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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die circadianen Uhren von Eukaryoten bestehen aus Proteinen, deren Zusammenspiel
vernetzte positive und negative Riickkopplungsschleifen erzeugt. Diese steuern metabolische
und physiologische Funktionen sowie das Verhalten der Organismen in einem robusten
Rhythmus, der ungefihr der 24-stiindigen Erdrotation entspricht. In der Uhr von Neurospora
crassa, aktiviert der heterodimere Transkriptionsfaktor WHITE COLLAR-Komplex (WCC)
als positives Element das Gen seines negativen Regulators, frequency (frq). Das Protein
FREQUENCY (FRQ) rekrutiert Casein-Kinase 1la (CK-la) und vermittelt die
Phosphorylierung des WCC, wodurch dieser inaktiviert wird. FRQ selbst wird im Verlauf
eines circadianen Tages hyperphosphoryliert und abgebaut. Dadurch wird die Inaktivierung
von WCC aufgehoben und ein neuer Zyklus beginnt. FRQ wird im Verlauf einer circadianen
Periode an mehr als 75 Stellen phosphoryliert. Die genaue Funktion dieser hohen Anzahl an
Phosphorylierungen ist bisher nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass FRQ eine zweiteilige Bindestelle fiir
Casein-Kinase la (CK-la) enthilt, die von zwei kurzen Segmenten, FCD1 und FCD2,
gebildet wird. FCD1 ist in der basischen N-terminalen Doméne von FRQ lokalisiert, wihrend
FCD2 im sauren Mittelteil des Proteins liegt. Beide Segmente werden fiir eine stabile
Interaktion von CK1la mit FRQ benétigt. Des Weiteren weisen die gesammelten Daten darauf
hin, dass durch Interaktion des basischen, positiv geladenen N-Terminus von FRQ mit dem
negativ geladenen Rest des Proteins FCD1 und FCD?2 in rdumliche Nihe zueinander gebracht
werden und so eine Bindestelle fiir CK-1la generiert wird. Durch fortschreitende, CK-1a-
vermittelte Phosphorylierung des N-Terminus im Laufe eines circadianen Tages wird die
elektrostatische Interaktion von N-Terminus und restlichem Protein immer schwicher und
damit auch die Interaktion von FRQ und CK-la. Einhergehend damit verliert FRQ mit
fortschreitender Hyperphosphorylierung zunehmend die Fihigkeit, die CKI1-abhingige
Inaktivierung des WCC zu vermitteln. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen so einen
Mechanismus auf, wie die Interaktion von CK-1a mit FRQ im Laufe eines circadianen Tages

reguliert wird.



Zusammenfassung

SUMMARY

Eukaryotic circadian clocks are comprised of proteins functioning together to produce a
network of positive and negative feedback loops. These control a multitude of different
metabolical, physiological and behavioral functions in a robust rhythm mimicking the 24-hour
rhythm of the earth rotation. In the circadian feedback loop of Neurospora crassa, the
heterodimeric transcription factor WHITE COLLAR complex (WCC) as the positive element
activates the gene of its negative regulator, frequency (frq). FREQUENCY (FRQ) recruits
CASEIN KINASE 1la (CK-la) and mediates the phosphorylation of WCC, thereby
inactivating it. FRQ is hyperphosphorylated and degraded over the course of the circadian
day, thereby abrogating the inhibition of WCC so that the cycle starts again. FRQ itself is
phosphorylated during the circadian period at more than 75 sites. The functions of most of
these phosphorylations are not known in detail.

In this work it could be shown that FRQ contains a bipartite binding site for CK-1a,
consisting of two short segments, FCD1 and FCD2. FCDI is located in the basic N-terminal
part of FRQ, while FCD?2 is located in the acidic middle domain. Both segments are necessary
for stable interaction with CK-1a. Further data hint at the possibility that FCD1 and FCD2 are
brought into close contact by interaction of the basic, positively charged N-terminal part with
the acidic, negatively charged middle domain of FRQ, thereby forming a binding site for CK-
la. CK-1la-mediated phosphorylation of the FRQ N-terminus in the course of a circadian day
weakens the ionic interaction of N-terminus and middle part of FRQ, which also leads to the
weakening of the FRQ-CK-1a interaction. Hyperphosphorylated FRQ thereby loses its ability
to mediate the CK-1a dependent inactivation of WCC. The results of this work propose a
mechanism by which the interaction of FRQ and CK-1la is regulated in the course of the

circadian day.
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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Circadiane Uhren

1.1.1 Circadiane Rhythmik

Alles Leben auf der Erde ist durch die Erdrotation einem 24stiindigen Licht-Dunkel-
Wechsel unterworfen. Wenn auch nicht iiberlebenswichtig, war es fiir Zellen und Organismen
wihrend der Evolution vorteilhaft, diesen Tag-Nacht-Wechsel im Voraus zu ,,wissen®, um
ihre Physiologie schnell darauf einstellen zu konnen (Ouyang et al., 1998). Der Begriff leitet
sich vom lateinischen circa diem (,ungefihr ein Tag®) ab. Circadiane Rhythmen von
metabolischen und physiologischen Funktionen und von Verhaltensweisen sind weit
verbreitet bei Prokaryoten, eukaryotischen Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren und stellen
eine Adaption an den Tag-Nacht-Rhythmus dar (Dunlap et al., 2004; Young und Kay, 2001).
Die circadiane Rhythmik wird unter natiirlichen Bedingungen mit der Erdrotation zu einer
Periodenldnge von 24 Stunden synchronisiert. Unter konstanten Bedingungen (z. B.
Dunkelheit) geht sie in Freilauf iiber und persistiert die Oszillation mit einer endogenen
Periode, die von 24 Stunden abweicht (circadian) (Hastings und Schweiger, 1976). Diese
Periodenlidnge ist in physiologischen Temperaturbereichen weitgehend
temperaturkompensierend. Unter konstanten Bedingungen kann sie durch abrupte
Verdnderungen der dufleren Bedingungen — z. B. im Dauerdunkel durch einen Lichtpuls oder
bei konstanter Temperatur durch einen Temperaturpuls — phasenverschoben werden. Die
Phasenverschiebung ist abhingig von der (subjektiven) Tageszeit, zu der der Puls gegeben
wird: ein Lichtpuls am ,frithen Abend* verschiebt die Phase riickwérts, d.h. die subjektive
Tageszeit dndert sich in ,Nachmittag”. Ein Lichtpuls in der ,,spdten Nacht“ wiederum
verschiebt die subjektive Tageszeit nach vorn, die circadiane Uhr wird auf ,,morgens‘ oder
»Vormittag® synchronisiert. Dieses Verhalten ist Grundlage fiir die Synchronisation der
inneren Rhythmik mit externen ,,Zeitgeber“-Zyklen (z. B. der Tag-Nacht-Wechsel) (Johnson
et al., 2003; Roenneberg et al., 2003). Die Anlagen zur circadianen Rhythmik sind vererbbar,

und der ,,circadiane Oszillator* (E. Biinning, 1936) arbeitet auf zellularem Niveau.

1.1.2 Generelles Modell
Alle circadianen Systeme basieren auf einem einheitlichen Prinzip. Sie bestehen aus den
drei Komponenten ,,Input®, Oszillator und ,,Output* (Abb. 1.1). Dieses konservierte Prinzip

basiert wahrscheinlich auf einer konvergenten Entwicklung in allen biologischen Uhren.
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1 Einleitung

Das Herzstiick der circadianen Uhr, der Oszillator oder Schrittmacher, arbeitet auf
Zellebene. Die beteiligten Transkriptionsfaktoren werden als positive Elemente der Uhr
bezeichnet. In der Folge hemmt der Schrittmacher mit einer gewissen zeitlichen Verzogerung
seine eigene Synthese, indem sein negatives Element auf die Transkriptionsfaktoren einwirkt.
Diese autoregulative negative Riickkopplungsschleife schwingt unter freilaufenden
Bedingungen (konstante Lichtverhiltnisse und Temperatur) mit einer konstanten endogenen
Periode. Die Oszillationen circadianer Systeme lassen sich mit sinusformigen Kurven
darstellen, wobei eine Sinusfunktion einer Periode entspricht. Jedem Punkt der Sinuskurve
146t sich eine bestimmte circadiane Zeit (engl. circadian time, CT) zuordnen, wobei der
Tagesbeginn (subjektiver Sonnenaufgang, Licht) als CT 0 und der Nachtbeginn (subjektiver
Sonnenuntergang, Dunkelheit) als CT 12 definiert wird. Der Oszillator ist in der Lage, auf
den ,Input” seine Umwelt zu reagieren. Mit ,Input” bezeichnet man den Akzeptor fiir
Umweltreize, die als sogenannte ,,Zeitgeber* fungieren und bei hoheren Organismen auch den
dazugehorigen Transduktionsweg. Im Wesentlichen handelt es sich dabei um die

tageszeitabhidngigen Parameter Licht und Temperatur, aber auch z. B. die Verfiigbarkeit von

Input Oszillator Output

-
— —_—

positive Elemente:

_Zf:;[gﬁber: Transkriptionsaktivatoren uhrenkontrollierte
negative Elemente: Gene
- Temperatur

wirken als Inhibitoren

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der circadianen Uhr (abgewandelt nach Stevens et al., 2007).
Umgebungsreize aktivieren die positiven Elemente der Uhr, die wiederum fiir die Expression der
uhrenkontrollierten Gene sorgen. Gleichzeitig wird das negative Element exprimiert, das die
Transkriptionsaktivatoren inhibiert und so seine eigene Synthese wieder abschaltet. Auch die
uhrenkontrollierten Gene, die eine Vielzahl von Vorgangen innerhalb der einzelnen Zelle steuern,
kénnen auf die Transkriptions-/Translationsschleife der positiven und negativen Elemente
einwirken.



1 Einleitung

Nahrung. Die Wahrnehmung zeitspezifischer Reize fiihrt zur Synchronisation der inneren,
circadianen Zeit mit der dulleren, astronomischen. Die Oszillation der zentralen Uhrengene
beeinfluflt als Folgereaktion die Expression circadian regulierter Gene (engl. clock-controlled
genes, ccgs) und damit viele biochemische und physiologische Prozesse, sowie bei hoheren
Organismen auch das Verhalten und die Aktivitit. Diese von der circadianen Uhr gesteuerten
Funktionen bezeichnet man als ,,Output”. Tatsdchlich scheint die Expression eines
erheblichen Anteils aller Gene circadian reguliert zu sein. Experimente deuten darauf hin,
dass bis zu 25 % des Transkriptoms von N. crassa dem Einflul der circadianen Rythmik

unterliegt (Dong et al., 2008).

1.1.3 Der molekulare Mechanismus der circadianen Uhr

Auf molekularer Ebene der circadianen Rhythmik wirken der Akzeptor fiir den Zeitgeber
Licht (ein Photorezeptor), der Transduktionsweg, der Oszillator und der Aktivator der
Folgereaktion. Als Photorezeptoren dienen dabei Phytochrom (bei hoheren Pflanzen),
Rhodopsine (bei Tieren) und Flavoproteine, die als Blaulichtrezeptoren dienen (bei Pilzen).
Bei hoheren Organismen spielt die Signaltransduktion vom Ort des Rezeptors (z.B. Auge)
zum Sitz des zentralen circadianen Schrittmachers (im Gehirn) eine Rolle. Der circadiane
Rhythmus wird durch eine autoregulatorische negative Riickkopplung generiert.
Transkriptionsfaktoren, die direkt oder indirekt durch solche Reize aktiviert werden,
aktivieren Gene des zentralen Oszillators. Diese Transkriptionsfaktoren dienen als positives
Element der Riickkopplung. Die Gene des Oszillators werden transkribiert und - zeitlich
versetzt - translatiert. Das so gebildete Protein durchlduft eine Reihe von Modifikationen,
wird abgebaut und erlangt auf dem Weg Zugang zum Zellkern, wo es die Aktivierung seines
eigenen Gens inhibiert. Aus diesem Grund spricht man vom negativen Element der Uhr. Die
positiven Elemente oszillieren selbst allenfalls schwach oder iiberhaupt nicht.

Mit entsprechendem Turnover sinken die Menge der mRNA des Oszillators und die Menge
wie auch die Neusynthese des entsprechenden Proteins. Der fortschreitende Abbau des
Proteins erlaubt schlieBlich ein erneutes Einsetzen der Transkription.

Die Menge des Uhrenproteins erreicht ihr Maximum erst mit einer gewissen Verzdgerung
im Vergleich zur Menge seiner mRNA. Dadurch wird gewihrleistet, dass die Synthese des
Oszillators nicht zu schnell gedampft wird und infolgedessen zum Erliegen kommt. Die
Mechanismen, welche dieser Zeitverzogerung zugrunde liegen, sind nicht vollstindig
aufgeklart, es handelt sich aber wahrscheinlich um eine posttranskriptionelle Regulation.

Mogliche Regulatoren sind z. B. tageszeitabhiingiges SpleiBen der mRNA (Cheng et al.,
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1998; Stanewsky et al., 1997), regulierter Kernimport der Transkriptionsfaktoren (Vielhaber
et al., 2000), Sekundirstrukturen der mRNA, die zu einer verzogerten Translation fithren und

RNA-bindende Proteine, die einen dhnlichen Effekt haben.

1.2 Neurospora crassa als circadianes Modellsystem

Der filamentose Pilz N. crassa wurde bereits vor 50 Jahren als Modellorganismus fiir die
Erforschung der circadianen Rhythmik etabliert (Pittendrigh et al., 1959). Seine niitzlichsten
Eigenschaften hierbei sind vor allem ein gut zu beobachtender circadianer Phinotyp sowie
seine Zuginglichkeit fiir eine Reihe gut etablierter genetischer und molekularbiologischer
Methoden. Seit dem Jahr 2003 ist das Genom vollstindig sequenziert (Galagan et al., 2003;
Borkovich et al., 2004). Die am weitesten verbreitete Methode der Untersuchung circadianer
Phénotypen ist der sog. race tube assay. Race tubes sind Glasrohren, die mit Kulturmedium
gefiillt sind und mit N. crassa inokuliert werden (Loros und Dunlap, 2001). Das Pilzmycel
breitet sich im Wachstum entlang der Rohre aus. Dabei ,,dokumentiert” Neurospora quasi
seinen circadianen Rhythmus durch die abwechselnde Ausbildung von Zonen mit relativ
feinem, durchscheinendem Mycel, gefolgt von dichteren Abschnitten, den sog. Banden, die
durch die Bildung der Lufthyphen mit den asexuellen Sporen (Konidien) entstehen (s. auch
Abb. , Kap. 2.2.1.3). Dieses einzigartige Wachstumsverhalten folgt bei Wildtyp-Stimmen
unter freilaufenden Bedingungen bei konstanter Temperatur und Dauerdunkelheit (DD) einem
konstanten Rhythmus von 22 Stunden und zeigt alle Merkmale circadianer Kontrolle: es
dauert ungefédhr einen Tag, reagiert auf Reize mit Phasenverschiebung und ist kompensiert in
Temperatur und Nahrstoffangebot. Auch mit molekularbiologischen Methoden lassen sich die
circadianen Expressionsmuster und deren Abweichung in bestimmten circadianen Phinotypen
verfolgen. Im Jahr 2003 entwickelten Morgan et.al. einen Luciferase-Reportergen-Assay, der
es ermoglicht, die Aktivitit von uhrenregulierten Gene in vivo direkt zu dokumentieren.

