INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwurde
der
Naturwissenschaftlichen-Mathematischen Gesamtfakultat
der
Ruprecht - Karls - Universitat

Heidelberg

vorgelegt von

Diplom-Biologe Boris Beckmann

aus: Ratingen

Tag der mindlichen Prifung: 05.02.2004



Studien der Genexpressionsanderung wahrend der Entwicklung von

Drosophila melanogaster mittels DNA-Microarrays

Gutachter: Prof. Dr. Frank Sauer

Prof. Dr. Richard Herrmann



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAItSVEIZEICHNIS.......eee s s mmn e ]
ADBKUrZUNGSVEIZEIChNIS. ... .. s e e 1
AT =T 10 010 1= 0 = EoT] U3V RN 3
L= - T 4
1 EINIEIHUNG...c o s 5
1.1 Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ...............cccccuueieinnsniniisissnis s s s ss s s snne s 5
1.1.1 Der MOAElOrGaNISIMUS. .....c.uveiiiiit ettt ettt ettt ettt e et sab et e et e e ettt st e e et e e e eateeenanees 5
1.1.2 Der Lebenszyklus von Drosophila melanogaster...............occciiiiiiiiiiiiiiiie e 5
1.2 Microarray-TeCRNOIOGIE..........ccmiiiiiiri e as e s mn e 10
1.3 GeNEeXPreSSIiONSANAIYSEN.....ccccciiieeriiier i r s s s ae e s s ae e s sae e s e e e s ae e s me e s s nn e e nn e nnnn s 12
1.4 Die Grundlage des Heidelberg FIYAITay.........cccccomimmminiminneninis s ssss s sssss s sss s ssns e 15
2 Material Und Methoden............e i 17
20g T - 1 1= o - | 17
2.1.1 Chemikalien UNd REAGENZIEN........ccccuiiiiiie ettt ettt e et e e et e e e neeeeneeeanneeean 17
2.1.2 Langenmarker fir die GeleleKtrophOrESe. . .......ooiiueiiiiiiieie e e 18
D T B oY/ o = SRR 18
2.1.4 ReagenZIENSALZE (,KITS™). ... eeiiiieieiie ettt e e et e et e ne e nnneas 19
2.1.5 Drosophila melanogaster genomische DNA und Gesamt-RNA..........cccoiiiiiiiiiie e 19
2.1.6 Bakterienstdmme UNd VEKIOTEN...........oiiiiiiiiii et 19
Dt B A O 11T [o] o 18] (=Y o] (o =Y RSSO UPRPO 19
2.1.8 LOSUNGEN UNA PUFFEE......eeiieii ettt et e e e e e ae e e e stee e enteeeneeeenneeeenns 21
2t I T 7= - | PRSP 23
2.1.10 VerbrauChSMAatErial.........oo ittt e e ettt e e e e st e e e e e snbe e e e e e nnneeeeeaan 24
D2 I V= 1 (== 1= o SO OPRPURRN 24
2.1.12 Software und INternNetadreSSEN....... ... 25
20 1= 4 oo - T 26
2.2.1 PCR-Amplifikation der Heidelberg KolleKtion RT..........c.ooiiiiiiiiiii e 26
Herstellung von Tagq DNA-POIYMEIASE.........ccoiiiiiiiiiiiii ettt 26
PCR-Amplifikation mit Gen-spezifischen Primern (,First-step PCR").......cccooviiiiiiiiieeee 26
PCR-Amplifikation mit universellen Primern (,Second-step PCR®)........ccccccoiiiiiiiiiiiiicieeceeeee 27
Kontrolle der Heidelberg Kollektion R1 PCR-AMPIifikationen.............occeviiiiiiiiiiiiiieciec e 28
2.2.2 Herstellung heterogener Kontrollen flr die Microarray-AnalySe............ceeevecvieeeeiicieee e 28
PCR-Amplifikation der KONrOHEN...........c.uviiiii e et e e e 28
Aufreinigung der PCR-PrOAUKLE. .........coiiuiiiiiie ettt e e s e e s e e snneeesneeean 30
Herstellung externer Kontroll-mRNA durch in vitro Transkription.............cccooiiiiiiiiieee e 30
2.2.3 Bestimmung der RNA-KONZENration..........c.uuiiiiiiiiii e 30
2.2.4 RNA-Agarosegelelektrophorese (denaturierend)...........ccoooueeeeiiieiiiee i 31
2.2.5 Bestimmung der DNA-KONZEeNtration..............oiiiiiiiiie e 31
2.2.6 Herstellung komplexer genomischer Kontrollen fur die Microarray-Analyse..........ccccooceeeiiiiinee.n. 32
2.2.7 Herstellung von Positionsmarkern fir die Microarray-AnalySe...........cccocveeiiieiiiieciiiee e 32
2.2.8 Herstellung der cDNA-Microarrays (,Heidelberg FIYArray ). 32
Vorbereitung der PCR-PrOAUKLE. ..........ooiiiiiiiii ettt 32



Inhaltsverzeichnis

Auftragung der DNA (,Spotting“) auf Glasobjektrager...........ooo oo 33
Nachbehandlung (,Processing”) der CDONA-MICrOAITaYS..........ceeiruiiiiiieiiiee et 33

2.2.9 Fluoreszenzmarkierung vON NUKIEINSAUMEN..........c..coiuiiiiiiiiiiiei e 34
Fluoreszenzmarkierung VON DINAL..... ..ottt e b e 34
Fluoreszenzmarkierung von RNA durch cDNA-Erststrangsynthese (Reverse Transkription).............. 34
2.2.10 Reinigung von markierten NUKIEINSAUIEN...........cccoiiiuiiiiiii e 35
2.2.11 Photometrische Bestimmung der Einbaurate von Cy5/Cy3..........coooiiiiiiiiiiieeie e 35
2.2.12 Hybridisierung auf CDNA-MICIO@ITAYS..........c.ueiieeiiiiiiie e it e e eetee e e e e e e e s et e e e e setaeeeessentaeeaeesnees 36
2.2.13 Auswertung der HybridiSierungsdaten...............eoiiiiiiiiiii e 37

ST To g E= 110 1= £ 1x o o TR 37
Quantifizierung der gemessenen Signalintensitaten..............cuviiiiiiiiii 37
Normalisierung und Datenanalyse mit M-CHIPS............cccooiiiiiii e e 38
Statistische Analyse der differentiellen GenexXpresSIiON...........c.ueiiiiiiiiiiii i 40
Clusteranalysen der Transkriptionsprofile exprimierter Gene............cocoeeiiiiiiiiciiee e 41
Datenbankanwendung und Bioinformatik............coooiiiiiiiiiii e 42

B e 1= o 1= SRR A4
3.1 Optimierung der Eigenschaften fiir Microarrays mit hoher Dichte...........c.cccciiiimiiiomnrccnre s 44
3.1.1 Ziel der OPtMIEIUNGEN........oii it e bt e e st e e e e e b e e nnn e e nns 44
3.1.2 Verwendung unaufgereinigter PCR-Produkte.............cccooiiiiiiiiiiiii e 44
3.1.3 Erh6éhung der DNA-Bindungskapazitat auf Glasobjekttragern............cccoveviiiiiiiiiicec e, 47
3.1.4 Auswahl der geeigneten Glasobjektrager...........ccoo i 49
3.2 Aufbau des Microarray ,,Heidelberg FIyArray“..........ccccoimiiiminimnniiiie e s 51
3.2.1 PCR-Amplifikation der Heidelberg Kollektion R1...........cocciiiiiiiiiiiiee e 51
3.2.2 Herstellung der heterologen KONtrOIEN............uuuiiiiiiiiiiiiieeee e 53
3.2.3 Herstellung der CDNA-MICIOAITAYS. .........uiiiiiiiiiii ettt e e s e e e s abeeeeeennns 54
3.3 Durchfilhrung der EXperimente............cccuiciiininininisi s s s s s 55
3.3.1 Fluoreszenzmarkierung der RNA ... . e e s e e s aneeeeeenes 55
3.3.2 Hybridisierungen auf den MICTOAITaYS...........ccuiiiieieiiiee e eieee et e e esee e e e e e eneeeeseeeeenneeeenneas 56
3.3.3 Signaldetektion und Quantifizierung der Hybridisierungsdaten.............ccocoviiieiiiincie e 58
3.4 Analyse der differentiellen Genexpression in der Entwicklung von Drosophila melanogaster....... 58
3.4.1 Filterung und Auswertung der Daten mit M-CHIPS............cooiii e 58
3.4.2 Statistische Analyse der differentiellen GenexpreSSION..........ccoiuiiiiiiiiiie i 61
3.4.3 Analyse der Genregulation mit Self-organizing maps und k-means - Clusteralgorithmen............... 62

L=l a0l o Yol =1 E] e= Lo 11 o PO RPN 64

[ 1T o 1y = Lo 110 SRR 65
................................................................................................................................................................ 69

=BT o] oT=T g <3 €= To |10 o PSRN 70

F e U153 =To [ U] o OO SPTR 73

IS To T g 1S1 T [ O 013 () S 73
Ty 0 == oY T 76
4.1 Methoden zur Untersuchung der GeneXPreSSIiON.........ccccviccicrerirsssssrersssssssresssssssseessssssssesssssssssessssssnes 76
4.1.1 Optimierung der DNA-Chip-TeChNOIOGIE........ccccuviiiiiieiiiieeiit et 76
4.1.2 PCR-Amplifikation der Heidelberg Kollektion R1 und Konstruktion des Heidelberg FlyArray......... 78
4.1.3 Markierung der RNA ... ettt b et b e et s 80



Inhaltsverzeichnis

4.1.4 Hybridisierung der MIiCrOQITAYS. ........ooiuuiiie ettt e e e et e e e e enbe e e e e e eteeeeeesanneeeaeeannes 81

4.1.5 Auswertung der EXpresSioNSAAteN........ccccuvii it e 82

4.2 Untersuchung der Genexpression im Verlauf der Entwicklung von Drosophila melanogaster....... 83
4.2.1 Genannotationen und Transkriptom von Drosophila melanogaster.................ccccccvceiiciiinienennennn 83

4.2.2 Genexpression in den Entwicklungsstadien bei Drosophila melanogaster.............ccccccocccvevicnennneen. 85

e = < 90

L T 141 =T Vo 11Ty T 92
6 Eigene PUbliKatioNeN............oo it 93
7 LiteraturverzeiChnis...... ..ot 94



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

aa-dUuTP
ATP
bp
BSA
cDNA
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
dUTP
DTT
E. coli
EDTA
g
IPTG
h

k

kb

ORF

PCR
PP

PS
RNA
RNase

Aminoallyl-2'-Desoxyuridin-5'-triphosphat

Adenosin-5'-triphosphat
Basenpaare
Rinderserumalbumin
komplementare DNA
2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat
doppelstrangige DNA
2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat
2'-Desoxyuridin-5"-triphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Gramm
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid
Stunde

kilo (1000)

Kilobasenpaare

Liter

Molar

milli (10°3)

Megabasenpaare

Minuten

messenger RNA

nano (10°)

Optische Dichte

offener Leserahmen (open reading frame)

pico (107"?)

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

Polypropylen
Polysterol
Ribonukleinsaure
Ribonuklease



Abkurzungsverzeichnis

rem
RT
SDS
SSC
ssDNA
TAE
Taq
TE

Tm
TNE
Tris

uv

wiv

w/w

Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur / Reverse Transkription
Natriumdodecylsulfat

Saline Sodium Citrate

Einzelstrang DNA (single stranded DNA)
Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-EDTA

Schmelztemperatur

Tris-Natrium-EDTA
Tris-(hyrdoxymethyl)-aminomethan

Unit

Ultraviolett

Volt

weight/volume

weight/weight

Mikro (10°)



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Fruchtfiege Drosophila melanogaster ist einer der am besten untersuchten
Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie. Die Kenntnis des Genoms und die Zahl der
annotierten protein-kodierenden Gene von Drosophila sind jedoch Schwankungen
unterworfen, da sie meist auf Computerberechnungen bereits bekannter Gene und nur
teilweise auf experimentellen Nachweisen beruhen. Um das Transkriptom von Drosophila im
Verlauf der Entwicklung zu untersuchen und neue potentielle Gene zu identifizieren wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein DNA-Microarray entwickelt, mit dem Veranderungen in der
mRNA-Expression analysiert wurden. Auf der Grundlage einer neuentwickelten ab initio
Genvorhersage im Rahmen einer Koorporation wurden spezifische Primer generiert, die eine
Amplifikation der potentiellen Gene ermdglichten. Mit einem zweistufigen PCR-Protokoll
konnten 20.948 (98%) PCR-Fragmente von 21.396 vorhergesagten Genen amplifiziert
werden. Diese wurden als Basis fur die Herstellung des Microarrays verwendet. So war es
moglich die Vorteile computergestutzter in silico- Berechnungen der moglichen Gene mit
experimentellen Analysen zu kombinieren, um die Expression von Genen zu detektieren.
Durch Optimierung der Protokolle und Methoden in der DNA-Chip-Konstruktion wurde ein
hochdichter Microarray hergestellt, der nahezu das gesamte Transkriptom von Drosophila
reprasentiert. Die Analyse differentiell exprimierter Gene erfolgte jeweils mit zwei RNA-
Populationen die wahrend der reversen Transkription mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und anschlielend auf einem Microarray co-hybridisiert
wurden. Es wurden Hybridisierungen mit der RNA aus 9 unterschiedlichen
Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster durchgefihrt, die den gesamten
Lebenszyklus der Fliege umfassten. Nach der Quantifizierung der detektierten
Signalintensitaten erfolgte die bioinformatische Datenanalyse mit unterschiedlichen
Softwareprogrammen. Die Genexpressionsanalysen ergaben das 13.812 Gene im Verlauf
der Entwicklung von Drosophila exprimiert werden, wovon ungefahr 2.500 bisher
unbekannten Genen entsprechen. Es konnte aullerdem gezeigt werden, dal die
Entwicklungsstadien spezifische Regulationen von Genaktivitdten aufweisen, die mit
morphologischen Veranderungen wahrend der Entwicklung korrelieren und dall Gengruppen
ahnlicher biochemischer oder physiologischer Funktion gemeinsam reguliert werden.



Abstract

Abstract

The fly Drosophila melanogaster is one of the best known model organism in current
Developmental biology. Assuming to know the structure of the genome and the amount of
annotated genes coding for proteins based on in silico predictions and partially experimental
data only has to be treated with caution since it lacks experimental evidence.

To study the gene expression during the development of Drosophila, a new DNA-Microarray,
the Heidelberg FlyArray, was developed to identify potential new genes.

A novel ab initio gene prediction allowed the generation of 20,948 (98%) amplicons in a two-
step PCR-process based on 21,396 specific primer pairs calculated from the genomic
sequence of Drosophila. Using these Amplicons for the construction of the microarray, we
combined the advantages of in silico gene predictions with an experimental tool to monitor
gene expression. By optimising protocols and methods for DNA-chip construction and
handling, a high-density microarray was built covering nearly the whole transcriptome of
Drosophila. For the analysis of differential expressed genes, total RNA taken from nine
stages of Drosophila development, was reverse transcribed and indirect labeled with
different Cy3/Cy5-fluorophores. The labeled cDNAs, representing the life cycle of Drosophila
were co-hybridised onto the microarray. After detection and quantification of the signals,
computational analysis on the data was performed. Using different filtering and statistical
bioinformatic methods, we found 13,812 genes expressed throughout the development of
Drosophila and identified nearly 2,500 novel genes. The application of various clustering
methods on the expressed genes revealed transcriptional profiles of gene regulation specific
for the stages and co-regulation of genes with similar function in biochemical pathways and

physiology.
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1 Einleitung

1.1 Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster

1.1.1 Der Modellorganismus

Drosophila melanogaster (,Gemeine Essigfliege®) gehoért zur Familie der Taufliegen und
spielt seit Anfang des letzten Jahrhunderts eine herausragende Rolle in der klassischen
Genetik und modernen Entwicklungsbiologie. Aufgrund ihrer anspruchslosen Haltung im
Labor und der hohen Reproduktionsrate eignet sich Drosophila vorzuglich fir die Studie
genetischer Mechanismen in der Entwicklung eines Organismus. Obwohl Drosophila zu den
Wirbellosen zahlt hat sie das Verstandnis genetischer Grundlagen der Wirbeltierentwicklung
enorm erweitert. Viele Schlisselgene der Wirbeltiere (z.B. Mensch oder Maus) wie die an
der Entwicklung beteiligten Homéobox-Gene wurden zuerst bei Drosophila entdeckt, und es
konnten Mechanismen wie Achsendeterminierung, Identifizierung von Signalzyklen und die
Transkriptionsregulation bei der Entstehung der Musterbildung auf molekularer Ebene
aufgeklart werden. Ein weiterer wichtiger Schritt fir das Verstandnis komplexer genetischer
Systeme war die Sequenzierung des Drosophila-Genoms im Jahre 2000.

Das Genom von Drosophila hat eine Lange von 180 Mb, wovon ca. ein Dirittel
Heterochromatin ist. Die 120 Mb Euchromatin verteilen sich auf vier Chromosomen: zwei
Autosomen, ein X-Chromosom und ein kleines Chromosom, das nur ungefédhr 1 Mb
Euchromatin enthalt. Es wird angenommen, daf} die Zahl der proteinkodierenden Gene ca.
14.000 betragt [1]. Die Sequenz des Genoms liegt mittlerweile in der dritten Version mit
fehlerbereinigten Sequenzinformationen vor [2].

1.1.2 Der Lebenszyklus von Drosophila melanogaster

Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist aufgrund zahlreicher genetischer Studien und
der Mdglichkeit, genetische und chirurgische Manipulationen kombinieren zu kdnnen eines
der am besten erforschten Entwicklungs-Modellsysteme [3,4]. Das Ei von Drosophila ist
wurstférmig und an einem kleinen Fortsatz der auferen Hille, der Mikropyle, zu erkennen.
Diese Hiulle umschliel3t das ganze Ei. Spermien kénnen durch diese Mikropyle in das
anteriore Ende des Eies eindringen. Nach der Befruchtung erfolgt die Verschmelzung der
Zellkerne von Eizelle und Spermium und der Zellkern der Zygote durchlauft eine Reihe
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schneller mitotischer Teilungen. Im Gegensatz zu den meisten anderen Tierembryonen wird
das Cytoplasma jedoch nicht geteilt, sondern es entsteht ein Syncytium bei dem sich viele
Zellkerne in einem gemeinsamen Cytoplasma befinden. Das bedeutet, dall der Embryo
wahrend seiner frihen Entwicklung praktisch aus einer einzigen Zelle besteht. Erst nach
Einsetzen der Segmentierung wird der Embryo vielzellig. Dieser Umstand ist ein
entscheidender Unterschied und Vorteil fur Manipulationen auf genetischer Ebene
gegenuber anderen Organismen. Nach neun Teilungen wandern die Kerne an die Peripherie
und bilden das syncytiale Blastoderm. Die vorlaufige Zellbildung erfolgt durch eine
Einstllpung der Membranen an der Oberflaiche des Eies in welche die Zellkerne
eingeschlossen werden. Die endglltigen Zellen werden nach 13 durchlaufenen Mitosen
gebildet, wobei ca. 15 Zellen am Hinterende des Embryos verbleiben und sich zu den
Polzellen weiterentwickeln, die spater zu Keimzellen (fir Spermien und Eier) werden.

Durch das Syncytium kdnnen Proteine, z.B. Transkriptionsfaktoren, wahrend der ersten drei
Stunden der Entwicklung zwischen den Zellkernen diffundieren und die Genaktivitat durch
Bildung von Transkriptionskaskaden beeinfluen. Die weibliche Fliege produziert mRNAs
und Proteine im Ei, die das frUheste Stadium der Drosophila-Entwicklung steuern, weshalb
man sie als maternale Gene bezeichnet. Sie bilden einen Gradienten von maternalen
Transkriptionsfaktoren, die entlang der anterio-posterioren und der dorso-ventralen
Korperachsen verlaufen, und aktivieren nach der Befruchtung in bestimmten Bereichen
zygotische Gene.
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Abb.1.1: Lebenszyklus von Drosophila melanogaster aus [3].

Das enstehende Muster unterteilt den Embryo in unterschiedliche Regionen, die alle eine
spezifische zygotische Genaktivitdt aufweisen. Insgesamt existieren 4 Hauptklassen von
zygotischen Genen: Lickengene, Paarregelgene, Segmentpolaritdtsgene und Selektorgene.
Die Entwicklungsgene sind in einer festgelegten zeitlichen Reihenfolge aktiv, wodurch sich
eine Art Hierarchie der Genaktivitaten entwickelt, bei der eine Gruppe von Genen flur die
Aktivierung einer anderen Gengruppe und daher flr das nachste Entwicklungsstadium
essentiell ist. Von einer einzigen epithelialen Schicht des zellularen Blastoderms stammen
alle zukiinftigen Gewebe ab. Der Mitteldarm des adulten Tieres wird aus dem vorderen und
hinteren Bereich des Entoderms gebildet. Das zukiinftige Mesoderm befindet sich in der am
weitesten ventral gelegenen Region. Wahrend der Gastrulation wandern entodermale und
mesodermale Gewebe an ihre Positionen im Embryoinneren und das Ektoderm bildet die

aulere Schicht. Die Gastrulation beginnt drei Stunden nach der Befruchtung, indem sich das
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zukunftige Mesoderm in der Bauchregion einstulpt und entlang der ventralen Mittellinie eine
Furche bildet. Ahnlich dem Neuralrohr der Wirbeltiere gelangen Mesodermzellen nach innen,
wobei eine mesodermale Rohre entsteht. Die Zellen wandern nach dem Ablésen von der
Oberflache des Neuralrohres unterhalb des Ektoderms ins Innere, wo sie spater Muskeln
und andere Bindegewebe bilden. Im Gegensatz zu den Wirbeltieren verlauft bei Insekten wie
bei allen Arthropoden der Hauptnervenstrang nicht auf der dorsalen, sondern auf der
ventralen Seite. Ektodermale Zellen aus der Ventralregion, die das Nervensystem bilden,
verlassen nach der Einstilpung des Mesoderms die Oberflache und lagern sich zwischen
dem Mesoderm und dem aufieren Ektoderm zu den Neuroblasten zusammen. Gleichzeitig
entwickeln sich zwei Einstilpungen an beiden Seiten des zuklnftigen anterioren und
posterioren Mitteldarms, die nach innen wachsen und zum Entoderm des mittleren Darmes
verschmelzen. Das Ektoderm wird dahinter an beiden Seiten nach innen gezogen und bildet
den Vorder- und Enddarm, wahrend sich die &aufere Ektodermschicht zur Epidermis
entwickelt. Das ventrale Blastoderm (Keimstreifen) umfal3t die wichtigste Rumpfregion und
breitet sich wahrend der Gastrulation aus, wodurch die hinteren Rumpfbereiche um das
Hinterende herum auf die bisherige Dorsalseite geleitet werden. Nach der
Embryonalentwicklung zieht sich der Keimstreifen wieder zurtuck. Bei einer Ausdehnung
lassen sich erste Anzeichen der Segmentierung erkennen. Es zeigt sich dabei eine Reihe
gleichmaRig angeordneter Vertiefungen, welche die Grenzen der Parasegmente darstellen,
aus denen sich spater die Segmente der Larve und der adulten Fliege entwickeln. Die
Parasegmente und Segmente sind gegeneinander verschoben, wobei ein Segment jeweils
aus dem hinteren Teil des einen und dem vorderen des folgenden Parasegmentes besteht.
Insgesamt besteht der Embryo aus 14 Parasegmenten, von denen drei an den Mundpartien
des Kopfes, drei an den Thorax- und acht an den Abdominalsegmenten beteiligt sind. Der
nachste groRe Entwicklungsschritt ist die Larve, die etwa 24 Stunden nach der Befruchtung
schlipft und deren unterschiedliche Korperbereiche bereits mehrere Stunden vorher
ausgebildet wurden. Der Kopf der Larve besteht aus einem vorderen Bereich, dem Akron
und dem am weitesten hinten liegendem, der als Telson bezeichnet wird. Aufgrund von
besonderen Merkmalen in der Cuticula, die durch Ausstilpungen der Epidermis zustande
kommen, wird der dazwischen liegende Teil in drei Thorax- und acht Abdominalsegmente
unterschieden. Jedes Segment besitzt charakteristische cuticulare Strukturen wie z.B.
Dentrikelstreifen auf seiner Ventralseite. Die Larve fridt und nimmt an KorpergrofRe zu,
worauf Hautungen stattfinden und die Cuticula abgeworfen wird. Das geschieht zweimal,
wobei jedes Stadium als Larvenstadium (Instar) bezeichnet wird. Neben spezifischen
Organen besitzt die Larve weder Fligel noch Beine und auch weitere Organe erscheinen
erst nach dem dritten Larvenstadium durch die Metamorphose, die hormonell reguliert wird.
Die Organe und GliedmalRen der Puppe sind jedoch bereits in der Larve als
Imaginalscheiben angelegt. Dies sind Strukturen aus zukunftigen Epidermalzellen, die aus



Einleitung

dem zellularen Blastoderm stammen und jeweils aus ungeféhr 40 Zellen bestehen. Es bilden
sich daraus gefaltete Epithelsackchen, die wahrend des gesamten Larvenstadiums
mitwachsen. Imaginalscheiben existieren flr jedes der sechs Beine, fir die beiden Fllgel
und Halteren, flir den Genitalapparat, die Augen, die Antennen und die Kopfstrukturen der
adulten Fliege. Nach dem Puppenstadium, das durch weiteres Wachstum gekennzeichnet
ist, schlipft nach ca. neun Tagen die erwachsene Fliege.

Speichel- Imaginalscheiben fiir:
drusen\ . Mundwerkzeuge —————————

e

Antenne — st
Auge —

Bein —————

Haltere

Flugel

Geschlechts- —
apparat

Abb.1.2: Die Metamorphose. Aus den Imaginalscheiben der Larve entstehen im Verlauf der
Metamorphose adulte Strukturen wie GliedmaRen und Organe in der erwachsenen Fliege, aus [3].
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1.2 Microarray-Technologie

Der DNA-Chip ist allgemein ein Uberbegriff fir die Anwendung bei der
Nukleinsduremolekile in einem Raster auf einen Trager aufgebracht werden. Man
unterscheidet je nach Tragermaterial, Nukleinsdureart und Mechanismus der
Immobilisierung hauptsachlich drei Klassen von DNA-Chips: ,Macroarrays®, ,Microarrays®
und ,Oligo-Arrays” [5,6]. Um Missverstandnissen vorzubeugen, wurde die Terminologie fur
die DNA-Chip-Technologie in Ubereinstimmung mit einer Konvention [7] wie folgt definiert:
die auf dem Chip immobilisierte DNA wird als Sonde (,probe“) bezeichnet auf die die
freibewegliche Probe (,target) in Form markierter DNA oder RNA hybridisiert wird.
Macroarrays wurden von Southern (1975) im Rahmen neuer Hybridisierungstechniken
entwickelt. Sie bestehen aus Membranen wie Nitrocellulose, Nylon oder Polypropylen, auf
die Sonden in Form von PCR-Produkten (ca. 200 — 3000 bp), Plasmid-Klonen (ca. 2000 —
10.000 bp) oder lange Oligonukleotiden (50 — 70 bp) [8] mechanisch oder mit der Hand
aufgebracht werden. Die Bindung der DNA erfolgt elektrostatisch Uber die positiv geladene
Oberflache der Membranen. So befinden sich dann in jedem dieser Auftragspunkte (,Spots®)
identische Nukleinsduremolekille die viele Kopien einer bestimmten Sequenz tragen und
damit ein Gen reprasentieren. Aufgrund des pordsen Tragermaterials wird eine groRere
Menge an Sondenmaterial fir den Auftrag erforderlich, wobei Raster mit einer Dichte von
nicht mehr als 100 Sonden pro cm? erstellt werden kénnen, was bei einer MembrangroRe
von 22x22 cm ungefahr 36.000 Sonden entspricht. Durch die Grofle und die Pordsitat der
Membranen erfolgt die Hybridisierung in relativ groen Volumina von bis zu 20 ml, wodurch
die Probe stark verdinnt wird. Die Markierung der Proben erfolgt meist radioaktiv oder
chemilumineszent. Microarrays werden meist aus festen Tragermaterialien, wie Glas
hergestellt. Als Sonden werden auch hier PCR-Produkte oder lange Oligonukleotide, in
selteneren Fallen auch Plasmid-Klone verwendet. Die DNA-Sonden werden mit Hilfe von
speziellen Robotern (,Arraying device®) mechanisch in einem definierten, hochdichten
Raster auf das Glas aufgebracht (siehe Abb. 1.3).
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Abb.1.3: Ein Microarray-Roboter beim Auftragen der Sonde. Der Ausschnitt zeigt den Kopf mit den
Nadeln (,,pins“) die geléste DNA-Sonden in einem Fliissigkeitsreservoir enthalten und durch Kontakt mit
der Oberflache auf die Glasobjekttrager auftragen (,,spotting®).

Die Glasoberflache wird vor dem DNA-Auftrag so modifiziert, dal® die Nukleinsduremolekile
entweder kovalent (z.B. Uber Aldehydgruppen) oder ber Ladungswechselwirkungen (z.B.
Uber Aminogruppen) an der Oberflache fixiert werden konnen. Im Gegensatz zu den
porésen Membranen sind aufgrund der soliden, undurchlassigen Tragereigenschaften des
Glases wesentlich geringere Mengen an Sondenmaterial fur den Auftrag noétig. Eine
Miniaturisierung der Microarrays wird aus diesem Grund und durch die Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Hybridisierungsproben, die entweder mit hochauflésenden CCD-
Kameras oder mit konfokalen Lasermikroskopen detektiert werden konnen, erreicht. Durch
die Prazision der robotergesteuerten Fixierung der DNA werden Raster von einer Dichte mit
bis zu 2000 Sonden pro cm? auf dem Microarray ermoglicht. Normalerweise werden
Glasobjekttrager mit dem Standardformat 25x75 mm verwendet. Fur eine Hybridisierung
sind nur sehr kleine Volumina von 10 — 50 ul, meist unter einem Deckglas nétig, wodurch
eine hohe lokale Probenkonzentration und folglich eine verstarkte Sensitivitat erreicht wird.
Die dritte Klasse, die sogenannten Oligo-Arrays stellen eine Abwandlung der Microarrays
dar und unterscheiden sich dadurch, dal die Sonden in Form von kurzen Oligonukleotiden
in situ auf der Oberflache des Chips synthetisiert werden. Die Oligonukleotide werden dabei
photolithographisch oder chemisch synthetisiert. Dabei werden die Oligonukleotide pro
Zyklus jeweils um ein Nukleotid verlangert [9,10]. Durch das photolithographische Verfahren
werden derzeit die hochsten Rasterdichten mit bis zu 400.000 Oligonukleotiden auf einer
Flache von 1,6 cm? erreicht (Affymetrix). Die Spezifitat fiir ein Gen ist aufgrund der kurzen
Oligonukleotide nicht immer gewahrleistet, weshalb meistens mehrere verschiedene
Oligonukleotide fur ein Gen ausgewahlt werden, die die gesamte Gensequenz abdecken.

