontrolle untersucht wird. Dies ist zum
Beispiel bei einer Zeitreihe der Fall (Iyer et al., 1999). Dabei liegen fiir jedes Gen, das auf
dem Microarrays représentiert ist, die Faktoren der Induktion oder Repression zum jeweiligen
Zeitpunkt vor. Die Faktoren der einzelnen Gene konnen dann farbkodiert gegen die

experimentelle Bedingung aufgetragen werden (siche Abb. 28).
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Abb. 28: Clustering der differentiell exprimierten Gene der Zeitreihe. Standard Korrelation von
GeneSpring 6.1. Die 1133 Gene sind als farbige Striche dargestellt, wobei die Farbe den Faktor der
Induktion (rot) oder Repression (blau) kodiert, die man der nicht-logarithmischen Farbskala
entnehmen kann. Nicht regulierte Gene sind gelb dargestellt. Auf der linken Seite ist in griin ein
Dendrogramm der Gene dargestellt. Die Zahlen markieren Cluster auf die im Text eingegangen wird.

Von den insgesamt 1403 Genen, die zu den fiinf Zeitpunkten gefunden wurden, sind einige zu
mehreren Zeitpunkten reguliert. Daher reduziert sich die Zahl der Gene auf 1133. In Abb. 28
sieht man mehrere grofle Cluster von Genen, die sich teilweise deutlich von den benachbarten

Clustern unterscheiden, teilweise aber auch flieBend in einander iibergehen.

So fallt zum Beispiel in der oberen Halfte der Abbildung ein Cluster auf, dessen Gene zu den
Zeitpunkten 3 h, 6 h, 24 h und 48 h reprimiert sind (1). Darunter liegt ein Cluster bei dem
vorrangig 3 Stunden nach Infektionsbeginn Gene induziert wird (2). Dieser Cluster geht
flieBend in einen iiber, wo zusitzlich auch beim 24 h Zeitpunkt Gene induziert sind (3).

Einige Gene sind sogar zu allen Zeitpunkten induziert.

Der vierte Cluster ist durch induzierte Gene nach 24 Stunden gekennzeichnet (4); zu den

anderen Zeitpunkten sind die Gene teil induziert, teils reprimiert und oft nicht reguliert.
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Die Hauptcluster, sowie Untercluster wurden auf Haufung von Genen gleicher Kategorien
untersucht. Dazu wurden auch die Beschreibungen der BLAST Treffer der Sonden in der
Datenbank TrEMBL verwendet. Dabei konnten jedoch keine Cluster gefunden werden, in
denen auffillig viele Gene einer Kategorie vorkommen. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass
von den 1133 Genen nur 317 (28 %) einer der Kategorien eins bis zwolf zugeordnet werden

konnten und nur 179 (16 %) von diesen einen Treffer in TTEMBL hatten.

Wie beim 24 Stunden Zeitpunkt wurde daher ermittelt, welche funktionellen Kategorien in
der Zeitreihe iiberreprasentiert sind (Tabelle 15). Insgesamt wurden 18 Unterkategorien
identifiziert, deren Gene im Verlauf der Zeitreihe iiberproportional héufig differentiell
exprimiert sind. Eine Unterscheidung der induzierten und reprimierten Gene kann hier nicht
vorgenommen werden, da einige Gene in der Zeitreihe sowohl induziert, als auch reprimiert

werden.

Vergleicht man die regulierten Kategorien der gesamten Zeitreihe mit denen des 24 h
Zeitpunktes, so zeigen sich viele Ubereinstimmungen. Zwolf der 18 Kategorien finden sich in
beiden Listen. Dies ist auch darauf zuriickzufiihren, dass die Gene des 24 h Zeitpunkts einen
hohen Anteil an den regulierten Genen der Zeitreihe haben. Unterschiede konnen darauf
beruhen, dass einzelne iiberreprisentierte Kategorien des 24 h Zeitpunktes in der gesamten
Zeitreihe an Gewicht verlieren und daher unter den Schwellenwert von zwei fiir

iiberrepriasentierte Gene fallen.
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Tabelle 15: Uberreprasentierte Kategorien der Zeitreihe. Aufgefiihrt sind die Kategorien, deren
Anteil an den differentiell exprimierten Genen mehr als doppelt so hoch ist, wie an den gesamten
cDNA Sonden. *der Uberreprisentation

alle cDNA- differentiell Kategorie
Sonden exprimierte Gene
Anzahl | Anteil [%] | Anzahl | Anteil [%] | Faktor*

35 0,65 14 1,69 2,6 1.6 Metabolism: lipid, fatty-acid and
isoprenoid metabolism

6 0,11 2 0,24 2,2 2.1 Energy: glycolysis and gluconeogenesis

6 0,11 2 0,24 2,2 3.1 Transcription: rRNA synthesis

9 0,17 3 0,36 2,2 4.2 Translation: translation factors

28 0,52 10 1,21 2,3 5.1 Protein destination: Protein folding and
stabilization

7 0,13 3 0,36 2,8 5.3 Protein destination: protein modification

3 0,06 1 0,12 2,2 6.1 Cellular biogenesis and organization:
cell wall and plasma membrane

3 0,06 1 0,12 2,2 6.2 Cellular biogenesis and organization:
centromere and chromosome structure

6 0,11 2 0,24 2,2 6.4 Cellular biogenesis and organization:
intracellular transport vesicles

16 0,30 5 0,60 2,0 6.5 Cellular biogenesis and organization:
nucleus

8 0,15 3 0,36 2,5 6.6 Cellular biogenesis and organization:
mitochondrion

3 0,06 1 0,12 2,2 7.7 Transport facilitation: Drug

9 0,17 3 0,36 2,2 8.4 Cell proliferation: meiosis and sexual
cycle

37 0,68 13 1,57 2,3 9.1 Movement: cytoskeletal components

14 0,26 8 0,97 3,7 10.2 Stress response and cell rescue: Stress
response

3 0,06 1 0,12 2,2 10.3 Stress response and cell rescue: DNA
repair

2 0,04 1 0,12 3,3 10.6 Stress response and cell rescue: Other

22 0,41 11 1,33 3,3 12.3 Multicellular organization:

Morphogenesis
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3.6.1 Annotation der Sonden der Kategorien mit regulierten Genen

Die insgesamt 84 Sonden der neun Hauptkategorien mit auffillig vielen regulierten Genen
wurden mit BLAST-Suchen, wie in Abschnitt 3.6.1.1 beschrieben annotiert. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 16 dargestellt.

Die Gene von sechs Hauptkategorien zeigen gemischte Expressionsmuster, in dreien
dominieren induzierte bzw. reprimierte Gene. Uberwiegend Induktion findet sich in den
Kategorien 2.1 (Energy: glycolysis and gluconeogenesis) und 9.1 (Movement: cytoskeletal
components). In der Kategorie 5 (Proteine destination) sind die Gene hauptsdchlich

reprimiert.

Ahnliche Expression wihrend der Infektion innerhalb einer Kategorie zeigen die Sonden
SLE371 und SLE621 aus Kategorie 1.6, sowie VSF392, VSG238 und VSG622 aus 6.6. Bei
VSF392 und VSG238 handelt es sich um zwei Sonden, die beide Teil des offenen
Leserahmens (ORF) 1740 darstellen, jedoch 973 bp auseinander liegen. Identische Expression
wird also erwartet. Dies trifft nicht exakt zu. Wahrend die Werte fiir 1 h, 3h und 24 h
annahernd iibereinstimmen, weichen die Werte fiir 6 h und 48 h in der Hohe der Induktion

etwas voneinander ab.

Fiir 23 Sonden wurde kein BLAST Ergebnis oder nur eines mit hohem p-Wert erhalten.

Tabelle 16: Annotation und Expression der Gene der regulierten Kategorien der Zeitreihe. Die
Sonden sind nach Hauptkategorien gruppiert und die BLAST Ergebnisse angegeben. In rot sind die
Sonden markiert, deren Expression mit quantitativer PCR iiberpriift wurde (siche Abschnitt 3.9.1). Fiir
die fiinf Zeitpunkte sind die nicht logarithmischen Faktoren der Induktion bzw. Repression angegeben.
Der farbige Hintergrund stellt die Faktoren zusétzlich farbkodiert dar. Nicht oder schwach regulierte
Gene sind gelb, induzierte rot und reprimierte blau dargestellt. Farbkodierung: Rot: 3,59 — 5,99,
Dunkelorange: 2,15 — 3,58, Orange: 1,29 — 2,15, Gelb: 0,77 — 1,28, Hellbau: 0,46 — 0,76, Blau: 0,28 —
0,45, Dunkelblau: 0,17 —0,27.

Faktoren

Sonde |Kategorie BELAST Ergebnis Th 3h 6h 24h 48h
SLE37 16 Ahnlich zu SapA 106 075 074 079 0OF&
SLEEM 16 Ahnlich zu Fettsdure A5 Desaturase von 0. discoideum 101 076 O76 078 0FB4
SLH284 16 Ahnlich zu Cholesteral Transport Protein (Miemann-Pick C Protein) 107 05 101 079 0595
554403 16 Ahnlich zu 1-Phosphatidylinositol-4 5-Bisphosphatephosphodie sterase 158 070 074 059 079
S5E431 1.6 Ahnlich zu StearoyhCod desaturase 114 110 051 BEEE 020
SSCa02 1.6 Ahnlich zu npcl Praotein (Miemann-Pick C Protein) 104 076 090 117 0BS5S
SSFE25 1.6 Ahnlich zu Enoyl-CoA Hydratase/lsomerase 108 097 095 115 1,09
S51311 16 Ahnlich zu Phaosphatidylinosital-Glycan-specifische Phospholipase d2 091 098 093 084 095
SSJ362 1.6 Ahnlich zu PksB, shortchain Alkohol Dehydrogenase 0g2 089 109 0B85 109
SEKETR 16 Ahnlich zu 1-Phosphatidylinosital-4 5-Bisphosphatephosphodiesteraze 123 093 074 0B4 074
S55kBos 16 Ahnlich zu Lipoxygenase LipA 174 146 119 132 089
WSC157 16 - 052 108 03 075 079
%SHE49 16 Ahnlich zu Acetyl/PropionykCol Carboxylase 058 0592 107 125 104
Wak246 1.6 Ahnlich Saplip ¢ Protein 0g0 089 121 118 107
SSFE06 2.1 Ahnlich zu GTPase-Aktivator Protein fiir Ras-ahnliche GTPasen 107 138 112 155 057
WEC214 21 - 0 099 154 101 122
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Tabelle 16: Annotation und Expression der regulierten Kategorien der Zeitreihe (Fortsetzung).