Die leicht durchzufiihrenden race tube assays fiihrten so zur Entdeckung verschiedener
Uhrenmutanten (Feldman und Hoyle, 1973) und zur Identifizierung (Feldman und Hoyle,
1976) und spiteren Klonierung (McClung et al., 1989) des frequency-Locus (frq), wodurch

das erste zentrales Element der circadianen Rhythmik in N. crassa endeckt war.

1.3 Die molekularen Komponenten der circadianen Uhr von N. crassa

Zentrales Ziel der Erforschung circadianer Uhren ist es, zu verstehen, wie circadiane
Oszillatoren auf molekularer Ebene aufgebaut und reguliert werden, um einen endogenen

cicadianen Rhythmus zu erzeugen. Um dies zu erreichen, werden immer neue Komponenten
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der inneren Uhr identifizert und ihre Regulation und Interaktion erforscht. Seit der Klonierung
von frg, dem zweiten bei Eukaryoten klonierten circadianen Uhrengen (McClung et al.,
1989), wurden mehr als 10 weitere Komponenten der circadianen Uhr von N. crassa
identifiziert (Tabelle 1.1), von denen FRQ, WC-1 und WC-2 als Herzstiick der circadianen
Uhr bezeichnet werden. Die anderen Gene und ihre Produkte dienen der posttranslationalen
Regulation und dem Abbau von FRQ, dessen Modifizerung im Laufe eines circadianen Tages
einer der wichtigsten Ablédufe innerhalb des Zusammenspiels der Uhrenkomponenten ist. Die

Entdeckungen und Studien dieser Komponenten haben die circadiane Uhr von N. crassa zu

Uhrenprotein Funktion

Essentiell fir die Funktion der Uhr. Wirkt im Zellkern als negatives Element
der autoregulativen circadianen Ruickkopplungsschleife durch die
Inaktivierung des WCC. Im Cytosol stabilisiert es die Assemblierung des
WCC und wirkt so als positives Element.

FRQ (frequency)

Essentiell fur die Funktion der Uhr. Bildet mit WC-2 den heterodimeren
Transkriptionsfaktor WCC (white collar complex) und aktiviert als positives
Element der autoregulativen circadianen Riickkopplungsschleife die
Transkription sowohl von frq als auch der ccgs. Als Blaulicht-Photorezeptor
wird WC-1 bendétigt, um sowohl die circadiane Uhr mit dem Tag-Nacht-
Zyklus zu synchronisieren als auch um alle anderen bekannten
Lichtreaktionen in N. crassa zu vermitteln.

WC-1
(white collar 1)

x\ﬂl/%l; collar 2) Essentiell flr die Funktion der Uhr. Interaktionspartner von WC-1.

FRH . . . . . .
(frg-interacting ma Essentielle RNA-Helikase. Interagiert mit FRQ bei der Inaktivierung des
helicase) WCC. Die genaueren Mechanismen sind noch unbekannt.

CK-1a Hochkonservierte Komponente der Uhr. Bindet und phosphoryliert FRQ und

vermittelt so dessen proteasomalen Abbau. Beteiligt an der FRQ-

(casein kinase 12) vermittelten Phosphorylierung (und damit Inaktivierung) des WCC.

CKA, CKBH1, Essentiell fir die Funktion der Uhr. Phosphoryliert FRQ in vivo und in vitro
und CKB2 und reguliert so dessen Stabilitdt und Repressorfunktion. Beteiligt an der
(casein kinase 1) FRQ-vermittelten Phosphorylierung (und damit Inaktivierung) des WCC.
CAMK-1

(calcium/calmodulin- | Phosphoryliert FRQ. Mutation fihrt zu leichten Verédnderungen der
dependent protein lichtinduzierten Phasenverschiebung und der Periode.

kinase )

PP1 (protein
phosphatase )

Dephosphoryliert FRQ und reguliert méglicherweise dessen Stabilitat

PP2A (protein

Reguliert die negative Rickkopplungsschleife, mdglicherweise durch

containing protein 1)

phosphatase 2a) Dephosphorylierung von FRQ und WCC
FWD-1 (F-box and Essentielles Gen. Substratbindende Untereinheit des SCF-Komplexes,
WD40 repeat-

vermittelt die Ubiquitinierung von FRQ und so seinen Abbau.

Tab. 1.1: Die Komponenten der circadianen Uhr von N. crassaim Uberblick
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einem der am besten verstandenen Uhrensysteme unter den Eukaryoten gemacht.

1.3.1 Die circadian regulierten Riickkopplungsschleifen von N. crassa

Die circadiane Uhr von N. crassa funktioniert durch eine autoregulative negative
Riickkopplungsschleife, die den circadianen Rhythmus generiert (Dunlap, 1999; Young und
Kay, 2001). Das positive Element bei N. crassa sind die beiden Transkriptionsfaktoren WC-1
und WC-2, als negatives Element dient FRQ, das mit FRH interagiert (Aronson et al., 1994a;
Cheng et al., 2005; Crosthwaite et al., 1997; Linden et al., 1999). Abb. 1.2 zeigt unser

derzeitiges Wissen der circadianen Riickkopplungsschleife von N. crassa. Wihrend der

spiten (subjektiven) Nachtstunden im Dauerdunkel aktiviert der nukleédre heterodimere WC-
Komplex (WCC), bestehend aus WC-1 und WC-2, das Gen frqg durch Bindung an dessen
Promotor (Froehlich et al., 2003). Diese Transkriptionsaktivierung fiihrt zu einer Zunahme
der frg-mRNA (Cheng et al., 2001b; Crosthwaite et al., 1997), deren Maximum in den
(subjektiven) frithen Morgenstunden erreicht wird (Aronson et al., 1994a). Das FRQ-Protein
erreicht sein Maximum dagegen spidter am Tag, mit einer vier- bis sechsstiindigen
Phasenverschiebung in Relation zur Oszillation der mRNA (Garceau et al., 1997). FRQ bildet
homomeres Dimer und interagiert mit FRH (Cheng et al., 2001a, 2005). Obwohl der grof3te
Teil von FRQ sich im Cytosol anreichert, wird doch ein signifikanter Anteil in den Zellkern
transportiert und wirkt dort als Repressor der WCC-Aktivitit, wodurch die frg-mRNA-Menge
ungefdhr ab dem (subjektiven) Mittag wieder sinkt und ihr Minimum gegen Mitte der
(subjektiven) Nacht erreicht (Aronson et al., 1994a). Die Inhibierung der WCC-Aktivitit
geschieht durch Phosphorylierung dieses Transkriptionsfaktors, vermittelt durch FRQ
(Schafmeier et al, 2005). Durch die Phosphorylierung sinkt die DNA-Bindekapazitit des
WCC und die Transkription von frq wird gestoppt (He und Liu, 2005; He et al., 2005b;
Schafmeier et al., 2005). Um als Repressor wirken zu konnen, muss FRQ von CKII (Casein
Kinase II) phosphoryliert werden (Yang et al., 2002, 2003, 2004).

Um die Inhibierung der WCC-AKktivitit aufzuheben, muss FRQ zum richtigen Zeitpunkt
abgebaut werden. Dies geschieht iliber einen phosphorylierungsabhingigen Ubiquitin-
vermittelten proteasomalen Abbauweg (Gorl et al., 2001; He et al., 2003; Liu, 2005; Liu et al.,
2000; Yang et al., 2001, 2002, 2003, 2004). Direkt nach der Synthese wird FRQ sofort und im
Laufe der Zeit fortschreitend von verschiedenen Kinasen phosphoryliert, darunter Casein-
Kinase la (CK-1la), CKII, und eine Calcium/Calmodulin-abhéngige Kinase (CAMK-1). Ist
ein Maximum an Phosphorylierung erreicht, wird FRQ von FWD-1 rekrutiert, ein F-

Box/WD-40-Protein, das als substratbindende Untereinheit zu einem Ubiquitin-Ligase-
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Komplex des SCF-Typs (Skip-Cullin-F-Box) gehort. Dieser Komplex ubiquitiniert FRQ,
welches dann vom Proteasom abgebaut wird. Fillt die FRQ-Menge unter eine kritische
Schwelle, wird die Inhibierung des WCC aufgehoben und die Transkription von frg beginnt in
der (subjektiven) spiten Nacht erneut.

Neben seiner Funktion als Inhibitor der WCC-Aktivitit wirkt FRQ jedoch auch
stabilisierend auf WC-1 und WC-2 und sorgt so fiir eine positive Riickkopplung (Cheng et al.,
2001b, 2002; Lee et al., 2000; Merrow et al., 2001; Schafmeier et al. 2006). Der genaue
molekulare Mechanismus wurde vor kurzem erst von Schafmeier et al. identifiziert, es war
jedoch bekannt, dass FRQ die Expression von WC-1 unabhingig von WC-2
posttranskriptionell reguliert (Brunner und Kaldi 2008; Cheng et al., 2001b, 2002; Lee et al.,

oitr anskriptionel/
o

@ =3 Abbau

Licht

P
k Proteasom
frq LREs clock-controlled genes
Abbau

Abb. 1.2 (modifiziert nach Heintzen und Liu, 2007): Schematische Darstellung der circadianen
Rlckkopplungschleifen (soweit bekannt). Hypophosphorylierter WCC bindet an die lichtresponsiven Elemente
(LRE) des frg-Promotors und aktiviert die Transkription von frq. FRQ di- oder multimerisiert und interagiert mit
einer RNA-Helikase (FRH). Die Funktion dieser Interaktion ist unbekannt. FRQ rekrutiert CK-1a, gelangt in
den Kern und vermittelt dort die Phosphorylierung und damit die transkriptionelle Inaktivierung des WCC.
Durch die Inaktivierung verliert WCC die Bindung an die DNS und wird stabilisiert. Die Bildung von WC-1 und
WC-2 wird auf posttranskriptioneller und transkriptioneller Ebene von FRQ stimuliert, wahrend WC-1 und WC-
2 ihren Expressionslevel gegenseitig sowohl negativ als auch positiv regulieren. Der genaue Mechanismus
dieser Regulation ist noch unbekannt, vermutlich tragen diese ,kleinen* Rulckkopplungsschleifen zur
Robustheit des zentralen Oszillators bei. Als Blaulichtrezeptor dient das FAD-bindende WC-1. Der WCC
aktiviert auch die sog. uhrenkontrollierten (clock-contolled genes, ccgs) sowie die lichtinduzierten Gene, die
dann wiederum die circadian gesteuerten physiologischen Verdnderungen bewirken (z.B. Konidienbildung).
Der Abbau von FRQ ist entscheidend und wird vermittelt durch fortschreitende Phosphorylierung von FRQ
durch die Kinasen CK-1a, CAMK-1, CKIlI (und méglicherweise weiterer) sowie antagoniert duch die
Dephosphorylierung durch Phosphatase PP1und PP2A. Hoch phosphoryliertes FRQ wird von FWD
gebunden, einem F-Box/WD40-Protein, der Substrat-rekrutierenden Untereinheit einer E3-Ubiquitin-Ligase
vom SCF-Typ. Weitere Bestandteile dieses Komplexes sind SKP-1, Cullin und RBX-1, ein Protein mit RING-
Domane. Durch Bindung an den SCF-Komplex wird FRQ ubiquitiniert und proteasomal abgebaut.
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2000, Schafmeier et al. 2006), wihrend die Expression von WC-2 auf der Ebene der
Transkription unterstiitzt wird (Cheng et al., 2001b). Der WCC ist in seiner aktiven, DNA-
gebundenen Form instabil und wird schnell abgebaut, in der phosphorylierten, inaktiven, nicht
DNA-gebundenen Form jedoch stabil. Diese stabilisierende Phosphorylierung ist abhingig
von FRQ (Schafmeier et al., 2008). Die Tatsache, dass @hnliche ineinandergreifende positive
Riickkopplungsschleifen auch in Drosophila und Sdugetieren gefunden wurden, unterstiitzt
die These, dass es sich hier um einen verbreiteten regulatorischen Mechanismus der
eukaryotischen Uhr handelt (Glossop et al., 1999; Shearman et al., 2000b).

Durch die Expression von WC-1 und WC-2 unter der Kontrolle konstitutiver Promotoren
konnte gezeigt werden, dass die positiven Riickkopplungsschleifen eine wichtige Rolle fiir die
Robustheit und Stabilitdt der circadianen Uhr von N. crassa spielen, da sowohl die
physiologische als auch die molekulare Oszillation stirker ausgeprigt sind, wenn die Menge
der WC-Proteine auf diese Art kiinstlich erhoht wird (Cheng et al., 2001b). Interessanterweise
dnderte dieser Eingriff in die circadiane Uhr nur wenig an der Periode der Uhr, ein Phéanomen,
dass in dhnlicher Weise spiter auch in Drosophila beobachtet wurde (Kim et al., 2002).
Wihrend also eine Oszillation der WC-Proteine fiir eine funktionelle Riickkopplung nicht
notig ist, scheint das richtige Ineinandergreifen der Riickkopplungsschleifen fiir die Stabilitét
der Periodenldnge von ca. 24 Stunden wichtig zu sein, ein Mechanismus, der moglicherweise
bei der Temperaturkompensation eine Rolle spielt. Ahnliche Riickschliisse wurden aus
Beobachtungen an Drosophila und Séugetieren gezogen (Kim et al., 2002; Preitner et al.,
2002).

WC-1lund WC-2 regulieren sich auch gegenseitig und bilden so eine weitere
Riickkopplungsschleife: wihrend WC-2 durch die Bildung des WCC WC-1 stabilisiert, wirkt
WC-1 als Repressor der Transkription von WC-2 (Cheng et al., 2002, 2003b). Diese
gegenseitige Regulation optimiert die Akkumulation dergestalt, dass sowohl seine Funktion
als Blaulicht-Rezeptor als auch innerhalb der Uhr mit der erforderlichen Sensivitit

funktionieren.