11



Einleitung

1.3 Genexpressionsanalysen

Nach der Sequenzierung ganzer Genome erforderte die darauffolgende Phase der
Genomforschung, die ,funktionelle Genomanalyse®, die Entwicklung effizienter Techniken
um die Expression mehrerer tausend Gene parallel zu identifizieren. Uber die Sequenzdaten
hinaus ist es von besonderem Interesse Methoden zu entwickeln, die es erlauben Gene
nicht nur individuell zu untersuchen, sondern auch das genregulatorische Netzwerk ganzer
Organismen zu erfassen [11].

Eine der entwickelten Hochdurchsatztechniken ist die Analyse der Genexpression mittels der
DNA-Chip-Technologie, die auf der Hybridisierung von mRNA oder Gesamt-RNA auf ein
geordnetes Raster von immobilisierten Nukleinsduremolekilen basiert, welche mit den
Sequenzen der zu analysierenden Gene Kkorrelieren. Bei alteren Techniken wie dem
.,Northern Blot* kdnnen nur einzelne Gene analysiert werden, hingegen ist es mit der DNA-
Chip-Technologie moglich die Expression meherer tausend Gene gleichzeitig zu
untersuchen [12,13]. Die verwendeten Microarrays basieren zumeist auf cDNA-Bibliotheken
bei denen die klonierten cDNA-Fragmente mittels PCR amplifiziert und anschlieend auf den
Glasobjekttrager aufgebracht werden. Bei der Verwendung von cDNA-Bibliotheken liegt der
Vorteil fur die Untersuchungen darin, dal} weder die Sequenz, noch ndhere Informationen
Uber einzelne Gene vorliegen muissen. Der Nachteil ist, dall zwischen eventuell
vorhandenen Spleiss-Varianten nicht differenziert werden kann. Bei bekannter Sequenz des
Genoms konnen spezifische Primerpaare fur eine gezielte Amplifikation oder lange
Oligonukleotide (50 — 70 bp) zur Herstellung der Microarrays verwendet werden. Die aus
dem ganzen Organismus-, oder aus Gewebe isolierte RNA wird fUr die Hybridisierung als
komplexe Probe markiert. In der zu untersuchenden biologischen Probe sind alle
vorhandenen mRNA -Spezies entsprechend ihrer Transkriptmenge reprasentiert.

Je hoher die Expression eines Gens ist, desto groRer ist sein Anteil in der markierten RNA
und dementsprechend starker ist das zugehdrige Hybridisierungssignal auf dem DNA-Chip
[14]. Verwendet man flir die Markierung zweier Proben unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe, die aufgrund ihrer Exitations- und Emissionsspektren unabhangig
voneinander detektiert werden kdnnen, kann man die beiden Proben in einer kompetitiven
Hybridisierung einsetzen. Zu diesem Zweck werden die beiden mRNA-Spezies, z.B. aus
verschiedenen Zelltypen oder Entwicklungsstadien mit unterschiedlichen Farbstoffen
markiert und gleichzeitig auf einem Microarray hybridisiert. In einer einzelnen Hybridisierung
kénnen somit zwei unterschiedliche mRNA-Spezies direkt quantitativ verglichen werden. An
die Hybridisierung der markierten Proben mit korrelierenden Sonden schlie3t sich eine
Detektion und Quantifizierung der erhaltenen Signalintensitdten sowie eine ausfuhrliche
computergetutzte Datenanalyse an [15,16].
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Abb.1.4: Ablauf der Genexpressionsanalyse mit Microarrays. A) Zwei unterschiedliche RNA-Proben
werden enzymatisch mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert (B+C). Die Proben werden gemeinsam
auf einen Microarray hybridisiert (D). Es folgt die Detektion der Signalintensititen beider Farbstoffe
mittels eines Lasers und die Generierung von Falschfarbenbildern durch Uberlagerung beider
gescannten Farbkanile (E).

Zunachst werden die Daten normalisiert [17], um die Hybridisierungen direkt miteinander
vergleichbar zu machen wund Unterschiede zwischen einzelnen Hybridisierungen
auszugleichen. Grinde fur die Ungleichheit kdnnen ungleiche Ausgangsmengen von RNA
oder cDNA, unterschiedliche Effizienz der Markierungsreaktion, Unterschiede im
Hybridisierungsverhalten oder abweichendes Signalverhalten bei der Detektion sein. Da die
Ergebnisse der Experimente statistisch validiert werden missen erfolgt meist ein
mehrmalige Wiederholung der kompetitiven Hybridisierungen und daher auch eine
Normalisierung zwischen verschiedenen Microarrays [18]. Werden in einem Experiment zwei
Zustande miteinander verglichen, z.B. Kontrolle und veranderter Zustand, kdnnen die
Resultate der Datenanalyse in einem zweidimensionalen Koordinatensystem aufgetragen
werden. Dabei werden die normalisierten Signalintensitaten des veranderten Zustandes
gegen die normalisierten Signalintensitaten des Kontrollzustandes aufgetragen. Der daraus
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resultierende Faktor fur die Induktion bzw. Repression eines Gens ergibt sich aus dem

Verhaltnis der Signalintensitaten (veranderter Zustand / Kontrollzustand) [19, 20].
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Abb.1.5: Schema der Genexpression. Auftrag der Signalintensitaten zweier RNA-Proben. Griine Punkte
entsprechen Genen, die im veranderten Zustand stidrker exprimiert werden als im Kontrollzustand. Gelbe
Punkte zeigen gleich stark exprimierte Gene. Rote Punkte reprasentieren Gene, die im verdnderten
Zustand schwacher exprimiert werden als in der Kontrolle.

Die Gene, die in beiden Bedingungen gleich stark exprimiert werden, besitzen die gleichen
Signalintensitaten und liegen in dem Koordinatensystem auf der Ursprungsgeraden mit einer
Steigung von eins. Gene, die in dem veranderten Zustand der Zelle starker exprimiert
werden als in der Kontrollbedingung liegen oberhalb; Gene, die schwacher exprimiert
werden, unterhalb dieser Geraden. Fir die Normalisierung und nachfolgende Kontrolle der
Hybridisierungsqualitadt wurde die Software M-CHiPS [21] eingesetzt, die in der Abteilung
Funktionelle Genomanalyse am DKFZ entwickelt wurde. Die Software nutzt die
Korrespondenzanalyse [22], eine Projektionsmethode, die die Verhaltnisse zwischen den
analysierten Genen und den Hybridisierungen darstellt. Die Gene, die in einer Bedingung
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herauf- oder heruntereguliert werden, sind von besonderem Interesse, da sie die
Veranderung der Genexpression reprasentieren. Um Muster in der Genexpression unter
verschiedenen Bedingungen und gleichmaRig regulierte Gruppen von Genen zu
identifizieren, werden sogenannte Clusteranalysen verwendet, die ihren Ursprung meist in
der statistischen Datenanalyse haben. Zu diesen Methoden, Genexpressionsdaten zu
analysieren, gehéren das hierarchische Clustering [23], k-means Clustering [24], Self-
Organizing Maps [25] oder die Principal Component Analyse [26].

1.4 Die Grundlage des Heidelberg FlyArray

Die Zahl der Gene des Genoms von Drosophila melanogaster wurde in einer ersten
Annotation des ,Berkeley Drosophila Genome Project* (BDGP) auf 14.000 geschatzt [1].
Einige Vergleiche dieser Annotation mit bekannten Proteinsequenzen [27], in silico Daten
[28] sowie neuen ,Expressed Sequence Tags“ (ESTs) [29,30] lie jedoch an der
Genauigkeit dieser vorhergesagten Genzahl zweifeln. Die Annotationen des BDGP basieren
im wesentlichen auf EST-Daten und Homologiekriterien aus ab initio Genvorhersagen von
Genie [31] und GENSCAN [32], weshalb hauptsachlich bereits bekannte Gene, oder Gene
mit groRer Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen entdeckt wurden. Gene, die fiir Proteine
unbekannter Funktion kodieren, kénnen daher ,ibersehen” werden. Eine Méglichkeit dies zu
umgehen, ist der Genom-Vergleich mit verwandten Spezies wie Anopheles gambiae [33]
und Drosophila pseudoobscura [34] unter der Voraussetzung dal gentigend Gene zwischen
den Arten im Laufe der Evolution konserviert wurden.

Um die Limitierungen der Genvorhersagen zu umgehen, sollte ein Microarray, der nahezu
das gesamte Transkriptom von Drosophila abdeckt, entwickelt werden. Zu diesem Zweck
wurde zuerst eine aus der BDGP Drosophila Genomannotation Version 2.0, der BDGP
cDNA Kollektion Version 1.0 [35] und aus ab initio Genvorhersagen der Fgenesh-Software
[36] kombinierte Genannotationsliste erstellt. Die Fgenesh-Software benutzt unter anderem
einen weniger stringenten Algorithmus fur die Definition der 5'- und 3'-Termini eines Exons
als die obengenannten Algorithmen, weshalb der vorhergesagte Gensatz aus 20.622 Genen
bestand. Dieser Satz wurde mit den BDGP Annotationen kombiniert unter der
Voraussetzung, dall Genvorhersagen die eine Uberlappung der Exonsequenzen von Uber
30% aufweisen, das gleiche Gen reprasentieren. Die endglltige Genliste wurde als
.Heidelberg Prediction* (HDC) bezeichnet und enthielt 21.396 potentielle Gene, wovon 7.464
Gene einzig aus der Fgenesh-Vorhersage entstammten und nicht in der BDGP Annotation
vorhanden waren. Dal} die Gene der Heidelberg-Vorhersage nur zu einem geringen Teil
konservierte Gene darstellen, zeigte ein Vergleich mit der Sequenz von Drosophila
pseudoobscura, wobei nur ca. 13% der Gene eine Sequenzubereinstimmung von mehr als
50% aufwiesen [37]. Dies bedeutet, dal} die Gene der Heidelberg-Vorhersage kaum
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Homologien mit konservierten DNA-Sequenzen oder Proteinmotiven zeigen, was umgekehrt
bedeuten kénnte, dald die Gene fir Drosophila melanogaster-spezifische neuartige
Proteine-, oder bisher nicht entdeckte Proteinfamilien kodieren kénnten. Auf Grundlage der
Heidelberg prediction wurden daher mit Hilfe der GenomePride-Software [38] spezifische
PCR-Primer fur 21.306 potentielle Gene konstruiert. Diese Software erlaubt das Design
spezifischer Primer fir das komplette Transkriptom eines Organismus durch eine Strategie,
die in zwei Phasen gegliedert ist: Zuerst wird in der Exonstruktur eines Gens die optimale
Zielregion zwischen den Exons ermittelt und ein Amplikon von benutzerdefinierter GroéRRe, in
unserem Fall 500 bp, berechnet. In einem zweiten Schritt wird die optimale Position beider
Primer fir das Amplikon ermittelt, wobei die 5'- und 3'- terminalen Regionen ausgeschlossen
werden, so das die PCR-Amplifikation an zentraler Position innerhalb des selektierten Exons
erfolgen kann. Auf diese Weise wurde die Heidelberg Kollektion R1 generiert, die je ein
Primerpaar fur die 21.306 Gene beinhaltet. Auf Grundlage dessen, sollten die PCR-
Amplifikationen durchgefiihrt werden, um einen Microarray zu konstruieren der mogliche
neue Gene identifiziert und Genexpressionsanalysen in der Entwicklung von Drosophila
melanogaster ermoglicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Laborchemikalien, allgemein
(Reinheitsgrad: héchst mdglich)

Agarose

Agarose, niedrigschmelzend
Aminoallyl-dUTP

Ampicillin (50 mg/ml)

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract

Betain, Monohydrat
Cy3-monoreaktiver Ester
Cy5-monoreaktiver Ester
Desoxy-Ribonukleotid-5"-Triphosphate (je 100 mM)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Isopropyl--D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Trizma® Base

Trizma® Hydrochlorid

Glucose
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Dithiothreitol (DTT)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Nonidet P-40

Tween 20

Glycerin 87% (v/v)

Essigsaure

Adenosine 5'-Triphosphat (100 uM)
Cytidine 5'-Triphosphat (100 uM)
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Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Biozym, Oldendorf

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit, MI, USA

Difco, Detroit, MI, USA

Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg
Fluka, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Guanosine 5'-Triphosphat (100 uM)
Uridine 5'-Triphosphat (100 uM)
Hoechst 33258

Kalbsthymus DNA, genomisch
Ethanol

Fischsperma-DNA, DNA MB grade (10 mg/ml)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Fetales Kalberserum (,BSA®)
Hexamer-Primer pd(N)s (45 U)
FluoroLink™ Cy3-dCTP

FluoroLink™ Cy5-dCTP
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Kresolrot (o-Kresolsulfonphthalein)

2.1.2 Langenmarker fiir die Gelelektrop

GeneRuler™ 100 bp DNA Marker
GeneRuler™ 1kb DNA Marker
RNA Ladder

2.1.3 Enzyme

Taq DNA-Polymerase (5 U/ul)

Tag DNA-Polymerase, selbstgemacht
Lysozym (28262)

T3 RNA-Polymerase (20 U/pl)

DNase | (10 U/pl)

Mbo I (10 U/pl)

Klenow-Fragment, 3'-5' Exo
SuperScript® | Reverse Transkriptase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Riedel-de Haen, Seelze

Roche Diagnostics, Mannheim
Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg
Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Fluka, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

horese

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

NEB, Schwalbach

Life Technologies, Karlsruhe
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2.1.4 Reagenziensatze (,,Kits*)

Dynabeads® Oligo(dT)zs Dynal AS, Oslo, Norwegen
RiboGreen® RNA-Quantifizierungs Kit Molecular Probes, Eugene, OR, USA
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

2.1.5 Drosophila melanogaster genomische DNA und Gesamt-RNA

Stamm: Oregon®, wildtyp ZMBH Universitat Heidelberg, Heidelberg

2.1.6 Bakterienstamme und Vektoren

pTP4 E.coli DH5a Stamm coll. Nr.81 J. D. Hoheisel, DKFZ Heidelberg
Escherichia coli, Stamm XL1-Blue Stratagene, Heidelberg
pBluescript® Il SK+ mit poly(A/T)so Insert M. Scheideler, DKFZ Heidelberg

2.1.7 Oligonukleotide

Amplifikation der Heidelberg

Collection V1

Gen-spezifischer Primersatz, Eurogentec, Seraign, Belgien
21.306 Primerpaare (100uM), Primersequenzen als Tabelle auf CD
gelost in TE-Puffer

Universeller Primersatz, 10 Interactiva, Um
Primer (1universeller + 9
unterschiedliche Primer)

(100uM), geldst in TE-Puffer
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Uni-Tag 5-TGG CGC CCC TAG ATG
Tag-1 5'-CGA CGC CCG CTG ATA
Tag-2 5-TAG GTC TAG CCC CGC
Tag-3 5-GGC GTC TGA CGC TAG
Tag-4 5'-CGC ATG TAG CCT GCC
Tag-5 5-TAG CCT CCC TAG CGC
Tag-6 5-AGC CCC TAA CGT GCG
Tag-7 5-AGC TAG CCC GGG TGA
Tag-8 5'TGA CCC GGG TAG CCT
Tag-9 5-TGA GGT ACG CGT GGG
Amplifikation externer

Kontrollen: A.thaliana cDNA

A.thaliana universelle Primer

T7 forward 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
M13 reverse 5'-TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C

A.thaliana spezifische

Primer

arab1 forward 5'GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GGA TAT TAG CCG GCG TGA AAG T
arab1 reverse 5'-GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGT CCC TAA ACC GAG TCT TCG AT
arab2 forward 5'GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GCG GTT ACA CAT ATC CGG TTT C
arab2 reverse 5'-GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGT TGA TGT TTG TAG ACG CCC A
arab3 forward 5'-GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GCA CGC GTC CGATTT TTT T
arab3 reverse 5'GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGC ACA ACG GAA ATG AAT AAC CC
arab4 forward 5'-GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GCG TCC GAA ATC AAG TGC TAA
arab4 reverse 5'GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGA GCG CAA CGC AAT TAA TGT G
arab5 forward 5'GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GCG TCC GGT GAG AGA AGA AAG A
arab5 reverse 5'-GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGA CTG CTT CGA TGC CTT CTC TT
arab6 forward 5'-GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GCG GAA CTA GTC TCA CCA GAC A
arab6 reverse 5'-GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGG CTG ATT TCG AAA CTC AGA GA
arab7 forward 5'-GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GTC CGT TTT CTC TTG GGC TAC T
arab7 reverse 5'GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGC AGT TTG CTT GGT GAC AAG T
arab8 forward 5'-GGA ATT CCA GCT GAC CAC CAT GTC TCC TCA CGC TTA TAG AGC A
arab8 reverse 5'GAT CCC CGG GAA TTG CCA TGT AAC TAG CTT CTC GCA GCT TG
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2.1.8 Losungen und Puffer

Allgemein
2YT-Medium

Puffer A

Pralyse-Puffer
+

Lyse-Puffer

Dialyse-Puffer

10x PCR-Puffer

DEPC-Wasser

TE-Puffer

6x DNA-Probenpuffer

1,6% (w/w)
1% (w/w)
0,5% (w/w)
96,9% (w/w)

50 mM
50 mM
1 mM

4 mg/ml

10 mM

50 mM

1 mM

1 mM
0,5% (v/v)
0,5% (viv)

50 mM
50 mM
0,1 mM

1 mM
0,5 mM
50% (v/iv)

0,1 mM
0,5mM

0,1% (v/v)

100 mM

10 mM

0,25%
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Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NaCl

H.O

autoklaviert
Tris-HCI, pH 8,0
Glucose

EDTA, pH 8,0

Puffer A
Lysozym

Tris-HCI, pH 8,0
KCI

EDTA, pH 8,0
PMSF

Tween 20
Nonidet P40

Tris-HCI, pH 8,0
KCI

EDTA, pH 8,0
DTT

PMSF

Glycerin

Tris-HCI, pH 8,3
KCI

DEPC
inkubiert iber Nacht und autoklaviert

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0

Bromphenolblau



Material und Methoden

50x TAE-Puffer

10x HMFM-Medium

10x TNE-Puffer

20x SSC

Hexamer-Primer pd(N)s

DNA Microarrays
NaPO,-Puffer

1x Spotting solution

Test Spotting solution (1x)
+

+

0,25%
30%

04 M
04 M
20 mM

3mM

15 mM
70 mM
55% (w/v)

270 mM
130 mM

beide Lésungen

100 mM
10 mM
2M

3 M
300 mM

1,0 mg/mi

600 mM
600 mM

3x
150 mM
1,5M

200 ng/pl
0,1 mM
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Xylencyanol
Glycerin
in H.O

Tris Base
Essigsaure
EDTA, pH 8,0

MgSOQO, x 7 H.O
Tri-Natriumcitrat x 2 H,O
(NH4).SO,

Glyzerin

ad 800 ml H,O, autoklaviert
KH2PO,

KoHPO,

ad 200 ml H;O, autoklaviert
vereinigen

Tris-HCI, pH 7,4
EDTA
NaCl

NaCl
Natriumcitrat, pH 7,0

geldst in TE-Puffer

NazHPO4
NaH2P04
eingestellt auf pH 8,5

SSC
NaPO,-Puffer
Betain (sterilfiltriert)

1x Spotting solution
Fischsperma-DNA (geschert)
Kresolrot
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Rinsing Solution 1

Prahybridisierungs-Puffer

Phosphat-Puffer

Phosphatwasch-Puffer

Phosphatelutions-Puffer

Waschlésung A

Waschlosung B

Waschlésung C

Kommerzielle Lésungen

RNA-Ladepuffer
10x  Qiagen
(inkl. 15 mM MgCl,)

10x Restriktionspuffer R+
10x Klenow-Puffer

5x Erststrang-Puffer
Slide Hyb-buffer#1

2.1.9 Gerate

Zentrifuge ,J-6B*

PCR-Puffer

0,1% (v/v)
5x

0,1% (v/v)
1% (W/v)
1™

1™
5mM
80% (v/v)

4 mM

2X
0,2%

2X

0,2x

SDS

SSC
SDS
BSA

KoHPO4

KH.PO,4
eingestellt auf pH 8,5

Phosphat-Puffer
Ethanol

Phosphat-Puffer

SSC
SDS

SSC

SSC

Sigma, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
NEB, Schwalbach

Life Technologies, Karlsruhe
Ambion, Huntingdon, UK

Beckman Coulter, Unterschleissheim
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Thermocycler PTC-200
Elektrophoresenetzgerat E835
Geldokumentationssystem Gel Doc 1000
Multiscreen PCR-Filter Vakuumsystem
Fluorometer FLUOstar Galaxy
Zentrifuge ,Biofuge pico*

Zentrifuge ,Megafuge 1.0R"

Zentrifuge ,Sorvall® Super T21¢
Zentrifuge ,2K15°

MicroGrid Il Array-Roboter
UV-Crosslinker UVC 500
Hybridisierungsofen, rotierend
Vakuumkonzentrator

Photometer Ultraspec 2000

ScanArray 5000

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Dialyseschlauch Servapor® (44145.01)
PCR-Platte, 96-well, PP

Multiplate™ 96, V-bottom, PP

Multiscreen Manu 30 PCR-Filterplatte, 96-well
ELISA 8-well F-Strips, schwarz

384er Microtiterplate with lid, V-bottom, PS
UVette® 220-1600 nm

QMT Amino Slides-Objekttrager

Deckglaser LifterSlips® (22 x 60 mm)
Poly-L-Lysin-Objekttrager, selbstgemacht

2.1.11 Materialien

Elektrophoresekammer, horizontal, grof3

MJ Research Inc., Waltham, MA, USA
Hoefer, San Francisco, CA, USA
BioRad, Minchen

Millipore, Eschborn

BMG LabTechnologies, Offenburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Kendro Laboratory Products, Hanau
Sigma Laborzentrifugen, Osterode
BioRobotics, Cambridge, UK
Hoefer, San Francisco, CA, USA

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen
Amersham Biosciences, Freiburg
Perkin Elmer, Boston, MA, USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Steinbrenner, Neckargemiind

Nalge Nunc, Rochester, NY, USA
Millipore, Eschborn

Greiner, Solingen

Genetix, Christchurch, UK

Eppendorf, Hamburg

Quantifoil, Jena Gber PeglLab, Erlangen
Menzel Glaser, Braunschweig

DKFZ, Heidelberg

PeglLab Biotechnologie, Erlangen
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Elektrophoresekammer, horizontal, mini
12-Kanal-Pipette Biohit Proline®
Kandle, Microlance™, 1/2“, 0,9x40mm
SMP3 Microarray-Nadeln

Atlas® Hybridisierungskammer

Hybridisierungskammern

Renner, Dannstadt
Biohit, Helsinki, Finnland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

TeleChem, Sunnyvale, CA, USA

BD Biosciences Clontech, Palo Alto,CA, USA

TeleChem, Sunnyvale, CA, USA

2.1.12 Software und Internetadressen

J-Express Pro™

R statistical language 1.7.1

GenomePride®

MCHIiPS

GNU/Linux Debian 3.0
PostgreSQL 7.3.1
Python 2.2

Tomcat 4.1

Java Server Pages™ 1.2

Java2™ 1.4
GenePix Pro™ 4.0
Matlab®6.0

R/maanova 0.91

Flybase
HeidelbergFlyArray

Gene
Consortium

Gene Expression Omnibus www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

(GEO)

www.molmine.com
www.r-project.org
pride.molgen.mpg.de

www.mchips.org
www.debian.org
www.postgresql.org
www.python.org

jakarta.apache.org/tomcat
java.sun.com/products/jsp

java.sun.com

www.axon.com

www.mathsworks.com

www.jax.org/staff/churchill/l

absite/software/anova/

rmaanova
www.flybase.org
HDFlyArray.zmbh.uni-
heidelberg.de/cgi-
bin/gbrowse

Ontology™ www.geneontology.org
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Molmine AS, Bergen, Norwegen

MPI  flir
Berlin
DKFZ, Heidelberg

molekulare Genetik,

Sun Microsystems, Santa Clara,
CA, USA

Sun Microsystems, Santa Clara,
CA, USA

Axon
CA, USA

MathWorks, Nattick, MA, USA
Jackson Lab., Bar Harbor, Mn,
USA

Instruments, Union City,
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2.2 Methoden

2.2.1 PCR-Amplifikation der Heidelberg Kollektion R1

Herstellung von Taq DNA-Polymerase

Die Herstellung rekombinanter Tag DNA-Polymerase erfolgte durch Animpfen von 5 ml 2YT-
Medium (mit 100 pg/ml Ampicillin) mit einer Kolonie des pTP4 E. coli DH5 a Stammes und
Inkubation Uber Nacht bei 37°C in einem Schttler. Je 500 ul der Kultur wurden in einen 2 |
Schuttelkolben mit 1 | 2YT-Medium (mit 80 pg/ml Ampicillin) Gberfihrt und bei 37°C und 200
rom bis zu einem ODgo.Wert von ca. 0,8 geschittelt. Zur Induktion der Tag DNA-
Polymerase-Expression wurden je Kolben 625 pyl 20% (w/v) IPTG zugegeben. Daraufhin
erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen fir 12 h bei 37°C und 200 rpm. Die Suspension
wurde zum Ernten der Zellen fir 10 min bei 4500 rpm (Beckman J6-B, 4°C) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 50 ml Puffer A resuspendiert. Die
Zellen wurden erneut fur 10 min bei 4500 rpm und 4°C zentrifugiert und das Zellpellet
anschliellend in 25 ml Pralyse-Puffer resuspendiert und fir 15 min bei RT stehengelassen.
Nach der Zugabe von 30 ml Lyse-Puffer wurde die Suspension fir 1 h bei 75°C im Schdttler
lysiert. Die Losung wurde dann in Corex-Glasern bei 27000x g (15000 rpm) fir 10 min
zentrifugiert. Das klare Lysat (~240 ml) wurde in einen Erlenmeyerkolben gegeben und tber
1 h unter standigem Rihren bei RT wurden die Proteine durch Zugabe von 72 g (NH:).SO,
(zerstoRen) ausgefallt. Die Suspension wurde bis zur vollstandigen Lésung des (NH:).SO,
fur weitere 30 min gerihrt. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 15000 rpm fir 10 min bei
4°C. Das Pellet wurde in Puffer A (1 ml /5 ml Lysat) resuspendiert. AnschlieRend wurde die
Proteinlésung (ca. 20 ml) in zwei Dialyseschlauche (Serva) geflllt und in 2x 12 h in 1 |
Dialyse-Puffer bei 4°C unter RUhren inkubiert. Alle 8 h wurde der Dialyse-Puffer
ausgetauscht und abschlieRend wurde die Proteinlésung 1:1 mit Dialyse-Puffer verdiinnt und
bei -70°C aufbewahrt.

PCR-Amplifikation mit Gen-spezifischen Primern (,,First-step PCR")

Die mit Hilfe der Software GenomePride errechneten Oligonukleotidsequenzen wurden von
der Firma Eurogentec synthetisiert und mit einer Konzentration von 100 yM pro well in 96-
well Platten ausgeliefert. Alle Primersequenzen beinhalteten neben den spezifischen
Sequenzen einen universellen von 10 unterschiedlichen Tag-Sequenzen von je 15 bp Lange
an ihrem 5'-Terminus. Aus den jeweiligen 100 yM fir Forward- und Reverse-Primer pro
Amplikon wurde ein 2,5 yM Primer-Mix hergestellt. Die PCR-Amplifikation [39,40] mit
genomischer Drosophila-DNA erfolgte in 96-well PCR-Platten in je 50 pl Reaktionsvolumen.
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Reagenzien 1x50 yl Endkonzentration
10x PCR-Puffer 5ul 1x

25 mM MgCl, 4 ul 2mM

dNTPs (je 2,5 mM) 0,8pul 40 uM
genomischeDNA (1ug/upl) 0,1yl 100 ng
Taqg-Polymerase 0,4 ul

H-0 31,7 pl

Tab. 1: Schema fiir PCR-Amplifikation mit spezifischen Primern

Der jeweilige Reaktionsansatz wurde vorgelegt und dazu wurden jeweils 8 pl des
spezifischen Primer-Paares (2,5 yM) gegeben. Das PCR-Programm wurde mit einer ersten
Denaturierung bei 94°C fur 5 Minuten gestartet, dann folgten 15 Zyklen mit einer
Denaturierungsphase bei 94°C fur 30 s, eine Annealingphase bei 65°C fur 30 s mit einer
Temperraturverringerung um -1°C pro Zyklus, eine Elongationsphase bei 72°C fir 1 min 30
s. Nachfolgend starteten 20 Zyklen mit einer Denaturierungsphase bei 94°C fur 30 s, eine
Annealingphase bei 50°C flur 30 s, eine Elongationsphase bei 72°C fir 1 min 30 s mit einer
Zeiterhdhung um +5 s pro Zyklus. Dann erfolgte eine Elongationsphase bei 72°C fiir 10 min
und abschlieRend ein Kiihlphase bei 4°C fir 10 min.