Faktoren
Sonde |Kategorie BLAST Ergebnis Th 3h 6h 24h 48h
S5B379 R Ahnlich zu vermeintich RNA-bindendern Protein pao 1ps 095 070 1,31
WS 3RE 3.1 Ahnlich zu nhp2-like pratein 1, ribosomales Protein 102 0597 075 080 105
SLARZT 42 - 092 104 090 088 0GR
SLBEVAE 4.2 Ahnlich zu Elongations Faktar 2 (EF-2) 112 0584 077 093 0BG
SSkE43 4.2 Heat shock cognate protein 109 137 113 124 1,10
SLBE321 a1 Chaperonin B0 104 081 106 128 107
SLCY a1 - 102 050 080 059 0358
SLCEES a1 - 0gs 105 114 127 103
SLC492 5.1 Annlich zu Protein Disulfid somerase 114 083 054 075 104
SLCTER a1 Ahnlich zu cct Chaperonin §-Untereinheit 099 091 094 138 076
SLD433 5.1 Ahnlich zu Rpg G, ribosomales Protein 0ay O0p4 095 101 072
SLHTED a1 Ahnlich zu Protein Disulfid Isormerase 107 0B 0599 0B 09
5502592 5.1 Ahnlich PeptidykPralyl cis-trans |somerase 100 O7F0 085 071 089
551735 5.1 Annlich zu T-complex Protein 1, a-Untereinheit, Chaperon 123 050 081 1258 086
WEAE 34 a1 Abnlich zu Protein Disulfid 1samerase 095 090 094 060 1,20
SSC4E 83 Ahnlich zu ADP-Ribosylierungsfaktar 1 095 095 077 122 132
S51267 53 Ahnlich zu Protein Disulfid lsomearase 107 092 101 OB 1M
S5LE41 53 Ahnlich zu ADP-Rib osylierungsfaktor 1 083 050 093 074 1,00
SSIZ48 6.1 . PEEm 047 O7000Em 051
SLBRRR G2 Ahnlich zu Ankyrin 1 128 054 092 117 096
SoSKERT 6.4 - 085 101 105 0758 107
Wah222 G4 Ahnlich zu vermeintichem WD40 Pratein 093 0p7 087 035 075
SLDVES G5 Ahnlich zu Endopeptidase ClpB protein 0as 142 122 230 159
SLJE85 6.5 f?\hnlich zu COP 9 Komplex Untereinheit 7a 106 120 126 125 126
S5BR7 43 (5] Ahnlich zu Histon H2b 098 0% 090 134 107
et tutala) (5] Ahnlich zu Histon H2b 0ogs 076 091 100 1,13
SSFR27 B.A Ahnlich zu nonkistone chromosomal pratein Bh 102 0g2 088 132 092
WEF392 6B ORF 1740 1260 224 130 106 181
WEi5238 R ORF 1740 1260 228 114 05938 1456
WElEh22 66 ORF 425 187 236 106 093 176
550743 77 - 100 0585 113 063 121
SSBo9 0.4 - 107 101 104 122 031
S31303 g.4 Ahnlich zu Schizosaccharomyces pormbe psi Protein 096 0BS5S 094 053 090
V== 8.4 - 142 120 134 115 186
SLAZT 9.1 Ahnlich zu Tubulin B- Kette 107 0586 085 1,18 093
SLC7e2 91 Ahnlich zu Myosin || schwere Kette 166 158 120 120 098
SLD534 91 - 1058 071 093 1,10 098
SLF203 9.1 Ahnlich zu Tubulin 8- Kette 098 106 095 129 078
SLJss7 9.1 Ahnlich zu Tubulin 5 Kette 102 160 121 137 097
S5A1R3 91 - 103 079 090 082 086
S5C105 91 - 139 128 141 085 124
SEFE72 91 - 108 114 105 135 087
SEH2TY 91 Ahnlich zu Myosin leichte Kette 09 0p9 093 120 1,02
SSHZ78 a1 Abnlich zu Pratovilin, 100 kDa Aktin-bindendes Protein 099 093 104 125 082
SSkBTs 91 .{’-?\hnlic:h zu Myosin | D schwere Kette 091 108 094 124 0N
S5L735 91 Ahnlich zu Cartexilin 102 167 107 119 09
50139 91 Ahnlich zu hypothetischem 127 kDa Protein ahnlich zu Tenacsin 092 0% 082 150 101
SLATTE 10,2 Ahnlich zu GRP34 (Endoplasmin) 106 087 109 147 093
SLC3s0 102 Ahnlich zu Hamaoglobin-ghnlichem Flavopratein 139 106 112 134 09
SLC470 102 Ahnlich ZU Chaperonen GRPTE/BIPAARZ HSFTO Superfamilie 120 108 086 077 077
SLDZ25 102  Ahnlich zu Hitze- Schock Protein 70 094 094 0B 104 079
SLGZ78 102 Ahnlich zu 32 kDa Heat Shack Protein 130 143 124 126 109
SLigg2 102 - 0o9s op2 073 071 057
SLI37E 102 - 117 089 090 061 101
SoH220 102 - 088 105 101 0B 095
SSFE26 103 - 114 086 088 125 103
SLIBE23 106 - 0ge 072 092 101 106
SLASEE 123 Ahnlich zu TipD (WD40 Pratein) 0p9 048 091 077 079
SLBRES 123 Ahnlich zu Discoidin |, A chain 09 OB 058 1R1 092
SLERSO 123 Ahnlich TipA 106 1058 079 080 074
SLFz02 123 - 081 053 0838 050 1M
SSBa72 123 - 104 083 121 083 095
S04 123 - 077 073 092 058 070
SSFE14 123 - 098 0p0 115 081 117
S5G451 123 Ahnlich zu TipC 094 104 089 120 107
SEKI1E3 123 Ahnlich zu sml& (small aggregate farmation protein) 0534 024 0810 220 033
SsLBs0 123 Ahnlich Discoidin | 094 107 1500446 159
WaD289 123 Ahnlich zu Discoidin |l 094 071 075 1324 071
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3.6.2 Vergleich von SAM mit dem Lord-Test

Zur Identifikation der differentiell exprimierten Gene eines Experiments wurde das Programm
Significance Analysis of Microarrays (SAM) verwendet, da es speziell fiir Microarrays
entwickelt wurde und die Rate der erwarteten falsch Positiven berechnet. Um zu sehen,
welche Ergebnisse SAM im Vergleich zu einem klassischen statistischen Test liefert, wurde
fiir die Zeitreihe der Infektion die Genliste von SAM mit der Liste eines Lord-Tests
verglichen. Die klassische Analyse wurde nach dem von Kesel et al. (1999) beschriebenen

Schema durchgefiihrt (Abb. 29).

3.6.2.1 Statistische Analyse
Die fiinf Schritte der statistischen Analyse sind im Folgenden aufgelistet. Dabei werden fiir
jedes Gen die beiden Zeitpunkte miteinander verglichen, zwischen denen die grofite

Anderung der Genexpression stattfindet:

l. Die gemessenen Genexpressionswerte sind unverbunden, da jeweils zwei

unabhéngige Kulturen von D. discoideum miteinander verglichen werden.

2. Es wird der David-Test durchgefiihrt, da fiir den y2-Test zwolf
Wiederholungen ein zu geringer Stichprobenumfang sind. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,001 wird festgestellt, dass die Messwerte

normalverteilt sind.

3. Da die Messwerte normalverteilt sind, wird ein F-Test zur Priifung auf
Gleichheit der Varianzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,001
durchgefiihrt. Bei 83 % der Gene liegt eine Gleichheit der Varianzen vor.
Daher wird der weitere Test so durchgefiihrt, als ob absolute Gleichheit der

Varianzen vorlége.
4. Der Stichprobenumfang betrigt zwolf und ist somit klein.

5. Es wird der Lord-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,005
durchgefiihrt. Es werden 1423 Gene identifiziert, die signifikant differentiell

exprimiert wurden.
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Abb. 29: Schema des statistischen Tests. Der eigentliche Signifikanztest findet im 5. Schritt statt.
Die vorherigen Tests und Entscheidungen dienen dazu einen geeigneten Test auszuwéhlen. In Blau ist
der Pfad markiert, dem beim Test gefolgt wurde (aus Kesel et al., 1999).

Die Liste der 1423 Gene, die der Lord-Test lieferte, wurde mit der Genliste von SAM
verglichen. Die Genliste von SAM besteht aus 1133 Genen, die zu einem der fiinf
untersuchten Zeitpunkte als signifikant differentiell exprimiert identifiziert wurden. Die
Grundlage, auf der SAM und der Lord-Test die Gene identifizierten, ist dabei unterschiedlich.
Mit dem Lord-Test wurde bestimmt, ob die Faktoren der Induktion oder Repression zweier
Zeitpunkte sich signifikant unterscheiden. Dafiir wurden jedes Gen die beiden Zeitpunkte mit
maximaler Induktion und Repression ausgewdhlt. SAM hingegen ermittelt fiir jeden
Zeitpunkt, welche Gene differentiell exprimiert sind. Je nachdem, wie die Gene reguliert sind,
kann das einen Einfluss darauf haben, ob die beiden Verfahren die Gene als differentiell

exprimiert identifizieren.

