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1.1 Synthetische Biologie

Die Synthetische Biologie befasst sich mit dem Ziel, biologische Systeme mit neuen Eigenschaften zu
konstruieren sowie komplexe biologische Systeme zu vereinfachen. Um diese Ziele zu erreichen,
kénnen mit den Ansdtzen der Synthetischen Biologie Proteine, Zellen und Organismen gezielt
entworfen werden. Neue Eigenschaften beschreiben unter anderem die Produktion biologisch
relevanter Wirkstoffe durch Modulierung von Stoffwechselwegen, wie die heterologe Herstellung von
Artemisinin - ein Antimalaria Medikament - in der Hefe oder die Produktion von Biodiesel und Benzin
in Escherichia coli (Choi and Lee, 2013; Paddon et al., 2013; Steen et al., 2010). Neue oder verbesserte
Aktivitdten von Proteinen konnen durch die Erweiterung des genetischen Codes erzielt werden.
Seltene oder unbenutzte Codons kdnnen fiir den Einbau von nicht-natiirlichen Aminosauren genutzt
werden, um Designerproteine mit neuen Eigenschaften zu generieren (Liu and Schultz, 2010). Mit Hilfe
dieses Ansatzes konnten bereits medizinische Therapeutika wie Antikérper und Antikoagulanzien
hergestellt werden (Grunewald et al., 2009; Liu and Schultz, 2006). Ein grofRer Durchbruch gelang der
Synthetischen Biologie mit der Herstellung synthetischer Chromosomen. Venter et al. generierten mit
Hilfe neuer DNA-Assemblierungsmethoden das synthetische Genom von Mycoplasma mycoides und
transplantierten es in Mycoplasma capricolum (Gibson et al., 2008a; Gibson et al., 2008b; Gibson et
al., 2010). So ergaben sich lebensfahige Zellen, die durch das synthetische Chromosom kontrolliert
wurden (Gibson et al.,, 2010). Die Herstellung eines synthetischen Chromosoms der Hefe konnte
ebenfalls erfolgreich bewerkstelligt werden (Annaluru et al., 2014). Synthetische Chromosomen bieten
den Vorteil, dass sie frei entworfen und nach dem ,bottom-up“-Prinzip erweitert werden kdnnen.
Alternativ besteht die Moglichkeit native Chromosomen gezielt zu verdandern. Genom-
Rekonstruktionen kénnen den Umbau von zirkuldren Chromosomen in lineare beinhalten oder aber
das Unterteilen des Chromosoms in kleinere Untereinheiten (Cui et al., 2007; ltaya and Tanaka, 1997).
So bieten kleine Einheiten den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer GroRRe besser genetisch manipulierbar
sind (Schindler and Waldminghaus, 2015). Die Reduktion eines Genoms kann ebenfalls als Ansatz
verwendet werden, um komplexe Systeme zu vereinfachen (Hutchison et al., 2016). Allen
Chromosomen, synthetisch oder nativ, ist gemein, dass fiir ihre Vererbung die Duplikation essentiell

ist.
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1.2 DNA-Replikation in Escherichia coli

Die DNA-Replikation bezeichnet den essentiellen Prozess der Duplikation der genetischen Information
einer Zelle vor der Zellteilung. Somit kann an jede Tochterzelle ein Chromosom vererbt werden. Findet
dieser Prozess nicht statt, erhalt die Tochterzelle kein Chromosom, was zum Absterben dieser Zelle
flhrt. Es ist wichtig, dass das Chromosom reguliert repliziert wird, also nur einmal pro Zellzyklus (Boye
et al., 2000). E. coli, ein gramnegatives y-Proteobakterium, enthélt die genetische Information auf
einem einzigen, zirkular-organisierten Chromosom mit einer GrofRe von 4.6 Mbp (Blattner et al., 1997).
Die DNA-Replikation startet an einem definierten Punkt auf dem Chromosom, dem sogenannten
Replikationsursprung, oriC (origin of replication). Vermittelt wird die DNA-Replikation durch das in
Bakterien hochkonservierte Initiatorprotein DnaA, welches an spezifische Sequenzmotive innerhalb
des oriC, den DnaA-Boxen, bindet (Fuller et al., 1984; Messer, 2002; Ozaki and Katayama, 2009). Das
beschriebene Protein fiihrt zum Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Basenpaaren in der AT-reichen Region innerhalb des oriC und somit zum Aufschmelzen der DNA. DnaA
sorgt auch fur das Rekrutieren replikationsspezifischer Proteine (Kaguni, 1997; Langer et al., 1996;
Skarstad and Boye, 1994). Die eigentliche DNA-Replikation wird vom Replisom, einem
Multiproteinkomplex, an einer Y-geformten Replikationsgabel ausgefiihrt. Die Schliisselenzyme dieses
Komplexes umfassen bei E. coli die Helikase DnaB, die Primase DnaG und das Polymerase llI
Holoenzym, Pol Ill (McHenry, 2011; O'Donnell, 2006). Von oriC aus verlduft die DNA-Replikation
bidirektional (Bird et al., 1972). Die Replisomen laufen dabei in entgegengesetzte Richtungen und
treffen erst wieder in der Terminations-Domaéne (ter) aufeinander, nachdem sie jeweils die Halfte des
Chromosoms repliziert haben (Hill et al., 1987). Dort wird die DNA-Replikation beendet, wobei die
Replisomen durch den Tus-ter-Komplex in ihrem Fortlaufen gehindert werden (Duggin et al., 2008). Als
Folge disassemblieren die Replisomen und erméglichen so die Segregation der beiden Chromosomen
auf die Tochterzellen. Welche Charakteristika eines Replikationsursprungs fir eine erfolgreiche

Initiation der DNA-Replikation bendtigt werden beschreibt Kapitel 1.2.1.

1.2.1 Der Replikationsursprung von Escherichia coli: oriC

Seit ungefahr 39 Jahren ist bekannt, dass sich der Replikationsursprung von E. coli, oriC, bei 84.3 min
auf der Genomkarte befindet (Marsh and Worcel, 1977). Um die Sequenz von oriC genauer
einzugrenzen, wurden sogenannte oriC-basierte Minichromosomen verwendet (Hiraga, 1976; Yasuda
and Hirota, 1977). Dabei handelt es sich um Replikons mit oriC als Replikationsursprung, die autonom
in der Zelle replizieren (Lobner-Olesen et al., 1987; Messer et al., 1978). Sie kdnnen auch als sekundare
Chromosomen bezeichnet werden, weil sie einen chromosomalen Replikationsursprung enthalten und
in E. coli zusatzlich zum primdren Chromosom eingebracht werden (Schindler and Waldminghaus,

2015). Durch das Einfligen von variablen oriC-Sequenzen auf dem Minichromosom konnte die

3
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minimale Sequenz, die ein Replikon zur erfolgreichen DNA-Replikation in vivo befahigt, zunachst auf
422 bp und spater auf 232-246 bp eingegrenzt werden (Sugimoto et al., 1979; Tabata et al., 1983; von
Meyenburg et al., 1979). Eine Ubersicht der oriC-Sequenz wird in Abbildung 1 dargestellt. In Abschnitt
1.2 wurde bereits deutlich, dass der Replikationsursprung von E. coli unter anderem eine AT-reiche
Region und Bindestellen flr das Initiatorprotein DnaA aufweisen muss. DnaA bindet eine
asymmetrische, 9 bp bzw. 6 bp lange Konsensussequenz, die als DnaA-Box bezeichnet wird (Fuller et
al., 1984; Schaper and Messer, 1995). DnaA bindet ATP sowie ADP (Sekimizu et al., 1987). Aufgrund
der Bindeaffinitdt wird bei den DnaA-Boxen zwischen starken und schwachen Boxen differenziert:
Starke Boxen werden von DnaAA™ und DnaA”"" gleichermaBen gebunden (Fuller et al., 1984).
Schwache Boxen hingegen werden nur von DnaA*™ erkannt (Rozgaja et al., 2011). In der Sequenz von
oriC sind insgesamt zehn DnaA-Boxen (R1 - R10) zu finden (Skarstad and Katayama, 2013). Nur drei
davon, R1, R2 und R4, sind starke Boxen (Kawakami and Katayama, 2010; McGarry et al., 2004; Rozgaja
et al, 2011). Zusatzlich enthalt oriC Bindestellen fir DNA strukturverdndernde Proteine
(histonahnliche Proteine), wie dem IHF (Integration Host Factor) und dem FIS Protein (Factor for
Inversion Stimulation) (Grimwade et al., 2000; Roth et al., 1994). Die Bindung beider Proteine fiihrt zu
einer Konformationsanderung der DNA, wodurch das Aufschmelzen der DNA und einhergehend die
Assemblierung des Replisoms beglinstigt wird (Gille et al., 1991; Polaczek, 1990). Die oriC-Sequenz wird
von zwei hochkonservierten Genen, gidA und mioC, flankiert. gidA, auch bekannt als mnmG, kodiert
flir ein Protein, welches in der Modifikation von tRNAs involviert ist (Bregeon et al., 2001; Moukadiri
et al., 2009). Der gidA-Promotor befindet sich neben der AT-reichen Region, sodass die Transkription
von gidA nicht innerhalb der oriC-Sequenz stattfindet (siehe Abb. 1) (Kolling et al., 1988). mioC kodiert

flr ein Protein, dessen biologische Funktion noch nicht genau identifiziert werden konnte (Lies et al.,

2015).

232 - 246 bp

422 bp

Abbildung 1: Der Replikationsursprung oriC und seine flankierenden Bereiche. Die DNA-Elemente der
oriC-Region sind wie folgt dargestellt: Blaue Dreiecke, 13-mer in AT-reicher Region; rote Rechtecke, 9
bp DnaA-Boxen; graue Rechtecke, 6 bp DnaA-Boxen. Starke DnaA-Boxen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Bindestellen fiir IHF und FIS sind gelb bzw. orange markiert. Flankierende Gene sind
in griin dargestellt. Die Langen der verschiedenen oriC-Fragmente sind indiziert (Sugimoto et al., 1979;
Tabata et al., 1983; von Meyenburg et al., 1979).
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Jedoch konnten zwei DnaA-Boxen innerhalb der Promotorregion von mioC gefunden werden (Hansen
et al., 2006). Zudem endet die Transkription von mioC innerhalb der oriC-Sequenz (Hansen et al., 2007,
Messer and Weigel, 1997). oriC-basierte Minichromosomen werden seit langerer Zeit verwendet, um
die Initiation der DNA-Replikation genauer zu analysieren (Leonard and Helmstetter, 1986; Lobner-
Olesen et al., 1987). Die Attraktivitat dieses Ansatzes kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass ein oriC-
basiertes Minichromosom dhnliche Eigenschaften fiir die DNA-Replikationsinitiation mit dem primaren
Chromosom teilt; (i) die DNA-Replikation verlduft in beiden Fallen bidirektional ab (Messer and Weigel,
1996) und (ii) beide benétigen die Transkription und eine de novo Proteinsynthese (Messer and Weigel,
1996). Dennoch konnten signifikante Unterschiede zwischen der Regulation der Initiation der DNA-
Replikation auf einem Minichromosom und dem nativen Chromosom gefunden werden (Asai et al.,
1998). Die Aktivitat von oriC auf Minichromosomen kann durch benachbarte Gene auf dem jeweiligen
Replikon oder durch die Lange der verwendeten oriC-Sequenz beeinflusst werden (Asai et al., 1998).
Wird die DnaA-Box R4 (Abb. 1) aus der oriC-Region ausgeschlossen, ist ein Minichromosom im
Gegensatz zum Chromosom, nicht mehr in der Lage zu replizieren (Woelker and Messer, 1993). Ein
primdres Chromosom mit einer mutierten DnaA-Box R4 zeigt lediglich ein asynchrones
Initiationsverhalten (Bates et al., 1995). Ein ahnliches Bild ergibt sich bei der ndheren Analyse von IHF
und FIS. Mutationen, die das Binden von IHF und FIS an ihre Bindestellen verhindern, fiihren dazu, dass
Minichromosomen nicht mehr in der Lage sind zu replizieren, wohingegen sich der Effekt bei primaren
Chromosomen auf die asynchrone Initiation der DNA-Replikation beschrankt (Filutowicz et al., 1992;
Kano et al., 1991). Fir die Genprodukte der flankierenden Bereiche von oriC, MioC und GidA, konnte
keine essentielle Funktion nachgewiesen werden (Leonard and Helmstetter, 1986; Tanaka and Hiraga,
1985). Trotzdem konnte fiir Minichromosomen gezeigt werden, dass, auch wenn die Transkription
dieser Gene nicht essentiell ist, durch Anwesenheit von mioC in direkter Nachbarschaft zu oriC die
Kopienzahl und somit auch die Stabilitdit der Minichromosomen erhoht wird (Bates et al., 1997,
Lobner-Olesen and Boye, 1992). Es wird angenommen, dass die Transkription von gidA und mioC
maRgeblich die Struktur des Replikationsursprungs verandert und diese Veranderung auf
Minichromosomen einen héheren Einfluss hat (Asai et al., 1998). Zusammengenommen zeigen die
Studien, dass die Anforderungen von oriC deutlich voneinander abweichen, wenn es darum geht die
DNA-Replikation eines primadren Chromosoms oder die eines Minichromosoms zu initiieren. Ob oriC
einen geeigneten Replikationsursprung fiir sekundare Chromosomen darstellt, wird im folgenden

Kapitel erldutert.
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1.3 Eignen sich ektopische oriC als Grundlage fiir sekundédre Chromosomen in
Escherichia coli?

Umstrukturierungen des Genoms kdnnen dafiir sorgen, dass es fiir genetische Manipulationen besser
zuganglich ist (Schindler and Waldminghaus, 2015). So war es bereits moglich einen E. coli Stamm
herzustellen, der statt eines zirkuldren Chromosoms ein lineares Chromosom stabil prozessiert (Cui et
al., 2007). Des Weiteren konnte das E. coli Chromosom in zwei lineare Chromosomen unterteilt
werden, die stabil weitervererbt werden (Liang et al., 2013). Fiir das Unterteilen von einem
Chromosom in mehrere Untereinheiten, das sogenannte , Genome-splitting”, ist es essentiell, dass
diese stabil von einem Replikationsursprung repliziert werden kénnen. So koénnte zunachst ein
ektopischer Replikationsursprung, also ein zweiter oriC zusatzlich zum nativen oriC, auf dem
Chromosom inseriert werden. Es konnte gezeigt werden, dass E. coli einen zweiten oriC innerhalb des
Chromosoms toleriert und dass dieser ektopische oriC, oriZ genannt, in der Lage, ist als alleiniger
Replikationsursprung auf dem E. coli Chromosom zu fungieren (lvanova et al., 2015; Wang et al., 2011).
OriZ, enthalt nicht nur die Sequenz von oriC, sondern mit 1172 bp bzw. 5160 bp auch die flankierenden
Bereiche gidA und mioC (Wang et al., 2011). Grundlegend ist jedoch zu beachten, dass zwei oriC-
basierte Chromosomen innerhalb einer Zelle immer miteinander konkurrieren werden. Dies kann dazu
fiihren, dass das sekundare Chromosom nicht stabil an Tochtergenerationen weitervererbt wird oder
aber, dass es lber die oriC-Sequenz in das primédre Chromosom integriert (Lobner-Olesen, 1999;
Messerschmidt et al.,, 2015). Deshalb ist es notwendig einen anderen, kompatiblen
Replikationsursprung zu finden, mit dem es maoglich ist ein sekundares Chromosom herzustellen und
stabil aufrecht zu erhalten. Vibrio cholerae enthalt ein natives, sekundares Chromosom und bietet so

eine sehr gute Vorlage fiir das Design sekundarer Chromosomen.

1.4 Der Modellorganismus Vibrio cholerae: Ein Bakterium mit zwei Chromosomen

Die meisten Prokaryoten tragen ihre genetischen Informationen auf nur einem einzigen, zirkuldren
Chromosom (Ochman, 2002; Wang et al., 2013). Im Gegensatz dazu gibt es jedoch einige Bakterien, in
denen das Erbgut auf multiple Chromosomen verteilt ist (Egan et al., 2005; Jha et al., 2012). Ein
Modellorganismus der Gruppe der multi-chromosomalen Bakterien ist das humanpathogene, y-
Proteobakterium V. cholerae, welches Ausloser der schweren Infektionskrankheit Cholera ist
(Ansaruzzaman et al., 2004; Mohapatra et al., 2007). V. cholerae enthélt zwei unterschiedlich grolRe
Chromosomen: Chromosom | mit 2,96 Mbp und Chromosom Il mit 1,07 Mbp (Heidelberg et al., 2000;
Trucksis et al.,, 1998). Chromosom | wird auch als primares Chromosom bezeichnet. Der
Replikationsursprung von Chromosom |, oril, gleicht oriC aus E. coli und wird von dem
hochkonservierten Protein DnaA initiiert (Duigou et al., 2006; Egan and Waldor, 2003). Der

Replikationsursprung von Chromosom |Il, orill, ahnelt aufgrund vieler Sequenzwiederholungen, die
6
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auch als Iterone bezeichnet werden, stark der Replikationssequenz von Plasmiden (Egan and Waldor,
2003). Deshalb wurde postuliert, dass Chromosom Il urspriinglich als Plasmid in V. cholerae eingefiihrt
wurde und sich mit der Zeit angepasst hat (Jha et al., 2012; Venkova-Canova and Chattoraj, 2011).
Chromosom Il enthalt essentielle Gene und repliziert zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend des
Zellzyklus, womit es zwei charakteristische Merkmale eines Chromosoms aufweist (Egan et al., 2004;
Heidelberg et al., 2000; Rasmussen et al., 2007). Hingegen replizieren Plasmide laut Definition
unabhangig vom Zellzyklus und weisen keine essentiellen Gene auf (del Solar et al., 1998; Harrison et
al., 2010; Nordstrom and Dasgupta, 2006). Deshalb wird Chromosom Il in V. cholerae als Chromosom
bezeichnet. Die Initiation der DNA-Replikation an orill wird von dem Initiatorprotein RctB reguliert,
welches fir die Gattung der Vibrionaceae einzigartig ist (Duigou et al., 2006; Egan and Waldor, 2003).
Zudem kodieren beide Chromosomen fir Orthologe von Plasmid-Partitionierungssystemen
(Heidelberg et al., 2000). Diese beinhalten die Segregationsproteine ParA1/B1 fiir Chromosom | und
ParA2/B2 fur Chromosom Il (Yamaichi et al., 2007a; Yamaichi et al., 2007b). Wie die Regulation der
DNA-Replikation der beiden Chromosomen innerhalb einer Zelle ablduft, war lange Zeit Gegenstand
der Forschung und lieferte kontroverse Ergebnisse (Egan et al., 2004; Rasmussen et al., 2007; Stokke
et al., 2011). Methoden, die fir die Analyse von Bakterien mit einem einzigen Chromosom eingesetzt
wurden, stellten sich bei V. cholerae als nicht anwendbar dar. So wurde zunachst postuliert, dass beide
Chromosomen gleichzeitig mit der DNA-Replikation beginnen, was als Initiationssynchronie bezeichnet
wurde (Abb. 2 A) (Egan et al., 2004). 2007 wurde diese These durch Rasmussen et al. wiederlegt
(Rasmussen et al., 2007). Durch eine kombinatorische Analyse aus Durchflusszytometrie, Marker-
Frequenzanalysen und einer Computer-basierten Simulation der DNA-Replikation in V. cholerae
konnten sie ableiten, dass zundchst Chromosom | und spéater im Zellzyklus auch Chromosom Il mit der
DNA-Replikation beginnt. Dieses Modell wird als Terminationssynchronie bezeichnet (Abb. 2 B)
(Rasmussen et al., 2007; Stokke et al., 2011) und wird weiterhin durch die Erkenntnis untermauert,
dass Chromosom Il nach ca. 2/3 der DNA-Replikation von Chromosom | startet (Stokke et al., 2011; Val
et al., 2016). Eine neue Studie konnte zeigen, dass die zeitliche Koordinierung der DNA-Replikation von
Chromosom Il von einer kurzen, intergenischen Sequenz auf Chromosom | abhéangig ist (Val et al.,
2016). Diese ist eine 150 bp lange Sequenz und wird als crts-Sequenz (Chromosome |l replication
triggering site) bezeichnet (Val et al., 2016). Es wird vermutet, dass die Verdopplung der crts-Sequenz
das Initiatorprotein RctB aktiviert und so die DNA-Replikation an orill auslést. Des Weiteren konnte in
dieser Studie mittels 3C-Analysen (chromosome conformation capture) ein physikalischer Kontakt
zwischen Chromosom | und Chromosom Il ausgemacht werden, was auf eine mechanische,

funktionelle Interaktion der beiden Chromosomen hinweisen kénnte (Val et al., 2016).
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A
Initiationssynchronie

Chromosom| Chromosom Il Chromosom | Chromosom |l

To-—

Terminationssynchronie

Chromosom| Chromosom Il Chromosom | Chromosom Il

o

| Replikationsursprung

Abbildung 2: Hypothesen zur Regulation der DNA-Replikation der beiden Chromosomen in
V. cholerae. Der Verlauf der DNA-Replikation von Chromosom | und Il wird schematisch dargestellt.
Pfeile indizieren den Verlauf des Zellzyklus. A Initiationssynchronie. Beide Chromosomen starten zum
gleichen Zeitpunkt innerhalb des Zellzyklus mit der DNA-Replikation. Chromosom Il beendet die DNA-
Replikation vor Chromosom I. B Terminationssynchronie. Chromosom | startet zuerst mit der DNA-
Replikation. Chromosom Il startet im spateren Verlauf im Zellzyklus mit der DNA-Replikation. Die
Termination der DNA-Replikation beider Chromosomen findet gleichzeitig statt.

