Entwicklung einer ELISA-
Hochdurchsatzmethode fur
RNA-Interferenz-Experimente am
Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat GieRen

vorgelegt von Heise, Vincent

aus Berlin

GieRen 2010



Aus dem Biochemischen Institut des Fachbereiches Medizin der

Justus Liebig Universitat Giellen

Gutachter: PD Dr. Ginter Lochnit

Gutachter: Prof. Dr. Renz

Tag der Disputation: 11.05.2011



Erklarung

»lch erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstdandig, ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemaR aus veroffentlichten oder nicht veroffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten.”



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
PN o] o] 1o TN o =4V =T =1 ol Y Y -SSP 7
L1 L1 11T PO T PP PP PP OPUPPIN 8
F N o] 84U T Y= o RSP 9
R Y101 1T U oY= S PSPPI 11
1.1 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus...........cccueeeeiiieeeeiiiee e e 11
1.11 Morphologie, Entwicklung und Lebenszyklus von C. elegans...........cccccocuvevvvvveeencnnennn. 11
1.1.2 (D [ €T o]0 IRV o] o X G- =T To o PP 13
1.2 Die Rolle von Phosphorylcholin bei Nematodeninfektionen .........ccccoeveiiciieeiiciieeiciiieenenns 14
1.2.1 Biosynthese des Phosphorylcholins ..........oooviiiiiciiiiiccie e 14
1.2.2 Phosphorylcholin als Proteinmodifikation ...........ccueeiiiiiieiicieecee e 16
1.2.3 Phosphorylcholin als Immunmodulator...........ceoviiiiiiiiieic e 19
13 RNA-INEEITEIENZ ..ttt ettt ettt st e s bt e e st e e s bt e e sabeesbeeesabeesanes 25
13.1 Funktionsweise der RNA-INtErfereNnz.......ccocuiiiieerieiiiiee et 25
1.3.2 RNA-Interferenz bei C. €1egans ..........occuuuiieciiiiiiciiee ettt saeee s 26

1.4 Ziel der Arbeit: Entwicklung einer Methode zum Hochdurchsatzscreening von RNAI-

MOAITIKAEIONEN ..ttt b e sie e s e e en e e ne e s neesane s 28
Material UNd MEthOodeN ......cooviiiiie e et s 30
2.1 LCT= = 1o < PP PPT 30
2.2 ChEMIKAIEN et st 30
23 VT3 d oo [T WP PRUSPPRPRR 31
2.3.1 KUIEIVIErUNE VON C. €1EGANS ....veeeeiiee ettt e e e s saa e e e saaaee s 31
2.3.1.1 Kultivierung mit Escherichia coli (E. coli) auf Agarplatten.........ccccvveervverivernnnnn 31
2.3.1.2  Kultivierung mit E. coli in FIUsSigRultur..........ccoceiiniininniiniececeeceee 32
2.3.2 AUTreiniGUNE VON C. @IEGANS ..........eee ittt e e e et e e s ebta e e s saraeeeeaes 33
2.3.3 Synchronisierung der einzelnen Stadien von C. elegans..........ccccceecveeeevcieeececveeeeennee, 33

234 GewinnuNg von Eiern aus C. @18gaNS ..........cccccveeeeccieeeeciiiee et e scee e e e 34



Inhaltsverzeichnis

2.3.4.1 Unterschichtungsmethode...........cccoeiiiiiiiiiinii e 34
2.3.4.2  UberschichtungSmethode ...........cccceueviiiuevereieicicceere e 34
2.3.5 LYSE BN WM «.eviiieeciieie ettt ee ettt e et e et e e e et e e e et e e e e s ataeeeesnsaeeeensaeeeennsseeesannrneenn 35
2.3.6 ProteiNDESTIMMUNG....c..eiiie e e e e e raa e e e nea e e e e eanraee s 35
2.3.7 o] 2 =] o AR O PP P PP PP O PPPRRPR 36
2.3.8 Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ......c.uueeeeiiiieieiiie e 38
2.3.8.1 Durchfiihrung des ELISA mit dem Mircolab Star'et, Pipettierroboter.................. 39
2.3.8.2 Manuelle Durchfiihrung des ELISA .......ccooiiiiiiiee e 42

T 1 = =] o o1 1YY PRSP 44
3.1 BT} = o AR PSPPSR 44
3.2 Vergleich von Tubulin- und Ubiquitin-AntikOrpern.......cccceeevecee e 44
33 210l {T=Tq (o 10T Y= T o [PPSR 45
3.4 21 o o [0 0= 4 o1V 1] PRSPPI 46
3.5 Optimierung der PC-BSA-Standardverdlinnungsreine. ........ccccvvveeeeeieiiciinieeeee e ecccireeeee e, 50
3.6 Gewinnung von C. elegans-Eiern flir die Synchronisation .........ccccceeeevvcciiieeeee e, 51
3.7 Vergleich — ELISA manuell und per Microlab Star'et-Pipettierroboter ................................... 51
3.8 Test eines alternativen UbiquitinantikOrpers.........oocveeiieciiii e 57
3.9 Vergleich - Liquid-Feeding und Zucht auf Agar.......ccceeiieiiiii it 58
3.10 Anwendung der Methode auf ausgewadhlte RNAi-modifizierte C. elegans .......................... 59
3.11  Zusammenfassung der ErgebnisSe . ......ciiciiiiiiiciei it 61
A DISKUSSION ...ttt st sttt st et e b e sttt e b e b e re e s ne e saeeeareereen 63
4.1 Nutzung des Screenings zur ldentifikation von Enzymen des PC-Stoffwechsels.................. 63
4.2 Vor- und Nachteile des Hochdurchsatzscreenings.........cccoueveveiveeiiccieeeccciee e e 64
4.2.1 Kultivierung und Aufreinigung von C. /egans ...........ccccueeeeccveeeeiiieeeeiiieeeescieeeescveeean 64
4.2.2 Notwendigkeit der Synchronisierung der Larvenstadien flr RNAI ........cccceevvveeeinnennn. 65
4.2.3 Vor- und Nachteile der Durchfiihrung per Pipettierroboter..........cccocvveeivciveeicciineenns 65

4.2.4 21T 0T [0 a4 o1V {1 oSSR 66



Inhaltsverzeichnis

4.2.5 21 Fo ol N1 o 1YW T o =T o ISP 66
4.2.6 Wahl der ANtIKOIPEE....ci i et e e et e e eaae e s e bee e e e anes 67
4.2.7 INKUDAtIONSZEITEN ...ttt s e 67

4.3 AUSBIICK ettt ettt e st st s b nees 68

AV LY 0 0] 0 1T 0] £ 1Y U] =8P 69
5.1 ZUSAMMENTASSUNE.....vviieiciiie ettt e e eette e e e ebee e e e etta e e e e sabaee e esabaeesensbeeeeennbaeeeeanseeeeennsens 69
5.2 FY o1 - [ot A TSP PP PPV 69

6 =] = LU 71



Tabellen

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1 (A) Fotografie eines adulten Hermaphroditen (B) Schematische Darstellung anatomischer

Strukturen (modifiziert NAch WOrMALIS).......cccveiiiii ittt et et e e e ae e s beeeeanee e 12
Abb. 1.2 Darstellung des Entwicklungszyklus von C. elegans (modifiziert nach WormAtlas) .............. 13
Abb. 1.3 Strukturformel des Phosphorylcholins .........ccoociiiiiiiiiice e 14

Abb. 1.4 Kennedy-, Bremer-Greenberg-, Serindecarboxylations-Phosphoethanolamin-Methylisations-
und PE-Methyltransferase-StoffwechSEIWEEE.........cccuvviiiiiiie e 16

Abb. 1.5 Verminderung der Zahl der Nachkommen durch RNAi-Knockdown von Cholinkinasen in

C. elegans im Vergleich zur NegativkONtrolle ..........oiivciiiiiiiiiii e 20
Abb. 1.6 Modulation auf zelluldrer Ebene durch PC-ANtiZENE .....cccvveiiieiiiiiiiee et 21
Abb. 1.7 Modulation der B-Zell-Signalwege durch das PC-substituierte ES-62 ..........cccccceeeeeeeercnrrnnenn. 22
Abb. 1.8 Hemmung der T-Zell-Antwort durch parasitdare Antigene........ccccvevecieeeicciee e 23
Abb. 1.9 Storung des TLR4 Signalweges in Makrophagen durch ES-62...........cccceeeeeevciiiveeeeeeeeeeccirnneen, 24
Abb. 1.10 Inhibierung der Mastzelldegranulation durch PC-Antigene .......ccccccvveveieieeeeeciieeeesiee e 25
Abb. 1.11 Schematische Darstellung des RNAI-MeChaniSmMUS.........cccceeveiieeeiciiee s 27
Abb. 2.1 Schema des Versuchsaufbaus im Microlab Star'®-Pipettierroboter...........coeeeveeeeeeeeeenen. 39
Abb. 2.2 Allgemeine Plattenbelegung der 96er ELISA-Platten.......ccccoeieivinineece e 41
Abb. 2.3 Plattenbelegung der 384er ELISA-Platten (Teilansicht 1)........ccceveieveierineceveeirecee e 41
Abb. 2.4 Plattenbelegung der 384er ELISA-Platten (Teilansicht 2).......ccceeeeveereeeceveeeieececeerereee s 42
Abb. 3.1 Dot-Blot von C. elegans unter Verwendung des Ubiquitin- und PC-Antikorpers................... 44
Abb. 3.2 Vergleich des Ubiquitin- und des TubulinantikOrpers. ........ccccoecieeiiciieeeccciee e 45
Abb. 3.3 Extinktionswerte unterschiedlicher Blockierldsungen ........cccoeccveeiiciieeiccciee e 46
Abb. 3.4 Pipettierschema einer 96er ELISA-Platte fiir den Bindungspuffertest .........cccccvveivvrveeennnen. 48
Abb. 3.5 Extinktionswerte der Ubiquitin-Verdlinnungsreihen. ........ccccoeveiiiciiee s 49
Abb. 3.6 Extinktionswerte der PC-BSA-Verdinnungsreinen..........cccueiiveieeicciiee e 50
Abb. 3.7 Logarithmierte Darstellung der optimierten PC-Standardkurve ..........cccccveeiieieeiiciiee e, 50
Abb. 3.8 Plattenbelegung des Hand-/Roboter-Vergleichs .........cccovevvieiiieiecieeniecee e, 53

Abb. 3.9 RObOterbelegUNGSPIaN .........iiii e 54


file:///C:/Dokumente%20und%20Einstellungen/vinni/Eigene%20Dateien/Studium/Dissertation/Doktor.doc%23_Toc257041936
file:///C:/Dokumente%20und%20Einstellungen/vinni/Eigene%20Dateien/Studium/Dissertation/Doktor.doc%23_Toc257041940

Tabellen

Abb. 3.10 Boxplot der Leerwerte des automatisch durchgeflihrten ELISA ..........cccooeiiiiieeiiciiee e, 55
Abb. 3.11 Boxplot der Extinktionswerte des automatisch durchgefiihrten ELISA fir Ubiquitin .......... 55
Abb. 3.12 Boxplot der Extinktionswerte der automatisch durchgefihrten ELISA fiir PC-BSA.............. 56
Abb. 3.13 Boxplot der Extinktionswerte der manuell durchgefiihrten ELISA fiir Ubiquitin ................. 57
Abb. 3.14 Boxplot der Extinktionswerte der manuell durchgefiihrten ELISA fiir PC-BSA..................... 57
Abb. 3.15 Boxplot der Extinktionswerte des alternativen Antikdrpers fiir Ubiquitin.............cceee....... 58
Abb. 3.16 Boxplot der PC-Extinktionswerte des Flussigkultur- / Agarplattenvergeleichs.................... 59
Abb. 3.17 Sortierte Darstellung der Verhiltnisse von PC- zu Ubiquitin-Aquivalent ...........ccccoeveveeenene. 60
Tabellen

Tabelle 2-1 Pipettierschema der einzelnen Standards..........ccce i vevecececeininerce e 38

Tabelle 3-1 Zuordnung von Genen und ihren Proteinprodukten fiir die 10 niedrigsten und die 10

hochsten PC- zu Ubiquitin-Aquivalent-Verhalitnisse.......ccc it 61


file:///C:/Dokumente%20und%20Einstellungen/vinni/Eigene%20Dateien/Studium/Dissertation/Doktor.doc%23_Toc257041949

Abkirzungen

Abkirzungen

Abb. Abbildung

A. viteae Acanthocheilonema viteae

ADP Adenosindiphosphat

AHC Adenosyl-Homocystein

ATP Adenosintriphosphat

ASP Aspartyl-Protease

bp Basenpaare

bzgl. beziglich

C. briggsae Caenorhabditis briggsae

C. elegans Caenorhabditis elegans

CDP Cytidindiphosphat

CMP Cytidinmonophosphat

CTP Cytidintriphosphat

DAG Diacylglycerol

DB Dot-Blot

dsRNA double-stranded RNA (doppelstrangige Ribonukleinsaure)
E. coli Escherichia coli

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ER Endoplasmatisches Retikulum

evtl. eventuell

g Gramm

GSL Glykosphingolipid

H,0 Wasser

HRP Horse raddish peroxidase

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

inkl. inklusive

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid
L Liter

LB Bakterienmedium

vl mikro

min Minute

miRNA micro Ribonukleinsdure

mL Milliliter

mMol Millimol

mRNA messenger Ribonukleinsaure

n nano

p piko

PC Phosphorylcholin

PE Phosphoethanolamin

P-MeE N-Methyl-Phosphoethanolamin
P-Me,E N,N-Dimethyl-Phosphoethanolamin
PP Pyrophosphat

Ptd-C Phosphatidylcholin

Ptd-E Phosphatidylethanolamin

Ptd-MeE N-Methyl-Phosphatidylethanolamin

Ptd-Me,E N,N-Dimethylphosphatidylethanolamin



Abkirzungen

Ptd-S
SAM
SM
RISC
rRNA
SB
SiRNA
SRNA
Tab.
Thl
Th2
TLR4
TMB
tRNA
Vv

vgl.
z.B.