1.3.2 Die Aktivatoren der negativen Riickkopplungsschleife: WC-1 und WC-2

Ahnlich wie bei den positiven Elementen der Oszillatoren von Drosophila und Siugern
handelt es sich bei WC-1 und WC-2 um Transkriptionsfaktoren mit PAS-Doméinen (PER-
ARNT-SIM) (Ballario et al., 1996; Linden und Macino, 1997). Das grolere WC-1 hat dabei
drei, WC-2 nur eine PAS-Domiine, und beide sind Zinkfinger-Proteine des GATA-Typs, die

zum iiberwiegenden Teil im Zellkern lokalisiert sind (Lee et al., 2000; Schwerdtfeger und
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' L] B [ ] |l we-1
| ] I ] we-
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B Lov/PASA [[ pasc [[] Zn-Finger

Abb. 1.3: MaBstabsgetreue schematische Darstellung von WC-1 und WC-2 mit den wichtigsten bisher
identifizierten Domé&nen. Abkirzungen: polyQ = Glutaminreiche Sequenz, LOV = light-oxigene-voltage,
lichtsensitive Domé&ne mit Flavin, PAS = Per-Arnt-Sim-Doméane, NLS = nucledres Lokalisationssignal, Zn-
Finger = Zinkfinger-DNS-Bindedoméne des GATA-Typs. Die einzige PAS-Domé&ne von WC-2 trégt keine
Zusatzbezeichnung.
Linden, 2000). WC-1 und WC-2 aktivieren das Gen frq durch Bindung iiber einen Zink-
Finger an sogenannte clock-responsive elements (CRE) in dessen Promotor (Froehlich et al.,
2003). Die N-terminale der drei PAS-Dominen (s. Abb. 1.3) von WC-1 ist licht-, sauerstoff
und spannungssensitiv und wird deshalb als LOV-Domine bezeichnet (light-oxigen-voltage).
Sie bindet ein Flavin als Chromophor, dient als Sensor fiir Licht aus dem blauen Spektrum
und vermittelt alle bekannten Lichtreaktionen in N. crassa (Liu, 2003; Liu et al., 2003). Die
anderen PAS-Doménen, PASB und PASC, sind weniger stark konserviert, zeigen aber
Ahnlichkeit zu denen der Uhrenproteine BMAL1 und CYC von Drosophila und Siugern (Lee
et al., 2000).

Uber die PASC-Domiine von WC-1 und die einzige PAS-Domine von WC-2 bilden die
beiden Proteine einen heteromeren Komplex (Cheng et al., 2002, 2003; Talora et al., 1999). In
Stammen, deren wc-2 deletiert oder in denen die WC-1-WC2-Interaktion unterbrochen wurde
(etwa durch Deletion oder Mutation der entsprechenden PAS-Dominen), ist die WC-1-Menge
sehr niedrig, was darauf schlieBen ldsst, dass WC-2 durch die Bildung des WCC einen
stabilisierenden Einfluss auf WC-1 hat (Cheng et al., 2002).

FRQ-Protein und frg-mRNA sind in wc-Mutanten schwach bis gar nicht nachweisbar
(Crosthwaite et al., 1997), ektopische Expression von WC-Protein in wc-Mutanten (sog.
rescue-Stimme) jedoch fiihrt schnell zu einer Transkription von frg. WCC ist also
nachweislich der direkte Aktivator von frg (Cheng et al., 2001b). Der frg-Promotor enthilt
unterschiedliche Bindestellen fiir den WCC: im Dauerdunkel (DD) bindet der D-WCC
(Dunkel-WCC) direkt an die sog. clock-box (C-Box), ein distales LRE mit zwei GATG-
Wiederholungen (Froehlich et al., 2003). DNA-Binde-Experimente in vitro haben gezeigt,
dass D-WCC der circadianen Rhythmik folgend an die C-Box bindet und das deren
Zerstorung durch Mutation zu circadianer Arhythmizitét fiihrt (Froehlich et al., 2003). Diese

Bindung wurde durch Chromatin-Immunoprizipitationen (ChIP) auch in vivo nachgewiesen
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(He und Liu, 2005). Dass auch in vitro rekonstituierter WCC an die lichtresponsiven
Elemente des frg-Promotors binden konnen, ldsst den Schluss zu, dass fiir die DNA-Bindung
keine weiteren Komponenten erforderlich sind (Froehlich et al., 2003; He et al., 2005b). Die
Aktivierung von frg im Dunkeln erfordert die Zinkfinger-DNA-Bindedomine von beiden
WC-Proteinen. Wird bei einem der Proteine der Zinkfinger deletiert, findet keine
Dunkelaktivierung mehr statt (Cheng et al., 2002; Collett et al., 2002; Crosthwaite et al.,
1997). Im Gegensatz dazu braucht die Lichtaktivierung der frg-Transkription (abgesehen von
der LOV-Domine von WC-1) nur die DNA-Bindung von WC-2 (Cheng et al., 2003). Diese
beiden molekular unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen (He et al., 2002) erlauben
sowohl einen robusten circadianen Rhythmus unter freilaufenden Bedingungen als auch die

Anpassung bzw. Neuprogrammierung der Uhr durch Signale der Umwelt.

1.3.3 Die negativen Elemente des circadianen Oszillators: FRQ und FRH

Unter den ersten Uhrenmutanten, die in Eukaryoten entdeckt wurden, waren Neurospora-
Stimme mit Mutationen im frg-Locus, und so wurde bald deutlich, dass frg eine zentrale
Rolle in der circadianen Uhr von N. crassa spielt (Feldman und Hoyle, 1973; Loros et al.,
1986). Mutationen des frg-Gens fiihrten entweder zu verlingerten (frg', frq’) oder zu
verkiirzten (frq”, frq’) Perioden der Uhr (mit Periodenlingenvariationen von 16 bis 35
Stunden) oder zu Arrhythmizitét (frqg) (Aronson et al., 1994b; Liu et al., 2000). Eine Deletion
des Leserahmens (frqlo) zerstort sowohl die  Rhythmizitit als auch die
Temperaturkompensation der circadianen Uhr (Aronson et al., 1994b; Loros und Feldman,
1986). Ebenso wird N. crassa arrhythmisch durch die Expression von FRQ durch einen
konstitutiven Promotor (Aronson et al., 1994a). Die rhythmische Expression von FRQ und
sein Abbau zur rechten Zeit sind also essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Uhrenfunktion.
Wird frq dagegen durch einen induzierbaren Promotor exprimiert, kommt es dhlich wie bei
einem Lichtpuls unter freilaufenden Bedingungen in DD zu einer Umstellung der Uhr und
infolgedessen zu einer Phasenverschiebung (Crosthwaite et al., 1995; Huang et al., 2006; Liu
et al., 1998). Ab einem bestimmten Zeitpunkt seiner Expression im Laufe des circadianen
Tages hemmt FRQ seine eigene Transkription (Aronson et al., 1994a; Merrow et al., 1997).
Im mutierten frq’-Stamm (der aufgrund einer Punktmutation im Codon der Aminosiure 669
ein verkiirztes FRQ exprimiert) ist die Menge der frg mRNA konstant hoch; exprimiert man
in diesem Stamm jedoch Wildtyp-FRQ durch einen induzierbaren Promotor, so wird die

Expression der mRNA reprimiert. Dadurch konnte gezeigt werden, dass FRQ das zentrale
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AUG3 frg® |frq’ frg® frg?
sFRQ E362K 64323 663Stop AB95T
W NLS O FcD 0 FFD
B cc B PEST1 B PEST2
[ DEXDc [ DSHCT

Abb. 1.4: Schematische Darstellung von FRQ und FRH. (A) FRQ mit den wichtigsten bisher identifizierten
Domanen und circadian relevanten Punktmutationen. Die Verkirzungen des Proteins durch den internen
Translationsstart von sFRQ am AUG3 sowie das durch Punktmutation entstandene Stop-Codon von frg’
(arrhythmisch) sind durch gestrichelte Linien markiert. Weitere Punktmutationen, die circadiane Phanotypen
hervorrufen, sind durch Pfeile gekennzeichnet: frq3 und frq7 haben in DD eine gegenuber dem wt (22 h)
verlangerte (24 und 29 h), frq’ und frg? eine verkiirzte Periodenliange (ca. 16,5 und 19 h). Die genauen
Mechanismen sind nicht bekannt. Abklrzungen: NLS = nucleéres Lokalisationssignal, CC = coiled coil, FCD =
FRQ-CK-1a-Interaktionsdoméne, PEST = Prolin(P)-Glutamat(E)-Serin(S)-Threonin(T)-Doméane, FFD = FRQ-
FRH-Interaktionsdoméane. (B) Die FRQ-interagierende Helikase FRH. DEXDc = DEAD/DEAH-Domaéne,
DSHCT = HelikaseC-Doméne.

Element der negativen Riickkopplungsschleife von N. crassa ist (Dunlap, 1999; Loros und
Dunlap, 2001).

Die natiirliche Form von FRQ ist insgesamt 989 Aminosduren grofl (ca. 110 kDa) und
besitzt als einziges bisher experimentell nachgewiesenes strukturelles Element eine coiled
coil-Doméne am Aminoende (s. Abb. 1.4), iiber die das Protein Dimere oder sogar Multimere
bildet (Cheng et al., 2001a). Da FRQ bei einer Gelfiltration in einem GroéBenbereich zwischen
ca. 250 bis >670 kDa in einen breiten Peak eluiert, ist es wahrscheinlich, dass das FRQ-Dimer
mit verschiedenen weiteren Proteinen komplexiert ist (Gorl, 2002). Diese Dimerisierung ist
essentiell fiir die Funktion der Uhr. In vivo existieren zwei alternative Translationsformen von
FRQ, die aufgrund ihres leichten Groenunterschiedes als IFRQ (large oder long FRQ) oder
sFRQ (small oder short FRQ) bezeichnet werden. sFRQ ist wegen seines alternativen
Translationsstarts am AUG3 (Met100) um 99 Aminoséduren kleiner als IFRQ, eine Folge eines
temperaturabhingigen alternativen Splicings der mRNA (Garceau et al., 1997; Liu et al.,
1997; Colot et al., 2005; Diernfellner et al., 2005). Obwohl der weitaus groBere Teil von FRQ

im Cytosol lokalisiert ist, enthélt auch der Zellkern eine kleine, aber signifikante Menge von
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FRQ. Diese Kernlokalisierung ist ebenfalls essentiell fiir die Funktion der circadianen Uhr
(Luo et al., 1998), denn dort vermittelt FRQ die Phosphorylierung und damit Inaktivierung
des WCC (Schafmeier et al., 2006). Cytoplasmatisches FRQ dagegen unterstiitzt die
Akkumulation des WCC (Schafmeier et al., 2006).

FRH ist ein weiteres Protein, das in die Funktion der circadianen Uhr involviert ist (Cheng
et al., 2005). Entdeckt wurde es als FRQ-interagierendes Protein bei einer Aufreinigung von
FRQ aus Zellextrakt. Es handelt sich um ein Protein aus 1106 Aminosiuren (124 kDa) mit
zwei DEAD/DEAH-Domiénen und einer HelicaseC-Doméne, die beide auch in Mitgliedern
der DExD/H-RNA-Helicase-Familie gefunden wurden. FRH gehort zur SKI2-Unterfamilie
der RNA-Helicasen, die sowohl in Pilzen als auch in Sdugern vorkommt. Sein Homolog in
Saccharomyces cerevisiae, Doblp/Mtrdp, bindet RNA und ist ein essentieller nukleérer
Kofaktor des Hefe-Exosoms, ein wichtiger Regulator des RNA-Metabolismus in Eukaryoten
(Allmang et al., 1999; de la Cruz et al., 1998; Hilleren und Parker, 2003; Jacobs et al., 1998;
Mitchell und Tollervey, 2000; Torchet et al., 2002). Im Gegensatz zu den anderen
Kernelementen der circadianen Uhr (FRQ, WC-1 und WC-2) ist FRH essentiell, ein
Knockout-Stamm ist nicht lebensfdhig. Experimente mit induzierbarer frhi-RNAi zeigten, dass
niedrige Expression von FRH einhergehen mit niedrigen FRQ-Mengen sowie Arrhythmizitit,
was die Rolle von FRH als Komponente der circadianen Uhr bestétigt (Cheng et al., 2005).
Eine Konsequenz der geringen FRQ-Menge durch geringe FRH-Expression war eine erhohte
Menge von frg-mRNA, was auf eine Rolle in der negativen Riickkopplungsschleife der
circadianen Uhr hinweist. Die bekannteste Funktion von RNA-Helicasen ist die Bindung und
Entwindung von RNA, im Gegensatz zur Lokalisation dieser Funktion im Zellkern ist jedoch
der grofite Teil des FRQ-FRH-Komplexes cytosolisch. Da das FRH-Homolog der Hefe,
Doblp/Mtrdp, ein Kofaktor des Exosoms ist, konnte vielleicht auch FRH mit FRQ an RNA
binden und deren Funktion und Abbau direkt circadian regulieren. Die genaue Funktion eines
FRQ-FRH-Komplexes ist bis dato unbekannt. Bei Sdugern ist jedoch ebenfalls ein RNA-
bindendes Protein, NONO, mit PER1 assoziiert und scheint in der circadianen Uhr sowohl
von Sédugern als auch von Drosophila eine wichtige Rolle zu spielen (Brown et al., 2005).

Ein arrhythmischer N. crassa-Stamm, der aus einer EMS-Mutagenese hervorging, aber
keine Mutation in einem der drei Haupt-Uhrenproteine triagt, wurde vor kurzem als Trédger
einer Punktmutation im FRH-Gen identifiziert. FRH(R806H) ist im Gegensatz zu einem frh-
Knockout lebensfihig und auch nicht in irgendeiner Weise in Wachstum oder
Konidienbildung beeintrichtigt. In diesem Stamm sind die FRQ-Mengen sehr hoch, wihrend
WCC sowohl reduziert als auch hypophosphoryliert ist (Shi et al., 2009, n. n. erschienen).
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Dies zeigt, dass FRH sowohl an der positiven als auch an der negativen

Riickkopplungsschleife beteiligt ist.

1.3.4 Inhibition des WCC durch FRQ

Vergleichbar zu negativen Elementen der circadianen Uhr in Drosophila und Sdugern
vermitteln FRQ und FRH die Inaktivierung des WCC und schlielen die negative circadiane
Riickkopplungsschleife (Cheng et al., 2001a; Denault et al., 2001; Merrow et al., 2001).
Obwohl eine direkte Interaktion von FRQ und WCC nachweisbar ist, sind die Mengen dieses
Komplexes doch so gering (Cheng et al., 2005; He et al., 2002; Schafmeier et al., 2005), dass
eine Inhibition durch direkten physischen Kontakt (etwa durch Blockieren der DNA-
Bindedominen) nicht wahrscheinlich ist. Dies wird bei einer einfachen Auflistung der
Stochiometrie der einzelnen Komponenten und ihrer Lokalisation klar: WC-1 und WC-2 sind
als Transkriptionsfaktoren zum tiberwiegenden Teil im Zellkern lokalisiert (Schwerdtfeger
und Linden, 2000; Talora et al., 1999) und WC-1 limitiert die Bildung des WCC (Cheng et
al., 2001b; Denault et al., 2001). Auch wenn FRQ und WC-1 ungeféhr in gleicher Anzahl in
der Zelle vorliegen, so ist doch FRQ im Gegensatz zu WCC zu iiber 90 % im Cytoplasma
lokalisiert (Cheng et al., 2001a, 2005; Luo et al., 1998). Wahrscheinlicher ist also eine eher
vermittelnde oder signalgebende Funktion.