SAM findet in der Zeitreihe 1133 differentiell exprimierte Gene, von denen 591 auch vom

Lord-Test identifiziert wurden (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Vergleich der Genlisten von SAM und dem Lord-Test. Es gibt 591 Gene, die in beiden
Listen zu finden sind.

| sAm Lord-Test
Lord-Test 591 1423
SAM 1133 591

Das sind mehr als doppelt so viele wie die 272 Ubereinstimmungen, die durch eine rein
zufdllige Auswahl der Genlisten zu erwarten gewesen wiren. Die Unterschiede konnen auf3er
von den unterschiedlichen Ausgangsdaten auch durch die unterschiedlichen
Bewertungskriterien der beiden Tests begriindet sein. Statistische Tests wie der Lord- und der
t-Test haben die Tendenz, eine geringe Abweichung der Messwerte untereinander stark zu
gewichten, da die Division durch sehr kleine Standardabweichungen (t-Test) oder
Spannweiten (Lord-Test) einen sehr groBen Wert liefern. Bei Microarray-Experimenten sollte
jedoch der Faktor der differentiellen Genexpression stirker gewichtet werden als die
Reproduzierbarkeit (Smyth et al., 2002). Da dies bei SAM der Fall ist, wurde die Genliste von

SAM fiir die weitere Analyse verwendet.

3.7 Validierung der Microarray-Ergebnisse mit quantitativer PCR und
Northernblots

Um die mit Microarrays gemessenen Induktionen und Repressionen von Genen zu

iiberpriifen, wurden stichprobenartig Gene des D. discoideum-Microarrays ausgewahlt. Es

wurden Gene der Vergleiche von infizierten Zellen mit uninfizierten Zellen sowie

Koinkubation mit L. hackeliae fiir quantitative PCR (qQPCR) Experimente und Northernblots

verwendet. Auch die Expressionsfaktoren der Zeitreihe wurden so verifiziert.

In Tabelle 18 sieht man, dass die Messungen mit qPCR in 25 von 30 Messungen die gleiche
Richtung der differentiellen Expression, Induktion oder Repression zeigen. In zwei Féllen,
ndmlich beim 6 Stunden und 24 Stunden Wert von VSG622 weichen die Ergebnisse der
beiden Methoden deutlich voneinander ab. Wéhrend mit dem Microarray mit Werten von
1,06 und 0,98 praktisch keine differentielle Expression gemessen wurde, ist mit qPCR bei 6
Stunden eine Repression um 35 % auf 0,65 und bei 24 Stunden eine Induktion um 57 % auf
1,57 gemessen worden. Die Ergebnisse des Microarrays sind hier sicherlich mit einem
groBeren Messfehler behaftet, da die gemessenen Faktoren bei den Wiederholungen einzelner

Microarrays stiarker schwankten als die unabhiangigen Bestimmungen der gPCR.
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Tabelle 18: Uberpriifung der Microarray-Ergebnisse mittels quantitativer PCR. Vergleich der
Microarray-Ergebnisse mit denen der quantitativen PCR (qPCR) fiir die Zeitreihe der Infektion von D.
discoideum mit L. pneumophila im Vergleich zu uninfizierten Zellen. Angegeben sind die nicht-
logarithmierten Mittelwerte der Faktoren der Induktion (Werte > 1) und Repression (Werte < 1) von
drei Messungen fiir den jeweiligen Zeitpunkt.

SSL850 SSB431 SSF806

Zeitpunkt [h]  Microarray gPCR Microarray gPCR Microarray gPCR

1 0,94 0,89 1,14 1,49 1,07 1,24

3 1,07 0,99 1,10 0,95 1,38 1,16

6 1,50 1,74 0,81 0,79 1,12 1,34

24 4,46 6,47 0,30 0,30 1,55 1,29

48 1,59 2,81 0,80 0,95 0,97 0,72
SSK576 SLD769 VSG622

Zeitpunkt [h]  Microarray gPCR Microarray gPCR Microarray gPCR

1 1,23 1,07 0,95 1,00 1,97 1,42

3 0,93 0,82 1,42 1,89 2,36 1,51

6 0,74 0,81 1,22 1,51 1,06 0,65

24 0,64 0,66 2,30 2,79 0,98 1,57

48 0,74 0,75 1,59 1,24 1,76 1,22

Die iibrigen drei Abweichungen zwischen den Microarray- und qPCR-Ergebnissen, bei
SSL850 und SSB431 drei Stunden sowie bei SLD769 eine Stunde nach Infektionsbeginn,
sind auf die Messunsicherheit der beiden Methoden zuriickzufiihren. Die Messwerte sind stets
geringfiigig grofer oder kleiner als eins. Die Gene sind zu diesen Zeitpunkten also vermutlich

nicht reguliert.

Bei differentiell exprimierten Genen unterscheiden sich die Microarray- und qPCR-
Ergebnisse hdufig im Faktor der Induktion oder Repression. In 13 Féllen werden mit der
qPCR hohere Faktoren gemessen. Die Abweichung der Microarray-Ergebnisse von den
qPCR-Ergebnissen betragt im Mittel 25 %. Die groBte Abweichung mit 76 % gibt es beim 48
Stunden Zeitpunkt von SSL850. In neun Féllen wurde mit Microarrays hohere Faktoren

gemessen; im Mittel betridgt die Abweichung 21 %.

In drei Féllen wurden mit Microarrays und qPCR exakt oder anndhernd gleiche Werte

gemessen.

Fir die Vergleiche von L. pneumophila infizierten Zellen mit uninfizierten und mit L.
hackeliae infizierten Zellen sind die Ergebnisse von qPCR und Northernblot Experimenten in
Tabelle 19 gezeigt. Die Gene der Sonden SSB153 und SSJ163 sind in den mit L. pneumophila
infizierten Zellen induziert. Dies zeigen alle drei Methoden. Lediglich die Faktoren der

Induktion sind bei den Microarrays stets niedriger als bei der qPCR.
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Tabelle 19: Uberprufung der Microarray-Ergebnisse. Vergleich der Microarray-Ergebnisse mit
denen der quantitativen PCR (qPCR) und Northernblots fiir die Vergleiche von L. pneumophila-
infizierten mit uninfizierten Zellen sowie L. pneumophila-infizierten mit L. hackeliae-infizierten
Zellen. Bei den Northernblots wurden jeweils zwei Total-RNA Isolationen von uninfizierten Zellen
(uninf.), mit L. pneumophila infizierten Zellen (L. pneu.) und mit L. hackeliae infizierten Zellen (L.
hack.) nebeneinander aufgetragen. In Spalten zwei bis fiinf sind die ermittelten Faktoren der Induktion

und Repression dargestellt. Fiir SLE471 wurde keine qPCR durchgefiihrt.

L. pneumophilainfiziert / | L. pneumophilainfiziert /

uninfiziert L. hackeliae infiziert

Sonde Microarray gPCR Microarray gPCR Northernblot
uninf. L. pneu. L. hack.
SSB153 11,50 15,35 13,00 21,06
SSJ163 5,60 10,98 4,60 8,66 . -
SSL818 0,26 0,43 0,25 0,27 ”*‘ it
SLE471 0,16 - 0,15 - ' ‘
i L]

Auch bei den Sonden SSL818 und SLE471 ist das Ergebnis konsistent; alle drei Methoden

zeigen eine Repression in L. pneumophila infizierten Zellen.
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4 Diskussion

4.1 Herstellung des D. discoideum DNA-Microarrays

4.1.1 Vergleich von Methoden zur Amplifikation der Sonden fir die
Herstellung von DNA-Microarrays

Vor der Amplifikation der 5423 cDNA-Sonden wurden verschiedene Methoden der
Herstellung verglichen: 1. Amplifikation mit einem PCR-Ansatz und Reinigung mittels
Ethanolprizipitation 2. Amplifikation mit fiinf PCR-Ansédtzen je Sonde und Reinigung durch
Ethanolprézipitation der vereinigten Ansdtze 3. Amplifikation mit einem PCR-Ansatz und
Reinigung mit dem QIAvac PCR Purification Kit. Alle drei getesteten Methoden lieferten
vergleichbare Signalintensititen auf dem Microarray. Von den geringfiigig hoheren
maximalen Signalintensititen nach Reinigung mit QIAvac abgesehen, stellt die einfache
PCR-Amplifikation mit anschlieBender Ethanolprézipitation also ein schnelles und
kostengiinstiges Verfahren zur Herstellung von Microarray-Sonden dar. Der einzige Vorteil
mehrerer PCRs je Sonde ist die Moglichkeit PCR-Reaktionen mit geringer Ausbeute
ausgleichen zu konnen. Die DNA-Konzentration einer PCR lag meist bei 7 ng/ul, schwankte
jedoch zwischen 2 und 15 ng/ul. Nach Konzentrierung der einzelnen bzw. der flinffachen
PCR betrug die durchschnittliche Konzentration ca. 50 bzw. 250 ng/ul. Es konnte keine
Begrenzung der maximal erzielbaren Signalintensitit eines Sondenpunktes aufgrund der
Sondenkonzentration beobachtet werden. Das konnte zum einen daran liegen, dass die DNA-
Bindekapazitit der Microarray-Oberfliche schon bei niedrigen Sondenkonzentrationen
erschopft ist. Wenn die DNA in Form einer dicht gepackten Schicht an die Microarray-
Oberfldache gebunden ist, wie in Duggan et al. (1999) gezeigt (Abb. 30), so geniigen ca.
2x 10" Sondenmolekiile mit einer Linge von 500bp, um einen Punkt mit 100 pm
Durchmesser vollstindig zu bedecken. Da das vom MicroGrid II gedruckte Volumen etwa
100 pL betrdgt, wire eine Konzentration von 100 ng/ul ausreichend, um die Microarray-

Oberflache zu bedecken.

Ein weiterer Effekt konnte sein, dass die Zahl der fiir die Hybridisierung zur Verfiigung
stehenden Sondenmolekiile die Zahl der Probenmolekiile auch dann ubertrifft, wenn der
Sondenpunkt nicht vollstdndig mit DNA bedeckt ist. Das liegt nicht nur an der limitierten
Zahl von Probenmolekiilen, die sich aus z.B. 10 pg totaler RNA herstellen lassen; auch die
Diffusionsgeschwindigkeit der Proben in dem diinnen Film zwischen Microarray und

Deckglas ist beschriankt. Dadurch stehen nur die Proben fiir eine Hybridisierung zur
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Verfiigung, die sich in unmittelbarer Ndhe des entsprechenden Sondenpunktes befinden und

die effektive Probenzahl verringert sich um das 10* bis 10°fache (Duggan et al., 1999).