Phosphatidylserin
S-Adenosylmethionin
Sphingomyelin
RNA-induced silencing complex
ribosomale RNA
S-Basal-Medium

small interfering RNA

small RNA

Tabelle

T-Helferzelle Typ 1
T-Helferzelle Typ 2

Toll-like Rezeptor 4
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
Transport-Ribonukleinsdure
Volumen

vergleiche

zum Beispiel



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

1.1.1 Morphologie, Entwicklung und Lebenszyklus von C. elegans

Caenorhabditis elegans sind freilebende Fadenwiirmer (Nematoden), die im adulten Zustand
eine durchschnittliche Liange von 1mm erreichen. lhre &dulRere Schicht bildet eine
transparente Kutikula, die die Hypodermis, Basalzone, mediale Zone und die kortikale Zone
umfasst. Dabei besteht die Basalzone aus einer amorphen und zwei fibrillaren
Kollagenschichten, die gegensatzlich spiralig um den Wurm verlaufen. Die mediale Zone ist
ein flussigkeitsgefullter Raum, der kollagene Querverstrebungen zur kortikalen Zone enthilt,
die selbst aus Kollagenen und einem, aus Lipiden und Glykoproteinen bestehenden, Uberzug
gebildet wird. Der Verdauungstrakt von C. elegans besteht aus drei Abschnitten: Dem mit
einer Kutikula ausgekleideten, ektodermalen Vorderdarm, einem relativ gering
differenzierten, endodermalen Mitteldarm, welcher keine eigene Peristaltik besitzt, und dem
wiederrum aus dem Endoderm hervorgegangenen Enddarm (siehe Abb. 1.1). Insgesamt
besteht der Verdauungstrakt aus genau 127 Zellen. Die Atmung der Nematode erfolgt Giber
die Haut. C. elegans verfligt Gber ein einfaches Zentralnervensystem, welches beim adulten
Hermaphroditen aus 282 Neuronen des somatischen Systems und aus 20 Neuronen des
pharyngealen Systems besteht. Sensilien dienen als Mechano- und Chemorezeptoren des

Wurms. [1]

Seite 11



Einleitung

0,1 mm
Distale Gonaden

Uterus

Proximale Gonaden ©WormAtlas

Abb. 1.1 (A) Fotografie eines adulten Hermaphroditen (B) Schematische Darstellung anatomischer Strukturen
(modifiziert nach WormaAtlas)

Eine Population von C. elegans besteht zu 99,7% aus Hermaphroditen, der Rest sind
Mannchen, die flir eine grofRere Variabilitdt des Genpools sorgen. Der ausgewachsene
Hermaphrodit besteht konstant aus 959 somatischen Zellen — wahrend der Entwicklung
besitzt er zwischenzeitlich 1090 Zellen, von denen allerdings genau 131 durch Apoptose
verloren gehen [2, 3]. Zwei Gonadenarme miinden in einen gemeinsamen Uterus, in den pro
Lebenszyklus durchschnittlich 300 selbstbefruchtete Eier miinden. Die Entwicklung eines
Wurms nimmt etwa 3 Tage in Anspruch, seine Lebenszeit betrdagt 14 Tage. Wahrend der
Entwicklung werden 4 Larvenstadien (L1, L2, L3 und L4) durchlaufen, die sich untereinander
jeweils durch Hautungen abgrenzen. Bis zum Ende der Gastrulation verbleibt ein Embryo im
Uterus. Das Schlipfen erfolgt nach 14 Stunden (L1). Die erste Hautung, und damit der
Ubergang zur L2-Larve, erfolgt nach 25 Stunden. Im Alter von 32 Stunden erfolgt die zweite
und in einem von 40 Stunden die vierte Hautung. Das adulte Stadium wird nach 50 Stunden
erreicht. Nahrungsmangel — die Nahrung besteht in der Regel aus Escherichia coli-Bakterien -
kann dazu flihren, dass C. elegans nach dem L2-Stadium ein Dauerlarven-Stadium anschlieRt,
welches durch ein Auslassen weiterer Entwicklung Ressourcen spart und bis zu 3 Monate

aufrechterhalten werden kann. Ist wieder geniigend Nahrung vorhanden, wird das
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Dauerlarven-Stadium beendet und die Entwicklung zum adulten Wurm fortgefiihrt (siehe

Abb. 1.2).

Adulter Wurm (1110-1150 pm)

/\ fahig Eier zulegen
8 Stunden/

intrauterine Entwickung Eierim Bereich der
Junger Adulter {150 min) Gastrula
{900-950 pm ) ersieTeilung (30 min) {ungefshr 30 Zellen)

anderthalbfach

""" @ rED~ =
10 Stunden
gefaltet
L4 (620-650 um)
"-\

9 Stund i
bis zu 4 Monate unden zweifach gefaltet
8 Stunden
Dauer 400 um)
L3 (490-510 um) 13 stunden dreifach gefaltet /
L1-Arrest bei
\N Predauer (L2d) Nahrungsmangel
Platzmangel 1 /
Hunger L1 (250 um)
8 Stunden zu hohe M
L2 (360-380 um) Temperaturen
M:
: 12 Stunden
©WormAtlas

Abb. 1.2 Darstellung des Entwicklungszyklus von C. elegans bei 22°C. 0 Minuten entsprechen der
Befruchtung (modifiziert nach WormAtlas)

Die Differenzierung des Geschlechtsapparates beginnt bereits im Primordialstadium
wahrend des L1-Stadiums. Im L4-Stadium schliefl3t sich der Beginn der Spermatogenese an.
Die Anzahl der Spermien beschrankt die Anzahl der Nachkommen. Diese kann allerdings

durch Befruchtung eines Mannchens verdreifacht werden [4].

1.1.2 Das Genom von C. elegans

C. elegans war der erste Vielzeller, dessen Genom vollstandig entschliisselt wurde. 1998
wurde die gesamte DNA-Sequenz bis auf wenige Ausnahmen publiziert [5]. Derzeit sind
insgesamt 24185 proteincodierende Gene inkl. 3954 verschiedener SpleiRformen bekannt

(http://www.wormbase.org, WS207 Release) [6]. Hinzu kommen mehrere tausend nicht
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Protein-codierende Gene wie small RNA (sRNA), micro RNA (miRNA), endogene small
interfering RNA (siRNA) und 21U-RNA. Letztere wurde 2006 bei einer Sequenzierung der
RNA von C. elegans identifiziert [7]. Diese RNAs werden zur Steuerung von SpleiBvorgangen,
als transfer RNA (tRNA), als ribosomale RNA (rRNA) oder auch zur Steuerung der Gen-
Expression verwendet.

Im Jahr 2003 wurde zudem die Sequenzierung des Genoms von Caenorhabditis briggsae
fertig gestellt [8]. Dies erlaubt, durch die nahe Verwandtschaft der Nematoden zu C. elegans,
eine bessere Vergleichbarkeit der Gen-Funktionalitat.

Das Genom von C. elegans verteilt sich auf einen diploiden Satz von fiinf Autosomen und
einem Chromosom X von annahernd gleicher GréRe [9]. Weibchen haben (XX), Mannchen
(X0) als Geschlechtschromosomen-Paar. Etwa 60% der humanen Gene haben ein homologes

Gen in C. elegans [10].

1.2 Die Rolle von Phosphorylcholin bei Nematodeninfektionen

1.2.1 Biosynthese des Phosphorylcholins
Die Biosynthese von Proteinen mit Phosphorylcholin (PC, siehe Abb. 1.3) als Substituenten

wurde mithilfe von Acanthocheilonema viteae ndher untersucht. Der Transfer von PC
innerhalb der Biosynthese erfolgte zwischen der 40. und 60. Minute im medialen Golgi-
Apparat. Dieser Vorgang ist abhadngig von den Akzeptorstrukturen MansGIcNAcs bzw.
MansGIcNAcs. Hier konnte speziell die Bindung von PC an ES-62 durch Tunicamycin, als
Inhibitor der N-Glykosylierung von Proteinen, durch Brefeldin A, als Inhibitor des Transports
vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat, oder durch 1-Deoxynorjirimycin,
als Inhibitor der Mannosidase | im cis-Golgi, blockiert werden [11]. Swainsonin, als

Mannosidase-ll-Inhibitor zeigte keinen Blockadeeffekt [12].

H
o
\-F,. fo\/"\ﬁ/
o\ AN
o

Abb. 1.3 Strukturformel des Phosphorylcholins
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Die Biosynthese des Phosphatidylcholins — dem Donator des PC — erfolgt bei Eukaryoten im
Wesentlichen auf der cytosolischen Seite des glatten ER tber den Kennedy-Stoffwechselweg.
In C elegans existieren auBRerdem noch der Bremer-Greenberg- [13], der
Serindecarboxylierungs-Phosphoethanolamin-Methylierungs- und der Phosphoethanolamin
(PE)-Methyltransferase-Stoffwechselweg [14]. Beim Kennedy-Stoffwechselweg wird
zunachst ein Phosphatrest des Adenosintriphosphat (ATP) durch eine Cholinkinase
(E.C.2.7.1.32) auf Cholin Ubertragen. Das so entstandene PC wird zusammen mit
Cytidintriphosphat  (CTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat durch eine
CTP:Phosphoyrlcholin-Cytidyltransferase (E.C.2.7.7.15) zu Cytidindiphosphat (CDP)-Cholin
umgesetzt. AnschlieRend folgt eine Ubertragung des PC durch eine CDP-
Cholin:Cholinphosphotransferase (E.C.2.7.8.2.) auf 1,2-Diacylglycerin [15]. Der Bremer-
Greenberg-Stoffwechselweg beruht auf einer Umwandlung von Phosphatidylethanolamin zu
Phosphatidylcholin durch schrittweise enzymatische Methylierung, wobei
S-Adenosylmethionin als Methylgruppendonator verwendet wird. Das
Phosphatidylethanolamin kann dabei entweder lber die Umsetzung von Ethanolamin Gber
Phosphoethanolamin zu CDP-Ethanolamin und anschlieBender Abspaltung von
Pyrophosphat oder durch Decarboxylierung von Phosphatidylserin synthetisiert werden [13,
16]. Der Serin-Decarboxylierungs-Phosphoethanolamin-Methylierungs-Stoffwechselweg
liefert Gber Decarboxylierung von Serin und Phosphorylierung des so entstandenen
Ethanolamins  Phosphoethanolamin.  Dieses wird beim  PE-Methyltransferase-
Stoffwechselweg mithilfe von zwei N-Methyltransferasen schrittweise zu PC methyliert.
Zundchst wird hierbei durch eine Phosphoethanolamin-N-Methyltransferase eine
Methylgruppe des S-Adenosyl-Methionins auf Phosphoethanolamin (ibertragen und
anschlieBend das Binden zweier weiterer Methylgruppen durch eine weitere

Methyltransferase katalysiert [14] (siehe Abb. 1.4).
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Abb. 1.4 Kennedy-, Bremer-Greenberg-, Serindecarboxylations-Phosphoethanolamin-Methylisations- und PE-
Methyltransferase-Stoffwechselwege

1.2.2 Phosphorylcholin als Proteinmodifikation

Ein wichtiger Bereich der Proteomanalytik ist die Analyse von Proteinmodifikationen. Diese
haben fiir das Protein, neben einer strukturellen, auch fir funktionelle Eigenschaften wie die
Lokalisation innerhalb einer Zelle oder die Interaktion mit Makromolekiilen eine Bedeutung
[17]. Je nach Entstehungszeitpunkt lassen sich Proteinmodifikationen in drei Klassen
einteilen: Pra-, co- und posttranslationale. Erstere besteht zumeist aus einer Kooperation
von Selenocystein oder Pyrrolysin mit Aminosdauren der tRNA. Cotranslational sind
Modifikationen, die wahrend der Polypeptidsynthese ribosomal stattfinden [18]. Ein GroRteil
der Modifikationen findet allerdings erst nach Ausbildung der Sekundérstruktur, d.h.
posttranslational, statt [17, 19].

Es existieren drei unterschiedliche Moglichkeiten der posttranslationalen Modifikation von
Proteinen, welche die Funktion haufig erst erlauben: 1. Eine proteolytische Spaltung an

Teilen der Peptidsequenz, z.B. die Entfernung eines Initiator-Methionin-Restes, 2. das
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Anknlipfen einer chemischen Gruppe wie Acetyl-, Phosphoryl- und Glykosylgruppen und 3.
das Bilden von Inter- bzw. Intrapeptidbindungen (Thioester- und Disulfidbriickenbindung)
[20-22].

Bisher waren samtliche entdeckten PC-Modifkationen an Glykanstrukturen gebunden.
Allerdings legen Studien nahe, dass PC auch als direkter Proteinsubstituent existieren konnte
[23, 24]. In vielzelligen Parasiten wurde PC an N-Glykanen und Glykosphingolipiden
gefunden, in Bakterien auch an Lipopolysacchariden, z.B. Haemophilus influenzae [25-28].
Proteinprimarstrukturen, die auf eine Lokalisation von PC-Epitopen hinweisend waren, gibt
es wenige. Ein Grund dafir ist die Schwierigkeit, den zwitterionischen Substituenten PC
sensitiv nachzuweisen [29, 30].

Bei Glykosphingolipiden wird PC (ber eine Phosphodiesterbindung an C6 eines N-
Acetylglucosamin-Restes gebunden. Zudem wurden auch Phosphoethanolamin-
Substituenten am C6 der Mannose der Kernstruktur der Glykosphingolipide gefunden [31].
Das am intensivsten erforschte PC tragende Protein ist ES-62 von A. viteae, das 1989 von
Harnett et al. identifiziert wurde [32]. Homologe Proteine wurden auch in anderen
Nematoden gefunden, weshalb es sich sehr gut als Modell zur Erforschung der Biosynthese,
Struktur und Funktion von PC-Modifikationen eignet. Durch massenspektrometrische
Analysen und Behandlung mit N-Glykosidase F wurde gezeigt, dass PC hier an N-Glykane
gebunden ist [32-34]. Fir den PC-Transfer war eine tetramere Struktur des ES62 notwendig
[35]. ES-62 wird von Zellen entlang des Oesophagus von A. viteae sekretiert [36].

In C. elegans war die Aspartyl-Protease (ASP-6) das erste Protein fiir das eine Modifikation
mit PC nachgewiesen wurde [37]. Es wurde per Western-Blot unter Benutzung des PC-
spezifischen Antikorpers TEPC-15 detektiert. Gemessen vom Zeitpunkt der Eigewinnung an,
die durch eine Behandlung adulter Wirmer mit einer Natriumhypochlorit-Losung erzielt
wurde, war das 40 kDa schwere Protein ab 24 Stunden im Kulturmedium von C. elegans
nachweisbar und seine Menge stieg im weiteren Zeitverlauf an. Ein Knockdown anderer asp-
Gene (ASP 1-5) im RNAi-Experiment zeigte keine sichtbaren Phanotypen [38]. Lektin-
Bindungs-Analysen zeigten N-Acetylglucosaminreste aufgrund der Bindung an WGA,
wohingegen bei ConA keine Reaktion auftrat, was gegen ein Vorhandensein von
diantennadren N-Glykanen des Mannosyl-Hybridtyps spricht. Eine Behandlung von ASP-6 mit
PNGase F bzw. PNGase A beeinflusste weder die Bindung von TEPC-15 noch die Mobilitat

des Proteins in der Elektrophorese, was eine N-Glykan basierte PC-Substitution ausschlieft,
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wodurch weitere PC-Epitope in C elegans moglich sind. Eine Detektion durch
Immunfluoreszenz wies ASP-6 in vielen Geweben des adulten Wurms nach, konnte aber
nicht in friiheren Larvenstadien identifiziert werden. Die genaue Funktion des Proteins ist
noch unbekannt, sie spielt allerdings keine Rolle in der Neurodegeneration wie ASP-3 und
ASP-4 [39].