Beide WC-Proteine sind — dhnlich wie FRQ — in vivo phosphoryliert (He et al., 2005b;
Schafmeier et al., 2005; Schwerdtfeger und Linden, 2000; Talora et al., 1999). Der
phosphorylierte  Zustand im  Dauerdunkel geht durch Belichtung in eine
Hyperphosphorylierung iiber. Durch Aufreinigung von WCC aus N. crassa und
Massenspektrometrie konnten fiinf wesentliche in vivo Phosphorylierungsstellen von WC-1,
unmittelbar C-terminal der Zinkfinger-DNA-Bindedomine identifiziert werden (He et al.,
2005b). Diese Phosphorylierungen sind lichtunabhiingig: werden die entsprechenden
Aminosduren mutiert, zeigt N. crassa im Dauerdunkel Phinotypen wie kurze Periode,
niedrige Oszillationsamplitude oder Arrhythmizitdt. Trotz niedrigen Mengen von WC-1
zeigen diese Mutanten normale bis leicht erhohte Mengen von frg-mRNA und FRQ-Protein
und eine frithere Transkriptionsaktivierung von frq. Phosphorylierung dieser Aminosiuren
reguliert also die WCC-AKktivitit negativ und ist ein essentieller Schritt in der Regulierung der
circadianen Uhr.

Diese lichtunabhiingige Phosphorylierung ist abhéngig von FRQ (Schafmeier et al., 2005).
In Stimmen mit funktionslosem FRQ wie frq] % (Knockout) oder frq9 (verkiirztes Protein) sind

sowohl WC-1 als auch WC-2 hypophosphoryliert, ihre Phosphorylierung kann jedoch durch
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ektopische Expression von FRQ wiederhergestellt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung der Transkription von frq hypophosphoryliertes WC-Protein erfordert.
Der aufgereinigte FRQ-FRH-Komplex kann in vitro die Bindung von WCC an DNA nicht
inhibieren — ein weiterer Hinweis auf die Unwahrscheinlichkeit, dass FRQ WCC durch
einfache physische Interaktion inhibiert. Einer Bindung des WCC an die lichtresponsiven
Elemente des frg-Promotors wiederum geht dessen Dephosphorylierung voraus (He und Liu,
2005). Diese Erkenntnisse unterstiitzen ein Modell, nach dem FRQ mit FRH die
Phosphorylierung des WCC vermittelt und diesen damit inaktiviert. FRQ hitte somit die
Funktion einer Substrat-rekrutierenden Untereinheit einer oder mehrerer Kinasen, welche
dann WC-1 und WC-2 phosphorylieren und deren DNA-Bindung aufheben.

Um dieses Modell zu verifizieren, wurden die beteiligten Kinasen identifiziert und die
FRQ-abhingige Phosphorylierung des WCC in vitro nachvollzogen. Zu den FRQ-abhiingig
aktiven Kinasen gehoren CK-la und CKII, die WC-1 und WC-2 in vitro und in vivo
phosphorylieren (Cheng et al., 2005; Gorl et al., 2001; He et al., 2006). Protein-Kinase C
(PKC) war unter den ersten Kandidaten, von denen angenommen wurde, sie wiirden den C-
Terminus von WC-1 phosphorylieren und sowohl den Abbau von WC-1 als auch dessen
Rolle in der Lichtreaktion regulieren (Franchi et al., 2005). Bis heute wurde jedoch kein
Nachweis erbracht, dass PKC WC-1 tatsidchlich in vivo phosphoryliert und ob dies bei der
negativen circadianen Riickkopplung eine Rolle spielt. Konservierte Proline in zwei der fiinf
Phosphorylierungsstellen deuten eher auf eine Kinase hin, die bevorzugt solche Prolin-Serin-
Motive phosphoryliert (He et al., 2005b; Sancar et al., 2009). Diese Voraussetzung erfiillt
Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3), deren Bedeutung fiir die circadiane Uhr von
Drosophila bereits bekannt ist (Martinek et al., 2001).

1.3.5 Die Stabilitiit von FRQ und ihr Einfluss auf die circadiane Riickkopplung

FRQ wird unmittelbar nach der Synthese phosphoryliert und im Laufe eines circadianen
Tages setzt sich dieser Prozess fort (Garceau et al., 1997). Im Dauerdunkel zeigt sowohl die
Menge des Proteins als auch sein Phosphorylierungsmuster einen robusten Rhythmus. FRQ
ist also am (subjektiven) friihen Morgen hypophosphoryliert und am (subjektiven) Abend,
bevor es abgebaut wird, hyperphosphoryliert. Frithe Studien der FRQ-Phosphorylierung
zeigten, dass diese Phosphorylierung den Abbau des Proteins einleitet und damit ein
bestimmender Faktor der Periodenldnge der circadianen Uhr ist (Liu et al., 2000). In der
letzten Zeit zeigt sich jedoch ein zunehmend differenzierteres Bild: FRQ-Phosphorylierungen

spielen in mehreren regulatorischen Prozessen der Uhr eine Rolle, und die beteiligten Kinasen
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und Phosphatasen, die den Phosphorylierungsgrad von FRQ kontrollieren, sind wichtige
Komponenten der circadianen Uhr von N. crassa (Gorl et al., 2001; He et al., 2003; Liu,
2005; Liu et al., 2000; Yang et al., 2001, 2002, 2003, 2004). Zurzeit sind drei Kinasen (CKI,
CKII und CAMK-1) und zwei Phosphatasen (PP1 und PP2A) als Regulatoren der FRQ-

Phosphorylierung nachgewiesen.

1.3.5.1 Casein-Kinase 1a

Das Homolog dieses Proteins in Drosophila, DOUBLETIME (DBT), und die
Sdugerhomologe CKIe und CKId phosphorylieren PER und spielen eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der Periodenldnge der circadianen Oszillatoren von Insekten und Sdugern
(Kloss et al., 1998; Lowrey et al., 2000; Price et al., 1998; Xu et al., 2005). Diese evolutionire
Konservierung der Funktion lie Gorl et al. (2001) auf einen @hnlichen Mechanismus in N.
crassa schlieen. Von den zwei CKI-Homologen in N. crassa, CK-1a und CK-1b, zeigt CK-
la die groBere Ahnlichkeit zu DBT. Beide Kinasen phosphorylieren die PEST-Doménen von
FRQ in vitro, jedoch nicht eine Region, in der drei bereits bekannte Phosphorylierungsstellen
liegen. Co-Immunoprizipitationen zeigen aulerdem, dass CK-1a mit FRQ in vivo interagiert,
was durch eine Aufreinigung von FRQ bestdtigt wurde (Cheng et al., 2005). Deletion oder
Mutation der CK-1a-Bindedomine (FCD, s. Abb. 1.4) und er benachbarten PEST1-Domine
des FRQ-Proteins fiihrt zu einer deutlichen Hypophosphorylierung von FRQ sowie zu einer
erhohten Stabilitit durch eine niedrigere Abbaurate. Dies deutet auf eine direkte Regulation
der FRQ-Stabilitdt durch CK-la hin. CK-1a phosphoryliert aber nicht nur FRQ, sondern
vermittelt auch die FRQ-abhéngige Phosphorylierung von WC-1 und WC-2 und damit die
Inhibition der WCC-Aktivitit (He et al., 2006). Eine Gendisruption von ck-1b dagegen
bewirkt zwar Wachstums- und Entwicklungsdefekte, zeigt aber keine Verdnderung im
Phosphorylierungsmuster oder der Oszillation von FRQ, was darauf hindeutet, dass CK-1b
keine entscheidende Rolle in der Funktion der circadanen Uhr von N. crassa spielt (Yang et

al., 2003).

1.3.5.2 Calmodulin-Kinase 1

CAMK-1 war die erste potentielle FRQ-Kinase, die durch biochemische Aufreinigung von
FRQ identifiziert wurde (Yang et al.,, 2001). Sie =zeigt in vitro den stirksten
Phosphorylierungseffekt und phosphoryliert v. a. die FRQ-Region von Aminosdure 501 bis
519. Eine Gendisruption von camk-1 filhrt in N. crassa zu Wachstums- und

Entwicklungsdefekten, allerdings nur voriibergehend: scheinbar kann der Verlust der
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Funktion von anderen Kinasen ausgeglichen werden. Dadurch werden Aussagen iiber eine
circadiane Funktion durch FRQ-Phosphorylierung in vivo erschwert. Phase, Periodenldnge
und lichtinduzierte Phasenverschiebung der Uhr weichen in dieser Mutante jedoch leicht von

denen des Wildtyps ab.

1.3.5.3 Casein-Kinase II

Mithilfe der camk-1-Mutante (s. 0.) gelang es, CKIl zusammen mit FRQ aufzureinigen
(Yang et al., 2002). Ein Knockout von cka, der katalytischen Untereinheit von CKII, ist zwar
im Gegensatz zu anderen Eukaryoten lebensfihig, zeigt aber schwere Wachstums- und
Entwicklungsdefekte. Die Phosphorylierung von FRQ ist in dieser Mutante stark abweichend
vom Wildtyp, der grofite Teil des Proteins bleibt hypophosphoryliert, was auf eine
Phosphorylierung durch CKII in vivo hindeutet. Eine signifikant hohere FRQ-Expression als
im Wildtyp ldsst auBerdem darauf schlieBen, dass eine Phosphorylierung durch CKII zum
proteasomalen Abbau von FRQ fiihrt (Yang et al., 2002).

Hohe Expressionsmengen von hypophosphoryliertem FRQ gehen in dieser Mutante einher
mit fehlender circadianer Oszillation von frg- und ccg-mRNA im Dauerdunkel, was auf eine
Rolle von CKII als Uhrenkomponente schlieBen ldsst. Trotz der hohen FRQ-Expression,
wodurch eigentlich die Aktivitit des WCC inhibiert werden sollte, ist die RNA-Menge von
frq erhoht. Die negative Riickkopplung scheint in dieser Mutante nicht funktional und die
Phosphorylierung von FRQ durch CKII erforderlich fiir dessen Funktion als
Transkriptionsrepressor zu sein. Des Weiteren konnte in der cka-Mutante mehr WCC
zusammen mit hypophosphoryliertes FRQ co-prizipitiert werden als im Wildtyp. CKII-
Phosphorylierung von FRQ erfiillt also drei Funktionen in der circadianen Uhr von N. crassa:
Vorbereitung des Abbaus von FRQ, Inhibition der WCC-FRQ-Interaktion und Vermittlung
der Inaktivierung des WCC. (Yang et al., 2002). Letzteres wurde 2006 von He et al. bestitigt
durch die Rolle von CKII bei der FRQ-abhingigen Phosphorylierung von WC-1 und WC-2.

Die Rolle von CKII in der circadianen Uhr von N. crassa wurde weiterhin bestétigt durch
das Ausschalten des Gens einer der beiden regulatorischen Untereinheiten von CKII, ckbl
(Yang et al., 2003). FRQ ist in dieser Mutante hypophosphoryliert und stabiler als im
Wildtyp, die circadianen Rhythmen von Konidienbildung und FRQ-Proteinoszillation haben
lange Perioden, aber eine niedrige Amplitude. Ein &dhnlicher Phinotyp ergibt sich, wenn
diverse CKII-Phosphorylierungsstellen des FRQ-Proteins mutiert werden. Interessanterweise

ist CKII auch eine wichtige Komponente der circadianen Uhr von Drosophila, es
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phosphoryliert PER und reguliert so seine Repressorfunktion in der negativen

Riickkopplungsschleife (Nawathean und Rosbash, 2004).

1.3.5.4 Die Protein-Phosphatasen 1 und 2A (PP1 und PP2A)

PP1 und PP2A stellen die beiden Hauptgruppen der Proteinphosphatasen in eukaryotischen
Organismen. Um ihren vielfiltigen Aufgaben innerhalb der Zelle gerecht zu werden, sind sie
mit einer Vielzahl von regulatorischen Proteinen assoziiert. Sowohl PP1 als auch PP2A sind
wichtige Regulatoren der circadianen Uhr von N. crassa (Yang et al., 2004). So zeigt eine
partiell funktionale Mutante von ppp-1 (bei der eine katalytische Untereinheit von PP1 eine
missense-Mutation trigt) einen Phinotyp mit kurzer Periodenldnge und phasenverschobener,
vorzeitiger Konidienbildung, der hervorgerufen wird durch einen schnelleren Abbau von
FRQ. Eine Gendisruption von rgb-1 (einer regulatorischen Untereinheit von PP2A) wiederum
zeigt keine Verdnderung der FRQ-Stabilitédt, aber ein veridndertes Phosphorylierungsmuster
des Proteins im vergleich zum Wildtyp. Sowohl Protein- als auch mRNA-Menge von frq sind
in dieser Mutante niedrig und die Oszillation der Uhr zeigt eine verlingerte Periode und
niedrige Amplitude. PP1 und PP2A haben unterschiedliche Rollen in der circadianen Uhr von
N. crassa und regulieren diese zusammen mit den verschiedenen Kinasen. PP1 unterstiitzt
durch Dephosphorylierung die Stabilitit von FRQ, wihrend PP2A in der negativen
Riickkopplungsschleife wirkt und den Phosphorylierungsstatus des WCC reguliert
(Schafmeier et al., 2005). Durch das Drosophila-Homolog von RGB-1, TWS, konnte
nachgewiesen werden, dass PP2A auch ein wichtiger Regulator der Fliegen-Uhr ist

(Sathyanarayanan et al., 2004).