Diese einzigartige Kommunikation zwischen den beiden Chromosomen wird auch als eine Art
bakterieller Zellzyklus , Checkpoint” in V. cholerae bezeichnet (Val et al., 2016). Anhand der
aufgefiihrten Studien zur Analyse der DNA-Replikation in V. cholerae wird deutlich, dass die zur
Verfligung stehenden Methoden nicht hinreichend genutzt werden kénnen, um die Chromosomen

multi-chromosomaler Bakterien unabhangig voneinander zu analysieren.

1.5 orill: Ein pradestinierter Replikationsursprung fiir sekunddare Chromosomen in
Escherichia coli

Sekundare Chromosomen (vergl. Kapitel 1.2.1) kénnen genutzt werden, um grundsatzliche Fragen
bezliglich der Charakteristika natlrlicher, bakterieller Chromosomen zu beantworten. Mutationen des
primaren Chromosoms mussen zwingend lebensfahig sein um sie untersuchen zu kénnen. Sekundare
Chromosomen hingegen kénnen manipuliert und analysiert werden, ohne dass die Wirtszelle darunter
leidet (Schindler and Waldminghaus, 2015). Sekunddre Chromosomen kdnnen ebenfalls genutzt
werden um Genome umzustrukturieren. Aus einem groen Chromosom kdnnten mehrere kleine
Untereinheiten generiert werden, die so besser genetisch manipulierbar sind. So war es flr E. coli

8
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bereits moglich, einen Stamm zu generieren, der statt eines groRen, zirkuldren Chromosoms zwei
kleinere, lineare Chromosomen prozessiert (Liang et al., 2013). Um grundsatzliche Fragen zur
Chromosomenbiologie mit sekunddaren Chromosomen zu klaren, ist es essentiell, dass sich diese auch
wie Chromosomen verhalten. Ein sehr wichtiges Charakteristikum eines Chromosoms ist, dass es nur
einmal zu einem bestimmten Zeitpunkt im Zellzyklus repliziert (Boye et al., 2000). Deshalb ist bei dem
Design sekundarer Chromosomen zu beachten, dass ein Replikationsursprung gewahlt wird, der dieses
Kriterium erfillt. Chromosom Il von V. cholerae stellt ein natives Modell dar, um sekundare
Chromosomen in andere Organismen zu generieren. Der Replikationsursprung von Chromosom I, orill,
ist in der Lage, erfolgreich in dem heterologen Wirtsorganismus E. coli zu replizieren (Egan and Waldor,
2003; Liang et al., 2013; Messerschmidt et al., 2015). Dies konnte anhand von orill-basierten Replikons
festgestellt werden (Egan and Waldor, 2003). Mit Hilfe dieses Modells konnte ferner definiert werden,
welche Faktoren fiir eine erfolgreiche DNA-Replikation von orill in E. coli notwendig sind. Neben der
Sequenz von orill bendtigt es dazu das Initiatorprotein RctB, welches nicht in E. coli vorhanden ist. Des
Weiteren werden die Gene parAB2 fir eine stabile Vererbung von orill-basierten Replikons benotigt
(Egan and Waldor, 2003; Yamaichi et al., 2007a). Messerschmidt et al. konnten ein orill-basiertes
synthetisches Chromosom, synVicll, mit den genannten Faktoren in E. coli konstruieren
(Messerschmidt et al., 2015). Analysen zum Initiationszeitpunkt von synVicll in E. coli suggerieren,
unter der Annahme, dass das Replikon Zellzyklus-spezifisch repliziert, dass es nach ca. 53% der DNA-
Replikation des primdren Chromosoms mit der DNA-Replikation starten kénnte (Messerschmidt et al.,
2015). Fir das native, sekundare Chromosom in V. cholerae konnte gezeigt werden, dass es nach 54-
66% der DNA-Replikation des primdren Chromosoms initiiert (Stokke et al., 2011). Eine weitere,
wichtige Eigenschaft eines Chromosoms, ndmlich die stabile Vererbung an die Tochtergenerationen,
konnte auch fir synVicll festgestellt werden. Im direkten Vergleich dazu zeigte ein oriC-basiertes
Replikon eine geringere Stabilitdt (Messerschmidt et al.,, 2015). Aufgrund der unterschiedlichen
Initiatorproteine von oriC und orill-basierten Replikons sollte es nicht zu einer konkurrierenden
Situation in E. coli kommen. orill bietet somit ideale Voraussetzungen, um als Replikationsursprung
von synthetischen, sekunddaren Chromosomen in E. coli zu fungieren. Wie die DNA-Replikation

sekundarer Chromosomen untersucht werden kénnte, wird im nachsten Kapitel aufgezeigt.

1.6 Die Kopienzahl eines genetischen Lokus auf Einzelzellniveau als Reporter fiir die DNA-
Replikation

Seitdem wir technisch in der Lage sind das humane Genom zu sequenzieren, wird deutlich, dass die

Genomsequenz zwischen den Menschen starker variiert, als bisher angenommen (Beckmann et al.,

2007). Die Kopienzahlvariation (CNV), die nach dem bisherigen Erkenntnisstand 10% des humanen

Genoms umfasst, spielt dabei eine wichtige Rolle (Shlien and Malkin, 2009). Als CNV wird ein DNA
9
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Segment von 1 kb oder mehr beschrieben, das in variabler Kopienzahl im Vergleich zu einem
Referenzgenom vorkommt (Feuk et al., 2006). CNVs kdnnen einfache Duplikationen oder auch
Deletionen beinhalten. Sie kénnen dazu genutzt werden Individuen voneinander zu differenzieren und
werden beim Menschen auch mit zahlreichen Erkrankungen wie beispielsweise Schizophrenie oder
Krebs in Verbindung gebracht (Redon et al., 2006; Sebat et al., 2004). CNVs haben somit einen hohen
Stellenwert was die Pradisposition, die genetisch bedingte Ausbildung von Krankheiten, angeht und
werden meist anhand von Microarray-basierter komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) oder
Genomsequenzierung identifiziert (Mills et al., 2011; Pollack et al., 1999). Neben diesen CNVs kann die
Kopienzahl eines Gens innerhalb der gesamten Zelle auch Aufschluss tGber den Status der DNA-
Replikation geben. Wahrend der DNA-Replikation wird das gesamte Chromosom dupliziert. Vor der
DNA-Replikation liegt ein Genloki in einfacher Kopie und nach der Replikation in doppelter Kopienzahl
in der Zelle vor (Abb. 3). Auf Grundlage dieser Annahme kann die DNA-Replikation anhand der
Kopienzahl der Gene auf dem Chromosom verfolgt werden.

Soist die Kopienzahlbestimmung ein interessanter Ansatz flir die Analyse von Pro- als auch Eukaryoten.
Anhand eines multi-chromosomalen Bakteriums wird in Abbildung 3 dargestellt, wie der Status der
DNA-Replikation anhand der Kopienzahl von definierten Genloki und der Anzahl an Replisomen
verfolgt werden kann. Eine Methode um den Replikationsstatus einer Zelle genauer zu
charakterisieren, ist die Bestimmung des Kopienzahlverhaltnis von Replikationsursprung zu
Terminationsregion (Bremer and Churchward, 1977; Stokke et al., 2011). Bei einem Verhéltnis von 1
liegen beide Regionen in gleicher Kopienzahl vor (Abb. 3 A). Somit wurde je nach Zellstadium die DNA-
Replikation noch nicht gestartet oder bereits beendet. Ist das Verhaltnis groRer als 1, liegt der
Replikationsursprung in hoherer Kopienzahl vor als die Terminusregion und wurde deshalb bereits
repliziert (Abb. 3 B + C). Mittels quantitativer PCR (qPCR) kdnnen die zu vergleichenden genetischen
Regionen spezifisch amplifiziert und anschliefend das Verhaltnis dieser bestimmt werden (Abb. 3 A, B,
C) (Hill et al., 2012). Nachteil dieser Methode ist, dass das Multiplexen, die Analyse von mehreren
Genen in einer Reaktion, limitiert ist (Klein, 2002). PCR-basierte Methoden beinhalten zudem das
Problem der ungleichen Anreicherung von DNA-Fragmenten, was zu falschen Ergebnissen fliihren kann
(Smith and Osborn, 2009). CGH kann ebenfalls genutzt werden, um Kopienzahlen genetischer Loki zu
bestimmen (Pinkel et al., 1998). Im Gegensatz zur gPCR umfasst CGH die Analyse des gesamten
Genoms, wodurch ein detaillierteres Bild der Kopienzahlen entsteht und der Verlauf der DNA-
Replikation erkennbar wird. Diese Methode basiert auf der simultanen Hybridisierung der Proben- und
Referenz-DNA, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, an immobilisierte DNA-
Fragmente (Govindarajan et al., 2012). Das sich ergebende Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten von
Probe zu Referenz ist proportional zum Verhaltnis der Kopienzahl. Das Ausgangsmaterial fiir eine gPCR

oder CGH ist bisher meist die Gesamt-DNA einer Zellpopulation. Das Ergebnis spiegelt also den
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Durchschnittszustand der Population wieder. Doch jede Zelle ist individuell und kann Unterschiede in
der Genomsequenz, der Genexpression und der Mengen an Proteinen aufweisen (Lidstrom and
Konopka, 2010). Um diese Heterogenitat ndher zu untersuchen, ist die Analyse von Einzelzellen
unabdingbar. So kann der Replikationsstatus einer einzigen Zelle anhand der Anzahl von Replisomen
bestimmt werden. Pro Replikationsursprung assemblieren zwei Replisomen (Abb. 3 B + C). Replisomen
kénnen visualisiert werden, indem eine Untereinheit, beispielsweise DnaB oder Proteine, die sich in
der Nahe des Replisoms befinden, mit einem Fluoreszenzprotein markiert werden (Waldminghaus et
al.,, 2012; Wang and Shapiro, 2004). Mittels Fluoreszenzmikroskopie kénnen die Replisomen als

distinkte Signale innerhalb der Zelle ausgemacht und gezahlt werden.

A
Chromosom | Chromosom Il
# Genloki 1+ 1
Keine -
DNA-Replikation # Replisomen 0
orifter-Ratio 1+1
B
# Genloki 2+1
DNA- :
Replikation # Replisomen 2
ori/ter-Ratio 2+1
|
C

# Genloki 2+2
DNA- # Replisomen 4
SapiIkekon ori/ter-Ratio 2+2

| Replikationsursprung M Terminationsregion = def. Genloki © Replisomen # Anzahl

Abbildung 3: Die Kopienzahl eines genetischen Lokus als Reporter fiir den Status der DNA-
Replikation. A, B, C Verschiedene Stadien der DNA-Replikation am Beispiel des Zellzyklus eines multi-
chromosomalen  Bakteriums. Replikationsurspriinge, genetische Loki, Replisomen und
Terminationsregionen sind hervorgehoben. Die Anzahl von Genloki, Replisomen und das
Kopienzahlverhaltnis von Replikationsursprung zu Terminationsregion (ori/ter-Ratio) sind fiir das
jeweilige Replikationsstadium (A, B, C) aufgefiihrt. Pfeile indizieren den Verlauf des Zellzyklus.
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Fiir die Quantifizierung von Bakterien mit zwei Chromosomen ergabe sich folgendes Bild: Kann kein
Replisom innerhalb der Zelle detektiert werden, wurde die DNA-Replikation noch nicht gestartet oder
bereits abgeschlossen (Abb. 3 A). Zellen, die zwei Foci aufweisen, spiegeln die DNA-Replikation von nur
einem Chromosom wieder (Abb. 3 B), wohingegen vier Foci auf die DNA-Replikation beider
Chromosomen hinweisen (Abb. 3 C). Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass die markierten
Replisomen nicht immer gut zu differenzieren sind. Es ist demnach moglich, dass beide Replisomen
eines Chromosoms (berlagern. Eine detailliertere Auflésung der DNA-Replikation kann mit der
digitalen PCR (dPCR) erreicht werden. Mit Hilfe dieser Methode kann die Kopienzahl von einzelnen
DNA-Molekilen bestimmt werden (Sykes et al., 1992). Dafiir wird eine DNA-Probe verdiinnt und auf
viele, einzelne, parallele PCR-Reaktionen aufgeteilt, von denen einige das zu analysierende DNA-
Molekiil enthalten und einige nicht (Vogelstein and Kinzler, 1999). Durch das Zahlen von positiven und
negativen Amplifizierungsreaktionen, die proportional zur eingesetzten DNA-Menge auftreten, kann
die Kopienzahl der DNA-Molekiile in der analysierten Probe bestimmt werden (Baker, 2012). Neben
dem Verdiinnen von DNA-Proben um einzelne Molekiile zu erhalten, kann auch die DNA einer einzigen
Zelle verwendet werden. Ein grundsatzliches Problem der Analyse auf Einzelzellniveau ist die Zellgrofie.
Der ArbeitsmaRstab bewegt sich im Bereich von Mikrometern und Pikolitern (Zhao et al., 2008).
Trotzdem gibt es bereits zahlreiche Methoden um eukaryotische und prokaryotische Einzelzellen zu
isolieren (Blainey, 2013). Dazu zahlen die klassische Verdiinnung einer Kultur bis zu einem Grenzwert,
das Mikropipettieren, bei dem mit einer Pipette und einem Mikroskop einzelne Zellen transferiert
werden oder auch FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) (Grindberg et al., 2011; Navin et al.,
2011; Raghunathan et al., 2005; Zhang et al., 2006). Zudem gibt es viele Methoden, welche die
Gewinnung von Einzelzellen mit Hilfe des Fortschritts der Nanotechnologie durchfiihren. Dazu zdhlen
unter anderem ,,microfluidic“-Systeme (Kortmann et al., 2011; Yin and Marshall, 2012; Zare and Kim,
2010). ,microfluidic“-Systeme bieten viele Vorteile fiir das Arbeiten mit einzelnen Zellen, weil sie die
Parallelisierung und Automatisierung der Analysen und eine erhdhte Sensitivitdt sowie Minimierung
von Kontaminationen durch das Arbeiten in geringen Reaktionsvolumina erméglichen (Gawad et al.,
2016; Lecault et al.,, 2012; Marcus et al., 2006). Je nachdem welche Analysen mit Einzelzellen
durchgefiihrt werden sollen, muss eine Zelllyse stattfinden, um Komponenten wie DNA, RNA oder
Proteine zugénglich zu machen (Blainey, 2013). Dabei ist zu beachten, dass nachfolgende Reaktionen
nicht durch Zell- oder Pufferreste inhibiert werden. Eine E. coli Zelle enthalt ungefdhr 5 fg DNA
(Raghunathan et al., 2005). Fir Analysen, die mehr Ausgangsmaterial bendétigen, wie beispielsweise
Genomsequenzierungen, muss die DNA der Einzelzelle angereichert werden (de Bourcy et al., 2014;
Gonzalez-Roca et al., 2010; Kalisky et al., 2011; Tang et al., 2010). Mittels der sogenannten , Whole
Genome Amplification” (WGA) kann das komplette Genom einer Zelle amplifiziert werden, sodass am

Ende DNA-Mengen vorliegen, mit denen nachfolgende Analysen durchgefiihrt werden kénnen
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(Blainey, 2013; Huang et al., 2015; Yilmaz and Singh, 2012). Bei der Amplifizierung der DNA von
Einzelzellen kann es jedoch zu ungleichen Anreicherungen oder unspezifischen Produkten kommen
(Pan et al., 2008). Diese Unterschiede in der Anreicherung konnen das Ergebnis nachfolgender
Analysen verfdlschen. Es liegt demnach Nahe, das Repertoire an Methoden zur Analyse von

Einzelzellen zu erweitern.

1.7 Moderne Klonierungssysteme

Das Anordnen von kleinen DNA-Fragmenten zu groRen Konstrukten, die DNA-Assemblierung, hat in
den letzten Jahren bedeutende Weiterentwicklungen erlebt (Chao et al., 2014; Ellis et al., 2011). Die
klassische Restriktions-Ligationsmethode, die in den 1970er Jahren entwickelt wurde, flihrte zu einer
Revolution in der Biotechnologie (Cohen et al., 1973). Seitdem wuchsen die Anspriiche und die
Komplexitdit von DNA-Konstrukten, die mehrere Gene und intergene Komponenten enthalten.
Zusatzlich sinken die Kosten der DNA-Synthese stetig und der Synthesemalistab nimmt zu (Kosuri and
Church, 2014). Trotzdem ist es noch nicht moglich ganze Genome zu synthetisieren. DNA-Fragmente,
die den Synthesemalistab Uberschreiten, werden deshalb noch immer durch DNA-Assemblierungen
hergestellt (Cobb et al., 2014; Gibson et al.,, 2008a). Deshalb wurden mit der Zeit immer mehr
Methoden etabliert, die eine effiziente, modulare und schnelle DNA-Assemblierung erlauben. Diese
DNA-Assemblierungsmethoden kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden: (i) Homologie-basierte
Methoden und (ii) Restriktionsenzym-basierte Methoden. Anhand zwei bekannter Methoden werden

diese in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

1.7.1 Homologie-basierte Methoden zur DNA-Assemblierung

Diese DNA-Assemblierungsmethoden basieren auf der Hybridisierung von 20-40 bp langen,
komplementiren Uberhdngen zwischen den DNA-Fragmenten (Abb. 4 A). Zu den in vivo Methoden
zahlt die native, homologe Rekombination in Saccharomyces cerevisiae und Bacillus subtilis (Gibson et
al., 2008b; Itaya et al., 2008). Zu den in vitro Methoden zdhlen die Overlapping-Extension PCR (OE-
PCR), das Gibson Assembly und die Ligase chain reaction (LCR) (de Kok et al., 2014; Gibson et al., 2009;
Horton et al., 1989). Das Gibson Assembly basiert auf einem Enzym-Mix bestehend aus einer T5-
Exonuklease, einer DNA-Ligase und einer DNA-Polymerase (Gibson et al., 2009). Die T5-Exonuklease
generiert einzelstringige Uberhidnge an den DNA-Fragmenten, die dann aufgrund ihrer
komplementaren Sequenz hybridisieren. Im Anschluss fillt die DNA-Polymerase die DNA wieder auf
und die DNA-Ligase verkniipft die DNA-Strange miteinander (Gibson et al., 2009). Mit Hilfe der
aufgefihrten Methoden ist es in einer einzigen Reaktion moglich mehrere DNA-Fragmente
zielgerichtet zusammenzubauen (Chao et al., 2014; Ellis et al., 2011). Nachteil der Homologie-basierten

Methoden ist, dass keine DNA-Fragmente mit repetitiven Sequenzen assembliert werden kénnen, weil
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die sich wiederholenden Regionen die Assemblierung stéren und zu falschen Endprodukten fihren
kénnen. Ein weiterer Nachteil ist, dass flir die meisten DNA-Fragmente, die mittels PCR amplifiziert
werden, Oligonukleotide bendétigt werden, um die homologen Bereiche anzufiigen. Diese kdnnen
meist nicht wiederverwendet werden, weil die enthaltenen homologen Bereiche fiir ein spezifisches
Produkt entworfen wurden. Oligonukleotide sind mittlerweile giinstig, jedoch summieren sich die
Kosten, wenn man den KlonierungsmaRstab auf DNA-Fragment-Bibliotheken ausweiten mochte.
Gibson Assembly funktioniert prinzipiell auch mit einzelstrangiger DNA, wodurch die Kosten drastisch

gesenkt werden kdnnten.