Sowohl Populationen mit gemischten als auch mit synchronisierten Larvenstadien von
C. elegans wurden umfassend auf das Vorhandensein von PC-modifizierten Proteinen
untersucht [37]. Neben einem N2- wurde auch ein Triple-Knockout (TKO)-Stamm untersucht,
der durch ein Fehlen von Isoenzymen der N-Acetylglucosamin-Transferase | keine komplexen
N-Glykan-Strukturen aufbauen kann. Insgesamt wurden 69 Proteine als PC-substituiert
identifiziert. Im N2-Stamm waren 31% der identifizierten Proteine zytosolisch,
30% mitochondrial, 14% nuklear, 4% ER-assoziiert und 4% extrazellular. Die Mehrheit der PC-
substituierten Proteine (24%) ist in den Metabolismus involviert. Hinzu kommen strukturelle
Proteine (14%), Proteine die in den Proteinabbau (14%) oder in Signalkaskaden (16%)
involviert sind. Proteine des Energiemetabolismus oder der Proteinsynthese prasentierten
kleinere Gruppen PC-modifizierter Proteine. Ein Vergleich zum TKO-Stamm zeigte hier groRe
Unterschiede. Zum einen kam es insgesamt zu einer Reduktion PC-positiver Proteine zum
anderen waren auch andere Proteine mit PC modifiziert. Das Verteilungsmuster anhand der
funktionellen Klassifikation zeigte nur geringe Unterschiede, beziiglich der Lokalisation
waren jedoch 43% aller mitochondrialen und 14% der Proteine des ER PC-positiv. AuBerdem
sind diese Verteilungsmuster entwicklungsabhangig: In Dauer- und L4-Larven waren der
Grolteil der PC-modifizierten Proteine zytosolisch, in Eiern und adulten Stadien
Uberwiegend mitochondrial lokalisiert. Weiterhin prasentierten metabolische Enzyme die
grofte Gruppe PC-tragender Proteine in Eiern und adulten im Gegensatz zu anderen
Larvenstadien. Das fast ein Drittel der PC-haltigen Proteine zytosolisch lokalisiert sind, wirft
die Frage auf, wie die PC-Epitope strukturiert sind, da N-Glykosylierung an zytosolischen
Proteinen nicht auftritt. O-Acetylglucosamin-Reste konnten als ein Akzeptor einer PC-
Transferase dienen, welche auch eine Rolle in der Reversibilitat der Modifikation wahrend

der Entwicklung von C. elegans spiele kdnnte [31].
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1.2.3 Phosphorylcholin als Inmunmodulator

Wahrend der Evolution haben u.a. parasitare Nematoden Mechanismen entwickelt, die
gezielt das Immunsystem ihrer Wirte modulieren kénnen und so zu Infektionen fihren, die
bis zu 10 Jahre persistieren [40]. Bei diesen Infektionen kann es auch zu schwerwiegenden
Schaden des Wirtsorganismus kommen, z.B. schwere Hautschaden bei Brugia malayi,
Elephantiasis bei Wuchereria bancrofti und Onchozerkose bei Onchocerca volvulus [41]. Es
konnte gezeigt werden, dass Helmintheninfektionen zwar das Risiko erhéhen an Malaria zu
erkranken, aber die Gefahr einer cerebralen Auspragung reduzieren [42-44], was
wahrscheinlich auf Immunmodulation zuritickzufihren ist. AuBerdem kommt es unter
Helmintheninfektionen seltener zu Autoimmunerkrankungen wie Diabetes, Asthma,
Allergischer Encephalomyelitis oder Rheumatoider Arthritis [45-47], sodass ihre Erforschung
nicht nur das Verstandnis parasitdrer Erkrankungen verbessern kann. Eine Vielzahl von Pro-
und Eukaryoten nutzt dariiber hinaus fur diese Immunmodulation PC. Es wird nicht nur in
Nematoden sondern auch in Protozoen gefunden. Ungefahr ein Drittel der Weltbevolkerung
ist mit Nematoden infiziert und das Protozoon Plasmodium falciparum ist fiir mehr als 500
Million Falle von Malaria tropica jahrlich verantwortlich.

PC-substituierte Komponenten haben einen Einfluss auf die Signalwege der B- und T-Zellen,
auf die Entwicklung der Dendritischen Zellen, von Makrophagen und auf die
Mastzelldegranulation [48-51]. Auch eine niedrige Antikérper- und Cytokinkonzentration,
sowie eine verminderte Lymphozytenproliferation wurde beobachtet [49, 52-56]. So kénnte
die Erforschung von PC-Antigenen auch flir die Behandlung von Allergien und
Autoimmunerkrankungen von klinischer Relevanz sein [57]

Es konnten bereits mehrere Proteine und Glykolipide als PC-Trager identifiziert werden [29,
37, 58, 59], allerdings wurde, trotz intensiver Forschung der letzten Jahre, keine PC-
Transferase bei C. elegans identifiziert. Es konnten allerdings bereits entsprechende Enzyme
in anderen Spezies wie z.B. Streptococcus pneumoniae [60] und Mycoplasma fermentans
[61] identifiziert werden. PC-Modifikationen spielen auflerdem fiir die Entwicklung und
Fortpflanzung der Nematoden eine entscheidende Rolle, wie durch RNAi-Experimente, die
auf die Glykosphingolipid-Synthese und den Cholin-Metabolismus abzielten, gezeigt wurde
(siehe Abb. 1.5). Hierbei kam es zu einer Entwicklungsverzogerung und zu einer starken

Reduktion der Nachkommen [16]. Auch ein Gen-Knockdown von PMT-1 und PMT-2
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resultierte in einer Sterilitdt und einer Unfahigkeit der PO-Generation weitere Larvenstadien

zu erreichen [62].

0.00 -

Reduktion der Anzahlder
Nachkommen [95]
g

Abb. 1.5 Verminderung der Zahl der Nachkommen durch RNAi-Knockdown von Cholinkinasen in C. elegans
im Vergleich zur Negativkontrolle in Prozent [16]. Die X-Achse bezeichnet die Sequenznamen der
entsprechenden Gene.

Das derzeit am besten untersuchte System fir Immunmodulation ist derzeit das
exkretorische ES-62 des Modellsystems A. viteae. Es induziert die Bildung von anti-
inflammatorischen T-Helferzellen Typ 2 (Th2). In hohen Konzentrationen hat es eine geringe
mitogene Wirkung auf B-Zellen, in Konzentrationen, die fiir eine Infektion typisch sind,
kommt es allerdings zu Inhibierung der B-Zell-Proliferation [63]. ES-62 fiihrt zu einer
vermehrten Aktivitat der B-Zellen in vivo: In einer Umgebung, die Interleukin-4 (IL) enthielt,
kam es zu einer Produktion von Th2-typischen IgG1 (Maus) bzw. IgG4 (Mensch), es wurde

jedoch kein Thl-typisches IgG2a produziert [64] (siehe Abb. 1.6).
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Abb. 1.6 Modulation auf zellularer Ebene durch PC-Antigene, die verschiedene Immunzellen beeinflussen
und zu einer anti-inflammatorischen Th2-Antwort fiihren. Es wird eine IL-10-Produktion in B-Zellen induziert,
die die Synthese von IgG2a hemmt, die von IgG1l aber fordert. Es kommt zu einer Unterdriickung der
Produktion von TNF-a, IL-6 und IL-12, diejenige von IL-4 wird allerdings geférdert. Bild modifiziert nach
Goodridge et al. (2005c¢) [65].

Erhéhte der Konzentrationen des von den Bl-Zellen produzierten IL-10 unterstiitzten die
Inhibierung der IgG2a-Antwort [66, 67]. Eine Vermehrung von B-Zellen wahrend der Bindung
von PC lber ihren Antigenrezeptor kdnnte eine Ursache fir die haufig beobachtete anti-PC
IgM Antwort sein [68]. Intrazellular werden Signalwege der B-Zell-Rezeptor-Verbindung
selektiv von ES-62 moduliert, z.B. lber eine Veranderung der Aktivitdt und Expressionsraten
mehrerer Isotypen der Proteinkinase C [63, 69]. Dabei kommt es zu einer Herabsetzung der
Isoformen a, B, &, 6, /A, wahrend die Expression der Isoformen y und € heraufgesetzt wird.
Weiterhin kommt es zu einer Storung der nukledren Translokations-Mechanismen der
Proteinkinase a und /A [69]. Aufgrund einer Bindung eines PC-haltigen Antigens an die
Tyrosin-Phosphatase SHP-1, welche die ITAMs dephosporyliert, verhindert dieses die
Ras/Erk-MAP-Kinase-Kaskade (siehe Abb. 1.7). AuBerdem verhindert die Induktion von GAP

und der dualen Phosphatase Pac-1 den Signalweg der B-Zell-Rezeptor-Bindung zu Ras und
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Erk. Es-62 fiihrte zu einer verminderten Aktivierung der MAP-Kinasen, p38 und c-Jun N-

terminaler Kinase [70].

BCR

IR O S

0 el T MEK
ES62 7~~~ v,

<. ® 7

6 Sy =na

AT - Erk
’/"?i. ‘*
|/ Nucleus
\\\\\\q \

Abb. 1.7 Modulation der B-Zell-Signalwege durch das PC-substituierte ES-62. Dephosphorylierung von ITAMs
durch Induktion der Tyrosin-Phosphatase SHP-1 (1), Unterbrechung des Ras-Signalweges durch Modifizierung
von GAP (2) und Inhibierung der Erk-Kaskade durch Verbindung von PAC-1 mit Erk (3) [71].

Auch die Effekte von ES-62 auf T-Zellen sind allein durch PC-Reste zu bedingt [72]. Die
Proliferation der Zellen und die Sekretion von Zytokinen sind aber nur gering beeinflusst.
ES-62 fiihrt Gber eine Modulation der Reifung und Funktion von Dendritischen Zellen und
Makrophagen indirekt zu einer verdanderten T-Zell-Antwort [48, 54]. Griinde fir eine
verminderte T-Zell-Aktivitdt sind: Induktion von CTLA-4-exprimierenden regulatorischen T-
Zellen, welche die heterologen T-Zellen suprimieren, eine Inhibierung der Proteinkinase-C-
und MAPK-Signalkaskaden und eine Produktion von IL-10 durch B-Zellen, die wiederum zu
einer Inhibierung der Molekilexpression auf Antigen Prasentierenden Zellen mit einer damit

verbundenen niedrigen T-Zell-Aktivierung fihrt [71] (siehe Abb. 1.8).
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Abb. 1.8 Hemmung der T-Zell-Antwort durch parasitire Antigene. Induktion CTLA-4-eprimirender T-Zellen,
die Antigen-spaltend wirken und so die T-Zell-Aktivierung hemmen (1). Direkte Inhibierung
proliferationsférdernder Signalwege wie PKC und MAPK (2). Induktion der IL-10-Synthese in B1-Zellen, was
zu einer Hemmung der Hochregulation der Expression von Co-stimulierenden Molekiilen auf Antigen
prasentierenden Zellen fithrt. MHC, major histocompatibility complex; TCR, T-Zell-Rezeptor; T, T-
Helferzellen; T, regulatorische T-Zellen.

Intrazellular kommt es zu einer Stérung der T-Zell-Rezeptor-Bindung an Phospholipase D,
Proteinkinase C, PI-3-K und an den Ras-Erk-MAP-Kinase-Komplex durch PC [73]. Der genaue
Mechanismus ist dabei noch unbekannt. Auch bei B. malayi wurde ein immunsupressiver
Effekt durch PC-Substituenten festgestellt: Wahrend einer Co-Kultivierung von Lymphozyten
mit B. malayi-Antigen und Phyto-Hamagglutinin wurde die T-Zell-Proliferation durch das
Antigen gehemmt [74].

ES-62 flihrt zu einer Modulation der Reifung Dendritischer Zellen und von Makrophagen, die
fur den Aktivierungsmechanismus von CD4* T-Lymphozyten dhnlich dem der Th2-Aktivierung
verantwortlich ist [51]. Diese Veranderungen finden bereits im Knochenmark auf Ebene der

Vorlauferzellen statt [72]. Auch die Produktion von IL-12, Tumor Nekrose Faktor-a und IL-6
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war signifikant reduziert [48, 75]. Intrazelluldr induziert ES-62 eine Tyrosin-Phosphorylation
verschiedener Proteine [70] und moduliert die Aktivierung von Erk, p38 und JNK [48, 54]
(siehe Abb. 1.9).

§ AR / p50‘,. :
: _l%d p5; Nucleus

Abb. 1.9 Storung des TLR4 Signalweges in Makrophagen durch ES-62. Hemmung der p38-, JNK- und NF-kB-
Aktivierung (1), Induktion der Erk MAP-Kinase (2), was zu einer verringerten IL-12 Produktion fiihrt.

Die Aktivierungs-Modulation der Dendritischen Zellen und Makrophagen ist Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4) abhangig [75]. TLR4 muss dabei zwar vorhanden, aber nicht voll
funktionsfahig sein, was auf andere Signalkaskaden oder Nutzung eines Co-Rezeptors
hinweisend ist. Auch dieser Zusammenhang ist hauptsachlich durch die Wirkung von PC zu
erklaren [76].

ES-62 inhibiert direkt die FceRl-induzierte Freisetzung von Mastzellmediatoren durch eine
Blockierung der Phospholipase D, der Sphingosinkinase vermittelten Calcium-Mobilisation
und der nukledren Faktor-kB Aktivierung [50]. ES-62 bindet zudem an TLR4, was zu einer
Blockierung der Proteinkinase C a fiihr. Dies flihrt zu einer Endozytose der Proteinkinase, die
so nicht langer fir die Kupplung von FceRl an die Phospholipase D und fiir die

Mastellaktivierung zur Verfligung steht (siehe Abb. 1.10).
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Abb. 1.10 Inhibierung der Mastzelldegranulation durch PC-Antigene. Bindung von ES-62 an den TLR-4-
Rezeptor fiithrt zu einer Caveolae-vermittelten Endozytose des TLR-4/ES-62 Komplexes (1). Dieser Komplex
fiihrt spater in der perinukledren Region (2) zu einer Proteasom-unabhingigen Lyse der PKC a (3). Bindung
an den TLR-4 Rezeptor fithrt ebenso zu einer Aufspaltung der PKC a (4), die fiir eine Induktion der
Mastzelldegranulation i{iber den FceRI-Rezeptor und die Bildung von Phosphatsdaure notwendig ist (5). Bild
nach Melendez et al. [77]. ARF6, ADP-ribosylation factor 6; Cho, Cholin; PA, Phosphatsidure; PLD,
Phospholipase D; SPH, Sphingosin; SPHK, Sphingosinkinase; SPH-1P, Sphingosine-1-phosphat; PtdCho,
Phosphatidylcholin.