PCR-Amplifikation mit universellen Primern (,,Second-step PCR")

Die zweite PCR diente zur Amplifikation des ersten PCR-Produktes. Um
Kreuzkontaminationen zu verhindern wurden die 10 universellen Primer (100uM) so
miteinander gemischt, dal} alle 9 Wells einer PCR-Platte fortlaufend unterschiedliche
Primerkombinationen (10 uM) beinhalteten. Die PCR-Reaktion erfolgte in 96-well Platten zu
je 100 ul Reaktionsvolumen. Es wurden je 1 pl der ersten Gen-spezifischen PCR-Produkte
und 4 ul des universellen Primergemisches (10 uM jeder) vorgelegt.

Reagenzien 1x 100 yl Endkonzentration
10x Qiagen PCR-Puffer 10 pl 1X

dNTPs (je 2,5 mM) 4 pl 100 M

Qiagen Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,4 pl 0,02 U/ul

H20 80,6 pl

Tab. 2: Schema fiir PCR-Amplifikation mit universellen Primern

Das PCR-Programm wurde mit einer ersten Denaturierung bei 94°C fur 5 min initiiert.

Es folgten 15 Zyklen mit einer Denaturierungsphase bei 94°C fir 30 s, eine Annealingphase
bei 60°C fiir 30 s, dann eine Elongationsphase bei 72°C fiir 1 min 30 s.

Die nachsten 20 Zyklen bestanden aus einer Denaturierungsphase bei 94°C fir 30 s, einer
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Annealingphase bei 60°C fur 30 s und einer Elongationsphase bei 72°C fir 1 min 30 s mit
einer Zeiterh6hung von +5 s pro Zyklus. Danach erfolgte eine Elongationsphase bei 72°C fir
10 min und eine abschlieRende Kihlphase bei 4°C fir 10 min.

Kontrolle der Heidelberg Kollektion R1 PCR-Amplifikationen

Alle PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe eines Elektrophoresesystems von PeglLab
Biotechnologie GmbH durchgefiihrt. Es war aufgrund der Gelkammergréf3e maoglich, 2x 96-
PCR, dal entspricht 192 Proben, auf ein Gel aufzutragen. Es wurde jeweils ein 2%iges
Agarosegel (Agarose, niedrigschmelzend von Biozym Diagnostik) verwendet. Es wurden
jeweils 2 pl der Proben mit 6x Ladepuffer versetzt und mit einer 12-Kanal Pipette (Biohit)
aufgetragen. Zusatzlich wurde zur Kontrolle der Fragmentgroflen pro Gel 4 x 1kb DNA-
Langenstandard (MBI Fermentas) mitaufgetragen. Die Probenauftrennung erfolgte in 1x
TAE-Puffer bei 10 V/cm fir 25 min. Die Qualitdt der Fragmente wurde aufgrund ihrer zu
erwartenden Groéle beurteilt. Fehlende Amplifikate, falsche GrofRen oder Mehrfachbanden
wurden wiederholt, wenn die jeweilige 96-well PCR-Platte weniger als 90% positive
Fragmente aufwies. Von jeder Gelelektrophorese wurde ein Foto gemacht und zu
Dokumentationszwecken in Laborjournalhefte eingeklebt.

2.2.2 Herstellung heterogener Kontrollen fur die Microarray-Analyse

PCR-Amplifikation der Kontrollen

Als heterogene Kontrollen unterschiedlicher Organismen, die auf den Microarray
aufgetragen werden sollten, dienten 8 cDNA-Fragmente von Arabidopsis thaliana. Diese 8
selektierten cDNAs stellen pflanzentypische Gene dar und zeigten bei anderen Microarray-
Hybridisierungen mit tierischen Proben keine Kreuzhybridisierungseffekte. Die PCR-
Amplifikationen wurden direkt mit transformierten E. coli XL1-Blue Stammen, die
unterschiedlich groRe cDNA-Inserts in einem pBluescript® Il SK+ mit poly(A/T)s Vektor
(Vektorkonstrukte von Sonja Bastuck) tragen, durchgefiihrt. Durch die Kombination des
Vektors mit zwei verschiedenen Primertypen und nachfolgender PCR konnten
unterschiedliche Amplifikate, einmal als Probe fir den Microarray und andererseits als
Vorlage fir eine mMRNA-Synthese, generiert werden.
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Kontrolle cDNA Primer Name Neuer Primer GroRe (bp) GroRe (bp)

Name Amplifikate = Amplifikate fir
fur Array mRNA
A.thaliana 6 | F10E12T7 EST_P_21265 arab 1 1281 359
A.thaliana7 | F10F2T7  EST_P_21275 arab 2 1820 346
A.thaliana9 | 24011777 EST_P_20661 arab 3 888 334
A.thaliana 18 240J12T7 EST_P_20665 arab 4 597 515
A.thaliana 19 | 240J16T7 EST_P_20666 arab 5 1520 491
A.thaliana 23 | 240K2T7 = EST_P_20931 arab 6 881 427
A.thaliana 28 240L16T7 EST_P_20935 arab 7 1875 446
A.thaliana 30 240L23T7 EST_P_20937 arab 8 1147 431

Tab. 3: A.thaliana cDNAs fiir die PCR-Amplifikation von Kontrollen

Die Tabelle 3 zeigt die als Kontrolle ausgesuchten cDNAs. Fir die Verwendung als
Kontrollsystem wurden neue Primernamen eingeflhrt. Die PCR-Amplifikation erfolgte in 100
Ml Reaktionsvolumen. Je 2 yl der spezifischen Forward- und Reverse Primer (10 uM) wurden
fur die PCR eingesetzt um Amplifikate zu generieren, die als Probe flr den Microarray
dienten. 2 yl des universellen Primer T7 (Forward) und 2 yl M13 (Reverse) Primer (je 10 uM)
wurden verwendet um PCR-Fragmente zu amplifizieren, aus denen mittels in-vitro

Transkription mRNA synthetisiert wurde.

Reagenzien 1x 100 pl Endkonzentration
10x PCR-Puffer 10 ul 1x

25 mM MgCl, 6 pl 1,5 mM

dNTPs (je 2,5 mM) 8 ul 200 uM
Taqg-Polymerase 0,1 ul

H.O 72,9 pl /70,9 pl

Tab. 4: Schema fiir die PCR-Amplifikation der Kontrollen

Das Reaktionsgemisch wurde direkt mit je 1 pl des betreffenden Bakterienklones inokuliert
und wie folgt amplifiziert: eine Denaturierungsphase bei 94°C far 3 min, 35 Zyklen
bestehend aus einer Denaturierung bei 94°C fir 1 min, einem Annealing bei 53°C fir 30 s,
einer Elongation bei 72°C fir 1 min. Darauf folgte eine Elongationsphase bei 72°C fur 10
min und eine nachfolgende Abkuhlungsphase bei 4°C fur 10 min. Nach der Aufreinigung der
PCR-Amplifikate (siehe 2.2.2) wurden je 50 pl in 384er-Platten (V-bottom, Genetix) pipettiert
und getrocknet. AnschlieRend wurden die Kontrollen in je 10 pl 1x Spotting-solution
resuspendiert. Zusatzlich wurden PCR-Amplifikate der Kontrollen gereinigt, ihre
Konzentration fluorimetrisch bestimmt und Lésungen mit den Konzentrationen 50 ng/ul, 200
ng/ul und 500 ng/ul in 1x Spotting-solution hergestellt.

Die Bakterienklone wurden zur Aufbewahrung in eine Dauerkultur bestehend aus 1x HMFM-
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Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) Gbertragen.

Aufreinigung der PCR-Produkte

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mit 96-well Multiscreen PCR-Filterplatten (Millipore)
aufgereinigt, um Uberschiissige Primer und nicht-inkoorporierte Nukleotide zu entfernen.
Dazu wurde der PCR-Ansatz in die Filterplatte pipettiert und mit Hilfe des Vakuum
Filtrationsystems (Millipore) wurden die Proben getrocknet (800 mbar, 10 min). Daraufhin
wurden die Proben 2x mit 30 pyl DEPC-Wasser gewaschen, in 60 yl DEPC-Wasser
aufgenommen und fur 15 min auf einem Schuttler inkubiert. Das gereinigte PCR-Produkt
wurde in eine 96-well Mikrotiterplatte (Nunc) Uberflihrt und bei RT Uber Nacht getrocknet.
Der Erfolg der PCR wurde durch eine Agarosegelelektrophorese Uberpruft.

Herstellung externer Kontroll-mRNA durch in vitro Transkription

Die PCR-Produkte der A.thaliana cDNA, die mit den universellen M13 und T7 Primern
amplifiziert wurden, dienten zur Herstellung der externen Kontroll-mRNA durch die in vitro
Transkription. Es wurden jeweils 500 ng der aufgereinigten PCR-Produkte (Messung der
DNA-Konzentration siehe 2.2.5) mit 1x Transkriptionspuffer (MBI Fermentas), 10 yl NTPs (je
10 mM) und 1,5 pl T3-RNA-Polymerase (MBI Fermentas) zusammengegeben und bei 37°C
fur 2 h inkubiert. Es folgte eine Deaktivierung des Enzyms bei 70°C und eine anschlielende
Spaltung der DNA durch 1 yl DNAse (10 U/pl) (Roche) bei 37°C fur 15 min.

Die synthetisch hergestellte mRNA wurde mit Oligo (dT)s-Magnetpartikeln (Dynabeads®,
Dynal) aufgereinigt. Dazu wurden 2,5 mg der Magnetpartikel in 200 pl Dynal-Bindungspuffer
resuspendiert und mit 200 pl der RNA-Lésung gemischt, die vorher bei 65°C fir 2 min erhitzt
wurde. Die Lésung wurde fiir 5 min unter Schiutteln inkubiert und in einem Magnetseperator
getrennt. Die Magnetpartikel wurden zweimal mit jeweils 400 pl Dynal-Waschpuffer mit Hilfe
des Seperators gewaschen. Die Partikel wurden dann in 20 pl Dynal-Elutionspuffer
resuspendiert und bei 85°C fir 2 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Trennung der
eluierten RNA-L6sung von den Magnetpartikeln durch den Seperator und die RNA wurde bei
-80°C aufbewabhrt.

2.2.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration von RNA wurde fluorometrisch mit Hilfe des RiboGreen® RNA-
Quantifizierungs Kit ermittelt. Dazu wurde die RiboGreen-Konzentration flur den
Probenpuffer im oberen (,high range buffer*) MeRbereich (20 ng/ml — 1 pyg/ml) verwendet.
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Der RiboGreen-Farbstoff wurde dazu im Verhaltnis 1:200 in TE-Puffer verdinnt. Als
Standard diente eine ribosomale RNA mit einer Konzentration von 2 ug/ul. Die Verdinnung
erfolgte fur verschiedene Konzentrationen, wie in Tabelle 5 dargestellt. Die Proben wurden
entsprechend mit TE-Puffer und RiboGreen verdinnt (1 pl Probe / 200 pl high range buffer).
Die Verdinngen wurden in ELISA 8-well F-Strips, schwarz (Greiner) angesetzt und
gemischt. Es folgte eine Inkubation der Proben bei RT flir 5 min unter Lichtabschlul®. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte mittels eines FLUOstar Galaxy Fluorometer (BMG) bei einer
Anregungswellenlange von 480 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm.

20 ng/ml — 1 pg/ml RNA  high range buffer

TE (ul) 2 ug/ml RNA (ul) RiboGreen (ul) RNA (ng/ml)
0 100 100 1000
50 50 100 500
90 10 100 100
95 5 100 50
100 0 100 Leerwert

Tab. 5: Verdiinnungen des RiboGreen-Farbstoffes.

2.2.4 RNA-Agarosegelelektrophorese (denaturierend)

Die Qualitat der RNA wurde mit einer vereinfachten Agarosegelelektrophorese durchgefihrt,
wobei fiur den Probenauftrag ein denaturierender Formamid-Puffer verwendet wurde. Vor
der Gelelektrophorese wurde das Zubehor in 3% (v/v) H.O, fur 1 h inkubiert. Es wurden je
100 ng Probe mit 5x RNA-Ladepuffer (Sigma) versetzt, bei 65°C fir 10 min denaturiert und
fur 5 min auf Eis gekuhlt. Die Probe wurde dann zusammnen mit einem RNA-Standard
(RNA-Ladder, MBI Fermentas) auf ein 1,2%iges Agarosegel aufgetragen. Anschlief’end

erfolgte eine Gelelektrophorese fiir 45 min bei 10 V/cm.

2.2.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde ebenfalls fluorometrisch bestimmt. Die Quantifizierung der
DNA erfolgte mittels des DNA-interkalierenden Farbstoffes Hoechst 33258. Der Farbstoff (1
mg/ml) wurde dazu in 1x TNE-Puffer 1/2000 verdinnt. Um den oberen dynamischen
MeRbereich (high range) von DNA-Konzentrationen zu erfassen die zwischen 100 ng/ml und
5000 ng/ml liegen, wurden 4 DNA-Standardkonzentrationen (Kalbsthymus DNA, Sigma)
definiert, die in 1x TNE-Puffer gelést und mit Hoechst 33258 markiert wurden. Als Leerwert
wurde 1x TNE-Puffer mit Hoechst 33258 verwendet. Es wurden 2x (Doppelprobe) 200 ul
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jeder Verdinnung in ELISA 8-well F-Strips (Greiner) pipettiert und zusammen mit dem
Standard in einem FLUOstar Galaxy Fluorometer (BMG) gemessen. Die
Anregungswellenlange betrug dabei 352 nm und die Emissionswellenlange 520 nm.

2.2.6 Herstellung komplexer genomischer Kontrollen fiur die Microarray-

Analyse

Als Positivkontrolle fiur die Hybridisierungen auf dem Microarray wurden Proben mit
genomischer Drosophila-DNA verwendet. Die Restriktion der DNA erfolgte in einem
Volumen von 30 ul. Dazu wurden je 6 ug genomischer DNA mit 3 uyl 10x Buffer R+ (MBI
Fermentas) und 2 ul Mbo I (10 u/ul) bei 37°C fur 2h inkubiert. Es folgte eine Inaktivierung
des Restriktionsenzyms bei 65°C flir 20 min. Die DNA wurde mittels DNA-Prazipitation in 2x
vol. Ethanol (100%) und 2 M Ammoniumacetat prazipitiert und nach Zentrifugation (40 min
bei 14.000 rpm, 4°C) durch waschen mit 70% Ethanol ausgefallt und getrocknet. Nach einer
Konzentrationsmessung im Photometer bei 260 nm in einer UV-Klvette (Uvette, Eppendorf)
wurde das DNA-Pellet in 1x Spotting-solution aufgenommen und Lésungen zu je 50 ng/ul in
die 384er-Platten (V-bottom, Genetix) pipettiert.

2.2.7 Herstellung von Positionsmarkern fir die Microarray-Analyse

Um Positionsmarker (,Landmark-Spots“) fir je einen Block auf dem Microarray zu
generieren, wurde Fischsperma-DNA (Roche) bei 70°C fir 30 min erhitzt und mittels einer
Kanule (0,9x40mm, Becton Dickinson) geschert. Von dieser Losung wurden je 2 ug DNA fir
die Fluoreszenzmarkierung verwendet (siehe 2.2.9). Nach der Aufreinigung der markierten
DNA wurde diese eingetrocknet (3 Tage bei RT) und anschlieBend in 1 ml 1x Spotting-
solution resuspendiert und entsprechend dem Array-Layout zu je 10 pl in die 384er-Platten
(V-bottom, Genetix) pipettiert. Durch den Auftrag der markierten Proben auf den Microarray
konnten so die Blockpositionen (,Grids®) genau zugeordnet werden.

2.2.8 Herstellung der cDNA-Microarrays (,,Heidelberg FlyArray*)

Vorbereitung der PCR-Produkte

Die ausgewahlten PCR-Produkte in 96-well PCR-Platten, die mit universellen Primern
erfolgreich amplifiziert werden konnten, wurden fir die weitere Verwendung aufgeteilt. Dazu
wurden je 50 pl aus den Platten entnommen und in 384er-Platten (V-bottom, Genetix)

Uberfuhrt. Zu diesem Zweck wurden je 4 96-Platten reihenweise versetzt (12 Kanalpipette
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Biohit) in einer 384er Platte kombiniert. Die Platten wurden abgedeckt, bei RT fur ca. 2
Wochen eingetrocknet und anschliefend in je 10 pl 1x Spotting-solution aufgenommen. Die
Platten wurden um 2 384er-Kontrollplatten ergénzt und fir 1 min bei 1000 rpm (Megafuge
1.0R, Heraeus) zentrifugiert.

Auftragung der DNA (,,Spotting“) auf Glasobjekttrager

Die DNA wurde auf aminosilanisierte QMT Amino slides (Quantifoil) mit Hilfe des Microarray-
Roboters MicroGrid I° (BioRobotics) aufgetragen. Es wurden 2 x 12 spezielle Nadeln
(,Pins") (SMP3 pins, TeleChem) mit einem Flussigkeitsreservoir (,Splitpins®) flir den Auftrag
verwendet. Diese Nadeln fassen ein Volumen von ca. 100 nl und durch den DNA-Auftrag in
1x Spotting-solution wurde ein Spot-Durchmesser von ca. 80 um generiert. Der Abstand
zwischen dem Mittelpunkt der Spots betrug 140 ym und der Ubertrag fand bei RT und 30 —
40 % Luftfeuchtigkeit statt.

M _icro(':iﬁd“

Abb.2.1: Der Microarray-Roboter MicroGrid 11° zur Herstellung der DNA-Chips.

Nachbehandlung (,,Processing”) der cDNA-Microarrays

Nach dem Auftrag der DNA wurden die Microarrays in Objekttragerkasten bei RT in einem
Excikator mit Trockenmittel fir mindestens 12 h gelagert. Um die DNA-Flache spater
eindeutig zu identifizieren, wurde der Array mit einem Glasschreiber markiert. Fir die
Hybridisierungsexperimente erfolgte die Entnahme der Microarrays, die dann in einem UV-
Crosslinker mit einer Energie von 250 x 100 pyJ/cm?behandelt wurden. AnschlieBend wurden
die Microarrays bei 80°C fir 4 h in einem Hybridisierungsofen erhitzt.

Dann wurden die Objekttrager bei RT fiur 10 s in ,Rinsing solution 1“ (Quantifoil) unter
starkem Schutteln gewaschen. Es folgte ein Waschschritt bei RT fur 10 s in H,O (bidest) und
danach ein Erhitzen der Arrays bei 95°C fir 3 min. Die Prahybridisierung zur Blockierung der
aktivierten Glassoberflache der Microarrays erfolgte bei 55°C fur 45 min mit 20 ml
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Prahybridisierungs-Puffer in  Atlas™ Hybridisierungskammern  (BD  Biosciences).
Anschlielfend wurden die Microarrays bei RT fur 10 s in H,O (bidest) gewaschen und sofort
mit Druckluft (Stickstoffgas) getrocknet. Die so behandelten DNA-Chips waren dann sofort
fur die Hybridisierungsexperimente einsetzbar.

2.2.9 Fluoreszenzmarkierung von Nukleinsauren

Fluoreszenzmarkierung von DNA

Doppelstrangige DNA wurde unter Einbau von dCTP-Cy5 bzw. -Cy3 mit Hilfe des ,Random
Priming® fluoreszenzmarkiert. In einem 50 pl Reaktionsansatz wurden 2 ug dsDNA, 6 pl
Hexamer-Primer (pd(N)s, 1,0 pg/pl), 5 pl 10x Klenow-Puffer gemischt und mit H,O auf 43 pl
aufgefllt. Der Ansatz wurde daraufhin fir 5 min bei 95°C erhitzt und sofort flir 5 min auf Eis
abgekdihlt. Es folgte die Zugabe von 2,5 ul dNTPs (dATP,dGTP,dTTP jeweils 2,5 mM, dCTP
0,4 mM), 2 ml Cy5- bzw. Cy3-dCTP (1mM) und 2,5 yl Klenow-Fragment (3'-5' Exo, 4 U/pl)
wodurch die Reaktion gestartet wurde. Es folgte eine Inkubation der Lésung fir 12 h bei 37°
C. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA abgestoppt.

Fluoreszenzmarkierung von RNA durch cDNA-Erststrangsynthese (Reverse
Transkription)

Die Fluoreszenzmarkierung der RNA-Proben erfolgte in zwei Schritten, wobei zuerst aus der
Gesamt-RNA durch reverse Transkription mit Aminoallyl-markiertem dUTP (aa-dUTP) die
cDNA synthetisiert wurde und anschlieBend erfolgte die Kupplung eines monoreaktiven
Fluoreszenzfarbstoff-NHS-Esters an die Amino-Gruppe des eingebauten Aminoallyl-dUTP.
Es wurden fir die Reaktion 20 ug Gesamt-RNA (isoliert aus Drosophila) mit je 8 ng der der
acht Arabidopsis mMRNA-Kontrollen gemischt (,spiking“) und in einem Vakuum-Konzentrator
eingetrocknet. Das Pellet wurde in je 9,5 ul DEPC- H,0O und 9,0 ul Hexamer-Primern (pd(N)s,
1,0 pg/ul) aufgenommen, fir 10 min bei 70°C inkubiert und flr 2 min auf Eis abgekuhlt. Es
folgte die Zugabe von 6 pul 5x Erststrang-Puffer, 0,6 pl 50x dNTP-Mix (je 25 mM dATP,
dCTP, dGTP, 10 mM aa-dUTP, 15 mM dTTP), 3 pl DTT (0,1 M), 2,0 pl SuperScript Il RT
(200 U/ul) und 3 pl DEPC- H;O. Die reverse Transkription wurde Uber Nacht bei 42°C
durchgefuhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl 0,5 M EDTA gestoppt und die
RNA durch Zugabe von 10 yl 1 N NaOH und nachfolgender Inkubation fiir 15 min bei 65°C
hydrolytisch gespalten. Es folgte eine Neutralisierung mit 10 pl 1 M HCI. Um nicht
eingebaute Nukleotide und Puffer zu entfernen wurde ein PCR Reinigungskit (QIAquick®
PCR Purification Kit, Qiagen) verwendet. Zu dem Reaktionsansatz wurde 300 ul Puffer PB
gegeben und der gesamte Ansatz in eine QIAquick-Saule pipettiert. Es folgte eine
Zentrifugation flr 1 min, das Filtrat wurde verworfen. Anschlielend wurde die Saule 2x mit je
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750 pl Phosphatwasch-Puffer gewaschen und der Durchfluss verworfen. Es folgte eine
Zentrifugation ohne LOsung und die gebundene cDNA wurde daraufhin mit 30 pl
Phosphatelutions-Puffer eluiert. Das Eluat mit der aa-dUTP markierten cDNA wurde in
einem Vakuum-Konzentrator fur ca. 30 min getrocknet.

Fur die Kupplung der Farbstoffester an die aa-dUTP markierte cDNA wurde ein Aliquot eines
Farbstoffes in 72 yl DMSO gelést und auf 16 Aliquots zu je 4,5 ul verteilt. Nach der
Trocknung der Aliquots im Vakuum-Konzentrator wurden diese bei -80°C unter
Lichtausschlul® gelagert.

Fur die Kupplungsreaktion wurde je ein Aliquot der gelagerten monoreaktiven NHS-
Farbstoffester (Cy5 bzw. Cy3) in 4,5 ul DMSO geldst und zu der cDNA gegeben, die zuvor in
4,5 yl NaHCO; (pH 9,0) aufgenommen wurde. Der Ansatz wurde gemischt und fur 2 h bei
RT im Dunkeln inkubiert. Die Farbstoff-markierte cDNA wurde aufgereinigt (siehe 2.2.10) um
nicht gebundenen Farbstoffester zu entfernen. Nach der Reinigung wurde die Konzentration
und Einbaurate des Farbstoffes der markierten cDNA photometrisch (siehe 2.2.11)
gemessen und die cDNA erneut im Vakuum-Konzentrator getrocknet. Die getrocknete cDNA
konnte direkt fur die Hybridisierung verwendet werden, oder die Proben wurden bei -20°C
lichtgeschutzt fur max. 3 Wochen aufbewahrt.

2.2.10 Reinigung von markierten Nukleinsauren

Markierte cDNA- oder DNA wurde mihilfe des QIAquick® PCR Purification Kit gereinigt. Der
jeweilige Ansatz wurde mit 35 pyl 100 mM Natriumacetat (pH 5,2) und 250 pl Puffer PB
versetzt. Die Losung wurde auf ein QIAquick-Saulchen pipettiert und far 1 min zentrifugiert.
Dann wurde die Saule mit 750 pl Puffer PE gewaschen und erneut flir 1 min zentrifugiert.
Das Filtrat wurde verworfen und erneut mit 400 ul Puffer PE gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Filtrat verworfen und die Saule nocheinmal fir 1 min zentrifugiert.
Die cDNA bzw. DNA wurde durch Zugabe von zweimal 30 ul Puffer EB eluiert, wobei der
Puffer jeweils 5 min auf der Saule belassen wurde und anschlieRend fir 1 min zentrifugiert

wurde.

2.2.11 Photometrische Bestimmung der Einbaurate von Cy5/Cy3

Die Effizienz des Einbaus von modifizierten Nukleotiden in die cDNA erfolgte durch die
photometrische Bestimmung des Anteils der eingebauten Fluoreszenzfarbstoffe Cy5 und
Cy3 an der Gesamtmenge der cDNA. Zu diesem Zweck wurden die eluierten cDNA-Proben
im Verhaltnis 1:1 mit H,O verdinnt und in eine UVette® (Eppendorf) pipettiert. Die Messung
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erfolgte im Photometer bei den Wellenlangen 260 nm, 550 nm und 650 nm.

Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz und den folgenden Extinktionskoeffizienten ¢ fur:

cDNA: &30 = 10000 //mol-cm
Cy3: &5 = 150000 [/mol-cm
Cy5: €50 = 250000 [/mol-cm

wurden die jeweiligen Konzentrationen der cDNA und der beiden Farbstoffe bestimmt. Die
Absorption fir die cDNA bei 260 nm wurde mit einem Korrekturfaktor berechnet, da bei

dieser Wellenlange eine gleichzeitige Absorption der Farbstoffmolekile erfolgt:

Fir Cy3: Azsokor. =  Aszeo - (0,08 X Asso)
Fir Cy5: Azsokor. =  Azeo - (0,05 X Asso)

Durch die nachfolgenden Formeln konnte Uber das Verhaltnis der Konzentrationen die
Einbaurate (in %) fur den jeweiligen Farbstoff Cy3 bzw. Cy5 ermittelt werden:

(c[Cy3]/ c[cDNA]) x 100 = % Einbau Cy3
(c[Cy5] / c[cDNA]) x 100 = % Einbau Cy5

2.2.12 Hybridisierung auf cDNA-Microarrays

Die Hybridisierungen wurden jeweils mit zwei unterschiedlich markierten Proben (Cy5 und
Cy3) auf einem Microarray durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die beiden Proben in 5 pli
10 mM EDTA vereinigt und fur 5 min bei 95°C denaturiert. Dann wurden die cDNA-Proben
fur 5 min bei RT abgekuhlt und zentrifugiert. Die mit ddH.O gereinigten Deckglaschen
(,LifterSlips®™, Menzel Glaser) wurden mit dem Abstandshalter nach unten auf die DNA-
Flache des Microarrays gelegt. Der Microarray befand sich bereits in der
Hybridisierungskammer (TeleChem), in deren Aussparungen zuvor je 30 ul 3 X SSC zwecks
Befeuchtung der Kammer pipettiert worden waren. Zur Hybridisierung wurde ,Slide Hyb-
buffer#1“ (Ambion) als Hybridisierungs-Puffer verwendet. Dieser wurde 15 min vor
Verwendung bei 68°C vorgewarmt. Die Proben wurden in 35 pl Slide Hyb-buffer#1
aufgenommen und direkt auf den Microarray neben die Kante des Deckglases pipettiert, so
dal} die Hybridisierungslosung durch die Kapillarwirkung gleichmallig unter das Deckglas
gezogen wurde. Danach wurde die Hybridisierungskammer fest mit dem Deckel
verschlossen und die Hybridisierung erfolgte in einem Wasserbad fir 16 h bei 55°C.
AnschlieBend wurde der Microarray entnommen und zur Ablésung des Deckglases in
Waschlésung A (Quantifoil) hin- und herbewegt. Danach wurde der Objekttrager flr 10 min
in Waschlésung A, fur 10 min in Waschlésung B (Quantifoil) und anschliefRend fir 10 min in
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Waschlésung C (Quantifoil) gewaschen. Der Microarray wurde dann sofort mit Druckluft
(Stickstoffgas) getrocknet. Bis zur Signaldetektion wurden die Microarrays bei RT in Boxen
unter Lichtausschluf} aufbewahrt.

2.2.13 Auswertung der Hybridisierungsdaten

Signaldetektion

Die Messung der Cy3- und Cy5-markierten Proben auf den DNA-Chips erfolgte mit dem
konfokalen Laserscanner ScanArray 5000 (Perkin Elmer). Der Scanner verwendet einen
roten und einen grinen Helium-Neon Laser der die durch Cy5 erzeugten Signale mit einer
Anregungswelle von 633 nm und einer Emissionswellenlange von 670 nm detektiert. Die
durch Cy3 erzeugten Signale wurden mit einer Anregungswelle von 543 nm und einer
Emissionswellenlange von 570 nm detektiert. Die Laserstarke und
Photomultiplierverstarkung wurden jeweils flr die Farbstoffsignale auf jedem Microarray
angepaldt. Zu diesem Zweck wurden die externen Arabidopsis-mRNA-Kontrollen verwendet,
die definierte Konzentrationen jeweils nur des Cy3- und des Cy5-Signals, sowie ein 1:1-
Verhaltnis beider Farbstoffe reprasentierten. Als Abgleich der Wellenlangen fur die einzelnen
Farbstoffe wurde die entsprechende Signalamplitude als 100% Sattigung (Wert max.:
65535, min.: 0) definiert und der Ratiowert beider Farbstoffe als 50%.