1.3.6 Proteasomale Degradation von FRQ

Der phosphorylierungsabhingige Abbau von FRQ passiert dhnlich wie der von PER bei
Drosophila und Sdugern iiber den Ubiquitin-Proteasom-Weg (Eide et al., 2005; Grima et al.,
2002; He et al., 2003; Ko et al., 2002). Der Abbau von ubiquitiniertem FRQ geschieht
mithilfe des F-Box/WD-40-Proteins FWD-1, dessen Drosophila-Homolog Slimb am
proteasomalen Abbau von PER beteiligt ist (He et al., 2003). FWD-1 funktioniert hierbei als
substratrekrutierende Untereinheit fiir E3-Ubiquitinligasen des SCFgwp.;-Komplexes.
Wihrend ein hyperphosphoryliertes Substrat von einer propellerartigen Struktur von [3-
Faltblittern (den sog. WD-40 repeats) erkannt und gebunden wird, bindet die E3-Ubiquitin-
Ligasean die F-Box-Doméne des FWD-Proteins. Wird die F-Box von fwd-1 deletiert, so kann

die E3-Ligase nicht mehr binden und der Abbauweg wird unterbrochen. Es kommt zu einer
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Akkumulation von hyperphosphoryliertem FRQ, was bestitigt, dass FRQ-Phosphorylierung
dem Abbau vorausgeht. Die AF-Box-Mutante ist arrhythmisch sowohl in Bezug auf die
Konidienbildung als auch in Bezug auf die Expression von FRQ und anderer
uhrenkontrollierter Gene. Des Weiteren bildet FWD-1/AF-Box in vivo einen stabilen
Komplex mit FRQ — eine Interaktion, die im Wildtyp aufgrund der nachfolgenden schnellen
Ubiquitinierung und Degradiation von FRQ durch das Proteasom nur transient und daher
nicht nachweisbar ist. Zusammengenommen mit den Daten der Experimente mit
verschiedenen Kinasen und Phosphatasen ergibt sich ein Bild der Uhr, bei dem die
fortschreitende Phosphorylierung von FRQ an vielen verschiedenen Stellen durch
verschiedene Kinasen (und — antagonistisch dazu — die Dephosphorylierung durch
Phosphatasen) die Stabilitit von FRQ feinreguliert und so die Periodenlinge der Uhr
bestimmt. Je hoher also der Phosphorylierungsstatus von FRQ, desto hoher seine Affinitét zur
WD-40-Doméne und seine Abbaurate. Die fortschreitende Phosphorylierung und deren
Verzogerung durch Dephosphorylierung des negativen Elements der Uhren von Pilzen,
Fliegen und Sédugern sorgen so fiir eine hochkomplex regulierte zeitliche Verzogerung in der
negativen Riickkopplungsschleife, um so einen stabilen circadianen Rhythmus zu erzeugen.
Das COP9-Signalosom wiederum, ein bei Eukaryoten konservierter Komplex aus
mehreren Untereinheiten, reguliert die Stabilitdt des SCFrwp.;-Komplexes in N. crassa (He et
al., 2005a). Eine Mutation des COP9-Signalosoms in N. crassa fiihrt zur Auto-
Ubiquitinierung des SCFpwp.j-Komplexes, da CULLIN-1 (eine Komponente des SCF-
Komplexes) nicht mehr durch das CNS deneddyliert wird. Der SCFpwp.;-Komplex wird
dadurch abgebaut und der Abbau von FRQ von der Uhr entkoppelt. Interessanterweise zeigt
diese Mutante mit Verlust der CNS-Funktion eine FRQ-unabhingige Oszillation mit langer
Periodenlidnge und temperaturkompensierter Konidienbildung, stabil im Dauerdunkel,

Dauerlicht und in Temperaturzyklen.

1.3.7 Parallelen zu circadianen Oszillatoren hoherer Eukaryoten

Sowohl im Mechanismus als auch auf Ebene der Uhrenproteine bestehen signifikante
Ubereinstimmungen zwischen der circadianen Uhr von N. crassa und denen von Insekten und
Saugetieren. Die circadianen Oszillatoren von Neurospora, Drosophila und Sidugern folgen
dem gleichen Prinzip: sie basieren auf autoregulatorischen circadianen negativen
Riickkopplungsschleifen (Dunlap, 1999; Young und Kay, 2001). Am Anfang all dieser
autoregulierten Riickkopplungsschleifen stehen heterodimere Transkriptionsfaktoren mit

PAS-Dominen als positive Elemente, die die negativen Elemente aktivieren. Die negativen
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Elemente wiederum schlieen die Riickkopplungsschleife, indem sie die positiven Elemente
inaktivieren. Weitere Ahnlichkeiten bestehen bei den positiven Riickkopplungsschleifen, die
in allen genannten Systemen existieren und die Stabilitit der circadianen Uhr gewihrleisten.
(Cheng et al., 2001b; Glossop et al., 1999; Kim et al., 2002; Lee et al., 2000; Preitner et al.,
2002; Shearman et al., 2000). Besonders WC-1 weist Homologien auf zu BMAL-1, einen
bHLH-Transkriptionsfaktor der Sdugetier-Uhr (Lee et al., 2000; Tauber et al., 2004). Ahnlich
wie FRQ mit FRH bei Neurospora ist PER, das negative Element der Uhren von Drosophila
und Sdugern, mit einem RNA-bindenden Protein assoziiert (Brown et al., 2005). So haben
alle Kernkomponenten der circadianen Uhr von N. crassa ihr funktionelles Gegenstiick in den
circadianen Uhren des Tierreichs, auch wenn kaum Sequenzhomologien existieren.

Stark konserviert ist dagegen auch die Regulation der Uhrenproteine: dhnlich wie FRQ
wird PER im Laufe eines circadianen Tages fortschreitend phosphoryliert. Phosphorylierung
fiihrt auch im Fall von PER zum proteasomalen Abbau und ist ein wichtiger Schritt hin zu
seiner Repressorfunktion (Young und Kay, 2001). Obwohl keinerlei Sequenzhomologien
bestehen, werden PER und FRQ durch CKI und CKII phosphoryliert (Akten et al., 2003; Gorl
et al., 2001; Kloss et al., 1998; Lin et al., 2002; Lowrey et al., 2000; Nawathean und Rosbash,
2004; Price et al., 1998; Xu et al., 2005; Yang et al., 2002, 2003) und konnen durch die
gleichen Phosphatasen wieder dephosphoryliert werden (Sathyanarayanan et al., 2004; Yang
et al, 2004). Des Weiteren vermittelt eine konservierte SCF-E3-Ligase die
phosphorylierungsabhiingige Ubiquitinierung und so den Abbau sowohl von FRQ als auch
von PER (Eide et al., 2005; Grima et al., 2002; He et al., 2003; Ko et al., 2002). Die
Konservierung dieser postranslationalen Regulatoren der Uhr lidsst die Vermutung zu, dass
eine evolutiondre Verbindung zwischen eukaryotischen circadianen Oszillatoren besteht.
Basierend auf dieser Beobachtung konnte CSN, ein hochkonservierter Regulator des
Proteinabbaus bei Eukaryoten, als weitere Uhrenkomponente identifiziert werden (He et al.,
2005a). Seine Dysfunktion wird mit dem Smith-Magenis-Syndrom in Verbindung gebracht,
einer menschlichen Erbkrankheit, die neben anderen gravierenden Schiddigungen einen
abnormen circadianen Phénotyp und abweichendes Schlafverhalten zeigt (Gropman et al.,

2007).

1.4 Zeitgeber: die Synchronisation mit der Umwelt

Die circadiane Uhr kann molekulare und physiologische Rhythmen unabhingig von
externen Zeitgebern generieren. Unter freilaufenden Bedingungen regt sich die Uhr selbst an

und der Rhythmus der Zelle ensteht durch die Riickkopplung der Signalkaskade. Um jedoch
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mit der natiirlichen Umwelt synchron zu bleiben, miissen circadiane Uhren in der Lage sein,
auf die Rhythmen der Umgebung zu reagieren und sie in den eigenen Rhythmus zu
integrieren. Dieser Prozess wird im Englischen als entrainment bezeichnet (Johnson et al.,
2003), im Deutschen hat sich der Begriff Synchronisation durchgesetzt. Ein synchronisiertes
circadianes System garantiert, dass alle Prozesse in der Zelle im Verlauf der Jahreszeiten
taglich zu ihrem optimalen Zeitpunkt ablaufen, da sich Tages- und Nachtlinge durch die
Verschiebung der Erdachse im Jahresverlauf verindern. Naturgegeben sind Licht und

Temperatur die wichtigsten Zeitgeber der circadianen Uhr.

1.4.1 Licht
1.4.1.1 Die Lichtreaktion

Innerhalb des sichtbaren Lichtspektrums ist blaues Licht das wichtigste fiir die
Synchronisation circadianer Uhren (Gehring und Rosbash, 2003). Bei N. crassa sind dazu
nicht nur die Uhr, sondern alle bisher bekannten Lichtreaktionen blaulichtabhéngig (Linden,
2002; Liu et al., 2003). Als Lichtrezeptor dient hier der bereits beschriebene heterodimere
Transkriptionsfaktor WCC (Ballario et al., 1996; Crosthwaite et al., 1997; Linden und
Macino, 1997; Talora et al., 1999). Neben seiner Funktion als positives Element der
circadianen Riickkopplungsschleife dient WC-1 als einziger Blaulichtrezeptor von N. crassa,
ein Hinweis auf die enge Verkniipfung von circadianer Uhr und Lichtreaktion (Froehlich et
al., 2002; He et al., 2002). Ahnlich verhilt es sich bei Drosophila (Krishnan et al., 2001).

Seine Funktion als Photorezeptor erhdlt WC-1 durch seine LOV-Domine, eine
spezialisierte Form der PAS-Domine, an die ein Flavin-Molekiil als Chromophor gebunden
ist (Froehlich et al., 2002; He et al., 2002). Die Chromophor-Bindung #hnelt dabei der von
anderen PAS-Dominen des LOV-Typs, die ebenfalls als Blaulicht-Rezeptoren dienen und
Flavin-Bindemotive in ihrer Aminosiduresequenz aufweisen (Cheng et al., 2003a; Crosson und
Moffat, 2001). Flavin (FAD oder FMN) bildet innerhalb der LOV-Domine ein
blaulichtabhéngiges Addukt mit der Seitenkette eines hochkonservierten Cysteins (Crosson
und Moffat, 2002; Crosson et al., 2003). Es gibt keine Daten dariiber, was unmittelbar nach
der Absorption eines Blaulicht-Photons durch WC-1 passiert, doch aufgrund der Ahnlichkeit
zu anderen LOV-Domiénen und deren Rolle als Blaulichtrezeptoren (z. B. PHY3) wird
folgender Mechanismus vermutet: Blaulichtabsorption fithrt zur Bildung einer reversiblen
kovalenten Bindung zwischen Cystein und Flavin. Durch diese Adduktbildung wird das
planare Flavin-Molekiil etwas gekippt und geht vom inaktiven in den aktiven Signalstatus

tiber. Dieses ,,Kippen* verursacht eine leichte, aber entscheidende Konformationsidnderung in
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den Peptidbindungen der Aminosdurekette der LOV-Domine, die wiederum Ladungen bzw.
Salzbriicken an der konservierten Proteinoberfliche verschieben. Dadurch dndert sich die
Interaktionsaffinitit mit weiteren Komponenten der Signalkaskade, was dann diese
Signalkaskade auslost (Crosson und Moffat, 2002; Crosson et al., 2003; Harper et al., 2003).
Da noch keine Strukturanalysen der LOV-Domine von WC-1 vorliegen, sind diese
Annahmen spekulativ, aber der Konservierungsgrad von LOV-Doménen macht eine
Konservierung des Mechanismus wahrscheinlich. Im Vergleich zur LOV2-Doméne von
PHY3 besitzt WC-1  zusitzliche Aminosduren, die laut computergestiitzter
Strukturberechnung nahe der Peptide liegen, die bei PHY3 fiir die blaulicht-vermittelte
Konformationsédnderung veantwortlich sind. Sie bilden eine zusitzliche Schleife, deren
Funktion bisher aber nicht bekannt ist. Es wird vermutet, dass sie den relativ langen
Photozyklus von WC-1 bedingt (He und Liu, 2005; He et al., 2002; Heintzen, 2005). Beide
Merkmale — die zusitzlichen Aminosduren und ein verlidngerter Photozyklus — wurden auch
bei FKF1 gefunden, einem flavinbindenden Protein mit LOV-Doméne aus Arabidopsis, das
den zyklischen Abbau eines Transkriptionsrepressors von CO (constans) reguliert (ein
Schliisselfaktor der photoperiodisch regulierten Bliitenbildung) (Cheng et al., 2003a;
Imaizumi et al., 2003, 2005).

Es besteht auch die Moglichkeit, dass die lichtinduzierte Konformationsinderung
Phosporylierungsstellen zuginglich macht, die vorher verborgen waren und auf diese Weise
WC-1 zu einem besseren Substrat fiir Kinasen oder Phosphatasen macht (Heintzen, 2005).
Dazu passt, dass WC-1 und WC-2 bei Lichtinduktion ihren Phosphorylierungsstatus dndern
(Schwerdtfeger und Linden, 2000; Talora et al., 1999). Phosphorylierung und
Dephosporylierung sind der Schliissel bei der Aktivierung oder Inaktivierung des WCC.
Besonders WC-1 wird bei Belichtung stark hyperphosphoryliert; hélt diese Belichtung linger
an, kehrt es jedoch zu seiner hypophosphorylierten Form zuriick (He et al., 2005a; Heintzen et
al., 2001; Schwerdtfeger und Linden, 2001; Talora et al., 1999). Dies steht in Verbindung mit
einem weiteren Phdnomen der Lichtreaktion von N. crassa, der sogenannten Photoadaption.
Urspriinglich wurde angenommen, dass hyperphosphoryliertes WC-1 transkriptionell aktiv ist
(Talora et al., 1999). Es hat sich aber herausgestellt, dass hyperphosphorylierter WCC inaktiv
ist und nur die hypophosphorylierte Form die Transkription von Zielgenen aktivieren kann
(He und Liu, 2005). So zeigt sich ein Anstieg der RNA von WCC-aktivierten Genen bereits
bevor  hyperphosphoryliertes =~ WC-1  nachweisbar  ist. Beim  Auftreten von
hyperphosphoryliertem WC-1 fallen die Transkript-Mengen bereits wieder. Aulerdem konnte

gezeigt werden, dass die Bindung von WCC an die Promotoren der Zielgene von seinem
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Phosphorylierungsstatus abhédngt: hypophosphorylierter WCC bindet stirker als die
hyperphosphorylierte Form. Eine dhnliche Beobachtung gelang fiir die WCC-Funktion im
Dauerdunkel: auch hier ist die hypophosphorylierte Form transkriptionell aktiv (He et al.,
2005b; Schafmeier et al., 2005).

Die Mechanismen, die unmittelbar nach der Lichtinduktion ablaufen, kann man sich also
wie folgt vorstellen: bei Belichtung mit Blaulicht erfolgt eine schnelle
Konformationsénderung, die den WCC in einen photoaktivierten Komplex verwandelt (L-
WCC), der die Transktiption seiner Zielgene induziert. Gleichzeitig leitet die
Konformationsénderung die Phosphorylierung von L-WCC ein, die diesen wieder inaktiviert
und eventuell auch zu seinem Abbau fiihrt. Wie schon in Kap. 1.3.2 erwéhnt, ist WC-1 ohne
WC-2 instabil (Cheng et al., 2003b). Moglicherweise destabilisiert die lichtinduzierte
Hyperphosphorylierung den WCC, so dass die beiden WC-Proteine dissoziieren und anfillig
werden fiir weitere Phosphorylierung und proteasomalen Abbau. Tatsdchlich wird
hyperphosphoryliertes WC-1 abgebaut (He und Liu, 2005; Lee et al., 2000; Talora et al.,
1999). Dies konnte auch indirekt nachgewiesen werden durch Expression einer dominant-
negative Form von PKC, einer Kinase, die WC-1 phosphoryliert. In dieser Mutante
akkumuliert WC-1, wihrend in einer Mutante, die PKC konstitutiv iiberexprimiert, nur wenig
WC-1 nachweisbar ist (Franchi et al., 2005).