1.7.2 Restriktionsenzym-basierte Methoden zur DNA-Assemblierung

Diese Art der DNA-Assemblierung basiert auf dem klassischen Restriktions-Ligationsverfahren. DNA-
Fragmente mit flankierenden Restriktionsenzymschnittstellen werden verdaut und gemaR ihrer
Uberhinge miteinander ligiert. Zu diesen Methoden zihlen unter anderem BioBrick™ und das Golden
Gate cloning (Engler et al., 2009; Engler et al., 2008; Shetty et al., 2008). Das BioBrick™-System hat
diese Grundlage standardisiert, in dem alle DNA-Fragmente eine gemeinsame Schnittstelle aufweisen,
durch die sie sich kombinieren lassen. Durch wiederholende Restriktions-Ligationsschritte konnten so
groRe DNA-Fragmente hergestellt werden (Sarrion-Perdigones et al.,, 2011; Smolke, 2009). Das
BioBrick™-System verwendet Typ-Il-Restriktionsenzyme wie EcoRI. Nachteil dieser Methode ist, dass
die Erkennungssequenz zwischen den DNA-Fragmenten als sogenannte , Narbe” erhalten bleibt und
nicht erneut mit dem Enzym geschnitten werden kann. Typ-lIS-Restriktionsenzyme schneiden
aulerhalb ihrer Erkennungssequenz, wodurch die generierten Uberhidnge zwischen den DNA-
Fragmenten theoretisch frei gestaltet werden kénnen. Basierend auf der Eigenschaft von Typ-IIS-
Restriktionsenzymen wurden hierarchische Assemblierungssysteme, wie das Golden Gate cloning,
erstellt, die auf Vektoren mit definierten 4 bp Uberhidngen basieren, die sequentiell zueinander passen
(Engler et al., 2009; Engler et al., 2008). Aufgrund der Kombinierbarkeit bleibt jedoch immer eine
,Narbe” zwischen den DNA-Fragmenten zuriick. Die definierten Uberhinge bieten Restriktionsenzym-
basierten Methoden die Moglichkeit Sequenzen mit repetitiven Regionen zu klonieren (vgl. 1.7.1).
Allen Restriktionsenzym-basierten Methoden bleibt jedoch gemein, dass die Erkennungssequenzen
der verwendeten Enzyme moglicherweise in den zu assemblierenden DNA-Fragmenten auftauchen
kdnnen. Diese zundchst zu entfernen fiihrt zu einem deutlichen Mehraufwand. Auch die verbleibenden

Uberhinge der Restriktionsenzyme kdnnen problematisch sein. Eine exakte Zielsequenz kann mit

diesen Systemen nicht nachgebaut werden.
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1.7.3 Modulares Klonieren mit MoClo

Ein sehr bekanntes und effizientes DNA-Assemblierungssystem ist MoClo (Modular Cloning), welches
auf dem bereits erwdhnten Golden Gate cloning aufbaut und von der Gruppe um Marillonnet optimiert
wurde (Weber et al., 2011). Es basiert auf drei grundlegenden Eigenschaften: (i) verschiedenen
Vektorsets, dessen 4 bp Uberhinge der Reihenfolge nach zueinander passen, (ii) dem Wechsel
zwischen diesen Vektorsets {LevelM und LevelP) aufgrund unterschiedlicher Resistenzen sowie
Restriktionsenzymen und (iii) dem Verwenden von Endlinkersets, die die Briicke zwischen dem
assemblierten DNA-Fragment und dem Vektor bilden und durch Enthalten der Erkennungssequenz des
Typ-lIS-Enzyms eine Restriktion im nachsten Level ermdglichen. Zudem miissen keine DNA-Fragmente
aufgearbeitet werden, weil die MoClo-Reaktion, welche ein Typ-lI1S-Restriktionsenzym und eine DNA-

Ligase enthalt, mit Plasmiden durchgefiihrt wird.

A B
Homologie-basierte Methode Restriktionsenzym-basierte Methoden
Gibson Assembly MoClo
I
—
DY [ N N 2} 0N
N N
LevelM
Enzym-Mix:
+ T5 Exonuklease Enzym-Mix:
+ DNA-Ligase + DNA-Ligase
+ DNA-Polymerase + Typ-11S-Restriktionsenzym

Abbildung 4: Schematische Darstellung verschiedener DNA-Assemblierungstechniken am Beispiel
von Gibson Assembly und MoClo. A Die Hybridisierung der homologen Bereiche (farblich markiert)
vermittelt die DNA-Assemblierung zwischen den verschiedenen DNA-Fragmenten. B 4 bp lange
Uberhinge (farblich markiert), die von Typ-IIS-Restriktionsenzymen generiert werden, vermitteln die
Assemblierung der DNA-Fragmente.

Die DNA-Fragmente werden durch das Restriktionsenzym aus dem Plasmid herausgeschnitten, sodass
alle DNA-Fragmente mit den jeweils passenden 4 bp Uberhdngen vorliegen und zusammen mit dem
Endlinker in den Zielvektor ligiert werden kénnen {Abb. 4 B). Durch den Wechsel zwischen den

Vektorsets erlaubt das MoClo-System eine schnelle und effiziente DNA-Assemblierung.
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2. Ziele dieser Arbeit

Bakterielle Chromosomen enthalten einen Replikationsursprung, von dem die DNA-Replikation
gestartet wird (Ochman, 2002). Eukaryoten hingegen enthalten mehrere Replikationsurspriinge pro
Chromosom (Mechali, 2010). Zudem besteht das Genom von Eukaryoten aus mehreren linearen
Chromosomen, wohingegen die Mehrheit der Bakterien ein einziges, zirkuldres Chromosom
prozessiert (Bendich and Drlica, 2000; Stanier and Van Niel, 1962). Diese distinkte Verteilung zwischen
den beiden Domanen wirft einige Fragen auf. Vor allem wie die DNA-Replikation in Bakterien mit den
aufgefihrten, eukaryotischen Charakteristika ablaufen konnte.

Die vorliegende Arbeit sollte zum Verstandnis der DNA-Replikation von Bakterien mit multiplen

Replikationsurspriingen sowie von Bakterien mit multiplen Chromosomen beitragen.

Zum einen sollten mittels Durchflusszytometrie und Microarray-basierter komparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) Bakterien mit multiplen Replikationsurspriingen sowie multiplen Chromosomen
hinsichtlich ihres DNA-Gehalts und des Initiationsverhaltens analysiert werden um folgende Frage zu

adressieren:

1. Wie erfolgt die Initiation der DNA-Replikation zweier gleicher bzw. unterschiedlicher

Replikationsurspriinge innerhalb einer Zelle?

Zum anderen sollte im Rahmen dieser Dissertation eine fluoreszenzbasierte Methode etabliert
werden, die es ermdglicht, die Kopienzahl von Genloki und somit den Replikationsmechanismus von
multi-chromosomalen Bakterien auf Einzelzellebene zu untersuchen. Die folgenden Fragestellungen

sollten beantwortet werden:

1. Wie kann die Kopienzahl von Genloki auf Einzelzellebene bestimmt werden?

2. Kann ein Klonierungssystem fiir die Herstellung von repetitiven Elementen optimiert werden?

Zur Bestimmung der Kopienzahl auf Einzelzellebene sollte die neue Methode BiFCROS (Bimolecular
Fluorescence complementation and Repressor Operator System) in E. coli etabliert und getestet
werden. Dazu sollten neue Klonierungstechniken verwendet und fluoreszenzmikroskopische Analysen

durchgefiihrt werden.
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3. Ergebnisse

Dieser Teil der Arbeit gliedert sich in drei Kapitel. Dabei enthalt jedes Kapitel unterschiedliche Studien,
die bereits publiziert sind (Kapitel 3.1 und 3.2) oder zur Publikation vorbereitet werden (Kapitel 3.3).
Vor jedem Abschnitt ist eine Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse und eine Ubersicht der

Autoren sowie ihr Mitwirken an der jeweiligen Publikation angefihrt.
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3.1 DNA replication in engineered Escherichia coli genomes with extra replication origins
Eukaryotische Chromosomen enthalten multiple Replikationsurspriinge (Robinson and Bell, 2005).
Prokaryoten starten die DNA-Replikation des Chromosoms von nur einem einzigen
Replikationsursprung in bidirektionaler Orientierung (Ochman, 2002). Dabei ist E. coli sehr wohl in der
Lage, mehr als einen Replikationsursprung pro Chromosom zu tolerieren (Wang et al., 2011). Dieser
zusatzliche, ektopische Replikationsursprung, oriZ, wurde 100 kb vom nativen Replikationsursprung
inseriert (Wang et al.,, 2011). Es konnte zudem gezeigt werden, das oriZ als alleiniger
Replikationsursprung auf dem Chromosom fungieren kann (lvanova et al., 2015; Wang et al., 2011).
Ob die Aktivitat des Replikationsursprungs von der Position auf dem Chromosom beeinflusst wird,
kénnte durch Stamme analysiert werden, die ektopische oriC an verschiedenen Positionen auf dem
Chromosom enthalten (Liang et al., 2013). Der gleiche Arbeitskreis konstruierte E. coli Stamme mit
einem ektopischen orill, dem Replikationsursprung des zweiten Chromosoms von V. cholerae (Liang et
al.,, 2013). Durch die Analyse dieser Stamme konnte untersucht werden, ob der wirtsfremde
Replikationsursprung orill, die DNA-Replikation in E. coli beeinflusst.

Die vorliegende Studie prasentiert die Analyse von E. coli Stammen, die mehr als einen
Replikationsursprung auf dem Chromosom enthalten, bezlglich ihrer DNA-Replikation. Analysen der
E. coli Stamme von Liang et al. mittels Microarray-basierter komparativer genomischer Hybridisierung
(CGH) zeigten, dass die ektopischen oriC auf dem Chromosom nicht in der Lage sind zu replizieren. Um
herauszufinden, ob diese Inaktivitdt an der verwendeten oriC-Sequenz liegt, wurden drei neue E. coli
Stamme generiert, die langere oriC-Sequenzen als ektopische Replikationsurspriinge auf dem
Chromosom enthalten. Die Initiation der DNA-Replikation konnte fiir alle drei Sequenzen festgestellt
werden. Die von Liang et al. verwendete Sequenz von oriC war somit nicht ausreichend fiir die
Replikation des gesamten Chromosoms. Stamme die orill als ektopischen Replikationsursprung
enthielten, zeigten im Gegensatz zum Wildtyp einen erhdhten DNA-Gehalt. CGH-Analysen konnten die
Replikationsaktivitdt der ektopischen orill nachweisen. orill war somit in der Lage in E. coli auf dem
Chromosom zu replizieren. Analysen von orill als ektopischer Replikationsursprung wiesen auf eine
Dysregulation der DNA-Replikation innerhalb dieser Zellen hin. Diese Dysregulation wurde
aufgehoben, sobald sich oriC und orill nicht mehr auf dem gleichen Chromosom, sondern auf zwei
unterschiedlichen Chromosomen befanden. Um ein besseres Verstandnis der Regulation der DNA-
Replikation von oriC und orill auf einem Chromosom zu erhalten, wurde eine in silico Simulation der
DNA-Replikation durchgefiihrt. Zusammen mit den Ergebnissen der experimentellen Arbeit kann
abgeleitet werden, dass die Regulation der DNA-Replikation von oriC und orill abhangig von deren

Lokalisierung ist.
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In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. T. Waldminghaus betreute ich die Masterarbeit von N. Farmani.
Zudem generierte ich drei neue E. coli Stamme mit unterschiedlichen oriC-Konstrukten und analysierte
diese mittels CGH. N. Farmani Gberpriifte die von Liang et al. erhaltenen E. coli Stamme mittels PCR
und analysierte sie mittels Durchflusszytometrie und CGH. Die Auswertung der CGH-Daten und die
Computer-basierte Simulation der DNA-Replikation erfolgte von Dr. P. Sobetzko. Das Manuskript
wurde von Dr. P. Sobetzko, Prof. Dr. T. Waldminghaus und mir verfasst. Dr. P. Sobetzko, Prof. Dr. T.

Waldminghaus und ich tiberarbeiteten ferner das Manuskript nach der ersten Revision.
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3.2 Design and assembly of DNA sequence libraries for chromosomal insertion in bacteria
based on a set of modified MoClo vectors
Es gibt zahlreiche moderne Klonierungssysteme mit denen es moglich ist, groBe DNA-Fragmente
herzustellen. Eines dieser Systeme ist das MoClo-System, was zunachst fiir die Anwendung in Pflanzen
etabliert und spater auch flr Arbeiten in Bakterien angepasst wurde (Weber et al., 2011). In der
vorliegenden Studie wurde das MoClo-System bezliglich des Klonierens im Bibliotheken-MaRstab und
der Genomintegration in E. coli optimiert. So wurde die Klonierungseffizienz durch das Einfligen eines
ccdB-Gens verbessert, die Narbensequenz zwischen den assemblierten DNA-Fragmenten verkiirzt und
die Integration in das bakterielle Chromosom durch den Austausch des Replikationsursprungs mit
einem konditionalen Ursprung vereinfacht. Die effiziente Anwendbarkeit des optimierten MoClo-
Systems wurde anhand des Aufbaus eines LacO/TetO-Arrays gezeigt. Dieses Operator-Array enthalt
Tandemwiederholungen der Bindestellen fiir Lacl und TetR und stellt aufgrund der repetitiven
Sequenzen eine Herausforderung fir diverse Klonierungsmethoden dar. Die initiale DNA-
Fragmentbibliothek fiir die Klonierung des LacO/TetO-Arrays wurde von dem Programm MARSeG
(Motif Avoiding Randomized Sequence Generator) entworfen. Dieses Computerprogramm bietet die
Moglichkeit DNA-Sequenzen zu generieren, die eine hohe Diversitdat aufweisen, gleichzeitig aber
diverse Motive ausschlieRBen. Zu diesen Motiven kdnnen beispielsweise Erkennungssequenzen von
Restriktionsenzymen gehoren, mit denen die MoClo-Reaktion stattfindet und die zu Interferenzen
wahrend des Konstruktionsprozesses fihren kénnten. Basierend auf der von MARSeG generierten
Oligonukleotidbibliothek wurde das LacO/TetO-Array mit Hilfe des MoClo-Systems generiert und in
das Genom von E. coli integriert. Mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Analysen konnte gezeigt
werden, dass der mit mVenus fusionierte Repressor TetR an die Tet-Operatoren binden kann. Ein
Stabilitatstest zeigte zudem, dass variable Sequenzen zwischen den Bindestellen essentiell fir die
Bestandigkeit des LacO/TetO-Arrays sind. Ein LacO/TetO-Array mit variablen Zwischenregionen liegt
auch nach 144 h Inkubation stabil in der Zelle vor. Gleiche Zwischensequenzen fiihrten hingegen schon

nach 72 h zum Abbau des LacO/TetO-Arrays.

Die Aufgabenbearbeitung erfolgte nach Absprache mit Prof. Dr. T. Waldminghaus. Ich stellte in
Zusammenarbeit mit D. Schindler das LacO/TetO-Array her und Uberprifte dessen Stabilitdt mittels
PCR und Southern-Blot-Analysen. Zudem fiihrte ich die fluoreszenzmikroskopischen Analysen und
D. Schindler die Optimierung des MoClo-Systems durch. T. Sperlea schrieb das Programm MARSegG,
fihrte Sequenzvergleiche durch und generierte die Oligonukleotidsequenz fiir das LacO/TetO-Array.
Das Manuskript wurde von D. Schindler, T. Sperlea, Prof. Dr. T. Waldminghaus und mir verfasst. D.
Schindler, T. Sperlea, Prof. Dr. T. Waldminghaus und ich (iberarbeiteten ferner das Manuskript nach
der ersten Revision.
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3.3 BiFCROS: A low background Fluorescence Repressor Operator System

Die DNA-Replikation, Chromosomensegregation und Chromosomenfaltung sind wichtige, zentrale
Prozesse aller lebenden Zellen. Um einen besseren Einblick in diese Vorgdnge zu bekommen, kann die
raumliche und zeitliche Organisation der DNA beobachtet werden. Fiir die Verfolgung von genetischen
Regionen auf der DNA konnen diese markiert werden. Eine bereits etablierte Methode, FROS
(Fluorescence Repressor Operator System), verwendet dafiir Fusionen aus einem Fluoreszenzprotein
und einem Repressorprotein, die spezifisch an ein Operator-Array binden, welches zahlreiche Kopien
der Repressorbindestelle aufweist und in das Genom integriert wurde (Robinett et al., 1996; Straight
et al,, 1996). Mit Hilfe dieser Methode konnten bereits die Lokalisation, Replikation und Segregation
von Chromosomen in verschiedenen Organismen visuell verfolgt werden (Lau et al., 2003; Sonntag
Brown et al.,, 2011; Thompson and Compton, 2010). Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass alle
Fluoreszenzproteine, DNA-gebunden oder nicht, detektiert werden und so ein starkes
Hintergrundsignal ergeben.