1.3 RNA-Interferenz

1.3.1 Funktionsweise der RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein natirlicher Mechanismus, welcher die Genexpression von
Eukaryoten auf Chromatinebene, post-transkriptionell und translational beeinflusst. Dieser
Effekt wurde zunachst 1990 im Zusammenhang mit Blitenfarbungsversuchen beschrieben
[78]. Andrew Fire und Craig Mello konnten 1998 an C. elegans zeigen, dass doppelstriangige
RNA (dsRNA) maligeblich an diesem Prozess beteiligt ist, woflir ihnen 2006 der Nobelpreis
verliehen wurde [79]. Die Aufklarung des genauen Mechanismus gelang jedoch erst durch
die Entdeckung sogenannter small interfering RNA (siRNA) [80], bei denen es sich um 22 bp
lange RNA-Einzelstrange handelt, die in der Lage sind mRNA spezifisch zu binden und diese

dann enzymatisch zu spalten. Schon zuvor wurde bei Versuchen mit C. elegans festgestellt,
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dass das Gen lin-4 nicht direkt fir ein Protein, sondern fir zwei kleine RNA-Strange (miRNA)
kodiert, welche komplementdr zur mRNA des Gens lin-14 sind und so Uber denselben
Mechanismus wie den der dsRNA zur mRNA-Spaltung flihren [81]. Mit der Entdeckung
weiterer miRNA in C. elegans und auch anderen Spezies wurde offensichtlich, dass RNAI ein
natirlicher Prozess der Genregulierung ist. Derzeit wird angenommen, dass mehrere

tausend unterschiedliche miRNAs beim Menschen existieren [82].

1.3.2 RNA-Interferenz bei C. elegans

In C. elegans spalten Enzymkomplexe (Dicer) doppelstrangige RNA, die zuvor in eine Zelle
aufgenommen wurde, in 22 bp groRe Fragmente (siRNA). Diese kdonnen sich Uber den
gesamten Nematoden ausbreiten und werden intrazellular entwunden und anschlieRend in
Proteinkomplexe (RNA-induced silencing complex, RISC) eingebunden, die sequenz-
spezifisch einzelstrangige mRNA binden und schneiden. Dies fuhrt zur Zerstérung des mRNA-
Stranges einerseits und andererseits zu einer moglichen Amplifikation der siRNA durch eine
RNA-abhangige RNA-Polymerase, wodurch wieder neue mRNA-Strange zerstért werden

kénnen (siehe Abb. 1.11).
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Abb. 1.11 Schematische Darstellung des RNAi-Mechanismus. Doppelstriangige RNA (dsRNA) wird iiber Dicer
in 22bp groBe Fragmente (siRNA) gespalten, fiihrt bei Wirbeltieren aber zu einer systemischen
Interferonantwort. Alternativ kann auch synthetische siRNA fiir einen RNAi-Knock-Out verwendet werden.
Die Fragmente bilden gemeinsam mit Enzymen einen RNA-induced silencing complex (RISC), der zur einer
Spaltung der, zur siRNA komplementidren, mRNA-Stringe fiihrt.

Die drei meistgenutzten Methoden, dsRNA in C. elegans einzuschleusen, sind: Die direkte
Injektion, was die Manipulation einzelner Tiere notwendig macht und deswegen nicht fir
Hochdurchsatzmethoden geeignet ist [79, 83], das Einbringen in eine Losung mir der
entsprechenden dsRNA [84, 85] oder das Flttern mit E. coli-Bakterien, die die dsRNA selbst
produzieren, was sich als die effizienteste und kostenglinstigste Methode fiir grol8 angelegte

Screens darstellt [86-88].
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Es wurden in den letzten Jahren viele RNAi-Screens beziiglich der Embryonalentwicklung von
Nachkommen modifizierter Parentalgenerationen durchgefiihrt, bei denen aber
durchschnittlich nur 6% der Embryonen nicht geschlipft sind [10]. Zudem kam es bei den
meisten Genen, die in C elegans durch RNAi ausgeschaltet wurden, zu keinen
offensichtlichen Phanotypen [89, 90]. Auch bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae waren
80% der Gene fir ihr Wachstum entbehrlich [91], was eine Redundanz wichtiger Enzyme
annehmen lasst. Dies fiihrte in der Folge zu Experimenten, bei denen durch mehrfachen
Gen-Knockdown im selben Organismus nicht lebensfahige Phenotypen entstanden, was
Rickschllisse auf Zusammenhange der einzelnen Gene erlaubte. So konnten z.B. Gene der
DNA-Reparatur-Mechanismen bei C. elegans identifiziert werden [92].

Wegen des groRen Nutzens fiir die Genomforschung kam es seit der Entdeckung des RNAi-
Mechanismus zur Entwicklung von RNAi-Bibliotheken, die regelmafig um neu entdeckte
bzw. korrigierte Gensequenzen von C. elegans erweitert werden und sich beispielsweise als
Arrays tiefgefrorener, siRNA-haltiger E. coli beziehen lassen.

Fir eine Kontrolle eines RNAi-Knock-Outs werden unter anderem Housekeeping-Gene
genutzt. Dies sind nicht-regulierte Gene, welche weitestgehend unabhangig von Zelltyp,
Zellstadium und dulReren Einfllissen exprimiert werden. Meist sind sie fir die grundlegenden
Stoffwechselfunktionen einer Zelle, wie den Glukosestoffwechsel (hier z.B. die Glucokinase),
zustandig. Die Bestimmung der Quantitdt der entsprechenden Proteine erlaubt einen
Vergleich zur Menge anderer Stoffe der Zelle, die von den Versuchsbedingungen abhangig
ist.

Um den anfanglichen Umfang des RNAI-Screens einzuschranken, kénnen Kriterien wie das
Fehlen oder die verminderte Exprimierung bestimmter PC-modifizierter Proteine, eine
Stagnation im L2-Stadium oder die Unfahigkeit adulter Tiere zu befruchten oder Eier zu

legen herangezogen werden.

1.4 Ziel der Arbeit: Entwicklung einer Methode zum
Hochdurchsatzscreening von RNAi-Modifikationen

Infektionen mit parasitaren Nematoden stellen weltweit eine der haufigsten Krankheiten bei
Menschen und Tieren dar. Wirksame Medikamente gibt es nur wenige und Neuinfektionen
nach Gabe von Antihelminthika sind keine Seltenheit. Abgesehen davon ist die Erforschung

der immunmodulatorischen Eigenschaften der Nematoden auch fiir das Verstdandnis
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autoimmunologischer Erkrankungen hilfreich. Derartige Immunmodulationen werden durch
posttranslationale Modifikationen, die sich in vielen Parasitenarten finden, ermdoglicht. Fir
die Aufklarung der zu Grunde liegenden Mechanismen steht mit C. elegans ein
hervorragender Modellorganismus zur Verfligung.

In dieser Arbeit soll eine Methode zum Hochdurchsatzscreening von RNAi-Experimenten der
PC-Epitope entwickelt werden. Durch RNAi sollen mdgliche, derzeit noch unbekannte,
Enzyme, die fiir die Biosynthese von PC-Epitopen verantwortlich sind, identifiziert werden.
Hierzu sollte der quantitative Abfall von PC-Epitopen als Indikator dienen. Die Identifizierung
der PC-Transferase ware ein vielversprechender Ansatz fiir die Entwicklung neuer Strategien

gegen Nematodeninfektionen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerdte

Modulares System-Stereomikroskop Leica MS 5, Leica, Wetzlar

Universal 32 R-Zentrifuge, Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen

Ultraschallbad Badelin Sonorex TK 52, Roth, Karlsruhe

Digitale Waage Mettler AJ150, Mettler PB3000, Mettler-Toledo GmbH, Giellen
Speed Vac, RC 10.22 Jouan, Thermo, Fernwald

let

Hamilton Microlab Star™, Pipettierroboter, Martinsried

BioTek, ELx800, ELISA-Reader, Bad Friedrichshall

2.2 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in p.a.-Qualitat (Merck,
Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Fluka, Neu Ulm; Serva, Heidelberg) bezogen. Wasser wurde mit

dem ,,Milli-Q Ultra-pure water system” (Millipore, Eschborn) entsalzt und gereinigt.

Seite 30



Material und Methoden

2.3 Methoden

2.3.1 Kultivierung von C. elegans

Fiir die Kultivierung von C. elegans wurden Petrischalen mit 145 mm Durchmesser

verwendet, in die eine Agarlésung gegossen wurde.

Die Agarlosung setzt sich zusammen aus:

5 g Caseinhydrolysat (Pepton 140) (Merck)

5 g Hafeextrakt (Life Technologie, Eggenstein)
3 g NaCl

20 g Agar, high gel-strength (Serva)

auf 1000 mL mit H,0 auffillen

AnschlieBend wurde die Agarlésung autoklaviert (20 min, 120 °C) und es wurden folgende
sterile Lésungen hinzugesetzt:

1,0 mL Cholesterinlosung (5,0 g Cholesterin/ 1 L Ethanol)

0,5 mL CaCl, (110,8 g CaCL, / 1 L H,0)

25 mL Kaliumdihydrogenphosphat-Losung (108,3 g KH,PO,4 und 36 g K,PO4 / 1 L H,0)

2,0 mL Thiabendazol (10 mg / Thiabendazol in Dimethylsulfoxid)

2,0 mL 0,1 % Methylenblau in H,O

Unter Durchmischung wurde der Agar in einer 0,5 cm dicken Schicht in die Petrischale

gegossen und Uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen.

2.3.1.1 Kultivierung mit Escherichia coli (E. coli) auf Agarplatten

Flr den Bakterienrasen auf den Agarplatten wurden E. coli-Bakterien (OP 50) verwendet.

Luria Broth, Bakterienmedium (LB-Medium):

0,5 g Caseinhydrolysat

0,5 g Hafeextrakt

0,3 g NaCl

4 mMol / L Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Roth, Karlsruhe)
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100 pg / mL Ampicillin (Sigma, Taufkirchen)
auf 100 mL mit H,0 auffillen

Das Bakterienmedium wurde verriihrt und bei 120 °C fur 20 min autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren kiihlte die Losung ab und wurde mit 50 pl E. coli-Bakterienmedium versetzt.
Die Suspension wuchs lGber Nacht bei 37 °C. Der abgekihlte Agar wurde mit 800 ul der
Bakteriensuspension angeimpft. Der Bakterienrasen wuchs anschliefend Uber Nacht bei

37 °Cim Brutschrank.

Auf die bewachsenen Agarplatten wurden 500 ul C. elegans-Suspension (ca. 2000 Wiirmer)

aufgegeben. Die Agarplatten wurden bei 18 °C inkubiert.

2.3.1.2 Kultivierung mit E. coli in Fliissigkultur

Fiir die Kultivierung von C. elegans in Flissigkultur wurden 96er Deep-Well-Platten (Nunc,

Langenselbold) verwendet, in die je Well 1 mL S-Basal-Medium (SB) pipettiert wurde:

Zusammensetzung des S-Basal-Mediumes:
22 mL 1 mol / L NaH,PO,

3 mL 1 mol /L Na;HPO,

475 mL H,0

2,9 g NaCl

Es folgt ein Autoklavieren der Lésung

5 mL Natriumcitrat (21 g Zitronensaure / 100ml H,0 mit NaOH auf pH 6)
1,5 mL 1 mol /L MgS0O,

5 mL PentStrep (10 g/ 1000 mL H,0)

0,5 mL Cholesterin (0,5 % in Ethanol)

4 mMol / LIPTG

100 pg / mL Ampicillin

AnschlieBend wurden je 50 ul E. coli-Suspension und 50 pl C. elegans-Suspension (ca. 10-50

Wirmer) hinzugesetzt. Die Deep-Well-Platte wurde danach so abgedeckt, dass ein
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Gasaustausch noch maoglich war und bei 18 °C unter leichtem Schitteln fir 72 Stunden

inkubiert.

2.3.2 Aufreinigung von C. elegans

Die Agarplatten werden mit 15 mL M9-Puffer abgespilt und die Fllssigkeit in ein

Zentrifugenrdhrchen (Greiner, Frickenhausen) (V = 50 mL) tberfiihrt.

Zusammensetzung des M9-Puffers:

250 mL Phosphatpuffer (60 g KH,PO4, 120 g Na,HPQy), pH 6,0
25 g NaCl

5mL 1 mol/LMgS0O,

auf 5 L mit H,O auffillen

C. elegans wurden im M9-Puffer auf Eis gestellt, dadurch setzten sich die Wirmer als
Sediment ab. Der Uberstand wurde abgezogen. Da das Sediment noch Kontaminationen mit
Zelltrimmern, Bakterienresten und Hautungsaggregaten enthielt, wurden die Nematoden

durch eine Dichtezentrifugation gereinigt.

Zur Reinigung der Wiirmer wurden sie mit M9-Puffer auf 15 mL aufgefiillt und mit 10 mL
Saccharoselésung (30 %) unterschichtet. AnschlieBend wurden sie bei 1500 g 7 Minuten
zentrifugiert. Die Saccharoseschicht mit den C. elegans wurde in ein weiteres
Zentrifugenréhrchen (V = 50 mL) Gberfihrt und dreimal mit jeweils 50 mL M9-Puffer bei

900 g gewaschen.

2.3.3 Synchronisierung der einzelnen Stadien von C. elegans

Zur Gewinnung eines definierten Larvenstadiums musste eine Wurmpopulation zunachst
synchronisiert werden. Das Prinzip beruht auf der Eliminierung aller lebenden Larvenstadien
und adulten Tiere durch eine stark alkalische Hypochloritlosung, wobei nur die Embryonen,
geschitzt durch eine Vitellinschicht ihrer Eihille, diese Prozedur Uberleben. Die
gewaschenen Eier von C. elegans blieben im M9-Puffer bei 18 °C liber Nacht. Nach dem
Schliipfen blieben die Tiere bei Nahrungsmangel im M9-Puffer am Ende der L1-Phase in ihrer

Entwicklung stehen und setzten ihr Wachstum (lber L2) erst nach Umsetzung auf E. coli-
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Platten oder in Flussigkultur fort. Nach der Futterung wurde der Entwicklungsgrad der
Wirmer regelmaBig mikroskopisch gepriift. Sobald das gewtlinschte Larvenstadium erreicht

war, wurden die Wirmer geerntet und gereinigt (siehe 2.3.2.).

2.3.4 Gewinnung von Eiern aus C. elegans

Zur Gewinnung von Eiern aus C. elegans gibt es zwei unterschiedliche Methoden. Die
Unterschichtungsmethode setzt direkt an der Aufreinigung des Wurmmaterials an, wahrend

die Uberschichtungsmethode beide Schritte kombiniert.

2.3.4.1 Unterschichtungsmethode

Die gewaschenen Wirmer wurden mit 15 mL M9 und 15 mL Natriumhypochlorit-Losung

(12% Chlor, Roth) versetzt.

Zusammensetzung der Hypochlorit-Losung:
12 mL Natriumhypochlorit

5mL5 M KOH

auf 100 mL mit H,0 auffillen

AnschlieBend wurde der Ansatz 5 Minuten kraftig geschittelt und bei 900 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde bis auf 15 mL abgesaugt. Es wurden nochmals 15 mL
Natriumhypochlorit-Lésung zugegeben, erneut 2 Minuten geschittelt und zentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde so haufig wiederholt, bis im Mikroskop nur noch die Eier sichtbar
waren. Diese wurden anschlieBend drei- bis viermal mit je 50 mL M9-Puffer gewaschen

(siehe 2.3.2).