Wie aber sind diese lichtinduzierten Signalkaskaden mit dem stabilen Rhythmus der Uhr
verkniipft? Ein Zielgen des photoaktivierten WCCs ist frg (Crosthwaite et al., 1997). In der
Promotorsequenz von frg wurden zwei lichtresponsive Elemente (LREs) identifiziert, an die
WCC in vivo bindet (Froehlich et al., 2002, 2003; He und Liu, 2005). Von diesen wird das
distale Element im Dauerdunkel gebunden und sorgt fiir die Aufrechterhaltung des
circadianen Rhythmus unter freilaufenden Bedingungen (Froehlich et al., 2003). Der WC-
Proteinkomplex, der bei Belichtung an den frg-Promotor bindet (L-WCC) ist jedoch groBer
als der, der im Dunkeln bindet (D-WCC). Durch Experimente in vitro konnte aber gezeigt
werden, dass WC-1 und WC-2 die einzig notwendigen Faktoren fiir lichtabhingige
Promotorbindung sind. Der groflere L-WCC ist also nicht auf die Rekrutierung weiterer
Faktoren zuriickzufiihren (Froehlich et al., 2002; He und Liu, 2005). WC-1 wiederum tendiert
in vivo zur Bildung eines Homodimers mit dem Potential, einen grofen trimeren Komplex aus
zwei WC-1 und einem WC-2 zu bilden (Cheng et al., 2003b). Der trimere L-WCC wiirde also
bei Belichtung an den frg-Promotor binden und der dimere D-WCC die Uhr im Dauerdunkel
aktivieren. Bisher ist unklar, ob der L-WCC auch schon im Dunkeln in der Zelle existiert,

oder ob er bei Belichtung erst aus dem D-WCC entsteht. Wie auch immer der Mechanismus
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funktioniert, die Verbindung von Lichtreizwahrnehmung und Transkriptionsaktivierung von

frq ist eine einfache Moglichkeit, durch diese Lichtreize die circadiane Uhr zu beeinflussen.

1.4.1.2 Synchronisation durch Licht

Crosthwaite et al. stellten 1995 aufgrund ihrer molekularbiologischen Experimente ein
einfaches Modell vor, um den Neustart der Uhr durch Lichtreize bei Eukaryoten zu erkléren.
Dabei erklirt der schnelle Anstieg von frg-Transkript bei Lichtinduktion die gegensitzliche
Wirkung von Licht auf die Uhr. Aufgrund des circadianen Rhythmus von frg-RNA im
Dunkeln wird davon ausgegangen, dass ein Lichtreiz zu einem Zeitpunkt, zu dem die Menge
an frg-RNA ansteigt (z. B. in der subjekt. Morgendimmerung) dazu fiihrt, dass der
Hohepunkt der Expression frither erreicht wird und der Zyklus der Uhr sich nach vorne (auf
»spater) verschiebt. Lichtreize zu einem spéteren Zeitpunkt (subjekt. Abenddimmerung),
wenn die Menge der frg-RNA sinkt, ebendiesen Abfall verzogern und so den Zyklus nach
hinten (auf ,,frither”) verschieben. Im Gegensatz dazu haben Lichtreize am subjektiven Mittag
wenig bis keinen Effekt (Crosthwaite et al., 1995).

Ahliche Mechanismen sind auch aus anderen circadianen Systemen bekannt, wo
lichtabhingige Induktion oder Abbau von Uhrenkomponenten die Uhrenumstellung dieser
Organismen erklidren (Ashmore und Sehgal, 2003; Shigeyoshi et al., 1997; Young und Kay,
2001). Interessanterweise wird grf, eine antisense-RNA des frg-Locus, ebenfalls stark
lichtinduziert, obwohl sie sich antizyklisch zur frg-RNA verhilt. Mutanten, in denen die
Lichtinduktion von grf gestort ist, zeigen eine stirkere Phasenverschiebung der Uhr bei
Lichtimpulsen, haben im Dauerdunkel jedoch eine normal funktionierende circadiane Uhr,
was darauf hindeutet, dass grf zwar die Lichtreaktion der Uhr didmpft, die zentrale
Uhrenfunktion selbst jedoch nicht beeinflusst (Crosthwaite, 2004; Kramer et al., 2003).

Schnelle Verdnderungen der Mengen von Uhrenkomponenten konnen den Einfluf von
kurzen Lichtimpulsen auf die circadiane Uhr erklédren, sie beantworten aber nicht die Frage,
wie ganze Lichtperioden, also kontinuierliches Licht iiber mehrere Stunden hinweg, die
Synchronisation ermdglicht (Johnson et al., 2004). Es ist durchaus moglich, dass trotz
stindiger Beleuchtung nur die Dimmerung, also der Ubergang von dunkel zu hell und
umgekehrt, wahrgenommen wird (Johnson et al., 2004). Dieses ,,Stilllegen* des Lichtreflexes
wihrend des Tages konnte von der Uhr selbst erreicht werden, indem die
Lichtempfindlichkeit selbst circadian reguliert wird. Dieser Prozess wird mit dem englischen
Begriff gating bezeichnet (Dragovic et al., 2002; Fleissner und Fleissner, 1992; Gillette und
Mitchell, 2002; Heintzen et al., 2001; McWatters et al., 2000; Millar und Kay, 1996). In

23



1 Einleitung

manchen Modellen synchronisieren Lichtsignale die innere circadiane Uhr mit der dufleren
Welt, indem Teile des circadianen Zyklusses wiederholt oder {ibersprungen werden.
Alternativ kann man annehmen, dass Lichtimpulse den circadianen Zyklus dehnen (und so
verldngern) oder stauchen (und so verkiirzen). Da die Periodenldnge laut Aschoff’scher Regel
von der Intensitit des Lichts abhédngt, wird diese Regel oft herangezogen, um Modelle der
kontinuierlichen Synchronisation zu unterstiitzen (Johnson et al., 2004).

Fortschritte bei der Erforschung der Synchronisation wurden in jiingster Zeit erzielt bei
Studien an N. crassa-Stimmen, die Mutationen im Gen des LOV-Proteins VVD (vivid) tragen
(Elvin et al., 2005; Heintzen et al., 2001).
Das vvd-Gen kodiert ein sehr kleines
PAS/LOV-Protein  mit  sehr  starker
Homologie zur PAS/LOV-Domine von
WC-1 (Heintzen et al., 2001). VVD ist ein /

WC-1-abhingiger Blaulichtrezeptor und 5 m S pira—
wirkt als ein Repressor der Lichtreaktion,
indem es Anderungen in der Lichtintensitit
wahrnimmt (Cheng et al., 2003a; Heintzen
et al., 2001; Schwerdtfeger und Linden,
2001, 2003; Shrode et al., 2001). Die
Tatsache, dass VVD die Aktivitiat des WCC

hemmt, verweist auf eine Rolle bei der
Synchronisation und Neuprogrammierung

der Uhr von N. crassa. Des Weiteren ist die

Transkription von vvd uhrenkontrolliert und

entspricht ~ damit  den  theoretischen  Abb. 1.5: Freilaufende Rhythmen und ihre

Beeinflussung durch Lichtpulse (LP). Oben: normale
Oszillation in einem 24-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus.
der Lage ist, die Lichtsensitivitit des Mitte: ein Lichtpuls im Dauerdunkel zum Zeitpunkt des

. ) subjektiven Abends verkiirzt die Phase der Uhr.
zentralen Lichtrezeptors zu regulieren. Dazu  ynten: ein Lichtpuls kurz vor der subjektiven

Malgaben einer Uhrenkomponente, die in

Morgendammerung verschiebt die Oszillation nach

passend zeigen vvd-deletierte Mutanten eine hinten. (Aus: Kleinig, Hans: Zellbiologie)

viel stiarkere Umstellung der Uhr bei

Lichtimpulsen und gehemmtes, wenn auch nicht vollig fehlendes gating (Heintzen et al.,
2001). Die Konidienbildung unter konstanten Bedingungen (DD) ist bei dieser Mutante um
ca. vier Stunden verzogert (phasenverschoben) (Elvin et al., 2005; Heintzen et al., 2001).

Néhere Untersuchungen dieses Phinotyps zeigten, dass VVD die Phase der Uhr kontrolliert,
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indem es die Lichtreaktion in der Morgenddmmerung iiber WCC-Repression hemmt. Beim
Ubergang in die Nacht (bzw. Dunkelheit) dagegen beschleunigt VVD den Abbau von frg-
RNA. Durch die Hemmung der Uhrenumstellung durch VVD in der (subjektiven)
Morgendimmerung kann die circadiane Uhr im Wildtyp fast ungestort von Lichtimpulsen in
den Tag ,laufen*. Erst am Ende des Tages, bei Einbruch der Dunkelheit, wird durch diesen
Tagesoszillator die reprimierende Riickkopplung von frg und damit die Phase der
uhrengesteuerten Konidienbildung kontrolliert (Elvin et al., 2005). In vvd-Mutanten bricht
dieser Tagesoszillator zusammen und die Zelle kann die Phase ihrer inneren Uhr nicht mehr
mit der Photoperiode (das heiflit der duBleren, durch Licht definierten Zeit) in Korelation
setzen. N. crassa fiihrt seine Oszillation zwar fort, jedoch deutlich phasenverschoben
(,,verspitet”). Durch VVD ist N. crassa in der Lage, seine Konidienbildung immer auf die
spiaten Nacht- bzw. frithen Morgenstunden zu terminieren, unabhéngig von der Tageslinge.
Dies konnte durch race tube assays mit verschiedenen Photoperioden (von unter 16 bis iiber
28 Stunden) gezeigt werden. Diese Fihigkeit geht in vvd-Mutanten verloren, was zu starker
Konidienbildung wihrend des (subjektiven) Tages in langen Photoperioden fiihrt. Es wird
davon ausgegangen, dass die zeitliche Einschrinkung der Konidienbildung auf die
Dunkelperiode diese wihrend der Entwicklung vor Schiddigung durch UV-Strahlung und

Austrocknung schiitzen soll.

1.4.1.3 Photoperiodismus

Die Theorie, nach der circadiane Uhren genutzt werden kdnnten, um Anderungen in der
Tagesldnge zu messen, wurde zum ersten Mal 1936 von Erwin Biinning formuliert. Seine
Theorie der externen Koinzidenz geht von einer rhythmisch auftretenden Lichtsensitivitit aus,
die mit Stimulation durch Licht von auflen gleichzeitig auftreten muss, um eine
photoperiodische Reaktion hervorzurufen. Mittlerweile ist dieses Modell fiir viele (wenn auch
nicht alle) photoperiodischen Phidnomene anerkannt (Saunders, 2005). Diese Art von
Photoperiodismus konnte in N. crassa nachgewiesen werden durch Untersuchung der
Sporenbildung (sexuell und asexuell) sowie des Carotinoidgehaltes zu verschiedenen
Zeitpunkten des circadianen Tages (Roenneberg und Merrow, 2001; Tan et al., 2004b). Durch
systematisches Variieren der Tagesldnge konnten Tan et al. zeigen, dass die Konidienbildung
zur Tagundnachtgleiche am stirksten ist (d. h. Licht- und Dunkelphase sind jeweils 12 h
lang), gefolgt von verstirkter Bildung von Protoperithecien (Anlagen fiir sexuelle Sporen)

und Carotenoide, wenn die Tage ldnger werden. All diese photoperiodischen Merkmale treten
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in dem frg-deletierten frg’’-Stamm nicht auf, was zeigt, dass fiir Photoperiodismus eine
intakte circadiane Uhr bendtigt wird.

Im Pflanzen-Modell sind die molekularen Mechanismen des Photoperiodismus am besten
untersucht; hier konnten die Produkte des Gens constans (co) als Schliisselkomponenten der
photoperiodisch gesteuerten Bliitenentwickung identifiziert (Biinning, 1936; Suarez-Lopez et
al., 2001; Yanovsky und Kay, 2002) und so das Modell der externen Koinzidenz
photoperiodischer Reaktionen auf molekularer Ebene untermauert werden. Die circadiane Uhr
von Arabidopsis steuert die Expression von co so, dass es an kurzen Tagen (in der Natur
Frithjahr und Herbst) nur in der Dunkelheit exprimiert wird. Erst wenn die Tage ldnger
werden, fillt die Expression von co in die Lichtphase des Photozyklus. Dadurch wird unter
Langtag-Bedingungen CO durch aktiviertes Cryptochrom und Phytochrom A stabilisiert und
kann seinerseits die fiir die Bliitenentwicklung bendtigten Gene aktivieren (Valverde et al.,
2004).

Vermutlich gibt es bei N. crassa dhnliche Prozesse, die Photoperiodismus erzeugen oder
unterstiitzen. So wurde z. B. bei der Untersuchung der Expression von frg RNA und Protein
unter dem Einfluss von verschiedenen Photoperioden festgestellt, dass FRQ nicht mit den
Ubergiingen von Licht zu Dunkelheit und umgekehrt phasiert (Tan et al. 2004a). Die
Unabhiingigkeit der FRQ-Oszillation vom Tag-Nacht-Ubergang (und umgekehrt) zeigt
zusammen mit anderen Beobachtungen, dass die circadiane Uhr von N. crassa iiber den
vollen Licht-Dunkel-Zyklus hinweg funktionell ist (Elvin et al., 2005; Gooch, 1985; Tan et
al., 2004a) und nicht nur passiv von ihm angetrieben wird — eine Voraussetzung fiir eine Rolle
bei der Unterstiitzung von Photoperiodismus. Moglicherweise steuert die synchronisierte
circadiane Uhr von N. crassa photoperiodische Reaktionen durch rhythmische Erzeugung von
Lichtsensitivitit, wie bei Pflanzen.

Die oben beschriebenen Ergebnisse lassen vermuten, dass Synchronisation mit einem
natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus nicht so einfach ist, wie es sich aus Lichtpuls-Experimenten
ableiten ldsst. Experimente mit so genannten Skelett-Photoperioden (im Dauerdunkel, der
Tagesbeginn wird durch einen kurzen Lichtpuls imitiert) haben gezeigt, dass mit kurzen
Lichtsignalen nicht die gleiche typische phasische Synchronisation erreicht wird wie bei
Wildtypstimmen unter vollstindigen Photoperioden (Elvin et al., 2005). Vvd-Mutanten zeigen
dagegen sowohl unter vollstindigen als auch in Skelett-Photoperioden die typische
Phasierung, was darauf hinweist, dass zur Synchronisation eher lange Lichtperioden benétigt

werden und dass VVD diesen Effekt vermittelt (Elvin et al., 2005).
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Wie dieser Effekt von VVD auf molekularer Ebene genau funktioniert ist bisher nicht
bekannt, moglicherweise beinhaltet er direkten oder indirekten Einfluss von VVD auf die
Phosphorylierung bzw. Aktivitit von WCC. WC-1 ist z. B. in vvd-Mutanten konstitutiv
hyperphosphoryliert, was vielleicht auf die Aktivierung einer Phosphatase oder Repression
einer Kinase durch VVD hinweist (Heintzen et al., 2001; Schwerdtfeger und Linden, 2001).
Hyperphosphorylierung wiederum geht einher mit schnellem Abbau von WC-1 und neu
synthetisiertes WC-1 ist in diesen Mutanten nicht nachweisbar (Heintzen et al., 2001;
Schwerdtfeger und Linden, 2001). Aufgrund der Ahnlichkeit der LOV/PAS-Domine von
VVD zu der von WC-1 konnte VVD mit WC-1 um die Bindung an WC-2 konkurrieren und
auf diese Weise die Transduktion von Lichtsignalen unterbinden. Einige Fakten sprechen
gegen dieses Modell (schlieBen es jedoch nicht vollig aus): erstens bindet WC-1 nicht iiber
die LOV/PAS-Domine an WC-2 (Ballario et al., 1998; Cheng et al., 2003b; He et al., 2002)
und zweitens ist VVD vornehmlich im Cytoplasma lokalisiert, wihrend WCC zum
tiberwiegenden Teil im Zellkern zu finden ist (Schwerdtfeger und Linden, 2003).