Als erster Qualitatsfilter wurde die Standardabweichung (SD) des Farbstoffverhaltnisses
(Cy5/Cy3) der beiden Replikate fiir jedes Gen auf dem Microarray genutzt. Es wurden nur
Hybridisierungen weiterverwendet, bei denen mindestens 30% aller Gene auf dem Array die
Standardabweichung des l0g(632/532) zwischen den Replikaten weniger als ein Dirittel
betrug. Das photoinstabilere Cy5 wurde jeweils vor dem Cy3 Farbstoff gemessen. Fir jeden
der beiden Farbstoffe wurde ein seperates 16-bit TIFF-Format Bild erzeugt.

Quantifizierung der gemessenen Signalintensitaten

Die Quantifizierung erfolgte mit der Software GenePix™ 4.0 (Axon). Die Bilder wurden dazu
in Falschfarben konvertiert, wobei Cy3 die Farbe Grin und Cy5 die Farbe Rot zugeordnet
wurde. Wird ein Gen in beiden Proben in gleicher Menge transkribiert, so ergibt sich die
Farbe Gelb als eine Mischung aus Grin und Rot, da das entsprechende Signal in beiden
Laserkanalen die gleiche Intensitat besitzt. Differentiell exprimierte Gene werden somit griin
oder rot oder in allen moglichen Mischfarben zwischen Grin und Rot dargestellt,
entsprechend ihrer Transkripthdufigkeit in den beiden Proben. Die Quantifizierung der
Signale wurde ermoglicht, indem die Software beide Bilder Gberlagert und anschlief3end ein
Raster Uber das Falschfarbenbild gelegt wurde. Die Anpassung dieses Rasters erfolgte
manuell und semi-automatisch. Die Intensitatswerte der Farbstoffe wurden dann flr jedes
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Signal berechnet und die erzeugten Werte wurden in einem Tabellenformat (GPR-Format)
gespeichert. Neben den Signalintensitatswerten (Mittelwert und Median der Pixel) wurden
zusatzlich Hintergrundintensitaten, Pixelzahl, Standardabweichung und weitere Daten fur
jedes Gen (,Spot“) in der Tabelle gespeichert.

Normalisierung und Datenanalyse mit M-CHiPS

Die Softwareumgebung M-CHiPS (,Multi-Conditional Hybridization Intensity Processing
Software”) implementiert in Matlab® (MathWorks), wurde am DKFZ fiir die Analyse von
Expressionsdaten auf DNA-Microarrays entwickelt. mit Hilfe der Software wurden die Daten
normalisiert und verschiedene Filtermethoden auf die Datensatze angewendet. Die
gefilterten Daten wurden dann in der Korrespondenzanalyse [22] eingesetzt. Bei der
Korrespondenzanalyse handelt es sich um eine statistische Methode um Beziehungen
zwischen Variablen zu untersuchen, z.B. ob in einer Tabelle (oder Matrix) ein Verhaltnis
zwischen Spalten (Hybridisierungsbedingungen) und Reihen (Genen) besteht. Ahnlich
anderen Projektionsmethoden reprasentiert die Korrespondenzanalyse Variablen wie
Genexpressionsdaten als Vektoren in einem mehrdimensionalem Raum. Dabei a3t sich
jedes Gen in Anbetracht der Bedingungen in einem Hybridisierungs-dimensionalem — und
jede Hybridisierung in einem Gen-dimensinalem Raum glechzeitig darstellen. Daraufhin wird
dieser Raum unter Reduzierung der effektiven Dimensionalitit ohne signifikanten
Informationsverlust auf eine zweidimensionale Ebene reduziert. Der Grad des
Informationsverlustes fur jede Korrespondenzanalyse wird Uber die Darstellung der Varianz
der Prinzipiellen Komponenten (,principal components®) errechnet. Durch die Darstellung der
Varianzen a3t sich der beste ,Blickpunkt* auf die Daten und damit die geeigneteste
Trennung der Daten beziglich der Bedingungen ermitteln. Die Korrespondenzanalyse
bendtigt keine vorherigen Parameterangaben und 1a3t damit eine unverfalschte Analyse der
Datenstrukturen zu. Aus diesem Grund lassen sich Experimente mit mehreren Bedingungen
gleichzeitig visualisieren und die Qualitdt der Hybridisierungen Uberprifen. Zuerst erfolgte
eine Normalisierung der Signalintensitaten. Aufgrund unterschiedlicher Faktoren wie z.B.
generierte  cDNA-Menge, unterschiedliche Einbauraten bei der Markierung der RNA,
unterschiedliche Photolabilitat der Fluoreszenzfarbstoffe und Qualitat der Hybridisierungen
kommt es zu Unterschieden in den Experimenten die biologisch nicht relevant sind, aber
trotzdem das Ergebnis beeinfluBen. Um die verschiedenen Hybridisierungsbedingungen
untereinander vergleichbar zu machen, wurden die Signalintensitatswerte durch eine lineare
Regression normalisiert. Dazu wurden die Intensitatswerte der zu untersuchenden
Bedingung gegen die der Kontrollbedingung in einem zweidimensionalen
Koordinatensystem (,Bi-plot) aufgetragen. Wurden die Experimente flr eine Bedingung
mehrfach wiederholt, so wurde der jeweilige Median aus den betreffenden Bedingungen
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gebildet und gegen den Median aller Datensatze der Kontrollbedingung aufgetragen. Die
Regressionsgerade wurde mit y = mx + b bestimmt und die Geradensteigung durch eine
multiplikative Korrektur auf den Wert 1 errechnet. Durch eine additive Korrektur des Y-
Achsenabschnittes (Hintergrundintensitat) verlief die Regressionsgerade durch den
Ursprung des Koordinatensystems. Zur Berechnung der Regressionsgeraden wurden die
Signalintensitaten der Mehrheit der Gene hinzugezogen anstatt heterologer Kontrollen oder
konstitutiv exprimierter Gene. Ein fir jeden Kanal ermittelter Hintergrundwert (Hintergrund-
Mittelwert x Spot-Pixelanzahl) wurde von jedem Signalintensitatswert abgezogen. Nach der
Normalisierung erfolgte eine Filterung der Signalintensitaten nach 3 verschiedenen Kriterien:
Signalintensitat:

Um zu verhindern dafl® Signale resultierend aus unspezifischer Kreuzhybridisierung, oder
Signale mit geringer Intensitat die gleich der Hintergrundintensitat waren, mit in die Analyse
aufgenommen wurden, wurde ein Schwellenwert definiert. Der Wert lag oberhalb der
normalisierten Intensitaten, um unspezifische und schwache Signale herauszufiltern.

Verhaltnis der Intensitdten von Cy5 zu Cy3:

Das Verhaltnis (Ratio) von Cy5-markierter und Cy3-markierter Probe gibt an, in welchem
Mall ein Gen in einer Bedingung exprimiert wird oder nicht. Es wurden die Signale
herausgefiltert, deren Expression sich um weniger als einen definierten Mittelwert der
bestimmten Bedingung gegeniiber der Kontrolle dnderte. Damit wurden Gene, die nicht
differentiell reguliert worden waren ausgeschlossen.

Reproduzierbarkeit:

mit Hilfe zweier Methoden unterschiedlicher Stringenz (Min/Max-Trennung und
Standardabweichung-Trennung) wurde die reproduzierbare signifikante
Expressionsanderung fur ein Gen in einer bestimmten Bedingung ermittelt. Dabei werden
alle Hybridisierungs-Wiederholungen einer Bedingung fur ein Gen auf reproduzierbare
Expression -oder Repression hinzugezogen. Wenn das Gen in einer Bedingung starker
exprimiert wird, so mussen alle Datenpunkte (siehe Abb. 2.2) aus den Wiederholungen in
der gleichen Bedingung starker exprimiert sein als z.B. in der Kontrollbedingung. Es wird ein
Differenzwert angegeben, der den Minimalwert min(x) der Bedingung mit hoheren
Intensitaten (x) von dem Maximalwert max(o) der Kontrollbedingung mit niedrigeren
Intensitdten (o) trennt. Diese Methode ist stringenter als die Verwendung der
Standardabweichung-Trennung, bei der die Standardabweichungen o(x,0) von den
jeweiligen Mittelwerten A (x,0) addiert oder subtrahiert werden.

Bei der Datenanalyse wurde ausschlief3lich die Min/Max-Trennung verwendet.
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Abb.2.2: Min/Max- und Standardabweichung-Trennung. Filtermethoden fir die Beurteilung der
Reproduzierbarkeit bei signifikanter Anderung der Genexpession.

Statistische Analyse der differentiellen Genexpression

In Microarray-Experimenten reprasentieren die markierten RNA-Proben, auch wenn sie
gemeinsam hybridisiert wurden, zwei unterschiedliche Bedingungen. Aus den beiden
Signalintensitatswerten fur jede Probe wird die Genexpressionsdifferenz ermittelt. Dieses
Verhaltnis gibt Aufschluss ob ein Gen in einer Bedingung reprimiert oder exprimiert wird.

Ab welchem Differenzwert aber ist ein Gen differentiell reguliert [41] ? Die meist verwendete
Methode der 2-fachen Differenz (,two-fold difference®) besitzt keine statistische Grundlage
[62]. Um signifikante Anderungen der Genexpressionsdifferenz zu detektieren, wurde flr
den Vergleich mehrerer Bedingungen die Varianzanalyse (,Analysis of variance“, ANOVA)
[42] verwendet. Dazu wurde die Hypothese formuliert: “Welche Gene sind im Verlauf der
Entwicklung bei Drosophila signifikant differentiell reguliert?“.

Wird die Nullhypothese auf die Experimente angewendet, so bedeutet dies, dal} keine
Differenz in der Expression zwischen den Bedingungen (Entwicklungsstadien bei
Drosophila) besteht und das Verhaltnis zwischen jedem Gen in den Bedingungen ist gleich
eins. Ist die Expression unterschiedlich, so ist das Verhaltnis ungleich eins. In der
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Varianzanalyse wird die Expression eines Gens in einer Probe relativ zu einem Mittelwert
des Gens in allen Proben des Experimentes berechnet.

Fur die Varianzanalyse wurde ein ,gemischtes® Model (,mixed-effect ANOVA®)[43]
eingesetzt. Dafiir wurde die Software R/maanova® 0.91 in der R-Statistiksprache verwendet.
Aus den gefilterten Genen der MCHiPS-Analyse wurde eine Liste mit den normalisierten
Signalintensitaten (Mittelwert der Replikate) fur jedes Microarray-Experiment erstellt und fiir
die statistische Auswertung verwendet. Dabei wurden einige Experimentfaktoren als zufallig
(,random factors®) definiert, d.h. wiirde das Experiment wiederholt, waren nicht exakt die
gleichen aber ahnliche Effekte zu erwarten, beeinflut durch Zufallsfaktoren (,Array-Effekt"
(AG), ,Farbstoff-Effekt (DG)) als Varianzquelle. Neben den Zufallsfaktoren wurde das
Entwicklungsstadium (,stage®) als unabhangiger Faktor definiert. Nach dem genspezifischen
ANOVA-Model:

=G+VG,+DG,+ 4G +¢,

r ijgr

Wobei gilt:
Viar Genspezifischer Effekt mit Array (i), Farbstoff (j), Gen (g) und Messung (r)
G Mittelwert der Intensitat des Gens (G)
VG, Variation der Expression des Gens (VG) durch Array (i) und Farbstoff (j)
DG, Farbstoff-Effekt (DG) auf das Gen
AG, Array-Effekt (AG) auf das Gen
€5 Differenzwert ( €;, ) aus ANOVA-Model und Messung

wurden drei F-Test-Variationen (Vergleich der Variationen zwischen wiederholten
Experimenten und Bedingungen) durchgefuhrt. Dabei wurde flir jedes Gen ein p-Wert
errechnet, der anzeigte ob eine signifikante Anderung der Expression vorliegt oder nicht.

Die Ergebnisse der F-Tests wurden visualisiert in einem Vulkan-Plot (,Volcano plot)

zusammengefasst.

Clusteranalysen der Transkriptionsprofile exprimierter Gene

Fur die weitere Auswertung der Genexpressionsprofile wurden die aus M-CHiPS-gefilterten
Signalwerte (Mediane der Intensitaten fir jedes Stadium) logarithmiert. Dazu wurden die
gemittelten Intensitatswerte jedes Stadiums jeweils durch das Kontrollstadium (Embryo 0-4
h) geteilt und der log(2) aus den Verhaltnissen (,ratios”) gebildet.

Die Clusteranalyse erfolgte mit der J-Express Pro™ (Molmine AS) Software [44]. Um Muster

in der Genexpression von Microarraydaten [45] zu finden werden die Genexpressionswerte
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allgemein in Gruppen (Cluster) nach dhnlichem Profil geordnet. Die Einteilung der Genprofile
in die Cluster wird von verschiedenen Clusteralgorithmen [46,47] Ubernommen. Fur diese
Arbeit wurde =zunadchst ein initialer ,Self-organizing maps® (SOM)-Algorithmus [25]
angewendet. Dieser auf einem neuralen Netzwerk basierende Algorithmus weist Gene
[48,49] anhand ihrem ahnlichen Expressionsprofil einer Reihe von Partitionen zu, die durch
einen Referenzvektor reprasentiert werden. Zuerst wird eine geometrische Konfiguration,
meist ein zweidimensionales rechteckiges — oder in unserem Fall ein hexagonales Gitter aus
11 x 11 Knotenpunkten, vorgegeben. Zufallsvektoren werden fir jede Partition generiert und
Jrainiert* wahrend eines iterativen Prozesses, bei dem eine effektive Trennung der Daten
erfolgen soll. Dabei werden =zufallig ausgewahlte Gene aufgrund ihrer Distanz, wir
verwendeten die euklidische Distanz, zum Referenzvektor identifiziert. Der Referenzvektor
wird daraufhin dem zugewiesenen Genvektor angepasst. Gleichzeitig werden
Referenzvektoren aus der direkten Nachbarschaft des hexagonalen Gitters ,herangezogen®
und ebenfalls dem Genvektor angepasst. Diese Schritte werden iterativ mehrfach wiederholt
(wir benutzten 10.000 Wiederholungen) und mit zunehmender Stringenz werden die Gene
den Partitionen zugeordnet, deren Referenzvektoren sie am Ahnlichsten sind. In einem
zweiten Schritt wurde ein k-means-Algorithmus auf diese Partitionen angewendet. Bei
diesem Algorithmus werden die Gene in eine vorgegebene Anzahl (k) Cluster eingeteilt, die
sich intern ahnlich, aber nach auflen unahnlich sind. Die iterative Methodik der Zuweisung
der Gene ist dem SOM-Algorithmus sehr ahnlich, bis auf die Verwendung eines
Referenzvektors. Durch den k-means-Algorithmus erfolgte die eindeutige und endglltige
Klassifizierung der Genprofile in Cluster.

Datenbankanwendung und Bioinformatik

Den Genen innerhalb der Cluster wurde entsprechend ihren Gen-IDs (Flybase Accession
Number) Funktionen mit Hilfe von Begriffen des ,Gene Ontology™ Consortium“ (GO) aus der
Flybase-Datenbank zugeordnet. Mit der Flybase Accession number konnten die annotierten
Gene in der offentlichen Flybase-Datenbank mit den Heidelberg FlyArray-IDs kombiniert
werden. Die FlyArray-ID wird eindeutig jedem einzelnen Spot auf dem Microarray
zugeordnet und kann Uber die Webseite ,Heidelberg FlyArray“ variabel mit Genannotationen
verbunden werden. Das bedeutet, jedem Spot auf dem DNA-Chip kann direkt iber Web-
Datenbanken ein Gen oder auch re-annotierte Genfunktionen zugeordnet werden. Fur die
weitere Analyse wurden die gefilterten Gene mit den Gene Ontology (GO) Annotationen [50]
des Gene Ontology™ Konsortiums verknlipft. Das GO - Konsortium stellt eine offene
Plattform von Begriffen fur Genfunktionen fiir eine Vielzahl von Organismen dar [51]. Durch
diese standardisierten Beschreibungen der Genfunktionen werden Organismen auf
genetischer Ebene untereinander vergleichbar. Der Begriffskatalog ist in einer Baumstruktur

42



Material und Methoden

hierarchisch angeordnet und beschreibt mit sog. GO-IDs eindeutig die Ebene und Funktion
eines Gens. Der Katalog ist in drei Unterkategorien eingeteilt: Biologischer Prozess,
Molekulare Funktion und Zellulare Komponente. Dabei werden die Begriffe entlang eines
hierarchischen Pfades in der Form: Oberbegriff (z.B. Entwicklung) immer weiter detailiert
(z.B. Entwicklung/Organogenese/Neurogenese...) fortgesetzt.

Die Analyse der Microarray-Daten wurde hauptsachlich auf einem GNU/Linux Debian
Betriebssystem durchgefiihrt. Dieses diente als Grundlage flr die R-Statistikumgebung und
das Datenbankmanagementsystem PostgreSQL mit denen die Auswertung und
Formattierungen der Daten erfolgte. Zur Manipulation von Text-und Tabellendateien wurde
die Scriptsprache Python verwendet. Als Schnittstelle zur Darstellung der Expressionsdaten
in der Datenbank wurde der Web-Applikationsserver Tomcat mit Java Server Pages™ (Sun

Microsystems) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Eigenschaften fiir Microarrays mit hoher Dichte

3.1.1 Ziel der Optimierungen

Um die hohe Anzahl der vorhergesagten PCR-Produkte aus dem Primerdesign-Programm
GenomePride auf einen Glasobjekttrager aufbringen zu kénnen, multen einige
Modifizierungen bestehender Protokolle und Methoden zur Herstellung von DNA-Microarrays
vorgenommen werden. Das Ziel war, einen Microarray als Standard fir die Untersuchung
des Drosophila Transkriptoms 2zu etablieren. Zu diesem Zweck wurden einige
Optimierungsexperimente durchgefihrt, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Erfahrung mit
der Herstellung von Microarrays mit hoher Dichte (ab 30.000 Features auf einem
Objekttrager) vorlag. Zusatzlich sollte aus den angefertigten PCR-Reaktionen reproduzierbar
eine groBe Anzahl qualititiv hochwertiger DNA-Microarrays schnell und kostensparend
hergestellt werden.

Als Grundlage wurde das von Frank Diehl [52] entwickelte PCR-Protokoll mit Betain-Zusatz
fur die Verwendung als Spotting-Losung Ubernommen und fur Microarrays mit hoher
Auftragsdichte weiterentwickelt. Durch den Zusatz von 1.5 M Betain, das einen
wasseranziehenden Effekt aufweist, konnte fruhzeitiger Verdunstung wahrend des Spotting-
Vorgangs (eine 384er Platte entspricht ~ 1 h) entgegengewirkt werden. Der Nachteil dabei
jedoch ist, daR® sich der Spot-Durchmesser aufgrund der hygroskopischen Wirkung des
Betains vergroBert. Um die gesamten PCR-Produkte zweifach (Replikate) auf einem
Glasobjekttrager unterzubringen (lber 40.000 Spots) muflte der Spot-Durchmesser fiir
einen Standard-Objekttrager (22 x 75 mm) von bisher Ublichen 200 um auf 140 pm reduziert
werden. Es wurde deshalb nach unterschiedlichen Mdglichkeiten gesucht, die Protokolle zu

optimieren.

3.1.2 Verwendung unaufgereinigter PCR-Produkte

Um Puffer, Enzyme oder Nukleotide aus PCR-Reaktionen zu entfernen, werden diese z.B.
mit Hilfe von PCR-Filterplatten aufgereinigt. Da die in dieser Arbeit generierten PCR-
Produkte nicht flr weitere sensitive enzymatische Reaktionen, sondern fir den Auftrag auf
die Objekttrager dienten, war eine Aufreinigung nicht nétig, solange die aufgetragenen
Proben spezifisch hybridisieren. Die Verwendung unaufgereinigter PCR-Produkte flr die
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Herstellung von Microarrays hat den Vorteil, dall die Zeit- und kostenintensive Aufreinigung
entfallt. Um das Hybridisierungsverhalten beurteilen zu kénnen, wurden 96 Drosophila PCR-
Produkte zufallig ausgewahlt, wovon die Halfte jedes PCR-Ansatzes (je 100 pl) aufgereinigt
wurde und die andere Halfte nicht. Die DNA-Konzentrationen aller PCR-Produkte wurden
nach fur beide Verfahren gemessen und in einer Tabelle aufgetragen (siehe Abb.3.1).
AnschlieRend wurden die Proben als Triplikate (siehe Abb.3.2) auf Glasobjekttrager
aufgebracht. Um Nadelartefakte zu vermeiden, wurde das Array-Layout so gewahlt, dal} ein
,Pin“ jeweils unaufgereinigte- und aufgereinigte PCR-Proben in einem Block auftrug.

PCR-Test unaufgereinigt vs.aufgereinigt
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o0

200 [ unautgerehigt
[ autgersinigt

DhA-mMenge (nofph

- _'-_ - Mittebwert unanfyeremizte PCE

Mittebwert mfreremmgte PCE

Abb.3.1: Gemessene DNA-Konzentrationen der 96 unaufgereinigten- und aufgereinigten PCR-Produkte
und der jeweilige Mittelwert.

Es wurden insgesamt 4 Blocke (3x 96 PCR-Proben mit Kontrollen) mit einem 6 x 12 Muster
pro Block auf den Array aufgebracht. Als RNA wurde Gesamt-RNA von 0-4 Stunden alten
Embryos verwendet. Diese wurde wie unter 2.2.9. beschrieben mit Cy5 und Cy3 markiert
und aufgereinigt. Die DNA-Chips wurden mit markierter Gesamt-RNA (s. 2.2.12.) hybridisiert
und anschlieend im Scanner eingelesen.

Die ermittelten Signalintensitdten wurden anschlieRend ausgewertet (siehe Abb. 3.3) und

verglichen.
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Aufgereinigte PCR Unaufgereinigte PCR
Block 1 A

Abb.3.2: Vergleich der Signalintensitaten von aufgereinigtem -und unaufgereinigtem PCR-Produkt auf
dem Microarray. Die Darstellung zeigt die Selektion der vergleichbaren PCR-Produkte. Die Intensitaten
spiegeln das Verhiltnis des Cy3-und Cy5-Farbstoffe wider.

In Abb.3.2 zeigten sich bei den unaufgereinigten PCR-Produkten teilweise geringere
Intensitaten (siehe Abb.3.2 A und C). Das Hybridisierungsmuster ist fur jeden Block
identisch, so dal eine unspezifische Hybridisierung und ein Verunreinigungseffekt
durch nicht entfernte Oligonukleotide mit universeller Sequenz ausgeschlossen

werden konnte.
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Abb.3.3: Signalintensitaten der 96 PCR-Produkte. Aufgetragen wurde das Verhiltnis der Mediane der
Kanale (632/532) und der jeweilige Mittelwert fiir die 96 PCR-Produkte.
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Bei der Messung der DNA-Konzentration (siehe Abb.3.1) ergaben sich die Mittelwerte 454
ng/ul fur die unaufgereinigte PCR und 234 ng/ul fur die aufgereinigte PCR. Das bedeutet
einen Verlust von durchschnittich ca. 50% der PCR-Produkte wahrend des
Aufreinigungsprozesses. Die Auswertung der Signalintensitaten (siehe Abb.3.3) ergab flr
die unaufgereinigten PCR-Produkte einen Mittelwert von 852 und fur die aufgereinigten
PCR-Produkte einen Mittelwert von 931. Das bedeutet eine ca. 10% durchschnittlich hohere
Signalintensitat bei der aufgereinigten PCR. Der Effekt der Aufreinigung der DNA mit Hilfe
der PCR-Filterplatten ist also durchaus sichtbar, da sie bei wesentlich geringerer
aufgetragener DNA-Konzentration eine leicht ehdhte mittlere Signalintensitat aufweist. Ein
Verlust von ca. 50% der PCR-Produkte ist aber gemessen an der Signaldifferenz von ca.
10% zwischen unaufgerinigter- und aufgereinigter PCR zu hoch und rechtfertigt damit nicht
die wesentlich erhéhten Kosten und den hdheren Zeitaufwand fiir die Aufreinigung. Ahnliche
Resultate ergaben sich bei anderen Mitarbeitern in der Arbeitsgruppe. Die Ergebnisse sind
in einer Publikation [53] zusammengefalt.

3.1.3 Erhohung der DNA-Bindungskapazitat auf Glasobjekttragern

Die Qualitdt der Hybridisierungen und damit verbunden der Erfolg der
Genexpressionsanalysen hangt mafigeblich von der Qualitat der verwendeten Microarrays
ab. Dazu missen die PCR-Produkte in ausreichender Menge effektiv an die Glasoberflache
der Microarrays gebunden werden. Die Menge an amplifizierter DNA in den PCR-Platten
sollte fur die Herstellung mehrerer hundert Microarrays ausreichen.

Die Bindung der PCR-Produkte an aminosilanisierte Glasobjekttrager erfolgt Gber ionische
Wechselwirkungen, wobei das negativ-geladene Phosphatriickgrat der DNA an die positiv-
geladenen Aminogruppen der Glasoberflache bindet. Um die Bindungskapazitat der DNA an
die Glasoberflache zu erhéhen und gleichzeitig einen Puffer gegen pH-Wert- Schwankungen
fur die Spotting-Losung (3 X SSC, 1.5 M Betain) verfiigbar zu machen, wurde der Einfluf3
von NaPO,-Lésung auf die Bindungseffizienz der DNA untersucht. Zu diesem Zweck wurde
der Spotting-Lésung 150 mM NaPOQO, zugesetzt und zusammen mit anderen herkémmlichen
Varianten der Spotting solution auf Glasobjekttrager aufgetragen. Es wurde jeweils eine
konstante Konzentration Herings-DNA (200 ng/pl) und Kresolrot (0,1 mM) zu vier Spotting-
Lésungen gegeben. Durch den Kresolrot-Zusatz kdnnen die Microarrays nach dem Auftrag
direkt mit dem Cy3-Kanalfilter im Laserscanner gescannt und ausgewertet werden.
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Vergleich Spotting-Lésung
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Abb.3.4: Signalintensitaten der vier verwendeten Spotting-Losungen. Gescannt wurde bei 633 nm
Wellenldnge fiir den Cy3-Kanal. Das Bild wurde in eine Falschfarbe (griin) Gibersetzt.

Die in Abb. 3.4 dargestellten Signale, wurden mit der GenePix-Software ausgewertet und in
eine Tabelle eingetragen. Die starksten Intensitaten, wie bereits visuell zu erkennen ist,
befinden sich im zweiten Block mit 3X SSC, 150 mM NaPQO, und 1.5 M Betain als Spotting-
Lésung. Zusatzlich erkennt man eine homogenere Morphologie der Spots, die auch in Block
4 (3X SSC, 1.5 M Betain) deutlich wird. Die Ursache dafur liegt in der Zugabe von Betain,
welches eine gleichmafRigere Verteilung der DNA (ber die Auftragsflache bewirkt [52]. Die
Auswertung der Signalintensitaten (siehe Abb. 3.5) zeigte ebenfalls deutlich héhere Werte
fur Block 2 . Wie aus der Tabelle 3.1 hervorgeht, ist der Mittelwert der Intensitaten von
Block 2 gegentber Block 4 mehr als dreimal so hoch. Diese Erhéhung der Signalintensitat
konnte nur durch die Zugabe des NaPQO, zu der sonst verwendeten Spotting-Lésung bewirkt
werden. Ein experimenteller Fehler, wie unterschiedliche Auftragvolumina der Nadeln konnte
ausgeschlossen werden, da die Positionen der Nadeln in wiederholten Experimenten
getauscht wurden. Die anderen Spotting-Losungen (Block 1 und Block 3) zeigten sehr
geringe Intensitatswerte mit heterologer Spotmorphologie, die daher fur eine spatere

Datenanalyse schlecht verwendbar sind.
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Vergleich Spotting-Losung
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Abb.3.5: Signalintensititen fiir die Spots der 4 Blocke. Verwendet wurden die Medianwerte der Pixel fiir
den Cy3-Kanal bei 633 nm. Von den jeweiligen Medianwerten wurden die Hintergrundwerte (B532)
abgezogen.

FUr die Herstellung der Microarrays wurde aus diesem Grund ausschlie8lich das
modifizierte Protokoll mit Phosphat-Zusatz verwendet.

Block # Mittelwert (Block)
1 3475,59
2 15345,63
3 1665,31
4 4291,92

Tab. 3.1 Die 4 Blocke mit unterschiedlichen Spotting-Lésungen und der Mittelwert der Intensititen fiir
jeden Block.

3.1.4 Auswahl der geeigneten Glasobjekttrager

Um die PCR-Produkte mit der optimierten Spotting-Losung (3X SSC, 150 mM NaPQ,, 1.5M
Betain) in ausreichendem Abstand zweier Spot-Mittelpunkte (,Spot distance®) auf die
Glasobjekttrager aufzubringen, wurden verschiedene Microarrays mit aminosilanisierter
Oberflache getestet. Dabei durfte der Durchmesser der Spots einerseits nicht zu gering sein,
da die Grole der Spots die Menge an gebundener DNA limitiert. Andererseits missen die
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Spotaullengrenzen genlgend Abstand zueinander haben, um den Kontakt und damit ein
IneinanderflieRen zu verhindern. Der errechnete Durchmesser der jeweiligen Spot-Abstéande
um die PCR-Proben als Replikate mit Kontrollen auf einem Areal von 22 x 75 mm
(Standardobjekttrager) mit 24 Nadeln aufzubringen, lag bei maximal 140 uym (siehe Abb.
3.6).

Microarray

Spot-Abstand: cooooooo

LcojJoooooo

/ 00000000

00000000
00000000
@ @ 00000000

140 ym

Abb.3.6: Schema des Durchmessers zwischen dem Mittelpunkt zweier Spots.

Die Software des Array-Roboters MicroGrid II™ gibt abhangig vom gewahlten Programm mit
bestehender Nadelkonfiguration den Mindestabstand (140 um) vor. Fir die Versuche wurde
die 1x Test Spotting-Losung verwendet, um zu gewahrleisten, das alle Glasobjekttrager mit
der gleichen Lésung behandelt wurden. Es wurden Poly-L-Lysin-Slides und QMT Amino-

Slides miteinander verglichen. Die Poly-L-Lysin-Slides werden in unserer Arbeitsgruppe
selbst hergestellt, die QMT Amino-Slides stammen von der Firma Quantifoil.