Abb. 30: Atomkraftmikroskopische Aufnahme eines hybridisierten Microarrays. Die
Kantenldange der Abbildung entspricht 2 um auf dem Microarray (aus Duggan et al., 1999).

4.1.2 Sonden des D. discoideum DNA-Microarrays

Die Sonden, aus denen das D. discoideum Microarray besteht, basieren auf den derzeit
bekannten Genen von D. discoideum sowie der cDNA-Bibliothek des japanischen cDNA
Projekts. Zu den 450 Sonden publizierter Gene ist am meisten Information vorhanden. Auf3er
der vollstindigen Gensequenz ist fiir 264 Gene (59 %) auch eine Veroffentlichung vorhanden.
Die 5423 ¢cDNA-Sonden wurden vom 5°- und 3’-Ende her sequenziert. Von vielen cDNAs ist
die vollstandige Sequenz bekannt, da die Sequenzen beider Enden iiberlappten. Die 5423
Sonden stellen einen nicht redundanten Satz von cDNAs dar. Sie wurden nach Assemblierung
von 45 386 cDNAs zu zusammenhdngenden Sequenzen, die jeweils ein Gen représentieren,
ausgewdhlt. Die ¢cDNAs wurden aus RNA der vegetativen und der slug-Phase von D.
discoideum gewonnen. Dadurch ist sichergestellt, dass zumindest ein Teil der reprasentierten
Gene wihrend der vegetativen Phase exprimiert wird, in der die Infektionsexperimente
durchgefiihrt wurden. Die 5423 Sonden bilden zwar nur etwa die Hélfte des ca. 12 000 Gene
umfassenden Genoms ab, sie repédsentieren jedoch die Gene, von denen die meisten mRNA-

Kopien erzeugt wurden.

Auller den publizierten Genen und den cDNAs standen zum Zeitpunkt der Sondenherstellung
fiir das Microarray keine weiteren Sequenzen zur Verfligung. Das Genomprojekt befand sich
in der Phase der Rekonstruktion der Chromosomen und Genvorhersage. Inzwischen werden
ca. 12000 Gene fiir das Genom vorhergesagt. Zur Zeit werden Oligonukleotide fiir die
Amplifikation von Sonden ausgewihlt und diese Sonden fiir die ndchste Generation des D.

discoideum Microarrays amplifiziert.
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4.2 Das automatisierte Auswerteverfahren

Durch die Entwicklung des automatisierten Auswerteverfahrens ist eine schnelle
Identifikation der differentiell exprimierten Gene eines Experiments moglich. Die
Normalisierung und die eigentliche Identifikation der Gene wird dabei mit der frei
verfligbaren Software R, Modulen des BioConductor Projekts und SAM durchgefiihrt. Die
gemessenen Signalintensititen von Microarray-Experimenten miissen stets normalisiert
werden, da Experiment- und Kontroll-cDNA mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen markiert
werden, die unabhingig von einander sind. Durch die Normalisierung werden Effekte wie
unterschiedliche Fluoreszenz-Ausbeute und Markierungseffizienz ausgeglichen. Dazu kénnen
die Gesamtintensitdt des Farbkanile, lineare Regression oder eine nicht-lineare, lokal
gewichtete Methode wie LOWESS (locally weigthed least squares) verwendet werden. Die
LOWESS-Methode ist globalen oder linearen Normalisierungsmethoden iiberlegen, da die
Unterschiede der Farbstoffe intensitétsabhingig sind (Yang et al., 2002). Inzwischen stellt die
LOWESS-Normalisierung die Standardmethode dar. Die von SAM verwendete Statistik zur
Bestimmung der differentiell exprimierten Gene wurde von Lonnstedt und Speed mit anderen
Methoden verglichen und hat sich gegeniiber dem t-Test als weit iiberlegen herausgestellt
(Smyth et al., 2002). Durch die Verwendung der freien Programme konnten Mittel und Zeit
gespart werden. Mit Hilfe kostenloser neuer Versionen und Erweiterungen kann das

Auswerteverfahren stets aktuell gehalten werden.

Die Messspanne von DNA-Microarrays ist zu gering um die relativen Konzentrationen
héufiger und seltener mRNA-Spezies zu messen. Bei der Verwendung nur eines Messbereichs
konnten entweder nur die Sonden mit hohen oder die Sonden mit niedrigen Signalen korrekt
gemessen werden. Fiir den jeweils anderen Teil konnte dann eine etwaige differentielle
Expression nicht zuverldssig bestimmt werden. Daher wurden die Microarrays mit zwei
Messbereichen, einem fiir hohe und einem fiir mittlere und niedrige Signalintensitéten,
gescannt. ArrayTools wéhlt fiir jede Sonde automatisch den geeigneten Messbereich. Dadurch

konnte die Messspanne des Microarray-Systems vergrofert werden.

4.3 Validierung des Microarray-Systems

4.3.1 Das SpotReport System

Mit Hilfe des SpotReport Systems konnten die gemessenen Quotienten der mRNA-
Konzentrationen mit den tatsdchlichen verglichen werden. Es zeigte sich, dass kein linearer

Zusammenhang zwischen mRNA-Konzentration und Fluoreszenz-Intensitét besteht. Die mit
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dem Microarray gemessen Quotienten sind stets kleiner als die realen. Ursachen dafiir
konnten z.B. eine nicht-lineare Wandlung und Verstirkung der Fluoreszenz durch den
Photomultiplier des Scanners oder mit der Konzentration zunehmende Fluoreszenz-
Ausloschung der markierten Proben auf dem Microarray sein. Die Abweichungen der
Messwerte sind jedoch im Vergleich zur Messunsicherheit nicht sehr grof3. Daher wurde auf

die Einfiihrung eines Korrekturfaktors verzichtet.

Die Nachweisgrenze des Microarray-Systems liegt bei etwa 5 pg mRNA. Sie ist damit
ausreichend niedrig, um aufler RNAs mit mittlerer und groler Haufigkeit auch einen GroBteil
der RNAs mit geringer Haufigkeit zu detektieren. Dies ist entscheidend, da die RNAs mit

geringer Haufigkeit etwa 96 % der RNA-Spezies einer Zelle ausmachen.

4.3.2 Reproduzierbarkeit der Microarray-Ergebnisse

Die wiederholte Messung der Genexpression mit mehreren Microarrays verringert den
Standardfehler des Ergebnisses. Mit Hilfe von etwa zwolf Messungen kann der
Standardfehler halbiert werden. Er verringert sich anndhernd in dem Malle, wie in Kesel et al.
(1999) beschrieben. Der Fehler, den man durch Messung unterschiedlicher Punkte derselben
Sonde auf demselben Microarray erhilt, ist dabei am geringsten. Gering ist auch der Fehler
zwischen verschiedenen Microarrays, die mit identisch markierter cDNA (z.B. Experiment
jeweils mit Cy3, Kontrolle jeweils mit Cy5) aus ein und demselben Experiment hybridisiert
wurden (Abb. 23). GroBer sind die Schwankungen, die durch dye-swaps verursacht werden.
Die Verwendung von dye-swaps ist jedoch wichtig, da so artifizielle Faktoren der Induktion
und Repression aufgehoben werden kdnnen. Wichtig fiir die Aussagekraft der Microarray-
Experimente ist die wiederholte Messung mit unabhidngigem biologischen Material, da hier
die grofften Schwankungen beobachtet wurden. Oft sind es die natiirlichen Unterschiede
zwischen Zellpopulationen, die am stirksten zur Messunsicherheit beitragen (Churchill,

2002).

Beim Infektionsexperiment mit L. pneumophila zum 24 h Zeitpunkt sind interessanterweise
die Unterschiede zwischen den unabhédngigen Infektionsansétzen eines Tages gering, wihrend
die Unterschiede zwischen Infektionen an verschiedenen Tagen die grofite Messunsicherheit
hervorrufen. Fiir die Infektionsansdtze eines Tages wurde von D. discoideum stets eine
gemeinsame Vorkultur inokuliert, mit der die einzelnen Kulturen fiir die Infektion beimpft
wurden. Die Legionellen wurden aus Glycerolstocken angezogen. Bei parallelem Wachstum

der Dictyostelien und Legionellen, ausgehend von je einem Stock, sind die Anderungen der
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Genexpression in D. discoideum am #hnlichsten. Beim Vergleich mit vollig unabhiangigen

Infektionen wurden die groBten Unterschiede festgestellt (Abb. 23).

Durch die Verwendung vieler Microarrays, wie bei diesem Experiment, kann die biologische
Variabilitdt bestimmt und die Messunsicherheit verringert werden. Durch die geringe
Messunsicherheit werden jedoch auch sehr viele Gene von SAM als differentiell exprimiert
identifiziert. Im Vergleich zu den Zeitpunkten 1, 3, 6 und 48 h nach Infektionsbeginn, die mit
jeweils sechs Microarrays untersucht wurden, wies der 24 h Zeitpunkt viele Gene mit
geringfiigig gednderter Expression auf. Um die Experimente vergleichbar zu machen, mufite
ein Schwellenwert fiir die Faktoren der Induktion und Repression gesetzt werden. Da die
gefundenen Genexpressionsdnderungen ohnehin erst oberhalb eines Faktors von ca. 1,5
reproduzierbar mit quantitativer PCR validiert werden kénnen und auch die biologische
Relevanz geringfiigiger Expressionsdnderungen unklar ist, ist solch ein zusétzlicher

Schwellenwert flir Microarray-Ergebnisse sinnvoll.

4.3.3 Validierung der Microarray-Ergebnisse mit quantitativer PCR und
Northernblots

Die gemessenen Anderungen der Genexpression von D. discoideum in Folge der Infektion mit
L. pneumophila konnten mittels quantitativer PCR und Northernblots fiir ausgewéihlte Sonden
bestdtigt werden. Nur in wenigen Fillen wichen die Messergebnisse voneinander ab. Die

Unterschiede lagen meist im Rahmen der Messunsicherheit.