Aufgrund der Tatsache, dass hyperphosphoryliertes WC-1 die inaktive Form darstellt,
sollte man eigentlich in vvd-Mutanten eine eher verminderte statt erhohte Lichtreaktion
erwarten. Es muss davon ausgegangen werden, dass die Regulation der Lichtsensitivitit
komplex ist und moglicherweise noch weitere Faktoren und Aktivititen in die initiale

Aktivierung des WCC in N. crassa involviert sind (Heintzen, 2005).

1.4.1.4 Andere Moglichkeiten der Licht-Signaltransduktion

Die vollstidndige Sequenzierung des Genoms von N. crassa
(www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ Neurospora _crassa _7) hat gezeigt, dass dieser
Organismus iiber einige weitere Homologe von Proteinen verfiigt, die potentiell zur
Lichtsignaltransduktion dienen: Phytochrome (PHY-1, PHY-2), Cryptochrom (CRY), Opsin
(NOP-1) sowie weitere LOV-Proteine (PHOT) (Froehlich et al., 2005). Dies bedeutet, dass
dem Pilz moglicherweise weitere Blau- oder auch Rotlicht-Signalwege zur Verfiigung stehen.
Verschiedene Wissenschaftler haben Knockout-Stamme dieser Gene hergestellt und einzelne
oder multiple Mutanten in Bezug auf ihre Lichtreaktion und die circadiane Uhr untersucht.
Bisher konnte jedoch nicht festgestellt werden, dass eines dieser Gene einen wirklichen
Einfluss auf das circadiane System oder die Lichtreaktion von N. crassa hat (Froehlich et al.,
2005; Mark Elvin, Christian Heintzen, Ping Cheng und Yi Liu, unveroffentlichte Ergebnisse,
zitiert in Heintzen und Liu, 2007). Die Expression von CRY ist jedoch lichtreguliert und

konnte auch Vorginge steuern, die bisher auf die Wirkung von lichaktiviertem WCC
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zuriickgefiihrt werden (Froehlich et al., 2005). Die anderen putativen Photorezeptoren zeigen
keine lichtabhingige Regulation. Die Transkription von phy-1 ist uhrengesteuert, das Protein,
seine Phosphorylierung und seine subzellulidre Verteilung sind jedoch keiner Oszillation
unterworfen. Uber die Bedeutung dieser putativen Photorezeptoren kann bisher nur spekuliert
werden. lThre Rolle bei der Lichtreaktion von N. crassa ist entweder subtil oder betrifft

Signalwege, die bisher unbekannt sind.

1.4.2 Temperatur

Die Umgebungstemperatur beeinflusst das circadiane System auf drei Arten, von denen die
wichtigste die Synchronisation ist: in einem 24-Stunden-Temperaturzyklus im Dauerdunkel
(z. B. 12 h 25° C und 12 h 20° C) wird die hohere Temperatur vom Organismus generell als
subjektiver Tag und die niedrigere Temperatur als subjektive Nacht wahrgenommen.
Zweitens sind der circadianen Uhr durch die Temperatur Grenzen gesetzt. Oberhalb und
unterhalb eines permissiven Temperaturbereichs ist die Uhr nicht funktional. Die dritte Art
der Beeinflussung durch die Temperatur ist die Temperaturkompensation der circadianen

Uhr. All diese Effekte wurden in N. crassa studiert.

1.4.2.1 Temperaturwahrnehmung

Die Expression von frq ist temperaturreguliert und kann damit als temperatursensitives
Signal zur Regulation der circadianen Uhr von N. crassa dienen. Bei einer Erhohung der
Umgebungstemperatur kommt es zum Anstieg von frg-RNA, umgekehrt sinkt diese, wenn die
Umgebungstemperatur fillt (Liu, 2003; Liu et al., 1998). Gleichzeitig ist FRQ
posttransskriptionell temperaturreguliert: unter konstanten Temperaturbedingungen ist FRQ
bei hohen Temperaturen stirker exprimiert als bei niedrigen, die frg-RNA jedoch bleibt
weitgehend konstant (Colot et al., 2005; Diernfellner et al., 2005; Liu et al., 1997, 1998).
Schon frithe Studien haben gezeigt, dass aus zwei verschiedenen Translationsstartcodons
innerhalb des frg-Leserahmens zwei Isoformen des FRQ-Proteins entstehen: IFRQ (large oder
long FRQ) und sFRQ (small oder short FRQ). Das relative Verhiltnis dieser zwei Formen
zueinander ist dabei temperaturabhéngig: bei hohen Temperaturen entsteht bevorzugt 1FRQ,
wihrend sFRQ zunimmt, je tiefer die Temperatur ist (Liu et al., 1997). Der Anteil an frg-
Transkript in der Zelle bleibt dabei jedoch konstant (Colot et al., 2005). Lange wurde iiber
einen alternativen Transkriptionsstart von frg spekuliert; die Ursache fiir die beiden FRQ-
Isoformen liegt jedoch in einem temperaturabhingigen Spleilen der untranslatierten 5’°-

Region (5’-UTR) der frg-mRNA begriindet. Durch das SpleiBen eines Introns wird das erste
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ATG-Codon des FRQ-Leserahmens entfernt und die Translation beginnt am dritten ATG-
Codon des Leserahmens (Met100). Ahnlich wie beim temperaturabhingigen Spleifen in
anderen Organismen entsprechen auch hier die SpleiBstellen der RNA nicht dem iiblichen
Konsensus. Sie wird dadurch von der Splei-Maschinerie der Zelle nur bei niedrigen
Temperaturen erkannt und effizient bearbeitet. Bei hohen Temperaturen liegt der grote Teil
der frg-RNA ungespleifit vor und FRQ wird in voller Léange translatiert. Der Anstieg von
FRQ wird jedoch davon nicht beeinflusst, sondern wird reguliert durch eine
temperaturabhiingige Translationskontrolle, die durch so genannte untranslatierte Leserahmen
(uORF) in der 5’-UTR entsteht (Diernfellner et al., 2005). Auch sie entsprechen im Aufbau
ihrer Ribosomen-Bindestelle nicht dem Konsensus. Sie werden bei tieferen Temperaturen
effizienter translatiert und reduzieren dadurch die Effizienz der Translation von IFRQ und
sFRQ, da die Ribosomen von der mRNA abfallen, bevor sie den Translationsstart von frg
erreichen. Uber eine temperaturgesteuerte Transkription von frq ist nichts bekannt.

Bei Mikroarray-Studien konnten 14 Gene identifiziert werden, die unter den Bedingungen
eines 12 h/12 h-Temperaturzykluses oszillieren. Alle diese Gene sind ebenfalls uhrengesteuert
und FRQ-abhingig (Nowrousian et al., 2003). Diese temperaturabhingige Oszillation geht in
einem Afrg-Stamm verloren, was darauf hinweist, dass die Synchronisation der Uhr durch
Temperatur frg-abhéngig ist. Auch wenn diese Daten eine Rolle von FRQ als
Temperatursensor vermuten lassen, so konnte der Verlust der Temperaturreaktion in der Afrg-
Mutante auch eine Konsequenz der nichtfunktionellen Uhr sein. Da aber die Konidienbildung
in Afrg-Mutanten auf rhythmische Temperaturinderungen reagiert, kann FRQ nicht die
einzige Komponente sein, welche Temperaturreaktionen vermittelt. Die verhdltnisméBig
geringe Anzahl der bei der Microarray-Studie gefundenen Gene und die Sensitivitit der
Methode konnten Erkldarungen sein fiir die Tatsache, dass bisher keine temperaturabhingig
oszillierenden Gene in Afrg-Mutanten gefunden wurden. Alternativ dazu konnte die

Temperaturreaktion der circadianen Uhr natiirlich auch posttranskriptionell gesteuert sein.

1.4.2.2 Die Umstellung der Uhr durch Temperatur

Wie bereits erwihnt, steigt und fillt die Menge der frg-mRNA mit steigender und fallender
Temperatur (Liu, 2003; Liu et al, 1998). Ahnlich wie Licht konnten diese
temperaturinduzierten Anderungen der frg-Expressionsmenge also eine Umstellung der Uhr
auslosen. Diese Ahnlichkeit besteht jedoch nur teilweise: Untersuchungen der RNA- und
Proteinmenge von frg bei unterschiedlichen Temperaturen und wéhrend schrittweise

gednderter Temperaturen deuten darauf hin, dass Unterschiede bestehen in den Mechanismen
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der lichtinduzierten und temperaturinduzierter Umstellung der Uhr. Wihrend die Menge der
frg-mRNA bei hohen oder niedrigen Temperaturen gleich ist, oszilliert FRQ bei hoher
Temperatur auf einem so hohen Level, dass die niedrigste FRQ-Menge des circadianen Tages
hoher ist als die hochste FRQ-Menge eines circadianen Tages bei niedriger Temperatur. Auf
diese Weise kann ein Anstieg der Temperatur von der circadianen Uhr N. crassas als Neustart
der Uhr vom Zeitpunkt der niedrigsten FRQ-Expression aus gewertet werden (subjektive
Morgendimmerung). Umgekehrt suggeriert ein Temperaturabfall einen Neustart der Uhr vom

Zeitpunkt der hochsten FRQ-Expression an (subjektive Abendddmmerung) (Liu et al., 1998).

1.4.2.3 Grenzen des Temperaturbereichs fiir circadiane Rhythmik und
Temperaturkompensation

Die temperaturabhingige Expression von IFRQ und sFRQ eroffnet eine Moglichkeit zu
erkldaren, wie Temperaturgrenzen fiir die circadiane Uhr festgelegt sein konnten (Liu et al.,
1997). Obwohl jede der beiden Formen fiir sich in der Lage ist, den circadianen Rhythmus zu
unterstiitzen, werden fiir einen normalen Rhythmus mit hoher Amplitude beide Formen
benotigt. Stimme, deren erstes Startcodon mutagenisiert ist und die nur sFRQ exprimieren,
verlieren ihre Rhythmizitit bei hohen Temperaturen. Stimme mit mutagenisiertem dritten
ATG, die nur IFRQ produzieren, sind bei niedrigen Temperaturen arrhythmisch. Dies lédsst
vermuten, dass die beiden Formen bei unterschiedlichen Temperaturen unterschiedlich
funktionieren. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass Stamme, die nur
eine der beiden Formen exprimieren, in der Periodenlidnge vom Wildtyp (mit beiden Formen)
abweichen. Andererseits kann jede Form die Rhythmizitdt der Uhr iiber die ganze Spanne des
permissiven Temperaturbereichs erhalten, wenn sie nur in ausreichender Menge exprimiert
wird (Colot et al., 2005; Diernfellner et al., 2005; Liu et al., 1997), was zeigt, dass sowohl
Qualitdt als auch Quantitédt von FRQ fiir den Erhalt eines besténdigen circadianen Rhythmus

wichtig sind.

1.4.2.4 Temperaturkompensation

Die Entdeckung der temperaturabhingigen Anderungen der Menge und Formen von FRQ
fiilrten zu der Vermutung, dass diese Anderungen die Grundlage sind fiir die
Temperaturkompensation der circadianen Uhr von N. crassa. Vor allem die gut definierte
Temperaturabhédngigkeit der Expression von IFRQ und sFRQ konnte ein Mechanismus sein,
iber den der Riickkopplungszyklus bei verschiedenen Temperaturen mit gleicher

Geschwindigkeit aufrechterhalten wird. So wiirde sFRQ die Geschwindigkeit des Zyklus bei
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niedrigen Temperaturen festlegen, aber mit steigender Temperatur an Effizienz verlieren und
IFRQ seine Funktion iibernehmen. Wenn diese Vermutung stimmt, dann sollte mit dem
Verschwinden einer der beiden Formen auch die Temperaturkompensation verloren gehen.
Solche Experimente wurden unabhingig voneinander durchgefiihrt (Colot et al., 2005;
Diernfellner et al., 2005; Liu et al., 1997), jedoch mit unterschiedlichen experimentellen
Ansitzen und Ergebnissen. Liu et al. und Colot et al. mutagenisierten jeweils die
entsprechenden Startcodons. Dadurch kam es im Stamm mit fehlendem ersten ATG bei
hoheren Temperaturen zu einer ineffizienten Translation von sFRQ, da bei ungesplei3ter
mRNA die Ribosomenbindestelle in ungiinstiger Position zum dritten ATG (dem
Translationsstart von sFRQ) liegt (s. auch Kap. 1.4.2.1). Die von Liu und Colot beobachtete
normale Temperaturkompensation sowie der Verlust von Rhythmizitit bei hohen
Temperaturen in Stimmen, die nur sFRQ exprimieren, konnte also auch mit mangelnder
FRQ-Menge zusammenhingen (Colot et al., 2005; Liu et al., 1997). Diernfellner et al.
wihlten einen anderen Zugang: sie optimierten die SpleiBstelle von FRQ, so dass auch bei
hohen Temperaturen ausschlieBlich und hocheffizient sFRQ exprimiert wurde. Das Ergebnis
war, dass diese sSFRQ-Stimme gegeniiber dem Wildtyp sogar eine leichte Uberkompensation
zeigen: wihrend sich die Wildtyp-Periodenlidnge sich mit steigender Temperatur leicht
verkiirzt, wird die Periode von sFRQ minimal, aber signifikant ldnger (Diernfellner et al.,
2005). Gleichzeitig dndert sich das Verhiltnis von sFRQ zu IFRQ im Wildtyp vor allem durch
die starke Zunahme von IFRQ, wihrend die Menge von sFRQ weniger stark abnimmt. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass die Temperaturkompensation nicht nur einfach von der
temperaturabhéngigen Expression der beiden FRQ-Formen abhiingt. Es ist auch moglich, dass
das Zusammenspiel von WCC und FRQ sowie FRH temperaturgesteuert ist, jedoch liegen

dazu bisher keine Untersuchungen vor.