Poly-L-lysin

Spot-Abstand: 140 pm
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Abb.3.7: Ausschnitt aus einem Poly-L-Lysin-Slide mit VergroBerung. Der Auftrag der Testlosung erfolgte
mit einem Abstand von 140 ym. Gemessen wurden die Signalintensititen des Cy3-Kanals.
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QMT Amino, Quantifoil

Spot-Abstand: 140 pm

280 ce00gosEses i

Abb.3.8: Ausschnitt aus einem QMT Amino-Slide mit VergroBerung. Der Auftrag der Testlosung erfolgte
mit einem Abstand von 140 ym. Gemessen wurden die Signalintensititen des Cy3-Kanals.

Bei den Poly-L-Lysin-Slides (Abb.3.7) erkennt man in der Vergrélierung den erhdhten
Durchmesser der Spots (ca. 120 ym) und resultierend daraus teilweise einen Kontakt
zwischen den Spots. Da jeder Spot ein individuelles PCR-Produkt fur die Hybridisierung
darstellt, mul3 eine Kontamination der DNA-Proben vermieden werden. Bei Verwendung der
QMT Amino-Slides (Quantifoil) (siehe Abb.3.8) zeigen sich wesentlich geringere
Spotdurchmesser (ca. 80 um) und ein ausreichender Abstand zwischen den Mittelpunkten
der Spots. Fir die weiteren Hybridisierungsexperimente wurden daher ausschlieBlich die
QMT Amino-Slides verwendet.

3.2 Aufbau des Microarray ,,Heidelberg FlyArray*“

3.2.1 PCR-Amplifikation der Heidelberg Kollektion R1

mit Hilfe der spezifischen Primer wurden, wie unter 2.2.1. beschrieben, die 21.306 PCR-
Produkte mit genomischer DNA als Vorlage amplifiziert. Die Bewertung der amplifizierten
Fragmente erfolgte anhand der Gelelektrophorese. Die Grofie fur jedes Amplifikat war
durch die Vorhersage mit GenomePride bekannt (siehe 1.4), und so erfolgte ein
Grolenvergleich auf dem Gel (siehe Abb.3.9). Entsprach ein PCR-Produkt der errechneten
GroRe wurde es mit '+' bezeichnet, fehlende Banden oder PCR-Produkte mit falscher
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Grolde erhielten ein '-' und Mehrfachbanden ein 'db'. Konnten in einer 96er PCR-Platte nur
weniger als 90 % der Fragmente amplifiziert werden, so wurde die gesamte 96er PCR-Platte
wiederholt. Die amplifizierten Produkte dienten als Vorlage fir die zweite PCR mit
universellen Primern. Die entstandenen PCR-Produkte wurden ebenfalls, wie flir die erste
PCR, auf ihre GrofRe kontrolliert und gleichermallen bewertet. Von den jeweils 100 pl PCR-
Reaktionen der zweiten PCR wurde jeweils die Halfte (50 pl) entnommen und in die 384er
Spotting-Platten zum Eintrocknen Ubertragen. Von den insgesamt voraussberechneten
21.396 PCR-Produkten konnten bei der zweiten PCR und den entsprechenden
Wiederholungen 20.948 (97,9%) erfolgreich amplifiziert werden. Diese standen damit als

Grundlage fir die Herstellung des Microarrays zur Verfigung.

Abb.3.9: Ergebnis einer zuféllig ausgewahlten 1. PCR-Amplifikation mit universellen Primern. Je 2 pl aus
192 PCR-Proben ( 2x 96er PCR-Platten) wurden auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch bei 100 V fiir 25 min aufgetrennt. In den Spuren M wurde der GroRenmarker GeneRuler
aufgetragen.

3.2.2 Herstellung der heterologen Kontrollen

Wie unter 2.2.2 beschrieben wurden 8 heterologe cDNA-Kontrollen von Arabidopsis thaliana

hergestellt, die einerseits als PCR-Produkte auf den Microarray aufgetragen und

52



Ergebnisse

andererseits mittels in-vitro Transkription in mMRNA umgeschrieben wurden. Durch die
synthetisierte mMRNA konnten die Kontrollen in definierter Konzentration zu der komplexen
Drosophila Gesamt-RNA hinzugefugt und hybridisiert werden. Anhand der Signalintensitaten
der Kontrollen konnten die DNA-Chips wahrend des Scanvorganges kalibriert werden (siehe
2.2.13.). Damit wurde der qualitative Vergleich der Datensatze ermoglicht. Auflerdem
bestand die Mdglichkeit, anhand der standardisierten Kontrollen eine Normalisierung
durchzufiihren, da die zugegebene Konzentration der Kontrollen in den
Hybridisierungsexperimenten konstant gehalten wurde.

Es konnten 1 bis 2 uyg an mRNA der 8 cDNAs durch die in-vitro Transkription hergestellt
werden. Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte nach 2.2.3. und eine Kontrolle der
mRNA erfolgte anhand von 2 pl Aliquots auf einem denaturierenden Agarosegel, wie unter
2.2.4. beschrieben (siehe Abb. 3.10). Diese mRNA wurde im Verhaltnis 1:1000 verdunnt und
mit einer Konzentration von je 8 ng/ul fur jede Kontroll-cDNA zu den einzelnen
Hybridisierungen gegeben (,spiking“). Kreuzhybridisierungen zwischen der Kontroll-RNA und
aufgetragenen Drosophila-Proben auf dem Microarray konnten nicht beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt).

M1 2345678

Abb.3.10: mRNA der 8 A.thaliana Kontrollen gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden je 2 pl der
Kontrollen auf ein denaturierendes 1,2%iges Agarosegel aufgetragen und fiir 45 min bei 100 V getrennt.
In Spur M ist der GroBRenmarker RNA-Ladder und in den Spuren 1-8 die mRNA-Proben ,Arab“ 1-8
aufgetragen.
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3.2.3 Herstellung der cDNA-Microarrays

Die Herstellung der cDNA-Microarrays (,Heidelberg FlyArray“) erfolgte wie unter 2.2.8.
beschrieben. Es wurden 61 (59 Drosophila PCR-Platten + 2 Kontrollplatten) 384er Spotting-
Platten mit je 10 pl 1x Spotting-Lésung eingesetzt. Zusammen mit den 20.948 PCR-
Produkten einschlie8lich redundanter Wiederholungen aus den 96er PCR-Platten wurden
ebenso die Arabidopsis Kontroll-cDNAs, C.elegans Kontroll-cDNAs (aus dem ZMBH), die
Positionsmarker, Spotting-Losung als Negativkontrolle und genomische Drosophila-DNA als
Positivkontrolle auf die QMT Amino™-slides als Replikate aufgebracht. Insgesamt bestand
der Microarray aus 47.616 Spots. Der Spot-Mittelpunktabstand betrug 140 pm. Der Auftrag
erfolgte mit 24 (2 x 12) SMP3-Pins (TeleChem) auf dem MicroGrid II" (BioRobotics) Array-
Roboter. Die Replikate wurden an verschiedenen Stellen auf dem Objekttrager aufgetragen,
um lokale Signalintensitatsdifferenzen zu vermeiden. Auf einem Glasobjekttrager wurden auf
einer Flache von 22 x 60 mm daher 2 identische Arrays (48 Blocks, bzw. ,Grids")
untergebracht (siehe Abb. 3.11). Um eine einheitliche Spotmorphologie zu gewahrleisten,
wurden sog. ,Prespot-Slides“ verwendet, auf denen die ersten 10 Nadelauftrage erfolgten.
Es konnten wahrend eines gesamten Roboterlaufes (72 h) 108 DNA-Chips hergestellt
werden, von denen in der Regel (abzuglich ,Prespot-Slides) 75 DNA-Chips (69.5%) fur
weitere Hybridisierungsexperimente verwendet werden konnten.
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Abb.3.11: Schematischer Aufbau des Heidelberg FlyArray. Auf dem Objekttrager wurden 2 gleiche Arrays
(je 2 x 12 Blocke) aufgetragen. Die VergroBerung stellt schematisch einen der 48 Blocke dar. Jeder Block

besteht aus 31 x 32 Spots. Die unterste und oberste Reihe besteht im wesentlichen aus heterologen
Kontrollen.

Den oberen Bereich bilden die wiederholten PCR-Produkte. Die PCR-Produkte der
Heidelberg-Genvorhersage folgen darunter.

Den groften Bereich nehmen die PCR-Produkte aus der
BDGP Annotation im unteren Bereich ein.

3.3 Durchfuhrung der Experimente

3.3.1 Fluoreszenzmarkierung der RNA

Die jeweils 20 pg Gesamt-RNA entnommen aus den jeweiligen stadienspezifischen RNA-

Pools wurden durch die reverse Transkription in cDNA Uberfuhrt. Dabei wurde Aminoallyl-
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dUTP in die synthetisierte einzelstrangige cDNA eingebaut und anschlieffend in einem
zweiten Schritt mit einem Cy3- bzw. Cy5-Farbstoff markiert (siehe 2.2.9.). Um den Erfolg der
indirekten reversen Transkription zu messen, wurde die Einbaurate der gekopplten
Farbstoffe photometrisch bestimmt. Wie unter 2.2.11. beschrieben, wurde flr die markierten
cDNAs eine Absorptionsmessung durchgefiihrt, wobei jeweils Einbauraten zwischen 1 — 3%
gemessen wurden, d.h. durchschnittlich alle 30 bis 150 Nukleotide wurde ein
Farbstoffmolekil inkoorporiert. Die Menge an gewonnener markierter cDNA lag im
Durchschnitt bei 1,0 — 2,5 ug.

3.3.2 Hybridisierungen auf den Microarrays

Die Hybridisierungen der markierten cDNAs auf die Microarrays erfolgte als kompetitive Co-
Hybridisierung (siehe 2.2.12). Dabei wurde jeweils die Kontrollbedingung (0-4 h Embryo) mit
einem anderen Drosophila-Entwicklungsstadium kombiniert. Das erste Embryonalstadium
wurde als Referenzkontrolle in allen Hybridisierungsexperimenten verwendet, da Uber die
Genexpression zu diesem frihen Zeitpunkt die meisten Literaturinformationen vorlagen.
Jede Hybridisierung wurde dreimal wiederholt. Mit den auf dem DNA-Chip vorhandenen
Replikaten standen somit insgesamt 6 Datenpunkte fir jedes Gen in einer Kondition zur
Verfugung. Dadurch sollte eine ausreichende statistische Verteilung der Ergebnisse erreicht
werden. Innerhalb der drei Wiederholungsexperimente wurden mindestens jeweils einmal
die Farbstoffe (Cy3 bzw. Cy5) zwischen den Proben gewechselt (,dye swap®), um zu
gewahrleisten, dall experimentelle Abweichungen durch unterschiedliches Verhalten der
Farbstoffe bei der Signaldetektion ausgeglichen werden konnten [54]. Es wurden insgesamt
8 verschiedene Entwicklungsstadien (siehe Tab. 3.2) gegen die Kontrolle von Drosophila
melanogaster hybridisiert.

Stadium Embryo Larve Puppe (Stadien) Adult
Zeitpunkt 04 h 4-8h 8-12h 12-16h 1-3 1 2 3 1
Kontrolle

Tab. 3.2 Die verwendeten Entwicklungsstadien und Zeitpunkte der RNA-Proben von Drosophila. Die
Zeitpunkte fiir die Embryonalstadien sind in Stunden, fiir die Larve die 3 Larvenstadien, fiir die Puppe die
3 Verpuppungsphasen und die junge ausgewachsene Fliege angegeben. Das erste Embryonalstadium (0-
4h) wurde als Kontrolle verwendet.
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Abb.3.12: Der komplette Heidelberg FlyArray. Co-Hybridisiert wurde hier markierte cDNA von 0-4h alten
Embryos gegen die adulte Fliege. Das gescannte Bild zeigt Signale des gesamten Objekttragers. Die
vergroBerten Ausschnitte entsprechen jeweils einem Block (Grid). Die blau-umrandeten Bereiche

kennzeichnen die Heidelberg-spezifischen Gene. Bereits visuell erkennt man das Vorhandensein von
Signalen in diesen Arealen.
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3.3.3 Signaldetektion und Quantifizierung der Hybridisierungsdaten

Die gescannten Bilder wurden mit Hilfe von GenePix™ quantifiziert. Durch die Berechnung
der Standardabweichung (SD) zwischen den Replikaten eines Arrays (siehe 2.2.13.) wurde
die Qualitat der Hybridisierungen beurteilt. Von insgesamt 73 angefertigten Hybridisierungen
wurden 24 (32,8%) fur die weiteren Genexpressionsanalysen verwendet (siehe 4.1.4). Die
Ergebnisse der Signaldetektion und die Quantifizierung der Intensitdten mit GenePix"
wurden in Tabellenform abgespeichert. Dabei wurden jedem Spot, welcher ein Gen
reprasentiert, neben den Signalintensitatswerten fur den Cy3- und Cy5-Kanal noch Werte fur
den lokalen Hintergrund, Pixelzahl, Sattigungsgrad, Standardabweichung und weitere Werte
zugeordnet. Diese Datentabellen dienten als Grundlage fur die nachfolgenden
Genexpressionsanalysen.

Die Microarraydaten und Signalintensitaten fur alle 24 Hybridisierungen sind im Rahmen der
Publikation [37] bei der ,Gene Expression Omnibus“ (GEO) Datenbibliothek Uber eine
Webdatenbank (siehe 2.1.11) unter den Zugriffsnummern (,Accession no.“) GPL517,
GSM10917-GSM10940 verfugbar.

3.4 Analyse der differentiellen Genexpression in der Entwicklung von

Drosophila melanogaster

3.4.1 Filterung und Auswertung der Daten mit M-CHiPS

Mit dem Softwarepaket M-CHiPS [21] wurden die Signalintensitaten in Form von Tabellen
(.GPR-Format) aus der GenePix"-Software weiter ausgewertet. Die Hybridisierungen und
ihre  Wiederholungen unter der gleichen Bedingung konnten dabei zu Experimenten
zusammengefalit werden. Die Experimente konnten beliebig miteinander kombiniert werden,
wobei immer eine Bedingung (= Cy3- oder Cy5-markierte cDNA) als gemeinsame
Referenzkontrolle  definiert werden mufdte. Diese Kontrolle mul3te in allen
Zweifarbenexperimenten gleich sein, um die kompetitiven Hybridisierungen untereinander
vergleichbar zu machen. Die 24 Hybridisierungen wurden nach den Entwicklungsstadien
(siehe Tab. 3.2) der Fliege in 8 Bedingungen mit je 3 Hybridisierungen aufgeteilt. Die
gemeinsamen Kontrollbedingungen wurden zusammengefaldt, gleichgiltig ob sie mit Cy3-
oder Cy5-Farbstoff markiert wurden. Zuerst erfolgte die Normalisierung der Daten (siehe
2.2.13.). Zu diesem Zweck wurden die selektierten Hybridisierungen entsprechend ihren
Bedingungen in einem Plot gegeneinander aufgetragen und eine lineare Regressionsgerade

fir die Daten errechnet. Dabei wurden die Werte fiir die Mehrheit aller Gene der beteiligten

58



Ergebnisse

Hybridisierungen in die Berechnung einbezogen und durch eine multiplikative und additive
Korrektur wurde die Regressionsgerade mit der Steigung = 1 so angepaldt, das sie durch
den Koordinatenursprung verlauft. Fir die Normalisierung wurde der Median aller beteiligten
Kontrollbedingungen verwendet. Aufgrund dessen kdnnen mehrere Bedingungen
gleichzeitig in ein Experiment einbezogen und analysiert werden. Nach der Normalisierung
erfolgte die Filterung der Daten auf Gene, die eine Anderung in der Expression aufwiesen.
Dabei kamen die erwahnten drei Filterkriterien zum Einsatz (siehe 2.2.13). Durch jeweils drei
wiederholte Hybridisierungen einer Bedingung und den Replikaten auf jedem Microarray
wurden insgesamt 6 Datenpunkte erhalten, die zur statistischen Stabilisierung der
Signalintensitdtswerte beitrugen. Dies war wichtig fir die Bestimmung eines
reproduzierbaren Signalintensitatsschwellenwert, der Signale von dem Hintergrundwert
trennt. Weiterhin wurde nach Genen gefiltert, bei denen das gemittelte Verhaltnis der
Signalintensitaten der Farbstoffe auf eine Anderung der Genexpression hinwies. Auerdem
wurde auf die Reproduzierbarkeit der Genexpressionséanderung [55] gefiltert. Nach
Anwendung der Filter verblieben noch 13.812 (64,5%) von 21.396 Genen. Davon
entsprachen 3.473 (46,5%) (siehe Abb. 3.12) den unbekannten Genen der Heidelberg
Kollektion R1 und 10.339 (74,2%) der BDGP Genomannotation. Damit wurde der Beweis
erbracht, dal® bisher unbekannte Gene zusatzlich zu bekannten Genen aus der BDGP
Annotation transkribiert werden. Dieser Gensatz reprasentiert die Anzahl der Gene, deren
Expression im Transkriptom von Drosophila fur alle untersuchten Entwicklungsstadien
nachgewiesen werden konnte. Mit diesen gefilterten Genen wurde anschlielend eine
Korrespondenzanalyse [56] durchgefiihrt. mit Hilfe der Korrespondenzanalyse (siehe
2.2.13.) wurde die Qualitat der Experimente Uberprift, da sich durch diese Analysemethode
die Beziehungen zwischen Genen und Hybridisierungen in einem Plotdiagramm darstellen
lassen (siehe Abb. 3.13). In der Abb. 3.13 erkennt man anhand der umkreisten Cluster die
Auftrennung der Entwicklungsstadien im Uhrzeigersinn. Jede Farbe steht dabei fir ein
Stadium. Die Korrespondenzanalyse projeziert die Ahnlichkeit der Bedingungen relativ
zueinander in einen mehrdimensionalen Raum. Dadurch wird deutlich, dal® sich die
Embryonalstadien relativ ahnlich sind, wohingegen die Puppenstadien und das Adultstadium
groliere Abstande zueinander und zu den Embryonalstadien aufweisen, jeweils reprasentiert
durch distinkte Cluster. Das Larvenstadium (turkis) steht dazu im Gegensatz, da sich hier die
Hybridisierungen zwischen allen Stadien bewegen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
aulert sich durch die geringe Distanz der Quadrate einer Farbe zueinander, die jeweils
Wiederholungen der Hybridisierungen auf einem Microarray darstellen. Bis auf kleinere
Abweichungen (oranger Kreis) war die Streuung der Experimente gering, was fur die Gute

der Hybridisierungen sprach.
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Abb. 3.13: Korrespondenzanalyse der Entwicklungsstadien bei Drosophila. Die Farben stellen die
Stadien dar. Jedes Replikat eines Arrays entspricht einem farbigen Quadrat. Die Cluster sind
entsprechend umkreist. Die grauen Punkte reprasentieren die Gene. Das rote Quadrat stellt den Median
der Kontrolle (0-4h Embryo) dar. Die farbigen Hilfslinien sind das Transkriptionsprofil ,virtueller Gene
die jeweils der Standardkoordinate einer Bedingung entsprechen.

Die Linien sind entsprechen Verbindungen zu hypothetischen Genen mit einem idealisiertem
Transkriptionsprofil, deren gesamte Signalintensitat einer Bedingung entspricht. Sie flhren
vom Ursprung des Diagramms zu der Standardkoordinate, die das ideale Genprofil fur die
jeweilige Kondition darstellt. Aufgrund dessen entsprechen Gene, die naher an den
Hilfslinien und vom Ursprung entfernt liegen, ,ihrer* Bedingung am meisten. Da ein
differentielles Verhalten der Gene beschrieben durch ihr Transkriptionsprofil in den
Entwicklungsstadien beobachtet und validiert werden konnte, erfolgte mit den 13.812
gefilterten Genen die weitere Analyse. Die Resultate der Korrespondenzanalyse wurden in
einer farbkodierten Liste gespeichert, in die der Median der normalisierten Signalintensitaten

jedes Gens fur die 9 Entwicklungsstadien eingetragen wurde.
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3.4.2 Statistische Analyse der differentiellen Genexpression

Um den Microarray auf die statistische Signifikanz differentiell exprimierter Gene zu
untersuchen, wurde die Software R/maanova® implementiert in das R-Statistikpaket
verwendet. Wie unter 2.2.13. beschrieben, wurde ein gemischtes ANOVA-Modell (,Analysis
of variance®) [43] auf die gefilterten Gene angewendet. Dazu wurden die Mittelwerte der
Signalintensitaten der Replikate fur jedes Entwicklungsstadium mit seinen 3 Wiederholungen
als Tabelle in die Software geladen. Neben diesen Werten wurde zusatzlich eine
Experimentdesign-Datei eingesetzt, die den experimentellen Aufbau und die Reihenfolge der
Versuche beschreibt. Die Analyse hatte den Zweck, die Anzahl signifikant differentiell
regulierter Gene im Verlauf der gesamten untersuchten Entwicklungsstadien zu ermitteln, da
die sonst Ubliche Methode der 2-fachen Signaldifferenz keine ausreichend statistische
Grundlage besitzt (siehe 2.2.13) . Nach der Modellberechnung zeigte sich, da 6.286 Gene
(ANOVA) (siehe Abb. 3.14) bei einem Signifikanzniveau von p < 0,001 differentielle
Expression aufwiesen. Dementsprechend sind 45,5% der durch M-CHiPS gefilterten Gene
(13.812) wahrend der Entwicklung von Drosophila differentiell reguliert.

Differential expressed genes

15

log10{Ptab)

T T
1.0 15

{2 expression?

Abb.3.14: Vulkandiagramm differentiell regulierter Gene bei Drosophila. Dargestellt sind die negativen
logio-transformierten p-Werte des F1-Tests (ANOVA) gegen die Standardabweichung (SD) des Quotienten
der Signalintensitaten. Die horizontale Linie reprasentiert die nominale Signifikanzebene p < 0,001. Die
vertikale Linie ist der gruppenweise-korrigierte Signifikanzlevel p < 0,01. Rote Punkte sind signifikante
Gene die den F2-Test bestanden, blaue Punkte verfehlten den Test. Die 6.286 signifikant differentiell
regulierten Gene sind im oberen rechten Quadranten zusammengefaRt.
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3.4.3 Analyse der Genregulation mit Self-organizing maps und k-means -

Clusteralgorithmen.

Die weitere Auswertung der Genexpression wahrend der Entwicklung von Drosophila
erfolgte mit den gesamten 13.812 gefilterten Genen und nicht ausschlief3lich mit den 6.286
differentiell regulierten Genen. Der Grund dafur lag darin, da® das Transkriptom so
umfassend wie mdglich untersucht werden sollte, also sowohl Gene, die differentiell reguliert
werden, als auch konstitutiv oder permanent exprimierte Gene, wie schon fir andere
Organismen berichtet wurde [57]. Zu diesem Zweck wurde der Median eines Gens aus den
Signalintensitaten der drei Hybridisierungen fiir das jeweilige Stadium durch den Median der
Kontrolle (0 - 4 h Embryonalstadium) geteilt und logarithmiert (Basis 2). Die Tabelle mit den
log(2)-transformierten Werten wurde mit den zugeordneten Gennamen (Flybase), der
Flybase Accession number (Fbgn) und der Heidelberg FlyArray-ID mit Hilfe der PostgreSQL-
Datenbank verknuipft (siehe 2.2.13.).

Die Gennamen aus der Tabelle wurden mit dem fir Drosophila melanogaster verfigbaren
Begriffssatz Uber die Flybase Accession number verknipft (Christian Busold, pers.
Mitteilung) und es konnten 7.452 GO-IDs den gefilterten Genen zugeordnet werden (siehe
2.2.13). Mit Hilfe dieser GO-IDs wurden Ober- und Unterbegriffe definiert, die Gene
funktionell charakterisierten (siehe Tab. 3.3) und Uber das Farbschema in die weiteren
Clusteranalysen einbezogen wurden.

GO term Colour
Development
Cell organization/cytoskeleton

Energy pathway/mitochondrion
Structural insecta

Muscle

Protein regulation/metabolism

RNA regulation/transcription
DNA replication/Chromatin

Cell communication/Signal transduction

Tab. 3.3 Gene Ontology-Terminologie. Den Gene Ontology-Begriffen (GO) wurden die in der Tabelle
dargestellten Farben zugewiesen. Die Farbkodierung wurde in der weiteren Clusteranalyse fiir die
Markierung der Genprofile beibehalten.

Als nachster Schritt wurde die Datentabelle in die J-Express™-Software geladen und mit 2
Cluster-Methoden analysiert. Das Clustering von Genexpressionsdaten ermdglicht es,
ahnliche Gene in Gruppen einzuteilen und bestimmte Muster in der Expression zu erkennen.
Durch die Zuordnung der Gene in Gruppen lassen sich Homologien und gemeinsame
Regulation bestimmter Gene ermitteln [58]. Ebenso kdnnen regulatorische Unterschiede
anhand der Transkriptionsprofile beobachtet werden. Die gefilterten Gene wurden daher auf
ihr Expressionsmuster im Verlauf der Entwicklung von Drosophila, vom Embryo zur adulten
Fliege, untersucht. Von besonderem Interesse waren Gene- oder Gengruppen, die
spezifisch fur ein bestimmtes Stadium exprimiert oder reprimiert wurden.
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Zum Einsatz kam zuerst der Self-organizing maps (SOM) — Algorithmus, eine Methode die
auf einem neuralen Netzwerk beruht und sich fir explorative Datenanalyse gut eignet [59].
Dabei wird ein hexagonales Gitter bestehend aus ,Knoten“ Uber die Datenpunkte in einem
zweidimensionalen Diagramm gelegt, und die Gene diesen Knoten aufgrund ihrer
Annlichkeit zugeordnet. Daraufhin wurden die initiierten Partitionen mit einem k - means -
Algorithmus in Cluster eingeteilt, um ahnliche Expressionsmuster zu identifizieren und die
Transkriptionsprofile zu klassifizieren (siehe 2.2.13.). Insgesamt wurden 121 Cluster mit
unterschiedlicher Genzahl ermittelt. In diesen Clustern wurde dann nach Vorkommen der
verwendeten GO-Begriffe (siehe Tab. 3.3) mit Gbereinstimmenden Genfunktionen gesucht,
um festzustellen, welche Gene in einem Stadium signifikant reguliert sind und ob funktionell
ahnliche Gruppen von Genen homolog exprimiert werden [60,61]. Aufgrund der grof3en
Anzahl der Gene in den Clustern wurden jeweils die Cluster mit der hochsten Prozentzahl
Ubereinstimmender GO-Begriffe und die funktionell interessantesten Gene stellvertretend
selektiert und dargestellt. Die kompletten Cluster und die Liste der 13.812 Gene mit den

logarithmierten Verhaltniswerten fir jedes Gen sind auf CD vorhanden.
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Embryonalstadium

Der Verlauf der Transkriptionsprofile in Abb.3.16 zeigt, eine starke Reprimierung der
Genexpression in den 8 Entwicklungsstadien von Drosophila. Das bedeutet jedoch
gleichzeitig, aufgrund der logarithmischen Darstellung der Werte, eine starke Expression der
Gene im frihesten Stadium, namlich dem Kontrollstadium des 0 - 4 h alten Embryos.

Da das Signalverhaltnis jeweils aus dem Wert des Entwicklungsstadiums geteilt durch den
Wert der Kontrolle (0-4 h Embryo) errechnet wurde, ergaben sich fir die ersten frihen Gene

die gezeigten Transkriptionsprofile.

10.0 T T T T T T

Cluster 21
Genname ArraylD E48 EB-12 E12-16 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adult!
Bottleneck HFAIGITZ 173 208 3% 197 T 38 348 45
ol 1 Bsy®A HFADO276 032 288 435 389 452 57 458 513
: Bsg25D HFAD007 25 255 313 326 332 329 30 378
cup HFAD3S16 223 -398 -458 -408 249 238 251 29
I 1 deadhead HFEAlS781  -471 512 516 -503 689 333 353 -434
. loki HFAD3SE7 152 261 -423 348 45 358 39 413
\ | maelstrom HFA11894 186 1968 35 296 306 371 336 316
%x..._ A s chrac1d HFAD3S6S 111 222 289 32 343 399 33 -395
Q’%@%&ﬂé _E A nanos HFATT0IB 245 261 231 302 -39 37 276 -412
50:-_::—-%'\3 ,:7 T oskar HEAI7023 243 -486  -485 -433 69 307  -443 293
I 1 pimples HFAD3S91 122 256 35 -423 273 344 367 405

| | | I | |

-10.0

Abb.3.16: Transkriptionsprofile frilher embryonaler Gene. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der
jeweiligen Entwicklungsstadien geteilt durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf
bei Drosophila. Die Gennamen der farbig markierten Gene und die zugehoérige HDFlyArray-ID sowie die
Clusternummer sind in der Tabelle rechts eingetragen. Beispielhaft sind die interessantesten Gene
dargestellt.

Die beiden Gene oskar, nanos, sowie loki gehéren zu der Gruppe der maternalen Gene und
besitzen eine hohe Transkriptionsrate in diesem Stadium. Uber den ganzen
Entwicklungsverlauf bleiben die Gene in Abb. 3.16 nur im frihesten Stadium hochreguliert.
Im weiteren Verlauf (Abb. 3.17) zeigen sich Gene, die fur das Embryonalstadium spezifisch
hohe Genexpressionen aufweisen. In Abb. 3.17.A zeigt sich der Verlauf fir Gene im 4 -8 h
Embryonalstadium. Frihe Entwicklungsgene, wie Noftch, patched und armadillo zeigen in
dieser Phase ihre hoéchste Expression, ebenso wie Tollo, Toll-6 und failed axon connection
und im Embryonalstadium 8 -12 h (Abb. 3.17.B) Toll-7 und unc-5. Im 12 — 16 h Stadium
(Abb. 3.17.C) werden einige insektenspezifische Gene exprimiert, wie aristaless, a methyl
dopa resistant und Larval visceral protein L. Die Profile mancher Gene uberschneiden sich
teilweise zwischen den Embryonalstadien, bzw. eine exakte Auflésung ist aufgrund
redundanter Funktionen der Gene nicht moéglich.