Mit den beiden alternativen Methoden zur Bestimmung der Genexpression wurden unter
anderem die gemessenen Anderungen der Expression der Homologe zu Discoidin 1 (Sonde
SSL850), ClpB (SLD769), einem der Calcium-bindenden Proteine (SSL818), cotB (SLE471),
einer short-chain Dehydrogenase (SSJ163) und der nicht annotierten Sonde SSB153 bestatigt
(siche Abschnitt 4.4.1.1).

4.4 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila nach 24 Stunden

4.4.1 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophilaim Vergleich zu
uninfizierten Zellen

Das Microarray-Experiment der Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila im
Vergleich zu uninfizierten Zellen hat 1218 differentiell exprimierte Gene identifiziert. Diese
Zahl ist sehr groB, denn sie entspricht etwa 10 % aller Gene von D. discoideum und etwa
20 % der auf dem Microarray reprasentierten Gene. Viele dieser 1218 Gene haben sehr

geringe Faktoren der Induktion und Repression. Der minimale Faktor betrdgt in beiden Fillen
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1,1. Setzt man einen Schwellenwert von 1,5, so bleiben nur 152 induzierte und 117
reprimierte Gene iibrig. Bei einem Schwellenwert von 2,0 sind es sogar nur 29 bzw. 26.
Ursache dafiir, dass SAM so viele Gene mit geringfiigig verdnderter Genexpression als
differentiell exprimiert identifiziert, liegt an der groBen Zahl von 19 Microarrays. Sie
verringern die Messunsicherheit und fithren zu einer hoheren Genanzahl bei gleicher Rate von
falsch Positiven. Prinzipiell ist es denkbar, das auch eine Induktion um den Faktor 1,1, also
eine Erhohung der mRNA-Konzentration um 10 %, einen Effekt in der Zelle hat. Da jedoch
bei den Infektionsexperimenten auch wesentlich hohere Faktoren (bis zu 22fache Induktion)
gemessen wurden, ist anzunehmen, dass in D. discoideum bei der Regulation der
Genexpression die mRNA-Konzentrationen in groflerem Umfang gedndert werden. Iranfar et
al. (2003) haben bei der Induktion des Entwicklungszyklus von D. discoideum Faktoren der
Induktion im Bereich von 2 bis 10, in einigen Féllen auch groBer, festgestellt. Auch der
Vergleich mit Microarray-Experimenten zum diauxischen Wachstum von S. cerevisiae zeigt,
dass sich die Expression regulierter Gene in stirkerem Malle dndert. So waren in diesem
Experiment die Gene, die fiir Enzyme des Citratzyklus kodieren, alle zwischen 3,0 und

9,4fach induziert (DeRisi et al., 1997).

Bei der Annotation einzelner Sonden, bei denen eine differentielle Expression festgestellt
wurde, ist es daher sinnvoll sich auf die mit den hochsten Faktoren zu beschrinken. Eine
Validierung geringfiligiger Induktion oder Repression mit alternativen Methoden ist ohnehin

nicht moglich.

4.4.1.1 Annotation der differentiell exprimierten Gene

Da es sich bei 92 % der Sonden des D. discoideum Microarrays um cDNAs handelt, mufiten
die meisten der differentiell exprimierten Gene mittels Homologie-Suche annotiert werden.
Einige Gene wie rtoA, dessen Produkt an der Endo- und Exozytose beteiligt ist, oder das der
a-Mannosidase konnten dabei eindeutig identifiziert werden, da es sich um bekannte D.
discoideum-Gene handelt. Bei vielen Sonden konnte der entsprechende kodierende
Chromosomenabschnitt identifiziert werden. Das war sehr niitzlich, da meist aufgrund des
Genomprojekts ein von Genvorhersageprogrammen erzeugtes Genmodell fiir diesen
Abschnitt existierte, dessen Sequenz viel linger war als die der Sonde. In diesem Fall wurde
die vollstindige vorhergesagte Proteinsequenz fiir die Homologie-Suche mittel BLASTP
verwendet. Dadurch konnten hédufig aussagekriftigere Treffer erzielt werden als das mit der
Sondensequenz moglich gewesen wire. Dennoch wurden fiir etwa die Hélfte aller Sonden

keine Treffer mit ausreichend niedrigem p-Wert bei der BLAST-Suche erhalten.
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Von den differentiell exprimierten Genen entsprechen einige den Erwartungen. Da L.
pneumophila bei der Infektion die Phagosomenreifung blockiert, wurde angenommen, dass in
D. discoideum bei der Infektion die Expression von Genen verandert wird, deren Produkte am

Vesikeltransport beteiligt sind.

Das Gen rtoA kodiert fiir RtoA, ein Protein, das fiir die Fusion von Endo- und Exozytose-
Vesikeln wichtig ist (Brazill et al., 2000). L. pneumophila blockiert in D. discoideum die
Fusion des Phagosoms, in dem es sich befindet, mit Endosomen und Lysosomen.
Moglicherweise reagiert D. discoideum mit induzierter Transkription von rtoA auf die

verminderte Vesikelfusion.

Die von manA kodierte lysosomale a-Mannosidase spaltet o-D-mannosidische Bindungen
und kann damit zum Abbau von aufgenommenen Glykoproteinen beitragen. Hégele et al.
haben gezeigt, dass in D. discoideum 15,8 % der Phagosomen mit L. pneumophila-Zellen mit
Lysosomen fusionieren (Héagele et al., 2000). Mannose ist neben anderen Zuckern Bestandteil
der Lipopolysaccharide der duleren Membran von L. pneumophila (Otten et al., 1986). Die
gemessene 2,1fache Induktion der manA-Expression konnte also auf den Verdau von L.

pneumophila in einem Teil der Dictyostelien zuriickzufiihren sein.

Discoidine sind Proteine, die von einer Multigenfamilie kodiert werden (Wetterauer et al.,
1993). Discoidin I, zu dem die Sonde SSL850 groBe Ahnlichkeit hat, ist ein Lectin, das
wihrend des Entwicklungszyklus der interzelluliren Adhésion dient (Simpson et al., 1974).
Es ist auBBerdem bekannt, dass Discoidin I an die Lipopolysaccharide der Gram-negativen
Bakterien K. aerogenes und E. coli bindet (Breuer und Siu, 1981). In vegetativen Zellen wird
die Expression von Discoidin I durch cAMP, Folat, prestarvation factor (PSF) und
conditioned media factor (CMF) reguliert. Die Induktion beginnt am Ende des
logarithmischen Wachstums etwa drei Generationen vor dem Verbrauch der Futterbakterien
(Clarke et al., 1987; Blusch et al., 1995). Ob Discoidin I auch an die Lipopolysaccharide von
L. pneumophila bindet, ist nicht bekannt.

Bakterien haben im Allgemeinen in Relation zu ihrer Zellmasse einen hoheren DNA-Gehalt
als eukaryotische Zellen. Fiir die intrazelluldre Vermehrung benétigt L. pneumophila deshalb
auller Kohlenhydraten, Aminosduren und Lipiden auch einen grof3en Anteil Nukleotide. Es ist
nicht bekannt wie L. pneumophila die Nahrstoffe aus der Wirtszelle bezieht. Denkbar ist
jedoch, dass die jeweiligen Monomere aufgenommen werden. Dadurch verringern sich
moglicherweise die Nukleotid-Konzentrationen, weshalb in D. discoideum eine erhdhte

Expression der Gene von Nukleotid-Biosynthesewegen erforderlich sein konnte. Die Sonde
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SSK605 hat groBe Ahnlichkeit mit der Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase, einem

Enzym der Purin-Biosynthese von Bifidobacterium longum.

Auch die Induktion des Gens, das von SLD769 reprisentiert wird, scheint plausibel. Es hat
groBe Ahnlichkeit zur Endopeptidase ClpB von Rhodopseudomonas palustris. Dabei handelt
es sich um ein molekulares Chaperon der Clp/Hsp100 Familie. Diese Chaperone sind in der
Lage Proteinaggregate aufzul6sen. Moglicherweise aggregieren in D. discoideum Proteine,
die von L. pneumophila tibertragen werden, oder die Infektion verdndert den Stoffwechsel

von D. discoideum so, dass es zur Aggregation eigener Proteine kommt.

Auffillig ist die Repression von drei Genen, die im Fall der Sonden SSL828 und SSL818
hohe Ahnlichkeit zu den Calcium-bindenden Proteinen (CBP) 4a und 4b von D. discoideum,
und im Fall von SSL579 immerhin 36 % identische Aminosduren mit CBP2 von D.
discoideum haben. Calcium dient in vielen eukaryotischen Zellen als second messenger und
leitet z.B. die Signale von Hormonen und Neurotransmittern weiter (Rizzuto und Pozzan,
2003). Miiller-Taubenberger et al. (2001) fanden heraus, dass in D. discoideum die beiden
CBPs Calreticulin und Calnexin fiir die Phagozytose erforderlich sind, da sie an der
Umstrukturierung des Aktin-Cytoskeletts beteiligt sind. Die Funktionen der drei reprimierten

putativen CBPs und ihre mdgliche Rolle beim Infektionsprozess ist jedoch nicht bekannt.

Die Sonde VSE168 hat die grofte Ahnlichkeit mit B°-COP von Bos taurus. COPs (coat
protein) umhiillen Vesikel, die in den intra-Golgi Transport sowie den Transport zwischen
Golgi und ER involviert sind (Lowe und Kreis, 1998). Mohrs et al. (2000) haben ein 3-COP
Homolog in D. discoideum identifiziert, das im Golgi-Apparat lokalisiert ist. Sie fanden auch
Hinweise auf eine endosomale und lysosomale Lokalisation (Mohrs, 2001). Bei dem von
VSE168 repriasentierten Gen handelt sich jedoch um ein neues ’-COP Homolog. Falls dieses

Protein Endo- und Lysosomen umbhiillt, wére eine Beeinflussung durch L. pneumophila

denkbar.