2.3.4.2 Uberschichtungsmethode

Die Wirmer wurden mit 10 mL M9-Puffer von einer Agarplatte abgespiilt und in ein
Zentrifugenréhrchen (V = 15 mL) Gberfihrt. Die Wiirmer wurden bei Raumtemperatur und
900 g 5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen. Nun wurden 6 mL
Natriumhypochlorit-Lésung hinzupipettiert und das Réhrchen dreimal in Abstidnden von
einer Minute kraftig geschittelt. Der Aufschluss der Wirmer wurde unter dem Mikroskop

kontrolliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6 mL 60%iger Saccharoselésung und
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folgendem, kraftigem Schiitteln gestoppt. Die Lésung wurde fiir 15 Minuten stehen gelassen
und dann vorsichtig mit 3 mL M9-Puffer Gberschichtet. Der Ansatz wurde dann bei 900 g fir
5 Minuten zentrifugiert. Es bildete sich eine eierhaltige Interphase, die abpipettiert und in
einem neuen Zentrifugenrohrchen solange mit M9-Puffer gewaschen wurde bis kein

Chlorgeruch mehr wahrnehmbar war und im Mikroskop nur noch Eier sichtbar waren.

2.3.5 Lyse der Wiirmer

Um die Proteine der C. elegans in dem ELISA nachweisen zu kénnen, mussten zundchst die
Zellmembranen der Wirmer aufgelost werden, damit sich flir alle Stoffe in den Proben
einheitliche Konzentrationen im Probevolumen einstellen konnten. Dementsprechend
wurden nach der Inkubation der 96er Deep-Well-Platte pro Well 250 pl Lysis-Puffer

hinzupipettiert.

Zusammensetzung des Lysis-Puffers:
100 mMol / L NaCl

100 mMol / LTRIS, pH 8,5

1% SDS

1 % 2-Mercaptoethanol

Der Ansatz wurde fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur geschittelt. Danach wurde die Lyse
der Wirmer mikroskopisch kontrolliert. AnschlieRend wurde der Ansatz Giber Nacht in der
Speed-Vac getrocknet, um das Probenvolumen zu reduzieren und durch Neuaufnahme in

ELISA-Bindungspuffer (siehe2.3.8.) hohere Antigenkonzentrationen zu erhalten.

2.3.6 Proteinbestimmung

Fir die Proteinbestimmung wurde das BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Bonn) verwendet.
Nach den Vorgaben des Herstellers wurde eine Verdiinnungsreihe des Albumin-Standards in
den Konzentrationen 0; 25; 125; 250; 500; 750; 1000; 1500; 2000 pg / mL in einer 96er
ELISA-Platte vorbereitet. Je 25 ul der zu untersuchenden Proben wurden auf die Gbrigen
Wells verteilt und anschlieBend je 200 ul der BCA™ Working Reagent zu den zu messenden

Wells pipettiert. Die Platte wurde bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert und danach wieder auf
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Raumtemperatur abgekiihlt. Die Messung der Extinktionen erfolgte bei einer Wellenlange
von 562 nm. Die Leerwerte wurden von den Ubrigen Messergebnissen abgezogen und die

Proteinkonzentration anhand der Eichkurve bestimmt.

2.3.7 Dot-Blot

Fiir den Nachweis von PC-, Ubiquitin- und y-Tubulin-Epitopen in C. elegans wurde ein Dot-
Blot durchgefiihrt. Dazu wurde eine 0,45 um starke Nitrocellulose-Membran (Roth) zunachst
far 10 Sekunden in H,0 getaucht. AnschlieRend wurden C. elegans-Extrakte (100 ng / 10 pl
Probenpuffer) auf die Membran aufgebracht und bei Raumtemperatur getrocknet. Die

Membran wurde mit Roti-Block (Roth) Giber Nacht bei 4 °C blockiert.

Zusammensetzung des Probenpuffers:

1 M TRIS / HCI, pH 6,8 62,5 pl
Glycerin 87% 100 pl
SDS 10% 200 pl
100 mMol / L Na,EDTA 10 pl

Bromphenolblau 0,25% 25 ul
2-Mercaptoethanol 50 ul
H,0 552,5 ul

Als primdrer Antikérper zur Erkennung von PC-Epitopen wurde der PC-spezifische
monoklonale Antikérper TEPC-15 (Maus IgA; Sigma, 1:1000 in Roti-Block, Roth) verwendet.
Als zweiter Antikorper diente ein mit Horse-raddish-peroxidase (HRP) konjugiertes Anti-

Maus-Immunglobulin (Dako 0260, 1:3000 in Roti-Block).

Zur Erkennung der Ubiquitin-Epitope wurde ein Ubiquitin-Antikérper (Rabbit 1gG, Acris
Antibodies GmbH, 1:1000 in TST) verwendet. Zur Bestimmung der y-Tubulin-Epitope wurde
Anti-y-Tubulin (LL-17, Rabbit IgG, Sigma, 1:3000 in Roti-Block) benutzt. Als zweiter
Antikorper diente hier ein HRP-konjugiertes Anti-Rabbit-Immunglobulin (Dako, 1:3000 in
Roti-Block).

Zusammensetzung von TST:
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25 mMol / LTRIS, pH 7,5 (mit HCI eingestellt)
100 mMol / L NaCl

1 % BSA (Sigma)

0,1 % Tween-20 (Sigma)

auf 1000 mL mit H,0 auffillen

Der erste Antikorper wurde Uiber Nacht bei 4 °C auf die Membran gegeben. Am nachsten Tag
wurden die Membranen dreimal je 10 Minuten mit Roti-Block gewaschen. AnschlieRend
wurde der zweite Antikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Membran
gegeben. Die Membran wurde fiinfmal je 10 Minuten mit Roti-Block gewaschen und
schlieBlich einmal 10 Minuten mit PBS-T gewaschen. PC-modifizierte Proteine, Ubiquitin und
Tubulin wurden mittels Chemilumineszenz (ECL) mit dem West Dura Substrate Kit (Perbio

Science, Bonn) visualisiert.

PBS-T:

9,68 g NaCl

2,9 g Na;HPO,

0,234 g NaH,P0O,

0,1 g NaN3

0,5 mL Tween-20

auf 1000 mL mit H,0 auffillen

Der Blot wurde Uber die Kante abgetropft und auf die Saranfolie (Roth) gelegt. Lésung A und
Losung B des West Dura Substrate Kit wurden 1:1 vermischt und auf der Proteinseite
verteilt. Der Blot wurde mit Saranfolie bedeckt und in eine Fotokassette gelegt und im
Dunkeln mit einem Film (Kodak, X-Omat AR Film, XAR-5; 5x5 cm; Sigma) bedeckt. Nach der
Exposition (zwischen 30 Sekunden und 5 Minuten) wurde der Blot 60 Sekunden in
Entwicklerlosung (Cronex MD-Developer, Agfa, Dibendorf), 30 Sekunden in H,0 und
anschlielend fiir 5 Minuten in Fixiererlosung (Cronex MFEDeveloper, Agfa, Dibendorf)

getaucht. Nach der Fixierung wurde der Blot getrocknet.
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2.3.8 Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches Verfahren zum
Nachweis von Proteinen. Es werden hierbei Antikorper genutzt, welche fiir das gesuchte
Antigen spezifisch sind und (iber eine Kopplung mit einem Enzym eine Farbereaktion fiir eine
photometrische Messung katalysieren oder auch radioaktiv bzw. mit einer Fluoreszenz

markiert sein kdnnen.

In die Wells der 96er Deep-Well-Platte wurden nach dem Trocknen der C. elegans-Lysate in

der Speed-Vac (siehe 2.3.5) jeweils 500l Phosphatbindungsbuffer pipettiert.

Zusammensetzung des Phosphatbuffers (pH 7,4; 10 mM):

27,6 g NaH,P0O,4 auf 1000 mL mit H,0 auffiillen (Losung 1; 0,2 M)
53,6 g Na,HPO,4 auf 1000 mL mit H,0 auffiillen (Losung 2; 0,2 M)
1,9 mL Lésung 1

8,1 mL Lésung 2

100 mL H,0

150 mMol / L NaCl in H,0

Anschliefend wurde die Platte zum Losen der Proteine fir 15 Minuten in ein Ultraschallbad

getaucht. Fir die Standards wurde je eine Verdiinnungsreihe mit PC-BSA und mit Ubiquitin

mit je 8 Eppis angelegt (Siehe Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1 Pipettierschema der einzelnen Standards

Eppi inng /50 ul
PC-BSA Ubiquitin
1 7,8125 0,1875
2 15,625 0,375
3 31,25 0,75
4 62,5 1,5
5 125 3
6 250 6
7 500 12
8 1000 24
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2.3.8.1 Durchfiihrung des ELISA mit dem Mircolab Starlet, Pipettierroboter

Pipettenspitzen-
abwurf

Blockier-Lsg. Stopp-Lsg. Farbe-Lsg.

Proben

Ubiquitin =

N

PC-BSA _ |3
\\\\ |

B383EEREREEE 1M IRIRANEEA
HEHEHRARARAR & AHAHANRRRA
333888 BRREEE & 2A3ARARRE
H39385RAREERE B E9ERR0RRE

COO0OCO000000000

E3E938BRERET . T ERERAIERE
HEEARARRRERT] | SHINARARR
HIARHARARRERS A SHIRRIARN
HEHBHERRERE I 3 THHERERY

E

TEPC-15  Anti-Ubi  Anti-Mouse Anti-Rabbit ~ Waschlosung ELISA-Platte Pipettenspitzen
1:1000inTST 1:1000inTST  1:1000inTST  1:1000inTST TST

Abb.2.1 Schema des Versuchsaufbaus im Microlab Star'et-Pipettierroboter

Aus den Wells der 96er Deep-Well-Platte wurden fiir den ELISA per Roboter je Well 100 pl
abpipettiert und auf zwei Wells zu je 50 pul einer 384-Well-ELISA-Platte (Maxisorp, Nunc)

verteilt.

Die Standards wurden in einer Konzentrationsreihe von 7 bis 1000 ng pro Well (PC-BSA) und
von 0,19 bis 24 ng pro Well (Ubiquitin) hinzupipettiert (siehe Abb. 2.3 und Abb. 2.4)
AnschlieBend wurde die 384er-Platte bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach der
Antigenbindung wurde die Platte zweimal mit je 100 pl TST pro Well gewaschen und der

Uberstand abgenommen.
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Alle Spalten der 384er-Platte, die Proben enthielten, wurden dann mit 100 pl pro Well The
Blocking Solution (Candor Biosience GmbH, WeiRensberg) liber Nacht bei 4 °C blockiert. Die
Blockierlosung wurde per Hand ausgeklopft und die Platte mit jeweils 50 ul pro Well mit den
Antikérpern TEPC-15 (Maus IgA, Sigma, 1:1000 in TST) und Anti-Ubiquitin (Rabbit IgG, Acris
Antibodies GmbH, 1:1000 in TST) bzw. Anti-y-Tubulin (LL-17, Rabbit 1gG, Sigma, 1:1000 in
TST) beflllt. Es folgte eine erneute Inkubation tGber Nacht bei 4 °C. Die Antikdrperlésung
wurde durch manuelles Ausklopfen entfernt und die Platte fliinfmal mit 100 pl TST pro Well
gewaschen. Dann wurden je 50 pl der jeweiligen Zweitantikorper, Anti-Mouse (Dako, 1:1000
in TST) fir den TEPC-15-Erstantikdrper und Anti-Rabbit (Dako, 1:1000 in TST) fir den Anti-
Ubiquitin- und fiir den Anti-y-Tubulin-Erstantikorper, in die entsprechenden Wells pipettiert.
Es wurde erneut iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikorperlosung wurde ausgeklopft und
die Platte anschlieBend finfmal mit 100 pl TST je Well gewaschen. In die Wells wurden nun
je 50 pl Farbelosung (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System, Sigma-
Aldrich) pipettiert. Es wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Hinzugabe
von 12%iger H,SO, wurde die Farbereaktion abgestoppt. Die ELISA-Platte wurde
anschliefend bei Wellenlangen von 450 nm und 630 nm ausgelesen. Die Extinktionswerte
der 630 nm-Messungen wurden zur Vermeidung von wellenlangenunabhangigen

Messfehlern (z.B. Luftblaschen) von den 450 nm-Messwerten abgezogen.

2.3.8.2 Manuelle Durchfiihrung des ELISA
Fir die von Hand pipettierten ELISAs wurden 96-Well ELISA-Platten (Maxisorp, Nunc)

verwendet. Es wurde je eine Platte fur die PC-Bestimmung und eine fiir den Ubiquitin-

Bestimmung verwendet.

Aus den Wells der 96er Deep-Well-Platte wurden jeweils 100 pl abpipettiert und auf die
Wells der 96er ELISA-Platte verteilt. Beide ELISA-Platten wurden dann tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden alle Wells zweimal mit je 250 ul TST gewaschen und mit je
250 pl The Blocking Solution befiillt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die erste Platte wurde
mit je 100 pl TEPC-15 (1:1000 in TST) und die zweite Platte mit je 100 pl Ubiquitin-Antikorper
(1:1000 in TST) pro Well befillt und erneut iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten wurden

anschlielend flinfmal mit je 250 pl TST pro Well gewaschen. Anschlielend wurde in die
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Platte zur PC-Bestimmung 100 pl Anti-Mouse-Antikérper (1:1000 in TST) pro Well und in die
Platte zur Ubiquitin-/Tubulin-Bestimmung 100 ul Anti-Rabbit-Antikérper pro Well pipettiert.
Inkubation tber Nacht bei 4 °C. Nach der Inkubation wurden beide Platten nochmals fiinfmal
mit 250 pl TST je Well gewaschen, der Uberstand abgenommen und anschlieRend mit 100 pl
Farbelosung (TMB) je Well befillt. Inkubation erfolgte Uber 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Farbereaktion wurde mit 100 pl 12%iger H,SO,4 gestoppt. Die Platten
wurden bei Wellenlangen von 450 nm und 630 nm ausgelesen und die Messwerte wie in

2.3.8.1 beschrieben voneinander subtrahiert.
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3 Ergebnisse
Ziel der Arbeit ist die Etablierung einer Hochdurchsatzmethode zum Screening von RNAI-

Versuchen, die einen Knockdown der PC-Produktion in C. elegans zufolge haben kdnnten.
Hierzu ist die Verwendung eines ELISA am besten geeignet, da er im Vergleich zu anderen
Methoden relativ einfach per Pipettierroboter erfolgen kann, sich die Auswertung
weitestgehend automatisieren lasst und auch das Probenhandling durch die, in einer Deep-
Well-Platte mogliche Aufzucht vieler C. elegans-Stamme, sehr ressourcensparend gestalten
lasst.