In Abb.3.18 sind die Transkriptionsprofile von Genen entsprechend ihrer
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Funktionszugehorigkeit  dargestellt. Es zeigt sich an der Reihenfolge der
Genexpressionsprofile, das in der sehr fruihen Phase der Embryonalentwicklung neben
entwicklungsspezifischen Genen (Abb.3.18.B) viele Gene mit Zellfunktionen wie
Chromatinregulation (Abb. 3.18.A), Organisation der Zellorganellen (Abb.3.18.C) oder
Regulation der Transkription (Abb.3.18.D) beteiligt sind. Diese Gengruppen zeigen ihre
hdchste Transkription im 0 - 4 h und 4 - 8 h Embryonalstadium und die Cluster weisen
untereinander starke Ahnlichkeiten im Profilverlauf auf. Ebenso werden zu dieser Zeit Gene
aktiviert, die am Aufbau des Proteasom-26 Komplex beteiligt sind (Abb. 3.18.E).

Neben den Genen, die an der Proteinproteolyse beteiligt sind, findet man zu einem spateren
Zeitpunkt (4 — 16 h) eine erhohte Expression von ribosomalen Genen und Genen des
Proteinmetabolismus (Abb.3.18.F). Zum Larvenstadium hin sinkt die Transkriptionsrate

dieser Gene abrupt.

Larvenstadium

Das Larvenstadium nimmt im Leben der Insekten eine wichtige Position ein, denn es ist die
Phase des Ubergangs zwischen Embryo und Puppe an deren Ende die Metamorphose
eingeleitet wird. Dies wird deutlich bei Abb. 3.19.A und Abb. 3.19.C, bei denen
larvenspezifische Gene extrem hochreguliert werden, wie Ecdysone-induced gene 71,
Ecdysone-induced proteine 28 sowie Larval cuticle proteine (Hautbildung) und Salivary
gland secretion (Speicheldrise) Gene. Neben proteolytisch wirksamen Genen wie Lysozym
E, Lysozym P und z Trypsin (Abb. 3.19.A) finden sich in Abb. 3.19.B sehr hohe Mengen (log
(2) > 5.0) an Serin Proteasen und weiteren Trypsinen (a-,y-, und d-Trypsin).

Wie in Abb. 3.19.D werden Gene aus dem Larval serum proteine complex 1 - 2
(Larvenserum Proteinkomplex) zu Beginn der Larvenphase sehr schnell und in groRer
Menge (log(2) > 8.0) transkribiert. Die Transkriptmenge sinkt jedoch langsam ab und
verbleibt auch in den nachfolgenden Stadien auf hohem Niveau.
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A Cluster 19
5.0 Genname ArraylD E48 EB812 E1216 Larve Puppel Puppe2 Puppe3d Adultl
Amalgam HFA12489 294 108 -141 -122 -058 -1.87 -136  -397
armadillo HFA18738 104 06 07 2 -1.28 -1.47 -166  -2303
failed axon connections  HFA11345 119 054 002 141 0,19 077 125 247
HLHmgamma HFA16699 216 158 086 -1.33 031 -1.43 032 -312
k= Notch HFA18685 134 04 071 -159 05 135 039 -2m
E patched HFAD7669 13 024 08 -108 -1.07 2,16 078 -235
% slit HFAD7684 176 097 077 -098 -058 -158 -123 2
2 Toll6 HFA11304 26 002 07 M 095 -155 058 191
Tollo HFA11305 157 041 006 11 087 -1.49 116 163
tartan HFA11407 112 0892 0p3 -108 053 -18 137 244
B Cluster 31
5.0 Genname ArraylD E48 EB-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZ Pupped Adultl
b integrin HFAD3493 127 223 083 087 -0,08 032 0% 057
CG10635 HFA17750 147 145 079 026 08 005 042 086
optic ganglion reduced HFA18809 148 174 077 056 0,46 051 055 D042
scalloped HFA20370 122 198 108 027 047 0,09 056 04
k= thread HFAT11404 165 134 oge 021 098 047 047 008
E Toll-7 HFAQ7563 2N 23 058 0,15 0.1 0,13 037 02
%", unc-5 HFAD7711 193 10 09 007 083 029 038 03
B r unc-5-x2 HFAD7712 22 188 101 0m 076 005 042 028
L windbeutel HFAD7718 127 21 045 008 073 031 036 139
50—
C Cluster 56
5.0 Genname ArraylD E48 EB-12 E12-16 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adultl
L aristaless HFADD799 067 053 182 121 99 0,13 034 -003
a methyl dopa resistant ~ HFAD3483 04 06 196 044 0,23 0,24 053 043
CGa541 HFA10989 109 o4 215 143 005 023 042 -032
Cyp304a1 HFA16623 048 044 233 012 -0,09 0,15 116 034
Lamin C HFAD7453 123 113 3 12 0,02 037 154 091
late bloomer HFAOD7643 004 038 183 0,14 0,04 035 047 027
Lipasel HFAD3364 0B4 037 134 068 021 0,08 078 033
Larval visceral protein L HFAD7462 036 059 202 188 0,06 034 021 043
50
1 1 1 1 1 1
ﬁ'«,{/’
7 %,

Abb.3.17: Transkriptionsprofile der Embryonalstadien. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der jeweiligen
Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei Drosophila.
A) 4-8 h Embryo. B) 8-12 h Embryo C) 12-16 h Embryo. Die Gennamen der farbig markierten Gene und die
zugehorige HDFlyArray-ID sowie die Clusternummer sind in der Tabelle rechts eingetragen.
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A N I Cluster 63
501 T G ArraylD E48 E812 E1216 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adult1
L ] apontic HFAD4671  -013 057 -128 -147 232 -253 03 2B
brahma HFA11330 05 -054 15 086 096 29 216 291
r ] CG17054-x2 HF ADBE53 074 069 -19 08 -158 -2.24 151 252
8 dacapo HFAD7601  -055 0B8 -127 -246 -1.82 272 211 289
5 enhancer of yellow 1 HFA20326 026 051 -136 -14 -1.44 -2,19 179 22
a His3.3A HFAD3343 0g -038 1197 -156 226 -186  -213
& Imitation SW1 HFAD7 446 0B6 095 -203 -213 -1.48 29 173 287
Lamin HFAD3359 081 06 -102 -202 -1.88 -3,16 243 -328
Minichromosome maintenance 3 HFA18679 049 074 121 158 213 -2.94 189 191
Minichromosome maintenance 6 HFA18680 09 -09 22 129 -152 -324 169 299
peanut HFAO7666  -007 082 -167 -205 -156 -1.32 213 322
S50 - protein phosphatase 19C HFA21251 025 083 -183 -152 -1.88 =31 205 -245
L ! 1 L L ! . sptd HFAD7696 02 0B85 -101 -153 254 -253 201 -185
9% % % "’% sptb HFA18836 092 03 -115 -189 203 -258 196 -138
7X14215_zmbh_38 HFA21265 143 004 001 -307 -1.84 =347 136 255
B. [ T s Cluster 18
50 7 G ArraylD E48 EB-12 E1216 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adultl
L J big brain HFAD3496 092 -087 24 -193 -2,08 -355 206 -3.34
Bearded HF AD96B5 163 -1 -405 -289 -307 -4 89 236 -468
[ 1 delta HFA16648 139 -093 194 19 23 271 243 -3B2
8 dalmatian HFA16932 -051 -157 26 -059 -2.98 -4,14 285 32
54 germ cell less HFAD7623 084 -15 08 29 -366 -2.98 249 285
D Krippel HFAD4622 042 114  -164 -209 -4,32 -4.01 257 043
__‘é:’ mago nashi HFAD4703 028 -122 -189 -286 =274 -3,06 -307  -3,15
pavarotti HFAQJB730 024 -1B5 -345 -295 -294 -4.25 25 434
scabrous HFAD7677 146 -168 -297 222 231 -348 259 -358
scraps HFAD7679 036 -1,11 32 283 -243 -349 242 359
Toll HFA16885 13 086 -189 -298 -295 275 342 327
Twin of m4 HFA11306 152 038 246 -227 -2 66 -3,66 171 37
X yolkless HFA20387 043 -229 244 23 -327 -3,04 26 24
% % ‘7'%/ i
C BT | Cluster 33
501 7 G ArraylD E48 E8-12 E12-16  Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
L J CG2903 HFADD549 0,78 -1 084 09 097 -159 -105 -0,
CGB359 HFA16027 044 -055 08 1.3 -0,32 -164 -1,08 13
i 1 CG8228 HFA16398 051 072 093 -115 -1,07 -16 069 -1,15
3 L ] CG9113 HFA18433 076 087 -045 08 1,22 -191 087 -136
|54 cut up HFA18758 14 -081 05 -155 -1.07 -205 -104  -108
a enabled HFAQ7610 028 -046 059 1,13 -0,74 -208 -103  -154
:g.‘ Kdel Receptor HFAQ3353 078 -012 041 131 -063 21 -186  -1.24
v NS N Lissencephaly-1 HFAD7459 051 071 088 -15 -145 -1.86 086 -1,18
r 1 Syntaxin 5 HFAD3432 084 -118 am 121 -167 104 10
L | Signal trans adapt molecule  HFAD3444 085 -047 -077 -078 068 -1.84 086 092
Tim10 HF AD4664 -081 05 -0,25 -18 -157 -1,15 -136 083
-5.0 &
1 1 1 1 1 1

N
>
A*
&

Abb.3.18 A-C: Funktionelle Transkriptionsprofile der Embryonalstadien. Aufgetragen sind die log(2)-
Werte der jeweiligen Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den
Entwicklungsverlauf bei Drosophila. Die Zuordnung erfolgte gemaR der GO-Terminologie. A) Chromatin
regulierte Gene. B) Entwicklungsgene. C) Proteintransport .
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log(2) ratio

log(2) ratio

-5.0~

| Cluster 82
b Gi ArraylD E48 E812 E1216 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adult1
| Adh transcription factor 1 HFAD4963 004 0,15 -0B4 -129 087 2,16 -1, -1.72
daugtherless HFAD3517 00 04 0B -112 1,21 -1.74 102 166
1 hermaphrodite HFAD3543 005 025 -108 -138 -1.22 202 138 -176
modifier of mdgd HFA17001 038 026 -0g6 09 1,44 205 13 -188
scute HFA18830 -007 -0B8 -108 086 -1,02 -1,76 103 186
small ribonucleoprotein Sm D3 HFAD7553 052 087 -142 092 -1,09 2,02 A7 -183
Spta HFAD7556 074 OM 087 -109 18 22 069 -134
Spliceosomal protein on the X HFA18720 0p7 0B2 086 -057 -1.45 24 -084 -189
Serendipity delta HFA16869 -007 -068 S 122 1,48 -1,86 126 -202
] Taf110 HFA11297 028 -051 14 074 -099 2,24 -098 -205
Taf30alpha HFA16879 015 076 122 -102 -167 203 -188  -182
= Tafs0 HFA11299 046 D56 087 -106 -1,82 229 152 164
1
] Cluster 74
7 Genname ArraylD E48 EB812 E12-16 Larve Puppe1 Puppez Puppe3 Adultl
] Dox-A2 HFAD3318 003 07 092 07 . -161 054 055
Proteasome 26kD HFA16799 01 092 04 077 -U 94 -187 08 056
1 Proteasome 54kD HFAT1876 033 0p5 -106 073 031 -138 049 -0M
Rpn11 HFAD3422 069 122 -153 096 051 -1.64 -091 -004
Rpn2 HFA16839 005 088 -107 -04 099 -154 078 011
Rpn4 HFA16840 002 -1,14 -143 041 0,05 -16 059 049
RpnB HFAD7541 o0ps 099 16 099 -1,04 -1.85 -086 -003
Rpn? HFA16841 026 072 -1,16 099 -0.46 -1,19 045 043
Rpt3 HFA20283 018 06 -105 -05 077 -1.74 028 -005
J Rpt5s HFA16842 008 03 127 081 074 -149 07 06
1
%,
T Cluster 34
5 G ArraylD E4-8 E8-12 E1216 Larve Puppel Puppe2 Puggei‘l Adult1
| Qm HFA11947 104 013 ; 054 -166 -132 068
RpL11 HFAD7537 085 051 06 -005 -1 077 -0 ,69 -036
1 RpL13 HFAD3416 077 007 058 -038 -1.36 135 -081 -094
RplL27A HFAD0781 053 041 011 107 -0,99 065 019 -012
RpL32 HFA16835 058 036 091 -085 0,86 091 059 -051
RpL7 HFAD3417 032 03 017 087 -1,05 127 086 -089
RpL7A HFA18709 12 088 036 -024 -1,05 036 051 -064
RplL9 HFAD3418 027 00 034 075 -093 -1.05 -087 073
RpS12 HFA11270 097 oM 081 -029 -1,02 -107 -071 018
| RpS13 HFAD3419 109 034 102 -07 092 056 023 -054
RpS14a HFA18710 0% 031 042 -046 0,79 -1.01 033 0,16
— RpS25 HFA16837 og1 -007 036 -003 0,94 087 095 -079
1 RpS27A HFAD3421 036 026 083 -08B9 -1,49 098 065 -038
% "s‘., RpS3A HFA17168 041 019 -012 093 117 065 -069 -106
] % RpS4 HFA11272 059 089 033 067 -1.34 -1.07 -099 -083

Abb.3.18 D-F: Funktionelle Transkriptionsprofile der Embryonalstadien. Aufgetragen sind die log(2)-
(0-4h  Embryo)

Werte der jeweiligen
Entwicklungsverlauf bei

Entwicklungsstadien durch die
Die Zuordnung erfolgte gemaR der GO-Terminologie.
Transkriptionsregulation. E) Proteolyse. F) Proteinmetabolismus.

Drosophila.

Kontrolle

gegen
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D)
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A T T Cluster 84
5.0 -| Genname ArraylD E48 E812 E1216 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
L | CG13224 HFADBI45 0p1 002 002 209 0 1] 012 072
CG7072-x2 HFA10768 073 057 0 122 033 1] 084 047
r p 1 Ecdysone-induced protein 28/23 KD HFA11159  -007 1,06 032 133 0,01 -0.46 055 0B9
‘J&g klumpfuss HFA11357  -018 022 052 104 069 0,03 037 -0
R Lysozyme E HFADBE75 131 052 027 178 -0,16 057 057 058
Lysozyme P HFADBE76 06 055 027 187 047 0,02 034 097
new glue 2 HFA18803 037 005 025 197 021 -0,26 042 0fB8
Odorant receptor 74 HFA11245 0,08 0 003 128 0,01 055 -01 009
- 4 pepsinogen-like HFA18815 058 036 046 138 0 0,26 047 133
L | ZTrypsin HFAD7720 162 033 092 14 041 0,44 013 115
-5.0= -
1 1
Y(%
B 10.0 T Cluster 41
L 4 Genname ArraylD E48 EB12 E1216 Larve Puppel Puppe? Pupped Adultl
alpha Trypsin HFAQ7577 143 058 7 5 [ : 84 403
[ 1 Arginin Kinase HFAD9668 076 1,29 086 316 23 259 21 25
L | ©G2229 HFA15430 08 052 113 375 264 094 025 276
CGB467 HFA10644 166 042 067 4563 146 0,84 02 342
'E 5.0 CG6483 HFA10649 181 102 195 488 258 115 043 439
& CGB579 HFAD7216 062 082 071 40 177 023 012 182
E delta Trypsin HFA21262 086 089 09 385 126 006 089 32
gamma Trypsin HFAQ7622 055 082 073 375 106 023 046 278
Serin Protease 4 HFAQ3434 107 103 121 403 224 061 0,18 26
fm Serin Protease 1 HFA16858 139 093 094 432 145 072 027 288
0.0 Serin Protease 2 HFA16859 076 098 115 313 351 133 03 3M
L | vyippee interacting protein? HFA11410 141 075 049 493 093 033 006 247
1 1
) ,,%/
C 10.0 T T Cluster 62
L 4 6 ArraylD E48 EB12 E1216 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
CG3355 HFADD598 093 006 0 195 452 037 03 082
[ | Ecdysone-induced gene 71 HFA11152 064 0OM 0 599 523 0,12 1,44 u]
Larval cuticle protein 1 HFAD7455 027 0,12 0 34 304 039 -0,16 0
Larval cuticle protein 3 HFAD7457 097 033 096 481 447 008 012 088
'g 3 Larval cuticle protein 4 HFAD7458 124 007 008 434 i e P4 0,18 045 092
& Pupal cuticle protein HFAD3395 093 0,14 007 181 282 094 086 045
Eﬂ Salivary gland secretion 1 HFADO787 023 025 004 305 296 0,04 082 044
Salivary gland secretion 7 HFA11281 032 035 0 558 572 0,09 077 046
Salivary gland secretion 8 HFA11282 029 017 0 313 2,09 027 018 00
ventral nervous system defectiv HFA18849 027 0 014 278 294 003 118 011
L 1 1
T,
>,

Abb.3.19 A-C: Transkriptionsprofile des Larvenstadiums. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der
jeweiligen Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei
Drosophila. Die 3 Larvenstadien sind experimentell zusammengefasst. Die Gennamen der farbig
markierten Gene und die zugehoérige HDFlyArray-ID sowie die Clusternummer sind in der Tabelle rechts
eingetragen.
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DW-U = T Cluster 121
E 4 Genname ArraylD E48 E812 E1216 Larve Puppel Puppe? Puppe3 Adultl
fat body protein 1 HFA11166 038 032 034 67 6,76 6,16 474 397
7 Larval serum protein 1 a HFA20258 076 0,16 0 529 713 584 391 307
D, 4 Larval serum protein 1 beta HFADO757 032 0,14 0 649 8,14 655 444 531
N Larval serum protein 1 gamma  HFADSE72 082 008 0 6,12 726 6,36 505 411
5.0 ) “=._| Larval serum protein 2 HFA11216 023 0,12 007 B57 799 7563 709 598

log(2) ratio

00—

Abb.3.19 D: Transkriptionsprofile des Larvenstadiums. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der jeweiligen
Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei Drosophila.
Die 3 Larvenstadien sind experimentell zusammengefasst. Die Gennamen der farbig markierten Gene
und die zugehorige HDFlyArray-ID sowie die Clusternummer sind in der Tabelle rechts eingetragen.

Puppenstadium

Im Verlauf der Verpuppung setzt sich der Transformationsprozess zur erwachsenen Fliege
fort. Wie in Abb. 3.20.A zu erkennen ist, werden am Ubergang vom Larvenstadium zum
Vorpuppenstadium hohe Transkriptionsraten von Ecdysone-induced gene 71 gebildet.
Neben Genen fur die Entwicklung der Fotorezeptoren in den Augen, Jun-related antigen
(Abb. 3.20.A) und bride of sevenless (Abb. 3.20.D) werden mit Beginn der Verpuppung und
wahrend der 3 Puppenstadien verstarkt Gene exprimiert, die fir die Ausbildung und
Modelierung des Cytoskelettes verantwortlich sind. Vor allem gegen Ende der dritten
Puppenphase zeigt sich eine starke Expression von Genen wie neuromusculin (Abb. 3.20.C)
und Aktin-Genen (Abb. 3.20.D). Verstarkt werden ebenfalls Gene aus dem  Transport
funktioneller Gruppen exprimiert, wie Glutathione S-transferase D1,D24 (Abb. 3.20.C) sowie
Gene aus dem Kohlehydratmetabolismus (z.B. der Glykolyse) Aldolase, Malat-spaltenden
Enzymen und Malat—Dehydrogenase (Abb. 3.20.E), auBerdem Gene des Citratzyklus wie
Succinyl-coenzyme A (Abb. 3.20.D). Eine weitere auffallige Gruppe mit hoher Transkription
in diesen Entwicklungstadien ist mit dem Energiemetabolismus in der Zelle verbunden. Dazu
gehoéren mitochondriale Gene wie Na pump alpha subunit und oxen (Abb. 3.20.D) und die an
der Atmungskette beteiligten Gene wie NADH-Dehydrogenasen, Cytochrom-c Oxidase und
ATP-Synthase-Untereinheiten (Abb. 3.20.E). Wie erwahnt befanden sich in dem Gensatz
der Heidelberg Kollektion R1 auch bisher unbekannte Gene, die in der BDGP Annotation
(Version 3.1) nicht vorhanden waren. In Abb. 3.20.F ist ein Cluster dargestellt, in dem 87%
dieser unbekannten Gene spezifisch im letzten Puppenstadium eine signifikant hohe
Transkriptionsrate aufweisen.
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A 10.0 T T T T T T Cluster 1
4 Genname ArraylD E48 EB8-12 E1216 Larve Puppel Puppe? Puppe3 Adultl
CG4818 HFA10451 083 027 005 1.1 41 124 078 082
| Ecdysone-dependent gene 78 E HFA11863 056 002 042 -009 372 125 043 009
Ecdysone-induced gene 71 Ea  HFA11148 01 1] 0 0ps 54 017 014 019
Ecdysone-induced gene 71 Eb  HFA11149  -0,12 0 0 0 584 0,89 1,05 0
| Ecdysone-induced gene 71 Ec HFA11150 037 002 0 082 665 05 065 0
Ecdysone-induced gene 71 Ed  HFA11151 01 012 0 0413 355 034 04 -009
Ecdysone-induced gene 71 Ej  HFA11157 01 -008 051 1] 523 034 069 01
| Jun-related antigen HFAD7 447 0,06 0,1 001 0,16 316 091 159 088
target of Poxn HFA11402 097 236 093 007 398 063 118 038
2 % 4 Y‘r,/
- I//,
B 1 T T e T B Cluster 93
4 Genname ArraylD E4-8 E8-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
basket HFAQ3499 142 05 031 049 0,01 25 173 1
CG15007 HFADB461 047 004 09 007 025 155 117 037
4 CG5494 HFA15819 035 046 002 -054 -012 157 -002 024
) Cytochrome P450 HFAD3307 106 086 076 055 083 1,74 071 0,86
g 50 EG:BACR42117.6 HFA18631 072 049 128 017 054 159 017 027
a G protein a 73 HFA11171 094 0p2 0 073 09 268 095 146
_';." iota Trypsin HFAQD7634 0B1 003 002 1,16 0,01 181 0,02 0,86
multiple drug resistance 65 HFA11220 03 079 095 086 0,06 191 093 143
| Vitellin membrane 26 Aa HFAQ3472 05 022 073 1,15 033 133 -007 1
Vitellin membrane 34 Ca HFAQ3475 094 014 015 095 -0.89 246 -0.47 115
<o, % % %, ’:/%‘
C10,0 T T T T T Cluster 4
4 Genname ArraylD E48 EB8-12 E12-16 Larve Puppe1 Puppez Puppe3 Adultl
bendless HFA21261 0g1 108 052 019 08 g 199
CG3960 HFA18333 o004 018 058 0.1 0,41 068 24 119
4 chaoptic HFA16925 0 0 005 019 03 252 299 177
Glutathione S-transferase D1 HFA16683 004 019 041 0 108 119 228 143
Glutathione S-transferase D24 HFA16686 149 007 0,23 u] 124 10 279 142
Drop HFA17002 034 -017 008 0 0,1 166 227 045
neuromusculin HFA11897 047 071 032 03 063 156 23 092
Resistant to dieldrin HFA11264 o001 007 076 0pB4 06 1,02 225 092
Trypsin 29 F HFAQ3466 163 0,12 176 004 01 025 316 02
3 %,
% .

Abb.3.20 A-C: Transkriptionsprofile der Puppenstadien. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der jeweiligen
Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei Drosophila.
Das Puppenstadien wurde in 3 Phasen unterteilt. A) Puppe 1. B) Puppe 2. C) Puppe 3. Die Gennamen der
farbig markierten Gene und die zugehorige HDFlyArray-ID sowie die Clusternummer sind in der Tabelle
rechts eingetragen.
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log(2) ratio

log(2) ratio

Cluster §
G ArrayID E48 E812 E1216 Larve Puppel Puppe?2 Puppe3 Adult1
Aconitase HFAD1BS3 051 03 014 082 023 . 222 234
Actin 42 a HFAD4B3HE 034 043 084 D015 053 077 223 175
Actin 87 e HFA14104 025 -003 176 089 055 18 253 219
alpha actinin HFA17724 056 -003 151 128 -0,06 099 256 227
Aldolase HFA14108 037 016 171 121 1] 1,03 214 294
Arrestin 1 HFAD1867 og4 0O o 1] 023 072 258 236
Na pump alpha subunit HFA14119 012 o021 129 009 003 0,88 171 168
ATPsynthase beta HFA17194 072 016 108 052 -0.56 077 153 25
bride of sevenless HFA16916 008 028 0 0,14 1} 068 192 22
Chaorion protein 38 HFA18453 013 022 013 048 0,08 2,08 128 21
Malic enzyme HFA167 33 048 015 075 176 0,46 061 18 27
Malic enzyme 1 HFAQ7 469 0g3 oOMNn 003 063 054 099 191 219
oxen HFAQD7520 012 035 05 039 009 1,16 181 268
'ﬁ',,, Succinyl-coenzyme A HFAD7547 034 -008 034 0pb4 031 073 148 219
7 stoned B HFA21113 012 001 071 036 042 134 195 186
Cluster 26
G ArraylD E48 EB-12 E12-16 Larve Puppel Puppe2 Puppe3 Adultl
ATP synthase b HFAQ9659 057 02 034 -022 - 06 \ 247
ATP synthase CfB HFA14092 059 079 023 02 -0.54 034 135 152
ATP synthase gamma HFA14094 009 -0 003 -035 037 0,44 138 222
CG17280 HFAQ4289 03 -029 026 -005 -0,56 012 119 132
CG3683 HFAQ4404 042 0,16 024 005 -0,26 0,44 082 175
CG4769 HFA10447 012 041 0,15 1] -1.01 0,09 123 179
CGB020 HFA11791 065 0,18 056 043 -0,12 05 149 19
CG7580 HFA10886 008 -032 003 -048 -093 045 106 196
Cytochrome ¢ oxidase HFA16611 008 -003 025 -022 -0,42 021 143 18
EG:152A3.7 HFA18500 00s 01 og1 -0 -0.54 043 12 181
Malat dehydrogenase HFA16736 019 -019 022 015 -0,42 022 163 2
Oscp HFA16780 013 -047 0,01 04 -0.76 0.1 135 214
,V,/’
Y,
Cluster 43
G ArraylD E48 EB8-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
HFA17345 HFA17345 018 0 0 0 0,05 0, 134 1]
HFA17424 HFA17424 035 0 0 0 0,12 028 177 1]
HFA17429 HFA17429 0 024 002 017 0,24 021 112 017
HFA17453 HFA17453 05 008 0 037 0,22 034 101 031
HFA17527 HFA17527 013 0 002 0 017 -0,06 122 088
HFA17604 HFA17604 034 002 0 0 -0,05 0,14 167 011
HFA17614 HFA17614 0 013 on 0 0,04 0,04 1,66 1]
HFA17682 HFA17662 0 0418 0 0 -0,06 0,15 159 -008
HFA17710 HFA17710 06 086 012 074 -0,24 013 176 028
HFAD3988 HFAD3988 007 022 0 003 0,04 011 173 036
HFAQ3990 HFAQ3990 005 1] 0 0 03 0,19 161 017
CG2789 HFAQD533 -002 064 082 062 -0.48 -0.46 166 014
| CG5527 HFA15830 -014 028 003 0 0,08 0,02 144 035
7, CG9990 HFA16589 004 053 034 031 0,23 04 159 024
7 Ubx HFA16691 032 00 075 02 001 -0,06 148 054

Abb.3.20 D-F: Funktionelle Transkriptionsprofile der Puppenstadien. Aufgetragen sind die log(2)-
(0-4h  Embryo)
Entwicklungsverlauf bei Drosophila. Die Zuordnung erfolgte gemaR der GO-Terminologie. D) Glykolyse-
und Kohlehydratmetabolismus. E) Energiemetabolismus und Mitochondrium. F) Unbekannte Gene der
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Adultstadium

In der jungen erwachsenen Fliege werden, wie in den Puppenstadien, Gene aus dem
Cytochrom-Komplex (Abb. 3.21.A) und der Atmungskette z.B. Cytochrome P450 binding
genes (Abb. 3.21.B) hochreguliert. AulRerdem finden sich die gehauft Gene, die mit der
Sexualdifferenzierung verbunden sind, wie die Accessory gland peptides (Abb. 3.21.A,
3.21.B und 3.21.C), Male-specific RNA 57 Dc und yolk protein 3 (Abb. 3.21.C).

In diesem Stadium waren allgemein die wenigsten Cluster mit hohen Transkriptionsprofilen

zu finden.

Sonstige Cluster

Neben den fur jede Entwicklungsphase spezifisch-transkribierten Genen zeigten sich auch
signifikant hohe Expressionsraten bei Uber alle Stadien der Entwicklung konstitutiv
regulierten Genen. Dabei konnte auch Gewebs-spezifische Genregulation identifiziert
werden, wie in Abb. 3.22.A die Muskel-spezifischen Gene mit einer hohen
Transkriptionsrate. Auf wesentlich niedrigerem Niveau, aber ebenfalls konstitutiv exprimiert
werden manche Signaltransduktionsgene mit Kalzium-bindender Funktion (Abb. 3.22.B).
Auch Cluster mit mehr als einem Optimum, wie in Abb. 3.22.C wo die hdchste

Genexpression direkt vor- und -nach dem Larvenstadium vorhanden ist.