Unklar fiir den Infektionsprozess ist die Induktion der Gene, deren Genprodukte &hnlich zu
short-chain Dehydrogenasen (VSA218 und SSJ163), einer Acetyl-CoA Hydrolase (SLD718)
und einer Glutathion S-Transferase (SSI119) sind, sowie die Repression einer Stearoyl-CoA
Desaturase (SSB431). Short-chain Dehydrogenasen gehdren zu einer groBen Familie von
Enzymen, welche die Klassen der Oxidoreduktasen, Lyasen oder Isomerasen umfafit und
somit eine Vielzahl von Reaktionen katalysieren konnen. Die bekannten oder vermuteten
Funktionen der iibrigen drei Proteine konnten in keinen direkten Zusammenhang zur Infektion

gebracht werden.
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Widerspriichlich ist die beobachtete Induktion des Gens dp87 sowie die Repression von cotB.
Dp87 und CotB sind beide Proteine der Sporenhiille. Sie werden natiirlicherweise wéhrend
des Entwicklungszyklus von D. discoideum exprimiert und sezerniert (Fosnaugh und Loomis,

1993; Nakao et al., 1994; West et al., 1996).

Die Induktion der Expression eines Discoidin I Homologs und der Gene dp87 und cotB
konnte vermuten lassen, dass D. discoideum im Infektionsexperiment seinen
Entwicklungszyklus initiiert. Dagegen spricht jedoch, dass die Zellen im Infektionsansatz
langsam weiter wachsen und eine Aggregation der Zellen wéhrend der 48-stlindigen Zeitreihe
nicht beobachtet wurde. Aullerdem wurden mit dem Microarray nur die Unterschiede der
Genexpression im Vergleich mit Kontrollzellen gemessen, die abgesehen von den Legionellen

im gleichen Medium kultiviert wurden.

4.4.1.2 Kategorisierung der differentiell exprimierten Gene

Basierend auf den funktionellen Kategorien fiir Hefegene (http://mips.gsf.de/proj/yeast/
CYGD/db/index.html) wurden von H. Urushihara entsprechende Kategorien fiir D.
discoideum entwickelt (Tabelle 7). Von den 1121 differentiell exprimierten Gene, die von
cDNA-Sonden reprisentiert wurden, konnten 436 (39 %) eine der funktionellen Kategorie
von 1 bis 12 zugewiesen werden. Die zelluldiren Prozesse in D. discoideum, die von der
Infektion mit L. pneumophila beeinflufit werden, wurden auf der Ebene aller differentiell
exprimierten und kategorisierten Gene untersucht. Dazu wurde ermittelt, in welchen
Unterkategorien iiberproportional viele Gene, im Vergleich zum Anteil der Unterkategorie am
cDNA-Satz, reguliert sind. Das Microarray-Experiment von DeRisi et al. (1997) zeigt, dass es
im Fall des diauxischen Wachstums von S. cerevisiae zur Induktion aller Citratzyklus-Gene
und Repression der meisten Glykolyse-Gene kommt. In unserem Fall konnten jedoch ein so
stringentes Kriterium fiir die Uberreprisentation der funktionellen Kategorien nicht
angewandt werden, da die Unterkategorien keine einzelnen Stoffwechsel- und Signalwege
widerspiegeln. AuBerdem ist die Kategorisierung zum Teil fehlerhaft, wie die Analyse
einzelner Sonden zeigte. Deshalb wurde als Schwellenwert der Uberreprisentation willkiirlich

der Wert 2 gewahlt.

Bei den induzierten Genen fiéllt vor allem die Unterkategorie 1.3 Metabolism: nucleotide
metabolism auf. Von den 70 Genen des cDNA-Satzes sind 18 induziert, was einer 2,5fachen
Uberreprisentation entspricht. Dies passt gut zu der Hypothese, die beziiglich der
Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase (Sonde SSK605) aufgestellt wurde. Auch die

Unterkategorien 6.5 Cellular biogenesis and organization: nucleus und 9.1 Movement:
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cytoskeletal components mit sieben von 16 bzw. acht von 37 induzierten Genen weisen eine
deutliche Uberreprisentation auf. Bei diesen Unterkategorien ist jedoch unklar in welchem
Zusammenhang die beteiligten Proteine zum Infektionsvorgang stehen. Bei den iibrigen
tiberrepriasentierten Unterkategorien ist ein Interpretationsversuch nicht sinnvoll, da sich
herausstellte, dass von den kategorisierten Genen nur jeweils ein bis drei Gene induziert sind.
Dies ldsst keine Aussagen iiber die Regulation eines zelluldren Prozess zu. Eventuell erhielte
man jedoch ein vollstindigeres Bild, wenn alle oder ein GroBteil der Gene kategorisiert

waren.

Die Unterkategorien der reprimierten Gene, bei denen die Expression mehrerer Gene geéndert
ist, sind 1.6 Metabolism: lipid, fatty-acid and isoprenoid metabolism, 4.1 Translation:
ribosomal proteins und 5.2 Protein destination: protein targeting, sorting and translocation.
Die Repression von 38 Genen der Unterkategorie ribosomal proteins entspricht einer
4,8fachen Uberreprisentation dieser Unterkategorie und deutet darauf hin, dass infizierte D.
discoideum-Zellen die Proteinsynthese reduzieren. Sortierung und Transport von Proteinen
findet mit Hilfe von Vesikeln des Golgi-Apparats statt. Eine Repression von neun der 43
Gene der entsprechenden Unterkategorie konnte auf eine Beeinflussung des Vesikeltransports
durch L. pneumophila hinweisen. Die Repression von Genen des Lipid-Metabolismus
schlieBlich, scheint in keinem Zusammenhang zur Infektion zu stehen. Anes et al. (2003)
haben jedoch fiir die Infektion von murinen Makrophagen mit Mycobakterien gezeigt, dass
die Lipid-Zusammensetzung von Phagosomen iiber die Phagosomenreifung und damit die
Abtotung des Pathogens entscheiden kann. Mycobacterium tuberculosis und M. avium
vermehren sich wie L. pneumophila in Phagosomen von Makrophagen, die nicht mit

Lysosomen fusionieren und nicht anséuern.

4.4.2 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophilaim Vergleich zur
Koinkubation mit L. hackeliae

Da die bei einem Microarray-Experiment als differentiell exprimiert identifizierten Gene
entscheidend von der Wahl der geeigneten Kontrolle bestimmt werden, wurden aufler
uninfizierten Zellen auch die Koinkubation mit L. hackeliae und mit L. pneumophila AdotA
als Kontrolle verwendet. Es wurden Ubereinstimmungen und Unterschiede bei den
differentiell exprimierten Genen beider Experimente erwartet. Bei beiden Experimenten
sollten die Gene gefunden werden, die aufgrund der Etablierung eines replikativen
Phagosoms durch L. pneumophila in D. discoideum reguliert sind. Unterschiede wurden zum

einen bei den Genen erwartet, deren Expression durch den Kontakt mit und die Aufnahme
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von Legionella beeinflusst wird. Im Experiment mit uninfizierten Zellen als Kontrolle kommt
es in der Kontrolle nicht zum Kontakt mit Legionellen und es findet auch keine Aufnahme
von Bakterien statt. Im Microarray-Experiment mit L. hackeliae als Kontrolle finden diese
Vorginge sowohl bei der Kontrolle als auch beim Experiment statt. Daher sollten
diesbeziiglich dieselben Gene reguliert sein und keine Unterschiede messbar sein. Anders
verhélt es sich mit dem Verdau von Legionellen. Wahrend mit L. hackeliae als Kontrolle
82 % der Bakterien verdaut werden (Héagele et al., 2000), findet bei uninfizierten Zellen als

Kontrolle keine Digestion von Legionellen statt.

Vergleicht man die je zehn induzierten und reprimierten Gene mit den hochsten score-Werten
dieses Experiments mit den Genlisten des Experiments mit uninfizierten Zellen als Kontrolle,
so findet man zehn der 20 Gene in beiden Listen. Der Vergleich der je zehn Gene mit der
gesamten Liste der differentiell exprimierten Gene des Experiments mit uninfizierten Zellen
als Kontrolle zeigt, dass alle 20 Gene in beiden Listen enthalten sind. Dies spricht dafiir, dass
es sich bei den Genen mit hohen scores tatsachlich um Gene handelt, deren Expression durch
den eigentlichen Infektionsvorgang beeinflult wird. Die unterschiedlichen score-Werte eines
Gens in den beiden Experimenten konnten durch die Schwankungen der Messergebnisse

bedingt sein.

Insgesamt wurden 882 differentiell exprimierte Gene identifiziert. Um diese Gene mit denen
des Experiments mit uninfizierten Zellen als Kontrolle zu vergleichen, wurde ein
Schwellenwert von 1,5 gesetzt, da in beiden Experimenten eine unterschiedliche Anzahl von
Microarrays verwendet wurde. Von den verbleibenden 269 regulierten Genen im Experiment
mit uninfizierten Zellen und 588 regulierten Genen im Experiment mit L. hackeliae sind 197
in beiden Experimenten reguliert. Damit stimmen nur 30 % der insgesamt 660 Gene iiberein.
Das konnte zum Teil daran liegen, dass mit 588 Genen im Experiment mit L. hackeliae als
Kontrolle mehr als doppelt so viele Gene reguliert sind wie im Experiment mit uninfizierten
Zellen als Kontrolle. Beschrankt man nédmlich willkiirlich die Zahl der Gene im Experiment
mit L. hackeliae als Kontrolle auf die 269 mit den hochsten score-Werten, so erhédlt man 147
Gene (55 %) in der Schnittmenge. Es wurde erwartet, dass nicht alle differentiell exprimierten
Gene beider Experimente gleich sein wiirden. Dass je nach Wahl des Schwellenwertes die
Zahl der libereinstimmenden Gene jedoch nur 30 bis 55 % betrdgt, iiberrascht jedoch. Ein
Grund konnte sein, dass ein Teil der im Experiment mit L. hackeliae gefundenen Gene falsch
positiv ist, da in diesem Fall nur RNAs aus einem Infektionsexperiment mit mehreren

parallelen Ansétzen verwendet wurden. Im Gegensatz dazu wurden beim Vergleich von L.
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pneumophila infizierten Zellen mit uninfizierten Zellen Infektionsexperimente an vier

verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt.