Das Manuskript prasentiert eine neue Einzelzell-Methode, die dieses Hintergrundsignal minimiert.
BiFCROS (Bimolecular Fluorescence complementation and Repressor Operator System) basiert auf
zwei verschiedenen Operatorsequenzen, die sich abwechselnd wiederholen. Dies wird als hybrid FROS-
Array bezeichnet. Die zugehoérigen Repressorproteine werden jeweils mit einem nicht
fluoreszierenden Fragment eines Fluoreszenzproteins fusioniert. Binden die Repressoren an die
Operatoren, gelangen die nicht-fluoreszierenden Fragmente in rdumliche Nahe und es kommt zur
Rekonstitution des funktionellen Fluoreszenzproteins, der Bimolekularen Fluoreszenz-
komplementation (BiFC). Fluoreszenzsignale kbnnen demnach nur entstehen, wenn die Repressoren
an das hybrid FROS-Array binden. Nichtgebundene Proteine weisen keine Fluoreszenz auf, wodurch
das Hintergrundsignal minimiert wird. Fur die Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen bietet es den
Vorteil, dass die Fluoreszenzintensitat der gesamten Zelle bestimmt werden kann. Diese sollte
proportional zur Kopienzahl des hybrid FROS-Arrays ansteigen, sodass eine Kopienzahlbestimmung des
Operator-Arrays moglich sein sollte. Fiir die Etablierung von BiFCROS wurde ein Operator-Array
bestehend aus der Bindestelle OL1, welche von dem Repressorprotein cl des Phagen A gebunden wird
und der Bindestelle UAS (Upstream Activating Sequence) des Modulatorproteins Gal4 aus der Hefe,
hergestellt. Dieses OL1/UAS hybrid FROS-Array wurde in das Genom von E. coli integriert. Die
genannten Proteine wurden zum einen mit dem Volllangen Fluoreszenzprotein mVenus oder mit dem
N- bzw. C-terminalen Fragment von mVenus fusioniert. Die grundlegende Funktionalitdt von BiFCROS
wurde anhand fluoreszenzmikroskopischer Analysen bestatigt. Alle Plasmid-kodierten Fusionsproteine
waren in der Lage an ihre Bindestellen innerhalb des OL1/UAS hybrid FROS-Arrays zu binden. Auch die
Komplementation der mVenus-Fragmente konnte erfolgreich nachgewiesen werden. Quantitative,

fluoreszenzmikroskopische Analysen mit dem Volllaingen Fluoreszenzprotein mVenus, dem
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fragmentierten mVenus und dem Leerplasmid in Zellen ohne das OL1/UAS hybrid FROS-Array ergaben,
dass die Hintergrundfluoreszenz des neuen Systems stark reduziert ist. Analysen von Zellen mit dem
OL1/UAS hybrid FROS-Array zeigten zudem, dass das Verhaltnis von Signal zu Hintergrund in Zellen mit
dem fragmentierten mVenus im Gegensatz zum Volllangen mVenus deutlich verbessert wird.
AuBerdem zeigten Zellen mit zwei Kopien des OL1/UAS hybrid FROS-Arrays und den Fusionsproteinen
mit dem N- bzw. C-Terminus von mVenus eine héhere Fluoreszenzintensitat als Zellen mit nur einer
Kopie. BiFCROS stellt somit eine neue Einzelzell-Methode dar, die das herkdmmliche FROS verbessert

und die Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen erleichtert.

Ich fliihrte nach Absprache mit Prof. Dr. T. Waldminghaus alle experimentellen Arbeiten durch.
N. Schallopp assemblierte das finale OL1/UAS hybrid FROS-Array und konstruierte die Plasmide
pMA182 und pMA301. Die benutzerdefinierten R-Skripte zur Analyse der fluoreszenz-mikroskopischen
Daten wurden von Prof. Dr. T. Waldminghaus verfasst. Das Manuskript wurde von Prof. Dr. T.

Waldminghaus und mir verfasst.
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BiFCROS: A low background fluorescence repressor operator system

Sarah Milbredt and Torsten Waldminghaus*

Chromosome Biology Group, LOEWE Center for Synthetic Microbiology, SYNMIKRO, Philipps-
Universitat Marburg, Hans-Meerwein-Str. 6, D-35043 Marburg, Germany

Abstract

Fluorescence based methods are widely used to analyze elementary cell processes such as DNA
replication or chromosomal folding and segregation. Labeling DNA with a fluorescent protein allows
the visualization of its temporal and spatial organization. FROS (Fluorescence Repressor Operator
System) is based on this approach is. This method specifically labels DNA in vivo through binding of a
fusion of a fluorescent protein and a repressor protein to an operator array, which contains numerous
copies of the repressor binding site and has been integrated into the genome. Even though this and
other fluorescence based methods are widely used, they are subjected to background fluorescence,
which can reduce the measurement reading. Here, we present a new method that greatly reduces the
background signal of FROS. BiFCROS (Bimolecular Fluorescence complementation and Repressor
Operator System) is based on fusions of repressor proteins to a split fluorescent protein, which then
bind to a hybrid FROS array, resulting in fluorescence signals due to bimolecular fluorescence
complementation. Only proteins bound to the hybrid FROS array fluoresce. Fluorescence microscopic
analyses of BiFCROS show reduced background fluorescence and an improved signal to noise ratio

compared to FROS.

Introduction

The ability to visualize more and more details within organisms and cells has been a main driving force
of biological science for many years starting with early microscopy studies of Anton van Leeuwenhoek.
More recently, the discovery and application of fluorescence proteins as the small green fluorescence
protein (GFP) have revolutionized life science and were consequently honored with the Nobel Prize to
Osamu Shimomura, Martin Chalfie und Roger Tsien in 2008. Through genetic manipulation, the
fluorescence can be added to individual proteins and then be visualized by fluorescence microscopy
or quantified by flow cytometry or other methods (Chalfie et al., 1994; Wei and Dai, 2014). While this

approach is  straight forward for the analysis of proteins other cellular
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components are less easy to visualize, including DNA or lipids. Especially the labelling of DNA is of high
importance since processes as DNA replication as well as chromosome segregation and folding are
central processes of all living cells (Joshi et al., 2011; Williams et al., 2010; Zickler and Kleckner, 1999).
Different methods have been developed to fluorescently label the entire DNA of a cell by for example
using thymidine-analog incorporation or labelling of proteins that show uniform binding to DNA (Salic
and Mitchison, 2008; Wery et al., 2001). However, such approaches do not allow visualization of
specific genetic loci. One approach to do so is Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), a method that
uses sequence complementarity to target a genetic locus by hybridization with a fluorescence probe
(DeLong et al., 1989; Scherthan and Loidl, 2010). The disadvantage of FISH is that cells have to be fixed
and therefore analysis of dynamics within living cells is not possible. One popular way to overcome this
limitation is the use of so called Fluorescence Repressor Operator System (FROS)(Lau et al., 2003;
Robinett et al., 1996). It is based on fusions between a fluorescent protein and a repressor that binds
specifically to a respective operator sequence. An array of several such operator sequences is inserted
at the locus of interest. This allows visual tracking of genetic loci by fluorescence microscopy because
multiple labeled repressor proteins bound to the operator array appear as fluorescence focus. FROS
was initially applied with a Lacl-GFP fusion that bound to an array of Lac operators in CHO and yeast
cells (Gordon et al., 1997; Robinett et al., 1996). Meanwhile, FROS arrays were established based on
the tet-repressor protein TetR and cl from the A-phage (Fekete and Chattoraj, 2005; Michaelis et al.,
1997). FROS was successfully applied in various organisms to gain new insights into the localization,
replication and segregation of chromosomes in individual cells (Lau et al., 2003; Matzke et al., 2005;
Straight et al., 1996). In addition to studies on the spatial and temporal organization of genetic loci,
FROS can also be used to determine copy numbers of genetic loci because the number of fluorescence
foci should indicate the number of copies of the tagged locus (Jonas et al.,, 2011; Srivastava and
Chattoraj, 2007). A problem with this approach is that genetic loci don’t necessarily have to be spatially
separated but could be held together as for example by sister chromosome cohesion (Lesterlin et al.,

2012; Sherwood et al., 2010).

Generally fluorescence based analyses suffer from background fluorescence which reduces the true
signal. Weak signals can be superimposed by background fluorescence, so that false negative results
may occur. Background fluorescence is an unspecific fluorescence signal which can be caused by
various factors. Media, agents like antibiotics, unbound fluorophores or fluorescence of the specimen
itself can interfere with fluorescence analyses (Waters, 2009). Cells always exhibit a natural intrinsic
fluorescence that is also known as auto-fluorescence. It is based on endogenous molecules which
possess specific excitation and emission wavelengths which results in characteristic fluorescence

spectra associated with specific species or strains (Ammor, 2007). Background
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fluorescence can also be caused by experimental setup and imaging parameters, like light from the
light source or camera noise (Joglekar et al., 2008). Different approaches can be used to solve the
problem of high background signals. Examples are the treatment with chemicals as CuSO, that disrupt
background but remain signal, new microscopy techniques as TIRF (total internal reflection
fluorescence) microscopy or application of mathematical models (Axelrod, 2001; Schnell et al., 1999;
Van de Lest et al., 1995). Also FROS suffers from background fluorescence that is caused by the freely
diffusing fluorescent proteins not bound to the operator array. Fluorescence microscopic analyzes
images arise with distinct foci paired with a diffuse fluorescence which is distributed throughout the
cell. Conceptionally, elimination of this background should allow gene copy number analysis in

individual cells by simply measuring the whole-cell fluorescence for example by flow cytometry.

Our current study describes the design and construction of a low background hybrid FROS in E. coli. It
is based on the Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) of two repressor fusions binding to
a respective hybrid FROS array. This new Bimolecular Fluorescence Complementation Repressor
Operator System (BiFCROS) shows significantly less background fluorescence compared to
conventional FROS. We also elucidated its ability to determine genetic copy numbers by measurement

of whole-cell fluorescence.

Material & Methods

Bacterial strains, plasmids, oligonucleotides, and culture conditions

All strains, replicons and oligonucleotides used in this study are listed in Table S1-S3. Bacteria were
cultured in LB liquid medium under vigorous shaking or on LB plates at 37°C with the desired antibiotic
if not differential indicated. Antibiotic selections were used at the following concentrations: ampicillin

100 pg/ml, chloramphenicol 12,5 pg/ml, kanamycin 35 pg/ml, tetracycline 15 pg/ml.

Fluorescence Microscopy

For fluorescence microscopy cells were grown in AB-glucose or AB-sodium acetate until ODsso~ 0.15
(Messerschmidt et al., 2015). Production of fusions proteins was induced with 400 nM IPTG for 1h in
AB-glucose and 2h in AB-sodium acetate. 1 ml of the culture was harvested by centrifugation, the
supernatant was discarded and cells were resuspended in 20 pl of the same media. 1,5 pl of cells were
transferred on 1% agarose pads based on respective growth media.

Fluorescence microscopy was performed with a Nikon Eclipse Ti-E microscope with a phase-contrast
Plan Apo | oil objective (100; numerical aperture, 1.45) with the AHF HC filter set F36-528 YFP
(excitation band pass [ex bp] 500/24-nm, beam splitter [bs] 515-nm, and emission [em] bp 535/30-nm

filters) and an Argon lon Laser (Melles Griot). Exposure times were adjusted for each sample. Images
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were acquired with an Andor iXon3 885 electron-multiplying charge-coupled device (EMCCD) camera.
Images were analyzed by Fiji using the Microbel plugin (Jiang et al., 2014). Data was further processed

with Excel and R statistics.

Preparation of the OL1/UAS hybrid FROS array

An initial DNA fragment was designed which contains an UAS and a split OL1 binding site (Fig.1 B). In
between the binding sites a 10 bp random spacer sequence was integrated, in which 2 bps were
determined to exclude appearance of restriction enzyme sites. Bsal and Bpil recognition sites flank
binding sites for further assembly steps. For generation of the DNA fragment two oligonucleotides,
257 and 258, were synthesized an annealt. Annealing results in single stranded 5’ overlaps through
which the DNA fragment was ligated into an Xbal and EcoRl restriction digested pUC19 and pUC57-
kan. Ligation products were transformed into E. coli XL1-Blue. All colonies were used for plasmid
isolation. Resulting plasmid libraries were divided into two parts which (i) were restriction digested
with Bpil and Ndel (vector) and (ii) were restriction digested with Bsal and Ndel (insert). pUC57 insert
was ligated with pUC19 vector and vice versa. Ligation products were transformed in E. coli XL1-Blue.
Plasmids with two inserts (2 initial oligos) will arise. Cycles from plasmid library isolation, restriction
digestion and ligation were repeated until 64 inserts were assembled. One final clone was chosen and
the construct was sequenced to verify length and accuracy of OL1 and UAS binding sites. It was named
pMA164. For integration into the E. coli chromosome 500 bp of the upstream (primer 95 + 96) and
downstream (primer 97 + 98) region of tnaA were amplified. Together with Smal and Dral restriction
digested pMA164 amplicons were used in a Gibson assembly (Gibson et al., 2009) that resulted in
plasmid pMA165. In the next step the origin of replication of pMA165 was exchanged. A conditional
origin of replication, oriR6K, was amplified from synVicll-0.1 with flanking Smal recognition sites
(primer 389 + 390). Via Gibson assembly the oriR6K fragment and pMA165, which was restriction
digested with Smal, were assembled resulting in pMA252. pMA252 was restriction digested with Smal
and used as template for integration into the E. coli chromosome via lambda red recombination using
E. coli strain D50 (Datsenko and Wanner, 2000). Integration was first verified by colony PCR (primer
102 + 103) and then by southern blot analysis with a DIG labeled mnmE specific probe (409 + 410; PCR
DIG probe synthesis kit (Roche)) (data not shown). Via P1 transduction the integrated array was

transferred to MG1655.

Preparation of fusion proteins

All fusion constructs of Acl and Gal4 to mVenus were done by Gibson Assembly (Gibson et al., 2009).
For Acl fusions an RSIAT (cgcagcattgcgacc) linker was integrated between Acl and mVenus or N-terminal
fragment of mVenus. Fusion constructs that include Gal4 DNA binding domain (amino acids 1-441) of

Saccharomyces cerevisiae contain no linker. BiFC constructs contain a random linker sequence of 21
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bp between Acl fused to N-terminal fragment of mVenus (Acl -VN) and Gal4 fused to the C-terminal
fragment of mVenus (Gal4-VC). As N-terminal fragment of mVenus amino acids 1-154 were used and
amino acids 155-238 as C-terminal fragment. For improved signal to noise ratio mutation 1152L was
introduced in N-terminal fragment of mVenus by PCR (Kodama and Hu, 2010). Resulting plasmids were

verified by restriction digestion and sequenced for verification of coding sequences. A detailed

description of the preparation of different DNA-fragments for Gibson assembly is listed in Table 1.

Table 1: Instructions for fusion constructs.

Acl Gald Full N-terminal C-terminal Acceptor
length fragment fragment vector
mVenus mVenus mVenus

pMA275 646 + 656 - - 268 +47 46 + 656 pWM2060
(Acl - (pPS19) (pBad24-Lacl- | (pBad24-Lacl- | Smal
mVenus) venus) venus)

pMA276 - 809 + 712 | 714 + 656 - - pWM2060
(Gala- (pGBKT7) | (pMA275) Smal
mVenus)

pMA270 646 + 267 | 270+ 758 - 268 + 769 757 + 656 pWM2060
Acl -VN + (pPS19) (pGBKT?7) (pBad24-Lacl- | (pMA275) Smal
Gal4-V() venus)

Primer and template (in bracets) are indicated as well as the acceptor vector. All fragments contain
sequential overlapping regions for Gibson assembly.

Generation of additional replicons with and without OL1/UAS hybrid FROS array

The ampicillin cassette of the synthetic chromosome synVicll-1.3 was exchanged with a cat cassette
(primer 655 + 657) by homologous recombination in yeast (Messerschimdt 2014). The resulting
replicon was named pMA182. For insertion of the OL1/UAS hybrid FROS array into pMA182 it was
amplified with primers 1045 + 1046 and pMA182 was restriction digested with |-Scel and Nhel. Both
products were used in a Gibson reaction to assemble plasmid pMA310. pMA182 naturally contains a
gfp which would interfere with mVenus fluorescence signals. gfp was removed by restriction digestion

of pMA182 with /-Scel and Nhel and ligated with annealt primers 1259 + 1260 resulting in pMA310.

Data Analysis with MicrobelJ and R statistics
The plugin Microbel for Fiji was used to detect raw pixel intensities and intensities of whole cells. Data
was imported into Excel and if necessary background signal was distracted. R custom scripts were used

for further analysis. Data was imported to Excel and plotted.
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Results

A Bimolecular Fluorescence Complementation Repressor Operator System (BiFCROS)

The background fluorescence in FROS systems is caused by the non DNA bound fluorescence repressor
fusions. Consequently, it should be possible to reduce the background signal by rendering the freely
diffusing fluorescence proteins. To this end we made use of the ability of split fluorescence proteins to

complement one another if in close spatial proximity (Kerppola, 2008). The general logic of our new

approach is illustrated in figure 1A.

G N-terminal fragment
/ mVenus
9 C-terminal fragment
< mVenus
@0  Acldimer
[0@) Gal4 dimer
Reconstituted mVenus,
fluorescence
Bpil Bsal
GCGGTGATANNGNNNCNNNCGGAGTACTGTCCTCCGNNCNNNGNNNTACCACT)
[CACTATNNCNNNGNNNGCCTCATGACAGGAGGCNNGNNNCNNNATGGTGACCG]
end OL1 [ UAS (entire) start OL1
Bpil Bsal
GAAGACCTGGCGGTGATANNGNNNCNNNCGGAGTACTGTCCTCCGNNCNNNGNNNTACCACTIGGCGGGAGACC
CTT GGACCGOCACTATNNCNNNGNNNGCCTCATGACAGGAGGCNNGNNNCNNNATGGTGACCGCICCTCTGG
end OL1 [ UAS (entire) | start OL1 | Bsal

Fig. 1: Scheme of BiFCROS, an improved fluorescence operator system. A An array with alternating
binding sites OL1 and UAS is integrated into the E. coli chromosome. Respective proteins Acl and Gal4
are fused to either the N- or C-terminal fragment of a fluorescence reporter (mVenus). Through
binding of the proteins to the array, terminal fragments of mVenus come in close proximity and
reconstitute resulting in a fluorescence signal. Proteins that are not bound do not fluoresce and
cause no background signal. B Initial building blocks of the Operator array contain a split OL1 site, an
entire UAS and recognition sequences for type lls restriction enzymes Bpil and Bsal. Random spacer
sequences between binding sites contain 2 determined base pairs (underlined).Restriction digestion
with Bpil and Bsal results in DNA fragments with overhangs fitting to each other (highlighted in gray).
Ligation of two DNA fragments leads to reconstitution of an entire OL1 site.
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Instead of one transcriptional repressor protein fused to a full-length fluorescence protein the new
system consists of two repressor proteins (C1 and Gal4), each fused to one of half of the fluorescence
protein mVenus. These protein fusions should not generate any fluorescence signal unlike they come
in close spatial proximity. Such a signal would be desirable at a genetic locus of interest. To this end
we constructed an array of operator sites with alternating binding sites for C1 (OL1) and Gal4 (UAS)
(Fig. 1A). The design includes 64 instances of each operator type and was constructed with a seven-
step hierarchical cloning scheme based on libraries of synthetic DNA oligos and typlIS restriction

enzymes (Fig. 1B; see Material and Methods section for details).

Low background signals with BiFCROS

As a first test of array functionality we constructed an inducible system for expression of a full-length
mVenus to the Acl repressor. Expression of this fusion-protein in E. coli cells without the constructed
hybrid FROS array resulted in diffuse fluorescence as expected (Fig. 2A). In contrast, clear fluorescence
foci were visible when cells contained the OL1/UAS hybrid FROS array showing that the array in fact

binds the protein fusion (Fig. 2B).

A mVenus merge
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k] =
B
m

Fig. 2: Specific binding to the OL1/UAS hybrid FROS array. Fluorescence microscopy images of cells
without (A, upper panels, strain SM69) and with (B, lower panels, strain SM77) OL1/UAS hybrid FROS
array expressing a fusion of the Acl repressor to full length mVenus. Left panel presents cartoons
illustrating fluorescent fusion proteins without OL1/UAS hybrid FROS (A) or bound to the OL1/UAS
hybrid FROS array (B). Middle panel shows fluorescence microscopic images of the mVenus channel.

Right panel shows merged microscopy images of mVenus and phase contrast channel. Exposure time
was set to 100 ms. Scale bar represents 2 um.
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To test the BiFCROS principle outlined above, we fused the Acl repressor to the N-terminal half of
mVenus and Gal4 to the C-terminal part within an inducible bicistronic operon. E. coli cells expressing
these fusion proteins showed very low fluorescence and no distinct foci (Fig. 3 A). In contrast, clear
fluorescence foci were detected in cells with a chromosomal insertion of the OL1/UAS hybrid FROS
array (Fig. 3 B). These results indicate that the hybrid FROS array is in fact able to mediate fluorescence

complementation and limits the fluorescence signal to the targeted genetic locus.