73



Ergebnisse

A = | ! I Cluster 77

5.0 “| Genname ArraylD E48 E812 E1216 Larve Puppel Puppe? Puppe3 Adult

L | Accessory gland peptide 70 A HFAQ9B64 031 005 0 0p4 032 0,12 035 243
Cytochrome c distal HFAD3308 015 049 -049 076 -005 0,12 056 182

EG:80H7.10 HFA18563  -0,01 0 0 o 09 0,12 063 203

Gsl-like HFADO754 007 028 006 013 077 058 05 206

Met75Ch HFA11221 004 -015 0 o 092 1 048 292

no receptor potential A HFA18806 0 -013 022 -012 01 081 028 231

sp2 HFAD3615 034 -009 005 004 -0,08 083 037 297

UDP-glycosyltransferase 35b  HFA16893  -003 013 -007 003 -039 0,12 047 24

s

B 10.0 T T T T T T Cluster 86

F 4 Genname ArraylD E48 E8-12 E1216 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
Acetyl coenzyme A synthase  HFAT1603 043 058 043 1,18 -039 -0,25 081 17
1 Accessory gland-specific peptide 32 HFAD1858 0,11 -008 026 0,16 0,49 007 038 176
+ 4 adenosine 3 HFAD3481 043 0,19 021 07 077 056 021 139
Amylase distal HFADS913 034 043 011 179 013 042 075 157
CG4791 HFAD2778 094 031 039 071 077 0,22 048 181
Choline acetyltransferase HFA16609 1.1 01 027 0,16 0,04 0,06 125 163
Cytochrome P450 oxygen binding 28d1 HFAO3298 078 0,18 017 074 025 04 102 143
Cytochrome P450 oxygen binding a17 ~ HFAQD7378 031 03 -0,06 12 0,56 047 11 149
Cytochrome P450 oxygen binding 313a1 HFA16624 048 02 u] u} 0,08 -0,33 087 214
Cytochrome P450 oxygen binding 448 HFAT11131 054 003 0 082 024 071 082 189
Cytochrome P450 oxygen binding 617 HFAQ7378 031 035 -006 1.2 056 047 111 149

death executioner caspase HFA16930 105 028 088 041 0,17 012 042 143

Ldir HFA16726 068 0,17 03 04 063 0,33 121 192

Larval visceral protein D HFAD7 460 083 047 033 056 -0,15 001 019 161

Wrinkled HFA11316 04 026 013 117 047 023 07 1,12

C10'0 ! ! ] ! ] I Cluster 87

= 41 Genname ArraylD E48 E8-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adulitl
Accessory gland peptide 53Ea  HFAD5916 018 -001 1] 1] 0 035 084 316
I | Accessory gland peptide 76A  HFADSB65 062 01 0 019 0 043 17 295
F 4 CG4189 HFA10405 044 02 08 047 0,14 1,28 068 279
8 CG5162 HFA19935 045 007 017 053 0,33 03 191 385
£ EG:8761.3 HFA18577 075 023 06 119 1,08 02 117 308
a Male-specific RNA 57 Dc HFA16745 025 031 0,13 0 -0,3 0,19 148 386
& Protein ejaculatory bulb HFAD4B37 065 0,17 0 042 -0,06 133 002 367
Rhodopsin 3 HFA16822 0 003 005 0 -0,16 0,16 179 326
wings up A HFA20385 -014 -005 006 0 -0,13 107 1,14 3.1
Yolk protein 3 HFA20302 042 02 01 007 0,5 091 085 354

&

Abb.3.21: Transkriptionsprofile der adulten Fliege. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der jeweiligen
Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei Drosophila.
A — C) Gene der Atmungskette (Energiemetabolismus) und der Sexualdifferenzierung. Die Gennamen der
farbig markierten Gene und die zugehoérige HDFlyArray-ID sowie die Clusternummer sind in der Tabelle
rechts eingetragen.
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Cluster 115
G ArraylD E48 E8-12 E12116  Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
CGB505 HFAD7201 3 I : A7 309 6,39 38 %
Glutactin HFAQ3333 236 153 386 287 332 263 334 4,18
Myosin heavy chain HFAD3367 291 236 479 426 352 433 5 546
Myosin alkali light chainl HFA16740 108 099 326 193 187 49 593 581
Myosin alkali light chain2 HFA16741 281 185 375 31 242 3,08 39 5893
Muscle protein 20 HFAQD7474 306 187 445 415 2,18 344 542 575
Muscle specific protein 300 HFAD3370 174 215 4 355 334 386 454 408
pale HFA11383 107 0,16 124 291 331 198 576 553
= pericardin HFA11385 298 264 447 432 182 41 484 19
0.0 i Paramyosin HFA11255 207 122 38 303 061 377 441 539
Thiolester containing protein Il HFAD3451 18 232 183 202 323 4,05 281 488
4 Tropomyosin 2 HFA1B887 157 093 395 047 168 37 496 585
upheld HFA20382 092 198 499 298 32 454 503 559
o
B Cluster 27
5.0 -1 G ArraylD E48 E8-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZz Puppe3 Adultl
| Calcium-dependent protein kinase |  HFA17162 038 7 057 - 039 | -0, 047
CG1976 HFA15409 062 042 103 046 022 071 017 031
1 CG4394 HFA19894 08 084 127 079 0,09 054 026 089
CG4839 HFAD2783 043 021 102 078 034 -0,01 o001 079
'g CG4839-x2 HFAD2784 045 005 074 071 0,25 026 043 071
a CG5627 HFA19354 075 029 08 062 031 0,15 079 069
Eﬂ Calmodulin-binding protein related to Rab3 HFA18454 031 0,09 08 034 005 -0,14 081 0,21
Daugthers against dpp HFA16642 052 085 08 057 07 0,34 034 0p4
1 myospheroid HFA18799 061 076 087 045 1] 001 041 052
| pangolin HFA17176 057 03 057 -037 033 054 035 046
sine oculis HFAD7693 023 021 061 044 0,29 0.2 017 089
5.0 - unzipped HFAD4722 059 069 093 009 0,15 0,15 1 074
",
C Cluster 110
Genname ArraylD E48 E8-12 E12-16 Larve Puppel PuppeZ Puppe3 Adultl
CG10211 HFAD2027 158 2,18 436 164 31 2,19 173 128
CG7658 HFA11846 204 086 315 183 25 3n 136 -003
Chitinase 1 HFAD3767 089 181 184 234 421 164 0,28 0
8 Chitinase 3 HFAD3768 087 2,16 237 283 436 254 061 -056
g Fasciclin 3 HFAD3326 107 231 333 078 228 183 1,16 07
a Ecdysone-inducible gene E1 HFA11196 084 177 357 097 34 181 065 004
& | Ecdysone-inducible gene E2 HF ADB665 164 267 328 055 382 0,08 024 -08B3
Ecdysone-inducible gene L1 HFA11197 122 254 491 135 431 06 064 006
1 SP558 HFA12365 15 088 44 11 246 04 144 -042
| sP71 HFA20652 179 323 325 047 329 14 042 022
-5.0 =1
3’0;, ”

Abb.3.22: Stadien-unspezifische Transkriptionsprofile. Aufgetragen sind die log(2)-Werte der jeweiligen
Entwicklungsstadien durch die Kontrolle (0-4h Embryo) gegen den Entwicklungsverlauf bei Drosophila.
A) Muskel-spezifische Gene. B) Signaltransduktionsgene. C) Hochregulierte Gene in zwei Stadien.
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4 Diskussion

4.1 Methoden zur Untersuchung der Genexpression

4.1.1 Optimierung der DNA-Chip-Technologie

Die parallele Analyse von mehreren tausend Genexpressionsdaten gleichzeitig ist eine der
grolRen Starken der DNA-Chip-Technologie [62]. Seit der Etablierung der Microarrays [63]
zur Genomanalyse entwickelten sich unterschiedliche Methoden der Herstellung [52, 64] und
Optimierungen der Technologie [65,66] mit hoher Geschwindigkeit. Im wesentlichen werden
heutzutage zwei Herstellungsmethoden von cDNA-Microarrays verwendet: zum einen die
Bindung Uber ionische Wechselwirkungen, wobei die negativ geladenen Phosphodiester, die
als Rickgrat der DNA fungieren, an die positiv geladenen Amino- oder Lysingruppen der
modifizierten  Glasobjekttrdger binden. Zum anderen werden Objekttrager mit
Aldehydgruppen funktionalisiert [67], die Bindung der aminomodifizierten DNA erfolgt
kovalent unter Bildung einer Schiff'schen Base. Fir die Anwendung dieser Methode mul} die
DNA (z.B. PCR-Produkte) zuvor mit Aminogruppen als Adaptoren versehen werden, z.B.
durch Verwendung von amino-modifizieten Primern wahrend der PCR. Diese
Herstellungsweise kdnnte fir den Heidelberg FlyArray ebenfalls leicht verwendet werden, da
fur die zweite PCR zu Amplifikationszwecken universelle Primer (siehe 2.2.1.) benutzt
wurden, die kostenglnstiger als spezifische Primer synthetisiert, und im Anschluf3 mit
Aminogruppen gekoppelt werden kénnen. Aufgrund der Erfahrung mit aminosilanisierten
Microarrays (Poly-L-Lysin, QMT Amino slides) [68] und den darauf entwickelten Protokollen
wurde dieser Variante des DNA-Chips der Vorzug gegeben. Fur den Heidelberg FlyArray
wurde eine hohe Anzahl von DNA-Fragmenten (47.616) auf einen Glasobjekttrager
aufgetragen. Dazu mulfdte die verwendete Flissigkeit, in der die DNA gel6st ist (,Spotting
solution®) Eigenschaften aufweisen, wie hohe Rasterdichte der Spots und geringe
Evaporation.

Das Prinzip der Genexpressionsanalyse durch die Hybridisierung der markierten Gesamt-
RNA-Probe auf einem Microarray beruht auf der Annahme, dal® die detektierte
Signalintensitdt eines Gens proportional zu dessen Transkriptionsrate ist [69]. Der
dynamische Bereich der detektierbaren Signalintensitat verlauft iber drei Gréflenordnungen
unterschiedlicher DNA-Konzentrationen linear und die kleinste detektierbare mRNA-Menge
betrug laut [70] 2 pg. Die maximal detektierbare RNA-Menge entspricht dem
Konzentrationsverhaltnis, an dem die Signalintensitat trotz steigender Konzentration der
markierten cDNA-Proben nicht weiter zunimmt da die Menge immobilisierter DNA auf dem
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Microarray zu gering sein. An diesen Punkten ist eine Sattigung der immobilisierten Probe
auf dem DNA-Chip erreicht und eine Quantifizierung der DNA-Konzentration ist nicht mehr
mdglich. Aus diesem Grund mull die Konzentration der immobilisierten DNA deutlich im
UberschuR vorliegen [71]. Um dies zu erreichen, muBiten vorliegende Protokolle
dahingehend optimiert werden, mdglichst viel DNA auf einer kleinen Flache zu binden. Es
wurden DNA-Konzentrationen zwischen 200 und 500 ng/upl auf einem durchschnittlichen
Spot-Durchmesser von 80 um aufgetragen. Das von Frank Diehl entwickelte Betain/SSC-
Puffersystem [52] diente dazu als Grundlage. Das Betain besitzt einen stabilisierenden
Effekt auf DNA und Proteine [72] und fihrt zu einer Angleichung der Stabilitat von A-T- und
G-C-Basenpaarungen [73]. Deswegen wird es ebenfalls zur Optimierung von PCR-
Reaktionen [74,75] als Additiv [76] eingesetzt. Durch den Zusatz von Betain wird die
Viskositat des Spots auf der Glasoberflaiche des Microarray erhdht, wodurch ein
Austrocknen des Tropfens verzdgert wird. Da der Spot langer feucht bleibt, kann sich die
darin enthaltene DNA gleichmaRiger Uber die Flache des Spots verteilen, was zu einer
héheren Homogenitat der Spotmorphologie fiihrt. Ahnliche Effekte wurden bei der
Verwendung eines DMSO/SSC-Puffers beschrieben [77]. Zusatzlich wird durch die
verringerte Evaporation die Reaktionsdauer verlangert, mit der die DNA durch ionische
Wechselwirkung an der Glasoberflache binden kann. Als Konsequenz daraus wird
insgesamt mehr DNA an das Tragermaterial gebunden. Der Betain/SSC-Puffer wurde um
den Zusatz von NaPO,-Puffer (pH 8,5) erweitert. Durch die Zugabe des Phosphatsalzes zu
der Lésung konnte die Bindungsfahigkeit der DNA an die Objekttrageroberflache um den
Faktor drei gegenlber dem Puffersystem Betain/SSC erhoht werden. Die Wirkung des
Phosphates lafit sich zum einen dadurch erklaren, dall sich die Konformation der DNA
dahingehend verandert, da® sie als relaxierte Duplex vorliegt [78,79] und dadurch die
negativ-geladenen Phosphatgruppen besser an die Glasoberflache binden kénnen [80]. Zum
anderen bewirkt der leicht basische pH-Wert von 8,5 des Phosphat-Puffers in der Spotting-
Lésung vermutlich eine Deprotonierung der Phosphatreste und damit eine erhéhte negative
Ladungsdichte in den Phosphatgruppen der DNA. Somit verstarkt sich die Wechselwirkung
zwischen dem Phosphatriickgrat der DNA-Strange und der positiven Aminogruppen der
Glasoberflache [81], was zu Folge hat, dal® mehr DNA pro Flache gebunden werden kann.
Weiterhin wurden die verwendeten PCR-Produkte mit Hilfe der modifizierten Spotting-
Lésung ohne weitere Aufreinigung auf die Objekttrager aufgebracht, so dal® dem erhebliche
Verlust von bis zu 50% der DNA-Ausgangsmenge wahrend des Aufreinigungsprozesses
vorgebeugt werden konnte. Obwohl die bei der PCR eingesetzten Primer ebenfalls an den
Glas-Chip binden kénnten, da sie nicht durch die Aufreinigung entfernt wurden und in bis zu
5-fachem molarem Uberschull gegeniiber dem PCR-Produkt vorliegen, kommt es nicht zu
einer Kompetition um Bindungsstellen auf der aktivierten Glasoberflache, da aufgrund der
wesentlich héheren FragmentgroRe hauptsachlich PCR-Produkte gebunden werden. Sollte
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doch ein geringer Anteil der Oligonukleotide an die Oberflache gebunden werden, so ist der
Anteil an der gesamten Signalintensitat nicht signifikant genug und die Bindung der
Oligonukleotide zu instabil [53]. Ein wesentlicher Vorteil des Betain/SSC/Phosphat-
Puffersystems ist die geringe Verdunstungsrate bedingt durch das Betain. Wahrend des
Spotting-Vorganges Ubertragt eine Nadel des Microarray-Roboters ein Volumen von je 0,5 —
1 nl Lésung auf die Glasoberflache, welches bei einer Spottingdauer von ca. 1 Stunde pro
384er Platte ohne Betainzusatz zu starken Verdunstungen flihrt. Ebenso verdunsten bereits
aufgetragene Spots wesentlich langsamer wahrend der DNA-Chip-Herstellung. Der Nachteil
der reduzierten Verdunstung durch den hygroskopischen Effekt ist jedoch ein héherer
Spotdurchmesser (100 — 120 um). Damit erhoht sich ebenfalls der Spot-zu-Spot-
Durchmesser. Die Ausbreitung der Tropfen wird durch die hydrophoben Eigenschaften der
Glasoberflache der Microarrays bestimmt [82]. Je hydrophober die Oberflache, desto dichter
&kt sich die hydrophile Spotting-Losung aufbringen. Zu diesem Zweck wurden die zuvor
benutzten Poly-L-Lysin-Slides [83] mit aminosilanisierten QMT Amino-Slides verglichen. Da
die QMT Amino-Slides wesentlich hydrophobere Oberflacheneigenschaften besitzen (pers.
Mitteilung Quantifoil) als die Poly-L-Lysin-Slides, konnten Spots mit einem Durchmesser von
ca. 80 ym generiert werden. Ein Zusammenflielen der Tropfen wurde so verhindert und
damit die spatere Auswertbarkeit der Arrays gewahrleistet.

Durch die Kombination der genannten optimierten Methoden konnte daher der Heidelberg
FlyArray mit 47.616 Spots auf einem Glastrager in hoher Qualitat reproduzierbar hergestellt

werden.

4.1.2 PCR-Amplifikation der Heidelberg Kollektion R1 und Konstruktion des
Heidelberg FlyArray

Ausgehend von der Heidelberg Kollektion R1, die aus Annotationen der BDGP Genom
Annotation Version 2.0, der BDGP cDNA Kollektion Version 1.0 und der eigenen Heidelberg
Genannotation (HDC) kombiniert wurde, lagen 21.306 zu amplifizierende ORFs (,open
reading frames®) vor. Insgesamt konnten 20.948 (97,9%) der PCR-Produkte mit einer
durchschnittlichen Lange von 500 bp erfolgreich amplifiziert werden. Die hohe Prozentzahl
von 97,9% PCR-Produkte amplifiziert von genomischer DNA auf der Grundlage von reinen
in silico-Vorhersagen der spezifischen Primersequenzen durch die GenomePride-Software
[38] war ein Hinweis auf die hohe Genauigkeit des eingesetzten Algorithmus. Die daraus
resultierende Genliste, die Heidelberg Prediction, bildete die Grundlage flr die kombinierte
Heidelberg Kollektion R1 und die nachfolgenden PCR-Amplifikationen. Lag die
Amplifikationsrate einer 96er PCR-Platte bei der ersten PCR unter 90%, wurde die gesamte
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PCR wiederholt. Bei erneut geringer Rate unter 90% erfolgte nocheinmal eine Wiederholung
dieser 96er PCR-Platte. In den meisten Fallen reichte die Anzahl von 2 Wiederholungen
aus, um jeweils Uber 90% der PCR-Produkte zu generieren. Schwer zu amplifizierende
Fragmente wurden in neuen Platten zusammengefalt und mit veranderten
Annealingbedingungen zu amplifizieren versucht. Die PCR-Platten aus der ersten Runde mit
der hoéchsten Amplifikationsrate wurden fir die zweite PCR verwendet, die zur
Reamplifikation des ersten PCR-Produktes diente, um eine ausreichende Menge an
Ausgangsmaterial fur den Spottingprozess zu erhalten. Im Durchschnitt wurden in der
zweiten PCR DNA-Konzentrationen von 150 — 350 ng/ul erreicht und auf die Microarrays
gespottet. In diesem Konzentrationsbereich ist die exakte DNA-Menge in einem Spot nicht
von Relevanz, wenn Betain in der Spotting-Lésung vorhanden ist [53]. Die Beurteilung der
Qualitat der zweiten PCR und das weitere Verfahren erfolgte analog zur ersten PCR (siehe
2.2.1). Die wiederholten und neu kombinierten PCR-Platten wurden so zusammengefallt,
dal} sie im Microarray-Design einen eigenen Bereich belegten (siehe Abb. 3.11). Neben der
Aufteilung jedes Blockes in die drei verschiedenen Bereiche der gespotteten Drosophila
PCR-Produkte wurden die Kontrollelemente wie Arabidopsis cDNAs, genomische
Drosophila-DNA und Spotting-Lésung jeweils in der obersten und untersten Reihe eines
,Grids® (Blockes) aufgetragen. Durch die verwendeten Arabidopsis-mRNAs als externe
(»spiking“) Kontrollen konnte die Qualitdt der Markierungsreaktion und der Hybridisierung
[84] schnell beurteilt werden. Die markierte und gespottete Herings-DNA diente als
Positionsmarker in der ersten Spalte, wodurch die spatere Anpassung der Maske der
Auswertungssoftware GenePix" wesentlich erleichtert wurde, da die einzelnen Blocke
leichter identifiziert werden konnten. Zur Herstellung des Transkriptom-Arrays wurde der
Microarray-Roboter MicroGrid 1I™ (BioRobotics) eingesetzt, der nach dem Kontaktverfahren
[85] arbeitet. Der Aufbau des Roboters erlaubt die Beladung mit 24 Platten, die automatisiert
auf die Objekttrager gespottet werden. Die dabei verwendeten Pins, sogenannte ,Split-Pins*
(SMP 3 Pins, TeleChem) besitzen ein Flussigkeitsreservoir mit einem Volumen von ungefahr
100 nl. Da bei jedem Kontakt der Nadeln mit der Glasoberflache ca. 1 nl Flussigkeit
Ubertragen wird, lassen sich mit einer Nadelfullung theoretisch 100 Spots produzieren.
Durch den Einsatz von ,Prespots” vor dem eigentlichen DNA-Auftrag wird diese Zahl jedoch
minimiert. Dieser Schritt ist aber unumganglich, da das Flissigkeitsreservoir der Nadeln erst
nach einigen Berlhrungen luftblasenfrei ist und die Spotting-Lésung dann kontinuierlich
flielRen kann.
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4.1.3 Markierung der RNA

Die Markierung der RNA zu Hybridisierungszwecken kann auf unterschiedliche Arten
erfolgen [86,87]. Die Herstellung der fluoreszenzmarkierten cDNA aus der, von mehreren
Chargen gepoolten [88] Gesamt-RNA erfolgte Uber die indirekte Markierungsreaktion, bei
der zuerst Aminoallyl-dUTP wahrend der reversen Transkription in die synthetisierte cDNA
eingebaut wird. In einem anschlieBenden zweiten Schritt erfolgt die Kopplung des
monoreaktiven Fluoreszenzfarbstoffesters an das Aminoallyl-dUTP. Neben dieser Methode
des indirekten Einbaus gibt es noch die Mdglichkeit des direkten Einbaus der
Farbstoffmolekiile [89] in die cDNA wahrend der reversen Transkription. Diese
Markierungsmethode ist schneller als die indirekte, da der Kopplungsschritt der Farbstoffe
ausbleibt. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch, dal3 der enzymatische Einbau der bereits
markierten Nukleotide aufgrund ihrer GréRe durch das assoziierte Farbstoffmolekil
erschwert wird. Es wird dabei durchschnittlich ein Fluoreszenzfarbstoff auf 1000 Nukleotide
eingebaut. Das indirekte Markierungsverfahren hingegen ermdglicht, aufgrund der geringen
Grofle des Aminoallyl-Restes wesentlich héhere Einbauraten von einem Farbstoffmolekiil
auf 30 — 150 Nukleotide [90]. Da sich die Farbstoffmolekile Cy3 und Cy5 aullerdem
untereinander in ihrer Grole unterscheiden [91], besteht die Mdoglichkeit eines
uneinheitlichen Einbaus der Farbstoffe wahrend der reversen Transkription. Fir die
Markierungsexperimente wurde daher die indirekte Markierung verwendet. Um zu
gewahrleisten, da® auch Transkripte, die in geringer Anzahl vorliegen, markiert werden
konnten, wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA pro Farbstoffreaktion eingesetzt. Setzt man bei
der reversen Transkription eine Effizienz von 10% [5] voraus, dann ergeben sich daraus 2
HMg markierte cDNA pro Reaktion. Dieser Wert korreliert gut mit den erzielten Ergebnissen
(siehe 3.3.1.). Fur die reverse Transkription der Gesamt-RNA in cDNA wurden Hexamer-
Primer verwendet [92], denn dadurch werden auch langere Transkripte statistisch haufiger
und damit gleichmaliger markiert. Auf die Verwendung von Oligo(dT)-Primern, bei deren
Einsatz gezielt mMRNA in cDNA transkribiert wird, wurde verzichtet. Da bei Einsatz der Oligo
(dT)-Primer die Transkription am 3-Terminus der mMRNA beginnt und die
Transkriptionsreaktion im allgemeinen nach einer Lange von 2 kb abbricht, kdnnen sehr
lange Transkripte nur unzureichend und nicht-polyadenyliete mRNA (z.B. Histon-mRNA)
[93,94] gar nicht markiert werden. Durch den Einsatz der Hexamer-Oligonukleotide wird
neben der mRNA auch ribosomale RNA markiert, die 95% der Gesamt-RNA darstellt. Das
bedeutet, dall in den markierten 2 ug cDNA ein Anteil von 100 ng mRNA vertreten ist, der
einen Querschnitt aller Transkripte reprasentiert. Durch Verwendung der beschriebenen
Transkriptionsmethode konnte ein RNA-Verlust durch den Arbeitsschritt einer mRNA-

Isolierung vermieden werden [95].
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4.1.4 Hybridisierung der Microarrays

Das nur 24 der 73 Hybridisierungsexperimente flr die weitere Analyse genutzt werden
konnte lag darin begriindet, dal® die Protokolle flir die Markierung der Proben, Hybridisierung
und Nachbehandlung der Microarrays erst noch etabliert bzw. optimiert werden muften.
Zwar wurden die meisten Methoden vor den eigentlichen Experimenten ausflhrlich getestet
(wie z.B. Verwendung der indirekten Markierung mit Aminoallyl-dUTP), viele Fragestellungen
oder Probleme ergaben sich aber erst wahrend der eigentlichen Arbeit mit dem Heidelberg
FlyArray und den Hybridisierungen der Proben (wie z.B. ein hohes Hintergrundsignal). Die
Signalqualitdt der hybridisierten Microarrays ist ausschlaggebend fir die weitere
Genexpressionsanalyse. Ein unspezifisch hoher oder inhomogener Hintergrund fuhrt zu
einem schlechten Signal-zu-Hintergrund-Verhaltnis. Das Problem eines hohen lokalen
Hintergrundes an unterschiedlichen Stellen auf dem Array und unspezifische Bindung der
Farbstoffe an die Glasoberflache, anstatt an die DNA (,black hole“-Phanomen), traten
zeitweise und nicht reproduzierbar auf. Als Ursache daflir wurden nicht ganzlich deaktivierte,
funktionelle Aminogruppen auf der Glasoberflache vermutet. Deshalb wurden die
Microarrays nach dem Spottingprozess fir 4 h bei 80°C analog zu der Behandlung von
Nylonmembranen erhitzt [96], was eine Dehydrierung der Aminogruppen bewirken sollte.
Zusatzlich wurden die DNA-Chips vor jeder Hybridisierung mit 1% BSA prahybridisiert,
wodurch eine Absattigung der Oberflache erfolgen sollte [97]. Mit den angewendeten
MafRnahmen konnte der unspezifisch hohe Hintergrund weitgehend unterdriickt werden. Die
Hybridisierungen mit den markierten cDNAs erfolgten als Zweifarben-Experimente, wobei
jeweils zwei unterschiedliche Cy3/Cy5-cDNAs auf einem DNA-Chip gleichzeitig hybridisiert
wurden und jede Hybridisierung eines Entwicklungsstadiums dreimal wiederholt wurde.
Durch den Austausch der Farbstoffe (,dye swap®) zwischen den beiden co-hybridisierten
cDNAs innerhalb dieser drei Wiederholungen wurde ein experimenteller Fehler aufgrund der
Verwendung nur eines Farbstoffes flr ein Stadium verhindert [98]. Um eine hohe Spezifitat
der Signale zu erreichen, wurde die Hybridisierung bei 55°C durchgefihrt, um die Stringenz
der Doppelstrangbildung zu erhéhen. Die Qualitdt der Hybridisierung wurde Uber die
Bestimmung der Standardabweichung der Replikate eines Arrays ermittelt (siehe 2.2.13.).
Die Signalqualitdt konnte erhéht werden durch Verwendung spezieller Deckglaser
(LifterSlips™ ,Menzel Glaser), die durch einen Teflonstreifen (,Spacer) einen Abstand
zwischen den Glasern bildeten. Dadurch konnte ein gréfReres Volumen Hybridisierungspuffer
mit markierter Probe auf den DNA-Chip pipettiert werden. Durch das héhere Volumen (40 pl)
kann eine Diffusion der Probe auf der Array-Flache stattfinden als mit herkdmmlichen
Deckglasern, die fur diese Flache ein Volumen von nur 25 pl besitzen, da im Mittel mehr
markierte cDNA an die komplementaren immobilisierten Proben binden kénnen.
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4.1.5 Auswertung der Expressionsdaten

Nach der Detektion und Quantifizierung der Signalintensitaten ist die Normalisierung [99]
der Signalintensitatswerte zwischen den Farbstoffen und aus den wiederholten
Hybridisierungen der Microarrayexperimente der erste wichtige Schritt der Datenauswertung
[100]. Die Normalisierung dient dem Zweck, experimentelle Ungleichheiten wahrend des
gesamten Enstehungsprozesses Microarray-generierter Genexpressionsdaten
auszugleichen, um aussagekraftige biologische Vergleiche auf Transkriptionsebene zu
ermdglichen. Grinde flr Ungleicheiten kénnen z.B. Unterschiede in der eingesetzten RNA-
Menge, unterschiedliche Effizienz in der Markierung oder Detektion zwischen den
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen oder allgemein systematische Fehler sein [101,102]. Es
gibt verschiedene Ansatze und Moglichkeiten, eine Normalisierung durchzufiihren
[103,104,105]. Es wurde bereits im Voraus das Experimentdesign der Hybridisierungen auf
die in der von M-CHIiPS verwendeten Normalisierungsmethode [9] der linearen Regression
[106,107] abgestimmt, denn in allen Hybridisierungsexperimenten wurde eine gemeinsame
Referenzkontrolle als Grundlage fir die Normalisierung durch die lineare Regression
verwendet (siehe 3.4.1.). Durch die Normalisierung der Hybridisierungsdaten wurden die
unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Drosophila auf einer gemeinsamen Basis
untereinander vergleichbar. Auf dieser Grundlage wurden die Gene in M-CHiPS nach
bestimmten Qualitatskriterien (siehe 2.2.13.) gefiltert, so das die Expressionsraten der
verbleibenden 13.812 Gene in die Korrespondenzanalyse eingehen konnten. Diese Methode
aus der Statisitik, die die Projektion der Daten in einen zweidimensionalen Raum nutzt,
ahnlich der PCA (,Principal component analysis®) [26,108,109], eignet sich gut fir die
explorative Analyse von Genexpressionsdaten aufgrund der Darstellung der Beziehung
zwischen Hybridisierungen und den daran beteiligten Genen. Der Nachteil der
Korrespondenzanalyse ist die prazise Definition von Grenzen zwischen den Clustern und
damit die konkrete Zuordnung von Genen zu distinkten Clustern [110,111], wie es flir andere
Projektionsmethoden (z.B. PCA) [27] der Fall ist. Aus diesem Grund wurde die
Hybridisierungsqualitdt mit Hilfe von M-CHIiPS untersucht und das Clustering der
Transkriptionsprofile mit SOM -und k-means-Algorithmen [112] durchgefiihrt (siehe 2.2.13.).
Diesen beiden Algorithmen wurde der Vorzug gegeniber dem haufig verwendeten
hierarchischen Clustering (,Hierarchical clustering“) [23,113] gegeben, da sich diese
Methode haufig als ungenau in der Definition der Cluster [114] erwies.