4.4.3 Infektion von D. discoideum mit L. pneumophilaim Vergleich zur
Koinkubation mit L. pneumophila AdotA

Die Verwendung von L. pneumophila AdotA als Kontrolle bietet den Vorteil, dass bis auf die

Deletion des dotA-Gens dieser Stamm identisch mit L. pneumophila ist. Dadurch werden

Effekte anderer moglicher Virulenzfaktoren ausgeschlossen. Der Vergleich von

Pathogenitdtscharakteristika verschiedener Legionella Stamme (Alli et al., 2003) zeigt, dass

das Vorhandensein von Merkmalen wie Apoptoseinduktion und Zytopathogenitit nicht immer

mit der intrazelluldren Vermehrungsrate korreliert.

Die dotA-Deletion hat jedoch gravierende Konsequenzen fiir L. pneumophila. Die Mutanten
werden von Makrophagen und D. discoideum verdaut. Daher wurden mit L. pneumophila
AdotA als Kontrolle dhnliche Ergebnisse erwartet wie mit L. hackeliae als Kontrolle. Bei
beiden Stimmen unterschiedlich ist jedoch die Lipopolysaccharid-Hiille, da L. pneumophila
und L. hackeliae verschiedenen Serogruppen angehoren. L. hackeliae verhindert in D.
discoideum dariiber hinaus in 15 % der Phagozytosen die Fusion mit Lysosomen. Fiir L.
pneumophila AdotA ist in D. discoideum nicht bekannt, ob alle aufgenommen Bakterien
verdaut werden. Da Roy et al. (1998) jedoch in murinen Makrophagen beobachteten, dass
sich nach 15 min fast alle AdotA-Legionellen in LAMP-1 positiven Vakuolen befanden, und
D. discoideum fiir Legionella ein schwer zu infizierender Organismus ist, wie der Vergleich
mit A. castellanii zeigt (Hagele et al., 2000), kann man vermuten, dass L. pneumophila AdotA

in D. discoideum vollstindig verdaut wird.

Der Vergleich der je zehn induzierten und reprimierten Gene mit den hdchsten score-Werten
dieses Experiments mit denen des Experiments mit uninfizierten Zellen als Kontrolle zeigt,
dass nur zwei der Gene iibereinstimmen. Vergleicht man die je zehn Gene jedoch mit allen
regulierten Genen des anderen Experiments, so findet man bis auf die Sonde SSK833 alle

Gene.

Unter den induzierten Genen sind zwei bekannte D. discoideum Gene. Das Praprotein des
Sorus-Matrix Proteins Dp87 und Countin. Dp87 und die zugehorige cDNA-Sonde SLG851
sind in den Experimenten mit uninfizierten Zellen und der AdotA-Mutante als Kontrolle
induziert, finden sich jedoch nicht jeweils unter den zehn Genen mit den hochsten scores.

Countin ist ein von Brock und Gomer (1999) entdecktes Protein, dass von D. discoideum
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sekretiert wird und erforderlich ist, damit im Entwicklungszyklus keine iibergrof3en
Zellaggregate gebildet werden. Der Zusammenhang zwischen der Infektion und dem Sorus

Protein sowie Countin ist unbekannt.

Von den reprimierten Genen konnten ein ABC-Transporter, Flavohdmoglobin und
Untereinheiten der Cytochrom Oxidase identifiziert werden. Auch bei diesen Genen ergibt

sich kein offensichtlicher funktioneller Zusammenhang.

Beim Vergleich aller differentiell exprimierten Gene dieses Experiments mit denen des
Experiments, mit uninfizierten Zellen als Kontrolle, bei einen Schwellenwert von 1,5
(Abb. 26), ergibt sich ein dhnliches Bild wie in dem Vergleich mit L. hackeliae (Abb. 25). Die
Anzahl der gemeinsamen Gene ist dhnlich grof3. Ebenfalls etwa gleich groB3 ist die Zahl der
Gene, die fiir das Experiment mit uninfizierten Zellen spezifisch sind. Unterschiedlich ist die
Anzahl der Gene, die fiir das Experiment mit L. pneumophila AdotA spezifisch sind. Ursache
dafiir ist die hohe Anzahl von insgesamt 842 Genen, die den Schwellenwert von 1,5 passieren.
Warum mit der AdotA-Mutante deutlich mehr regulierte Gene gefunden wurden als mit L.
hackeliae, ist unklar. Technische Schwankungen der Microarray-Experimente scheinen nicht
die Ursache zu sein, denn die mittlere Standardabweichung der Messergebnisse war in dem
Experiment mit L. hackeliae niedriger als in dem Experiment mit L. pneumophila AdotA.
Insgesamt deuten die beobachteten Genzahlen darauf hin, dass sich L. pneumophila AdotA

und L. hackeliae in D. discoideum dhnlich verhalten.

Da die Schnittmengen der beiden Vergleiche jeweils die Gene beinhalten sollten, deren
Expression durch den eigentlichen Infektionsvorgang beeinflufit wird, wurden sie verglichen.
Von insgesamt 250 Gene sind 140 (56 %) gleich. Dieser Anteil ist iiberraschend niedrig. Es
war erwartet worden, dass die beiden Ausgangsvergleiche von je vier und 19 Microarrays
bereits eine robuste Genliste erzeugt hitten. Die 140 differentiell exprimierten Gene umfassen
jedoch fast alle Gene, die in einen funktionellen Zusammenhang zur Infektion gebracht
werden konnten (sieche Abschnitt 4.4.1.1). Von den induzierten Genen sind dies RtoA, die
lysosomale a-Mannosidase, Discoidin I und sein Homolog sowie das ClpB Homolog. Auch
die Sonden SSB153, SSM409 und SSM847, die nicht annotiert werden konnten, sind

darunter.

Bei den reprimierten Genen sind es das [’-COP Homolog, die drei Homologe kleiner
Calcium-bindender Proteine und cotB. Die Gene der Sonden SSC374, SSC645, SSM741 und
VSG118, zu denen keine Homologe gefunden wurden, sind ebenfalls in allen drei

Experimenten reprimiert.
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4.5 Zeitreihe der Infektion von D. discoideum mit L. pneumophila

Ein Ergebnis der Zeitreihe der Infektion ist, dass in D. discoideum die meisten Anderungen
der Genexpression erst erfolgen, nachdem Legionella die Phagosomenreifung blockiert hat.
Eine Sunde nach Infektionsbeginn sind bei einem Schwellenwert von 1,5 nur 19 Gene
differentiell exprimiert (Tabelle 14) und die Faktoren der Induktion und Repression betragen
im Mittel nur 1,8. Deutlich mehr Gene sind mit 129 und 189 zu den Zeitpunkten 3 h und 24 h
nach Infektion reguliert. Interessant ist, dass die Anzahl der gefundenen Gene nach sechs und
nach 48 Stunden auf 50 bzw. 77 reduziert ist. Was zu den Zeitpunkten drei und 24 Stunden
nach Infektionsbeginn in D. discoideum passiert, ist leider nicht bekannt. Vergleiche mit
Makrophagen sind nur eingeschrinkt moglich, da die Infektion in Makrophagen wesentlich
schneller ablduft als in D. discoideum. Die Lyse der Wirtszelle erfolgt in Makrophagen nach
24 bis 28 Stunden (Swanson und Hammer, 2000). In D. discoideum konnte erst nach 48 bis
72 Stunden eine Vermehrung von L. pneumophila festgestellt werden (Hégele et al., 2000;
Solomon et al., 2000). In Makrophagen ist das Phagosom nach etwa eciner Stunde mit
Mitochondrien assoziiert, nach vier Stunden ist es mit Ribosomen besetzt und nach zwolf bis
24 Stunden kommt es zur Fusion mit Lysosomen. Moglicherweise spiegeln die vielen

differentiell exprimierten Gene des 3 h und 24 h Zeitpunkts zwei dieser drei Prozesse wider.

Die Blockierung der Phagosomenreifung wird jedoch sicherlich nicht von
Genexpressionsanderungen ausgelost. Dafiir 1auft dieser Prozess zu schnell ab. Roy et al.
(1998) haben gezeigt, dass Phagosomen mit L. pneumophila AdotA bereits nach 5 min das
lysosomale Protein LAMP-1 tragen, wihrend bei der Infektion mit L. pneumophila eine
Kolokalisation nicht eintritt. Da Transkription, Prozessierung und Translation einer
durchschnittlichen eukaryotischen mRNA lidnger dauert, spielen hier vermutlich Proteine oder

Lipide eine Rolle.

Die Clusteranalyse der differentiell exprimierten Gene der Zeitreihe fiihrte nicht zur
Identifikation von zelluldren Prozessen, die im Verlauf der Infektion transkriptionell reguliert
sind. Die Grundannahme der Clusteranalyse ist, dass Gene, die in gleicher Weise iiber die Zeit
reguliert sind, in einem funktionellen Zusammenhang stehen konnten. Dies wurde z.B. in
Experimenten zur Stimulation von Fibroblasten und zum Zellzyklus von S. cerevisiae gezeigt
(Eisen et al., 1998; Spellman et al., 1998). Eine Erkldarung dafiir kdnnte sein, dass bei D.
discoideum fiir zu wenige Sonden des Microarrays eine Kategorisierung und bekannte
Homologe vorliegen. Von den 1133 differentiell exprimierten Genen der Zeitreihe konnten

nur 317 (28 %) einer funktionellen Kategorie zugeordnet werden. Nur 179 (16 %) haben
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einen Treffer in der Datenbank TrEMBL. Daher wiesen viele Cluster nur einzelne annotierte

Sonden auf und ein Muster konnte nicht erkannt werden.