A mVenus

Fig. 3: Bimolecular complementation of split mVenus mediated by binding of fusion proteins to the
OL1/UAS hybrid FROS array. Fluorescence microscopy images of cells that express BiFC constructs Acl
fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the C-terminus of mVenus without (A,
upper panel, strain SM57) and with OL1/UAS hybrid FROS array (B, lower panel, strain SM65). Left
panel presents cartoons illustrating non fluorescent fusion proteins without OL1/UAS hybrid FROS (A)
and bound fusion proteins to the OL1/UAS hybrid FROS array (B) resulting in fluorescence signals.
Middle panel shows fluorescence microscopic images of the mVenus channel. Right panel shows
merged microscopy images of mVenus and phase contrast channel. Exposure time was set to 200 ms.
Scale bar represents 2 um.

To get a more quantitative insight into background intensities we quantified the fluorescence per cell
for E. coli strains with (i) the BiFC constructs with Acl and Gal4 each fused to one part of the split
mVenus (strain SM57); (ii) Acl fused to the full-length mVenus (strain SM69); (iii) Gal4 fused to a full-
length mVenus and (iv) an empty vector control (Fig. 4). Cells were grouped according their size and
average values calculated. The analysis shows that splitting of mVenus greatly decreases the total
cellular fluorescence to almost one order of magnitude compared to the full-length fusion constructs
(Fig. 4). The fluorescence of the split fusions was only slightly higher than the negative control (empty

vector). More important than the general reduction of fluorescence background by the fluorophore-
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splitting approach is an increase of the signal to background ratio. Considering pixels of individual cells
one would expect many pixels of very low intensity and a small fraction of pixels with high intensities
corresponding to the fluorescence foci. Pixels with intermediate intensities should be rare in a low-
background system. To measure these values for BiFCROS, we performed quantitative fluorescence
microscopy of cells with the hybrid FROS array and either the split fusions or a fusion of Acl to mVenus
(Fig. 5). Cells were grown in different growth media resulting in either fast (AB-glucose) or slow growth
(AB-sodium acetate). Fluorescence intensity values for individual pixel of some hundred cells were
calculated and plotted as histogram (Fig. 5 A, B, D, E). The shapes of the histograms are clearly
different. In cells with BiFCROS, most pixels belong to the lowest intensity fraction with a sharp drop

in pixel numbers belonging to fractions with higher intensities (Fig. 5 B and E).
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Fig. 4: Fluorescence intensities of cells without OL1/UAS hybrid FROS array with full length mVenus,
split mVenus or empty vector. Mean fluorescence intensities of cells versus cell area is plotted as
indicated. Strain SM57 contains Acl fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the
C-terminus of mVenus, strain SM69 contains Acl fused to full length mVenus, strain SM70 contains Gal4
fused to full length mVenus and strain SM126 contains the empty vector. Fluorescence microscopy
was performed with cells grown exponentially in AB-glucose. Exposure time was set to 100 ms. Number
of recorded cells is indicated by #. Quantification of fluorescence signals was done by Microbel and
data analyses by R. Cells were grouped according to their cell area with moving windows of 10 pixels.
Groups with ten or more cells were considered for analysis. Average values of two independent
experiments are shown.

In cells with the full-length mVenus fusion, comprising the conventional FROS system, this drop is much
less pronounced with many pixels comprising an intermediate fluorescence intensity (Fig. 5 A and D).
These results indicate that the distribution of background to signal is much clearer with BiFCROS
compared to conventional FROS. To analyze the ratio of signal to background for individual cells we
defined the signal as 10% of the pixels with the highest fluorescence intensity and the background as
the 50% with the lowest signal. Respective mean values of signal and background
were plotted versus one another for individual cells (Fig. 5 C and F). Biological replicates of the analysis

showed good reproducibility (Fig. S1).
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Fig. 5: Increased signal to background with split mVenus compared to full length mVenus. Cells with
OL1/UAS hybrid FROS array and Acl fused to full length mVenus (highlighted in red, strain SM77) or
BiFC constructs Acl fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the C-terminal
fragment of mVenus (highlighted in green, strain SM65) were analyzed. A, B, D, E Frequency
distribution of all pixel fluorescence intensities. Only cells with intensities below 65000 and > 5-fold
signal to background ratio were analyzed (mean of 10% pixels with highest (signal)/ mean of 50% pixels
with lowest intensity (background)). Left panel presents analysis with OL1/UAS hybrid FROS array and
Acl fused to full length mVenus. Middle panel shows analysis of OL1/UAS hybrid FROS array and Acl
fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the C-terminal fragment of mVenus. C,
F Scatter plots of mean fluorescence intensity of the highest 10% pixel versus mean fluorescence
intensity of the lowest 50% pixel within individual cells. Values above 65000 on x-axis and above 15000
on y-axis were removed. Top panels: fluorescence microscopy was performed in AB-glucose medium
with exposure times of 50 ms for full length mVenus and 200 ms for split mVenus. Lower panels:
fluorescence microscopy was performed in AB-sodium acetate medium with exposure times of 50 ms
for full length mVenus and 600 ms for split mVenus. Quantification of fluorescence signals was done
by MicrobeJ and data analyses by R with custom R scripts. Cell numbers of each plot are indicated by
color coded #.

Towards copy number determination with BiFCROS

The copy number can provide information about the replication status of a genetic locus. If a locus is
present in single copy, it has not yet been replicated. A duplicate copy number indicates the
completed DNA replication. The design of BiFCROS should allow simplified copy number determination

of respective gene loci. By the use of the split mVenus, only proteins bound to the array fluoresce. Free
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proteins give no signal. Thus, the number of copies of the OL1/UAS hybrid FROS array should be
proportional to total fluorescence intensity of the cell. Determination of the fluorescence intensity of
the whole cell can thus be used to conclude on the number of copies of a genetic locus with inserted
BiFCROS array. To verify this assumption, an experimental set up was generated with a strain that
contains one copy (SM65) and a strain which contains two copies of the OL1/UAS hybrid FROS array
(SM153). The second copy of the array was embedded on an additional synthetic, secondary
chromosome pMA301. Fluorescence microscopy measurements of the two strains revealed
significantly increased fluorescence intensity for the strain with two copies of the array compared to

the intensity of the strain with only one copy (Fig. 6).
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Fig. 6: Fluorescence signals of cells with one or two copies of the OL1/UAS hybrid FROS array. Mean
fluorescence intensities of cells versus cell area are plotted as indicated. Strain SM153 contains a
replicon (pMA301) with an additional copy of the OL1/UAS hybrid FROS array, strain SM153 and strain
SM65 contain only one copy of the OL1/UAS hybrid FROS array. SM158 additionally contains a replicon
(pMA310) without an additional copy of the OL1/UAS hybrid FROS array as a control. All strains contain
BiFC constructs Acl fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the C-terminal
fragment of mVenus. Fluorescence microscopy was performed with cells grown in AB-sodium acetate
medium. Exposure time was set to 600 ms. Approximately 1000 cells per strain were recorded.
Quantification of fluorescence signals was done by Microbel and data analyses by R. Mean intensity of
cells of strain SM57 that contains BiFC constructs with split mVenus without OL1/UAS hybrid FROS
array was determined as background signal and subtracted from cell intensities of strain SM153,
SM158 and SM65. Cells were grouped according to their cell area with moving windows of 10 pixels.
Groups with ten or more cells were considered for analysis. Average values of three independent
experiments are shown. Standard deviation was not plotted for clarity reasons.

To rule out that the synthetic chromosome contributes to the fluorescence in any way, a control strain

was generated that contains the array on the native chromosome and additionally carries a synthetic,
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secondary chromosome without a BiFCROS array (SM158). The fluorescence intensities of this strain

are comparable to the strain which carries no additional replicon (Fig. 6).

Discussion

Observation of spatial and temporal organization of the DNA within the cell is important to gain
insights into cellular processes like DNA replication or chromosome segregation. In any measuring
system an optimal signal to background ratio is desirable. Although FROS is a commonly used
application to highlight DNA in vivo, no attempt was made to reduce its background fluorescence.
Here, we present BiFCROS, a new single-cell method which has a strongly reduced background signal
and thus improves signal to background ratio. It is based on bimolecular fluorescence
complementation (BiFC), the ability of a fluorescent protein to be fragmented and complement if in
close proximity (Fig. 1). Another method to label DNA, based on BiFC, has been established. Stains and
coworker developed a tool for direct targeting of double —stranded DNA sequences, which is called
SEER (sequence enabled reassembly of proteins). They used a split GFP fused to two different Zinc
finger domains, that reconstitute upon binding to designated DNA in vitro (Stains et al., 2005). A
method to visualize and track RNA in living cells was first invented in eukaryotes, where RNA is more
readily accessible than DNA, which is located in the nucleus. The method is based on fluorescent-
protein complementation regulated by the interaction of a split RNA-binding protein with its
corresponding RNA aptamer (Valencia-Burton et al., 2007). The system was successfully transferred to
E. coli, to study temporal and spatial organization of RNA (Valencia-Burton et al., 2009). Both systems
also report on less fluorescence background signals compared to analysis with full length fluorescent
proteins. mVenus was chosen for BiFCROS, because it has fast and efficient maturation time, is less
sensitive to the environment and Venus-based BIFC showed 10-fold higher fluorescence intensity in
comparison with signals from eg. EYFP-BiFC (Nagai et al., 2002; Shyu et al., 2006). mVenus fusions were
constructed with a monomeric variant to prevent dimer formation and to exclude the resulting
fluorescence signal from the latter. For further improvement of the signal to noise ratio we inserted
the mutation 1152L into the N-terminus of mVenus. The amino acid exchange 1152L reduces
spontaneous self-assembly of the two non-fluorescent C and N-terminal fragments of mVenus
(Kodama and Hu, 2010). It increases the signal to noise ratio 4-fold in BiFC assays in comparison to
other mVenus variants (Kodama and Hu, 2010). Experimental data of comparative analyzes of
fragmented and full-length fusion proteins in different media reveal that the background in BiFCROS
is significantly reduced in contrast to the conventional FROS (Fig. 5, Fig. S1). Thus, BiFCROS can also
detect weak signals, which might be covered by the background fluorescence of conventional systems.

This is a great advancement because fluorescence-based methods generally carry an intrinsic
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background signal due to autofluorescence of the sample or media. Analyses of BiFCROS were
performed using fluorescence microscopy. Subsequently data evaluation was rendered using
Microbel. In order to increase the attractiveness of BiFCROS, cells could be examined by flow
cytometry. Thus, BiFCROS would become a high throughput analysis process. However, we observed
less sensitivity of weak fluorescence signals in flow cytometry than in microscopy whereby BiFC signals
might have to be amplified. It is known that fluorescence proteins GFP and YFP emit in wavelength
regions in which the autofluorescence is very high (Telford et al., 2012). Alternatively, BiFCROS could
be performed using another BiFC-compatible fluorescence protein that emits in the far red range like
dsRed and the improved derivatives e.g mRFP1 (Knop et al., 2002). mRFP1 has already been applied
successfully in BiFC analyzes (Jach et al., 2006). Besides a low background, BiFCROS should in principle
allow copy number determination of certain gene loci. Classical methods to determine the copy
number variation of genes are microarray-CGH, FISH, gPCR, or sequencing (de Bourcy et al., 2014;
Dryselius et al., 2008; Hill et al., 2012; Scherthan and Loidl, 2010). All methods have in common that
they are not carried out in vivo. BiFCROS could help remedy this limitation because it allows the
determination of the number of copies of genetic region in living cells. In order to analyze whether,
BiFCROS can be applied to determine copy number differences of genetic loci, an additional copy of
the OL1/UAS hybrid FROS array was located on a synthetic, secondary chromosome in E. coli.
Fluorescence intensities of cells with one copy of the OL1/UAS hybrid FROS array and two copies clearly
differ from each other. A linear increase of fluorescence signal intensity was obtained in both strains
(Fig. 6). Theoretical expectations for copy number analysis of an operator array that is integrated into
the chromosome, suggests a doubling of fluorescence intensity after replication. If two copies of the
array are present in the cell, they can also bind and complement twice as many proteins. Thus, at a
certain cell mass doubling of the fluorescence signal should be detectable. Our data shows no
significant doubling at a certain cell mass. Hence, further analyzes are necessary to investigate why

BiFCROS fluorescence intensities increases linearly depending on cell mass.
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Fig. S1: Increased signal/background ratio with split mVenus compared to full length mVenus can be
reproduced. Cells with OL1/UAS hybrid FROS array and Acl fused to full length mVenus (highlighted in
red, strain SM77) or BiFC constructs Acl fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused
to the C-terminal fragment of mVenus (highlighted in green, strain SM65) were analyzed. A, B, D, E
Frequency distribution of all pixel fluorescence intensities. Only cells with intensities below 65000 and
> 5-fold signal to background ratio were analyzed (mean of 10% pixels with highest (signal)/ mean of
50% pixels with lowest intensity (background)). Left panel presents analysis with OL1/UAS hybrid FROS
array and Acl fused to full length mVenus. Middle panel shows analysis of OL1/UAS hybrid FROS array
and Acl fused to the N-terminal fragment of mVenus and Gal4 fused to the C-terminal fragment of
mVenus. C, F Scatter plots of mean fluorescence intensity of the highest 10% pixel versus mean
fluorescence intensity of the lowest 50% pixel within individual cells. Values above 65000 on x-axis and
above 15000 on y-axis were removed. Top panels: fluorescence microscopy was performed in AB-
glucose medium with exposure times of 50 ms for full length mVenus and 200 ms for split mVenus.
Lower panels: fluorescence microscopy was performed in AB-Sodium acetate medium with exposure
times of 50 ms for full length mVenus and 600 ms for split mVenus. Quantification of fluorescence
signals was done by MicrobelJ and data analyses by R with custom R scripts. Cell numbers of each plot
are indicated by color coded #.
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Table S1: Strains used in this study.

Strain Relevant genotype and additional Resistance Reference
characteristics
E. coli recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 | tetracycline, Stratagene
XL1-Blue relA1 lac[F proAB laclqgZAM15 Tn10 (TetR)] | nalidixic acid
E. coli D50 BW25113 + pKD46 ampicillin (Datsenko and
Wanner, 2000)
E. coli Wild type - (Blattner et al., 1997)
MG1655
S. MATa, trp1-901, leu2-3, leu2-112, (James et al., 1996)
cerevisiae | ura3-52, his3-200, gal4A, gal804,
PJ69-4a GAL2-ADE2, LYS2::GALIHIS3,
met2::GAL7-lac
SM29 MG1655, tnaA(74-1319)::0L1/UAS hybrid | kanamycin This study
FROS array, kan®
SM57 MG1655 + pMA270 ampicillin This study
SM65 SM29 + pMA270 kanamycin, This study
ampicillin
SM69 MG1655 + pMA275 ampicillin This study
SM70 MG1655 + pMA276 ampicillin This study
SM77 SM29 + pMA275 kanamycin, This study
ampicillin
SM126 MG1655 + pWM2060 amp This study
SM153 SM29 + pMA301 + pMA270 kanamycin, This study
chloramphenic
ol, ampicillin
SM158 SM29 + pMA310 + pMA270 kanamycin, This study
chloramphenic
ol, ampicillin
Table S2: Replicons used in this study.
Plasmid Characteristics Resistance Reference
pKD46 bla, ara, oriR101, ampicillin (Datsenko and
repl01” Wanner, 2000)
pUC57-kan Cloning vector kanamycin GenScript, Piscataway
Township, NJ, USA
pUC19 Cloning vector ampicillin Anke Becker
pPS19 pDS132, Peap lacl-eyfp | chloramphenicol, Dhruba Chattoraj
Acl-ecfp PcpisaraE tetR | spectinomycin (Srivastava et al.,
2006)
pGBKT7 E. coli /S. cerevisiae kanamycin Clonetech
Shuttle Y2H vector
pBad24-Lacl-venus venus fluorophor ampicillin (Hammar et al., 2014)
synVicll-0.1 oriR6K, 2y ori, URA-3 | ampicillin %'f;;ers‘:hm'dt etal,
synVicll-1.3 synVicll-1.0 Pa1/oa/03- ampicillin (Messerschmidt et al.,
RBSII-gfp(AAV) 2015)
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pWM2060 pTrc99A, promoter ampicillin Provided by W.
down mutations in -35 Margolin
and -10 (Bernard et al., 2007)

pMA164 pUC57 kan + OL1/UAS | kanamycin This study
hybrid FROS array

pMA165 pMA164 + tnaA- kanamycin This study
OL1/UAS hybrid FROS
array-tnaA

pMA182 synVicll-1.3, amp::cat | chloramphenicol This study

pMA252 pMA164, kanamycin This study
ColE1:.0riR6K

pMA270 pWM2060 with Acl ampicillin This study

fused to N-terminal
fragment of mVenus,
Gal4 fused to C-
terminal fragment of
mVenus

pMA275

pWM2060, Acl fused ampicillin This study
to full length mVenus

pMA276

pWM2060, Gal4 fused | ampicillin This study
to full length mVenus

pMA301

pMA182, chloramphenicol This study
gfp::0L1/UAS hybrid
FROS array

pMA310

pMA182 Agfp chloramphenicol This study

Table S3: Oligonucleotides used in this study.

Name | Sequence

46 GTCTATCTGACCGCCGACAAGCAGAAGAAC

47 GTTCTTCTGCTTGTCGGCGGTCAGATAGAC

95 ACGCCAAGCTTGCATGCAGGCCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGAC CGGCAAGATCAACAGGTA

96 TCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTCCCGGGTAGCCATCACCAGAGCCAAA

97 GGTTAATTGGTTGTAACATTATTCAGATTGGGCTTGATTTCGCGAGTGGTACGTTTTACT

98 CAGTCATACCACTGGCGGGAGACCTCTAGATATCGGATCCCACATGTGAAAGAGAACGCGG

102 GCGAGGATAAGTGCATTATG

103 ACAATAACCCGGAATGAAGC

257 AATTCGAAGACCTGGCGGTGATANNGNNNCNNNCGGAGTACTGTCCTCCGNNCNNNGNNNTAC
CACTGGCGGGAGACCT

258 CTAGAGGTCTCCCGCCAGTGGTANNNCNNNGNNCGGAGGACAGTACTCCGNNNGNNNCNNTAT
CACCGCCAGGTCTTCG

267 ACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGTCGCAATGCTGCGGCCAAACGTCTCTTCAGGCC

268 CGCAGCATTGCGACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCAC

270 CAACTACAACAGCCACAACGTCTATCTGACCGCCTAACCCTAGCAGGAGGAATTCACCATGAAGCT
ACTGTCTTCTATC

389 GTATGTTTGCTTTACCTGTTGATCTTGCCGGTCCCGGGAACCTGTTGATAGTACGTACTAAGC

390 GAATCTAATCGGTTTGGCTCTGGTGATGGCTACCCGGGCCATGTCAGCCGTTAAGTGTTCC

409 CTACAACAGGGCAAAGCGCAAC

410 CAAATCAAGGGCGGTGATCGAC

646 ATGGAATTCGAGCTCGGTACCCGCGTTCTAGCAGGAAACAGCTATG

655 TATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTCATCGCAGTACTGTTGTATTCATT
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656 CTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

657 CCTGACTCAGTGCTTTCTATCCCGCTTTTGGCGAAAATGAGACG

712 GGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA
714 GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

757 GACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG

758 TTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCCGATACAGTCAACTGTCTTTG

769 GTTCGATAGAAGACAGTAGCTTCATGGTGAATTCCTCCTGCTAGG

809 ATGGAATTCGAGCTCGGTACCCGCGTTCTAGCAGGAAACAGCTATGAAGCTACTGTCTTCTATC
1045 | GTGAGTTTTCGTTCCACTAGGGATAACAGGGTAATGGGATCCGATATCTAGAGGTC
1046 | GTACGTACTATCAACAGGTTCCAAGCTAGCGTTGTAAAACGACGGCCAG

1259 | TTTTCGTTCCACTAGGGATAACAGGGTAATCCAAGCTAGC

1260 | GTACTATCAACAGGTTCCAAGCTAGCTTGGATTACCCTGT
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Die Mehrheit aller Bakterien verfligt Uber ein zirkuldres Chromosom, welches von einem
Replikationsursprung repliziert wird (Gao and Zhang, 2007; Stanier and Van Niel, 1962). Das
eukaryotische Genom umfasst hingegen zahlreiche lineare Chromosomen, die mehr als einen
Replikationsursprung enthalten (Bell and Dutta, 2002). Das gramnegative Bakterium E. coli toleriert
einen zweiten Replikationsursprung auf dem Chromosom (Wang et al., 2011). Dieser kann zusatzlich
zum nativen Replikationsursprung replizieren und ist zudem in der Lage, als alleiniger
Replikationsursprung auf dem Chromosom zu fungieren (lvanova et al., 2015; Wang et al., 2011). Des
Weiteren ist E. coliin der Lage ein lineares Chromosom stabil zu vererben (Cui et al., 2007; Liang et al.,
2013). Ob es moglich ist, das Genom von E. coli weiter umzustrukturieren, um es so dem
eukaryotischen Genom weiter anzundhern und wie die DNA-Replikation dieser Rekonstruktionen,
welche essentiell fir die stabile Vererbung des Erbguts ist, ablduft, ist deshalb eine spannende Frage.
In der vorliegenden Arbeit wurden E. coli Stamme mit multiplen Replikationsurspriingen und multi-
chromosomale E. coli Stamme bezlglich ihrer DNA-Replikation untersucht (Milbredt et al., 2016).
Zudem sollte eine Methode etabliert werden, mit der es moglich ist die Kopienzahl von Genloki zu
bestimmen (Schindler et al., 2016)(Kapitel 3.3). In Bezug auf multi-chromosomale Bakterien kénnte
diese Methode die Moglichkeit bieten, zwei oder mehrere Chromosomen innerhalb einer Zelle
unabhangig voneinander bezlglich der DNA-Replikation zu analysieren. In den folgenden Kapiteln

sollen die wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit und ihre Bedeutung diskutiert werden.