Die genannten Methoden gehoéren alle zur Gruppe der sogenannten ,unsupervised
clustering methods*, die Muster in der Genexpression identifizieren sollen. Eine Alternative
sind die ,supervised methods® [115], bei denen bereits vor der Analyse zusatzliche
Informationen Uber die einzelnen Gene in den Clustering-Prozel3 miteinflieRen. Beispiele

daflir sind ,Support Vector Machines” (SVM) [116,117] und Klassifizierungsmethoden fir

82



Diskussion

Gene [118,119]. Neben der eigentlichen Clusteranalyse zur Darstellung der
Expressionsmuster ist die Regulation differentiell exprimierter Gene von gro3er Bedeutung
[120,121]. Die statistische Auswertung der differentiell regulierten Gene [122] erfolgte
anhand einer Varianzanalyse (ANOVA) (siehe 2.2.13.), deren abgewandelte Form (,mixed-
model ANOVA®) [123,124] durch die zusatzliche Definition von Zufallsfaktoren fur die
Analyse von Microarrayexperimenten gut geeignet ist. Fir die jeweilige biologische
Fragestellung sollte die Auswahl der Clustermethoden daher individuell angepalt werden
[125,126].

4.2 Untersuchung der Genexpression im Verlauf der Entwicklung

von Drosophila melanogaster

4.2.1 Genannotationen und Transkriptom von Drosophila melanogaster

Der Einsatz von Microarrays zu Untersuchung des Transkriptoms von Drosophila
melanogster ist aufgrund der weiten Verbreitung dieses Organismus als Tiermodell in der
Entwicklungsbiologie von grolem Interesse. Friuhere Transkriptionsanalysen der
Drosophilaentwicklung mit Microarrays zeigten starke morphologische Veranderungen
wahrend der Embryogenese oder der Metamorphose einhergehend mit massiven Anderung
in der Regulation der Genexpression [127,128]. Weiterhin dienten Microarrays fir die
Analyse gewebespezifischer- [129,130,131], sowie Zeit- [132,133] oder
geschlechtsspezifischer- [134,135] Genexpression. Einige Analysen verwendeten dabei
Microarrays, die ungefahr ein Drittel der vorhergesagten Gene der BDGP Genomannotation
reprasentierten [127,136]. Die bisherige Annahme bestand darin, daf} fir die Bildung des
Transkriptoms in Drosophila ungeféahr 14.000 proteinkodierende Gene verantwortlich sind
[1]. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Heidelberg FlyArray die Transkripte von 6.286
differentiell exprimierten- und 13.812 exprimierte Gene wahrend des Lebenszyklus von
Drosophila nachgewiesen. Fur die differentielle Expression wurde in einer vorherigen Studie
mit Drosophila-Unterstammen, in der die Evolution der Metamorphose untersucht wurde, ein
ahnlicher Wert gefunden [137]. Von den exprimierten Genen entstammten 10.339 der BDGP
Genomannotation Version 2.0 und 3.473 Gene der eigenen Heidelberg Kollektion R1. Dies
bedeutet einen experimentellen Nachweis von 74,2% der BDGP Annotation und 46,5% der
Heidelberg Kollektion. Zur Validierung der Ergebnisse der Microarrayexperimente wurden
am ZMBH, Uni Heidelberg, RT-PCR-Experimente und in situ-Hybridisierungen durchgefihrt.
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Bei den RT-PCRs stimmten 93,8% (136/145) der bekannten Gene und 74,4% (218/293) der
unbekannten Gene mit den Microarray-Ergebnissen Uberein. Die Anzahl gefundener Gene
aus der Microarrayanalyse weist starke Ubereinstimmungen mit der Detektionsrate
vorhergesagter Gene in einer Studie mit Teilen des menschlichen Genoms auf. Dabei
konnten 80-85% bekannter Gene und 58% vorhergesagter Gene durch Microarray-Analysen
validiert werden [138]. Diese Prozentzahlen lassen auf eine Limitierung der
Microarrayanalyse in der Detektion kompletter Transkriptome schlielen. Ebenfalls zeigt sich
die Problematik der experimentellen Uberpriifung von in silico- vorhergesagten Genen durch
Softwareprogramme mit Microarray- bzw. anderen Genexpressionsanalysemethoden. Durch
Anderungen z.B. von Exondefinitionen oder Exon-Intron-Grenzen in der Software kam es zu
groRen strukturellen Anderungen zwischen der BDGP Annotation Version 2.0 und der
aktuellen Version 3.1. Dabei anderten sich 85% der Transkripte und 45% der
vorhergesagten Proteine [139]. Da die urspringliche Heidelberg Kollektion auf der BDGP
Version 2.0 basierte, war es notwendig, die Heidelberg Kollektion R1 zu Uberprifen und eine
neue Kombination aus der BDGP aktualisierten Version 3.1 und der originalen Heidelberg
Prediction zu erstellen. Dadurch ergab sich die neue Heidelberg Kollektion R2 mit insgesamt
19.879 Genen, von denen 6.224 der eigenen Vorhersage und 13.050 der gemeinsamen
Vorhersage entsprachen. Der Heidelberg FlyArray besteht demnach aus Amplikons flr
92,7% der aktuellen BDGP Version 3.1-Gene, wobei einige Heidelberg eigene-
Genvorhersagen in die neue Version mit aufgenommen wurden. Durch die Eliminierung von
Redundanzen, die verursacht durch mehrere Annotationen fiir ein einzelnes Gen zustande
kamen, sank die Gesamtzahl der Gene angepalst auf die Version 3.1 zwar quantitativ,
jedoch wurde aufgrund der optimierten Exondefinitionen [139] eine qualitative Verbesserung
der Genvorhersage erreicht. Die korrigierte Zahl der im Verlauf der Entwicklung von
Drosophila exprimierten Gene sank daher auf 9.908 (78,3%) der BDGP Version 3.1 und
2.636 (42,9%) neu identifizierte Gene. Um erneuten Anderungen der Genbeschreibungen
und kommender Versionen der BDGP Genomannotationen begegnen zu kdnnen, wurde
eine FlyArray-ID eingefuhrt, die jeden Spot auf dem Heidelberg FlyArray eindeutig
beschreibt. Zusatzlich wurde eine variable, anpassbare Gen-ID (HDC) etabliert, welche
jedes Gen der gesamten, jeweils aktuellen Heidelberg Prediction, beschreibt. Alle
Informationen sind unter der Heidelberg FlyArray Webseite (siehe 2.1.11.) abzufragen.

Durch die Korrespondenzanalyse war es moglich, einen Uberblick auf das Transkriptom von
Drosophila melanogaster wahrend der untersuchten Entwicklungsstadien zu erhalten (siehe
3.4.1.). In Abb. 3.13 zeigt sich die Anordnung der Entwicklungsstadien der 13.812 gefilterten
Gene. Die Embryonalstadien zeigen eine geringe Distanz zueinander und gleichzeitig
hohere Distanzen gegenuber den Puppenstadien und dem Adultstadium. Dies bedeutet
einen wesentlichen Unterschied in der Regulation der globalen Genexpression zwischen den
frihen und spaten Phasen in der Entwicklung von Drosophila. Die Larvenstadien zeigen ein
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anderes Verhalten, sie sind zwischen den Embryonal- und Puppenstadien verteilt. Das
bedeutet, dal’ sie sowohl Eigenschaften der Embryonalstadien wie auch der Puppenstadien
aufweisen, wie bereits zuvor gezeigt wurde [99]. Der Grund flr die verteilten
Hybridisierungen (Abb. 3.13, tlrkise Quadrate) liegt vermutlich im experimentellen Ansatz,
da fur dieses Stadium die 3 Larvenstadien vereinigt (,pool“) wurden und das Larvenstadium
den Ubergang (Metamorphose) vom embryonalen Zustand zur ersten Puppe darstellt [100].
Alle Entwicklungsstadien von Drosophila wurden in Hinblick auf die Regulation der
Genexpression eingehender untersucht.

4.2.2 Genexpression in den Entwicklungsstadien bei Drosophila melanogaster

Das Embryonalstadium von Drosophila melanogaster [140] wurde bereits detailliert
untersucht [141,142] und Genexpressionsdaten fiir dieses Stadium stehen ebenfalls in einer
Datenbank zur Verfiigung [143]. Aus diesem Grund verwendeten wir das friheste Stadium,
0-4 h des Embryos als Kontrollbedingung in den Hybridisierungen. Von der Fliegenmutter
werden bereits wahrend der Oogenese mRNA und Proteine im Ei abgelegt. Da diese Gene
von der Mutter exprimiert werden und nicht vom Embryo selbst, werden sie als maternale
Gene bezeichnet. Sie sorgen fir die erste Musterbildung im frithen Embryo, wobei der
gesamte Korperbauplan zuerst als Achsen im Embryo festgelegt wird. Diese beiden
Organisationsstrukturen sind die anterio-posterio — und die dorso-ventrale Kérperachse. Die
Gene nanos und oskar, die beide in diesem Stadium hochreguliert vorliegen (siehe
Abb.3.16), sind wesentlich am Aufbau des posterioren Gradienten beteiligt, der die
Musterbildung am Hinterende des Eis definiert. Dabei fixiert das Produkt von oskar die
nanos-mRNA am hinteren Pol des Eis, wo nach spaterer Translation ein
Konzentrationsgradient des nanos-Proteins entsteht [144,145]. Das maternale Gen loki, eine
Serin/Threonin-Proteinkinase [146] ist an der Zellzykluskontrolle beteiligt [147] und wird
ebenfalls wahrend der Oogenese exprimiert. Von den vier erwdhnten maternalen
Gensystemen, die jeweils die Polaritat des Eis determinieren, wurden neben Genen fir die
anterior-posterior Polaritat auch Gene flir die dorso-ventrale Musterbildung detektiert. Das
Gen Toll (siehe Abb. 3.18.B), sowie die anderen Toll-Gene (Toll-6,Toll-7 und Tollo, siehe
Abb.3.17) kodieren fur Transmembranrezeptorproteine, die in der Vitellinhille aktiviert durch
den spétzle-Liganden, den spateren Ventralbereich des Embryos determinieren [148]. Die
maternalen Genprodukte legen die primaren Kérperachsen fest und und erzeugen durch die
raumliche Verteilung der RNA entlang dieser Achsen Bereiche, in deren Zellkernen die
Aktivierung zygotischer Gene stattfindet. Diese werden vom Embryo selbst exprimiert und in
verschiedene Klassen eingeordnet. Innerhalb der ersten 6 Stunden nach der Befruchtung

und vor der Gastrulation werden die zygotischen Gene aktiv. Ein Beispiel ist das Lickengen
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Kriippel (siehe Abb.3.18.B), das fur ein DNA-bindendes Protein kodiert, an der friihen
Einteilung des Embryos entlang der anterior-posterior-Achse beteiligt ist [149] und im
Zusammenspiel mit anderen Luckengenen den Rahmen fir die nachfolgenden
Paarregelgene bildet. Die héchsten Genexpressionsraten von zygotischen Genen in der
Embryonalentwicklung zwischen 4 und 12 Stunden zeigen auffalligerweise Gene, die mit der
Neurogenese bzw. Axonogenese assoziiert sind. Die Gene failed axon connections, slit
(siehe Abb.3.17.A) und unc-5 (siehe Abb.3.17.B) spielen eine wichtige Rolle in der Lenkung
des Axonwachstums [150,151,152]. Die Gene dalmatian und optic ganglion reduced sind am
Aufbau des Nervensystems beteiligt [153,154]. Einen weiteren wichtigen Mechanismus der
Neurogenese zeigen in der frihembryonalen Phase aktivierte Gene in den Abb.3.17.A und
3.18.B. Aus dem Neuroektoderm koénnen sich neuronale Vorlauferzellen durch die
Lateralinhibition zu Neuronen entwickeln. Bei der Spezifizierung der Neuronen des
Zentralnervensystems und der sensorischen Organe sind die Gene Notch, Delta und
Scabrous von zentraler Bedeutung flr die Lateralinhibition. Beide Gene kodieren fir
Transmembranproteine, Delta [155] und Scabrous [156] fUr Liganden und Notch [157] flr
einen Rezeptor. Die Aktivierung von Notch durch Delta fihrt zur Repression proneuraler
Gene, wodurch eine Entwicklung zum Neuroblasten verhindert wird [3]. In den Clustern
finden sich weitere hochregulierte Gene, die mit dem Notch-Signalweg [158] und der
neuronalen Zellspezifizierung direkt verbunden sind (HLHmgamma, scalloped, big brain,
twin of M4 und bearded) [159]. In den Embryonalstadien von Drosophila werden nicht nur
Gengruppen aktiv, die spezifische morphogenetische Entwicklungsprozesse regulieren,
sondern es werden auch in einem hohen MafRe Gene transkribiert, die zellular- und
biochemisch wichtige Funktionen z. B. in der DNA-Replikation, der Transkription und im
Proteinstoffwechsel erfullen. Das Embryonalstadium ist aufgrund der Genexpression
unterschiedlicher Gene und der hohen Anzahl der beteiligten Gene das dynamischste der
Entwicklungsstadien. Gene, die fur funktionell &hnliche Proteine kodieren, zeigen dabei eine
Tendenz, zur gleichen Zeit exprimiert zu werden. In Abb. 3.18.A sind Gene reprasentiert, die
mit Chromatin assoziiert sind. Die Gene brahma und Imitation SW71 gehéren zu
Chromatinmodulierungskomplexen. brahma gehdrt zur Trithorax-Gruppe und spielt eine
wichtige Rolle in der Genaktivierung [160]. /mitation SW1 gehdrt ebenfalls zu einem
Proteinkomplex, der durch Konformationsanderungen des Chromatins die DNA fir
Transkriptionsfaktoren zuganglich macht [161]. Histon H3.3 ist im Nukleosom lokalisiert und
spielt vermutlich eine wichtige Rolle in der chromatinregulierten Genaktivierung [162]. Lamin
ist ein Strukturprotein der Zellkernlamina und verbindet den Zellkern mit Chromatinstrukturen
[163]. Die Gene Minichromosome maintenance 3, Minichromosome maintenance 6 [164],
spt4 und spt6 sind ebenfalls an Konformationsanderungen des Chromatins beteiligt und sind
in die Einleitung der DNA-Replikation involviert. Durch Veranderungen der Chromatinstruktur
erhalten Transkriptionsfaktoren Zugang zu Enhancer- oder Promoterregionen der
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betreffenden Gene; ermdglichen deren Expression und letztendlich erfolgt die Translation in
das Protein. Die Reihenfolge dieses regulatorischen Prinzips 1aRt sich auch im Verlauf der
Transkriptionsprofile in den Clustern nachvollziehen. Unmittelbar mit der Expression von
Genen, die mit dem Chromatin assoziiert sind, zeigen sich in Abb. 3.18.D Gene, die an der
Regulation der Transkription beteilligt sind. Die Trennung der Genfunktionen aufgrund der
GO-Terminologie ist manchmal nicht mdglich, da einem Gen jeweils mehrere GO-IDs (also
Funktionen) zugeordnet sind (siehe 2.2.13.) und Gene auch in der Realitdt unterschiedliche
Funktionen aufweisen. Ein Beispiel fir die enge Verbindung zwischen Chromatinregulation
und Transkriptionsregulation ist das Gen enhancer of yellow 1, das in beiden Bereichen eine
wichtige Rolle spielt, da es sowohl eine Histondomane besitzt [165] und zugleich ein
Trankriptionsfaktor des TFIID-Komplexes ist. Generelle TBP-assoziierte Faktoren (TAFs) mit
RNA-Polymerase Il Transkriptionsfaktoraktivitdt sind ebenfalls vorhanden (Taf110,
Taf30alpha und Taf60) [166]. Weitere mehr spezifische RNA-Polymerase I
Transkriptionsfaktoren in diesem Cluster sind dauhgterless, modifier of mdg4, scute und
Adh transcription factor 1. Die gemeinsame Expression von Transkriptionsfaktoren wie in
diesem Cluster ist sinnvoll, da die kodierten Proteine meistens gemeinsame Komponenten
(auch in variabler Zusammensetzung) in Multiproteinkomplexen (z.B. TFIID) bilden [167].
Der Aufbau von Transportstrukturen flr die Fertigung von Proteinen in Zellorganellen wie
dem Golgi-Apparat 1aRt sich in Abb. 3.18.C nachvollziehen. Dem Profilverlauf des Clusters
nach erfolgt die Expression der daran beteiligten Gene wie CG2903, CG6359, CG8228,
Kdel Receptor, Syntaxin 5 und Tim10 sehr frih und ausschlieBlich in den ersten 4 Stunden
der Entwicklung, da die Organellstrukturen vermutlich fir die spater folgende
Proteinbiosynthese notwendig sind. Fur Syntaxin 5 wurde gezeigt, dall es essentiell ist fur
die Biogenese des Golgi-Apparates [168]. Der Beginn der Proteinbiosynthese ist
gekennzeichnet durch die Transkription ribosomaler Gene (siehe Abb. 3.18.F). Die Gene
reprasentieren kleine und gro3e Untereinheiten der Ribosomen, deren Expression [169] in
den ersten 4 bis 16 Stunden der Embryonalstadien erfolgt und beim Ubergang zum
Larvenstadium stark absinkt. Eine gemeinsame Expression von Genen mit ahnlicher
Funktion zu diesem frihen Zeitpunkt zeigt auch Abb. 3.18.E, in der proteolytisch aktive
Gene (z.B. Dox-A2, Rpn11, Rpn2, Rpt3 und Rpt5) bzw. Gene des Proteasome 26-
Komplexes (Proteasome 26, Proteasome 54) [170] exprimiert werden. Die Expression ist in
den ersten acht Stunden der Embryogenese hoch, da wahrscheinlich in diesem Zeitraum
massive morphologische und strukturelle Veranderungen mit der Degradation von Proteinen
einhergehen. Vor dem Adultstadium steigt die Expression proteolytischer Gene ebenfalls an,
vermutlich um puppenspezifische Strukturen abzubauen. Im letzten Embryonalstadium
(siehe Abb. 3.17.C) werden vermehrt insektenspezifische Gene wie z.B. aristaless, a methyl
dopa resistant, CG8541 und Larval visceral protein L exprimiert. Gene wie a methyl dopa
resistant und CG8541 sind wesentlich an der Hautbildung der Larve beteiligt [171]. Die
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erhdhte Anzahl von larvenspezifischen Genen am Ende der Embryogenese weist auf den
Ubergang vom Embryonal- zum Larvenstadium hin.

Das Larvenstadium von Drosophila gliedert sich in drei Stadien und wird charakterisiert
durch entwicklungsspezifische Veranderungen in der gesamten Morphologie, wie auch
durch Zellwachstum, Gewebeumbildung und Zellwanderungen. Dieser als Metamorphose
bezeichnete Vorgang, der am Ende des dritten Larvenstadiums (Instar) beginnt und vor der
Verpuppung endet, wird durch das Hormon 20-Hydroxyecdyson induziert [172].
Larvenspezifisches Gewebe, wie der Darm, die Speicheldrisen und spezielle Muskeln
reagieren auf das Ecdyson mit programmiertem Zelltod und nachfolgender Histolyse. Die
Imaginalscheiben antworten auf den EcdysoneinfluB mit der Restrukturierung und
Differenzierung zu rudimentaren Fligeln, Beinen, Augen oder Antennen [173]. Diese
Umformung der Gewebe, verursacht durch eine Ecdyson-induzierte Transkriptionskaskade,
wird begleitet von gro3en Veranderungen der gewebespezifischen Genexpression [174]. Die
genetische Antwort auf das Ecdysonhormon lie sich auch in dieser Arbeit nachvollziehen.
In den Abbildungen 3.19.A und 3.19.C sind die Expressionsprofile von Ecdysone-induced
protein 28/29 und Ecdysone-induced gene 71 dargestellt [175], die eine Aktivierung dieser
Gene wahrend des Larvenstadiums zeigen. Die Metamorphose setzt in dem letzten von drei
Larvenstadien ein, und viele Gene werden zu diesem Zeitpunkt angeschaltet. Da alle drei
Larvenstadien fir die Genexpressionsanalysen vereinigt wurden, wird es daher als ein
einzelnes Stadium reprasentiert. Dementsprechend zeigt sich in Abb. 3.19.C eine starke
Expression durch die Metamorphose beeinflusster Gene, wie Larval cuticle protein
(Hautbildung der Larve) [176] und Salivary gland secretion, die an der Sekretion der
Speicheldrisen beteiligt sind [177]. Die Gene Larval serum protein und fat body protein 1
(siehe Abb. 3.19.D) kodieren flr einen extrazelluldaren Proteinkomplex, die sogenannten
Fettkdrper, die als Reservoir fir Aminosauren zur Proteinherstellung fir die adulte Fliege
dienen [178]. Die erwahnte Histolyse von larvenspezifischem Gewebe, die durch die
Metamorphose eingeleitet wird, duf3ert sich in der Hochregulierung einer grof3en Anzahl von
spaltenden Enzymen wie Proteasen (z.B. Serine protease 1), Trypsinen (z.B. alpha Trypsin,
zeta Trypsin) und Lysozymen (z.B. Lysozym A) (siehe Abb. 3.19.A und 3.19.B) [148,179].
Durch erneute Ecdysoninduktionen zu Beginn und im weiteren Verlauf des Puppenstadiums
wird die Metamorphose koordiniert. In Abb. 3.20.A wird die Aktivierung der darauf
reagierenden Ecdysone-induced gene 71-Gene durch den steilen Anstieg des
Transkriptniveaus zu Beginn des ersten Puppenstadiums gekennzeichnet. Auffallig ist, Gber
alle drei Puppenstadien verteilt, die Expression von Genen, die in den
Kohlehydratstoffwechsel (z.B. Aldolase, Malic enzyme und Malat dehydrogenases) involviert
sind. Im Zusammenhang damit zeigt die erhdhte Expression von Enzymgenen, die am
Transport von Metabolismuskomponenten und Oxidation von Zuckern beteiligt sind

(Glutathione S-transferases, siehe Abb.3.20.C, Aconitase, Succinyl-coenzyme A, siehe
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Abb.3.20.D), ebenfalls den gesteigerten Energiebedarf. Gene des Energiestoffwechsels, die
Reduktionsaquivalente in Form von ATP oder NADH bereitstellen (z.B. Na pump alpha
subunit, Oscp, CG3683 und CG6020, siehe Abb.3.20.E), sind gleichzeitig hochreguliert.
Gene der Atmungskette (z.B. Cytochrome P450 oxygen binding, siehe Abb.3.20.B,
Cytochrome c oxidase, ATP synthases, siehe Abb.3.20.E und oxen, siehe Abb.3.20.D), die
im Mitochondrium lokalisiert ist, zeigen ebenfalls eine hohe Transkriptionshaufigkeit [180].
Dieser Anstieg von Komponenten des Energiestoffwechsels ist vermutlich eine
Voraussetzung der Metamorphose zur adulten Fliege, da in diesen Stadien die endglltigen
Organe und Gliedmalien ausgebildet werden missen. Es finden sich daher auch
entwicklungsspezifische Gene, wie z.B. bride of sevenless, Jun-related antigen, bendless
und chaoptic, siehe Abb.3.20.C die fur die Entwicklung der Photorezeptorzellen des Auges
[181] wichtig sind. Interessanterweise fanden sich im dritten Puppenstadium Cluster, die
eine hohe Zahl (87%, siehe 3.4.3.) der unbekannten Gene aus der Heidelberg Vorhersage
(siehe 4.2.1.) aufwiesen. Wie in Abb.3.20.F zu sehen ist, sind diese Gene spezifisch im
letzten Puppenstadium gleichmaRig hochreguliert. Es zeigten noch zwei weitere Cluster mit
ahnlichem Profil eine hohe Zahl (70 — 80%) unbekannter Gene auf. In allen anderen
Clustern lag der Anteil der unbekannten Gene jeweils zwischen 5 — 30 %. Das 1aRt darauf
schliel3en, daf ein Teil der bisher unbekannten Gene spezifisch im dritten Puppenstadium
ko-exprimiert wird. Moglich ist, dal die unbekannten Gene ebenfalls in den
Energiestoffwechsel involviert sind oder mitochondrialen Ursprungs sind. Eine exakte
Aussage liee sich jedoch nur anhand weiterer funktioneller Untersuchungen treffen. Das
Adultstadium von Drosophila weist ebenfalls eine hohe Expression von Genen auf, die mit
dem Cytochrom-Komplex der Atmungskette assoziiert sind (siehe Abb. 3.21.B). Auffallig an
diesem Stadium ist die Expression von Genen, die an der Sexualdifferenzierung von
Drosophila beteiligt sind. Hauptsachlich handelt es sich dabei um die Accessory gland
peptides (siehe Abb. 3.21.A — C) [182], sowie Male-specific RNA 57 Dc und Yolk protein 3
(siehe Abb. 3.21.C). Gene wie das Yolk protein 3 bewirken eine weitere Zelldifferenzierung
genitaler Vorlauferzellen und Spezifizierung der Geschlechter [183] in diesem jungen
Stadium der erwachsenen Fliege.

Die bisher dargestellten Cluster wiesen alle signifikant hohe Transkriptionsraten spezifisch
fur das jeweilige Entwicklungsstadium auf. Abhangig von der Funktion bildeten sich auch
Cluster mit stark differentiellen und konstitutiv regulierten Genen. Abb. 3.22.A zeigt ein
Cluster mit differentiellen Transkriptionsprofilen. Die Varianz der Genexpressionsprofile
innerhalb des Clusters betrug 13,52. Viele Gene sind an der Muskelbildung beteiligt, wie z.B.
Myosin heavy chain, Muscle protein 20, Muscle specific protein 300, Paramyosin und
Tropomyosin 2 und spielen eine wichtige Rolle in der Mesodermentwicklung [184]. Die
Expression der Gene steigt gegen Ende des Embryonalstadiums stark an und schwankt
dann auf hohem Niveau zwischen den spateren Stadien. Diese Beobachtung stimmt gut mit
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vorherigen Genexpressionsstudien muskelspezifischer Gene Uberein [99]. Das Cluster ist
aulRerdem ein Beweis, dal mit Hilfe von Microarrays auch gewebespezifische
Genexpression nachgewiesen werden kann. Dagegen ist Abb. 3.22.B ein Beispiel fur
konstitutiv exprimierte Gene mit geringer differentieller Regulation, denn die Varianz der
Genexpressionsprofile innerhalb des Clusters betragt in diesem Fall nur 0,89. In diesem
Cluster finden sich Gene, die fir Signalrezeptorproteine wie Calcium-dependent protein
kinase 1, CG1976, CG4394 und Calmodulin-binding protein related to Rab3 kodieren und
die an der Kalzium-abhangigen Signaltransduktion beteiligt sind. Die Expression der Gene
auf niedrigem Niveau ist vielleicht damit zu erklaren, dal® sie die Funktion von
,Haushaltsgenen“ besitzen, da Kalzium- bzw. Calmodulin-abhangige Stoffwechselwege in
vielen unterschiedlichen Bereichen (z.B. Signaltransduktion, Cytoskelett, Muskelaufbau,
Reizleitung in Nerven) notwendig sind [185]. Die meisten dargestellten Cluster zeigten eine
Amplitude in einem der untersuchten Stadien. Abb.3.22.C zeigt ein Beispiel fur zwei
Amplituden exprimierter Gene, die ihr Optimum jeweils im letzten Embryonalstadium und im
ersten Puppenstadium besitzen. Die Gene gehdren zu den Ecdysone-inducible genes und
Chitinases, die wie oben diskutiert, eine essentielle Rolle wahrend der Metamorphose
spielen. Die Metamorphose setzt erst im dritten Larvenstadium ein, aber Gene wie die
Chitinasen besitzen einen bivalenten Charakter, denn sie sind sowohl anfangs am
Chitinmetabolismus, als auch gegen Ende des Larvenstadiums am Chitinkatabolismus
beteiligt [186].

4.3 Ausblick

Die durchgefiihrten Genexpressionsanalysen zeigten, dal in jedem Entwicklungsstadium
von Drosophila die Regulation bestimmter Gengruppen erfolgt. Die Expression auf
molekularer Ebene stimmt mit den morphologischen Veranderungen zwischen den
Entwicklungsstadien Uberein. Viele Gene, die eine biochemisch- oder physiologisch ahnliche
Funktion erfillen, werden koordiniert zur gleichen Zeit exprimiert.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen auf eindrucksvolle Weise die Moglichkeit, einen
gesamten Organismus im Verlaufe seiner Entwicklung mit Hilfe Microarray-basierender
Genexpressionsanalysen zu beobachten und die molekulargenetische Funktionsweisen
besser zu verstehen. Durch den Einsatz von computergestutzten in silico-Berechnungen von
potentiell proteinkodierenden Genen in Kombination mit Microarrayexperimenten wurden
mindestens 2.000 neue Gene von Drosophila melanogaster identifiziert und beweist die
Méglichkeit, nahezu alle Gene eines Genoms zu entdecken. Dies bedeutet gleichzeitig, da}
reine Computervorhersagen moglicher Gene (noch) nicht ausreichen, das komplette Genom
eines Organismus zu ermitteln. Die Festlegung auf eine potentielle Genzahl sollte deshalb
mit Vorsicht erfolgen. Dieses Prinzip lalkt sich auch auf andere Organismen wie Mensch
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oder Maus Ubertragen. Aufgrund der Resultate dieser Arbeit muss die Zahl der Gene von
Drosophila von ca. 14.000 [1] auf mindestens 16.000 erhdht werden. Wegen der geringen
Ubereinstimmung der neuen Gene mit Genen der Genomsequenz von Drosophila
pseudoobscura [37] handelt es sich eventuell um bisher unbekannte Proteinfamilien der
Gattung Drosophila melanogaster.

Der fur die Microarraykonstruktion verwendete Satz von PCR-Amplifikaten kdnnte ebenfalls
fur die Herstellung von doppelstrangigen RNA-Proben flir genomweite RNAIi-Studien
eingesetzt werden. Damit ergibt sich die Moglichkeit, den gleichen Satz von Genen fir
genomweite  RNAi-Experimente und anschliefende Genexpressionsanalysen mit
Microarrays effizient einzusetzen. Diese Kombination molekularbiologischer Instrumente
eignet sich daher optimal fir die funktionelle Analyse neu entdeckter Gene und weitere

Studien genetischer Netzwerke.
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