Ersatzweise wurden die zahlenmifBig insgesamt iiberreprisentierten Kategorien der Zeitreihe
ermittelt. Dabei fielen vor allem die Kategorien 6 Cellular biogenesis and organization und
10 Stress response and cell rescue auf, da sie hdufig vertreten sind. Da die Infektion zu einer
erheblichen Umorganisation der Wirtszelle fiihrt und diese wahrscheinlich auch eine Stress-
Antwort von D. discoideum ausldst, erscheint die Uberreprisentation dieser Kategorien
plausibel. Ein genaues Verstindnis der Genexpressionsdnderungen ermdoglicht dies jedoch

nicht.

4.6 Ausblick

Die Verwendung von DNA-Microarrays ist ein neuer Ansatz zur Untersuchung der
Interaktion von Wirt und Pathogen. Auf Wirtsseite konnen damit Gene identifiziert werden,
die fiir den Infektionsprozess bedeutsam sein kdnnen. Die Untersuchung der Genexpression

des Pathogens wire ebenfalls sehr interessant.

In D. discoideum wurden zahlreiche Gene identifiziert, die nach Infektion mit L. pneumophila
differentiell exprimiert werden. Die verdnderte Expression einige dieser Gene wurde mit
quantitativer PCR bzw. Northernblots verifiziert. Nun konnten diese Gene und ihre Proteine
ndher untersucht werden. Zunichst sollte bestimmt werden, ob die Proteinkonzentrationen
sich in gleichem Malle verdndern, wie die mRNA-Konzentrationen. Dann konnten diese Gene
in D. discoideum deletiert sowie iiberexprimiert werden und die Auswirkungen auf die

Infektion untersucht werden.

Das D. discoideum DNA-Microarray reprasentiert momentan mit 5906 Sonden etwa die
Hiélfte aller Gene des Genoms. Die inzwischen abgeschlossene Sequenzierung des D.
discoideum Genoms ermoglicht die in silico-Vorhersage nahezu aller Gene dieses
Organismus. Zur Zeit werden fiir die vorhergesagten Gene spezifische Oligonukleotide
synthetisiert und mit diesen dann Sonden fiir die ndchste Generation des D. discoideum DNA-
Microarrays amplifiziert. Dieses Microarray wird dann zusétzlich zu den bisher verwendeten
Sonden, Sonden fiir anndhernd alle Gene des Genoms tragen. Damit waren Untersuchungen
der Genexpression moglich, bei denen nahezu alle Gene erfasst werden konnten. Dabei
wiirden etwa die Hélfte aller Gene von zwei Sonden représentiert. Einer Sonde des cDNA-
und einer des Genom-Projekts. Diese konnten zur Verringerung der Messunsicherheit

verwendet werden. Dafiir miissen die cDNA-Sequenzen den Genmodellen zugeordnet
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werden. Wichtig fiir eine effiziente Nutzung des D. discoideum-Microarrays ist auch eine
verbesserte Annotation der Genmodelle. Dazu sind Homologie-Suchen und Suchen nach
Dominen geplant. Diese Suchen versprechen mit der Zeit immer bessere Ergebnisse zu

liefern, da mehr und mehr Genome sequenziert werden.



5 Zusammenfassung 102

5  Zusammenfassung

Frischwasser-Amoben stellen den natiirlichen Wirt von L. pneumophila, den Erreger der
Legiondrskrankheit dar. Die soziale Amobe D. discoideum, ein Modellorganismus, wurde
verwendet, um die differentielle Genexpression des Wirts nach Infektion mit L. pneumophila
zu untersuchen. Dazu wurde ein DNA-Microarray hergestellt, das mit 5906 genspezifischen
Sonden etwa die Hailfte des D. discoideum-Genoms reprasentiert. Mit Hilfe interner
Kontrollen wurden die gemessenen Faktoren der Induktion und Repression der Expression
von Genen Uberpriift und die Nachweisgrenze des Systems bestimmt. Es wurde untersucht,
wie sich die Messunsicherheit durch wiederholte Messungen verringern lasst, und welche
Faktoren zur Messunsicherheit beitragen. Ein automatisiertes Auswerteverfahren wurde
entwickelt, mit dem die Messspanne des Systems durch die Verwendung von zwei
Messbereichen vergroflert wurde. Das Verfahren nutzt freie Software, um alle Messwerte
eines Microarray-Experiments gemeinsam zu normalisieren und die differentiell exprimierten

Gene zu identifizieren.

Mit diesem Microarray-System wurde die Genexpression von D. discoideum nach Infektion
mit L. pneumophila untersucht. Die Experimente wurden im Vergleich zu drei Kontrollen,
uninfizierten Zellen und Koinkubation mit L. hackeliae sowie mit L. pneumophila AdotA
durchgefiihrt. L. hackeliae und L. pneumophila AdotA sind Legionella Stidmme, die eine
verminderte Pathogenitit bzw. ein deletiertes Pathogenitdtsgen aufweisen. Fiir den Zeitpunkt
24 Stunden nach Infektionsbeginn wurden 140 in D. discoideum differentiell exprimierte
Gene identifiziert. Bei einigen handelt es sich um Gene, die fiir bekannte Proteine von D.
discoideum kodieren. Dazu gehoren RtoA, Discoidin I, CotB und die lysosomale o-
Mannosidase. Anderen konnte mittels Homologie-Suche eine Funktion zugeordnet werden.
Hierzu zéhlen das molekulare Chaperon ClpB, B’-COP und drei kleine Calcium-bindende
Proteine. Mit Hilfe einer Kategorisierung der Sonden nach zelluldren Prozessen wurden die
Genexpressionsidnderungen auch auf einer funktionellen Ebene analysiert. Es konnte gezeigt
werden, dass besonders viele Gene reguliert sind, deren Produkte am Nukleotid-

Metabolismus beteiligt sind, oder bei denen es sich um ribosomale Proteine handelt.

Die Genexpression wurde auch in einer Zeitreihe der Infektion liber 48 Stunden untersucht.
Dabei zeigte sich, dass drei Stunden und 24 Stunden nach Infektionsbeginn die meisten
Anderungen auftreten. Die mit dem Microarray identifizierten Anderungen der Genexpression

wurden fiir zehn Gene mittels quantitativer PCR und Northernblots bestitigt.
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6 Abstract

Freshwater amoebae are the natural host of L. pneumophila, the causative agent of
Legionnaires’ disease. The social amoeba D. discoideum, a model organism, was used to
investigate differential gene expression of the host after infection with L. pneumophila. For
that purpose a DNA microarray was produced, that consists of 5906 gene-specific probes
representing about half the genome of D. discoideum. Using internal controls, the measured
folds of induction and repression of gene expression were checked and the detection limit of
the system determined. It was examined, how the measuring inaccuracy can be reduced by
repeated measurements and which effects contribute to the inaccuracy. An automated analysis
procedure was developed, that increases the measuring range of the system, by utilizing two
measuring ranges. The procedure uses free software, to normalize all measured values of a

microarray experiment together and identify the differentially expressed genes.

This microarray system was used to analyze the gene expression of D. discoideum after
infection with L. pneumophila. The experiments were performed in comparison to three
controls, uninfected cells and co-incubation with L. hackeliae as well as L. pneumophila
AdotA. L. hackeliae and L. pneumophila AdotA are Legionella strains with reduced
pathogenicity and a deleted pathogenicity gene respectively. For the 24-hour time point post
infection, 140 differentially expressed D. discoideum genes were identified. A few of these
genes code for well characterized D. discoideum proteins. Among these are RtoA, Discoidin I,
CotB and the lysosomal a-mannosidase. Functions could be assigned to others by homology
searches. The molecular chaperone ClpB, ’-COP and three small calcium binding proteins
are some of these. With the aid of a categorization of probes by cellular processes, the
alterations in gene expression were analyzed on a functional level. It could be shown, that
especially many genes are regulated, whose products are involved in nucleotide metabolism

or that are ribosomal proteins.

The gene expression was also investigated during a 48-hour time course of infection. This
revealed, that most of the changes occur three and 24 hours after infection. The differential
expression of ten genes identified with DNA microarrays was confirmed by quantitative PCR

and northern blots.
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bp
BSA
C

ca.
cAMP
cDNA
cfu
CoA
Cy3

TRIS
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Adenin

Aminosduren

American Type Culture Collection

Basenpaar(e)

bovines Serum-Albumin

Cytosin

circa

zyklische Adenosinmonophosphat

copy DNA (komplementidres DNA-Fragment einer mRNA)
colony forming unit (Kolonie-bildende Einheit)
Coenzym A

Cyanine3

Cyanine5

das heif3t

Dalton

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
Desoxynukleotidtriphosphat (dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
Desoxyuridintriphosphat
Ethylenediaminetetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigséure)
Endoplasmatisches Retikulum

et alii (und andere)

Guanin

Stunden
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsédure
Liter

Molar [mol/1]

Minute

Morpholinopropansulfonsdure

Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
potentia Hydrogenii (Saurestirke)

parts per million (Teile pro Million)

quantitative PCR

Ribonuklease

ribosomale Ribonukleinséure

Svedberg, Einheit der Sedimentationskonstante
Significance Analysis of Microarrays

Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Spezies

Thymin

TRIS-Borat-EDTA

TRIS-EDTA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Umdrehungen pro Minute

ultraviolettes Licht

Volt

Vielfaches der Erdbeschleunigung
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Chemische Elemente und Verbindungen, Prifixe im Einheitensystem sowie physikalische

Einheiten werden nach den internationalen Richtlinien abgekiirzt.
Fachbegriffe:

accession number Zugangsnummer GenBank, National Center for Biotechnology Information
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Add-in Ein Programm, das als Erweiterung der Office-Programme von Microsoft
dient

alignment Darstellung der Ubereinstimmung von Sequenzen bei der BLAST-Suche

cluster Klassen, Gruppen, Haufen

dye swap Vertauschen den Fluoreszenzfarbstoffe fiir Experiment und Kontrolle von
zwel Microarrays

in vitro im zellfreien System

in vivo im lebenden Organismus

score Punktzahl, hier Wert der SAM-Statistik

Visual Basic Programmiersprache
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