In dem ELISA soll fir jeden RNAi-Genknockdown die Menge von PC und von einem
Housekeeping-Antigen (ber die Bildung einer Aquivalenz von Extinktion und Probenmenge
ermittelt und miteinander verglichen werden. Ein Abfall des PC-Gehalts gegenliber dem
Housekeeping-Antigen, ware ein Hinweis fir den Knockdown eines Enzymes, das in den PC-

Stoffwechsel von C. elegans involviert ist.

3.1 Dot-Blot

Um die Verwendbarkeit von Ubiquitin als House-Keeping-Antigen und die Eignung von TEPC-
15 zur Detektion von PC-modifizierten Proteinen nachzuweisen, wurde ein Dot-Blot
durchgeflhrt. Hierzu wurden C. elegans (N2-Stamm) in Probenpuffer aufgenommen (siehe

Abb. 3.1). Es zeigt sich ein deutliches Signal fiir beide Antikorper.

k; Ublquitin

.‘F\.c

Abb. 3.1 Dot-Blot von C. elegans unter Verwendung des Ubiquitin- und PC-Antikérpers. Sowohl der Ubiquitin
als auch der PC-Spot zeigen ein deutliches Signal.

3.2 Vergleich von Tubulin- und Ubiquitin-Antikérpern

Zur Quantifizierung des in den Proben vorhandenen Wurmmaterials musste ein moglichst
sensitiver und spezifischer Antikorper fiir eines der moglichen House-Keeping-Antigene
gefunden werden. Hierzu wurde ein ELISA durchgefiihrt, bei dem sowohl ein Ubiquitin- als
auch ein Tubulin-Antikorper fir das gleiche Probenmaterial in unterschiedlichen

Konzentrationen Verwendung fand. Zunachst wurden die lysierten C. elegans in 1350 pL,
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500 pL oder 200 plL Bindungspuffer aufgenommen und davon jeweils 10 puL, 50 uL oder
100 uL in die Wells der ELISA-Platte pipettiert.

Dabei zeigte sich, dass sowohl Ubiquitin als auch Tubulin als House-Keeping-Antigene zum
Nachweis von C. elegans geeignet waren. Allerdings zeigte sich unter Verwendung des
Ubiquitin-Antikorpers bei allen Konzentrationen eine hdhere Extinktion als beim Tubulin-

Antikorper (siehe Abb. 3.2).

2,000
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1,600
1,400
s 1,200
j_g 1,000
3 0,800
0,600
0,400
0,200 E
0,000
davon 10 pl je|davon 50 pl je | davon 100 pl |davon 10 pl je|davon 50 pl je| davon 100 pl |davon 10 pl je| davon 50 pl je| davon 100 pl
Well jeWwell Well Well jeWell Well Well je Well
Wurmlysat aufgenommen in 1350 pl ‘ Wurmlysat aufgenommen in 500 pl ‘ Wurmlysat aufgenommen in 200 pl ‘

Abb. 3.2 Vergleich des Ubiquitin- (blau) und des Tubulinantikérpers (rot). Es zeigen sich bei allen
Konzentrationen des C. elegans-Lysates héhere Extinktionswerte beim Ubiquitinantikdrper. Die niedrigen
Messwerte der 50 pl des in 200 pl aufgenommenen Wurmlysates wurden durch eine unzureichende Losung
im Bindungspuffer verursacht.

3.3 Blockierlosungen

Zu Beginn der Arbeit zeigte sich, dass sehr hohe Leerwerte die Ergebnisse beeintrachtigen.
Zu hohe Leerwerte eines ELISA behindern insbesondere Bestimmungen von
Antigenkonzentrationen, die Nahe an der Nachweisgrenze liegen. Aus diesem Grund wurden
mehrere Blockierlésungen miteinander verglichen. Da mit einer selbsthergestellten BSA-
Losung keine akzeptablen Ergebnisse zu erreichen waren, wurde auf kommerzielle Losungen
zurlickgegriffen. Hierunter befanden sich auch Losungen auf Casein-Basis. Getestet wurden
BSA-Block, SmartBlock und The Blocking Solution (alle Candor Biosience GmbH,
WeilRensberg)[93]. Dabei wurden je zwei Wells pro Blockierlosung fiir die Leerwerte und je
drei Kontrollansdtze pro Blockierlosung mit je 2 pg Ubiquitinstandard pipettiert. Als
Erstantikorper wurde fiir diesen Versuch ausschliellich der Ubiquitin-Antikérper verwendet,
da hier ein niedriger Leerwert aufgrund der insgesamt niedrigen Extinktionswerte eine

hohere Prioritdt bei der Methodenetablierung als die PC-Bestimmung hatte.

Seite 45



Ergebnisse

Dabei erhielt man bei der The Blocking Solution die niedrigsten Extinktionswerte fiur die
Leerwerte (0,32 und 0,45) bei gleichzeitig erhaltener hoher Extinktion fiir die
Standardproben (Mittelwert: 2,17). SmartBlock zeigte hohere Leerwerte (0,74 und 0,72) bei
ebenfalls hoher Extinktion fur die Standardproben (Mittelwert: 1,92), wobei BSA-Block die
hochste Extinktion fir die Leerwerte (0,92 und 1,43) bei sehr hohen Messwerten fiir die

Standardproben (Mittelwert: 2,75) zeigte. Siehe Abb. 3.3.
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2 pg Ubiquitin Leerwerte Solution Solution 2 pug Ubiquitin Leerwerte

2 pug Ubiquitin Leerwerte

Abb. 3.3 Extinktionswerte unterschiedlicher Blockierlosungen; Ubiquitin-Leerwerte: The Blocking Solution
zeigt die niedrigsten Extinktionswerte fiir Ubiquitin (0,32 und 0,45). SmartBlock mittlere Werte (0,74 und
0,72), wahrend BSA-Block hier die schlechtesten Blockiereigenschaften aufweist (0,92 und 1,43). Fir je 2 ug
Ubiquitin-Standard zeigt The Blocking Solution im Mittel Extinktionswerte von 2,17. Die Messergebnisse von
SmartBlock variieren starker. Hier zeigt sich ein mittlerer Wert von 1,92. Bei BSA-Block liegen die Werte im
Mittel bei 2,75.

3.4 Bindungspuffer

Fiir die optimale Bindung der zu untersuchenden Proteine ist ein Puffer notwendig, dessen
pH-Wert die Struktur und Ladung der Proteine so modifiziert, dass maoglichst viele
Wasserstoffbriickenbindungen mit der hydrophilen Oberflaiche der ELISA-Platten
eingegangen werden konnen und gleichzeitig die Konfiguration der EiweiRe eine optimale

Bindung der Antikoper erlaubt. Am wahrscheinlichsten erfiillen diese Eigenschaften Puffer
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mit physiologischem pH-Wert, fiir spezielle Fragestellungen sind aber evtl. auch andere

Puffer geeigneter.

Es wurde ein Acetat-, Carbonat- und Phosphatpuffer getestet. Der Acetatpuffer war mit
einem pH von 5,5 der Sauerste. Der Phosphatpuffer lag mit einem pH-Wert von 7,4 im

neutralen, der Carbonatpuffer mit pH 9,6 im alkalischen Bereich.

Zusammensetzung der Puffer:

Acetat: 50 mMol/ L Natriumacetat mit Essigsaure auf pH 5,5

Carbonat: 0,1 Mol / L Na,COs; mit HCl auf pH 9,6

Phosphat: 10 mMol / L (NaH,PO4 + Na;HPO4) + 150 mMol / L NaCl pH 7,4 (siehe 2.3.8)

Es wurden je zwei Verdiinnungsreihen mit Ubiquitinstandard und PC-BSA mit jeweils 10 pg,
50 pg, 100 pg, 1 ng, 10 ng, 50 ng, 100 ng, 1 pug pro Well und pro Bindungspuffer erstellt
(Siehe Abb. 3.4).
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Der Acetatpuffer zeigte einen vergleichsweise schnellen Anstieg der Extinktionswerte bei
einem Anstieg der Ubiquitinkonzentration von 10 auf 100 ng. Der Carbonatpuffer zeigte bei
einem niedrigen Ubiquitingehalt von 50 pg einen Anstieg der Extinktionswerte und ab einem
Gehalt von 100 ng pro Well eine Sattigung der Farbereaktion. Der Phosphatpuffer erreichte
am ehesten eine ausgeglichene Eichkurve (siehe Abb. 3.5). Die Messwerte fiir PC-BSA
befanden sich weitestgehend im Bereich der unteren Nachweisgrenze, sodass die
Konzentrationen der PC-BSA-Standardreihe fiir die nachfolgenden ELISAs entsprechend

abgeédndert wurden (siehe Abb. 3.6).

4,000
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Abb. 3.5 Extinktionswerte der Ubiquitin-Verdiinnungsreihen fiir den Carbonatpuffer (pH 9,6; blau), den
Phosphatpuffer (pH 7,4; griin) und den Acetatpuffer (pH 5,5; rot). Bei letzterem zeigt sich ein vergleichsweise
spater und schneller Anstieg der Standardkurve, was eine Quantifizierung der entsprechenden Antigene nur
in einem sehr geringen Konzentrationsbereich erlauben wiirde. Insgesamt entspricht die Kurve des
Phosphatpuffers am ehesten einem sigmoidalen Verlauf.
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Abb. 3.6 Extinktionswerte der PC-BSA-Verdiinnungsreihen fiir den Carbonatpuffer (pH 9,6; blau), den
Phosphatpuffer (pH 7,4; griin) und den Acetatpuffer (pH 5,5; rot). In allen Féllen konnte PC erst ab einem
Gehalt von 100 ng je Well nachgewiesen werden.

3.5 Optimierung der PC-BSA-Standardverdiinnungsreihe

Fir Quantifizierungen des Ubiquitin- bzw. PC-Gehalts sind lineare Bereiche der
Standard-Extinktionskurven erforderlich. Da in vorherigen Versuchen der Gehalt von PC-BSA
an der unteren Nachweisgrenze lag (vgl. 3.4), wurden erneut Verdiinnungsreihen pipettiert.

Hierbei lag der lineare Bereich zwischen 60 ng und 500 ng PC-BSA pro Well (siehe Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Logarithmierte Darstellung der optimierten PC-Standardkurve. Der lineare Bereich fiir
Quantifizierungen erstreckt sich von ca. 60 ng bis 500 ng PC-BSA pro Well.
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3.6 Gewinnung von C. elegans-Eiern fiir die Synchronisation

Mehrfachmessungen bei einer Vielzahl von RNAi-Versuchen erfordern einen hohen Einsatz
an Probenmaterial, daher ist es notwendig eine moglichst zeit- und materialeffektive
Methode zu etablieren um die bendétigten Mengen an synchronisierten L1l-Larven zu
erhalten. AuRerdem diirfen bei der Eiextraktion nur moglichst wenige Zelltrimmer, E. coli

und Agar-Reste bestehen bleiben, um spatere Messergebnisse nicht dadurch zu verfalschen.

Es wurden zwei Methoden zur Aufreinigung und Synchronisation der C. elegans-Wiirmer
versucht. Die eine Methode (berschichtet die gewaschenen und in MB9-Puffer
aufgenommenen Wirmer und verwendet eine 30%ige Saccharoseldsung (siehe 2.3.4.1). Die
andere Methode (siehe 2.3.4.2) unterschichtet die Wurml6sung, hierbei wird ein anderer
Dichtegradient verwendet (60%ige Saccharose). Bei beiden Methoden wurde dieselbe
Bleiche verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberschichtungsmethode zu einer
besseren Aufreinigung der Wirmer fihrte, weniger Wurmreste bei den Eiern vorhanden

waren und zudem noch zeitsparender war.

3.7 Vergleich - ELISA manuell und per Microlab Star'et-Pipettierroboter

Zur Etablierung einer Hochdurchsatzmethode fir RNAi-Experimente war es notwendig die
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der Messergebnisse einer automatischen ELISA-
Messung zu Uberpriifen. Hierzu wurden manuelle und per Pipettierroboter durchgefiihrte

ELISAs miteinander verglichen.

Der ELISA per Roboter bietet den Vorteil des sehr genauen Umgangs mit Flissigkeiten und
mit Platten, die sehr viele Wells enthalten. Der Pipettierroboter kann liber die elektrische
Leitfahigkeit innerhalb der Pipettenspitzen das Eintauchen in Fllssigkeit detektieren und
Uber Messungen des Drucks innerhalb der Spitze den Verlauf der Aspiration steuern. Dies
macht es moglich die gewlinschten Volumina von Flissigkeiten, auch unterschiedlicher
Dichte, sehr genau zu pipettieren. Versehentliche Verwechselungen von Wells kommen
nicht vor. Die einzelnen Chemikalien kdnnen im Roboter temperiert werden. Als wichtigster
Punkt ist es bei einer 384-Well-ELISA-Platte moglich alle Wells aus dem RNAi-Liquid-Feeding-

Ansatz aus der 96er Deep-Well-Platte sowohl auf PC als auch auf Ubiquitin mit einem Mal zu
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testen. Mit Einbeziehung der Eichkurve und Leerwerte wadren flr die gleiche Anzahl an

Messungen mindestens drei 96-Well-ELISA-Platten notwendig.

Als Vorteile der manuellen Durchfihrung der ELISA sind sehr viel flexiblere
Plattenbelegungsmoglichkeiten fiir Versuche mit kleinerem Probenumfang zu erwdahnen.
Hier koénnen alle verwendeten Chemikalien und Volumina schnell an vorhandene
Bediirfnisse angepasst werden, ohne dass erst eine Neuprogrammierung des Roboters notig

ware.

Fiir den Vergleich wurde Ubiquitinstandard jeweils dreimal, PC-BSA jeweils zweimal und

C. elegans-Extrakt jeweils 16mal angesetzt.

Folgende Mengen an Standards wurden verwendet (siehe Abb. 3.8):

Ubiquitin: 100 ng; 50 ng; 25 ng; 12,5 ng; 6,25 ng; 3,12 ng; 1,56 ng; 0,78 ng; 500 pg; 250 pg;

100 pg; 50 pg; 25 pg; 10 pg; 5 pg; 0 pg
PC-BSA: 1 pg; 500 ng; 250 ng; 100 ng; 50 ng; 10 ng; 1 ng; 0 ng
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Abb. 3.9 Roboterbelegungsplan Ubersicht des Versuchaufbaus im Roboter. Alle Module lassen sich
individuell temperieren.