4.1 Fortschritt auf Einzelzellniveau: Entwicklung von Methoden zur Kopienzahlbestimmung
Analysen auf Einzelzellebene bieten den Vorteil, dass die Heterogenitat einer Zellpopulation aufgeldst
wird (Lidstrom and Konopka, 2010). Jede Zelle ist individuell und verfligt Gber charakteristische
Merkmale. Auf Einzelzellniveau kdnnen seltene Merkmale wie Kopienzahlvariationen, die im
PopulationsmaRstab nicht auffallen, erkannt und analysiert werden. Variationen in der Kopienzahl von
Genloki kdnnen dazu genutzt werden, genetische Pradispositionen zu erkennen oder Individuen
voneinander zu unterscheiden (Nari, 1995; Redon et al., 2006). Die Anzahl von Kopien eines
genetischen Lokus innerhalb einer Zelle kann aber auch dazu genutzt werden, den Status der DNA-
Replikation zu bestimmen. So liegt ein Genloki vor der DNA-Replikation in einfacher und nach der DNA-
Replikation in doppelter Kopienzahl vor. Anhand der Kopienzahl kann so Riickschluss auf den
Replikationsstatus der Zelle gezogen werden. Aufgrund des breiten Anwendungsspektrums von
Kopienzahlbestimmungen in Eukaryoten und Prokaryoten sollten in der vorliegenden Arbeit neue

Methoden etabliert werden, die auf Einzelzellebene eine einfache und zuverlassige Kopienzahlanalyse
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ermoglichen. Ansatze fiir solche Methoden kdnnen auf verschiedenen Grundlagen basieren.

4.1.1 Entwicklung eines fluoreszenzbasierten Reportersystems fiir die Analyse von Genloki
Die DNA-Replikation, Chromosomensegregation und Chromosomenfaltung stellen elementare
Prozesse aller lebenden Zellen dar. Um einen genaueren Einblick in die rdaumliche und zeitliche
Organisation der DNA innerhalb der Zelle zu erhalten, kann die DNA markiert werden. Eine Methode
um die DNA zu markieren ist das Fluorescence Repressor Operator System (FROS). FROS basiert auf
Fusionen aus einem Repressor und einem Fluoreszenzprotein, die an ein Operator-Array, welches die
Repressorbindestelle enthdlt und in die DNA integriert ist, binden (Lau et al., 2003; Robinett et al.,
1996). Durch das Binden der Fusionsproteine an das Operator-Array wird die DNA markiert. Mit Hilfe
von FROS kann die rdumliche und zeitliche Anordnung von Genloki visuell verfolgt und die Kopienzahl
auf Grund der resultierenden Foci quantifiziert werden (Gordon et al., 1997; Thanbichler and Shapiro,
2006; Wang et al., 2014). Die Differenzierung von Foci kann jedoch durch Faktoren wie ,Sister
chromosome cohesion” erschwert werden (Joshi et al., 2011; Nielsen et al., 2006). Zudem wurde fir
das konventionelle FROS eine Protein-vermittelte Chromosomenpaarung zwischen den Kopien der
Operator-Arrays beschrieben (Mirkin et al., 2014). Auf Grund dieser Faktoren kdénnen zwei Foci
moglicherweise nicht getrennt wahrgenommen werden und so zu Missinterpretationen von zellularen
Vorgadngen, wie beispielsweise der Initiation der DNA-Replikation, fliihren. Eine automatisierte Foci-
Detektion ist mit Programmen wie Oufti oder Microbel) moglich (Ducret et al., 2016; Paintdakhi et al.,
2016). Diese ist jedoch zeitintensiv und muss fiir jede Probe individuell angepasst werden. Die
angefiihrten Nachteile limitieren das Anwendugsspektrum von FROS. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit eine neue fluoreszenzbasierte Methode entwickelt, die FROS optimiert und zur
Kopienzahlbestimmung genetischer Loki eingesetzt werden konnte. BiFCROS (Bimolecular
Fluorescence complementation and Repressor Operator System) (Kap. 3.3) ist eine neue Methode, die
auf der bimolekularen Komplementation von zwei nicht-fluoreszierenden Fragmenten eines
Fluoreszenzproteins basiert, welche an ein hybrid FROS-Array binden (Kap. 3.3). BiFCROS umgeht
aufgrund der Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen ganzer Zellen die aufgefiihrten Probleme von
FROS. Durch den Einsatz des hybrid FROS-Arrays und den Fusionen mit N- bzw. C-terminalen
Fragmenten des Fluoreszenzproteins, ergibt sich nur ein Fluoreszenzsignal, wenn die Fusionsproteine
an das hybrid FROS-Array gebunden sind (Kap. 3.3). Freie Fusionsproteine fluoreszieren nicht, wodurch
die Hintergrundfluoreszenz sehr gering ist (Kap. 3.3). Die Fluoreszenzintensitat der Zelle sollte somit
proportional mit der Anzahl an Kopien des hybrid FROS-Arrays ansteigen, sodass ein oder zwei Foci
anhand der Intensitatsunterschiede differenziert werden konnten. Mit Hilfe des konventionellen FROS
kann diese Messung nicht durchgefiihrt werden, weil Vollldangen Fluoreszenzproteine unabhéngig von

ihrer Bindung an das FROS-Array fluoreszieren und so das Hintergrundsignal deutlich erh6ht ist. Fir
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die Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Daten von BiFCROS miissen keine Foci gezahlt
werden, sondern Zellumriss determiniert und die Fluoreszenzintensitat innerhalb dieser Flache
bestimmt werden (Kap. 3.3). Alternativ konnten die Fluoreszenzintensitdten der Zellen mittels
Durchflusszytometrie bestimmt werden, wodurch BiFCROS als Hochdurchsatz-Analyseverfahren
genutzt werden konnte. Fir BiFCROS konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einer oder zwei Kopien
des hybrid FROS-Arrays unterschiedliche Fluoreszenzintensitdten aufweisen (Kap. 3.3). Jedoch steigt
die Fluoreszenzintensitat mit der ZellgréBe linear an. Ware die Fluoreszenzintensitat abhangig von der
Kopienzahl misste diese sprunghaft ansteigen, nachdem das hybrid FROS-Array repliziert wurde. Die
Ergebnisse kdonnten darauf hinweisen, dass das Operator-Array als Plattform dient, an die die
Fusionsproteine binden, sich komplementieren und nach einer gewissen Zeit wieder 16sen, sodass ein
nachstes Parchen binden kann. BiFC ist sowohl in vitro als auch in vivo ein irreversibler Prozess (Shyu
and Hu, 2008). Haben sich der N- und C-Terminus eines fragmentierten Fluoreszenzproteins
komplementiert, wird diese Assoziation beibehalten (Kerppola, 2008). Um die ,signal to noise ratio”
von BiFCROS zu verbessern, konnte ein zweites, anderes hybrid FROS-Array auf dem Chromosom
integriert werden (Abb. 5 A). Die entsprechenden Proteine werden mit einem andersfarbigen
Fluoreszenzprotein fusioniert, sodass die Fluoreszenzintensitdten beider Systeme parallel gemessen
werden konnten. Aufgrund der Position und der daraus resultierenden Kopienzahl im Verlauf der
Replikation, sollte sich eine unterschiedliche Verteilung der Intensitdaten beider hybrid FROS-Arrays
ergeben (Abb. 5 B + C). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde bereits ein zweites hybrid
FROS-Array basierend auf den Repressoren Lacl und TetR und ihren jeweiligen Bindestellen generiert
(Schindler et al., 2016). Um weitere hybrid FROS-Arrays zu bauen, um mehr als zwei Loki zu analysieren,
werden auch weitere Repressor-Operator Paare bendétigt. Generell ist die Auswahl an diesen Paaren
jedoch limitiert. Voigt und Kollegen haben deshalb in einer Studie gezielt neue Repressor-Operator
Paare der TetR-Familie gesucht und getestet (Stanton et al., 2014). Diese kdnnten fir den Aufbau von
neuen hybrid FROS-Arrays verwendet werden. In dieser Arbeit wurden zwei hybrid FROS-Arrays
generiert (Schindler et al.,, 2016)(Kapitel 3.3). In beiden Klonierungsprozessen konnten deutliche
Abbauprodukte der hybrid FROS-Arrays detektiert werden. Dieses Problem kann auf die initiale
Oligonukleotidsynthese zurlickgefiihrt werden, die neben den korrekten Sequenzen auch verkirzte
Sequenzen enthalten. Verkirzte Oligonukleotide konnen wahrend der Synthese entstehen, wenn die
Schutzgruppe am 5‘-Ende der Oligonukleotidkette nicht abgeldst wird. Deshalb ist die regelmalige
Verifizierung fir den Aufbau eines hybrid FROS-Arrays essentiell. Fiir das LacO/TetO hybrid FROS-Array
konnte mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen nachgewiesen werden, dass beide Repressoren

an das Operator-Array binden (Schindler et al., 2016).
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Abbildung 5: Verbesserung der ,signal to noise ratio”“. A Schematische Darstellung des E. coli
Chromosoms mit zwei verschiedenen hybrid FROS-Arrays (orange und blau markiert). Der
Replikationsursprung ist indiziert. B Verlauf der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit zur DNA-
Replikation. Wird ein Operator-Array repliziert, steigt die Fluoreszenzintensitdt um den Faktor 2 an.
Die Fluoreszenzintensitat von Array 1 wird in orange und Array 2 in blau dargestellt. C Das Verhaltnis
der Fluoreszenzintensitdt von Array 1/Array 2 wird in orange dargestellt.

Fluoreszenzmikroskopische Analysen mit den Fusionen aus dem N- bzw. C-Terminus von mVenus und
Lacl und TetR ergaben jedoch kein distinktes Fluoreszenzsignal (vergl. Kap. 3.3). Die Komplementation
von mVenus durch das Binden der Repressoren an das LacO/TetO-Array konnte somit nicht bestatigt
werden. Das diffuse Fluoreszenzsignal kénnte auf das Expressionslevel der Fusionen mit Lacl und TetR
zurlickgefiihrt werden. Diese werden Plasmid-basiert exprimiert. Um das Expressionslevel zu
verandern, wurden unter anderem der Replikationsursprung und der Promotor ausgetauscht. Beide
Ansatze lieferten schwache distinkte Signale gepaart mit einem starken diffusen Signal, welches sich
Uber die ganze Zelle erstreckte. Fir die Induktion der Fusionsproteine mit Acl und Gal4 wurde ein IPTG
induzierbarer, synthetischer Promotor verwendet (Kap. 3.3) (Bernard et al., 2007). Fir die Induktion
von Lacl konnte dieser Promotor nicht verwendet werden, weil IPTG die Konformation des Repressors

verandert und dieser somit nicht mehr an das Operator-Array binden wiirde (Wilson et al., 2007).

4.1.2 Charakterisierung der DNA-Replikation mit Hilfe von Click-Chemistry

Mit Hilfe von Click-Chemistry kénnen sowohl der arbeitsintensive Aufbau und die genomische
Integration eines hybrid FROS-Arrays als auch die Expression der Fusionsproteine des BiFCROS
Verfahrens umgangen werden. Click-Chemistry basiert auf dem Thymidin-Analogon EdU (5-Ethin-2-
deoxyuridin), welches in die DNA eingebaut wird und einem Fluorochrom-markierten Alkin, welches
in einer Cyclo-Addition an das Analogon gebunden wird (Salic and Mitchison, 2008). Die neu
synthetisierte DNA wird somit an jeder Replikationsgabel markiert und die DNA-Synthese kann anhand
der eingebauten Fluoreszenz nachgewiesen werden (Salic and Mitchison, 2008). Diese Methode
konnte bereits in Eukaryoten und Prokaryoten angewandt werden, um replizierende Chromosomen
zu visualisieren und die DNA-Replikation nachzuweisen (Buck et al., 2008; Darzynkiewicz et al., 2011;

Dimude et al., 2015; Ferullo et al., 2009). Um die DNA-Replikation genauer zu charakterisieren konnte

29



4. Diskussion

das durch Click-Chemistry entstehende Fluoreszenzsignal quantifiziert werden. Theoretisch kdnnte das
Fluoreszenzsignal Aufschluss dariiber geben, wie viel EAU in die DNA integriert wurde um daraus
abzuleiten, wie viele Replikationsgabeln in der Zelle vorliegen. Mit Hilfe der Quantifizierung der
Fluoreszenzsignale von Click-Chemistry konnte es moglich sein, die DNA-Replikation anhand der
Replikationsgabeln zu charakterisieren, jedoch ist es nicht moglich spezifischen Genloki zu analysieren.
Die DNA-Replikation kann mittels Click-Chemistry auf globalem Level jedoch nicht auf lokalem Level,
das heillt auf Genniveau, analysiert werden, wodurch das Anwendungsspektrum von Click-Chemistry
limitiert wird. Click-Chemistry und BiFCROS erfordern zunachst eine chemische Behandlung der Zelle
oder eine Genommanipulation, die die DNA-Replikation beeinflussen kénnten. Eine Methode die

dieses Problem umgeht ist Linker-counting.

4.2 Ein neuer Ansatz um die Kopienzahl von chromosomalen Elementen anhand von
kurzen, individuellen Sequenzen zu bestimmen

Anhand von Einzelzellanalysen kénnen individuelle Merkmale genau untersucht werden (Lidstrom and
Konopka, 2010). Seltene Merkmale, die bei Analysen von mehreren Zellen nicht auffallen, werden so
erkannt. Allerdings betrdagt der DNA- und RNA-Gehalt einer einzelnen Zelle nur wenige Femto-
Pikogramm (Raghunathan et al., 2005). Diese Menge ist bei weitem nicht genug flir Anwendungen wie
Sequenzierungen oder Microarray-basierte komparative genomische Hybridisierung (CGH) (Huang et
al., 2015). Die vorliegende Gesamt-DNA/RNA einer Zelle kann aber mittels Whole Genome
Amplification (WGA) angereichert werden. WGA-Ansatze kénnen in PCR-basierte und isothermale
Methoden unterteilt werden. Zu den PCR-basierten Methoden zdhlt die DOP-PCR (Degenerate
Oligonucleotide—Primed Polymerase Chain Reaction), die degenerierte Primer fiir die Amplifizierung
verwendet (Telenius et al., 1992). Auf diese Weise konnten bereits erfolgreich Nanogramm von einem
humanen Genom amplifiziert werden (Cheung and Nelson, 1996). MDA (Multi Displacement
Amplification) ist eine isothermale WGA-Methode (Dean et al., 2001). Es basiert auf zufélligen
Hexameren, die als Primer eingesetzt werden und einer $29 DNA-Polymerase, die eine starke
Strangverdrangungsaktivitat aufweist, um in einer isothermalen Reaktion die DNA anzureichern. Im
Gegensatz zur DOP-PCR liefert MDA eine héhere Leseabdeckung des Genoms, fiir beide Ansatze wird
jedoch eine ungleiche Anreicherung der DNA-Fragmente beschrieben (Huang et al., 2015). Das heifit,
einige DNA-Abschnitte werden haufiger amplifiziert als andere. Ausgehend von einer Einzelzelle, in der
eine einzige Kopie des Genoms vorliegt, kann diese ungleichmaRige Amplifizierung das Ergebnis von
Kopienzahlanalysen. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit ein alternativer Ansatz entwickelt, um
die ungleiche Anreicherung durch eine indirekte Quantifizierung von Genloki anhand definierter DNA-

Sequenzen zu umgehen. Die zu untersuchenden DNA-Fragmente kdnnten mit kurzen, individuellen
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Sequenzen, sogenannten Linkern, versehen und die DNA-Linker-Konstrukte gezielt angereichert
werden. Anhand der Anzahl von verschiedenen Linkern kdnnte so die Anzahl an Genloki in der
vorliegenden Probe bestimmt werden. Eine Gegenliberstellung der Kopienzahlbestimmung mittels
MDA und der Linker-basierten Methode ist in Abbildung 6 aufgezeigt. Mit der Linker-basierten
Methode sollte es theoretisch moglich sein, die verzerrte Kopienzahlbestimmung der WGA-Methoden

zu umgehen und die Kopienzahl mehrerer, genetischer Loki parallel in einer Reaktion zu bestimmen.

l

Linker-counting
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Multi displacement Abbildung 6: Vergleich von MDA
amplification (MDA) l und der Linker-basierten Methode
zur Bestimmung von Kopienzahlen.
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Diese Grundidee wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation unter dem Arbeitstitel Linker-
counting bearbeitet. Die Methode basiert auf einem Set aus zwolf Linkern mit einer Lange von 21 bp,
deren DNA-Sequenzen sich komplett voneinander unterscheiden (Abb. 7). Wird ein bestimmter Lokus
mittels Linker-counting analysiert, wird die chromosomale DNA einer einzigen Zelle mit dem
Restriktionsenzym Msel verdaut, wodurch DNA-Fragmente zwischen 500 und 1000 bp entstehen (Abb.
7, 1.). Der entstehende Uberhang der DNA-Fragmente ist kompatibel mit den Linkern, sodass diese
gezielt an die DNA-Fragmente ligiert werden kénnen (Abb. 7, 2.). Liegt der zu untersuchende Lokus in
zwei Kopien in der Zelle vor, so steigt die Wahrscheinlichkeit, dass zwei verschiedene Kombinationen
von Linkern an die DNA-Fragmente ligiert werden. Zur Vervielfaltigung der DNA-Fragmente erfolgt eine
PCR mit Linker-spezifischen Primern (PCR1) (Abb. 7, 3.). Im nachsten Schritt wird die angereicherte
Bibliothek von DNA-Fragmenten in ein Plasmid kloniert, um eine unspezifische Anreicherung in
folgenden PCRs zu verhindern (Abb. 7, 4.). Die Plasmid-Bibliothek ist dann Template fiir eine zweite
PCR mit einem Plasmid-spezifischen und einem Genlokus-spezifischen Oligonukleotid (PCR2) (Abb. 7,

5.). In einer dritten PCR werden die DNA-Fragmente von Interesse mit einem Plasmid-spezifischen und
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einem Lokus-spezifischen Oligonukleotid angereichert (PCR3) (Abb. 7, 6.). PCR3 ergibt ein kiirzeres

Amplikon als PCR2, um unspezifische Anreicherungen aus der vorherigen PCR zu vermeiden.
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Abbildung 7: Prinzip von Linker-counting. Linker-counting wird am Beispiel eines replizierenden
Chromosoms dargestellt. Mit einem nicht replizierenden Chromosom wird analog verfahren. Die
einzelnen Schritte von Linker-counting sind grau hinterlegt und werden im Text ausfihrlich
beschrieben. Zu untersuchende Genloki sind farblich markiert. Die Linker1l-12 werden durch
unterschiedliche Symbole (2.) dargestellt. Der blaue und magenta-farbene Genlokus liegen zweimal in
der Zelle vor. Durch die Ligation mit zwei unterschiedlichen Linkern sind nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung der zwolf D-PCR-Produkte zwei Fragmente mit einer GrofSe von
100 bzw. 200 bp zu erkennen. Der griine und orange-farbene Lokus liegen mit einer Kopie in der Zelle
vor und kdnnen nur einmal in der D-PCR nachgewiesen werden. Ein Chromosom, das nicht repliziert,
enthalt alle Genloki in einfacher Kopie. Mit den 3‘ angefiigten Linkern wird analog verfahren.