Die Leerwerte der automatischen ELISA lagen fiir Ubiquitin im Mittel bei 0,07, fir PC bei 0,08
(siehe Abb. 3.10). Die Messungen fiir Ubiquitin zeigten einen Extinktionsanstieg ab einem
Gehalt von ca. 0,7 ng Ubiquitin pro Well. Die Spannbreite der Messwerte ging hier von 0,08
bis 0,20. Bei hoheren Ubiquitinkonzentrationen zeigte sich ein insgesamt ansteigender,
jedoch alternierender, Verlauf der Extinktionsrate bis zu einem Maximum von ca. 1,50 bei
einem Ubiquitingehalt von 100 ng (siehe Abb. 3.11). Fiir PC-BSA zeigte sich ab einem Gehalt
von ca. 50 ng eine gegeniber dem Leerwert erhohte Extinktion von im Mittel 0,08. Die
Messwerte zeigten bei 1000 ng die maximale Extinktionsrate von 0,93 (siehe Abb. 3.12). Die
Werte fiir C. elegans lagen nach Abzug des Blank-Wertes im Mittel fiir Ubiquitin bei 0,04 und
fur PC bei 0,62.
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Abb. 3.10 Boxplot der Leerwerte des automatisch durchgefiihrten ELISA. Die Werte lagen fiir Ubiquitin im

Mittel bei 0,07 und fiir PC-BSA bei 0,08.
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Abb. 3.11 Boxplot der Extinktionswerte des automatisch durchgefiihrten ELISA fiir Ubiquitin. Zu sehen ist ein
Anstieg der Eichkurve ab einem Ubiquitingehalt von ca. 0,7 ng pro Well. Im weiteren Verlauf ist die Kurve
alternierend, erreicht dann aber ihren maximalen Extinktionswert von ca. 1,5 bei einem Ubiquitingehalt von
ca. 100 ng pro Well. Ubiquitin, aus 50 pl von in 500 pl Bindungspuffer gelostem C. elegans-Lysat, konnte in
diesem Versuch nur unzureichend nachgewiesen werden.
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Abb. 3.12 Boxplot der Extinktionswerte der automatisch durchgefiihrten ELISA fiir PC-BSA. Zu sehen ist hier
ein Anstieg der Extinktionswerte fiir PC-BSA ab einem Gehalt von ca. 50 ng pro Well. Die Eichkurve erreicht
nach einem stetig ansteigenden Verlauf ihr Maximum bei einer Extinktion von 0,93. Der C. elegans-Extrakt
(50 pl aus in 500 pl Bindungspuffer aufgenommenem Lysat) ergab hier eine mittlere Extinktion von 0,62.

Bei der von Hand pipettierten ELISA war ein erster Anstieg der Extinktionsrate ab einem
Ubiquitingehalt von 1,5 ng zu erkennen (im Mittel hier 0,07). Es folgte ein, ebenso wie bei
der automatischen ELISA alternierender, Anstieg der Eichkurve bis zu einem Maximum von
1,27 fur 100ng Ubiquitin. Bei PC-BSA kam es ab einem PC-BSA-Gehalt von 100ng zu einer
Extinktionserhéhung (im Mittel 0,07 nach Abzug des Blank-Wertes). Die Werte fir C.
elegans lagen nach Abzug des Blank-Wertes im Mittel fir Ubiquitin bei 0,03 und fiir PC bei
0,09.
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Abb. 3.13 Boxplot der Extinktionswerte der manuell durchgefiihrten ELISA fiir Ubiquitin. Zu sehen ist hier ein
erster Anstieg der Eichkurve ab einem Gehalt von ca. 1,5 ng Ubiquitin pro Well. Auch der Verlauf der manuell
pipettierten Standards ist alternierend und erreicht sein Maximum von 1,27 fiir ca. 100 ng Ubiquitin je Well.
Ubiquitin aus C. elegans (50 pl aus in 500 pul Bindungspuffer aufgenommenem Lysat) konnte auch in diesem
Versuch nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.14 Boxplot der Extinktionswerte der manuell durchgefiihrten ELISA fiir PC-BSA. Hier kam es ab einem
Gehalt von ca. 100 ng PC-BSA je Well zu einem ersten Anstieg der Eichkurve, welche ihr Maximum bereits bei
0,19 fiir 1000 ng PC-BSA pro Well erreichte. Die Werte fiir C. elegans (50 pl aus in 500 pl Bindungspuffer
aufgenommenem Lysat) lagen hier nach Abzug der Leerwerte im Mittel bei 0,09.

Im Vergleich des manuellen ELISA mit dem ELISA per Roboter zeigten sich nur geringe
Unterschiede bei der Genauigkeit der Methoden, wobei der automatische ELISA Ubiquitin
friher nachweisen konnte und im hohen Konzentrationsbereich hohere Extinktionswerte
lieferte. Zusammen mit seinen anderen Vorteilen (s.0.) spricht dies fir die Verwendung des

Pipettierroboters.

3.8 Test eines alternativen Ubiquitinantikérpers

Fir die Bestimmung des Ubiquitins musste ein moglichst optimaler Antikorper gefunden
werden. Da sich der, wahrend des Dot-Blots und des Hand-/Roboter-Vergleichs genutzte,
Antikorper fir den ELISA durch zu geringe Extinktionswerte als zu unsensitiv herausstellte,
wurde ein neuer Antikorper (Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen) in einem
automatischen ELISA getestet. Dieser zeigte bereits ab einem Ubiquitingehalt von 0,1 ng je

Well einen beginnenden Anstieg der Eichkurve.
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Abb. 3.15 Boxplot der Extinktionswerte des alternativen Antikérpers fir Ubiquitin und C. elegans. Zu sehen
ist hier ein Anstieg der Eichkurve bereits ab ca. 0,1 ng Ubiquitin pro Well. C. elegans (50 pl aus in 500 pl
Bindungspuffer aufgenommenem Lysat) zeigte hier im Mittel Extinktionswerte von 0,49.

3.9 Vergleich - Liquid-Feeding und Zucht auf Agar

Zusammen mit dem alternativen Ubiquitinantikérper wurde die Materialausbeute und die
damit verbundene ELISA-Tauglichkeit der Flissig- und der Agar-Wurmaufzuchtmethode
miteinander verglichen.

Fir die Lyse der Wirmer, die von den Agarplatten abgeerntet und gereinigt wurden, wurden
jeweils 50 pl (ca. 20 Wirmer) pro Well in eine Deep-Well-Platte gegeben und mit 1 mL SB
und 50 ul E. coli-Lésung versetzt, um vergleichbare Bedingungen zur Liquid-Feeding-
Methode zu erhalten. Insgesamt wurden 4 unterschiedliche Proben von den Agarplatten und
15 unterschiedliche Proben aus der Flussigkultur verwendet. Nach der Extraktion im
Ultraschallbad wurden jeweils Doppelwerte pipettiert.

Die Ubiquitin-Extinktionswerte fir C. elegans (Agarplatte) lagen im arithmetischen Mittel bei
0,26 bei einer Standardabweichung von 0,06. Fiir PC lagen die Extinktionswerte von
C. elegans (Agarplatte) bei 1,35 bei einer Standardabweichung von 0,39. Die Ubiquitin-
Extinktionswerte fir C. elegans (Liquid-Feeding) lagen im arithmetischen Mittel bei 0,29 bei
einer Standardabweichung von 0,09 (siehe Abb. 3.15). Fiir PC lagen die Extinktionswerte von
C. elegans (Liquid-Feeding) bei 0,51 bei einer Standardabweichung von 0,22 (siehe Abb.
3.16).
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Abb. 3.16 Boxplot der PC-Extinktionswerte des Fliissigkultur- / Agarplattenvergleichs. Der mittlere PC-
Extinktionswert fiir C. elegans (Liquid-Feeding) liegt hier bei 0,51. Der entsprechende Wert fiir C. elegans
(Agarplatte) bei 1,35.

3.10 Anwendung der Methode auf ausgewdhlte RNAi-modifizierte
C. elegans

Die Screening-Methode wurde exemplarisch auf einige Gene des Chromosoms | von
C. elegans angewandt, die zu diesem Zeitpunkt noch nicht annotiert waren und bei denen
ein RNAi-Knockdown zu einer Wachstumsretardierung oder zu einer Fertilitatsminderung
gefihrt hatte. Hierzu wurden je Gen zwei Fllssigkultur-Ansatze vorbereitet. Von den
gemessenen Extinktionswerten wurden zunachst die jeweiligen Mittelwerte berechnet und
mit ihnen anschlieBend, anhand des linearen Anteils der Standardkurve, Standard-
Aquivalente ermittelt, um die Werte von PC und Ubiquitin miteinander vergleichen zu
kénnen. Die Aquivalente von PC wurden nun mit denen des Ubiquitins ins Verhéltnis gesetzt
und vom erhaltenen Quotienten erneut Mittelwerte gebildet. Fir alle 80 Gene des Gen-
Knockdowns in diesem Versuch wurde so ein mittlerer Quotient von PC- zu Ubiquitin-
Aquivalent von 12,4 (Standardabweichung von 2,3) ermittelt. Zur besseren Darstellung
wurden die Namen der einzelnen Gene anhand der GréRe dieser Quotienten sortiert

(siehe Abb. 3.17).
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Es zeigt sich hier ein niedriges PC- zu Ubiquitinverhaltnis fir die Gene C48E7.2, F55A12.8,
C30H7.2, F30A10.6, F26E4.6 und T0O8B2.5. Ein hohes Verhaltnis zeigten vor allem F53B6.5,
F27C1.4, T25G3.3, F30A10.10, C32E12.4 und F25H2.5. Das Gen F30A10.10 mit einem
Verhaltnis von 16,3 codiert fiir eine Ubiquitin-Hydrolase (siehe Tabelle 3-1), wodurch das
prinzipielle Funktionieren der Methode bestatigt wird.

Tabelle 3-1 Zuordnung von Genen und ihren Proteinprodukten fiir die 10 niedrigsten und die 10 hochsten PC-
zu Ubiquitin-Aquivalent-Verhiltnisse.

Gen PC/Ubiquitin | Funktion nach Wormbase.org Version WS212
C48E7.2 8,438 | RNA Polymerase Il

F55A12.8 9,067 | ATPase in Verbindung einer Acetyltransferase
C30H7.2 9,299 | Thiodisulfid-lsomerase

F30A10.6 9,539 | SAC 1 PIP Phosphatase

F26E4.6 9,637 | Cytochrom-C-Oxidase

T08B2.5 9,809 | RNA-bindendes Protein RBM5

F27C1.2 10,062 | Kupfer-Transporter

C34B2.10 10,121 | Reporter-Fusionsprotein

F33D11.10 10,286 | RNA-Helicase FAL1

F33D11.5 10,314 | Kalium-Kanal

C44E4 .4 15,008 | RNA-bindendes Protein La

C03D6.1 15,011 | Translation-Initiations-Faktor 2C

C06A5.3 15,184 | Transkriptions-Koaktivator

F46F11.9 15,727 | Protein mit mdglichem Einfluss auf die Meiose GSG1
F53B6.5 15,855 | Metallopeptidase

F27C1.4 16,167 | unbekannt

T25G3.3 16,236 | NMD-Protein

F30A10.10 16,327 | Ubiquitin-Hydrolase

C32E12.4 16,361 | unbekannt

F25H2.5 17,213 | Nukleosiddiphosphat-Kinase

3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse

Fur die Hochdurchsatzmethode zur Detektion von RNAi-Knock-Outs werden zundchst 2-3
Agarplatten C. elegans auf das L1-Larvenstadium synchronisiert und die Larven zusammen
mit RNAI-E. coli-Stammen fiir 72 Stunden bis zum Erreichen des adulten Stadiums inkubiert.
Fir die Losung der Proteine werden die Nematoden lysiert und zur spateren
Aufkonzentrierung gefriergetrocknet. Die ELISA wird per Pipettierroboter mit
Inkubationszeiten tGber Nacht durchgefiihrt. Hierbei wird ein Phosphatpuffer zur Bindung der
Antigene benutzt. Die Blockierung erfolgt mit The Blocking Solution. Die Antikorper werden
1:1000 in Tween-20-haltiger Waschlosung geldst. Durch Verwendung des House-Keeping-

Antigens Ubiquitin - hier wurden zwei Antikdrper getestet - ist ein Vergleich der Messwerte
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moglich. Tubulin als House-Keeping-Antigen flihrte zu geringeren Extinktionswerten bei
gleicher Konzentration von C. elegans-Proteinen. Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 0,5 ng
Ubiquitin-Aquivalent bzw. bei ca. 50 ng fiir PC-BSA. Eine Anwendung der Methode auf einige
Gen-Knockdowns per RNAI zeigt sowohl einen moglichen Abfall als auch einen moglichen
Anstieg des PC-Gehalts fiir mehrere Gene. Insbesondere konnte dem Gen F30A10.10, das im
Test der Methode mit ausgewahlten Genen des Chromosoms | enthalten war, in einer

spateren Datenbanksuche die Funktion einer Ubiquitin-Hydrolase zugeordnet werden.
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4 Diskussion

4.1 Nutzung des Screenings zur Identifikation von Enzymen des PC-
Stoffwechsels

Mit Hilfe des Hochdurchsatzscreenings soll es moglich sein eine Reduktion von
Phosphorylcholin im Vergleich zur insgesamt eingesetzten Menge von C. elegans fir
moglichst viele RNAi-Versuche nachzuweisen. Solch ein Absinken der PC-Konzentration ware
ein Hinweis darauf, dass ein PC-Substitutionsmechanismus oder ein PC-
Synthesemechanismus durch den Knockdown eines dafiir verantwortlichen Gens
stattgefunden haben muss. Um die Anzahl der zu untersuchenden Gene einzuschranken,
muss zunadchst eine Vorauswahl getroffen werden. Dabei sollten alle bereits identifizierten
und einem Protein zugeordneten Gene und alle Gene, die in RNAi-Versuchen keine
Fertilitatsminderung von C. elegans zeigten, von vornherein ausgeschlossen werden, um

Aufwand und Kosten des Screenings gering zu halten.

Nach dem Messen der Extinktionen sollten, wie in Kapitel 2.3.8.1 beschrieben, die
Messwerte der 630 nm-Messung von denen der 450 nm-Messung abgezogen werden, um
Storeffekte durch Luftblasen oder Unreinheiten der ELISA-Platte zu vermeiden. AnschlieRend
ist es notwendig, die Messergebnisse des House-Keeping-Antigens und des PCs zunachst auf
der jeweiligen Standardkurve abzutragen um Aquivalenzmengen zu bestimmen, mit denen
dann die Bildung eines Quotienten PC zu Ubiquitin moglich ist. Dies ist notig, da der
Zusammenhang zwischen Extinktion des ELISA und Antigenkonzentration nicht linear ist,
sondern einen sigmoidalen Verlauf hat. Es stellte sich heraus, dass eine vorherige
Logarithmierung der Werte zu einfacheren Vergleichbarkeit fihrt. Fir eine sicherere
Aussage, ob der PC-Ubi-Quotient im Verhaltnis zu denen der anderen C. elegans-Lysate
kleiner ist, miissen unbedingt Mehrfachmessungen als auch Mehrfachansidtze des RNAi-
Versuchs durchgefiihrt werden, da sowohl der ELISA selbst als auch der RNAi-Versuch eine
Reihe von Fehlerquellen aufweist. AuBerdem ist nicht in jedem Falle ein starkes Absinken
des PC- zu Ubiquitin-Verhaltnisses zu erwarten, da selbst bei fehlerfreier Messung und
erfolgreichem Gen-Knockdown alternative Stoffwechselwege in C. elegans zur Verfligung

stehen konnen, die den Verlust eines Genproduktes kompensierten. Hinzu kommt, dass
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teilweise mehrere Gene fiir ein Protein codieren und es nicht sicher ist, in welchem Mal3e

ein teilweiser Knockout zu einer Funktionsminderung fihrt.

Exemplarisch wurde das Screening fiir einige Gene des Chromosom | von C. elegans
durchgefihrt (siehe 3.10). Hierbei konnten allerdings keine PC-spezifischen Gene identifiziert
werden, was durch die geringe Anzahl der Gene in diesem Versuch auch nicht
wahrscheinlich war. Jedoch konnte, durch die Zuordnung des Gens F30A10.10 zu einer
Ubiquitin-Hydrolase in einer spateren Datenbanksuche, das prinzipielle Funktionieren der

Methode gezeigt werden.

4.2 Vor- und Nachteile des Hochdurchsatzscreenings

4.2.1 Kultivierung und Aufreinigung von C. elegans

Ein groBer Vorteil von C. elegans ist die Moglichkeit die Nematoden sowohl auf Agarplatten
als auch in Fllssigkultur aufzuziehen. Dies ermdoglicht ein einfaches Handling - besonders,
wenn sehr viele unterschiedliche RNAi-Ansatze durchgefiihrt werden sollen. So ist es
moglich die entsprechenden RNAI-E. coli-Stamme in einer 96er Deep-Well-Platte zu
inkubieren und sie dann direkt mit einer Mehrkanalpipette in die jeweiligen Wells der Deep-
Well-Platte, die zur Wurmaufzucht gedacht ist, zu pipettieren. Auch beim spateren Lysieren
und Zentrifugieren in der Speed-Vac sind die Arbeitsschritte sehr zeitsparend, da kein
Umpipettieren in andere GefdaRe notwendig ist. Problematisch ist es, dass derzeit leider
keine Deep-Well-Platten mit transparentem Flachboden erhéltlich sind, was die
Mikroskopierbarkeit bei groBen Ansatzen deutlich erschwert. AuBerdem muss beim
Schitteln der Platten wahrend der Inkubation auf die Vermeidung von
Kreuzkontaminationen geachtet werden, insbesondere bei dem C. elegans-Ansatz ist dies
schwierig, da ein luftdichter Verschluss der einzelnen Wells zu einem Tod der Nematoden

fuhren kann.

Um die notwendigen Mengen an C. elegans-L1-Larven (mehrere Hundert bis Tausend) zu
erhalten, missen aus einer groen Menge C. elegans moglichst viele Eier extrahiert werden.
Dabei erwies sich die Uberschichtungsmethode als diejenige, die den gréRten Reinheitsgrad
bzgl. Zelltrimmern und C. elegans- und E. coli-Resten aufwies. Die C. elegans-Reste sind

durch ihre noch enthaltenen Proteine fiir den RNAi-Versuch am hinderlichsten, da die
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Eiweille bereits vor der Kultivierung in Flissigkultur entstanden sind und so zu falsch
positiven und falsch negativen Ergebnissen flihren kénnen. Auch Kollagenreste oder noch
vorhandene DNA-Bruchstlicke kénnen die Loslichkeit weiterer Proteine negativ beeinflussen
oder die Auswertung im Photometer stéren. Beim Abzentrifugieren machte wahrscheinlich
der hohe Saccharosegehalt, welcher zu einem ungiinstigen Dichtegradienten der mit M9-
Puffer zu waschenden Wurmlosung fiihrte, eine Aufkonzentrierung der Eier schwierig. Hier
sollte evtl. eine Filtrationsmethode in Erwdgung gezogen werden, da der Verlust an Eiern

momentan noch recht hoch ist.

4.2.2 Notwendigkeit der Synchronisierung der Larvenstadien fiir RNAi

Analog zu den zu vermeidenden Wurmresten bei der Eigewinnung ist es notwendig einen
RNAi-Versuch ausschliefllich mit den Ll-Larven von C. elegans zu starten, damit keine
Wirmer, die sich noch von normalen E. colis erndhren konnten, PC-modifizierte Proteine in
den ELISA mit einbringen koénnen. Da PC-modifizierte Proteine auch fiir den
Entwicklungsprozess von C. elegans von der L1-Larve bis zum adulten Wurm notwendig sind,

ist ein moglichst frihes Einsetzen des Gen-Knockdown-Mechanismus anzustreben.

4.2.3 Vor- und Nachteile der Durchfiihrung per Pipettierroboter
Die Durchfiihrung des ELISA mithilfe des Pipettierroboters bringt fiir das Hochdurchsatz-

Screening eine Reihe von Vorteilen mit sich: Zum einen ist durch die immer gleichen
Arbeitsabldaufe eine hohe Reproduzierbarkeit der Messungen gewahrleistet, was vor allem
fur die durchzufiihrenden Mehrfachmessungen von groRer Wichtigkeit ist. Desweiteren
erlaubt die automatische Ausfiihrung entweder die Nutzung von personellen Ressourcen zu
anderen Zwecken oder die Arbeit mit einer Vielzahl von parallel angesetzten Versuchen.
Weitere Verbesserungsmoglichkeiten waren hier noch Module des Roboters, die ein
Waschen der ELISA-Platten ohne manuelles Ausklopfen erlauben, was einen kompletten
ELISA von der Bindung der Proben bis zur abgeschlossen Farbung ohne Unterbrechungen
moglich machen wiirde. Der Roboter bietet weiterhin den Vorteil, dass Fehler wie
Verwechslungen von Wells oder Spritzer beim Pipettieren, die zu Kreuzkontaminationen

fuhren, vermieden werden kénnen.

Bei der derzeitigen Anzahl von Genen, die nach der Vorauswabhl fiir evtl. PC-spezifische RNAi-

Versuche 416 betragt, waren fiir eine einmalige Untersuchung 8 Deep-Well-Platten fiir die
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C. elegans-Ansatze notwendig, welche mit ebenfalls 8 384er ELISA-Platten untersucht
werden konnten. Um die Reliabilitdt des ELISA zu testen, sollte dieser aber mehrfach
durchgefiihrt werden. Auch der RNAi-Ansatz selbst sollte fiir statistisch sicherere Aussagen

mehrmals wiederholt werden.

Als Nachteile des Screenings per Roboter sind zu nennen: Hohere Materialkosten durch
Sicherheitsreste der verwendeten Chemikalien (um Luftblasen in der Pipettenspitze zu
vermeiden), einen, im Vergleich zum gelbten Experimentator, geringere
Pipettiergeschwindigkeit und eine fehlende Flexibilitdit beim Umgang mit kurzfristig
gednderten Versuchsbedingungen. Beispielsweise miissen beim Pipettieren per Roboter alle
Wells der 96er Deep-Well-Platte mit Flussigkeit befiillt sein, um eine Fehlermeldung zu
vermeiden, auch wenn weniger Proben untersucht werden sollen. Eine entsprechende
Programmierung, die jede dieser Eventualititen abdeckt, ware unverhaltnismaRig

zeitaufwendig.

4.2.4 Bindungspuffer

Die Verwendung eines optimalen Bindungspuffers stellt einen wichtigen Punkt in der ELISA-
Entwicklung dar. Fir die C. elegans-Extrakte wurden hierfiir ein Acetat-, ein Carbonat- und
ein Phosphatpuffer mit unterschiedlichen pH-Werten, welche einen Einfluss auf das zu
immobilisierende Protein haben kénnen [94], getestet, um moglichst hohe Extinktionswerte
flr niedrige Konzentrationen von PC und Ubiquitin zu erhalten. Hierbei zeigte sich die
niedrigste untere Nachweisgrenze fiir Ubiquitin beim Phosphatpuffer. Auch der Verlauf der
Eichkurve entsprach hier am ehesten dem zu erwartendem sigmoiden Verlauf.
Abweichungen waren z.B. beim Carbonatpuffer zu beobachten. Beim Acetatpuffer wurde

Ubiquitin erst bei einer hohen Konzentration nachgewiesen.

4.2.5 Blockierlosungen

Zur Vermeidung hoher Leerwerte, besonders bei insgesamt niedrigen Extinktionswerten, ist
eine moglichst optimale Blockierung der Well-Oberflache notwendig, um ein Binden der
Antikorper an Stellen, die kein Probenmaterial gebunden haben, zu vermeiden, da es sonst
zu falsch positiven Testergebnissen kommt. Die Blockierlosung muss dementsprechend

moglichst samtliche Licken von unterschiedlicher GréBe zwischen den gebundenen
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Proteinen schlieRen, darf nicht mit den verwendeten Antikdrpern kreuzreagieren und darf
die Bindungsstellen zwischen Antigen und Antikérper nicht Gberlagern.

Am geeignetsten erwies sich hier The Blocking Solution (Candor Biosience GmbH). Sie zeigte
die niedrigsten Leerwerte im Vergleich zu BSA-Block und SmartBlock bei gleichzeitig
erhaltener hoher Extinktion fiir die Standards. The Blocking Solution basiert wie SmartBlock
auf Caseinen unterschiedlicher GroRe, ist aber zusatzlich, nach Angaben des Herstellers,
noch chemisch modifiziert, um Austausch-Reaktionen zwischen Blockierschicht und

Probenmatrix zu verringern.

4.2.6 Wahl der Antikorper
Fiir optimale Ergebnisse des ELISA ist die Wahl der richtigen Antikérper unabdinglich. Sie

miussen eine ausreichende Affinitdt zu den Proben und moglichst wenig Kreuzreaktivitaten
mit anderen Proteinen haben. Auch die richtige Verdiinnung der Antikorper ist wichtig fir
das Gelingen eines ELISA, so fuhrte beispielsweise die Losung des Ubiquitinantikérpers in
einer BSA-haltigen Waschlosung wahrend dieser Arbeit zu dessen Blockierung, wodurch ein
fehlendes Extinktionssignal selbst bei hochkonzentrierten Standards resultierte. Ein Verzicht
auf BSA |0ste dieses Problem. Anti-Ubiquitin wurde hier als Antikdrper des House-Keeping-
Antigens ausgewahlt, da Ubiquitin in allen Zellen von C. elegans vorkommt und im Vergleich
zu Tubulin héhere Extinktionswerte lieferte und dadurch die Differenz zu den Leerwerten

grofler war.

4.2.7 Inkubationszeiten

Die Festlegung der Inkubationszeiten spielt in der ELISA-Entwicklung eine wichtige Rolle. Fiir
diese Arbeit wurden, auBer fir die Farbereaktion, simtliche Inkubationszeiten des ELISA auf
,uber Nacht” festgesetzt. Dies vermeidet u.a. Randeffekte, die durch ein schnelleres
Erwarmen und wieder Abkihlen der &duBeren als der inneren Wells der ELISA-Platte
entstehen. Auf diese Weise werden auch mehr Wells der ELISA-Platte nutzbar, da kein
»Rand”“ mehr mit Waschlésung pipettiert werden muss. Eine Inkubation Gber Nacht bei 4 °C
ermoglicht langsamere, aber dafiir vollstandig abgelaufene Bindungen und schiitzt die
Proteine von C. elegans, deren Temperaturoptimum bei 17 °C liegt, vor einer Denaturierung
durch Hitze, wodurch sich auch die Wahrscheinlichkeit spezifischer Antikorperbindungen

erhoht.
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4.3 Ausblick

Mit der hier vorgestellten Methode zum Hochdurchsatz-Screening von RNAi-Versuchen an
C. elegans soll es moglich sein, Gene PC-modifizierender Enzyme zu identifizieren. Als
mogliche Positivkontrollen waren hier die Gene der Cholinkinase des Kennedy-Pathways zu
nennen. Hierzu missten allerdings gleichzeitig Reaktionen des Bremer-Greenberg-
Stoffwechselwegs inhibiert werden. Mit der Methode sollten so PC-Transferasen oder aber
bisher unbekannte Enzyme des PC-Synthese-Stoffwechsels identifiziert werden. Im Falle
einer Identifikation einer PC-Transferase konnten so, liber die mit dem entsprechenden Gen
bereits bekannte Aminosdauresequenz und Uber weitere Untersuchungen zur
Proteinstruktur, Ansatzpunkte zur Medikamentenentwicklung gegen Nematodeninfektionen

entstehen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Phosphorylcholin-Modifikationen an Proteinen und Glycosphingolipiden spielen eine
entscheidende Rolle fiir die Fahigkeit vieler Nematoden das menschliche Immunsystem zu
modulieren und lange Zeit im Wirt zu persistieren. Dies fuhrt zu einer Vielzahl chronischer
Erkrankungen wie z.B. Onchozerkose oder Elephantiasis, aber auch zu einem verminderten
Auftreten von Allergien oder autoimmunologischen Erkrankungen. Zur Erforschung der
zugrundeliegenden Mechanismen ist C. elegans ein ausgezeichneter Modellorganismus.

In dieser Arbeit wurde eine Methode zum Screening von RNAi-Knockdowns in C. elegans
etabliert. Es soll eine quantitative Bestimmung des PC-Gehaltes gegeniber dem
Housekeeping-Antigen Ubiquitin fir jeden RNAi-Stamm ermoglicht werden, um den
moglichen Knockdown einer PC-Transferase oder anderer, bisher unbekannter, am PC-
Stoffwechsel beteiligter, Enzyme zu erkennen. Die Identifizierung solcher Enzyme ware ein
wichtiger  Ansatzpunkt  fir die Entwicklung  von Medikamenten gegen
Nematodeninfektionen.

Fiir das Hochdurchsatzscreening wurden die Ablaufe von der Aufzucht der Wiirmer, lber
deren Synchronisation und Lyse, bis hin zu einem ELISA optimiert. Ubiquitin wurde als
House-Keeping-Antigen, ein Phosphatpuffer als Bindungspuffer und The Blocking Solution als
Blockierlosung ausgewadhlt und experimentell bestatigt. Durch die Verwendung eines
Pipettierroboters wurden der Zeitaufwand minimiert und gleichzeitig groBe Kapazitaten fir
ein RNAI-Screening geschaffen.

Das prinzipielle Funktionieren der Methode wurde durch den Nachweis einer Ubiquitin-

Hydrolase bestatigt.

5.2 Abstract

Modifications with phosphorylcholine on proteins and glycosphingolipids play an important
role for the ability of many nematodes to modulate the human immune system and to cause
severe long-lasting infections like onchocerciasis or elephantiasis, but also decrease the risk
of developing allergies or auto-immune diseases. C. elegans is an excellent model-organism

for the investigation of the underlying mechanisms.
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In this work a method for the high-troughput screening of RNAi-knockdowns in C. elegans
has been established. A quantitative analysis of the PC-amount relative to the amount of
ubiquitin for each RNAi strain was performed. This should allow the identification of
enzymes involved in the PC synthesis pathways or even a PC-transferase, which would be a
promising starting point for the development of drugs against nematode infections.

The workflow for the high-troughput screening from the cultivation of the worms, over their
synchronisation and lysis, up to an ELISA has been optimized. Ubiquitin has been choosen as
an house-keeping-antigen, a phosphate buffer for protein binding and The Blocking Solution
for blocking. By the usage of a robot the necessary amount of time has been reduced and
large capacities for RNAi-screening were established. By identifying an ubiquitin-hydrolase

the functioning of the developed method has been proven.
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