Die letzte PCR, D-PCR, erfolgt mit einem Oligonukleotid, das an den Linker bindet und mit
Oligonukleotiden, die spezifisch an die zu untersuchenden Genloki binden (Abb. 7, 7.). Mehrere
Genloki kénnen so in einer Reaktion nachgewiesen werden. Insgesamt werden zwdlf D-PCRs
durchgefiihrt, da eingangs auch zwolf verschiedene Linker-Sequenzen an die DNA-Fragmente ligiert
wurden. Ist das Linker-spezifische Oligonukleotid kompatibel mit dem vorliegenden DNA-Fragment in
der Probe, entsteht ein Amplikon. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der D-PCR-Produkte
kénnen die Genloki anhand der eingesetzten Kombination aus Linker-spezifischen Oligonukleotiden
und der Anzahl an spezifischen Amplikons quantifiziert werden (Abb. 7, 8.). Liegt ein Lokus in mehreren
Kopien vor, sollten pro Kopie unterschiedliche Linker-Kombinationen nachgewiesen werden. Dies
sollte anhand von spezifischen Amplikons in verschiedenen PCRs (PCR1-12) zu beobachten sein (Abb.
7, 8.). Theoretisch sollte es moglich sein zwischen Chromosomen zu unterschieden, die replizieren bzw.
nicht replizieren (Abb. 7). Neben der Gelelektrophorese konnte die Kopienzahl der Genloki auch durch
Illumina-Sequenzierung bestimmt werden (Quail et al., 2009). Um eine lllumina-kompatible DNA-
Bibliothek zu erhalten, konnte durch die Verwendung der Tag-Polymerase oder dem Klenow-Fragment
ein A-Nukleotid an die 3’-Enden der DNA-Fragmente (Abb. 7, 3.) angefiigt werden. lllumina-Adaptoren
mit einem (berhdngenden 3‘-T-Nukleotid koénnten an die DNA-Bibliothek ligieren, sodass
nachfolgende Schritte flr die lllumina-Sequenzierung ausgefiihrt werden konnten (lllumina®
Technology). Das Auslesen der Kopienzahlen mit Hilfe der Illumina-Sequenzierung oder der PCR-
basierten Methode wiirde Linker-counting zu einem Hochdurchsatz-Analyseverfahren machen. Linker-
counting konnte generell fiir die Analyse von Kopienzahlen in allen Doméanen des Lebens eingesetzt
werden. Kopienzahlvariationen (CNVs) sind ubiquitar verbreitet und oft an Krankheitsbildern beteiligt
(Redon et al., 2006). Eine effiziente und genaue Analyse ist deshalb unerlasslich. Linker-counting stellt
einen Ansatz dar, mit dem es moglich sein kdnnte, die Kopienzahl von Genloki zu bestimmen. Fir die
Durchfiihrung der einzelnen Schritte (Abb. 7) werden grundlegende Techniken der Molekularbiologie
kombiniert, sodass keine besonderen Geratschaften benotigt werden wiirden. Demnach wiirde kein
groBer Kostenaufwand entstehen, sodass die Methode von jedem Laboratorium genutzt werden
konnte. Im Hinblick auf die Analyse synthetischer Chromosomen und multi-chromosomaler Bakterien
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kénnten mittels Linker-counting zwei oder mehr Replikons innerhalb einer Zelle unabhangig
voneinander auf Einzelzellniveau analysiert werden. Alle acht Schritte des Linker-counting Protokolls
konnten unabhangig voneinander erfolgreich ausgefiihrt werden. Dafir wurden jedoch keine
Einzelzellen verwendet, sondern die aufgearbeitete, genomische DNA einer E. coli Kultur. Um zu
verifizieren, dass alle Schritte auch miteinander funktionieren, sollte ein geeignetes Testsystem
verwendet werden. Dieses Testsystem sollte gut zuganglich sein, eine definierte Anzahl an
Chromosomen aufweisen und keine Substanzen enthalten, die anschlieBende Prozesse, wie
Restriktionen, Ligation oder PCR in irgendeiner Form inhibieren. Ein Testsystem, welches (iber die

genannten Charakteristika verfligt, wird im Folgenden beschrieben.

4.2.1 Nukleoide als Testsystem fiir Linker-counting

2011 verkniipfte die Arbeitsgruppe um Michael Wigler ,single cell amplification” mit Hochdurchsatz-
Sequenzierung und konnte so erfolgreich CNVs von Brustkrebszellen zweier Individuen determinieren
(Navin et al., 2011). Dabei verwendeten sie als Ausgangsmaterial keine intakten Zellen, sondern nur
Zellkerne, die sie mittels Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) detektierten und sortierten. Auch
andere Gruppen verwendeten Nuclei als Template fiir Einzelzellanalysen (Navin et al., 2011). Die
Verwendung von Nuklei statt ganzer Zellen bietet den Vorteil, dass inhibierende Wirkungen von
Zellbestandteilen oder Puffer, die zur Zelllyse genutzt werden, vermieden wird. Prokaryoten enthalten
im Gegensatz zu eukaryotischen Zellen keinen Zellkern, jedoch verfiigen sie iber ein Kern-ahnliches
Organell, das Nukleoid, welches die Region innerhalb der bakteriellen Zellen beschreibt, in der das
Chromosom kompaktiert vorliegt (Robinow and Kellenberger, 1994). Das Nukleoid konnte bereits
erfolgreich aus intakten E. coli Zellen isoliert werden (Cunha et al., 2001; Zimmerman and Murphy,
2001). Dazu wurde die bakterielle Zelle zunachst lysiert, wodurch Sphéroplasten entstanden. Durch
einen anschlieBenden osmotischen Schock wurde das Nukleoid aus den Spharoplasten geldst (Cunha
et al., 2001; Zimmerman and Murphy, 2001). Um ein geeignetes Testsystem fiir Linker-counting zu
generieren, wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation die Idee entwickelt Nukleoide aus E. coli
zu isolieren und diese mittels FACS zu vereinzeln. Um zunéachst die Effizienz der Nukleoidisolation aus
E. coli Zellen zu testen, wurden die verschiedenen Fraktionen, intakte Zellen, Spharoplasten und
Nukleoide, mit dem DNA-Farbstoff LDS751 gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Anhand
individueller Verteilungsmuster konnte deutlich zwischen intakten Zellen, Spharoplasten und
Nukleoiden differenziert werden (Abb. 8). Die identifizierten Nukleoide wurden mittels FACS in 96-

III

well-Platten sortiert, sodass pro ,well“ ein Nukleoid vorlag. Diese vereinzelten Nukleoide sollten
genutzt werden um Linker-counting durchzufiihren. Es gelang jedoch nicht die zuvor beschriebenen

Schritte dieser Methode im Einzelnen zu etablieren.
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Abbildung 8: Differenzierung zwischen Zellen (rot), Sphiroplasten (blau) und Nukleoiden (orange)
anhand durchflusszytometrischer Muster. Die Proben wurden mit LDS751 gefarbt. A Dot plot der
verschiedenen Populationen B Histogramm der verschiedenen Populationen.

Alle durchgefiihrten PCRs lieferten keine oder unspezifische Ergebnisse. Auch zwei aufeinander
folgende PCRs - um die Anreicherung zu erhéhen - lieferten dhnliche Ergebnisse. Unspezifische
Amplikons sowie eine fehlende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kdnnen auf Kontaminationen
zurlickgefiihrt werden, da die Gewinnung, Sortierung und Analyse der Nukleoide nicht unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt wurden. Es wird deutlich, dass Einzelzellanalysen aufgrund des geringen

Ausgangsmaterials fehleranfallig sein kénnen.

4.3 Die , Eukaryotisierung” von Escherichia coli — ein Gedankenexperiment

Eukaryoten und Prokaryoten unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht voneinander. Die genomische DNA
der Eukaryoten istin linearen Chromosomen angeordnet, die mitochondriale DNA ist hingegen zirkular
(Taanman, 1999). Es wird postuliert, dass die Linearitat essentiell fir die Meiose ist, in der Homologe
gepaart und akkurat verteilt werden (Ishikawa and Naito, 1999). Zirkuldare Chromosomen wiirden
wahllos verteilt, weil diesen die homologen Bereiche, die Centrosomen, fehlen (Ishikawa and Naito,
1999). Die Mehrheit der Bakterien prozessiert ein einziges zirkuldres Chromosom (Bendich and Drlica,
2000). Die DNA-Replikation startet auf eukaryotischen Chromosomen an mehreren Positionen,
wohingegen bakterielle Chromosomen nur einen Replikationsursprung besitzen (Robinson and Bell,
2005). Warum die Natur diese distinkte Organisation der Genome in Pro- und Eukaryoten generiert
hat, ist eine spannende Frage. Aufschluss kdnnten Experimente liefern, die die ,, Eukaryotisierung” von
Prokaryoten oder vice versa fokussieren. Studien konnten zeigen, dass zirkuldre Chromosomen in
Eukaryoten instabil sind (Ishikawa and Naito, 1999). Die zirkuldre Organisation von Chromosom Il der
Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte nur in einem diploiden Stamm aufrechterhalten werden, ein
haploider Stamm zeigte starke Wachstumsdefekte (Haber et al., 1984). Die geringere GrofRe und
Komplexitat und die resultierende bessere genetische Manipulierbarkeit des bakteriellen Genoms,

spricht hingegen flr eine hohere Toleranz prokaryotischer Systeme gegeniiber der , Eukaryotisierung”.
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Ein Gedankenexperiment um die Toleranz von Bakterien hinsichtlich der , Eukaryotisierung” zu testen
soll im Folgenden naher ausgefiihrt werden. Abgeleitet von dem Genom der Backerhefe S. cerevisiae
ist es denkbar, einen E. coli Stamm herzustellen, der 16 lineare Chromosomen statt einem einzigen,
zirkuldaren Chromosom enthalt (Abb. 9). Im Durchschnitt wiirde ein Chromosom ca. 290 kbp umfassen.
Kleine Untereinheiten bieten den Vorteil, dass diese molekularbiologisch besser zuganglich und somit
genetisch besser manipulierbar sind (Liang et al., 2013; Schindler and Waldminghaus, 2015).
Modifikationen konnten leichter eingefligt werden. Welche Voraussetzungen fiir ein lineares
Chromosom in Prokaryoten geschaffen werden mussten, kdnnte von natirlichen Vertretern abgeleitet

werden.

A B Cc

Abbildung 9: , Eukaryotisierung” von E. coli. A E. coli Zelle mit einem zirkularen Chromosom. B
Hefezelle mit 16 linearen Chromosomen im Zellkern. C , Eukaryotisierte” E. coli Zelle, die 16 lineare
Chromosomen enthilt.

90% aller sequenzierten Prokaryoten enthalten ihre genetische Information auf einem einzigen,
zirkular angeordneten Chromosom (Ochman, 2002). Dazu gehoéren die Modellorganismen E. coli,
Bacillus subtilis und Caulobacter crescentus (Blattner et al., 1997; Itaya and Tanaka, 1991; Nierman et
al., 2001). Zu den Ubrigen 10% zahlt V. cholerae, ein Modellorganismus fiir die Gruppe der multi-
chromosomalen Bakterien (Heidelberg et al., 2000). V. cholerae gehort zur Familie der Vibrionaceae,
deren Angehorigen das Genom auf zwei zirkuldre Chromosomen verteilt enthalten (Okada et al., 2005).
Andere Spezies wie Rhodobacter sphaeroides und Leptospira interrogans enthalten ebenfalls zwei
zirkuldre Chromosomen (Nascimento et al., 2004; Suwanto and Kaplan, 1989). Das Pflanzenpathogen
Agrobacterium tumefaciens ist ein , Individualist” in der Gruppe der multi-chromosomalen Bakterien:
Es verfugt Gber ein zirkuldres und ein lineares Chromosom (Allardet-Servent et al., 1993). Borellia
burgdorferi hingegen war das erste charakterisierte Bakterium mit einem einzigen, linearen
Chromosom (Ferdows and Barbour, 1989). In der Gattung der Borrelia ist diese Anordnung des Genoms
hochkonserviert (Casjens et al.,, 1995). Auch Vertreter der Streptomyceten wie Streptomyces
coelicolor und Streptomyces avermitilis verfiigen liber ein lineares Chromosom (Galperin, 2007). Allen
Chromosomen, zirkuldre oder linear ist gemein, dass fir deren Vererbung die Duplikation extrem
wichtig ist (Robinson and Bell, 2005). Ein Replikationsursprung ist deshalb essentiell fir ein

Chromosom. Dieser ist sowohl auf zirkuldren als auch linearen Bakterienchromosomen so angeordnet,
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dass beide Replichors, ausgehend von der bidirektionalen DNA-Replikation, ungefahr gleich lang sind
(Musialowski et al.,, 1994; Picardeau et al., 1999; Prescott and Kuempel, 1972). Fir das
Gedankenexperiment zur ,Eukaryotisierung” von E. coli sollen 16 lineare Chromosomen prozessiert
werden. Daflir miissten zunachst 16 Replikationsurspriinge gefunden werden, die alle untereinander
kompatibel sind. Das heil3t, dass die 16 Replikons stabil in einer Zelle koexistieren kdnnen und dass die
Replikationsurspriinge nicht um Replikationsfaktoren konkurrieren (Stuitje and Meijer, 1983;
Yamaguchi et al., 1982). Alle 16 Chromosomen kdnnten mit einer Kopie des oriC ausgestattet werden.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass zwei oriC-Kopien auf dem gleichen Chromosom toleriert
werden und diese zur gleichen Zeit, also synchron mit der DNA-Replikation beginnen (lvanova et al.,
2015; Milbredt et al., 2016; Wang et al., 2011). Mehrere Kopien des gleichen Replikationsursprungs
kénnen jedoch auch zu Problemen fihren. Zum einen werden diese Replikationsurspriinge immer um
die gleichen Replikationsfaktoren wie DnaA konkurrieren und zum anderen ist es aufgrund der
homologen DNA-Sequenz von oriC moglich, dass ein Chromosom in das andere integriert (Lobner-
Olesen, 1999; Messerschmidt et al., 2016 submitted; Skarstad and Lobner-Olesen, 2003). Es ware
moglich die oriC-Sequenz derart zu verandern, dass auBer den wichtigen Sequenzmotiven wie DnaA-
Boxen, GATCs und der 13-mer AT-reichen Region, die restliche Sequenz variabel gestaltet wird. Dazu
kénnte das Programm MARSeG (Motif Avoiding Randomized Sequence Generator) verwendet werden
(Schindler et al., 2016). Mit Hilfe dieses Programms kdnnten die Sequenzen mit hoher Diversitat
designt und gleichzeitig zusatzliche DnaA-Boxen oder GATC-Motive, die die Funktionalitat des oriC
verandern konnten, ausgeschlossen werden. Die unterschiedlichen oriC kdnnten dann als
Replikationsurspriinge fir die 16 Chromosomen fungieren. Ob die variablen oriC ebenfalls zur
Integration von einem Chromosom fiihren, kdnnte durch Evolutionsexperimente analysiert werden.
Als alternativer Replikationsursprung konnte orill von V. cholerae fungieren, der bereits als geeigneter
Replikationsursprung fiir sekunddre Chromosomen in E. coli identifiziert wurde (Egan and Waldor,
2003; Liang et al., 2013; Messerschmidt et al., 2015). Es wéare denkbar die orill-Sequenzen von anderen
Vertretern der Vibrionaceae wie Vibrio parahaemolyticus oder Vibrio tubiashii fiir weitere
Chromosomen zu verwenden (Okada et al., 2005; Richards et al., 2014). Es konnte jedoch bereits durch
Konjugationsassays gezeigt werden, dass diese Replikationsurspriinge nicht stabil in einer Zelle ko-
existieren kénnen (Messerschmidt, pers. Kommunikation). Das a-Proteobakterium Sinorhizobium
meliloti enthdlt neben dem Hauptchromosom zwei Megaplasmide, pSymA und pSymB, deren
Replikationsurspriinge charakterisiert wurden und zeigen, dass sie, genauso wie das
Hauptchromosom, nur einmal pro Zellzyklus mit der DNA-Replikation beginnen (Frage et al., 2016).
Theoretisch kénnten die Replikationsurspriinge der Megaplasmide fiir zwei der 16 Chromosomen
verwendet werden. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass die repABC-basierten

Replikationsurspriinge der Megaplasmide von S. meliloti nicht in der Lage sind in E. coli zu replizieren
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(Bartosik, 2001; Bartosik et al., 2001; Lipps, 2008). Es ist also wichtig das Wirtsspektrum von
Replikationsurspriingen zu berticksichtigen. Flir das Wirtsspektrum von Plasmiden gibt es einige
Studien (del Solar et al., 1996; Jain and Srivastava, 2013). So kénnen Plasmide beziglich ihrer
Wirtsspezifitdt in zwei Klassen, ,narrow host range” (NHR) und ,bride host range” (BHR) unterteilt
werden (Datta and Hedges, 1972; Krishnapillai, 1988; Mazodier and Davies, 1991; Tardif and Grant,
1983). Ein Plasmid kann auf eine bestimmte Bakterienart beschrankt sein und repliziert auch in
verwandten Arten nicht, oder das Plasmid weiRt ein breites Wirtsspektrum auf (De Gelder et al., 2007
Pinkney and Thomas, 1987). Eine weitere Moglichkeit, um 16 kompatible Replikationsurspriinge zu
identifizieren, ware die Replikationsurspriinge von verschiedenen multi-chromosomalen Bakterien
untereinander  bezlglich ihrer Kompatibilitdit zu testen. Ein  Sequenzvergleich der
Replikationsurspriinge kdnnte bereits einen Hinweis Gber die Kompatibilitdt untereinander geben.
Dabei kdnnte es moglich sein, dass dhnliche Sequenzen nicht miteinander kompatibel sind, weniger
dhnliche hingegen schon. Im Gegensatz zu Prokaryoten verfligen Eukaryoten nicht Uber einen
definierten Replikationsursprung. Die Backerhefe S. cerevisiae enthadlt beispielsweise AT-reiche
Regionen auf den Chromosomen, sogenannte ARS (Autonomously Replicating Sequence), an denen
der ORC (Origin Recognition Complex) analog zu DnaA in Bakterien bindet und die DNA-Replikation
einleitet (Robinson and Bell, 2005). Solche DNA-,Hot spots” kénnte es laut einer Studie auch in
Bakterien geben (Gao, 2015). Aufgrund Computer-basierter Analysen wurde postuliert, dass Bakterien
mehr als nur einen Replikationsursprung auf dem Chromosom tragen und dass an diesen Orten
Replisomen assemblieren und die DNA-Replikation starten kdnnten (Gao, 2015). Dass E. coliin der Lage
ist, generell mehr als einen Replikationsursprung pro Chromosom zu tolerieren und dieser auch aktiv
repliziert, konnte bereits gezeigt werden (Liang et al., 2013; Milbredt et al., 2016; Wang et al., 2011).
Es ist bekannt, dass die DNA-Replikation auch unabhangig von einem Replikationsursprung starten
kann (Hawkins et al., 2013; Kogoma, 1997; Kreuzer and Brister, 2010). Fir das Archaeon Haloferax
vulcanii konnte beispielsweise ein deutlicher Wachstumsvorteil gezeigt werden, wenn kein
Replikationsursprung auf dem Chromosom vorhanden war und die DNA-Replikation
Replikationsursprung-unabhéangig stattfand (Hawkins et al., 2013). RNase HI defiziente E. coli Stdamme
mit einem deletierten Replikationsursprung waren ebenfalls in der Lage, die DNA-Replikation an
sogenannten R-Loops, einem dreistrangigen Hybridmolekil aus DNA und RNA, zu starten (Dimude et
al., 2015; Kogoma, 1997; Maduike et al., 2014). Moglicherweise konnte diese Erkenntnis auf den
,eukaryotisierten” E. coli Stamm (bertragen werden. Statt 16 verschiedene Replikationsurspriinge zu
verwenden, konnten alle Chromosomen in einem RNase Hl-defizienten Stamm lber R-Loops mit der
DNA-Replikation starten. Um alle genetischen Informationen stabil zu vererben, misste sichergestellt
werden, dass alle Chromosomen einen R-Loop ausbilden. Es konnte gezeigt werden, dass sich R-Loops

haufig in hochtranskribierten Regionen ausbilden (Maduike et al., 2014). So wére es denkbar einen
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kiinstlichen Replikationsursprung auf dieser Grundlage zu entwerfen. Dieser kbnnte aus dem Promotor
einer hochtranskribierten Region und einer variablen, ,nonsense” DNA bestehen. Durch die variable
Sequenz wird die Homologie unter den kiinstlichen Replikationsurspriingen reduziert. Hinter dieses
Konstrukt sollte ein starker Terminator platziert werden, um die Transkription nachfolgender Gene
nicht zu beeinflussen. Um zu testen ob dieser kiinstliche Replikationsursprung tberhaupt in E. coli
funktioniert, kénnte er in ein Replikon inseriert werden, welches in der Lage ist, in RNase HI-defizienten
Zellen zu replizieren und keinen funktionellen Replikationsursprung fir E. coli enthalt. Zudem sollte
das Replikon nach Moglichkeit wenige Gene enthalten, damit ausgeschlossen werden kann, dass die
Initiation der DNA-Replikation moglicherweise von dem Transkriptionsstart an diesen gestartet wird.
Wird das Replikon stabil vererbt, sollte auch die Initiation der DNA-Replikation durch den kiinstlichen
Replikationsursprung funktionieren. Die regulierte Initiation erlaubt eine geordnete DNA-Replikation
und Segregation. Diese ist sehr wichtig fiir Organismen wie beispielsweise E. coli und die meisten
Eukaryoten, deren Ploidie streng geregelt ist (Lindas and Bernander, 2013). Ob die Chromosomen mit
dem kinstlichen Replikationsursprung einmal pro Zellzyklus replizieren, sollte deshalb bericksichtig
werden.

Neben dem Replikationsursprung gibt es weitere Faktoren, sogenannte ,,Chromosome maintenance
systems”, die fur die Aufrechterhaltung und stabile Vererbung eines bakteriellen Chromosoms von

Bedeutung sind.

4.3.1 Welche “Chromosome maintenance systems” werden auf linearen Chromosomen
benotigt?

Fir die , Eukaryotisierung” sollen die linearen Chromosomen stabil in E. coli aufrechterhalten werden.
Im Folgenden werden einige Systeme und ihre Notwendigkeit fir lineare Chromosomen diskutiert, die
an der Erhaltung und stabilen Vererbung des nativen E. coli Chromosoms beteiligt sind. Fir die
Termination der DNA-Replikation verfligt das zirkulare Chromosom von E. coli (ber eine
Terminationsdomane (ter) (Duggin et al., 2008). Aufgrund des Protein-DNA Komplexes Tus-ter werden
die Replikationsgabeln in dieser Region aufgehalten und die Replisomen disassemblieren (Neylon et
al., 2005). Lineare Chromosomen bendtigen hingegen keine Terminationsdomaéne, weil die Enden des
Chromosoms durch Telomere, welche aus repetitiven Sequenzen bestehen, vorgegeben sind
(Blackburn, 1991). Fiir die DNA-Replikation ergibt sich durch die lineare Organisation des Chromosoms
ein Problem. Die DNA-Polymerase kann keine linearen DNA-Fragmente replizieren, weil sie RNA-
Primer als Anfangspunkt fiir die Synthese bendtigt (Hinnebusch and Tilly, 1993). Bei einem linearen
Chromosom, bei dem die Enden zum Schluss repliziert werden, ergibt sich ein 3‘ Uberhang, der noch
aufgefillt werden muss. Bakterien mit linearen Chromosomen haben zur Bewaltigung dieses Problems

verschiedene Strategien entwickelt (Hinnebusch and Tilly, 1993). Die Gattung der Streptomyceten
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verfligt Gber ,invertron” Telomere, die invertierte Sequenzwiederholungen und ein 5‘-kovalent
gebundenes Terminalprotein enthalten, welches an einem noch nicht aufgeklarten Mechanismus
beteiligt ist, der das riickstandige Ende des Folgestrangs nach der DNA-Replikation auffiillt (Chen, 1996;
Ishikawa and Naito, 1999; Lezhava et al., 1995). Borrelia-Spezies verfligen liber kovalent geschlossene
Hairpin-Strukturen an den Enden ihrer linearen Chromosomen, die nach der Replikation durch ein
entsprechendes Enzym aufgeldst werden, sodass zwei lineare DNA-Molekiile entstehen (Casjens et al.,
1997; Kitten and Barbour, 1990). Der E. coli Phage N15 nutzt ein dhnliches System, TelN/tos, bestehend
aus der pallindromischen DNA-Sequenz tos und einer bakteriellen Telomerase TelN, zur Prozessierung
seines linearen Genoms (Ravin et al., 2003). Mit Hilfe dieses Systems konnte das zirkulare E. coli
Chromosom erfolgreich in ein lineares umstrukturiert werden (Cui et al., 2007; Liang et al., 2013). Fiir
die Prozessierung des linearen Chromosoms ist die Expression von TelN essentiell (Cui et al., 2007;
Ravin et al.,, 2001). Dieser zusatzliche Faktor kostet die Zelle im Gegensatz zu einem zirkuldren
Chromosom mehr Energie. Jedoch bietet das lineare Design eines Chromosoms auch Vorteile, denn
Systeme, die ein zirkuldares Chromosom benétigt, sind moglicherweise fiir lineare Chromosomen nicht
essentiell. Durch die DNA-Replikation kdnnen Multimere der DNA-Molekiile entstehen, die fiir eine
erfolgreiche Vererbung der DNA zunéichst getrennt werden miuissen (Lesterlin et al., 2004). Nach der
Replikation von zirkuldaren Chromosomen kdnnen Catenane entstehen, die an der dif-site, welche sich
in der Terminationsdomane befindet, durch den Proteinkomplex der Rekombinasen XerCD aufgeldst
werden (Blakely et al., 1993; Crozat et al., 2014). Cui et al. konnten zeigen, dass ein E. coli Stamm mit
einem linearen Chromosom im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm keine Wachstumsdefizite aufwies,
wenn keine bzw. eine mutierte dif-site auf dem Chromosom vorhanden war (Cui et al., 2007). Am
Beispiel von linearen Chromosomen von B. burgdorferi konnte gezeigt werden, dass wahrend der DNA-
Replikation zirkuldare Zwischenprodukte entstehen, die durch die Telomerase aufgelost werden
(Chaconas and Kobryn, 2010). Eine dif-site wird auf linearen Chromosomen demnach nicht bendtigt.
Dies ist konsistent mit Sequenzdaten von natirlich vorkommenden Bakterien mit linearen Genomen
(Bentley et al., 2002; Fraser et al., 1997). Ein lineares Chromosom sollte demnach auch keine Faktoren
bendtigen, die dafiir verantwortlich sind, die dif-site auf dem zirkularen Chromosom zu finden. Die
Rekombinasen XerCD werden von der Translokase FtsK auf dem zirkuldaren Chromosom von E. coli
gefiihrt. FtsK bindet an Sequenzmotive, sogenannte KOPS (FtsK Orienting Polar Sequence), die vom
Replikationsursprung zur Terminusregion orientiert angeordnet sind, sodass FtsK die Rekombinasen
XerCD gezielt zum Terminus leiten kann (Bigot et al., 2006). Ein Fehlen oder eine fehlerhafte
Anordnung der KOPS kann dazu fiihren, dass XerCD nicht rekrutiert wird und Dimere nicht mehr gel6st
werden. Dies kann zu einer ungleichen Verteilung der zirkuldren Chromosomen fiihren (Bigot et al.,
2005; Liu et al., 1998). Sowohl eine dif-site als auch das System um die dif-site auf dem Chromosom zu

identifizieren, werden bei einem linearen Chromosom nicht bendétigt. Somit wird deutlich, dass die
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Anforderungen an lineare und zirkuldare Chromosomen durchaus unterschiedlich sein konnen. Ein
System, welches von linearen und zirkuldren Chromosomen verwendet werden sollte, ist das
,Nucleoid occlusion“-System, welches die Zellteilung unterdriickt, solange die DNA-Replikation noch
nicht abgeschlossen ist (Bernhardt and de Boer, 2005; Mannik et al., 2012). Das ,,Nucleoid occlusion“-
System besteht aus dem Protein SImA (Selective lethal with mutation in Min system) und der
zugehorigen Bindestelle (Bernhardt and de Boer, 2005). SImA bindet (iberall auf dem Chromosom,
jedoch nicht in der Terminationsregion (Cho et al., 2011; Tonthat et al., 2011). Erst wenn sich die
Terminationsregion, die nicht von SImA gebunden wird, in der Zellmitte befindet, kann die
Einschnlirung der Membran und somit die Zellteilung eingeleitet werden (Bernhardt and de Boer,
2005; Tonthat et al., 2011). Fir lineare und zirkulare Chromosomen ist dieses System notwendig um
Tochterzellen mit komplett replizierten Chromosomen zu erhalten. Gleiches gilt fir Systeme, wie
beispielsweise Chi-sites die von dem Helikase-Nuklease Komplex RecBCD erkannt werden und von
hoher Bedeutung flr die Doppelstrangbruch-Reparatur und homologe Rekombination sind
(Chaudhury and Smith, 1984; Malone et al., 1978; Smith, 2012). Nach der DNA-Replikation missen die
Chromosomen auf die Tochterzellen verteilt werden, was als Segregation bezeichnet wird. In viele
Bakterien wie auch in V. cholerae und C. crescentus werden die Chromosomen durch ein par-System,
ein Partitionierungssystem, segregiert (Heidelberg et al., 2000; Mohl and Gober, 1997). In E. coli konnte
kein par-System identifiziert werden. Wie die Segregation des E. coli Chromosoms erfolgt, ist noch
nicht verstanden. Jedoch gibt es verschiedenen Modelle, die versuchen den Segregationsmechanismus
unabhdngig von einem Partitionierungssystem zu erkldren (Di Ventura et al., 2013; Fisher et al., 2013;
Jacob, 1963; Lemon and Grossman, 2001; Wang and Sherratt, 2010). Auch wenn der
Segregationsmechanismus in E. coli noch nicht aufgeklart ist, konnte bereits gezeigt werden, dass auch
lineare Chromosomen in E. coli stabil vererbt und somit erfolgreich segregiert werden kénnen (Cui et
al., 2007; Liang et al.,, 2013). Theoretisch sollte es deshalb ebenfalls moglich sein 16 lineare
Chromosomen in E. coli zu segregieren. Es muss jedoch beachtet werden, dass ein deutlicher
Unterschied darin besteht, ein oder 16 Chromosomen zu replizieren und zu segregieren. Bisherige
Studien konnten zeigen, dass ein zweites Replikon in E. coli stabil weitervererbt wird (Messerschmidt
et al.,, 2015). Dieses war bei weitem keine triviale Aufgabe. Einen E. coli Stamm zu generieren, der die

achtfache Anzahl an Chromosomen enthélt, wére demnach sehr ambitioniert.

Aufgrund der sehr geringen Menge an bakteriellen Spezies, die lineare Chromosomen tragen, liegt es
nah, dass ein evolutionarer Druck vorliegt, der die zirkulare Organisation bakterieller Chromosomen
beglinstigt. Bakterien durchlaufen keine Meiose und fiihren horizontalen Gentransfer durch, zudem
sind die Generationszeiten im Vergleich zu Eukaryoten sehr gering. Diese Faktoren konnten

begriinden, warum Eukaryoten lineare und Prokaryoten zirkuldre Chromosomen prozessieren. Griinde
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lineare Chromosomen in Bakterien zu limitieren, konnten mit den aufgezeigten Ansatzen der

Synthetischen Biologie ganz nach dem Leitgedanken von Richard Feynman
“What | cannot create, | do not understand”

ergriindet werden.

42



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Eukaryoten und Prokaryoten unterscheiden sich in der Organisation ihrer Genome. Prokaryoten tragen
mehrheitlich ein zirkulares Chromosom, welches von einem Replikationsursprung repliziert wird. Das
eukaryotische Genom hingegen umfasst mehrere lineare Chromosomen, die mehr als einen
Replikationsursprung enthalten. In wie weit die prokaryotische Genomorganisation der
eukaryotischen angepasst werden kann, ist eine spannende Frage, von deren Antwort grundlegende
Konstruktionsregeln fiir die Entwicklung von synthetischen Chromosomen abgeleitet werden kdnnten.
In der vorliegenden Arbeit wurden Escherichia coli Stamme mit multiplen Replikationsurspriingen und
Chromosomen bezlglich ihrer DNA-Replikation untersucht und es wurde eine fluoreszenzbasierte
Einzelzell-Methode designt und etabliert, die eine verbesserte ,signal to background ratio” aufweist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen wie folgt zusammengefasst werden:

I. E. coli toleriert einen zusatzlichen Replikationsursprung auf dem Chromosom, der aktiv repliziert.
Dieser Ansatz funktioniert sowohl mit einer zusatzlichen Kopie von oriC, als auch mit orill, dem
Replikationsursprung des zweiten Chromosoms von V. cholerae. Es konnte gezeigt werden, dass eine
verkiirzte oriC-Sequenz, die keine DnaA-Box R4 enthalt, nicht ausreichend fir die DNA-Replikation auf
dem nativen Chromosom ist. Wird orill als extra Replikationsursprung eingesetzt, verlauft die DNA-
Replikation dysreguliert. Diese Dysregulation wird aufgehoben, sobald sich oriC und orill nicht mehr

auf dem gleichen Chromosom, sondern auf zwei unterschiedlichen Replikons befinden.

Il. Fir das Design und die Assemblierung von DNA-Sequenzbibliotheken zur chromosomalen
Integration in Bakterien wurde das Programm MARSeG (Motif Avoiding Randomized Sequence
Generator) geschrieben und das MoClo-System optimiert. Mit dem Sequenzgenerator MARSeG, ist es
moglich Sequenzen zu designen, die eine hohe Variabilitdat aufweisen und gleichzeitig bestimmte DNA-
Motive ausschliefen. Das MoClo-System wurde optimiert um die Klonierungseffizienz zu erhéhen,
Assemblierungen im Bibliotheken-MaRstab zu vereinfachen und eine Genomintegration assemblierter
DNA-Fragmente einfacher zu gestalten. Mit Hilfe von MARSeG und den modifizierten MoClo-Vektoren
konnte das Design und der Aufbau eines LacO/TetO hybrid FROS-Arrays effizient und schnell vollzogen

werden.

lll. Es wurde eine neue Einzelzell-Methode etabliert mit der das Hintergrundsignal konventioneller
FROS (Fluorescence Repressor Operator System) stark reduziert wird. Die neue Methode BiFCROS
(Bimolecular Fluorescence complementation and Repressor Operator System) basiert auf Fusionen aus
Repressoren und fragmentierten Fluoreszenzproteinen, die an ein hybrid FROS-Array binden, wodurch

es durch Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation zu einem Fluoreszenzsignal kommt. BiFCROS
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enthalt im Vergleich zum konventionellen FROS eine deutlich verminderte Hintergrundfluoreszenz,
weil nur Proteine fluoreszieren, die an das Operator-Array gebunden sind. Um zu analysieren, ob
BiFCROS fir die Kopienzahlbestimmung von Genloki eingesetzt werden kénnte, wurde es in diese
Richtung weiterentwickelt. Anhand der Fluoreszenzintensitat der gesamten Zelle kénnte Riickschluss
auf die Kopienzahl des hybrid FROS-Arrays gezogen werden, weil diese mit Anstieg der Kopienzahl

proportional zunehmen sollte.
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5. Summary

Eukaryotes and prokaryotes differ in the organization of their genomes. Most prokaryotes contain a
single, circular chromosome that is replicated by one single replication origin. Contrary, eukaryotes
possess multiple, linear chromosomes, which are replicated by more than one replication origin.
Whether, and to what extent, Escherichia coli tolerates an eukaryotic genome organization is an
exciting question whose answer could help to develope construction rules for synthetic chromosomes.
This thesis presents DNA replication studies of E. coli strains with multiple-origins on the chromosome
and an E. coli strain with two linear chromosomes. Additionally, a fluorescence-based single-cell
method has been designed and established, which has an improved "signal to background ratio". The

main results can be summarized as follows:

I. E. coli tolerates additional replication origins on the native chromosome, which are able to initiate
DNA replication. DNA replication activity of extra copies of oriC or orill, the replication origin of the
second chromosome of V. cholerae, could be verified. A shortened sequence of oriC, which does not
contain DnaA box R4, is not sufficient to initiate DNA replication on the native chromosome. If orill is
used as additional replication origin, DNA replication shows dysregulated patterns, which are abolished

if oriC and orill locate on two different replicons within the cell.

Il. For design and assembly of DNA sequence libraries for chromosomal integration into bacteria the
program MARSeG (Motif Avoiding Randomized Sequence Generator) was written and the modular
cloning system MoClo was modified. MARSeG allows the design of sequences with a high variability
and the simultaneous exclusion of certain motifs. MoClo has been optimized to increase cloning
efficiency, to simplify assembly operations in library scale and to facilitate genomic integration of
assembled DNA fragments. MARSeG and the modified MoClo vector were used to design and construct

a LacO/TetO hybrid FROS array.

lll. A low background FROS (Fluorescence Repressor Operator System) was designed and established.
The new method BiFCROS (Bimolecular Fluorescence complementation and Repressor Operator
System) is based on fusions of repressor proteins with a split fluorescent protein, which bind to a hybrid
FROS array resulting in fluorescence signals due to bimolecular fluorescence complementation.
Background fluorescence is reduced, because only proteins that are bound to the hybrid FROS array
fluoresce. In order to analyze whether BiFCROS could be used for copy number determination of gene
loci, it was further developed in this direction. Thus, total cell fluorescence intensity should reveal the
copy number of the hybrid FROS array, because it should increase proportionally with increasing copy

number.
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