1.5 Steuerung der ccgs durch die circadiane Uhr

Subtraktive Hybridisierung, Screening-Techniken und (in jiingerer Zeit) Microarray-
Experimente haben eine Fiille von Informationen iiber die Gene geliefert, die von der
circadianen Uhr kontrolliert werden. Bisher konnten in unabhiingigen Studien iiber 180 dieser
ccgs (clock controlled genes) identifiziert werden. Das entspricht ungefihr 10 bis 14 % des
gesamten Transkriptoms von N. crassa und (je nach Studie) 5 bis 20 % der untersuchten
Gene. Ausgehend von diesen Daten wird erwartet, dass ca. 500 bis 2000 der geschitzten
10.000 bis 11.000 Gene von N. crassa ccgs sind und ihre Transkription direkt oder indirekt

circadian reguliert ist. Der grofte Teil dieser Gene steht unter dem Einfluss des frg-Locus, das
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bedeutet, sie sind arrhythmisch in einem Afrg-Stamm oder entsprechen in ihrer Periodizitit
der Periode der frg-Mutante, in der sie exprimiert werden (Bell-Pedersen et al., 1996b; Correa
et al., 2003; Lewis et al., 2002; Loros et al., 1989; Nowrousian et al., 2003). Einige Gene
oszillieren auch in Stimmen mit nichtfunktionalem FRQ und konnten unter der Kontrolle
oder Teil eines anderen circadianen oder nichtcircadianen oszillatorischen Zyklus sein
(Correa et al., 2003). Aus der bekannten oder vermuteten Funktion der identifizierten ccgs
kann man schlieBen, dass die circadiane Uhr eine Vielzahl von Zellfunktionen wie
Zellteilung, Signaltransduktion, Entwicklung, Stoffwechsel und Proteinabbau steuert. Der
Einfluss der circadianen Uhr auf N. crassa ist also vergleichbar zu dem der Uhren anderer
Organismen (Dunlap und Loros, 2004). Inwieweit sich die Oszillation dieser ccgs auch auf
der Ebene der Proteine nachweisen ldsst, ist jedoch bisher nicht bekannt.

Ausgehend von der grolen Menge der bisher identifizierten ccgs ist doch relativ wenig
dariiber bekannt, wie deren Expression durch die circadiane Uhr (oder andere Oszillatoren)
rhythmisch reguliert wird. Experimente haben gezeigt, dass ccg-I und eas (= ccg-2)
hauptsédchlich auf Ebene der Transkription circadian reguliert sind. Beide Gene besitzen
Promotor-Elemente, die fiir ihre rhythmische Expression essentiell sind (Bell-Pedersen et al.,
1996a, 2001). Diese uhrenkontrollierten Elemente unterscheiden sich von den WCC-
Bindestellen im frg-Promotor, was bedeuten konnte, dass andere uhrenabhingige
Transkriptionsaktivatoren oder -repressoren die primédren Signale des WCC an diese
,,Output“-Gene weitergeben. Diese Annahme wird unterstiitzt von der Tatsache, dass es sich
bei einigen ccgs um Transkriptionsfaktoren handelt (Bell-Pedersen et al., 2001; Correa et al.,
2003; Lewis et al., 2002). Der WCC aktiviert jedoch auch etliche ccgs direkt und reguliert
deren Oszillation. So enthalten z. B. die Promotoren der Gene vvd und al-3 (albino-3) LREs,
die vom WCC gebunden werden (Bell-Pedersen et al., 2005; Carattoli et al., 1994).
Experimente mit cDNA-Microarrays mit einem Awc-/-Stamm mit induzierbar exprimiertem
WC-1 haben gezeigt, dass etwa 7 % aller untersuchten Gene auf die Expression von WC-1
reagieren (Lewis et al., 2002). Unter Beriicksichtigung der bekannten oder vermuteten
Funktionen einiger ccgs — wie z. B. Proteinsynthese und -abbau oder Transkriptreifung — ist
vorstellbar, dass die circadiane Uhr die Genexpression der Zelle auf vielen Ebenen reguliert
und vielleicht Hierarchien zeitgesteuerter Signalkaskaden etabliert. Derartige Hierarchien
wurden schon frither postuliert und Beweise, dass untergeordnete Oszillatoren
Untergruppierungen circadian kontrollierter Ereignisse steuern, wurden in anderen
Organismen gefunden (Heintzen et al., 1997; Pittendrigh, 1960; Staiger et al., 2003). Ebenso

wahrscheinlich ist, dass einige uhrenkontrollierte Signalkaskaden durch Riickkopplung auf
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die zentralen Oszillatoren einwirken. So ist das Gen vvd ein Beispiel fiir ein ccg, das iiber die
Lichtempfindlichkeit des zentralen Oszillators von N. crassa auch die eigene Expression
beeinflusst (Heintzen et al., 2001). Und die Expression des grf-Transkripts konnte ein
Beispiel sein fiir die Riickkopplungswirkung des circadianen ,,Outputs® auf die Neustellung
der Uhr (Kramer et al., 2003).

Um néher untersuchen zu konnen, wie die circadiane Uhr die Expression der ccgs
kontrolliert, entwickelten Vitalini et al. (2004) ein genetisches Selektionssystem fiir
Mutationen, die die Regulation von ccg-1 und ccg-2 beeinflussen. Dabei wurden zwei Arten
von Mutationen einzelner Gene gefunden, die entweder die Expression von ccg-1 allein oder
von ccg-1 und ccg-2 verindern. Da diese Mutationen jedoch nicht den zentralen Oszillator
direkt betreffen, bestitigen diese Daten ein Modell, nach dem die circadiane Uhr die
Expression dieser ccgs indirekt steuert. Dies geschieht moglicherweise iiber einen
Transkriptionsfaktor, der wiederum fiir die Expression sowohl eines Repressors als auch eines
Aktivators von ccg-1 und ccg-2 bendtigt wird. Mutationen, die nur die Expression von ccg-1

betreffen, konnten die Regulationsebene unterhalb der o. g. betreffen.

33



2 Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Organismen

2. 1.1.1 Neurospora crassa

Der filament6se Pilz Neurospora crassa (Ascomycota; Pezizomycotina; Sordariomycetes;
Sordariomycetidae; Sordariales; Sordariaceae;) erfiillt mit seiner anspruchslose Kultivierung,
seinem schnellen Wachstum und der Moglichkeit, mit wenig Aufwand transgene Stimme zu
erzeugen alle Voraussetzungen als Modellorganismus fiir viele biowissenschaftliche
Fragestellungen. Sein Genom ist vollstindig sequenziert (Galagan et al., 2003; Borkovich et
al., 2004). N. crassa verfiigt als einer der wenigen niederen Organismen iiber eine circadiane
Uhr und sowohl molekularbiologische als auch biochemische Methoden sind gut etabliert.
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Stimme.

Alle in verwendeten N. crassa Stimme besitzen die bd-Mutation (Loros et al., 1986;

Sargent und Woodward, 1969).

Stamm Genotyp Phénotyp Referenz
frq* frq*; bd A Wildtyp Loros et al., 1986
frq"° frq’; bd A Deletionsstamm von frq Aron?ggft al,
10. 4 10. hia. Nichtfunktionelles his-3in | Bell-Pedersen et

frg; his-3 frg”; bd A;his-3 frg'® -Hintergrund al., 1996
frg’; frq"; bd A O Bt g, | Ozgur Tataroglu,
FLAG-CK-1a Hintergrund n. veréffentlicht
fro’: Konst. exprimiertes

frg*; bd A FLAG- GFP-Nggq im diese Arbeit
Wt/bd-Hintergrund

Konst. exprimiertes
frq”; bd A FLAG-GFP-Mgrq im diese Arbeit
Wt/bd-Hintergrund

Konst. exprimiertes
frg*; bd A FLAG-GFP-Cgrq im diese Arbeit
Wt/bd-Hintergrund

Konst. exprimiertes
frq"’; bd A FLAG-GFP-Nggq im diese Arbeit
Afrg/bd-Hintergrund

Konst. exprimiertes
FLAG-GFP-FRQ1(413-
683) im Wt/bd-
Hintergrund

FLAG-GFP-Nerq

frq*;
FLAG-GFP-Mgrq

frq*;
FLAG-GFP-Cgrq

frq";
FLAG-GFP-Nrq

frq*;

FLAG-GFP-Meray frq"; ba A

diese Arbeit
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Konst. exprimiertes
frg’; ‘. FLAG-GFP-FRQ7(413- . .
FLAG-GFP-Mggrq7 frg”; bd A 683) im Wt/bd- diese Arbeit
Hintergrund
frq’; Konst. exprimiertes
. +. FLAG-GFP-FRQ(413- . .
Fl\hAG-GFP_ frq”; bd A 683)(T513A) im Wi/bo- diese Arbeit
FRQ(TST3A) Hintergrund
frq’; Konst. exprimiertes
. ‘. FLAG-GFP- FRQ(413- . .
F'\IiAG-GFP- frq”; bd A 683)(T513D) im Wi/bd- diese Arbeit
FRQ(TS13D) Hintergrund
frg’; Konst. exprimiertes
. . FLAG-GFP-FRQ(413- . .
F'\IiAG-GFP— frq”; bd A 683)APEST1 im Wi/bd- diese Arbeit
FRQAPEST! Hintergrund
fra'°- U. frg-Promotor expr.
FROAFED! frgAFCD1;bd A | FRQA(310-326) im diese Arbeit
Afrg/bd-Hintergrund
fra'°- U. frg-Promotor expr.
FRQ('Iq'S% 1A) frq(T311A); bd A FRQ(T311A) im Afrg/bd- diese Arbeit
Hintergrund
frq?- U. frg-Promotor expr.
FRQ(CL73é3N) frq(L323N); bd A | FRQ(L323N) im Afrg/bd- diese Arbeit
Hintergrund
fra'°- U. frg-Promotor expr.
FRQAFCD2 frgAFCD2;bd A | FRQA(485-496) im diese Arbeit
Afrg/bd-Hintergrund
fra'°- U. frg-Promotor expr.
FRQ A%C’D1 /2 frgAFCD1/2; bd A | FRQA(310-326)(485-496) diese Arbeit
im Afrg/bd-Hintergrund
10. . U. frg-Promotor expr.
FRQ(Fg&;S A ra(FCLI=>SPhI): | FRQ(FCD1—Sph) im diese Arbeit
P Afrg/bd-Hintergrund
10. . U. frg-Promotor expr.
rraFeoerent) | T Coga P | FRQ(FCD2-FCD1)im | diese Areit
Afrg/bd-Hintergrund
2.1.1.2 Saccharomyces cerevisiae
Stamm Beschreibung Referenz
i flr yeast two hybrid-Assay, Selektion auf Adenin (starke
pJGI-4A Interaktion) oder Histidin (schwache Interaktion) James et al., 1996
NMD3 MATa, his3, leu2, lys2, ura3, nmd3::KAN' + pURA3-
“Shuffle” NMD3 Gadal et al., 2001

2.1.1.3 Escherichia coli
Zur Vermehrung von Plasmiden wurden chemokompetente Zellen (hergestellt nach der

Inoue-Methode, Inoue et al., 1990; beschrieben in Sambrook und Russel, 2001) der Stimme
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Stamme XL-1 Blue oder DHS5-o verwendet. Beide Stamme ermoglichen Blau-Weil3-Selekion

auf LB-Medium mit IPTG.

Stamm Genotyp Referenz
A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 Stratagene
XL-1 Blue SsupE44 thi-1recA1 gyrA96 relA1 lac [F" proAB 11011 N. Torrey Pines Road
lacl®Z AM15 Tn10 (Tet')] La Jolla, CA 92037 USA
F ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAt Invitrogen Corporation
DH5¢™-T1? | endA1 hsaR17 (r<, m") phoA supE44 thi-1 1600 Faraday Avenue
gyrA96 relA1 tonA Carlsbad, CA 92008 USA

2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Laborchemikalien besaBlen, sofern nicht gesondert angegeben,

analysenreine (p. a.) Qualitiit.

Substanz

APS

Biotin
Bromphenolblau
Chloroform
dNTP-Mix

EDTA

Ethanol abs.
Ethanol vergillt mit PE
Glucose

Glycerin

Glycin

HEPES
Isoamylalkohol
Kaliumcarbonat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Lithium-Hydroxid
Luminol
Magnesiumchlorid

B-Mercaptoethanol

Firma

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Riedel-de Haen, Seelze
ZBT, Uni Heidelberg
Merck, Darmstadt
Gerbu, Gaiberg

Acros, New Jersey

Roth, Karlsruhe
Griissing, Filsum
Applichem

J.T. Baker, Deventer, NL
Riedel-de Haen, Seelze
Applichem

Sigma, Miinchen

J.T. Baker, Deventer, NL

Acros, New Jersey
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Methanol
Natriumazetat
Natrium-Bisulfit
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Protein A-Sepharose
Protein G-Agarose
Radiochemikalien

Restriktionsendonukleasen

ZBT, Uni Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen

J.T. Baker, Deventer, NL
J.T. Baker, Deventer, NL
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

New England Biolabs

Rontgenfilme
Saccharose
Salzsdure
Seesand
Sorbit
Sorbose
Sulfolink
TCA

Tris

Wasserstoffperoxid

Bechtold, Kelkheim; Sigma, Miinchen

Fluka, Steinheim
Riedel-de Haen, Seelze
Griissing, Filsum

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Pierce, Rockford, UK
J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma, Miinchen

J.T. Baker, Deventer, NL

Alle iibrigen Chemikalien wurden von der Firma Applichem (Darmstadt) bezogen. Die

verwendeten Gerite, Enzyme, Standards und Kits sind an der entsprechenden Stelle im Text

beschrieben.

2.1.3 Oligonucleotide

Die Synthese der Oligonucleotide erfolgte durch die Firma Thermo Electron GmbH -

Biopolymers (Ulm). Alle Oligonucleotide wurden HPLC-aufgereinigt.

2.1.3.1 DNA-Sequenzen fiir PCR-Primer

Name

Sequenz (5°—3’)

Bemerkungen

Bglll-FRQ(2) fw

AAA AAG ATC TGC ATG CGG TAC CCC GGT GGC
GGA TAG TGG GGA TAA ATC

Sphl-FRQ(412) fw

AAA AGC ATG CGG TAC CCC GGT GGG AAG CGG
CGG TCG CAC

Sphl-FRQ(684) fw

AAA AGC ATG CGG TAC CCC GGT GGG ATC TGG
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TGATGA AGT TGA

Spel-FRQ(2-412) rv

TTT TAC TAG TTC AAC TTC CAT CTC CGC TTC

Spel-FRQ(413-683) rv

TTT TAC TAG TTC AGG ATC CTT CGA CCT CG

Spel-FRQ(684-989) rv

TTT TAC TAG TTC ACG AGG ATG AGA CGT CC

TTCTTCTTCTTG TCG GTC ATG ACA ATATGG
TGA GGC ATG

FRQ1 mut fw CCG GAT GCG GAAAGC TGG GTG TAT CTC AATC Mutagenese
FRQ1 mut rv GAT TGA GAT ACACCC AGC TTT CCG CAT CCG G Mutagenese
FRQ7 mut f GAA TAT GGA CTA CAT CCG TCATCT GGA CCT Mutagenese
muttw TGT ATC TCC CGA ATT CTT GC 9
GCA AGA ATT CGG GAG ATA CAA GGT CCA GAT
FRQ7 mut rv GAC GGA TGT AGT CCA TAT TC Mutagenese
GCT GTC TCC GAA AAG GGC ACA AAG TTC CAG
FRQ(S513A) mut fw CTG TCT G Mutagenese
CAG ACA GCT GGAACTTTGTGC CCTTTT CGG
FRQ(S513A) mut rv AGA CAG C Mutagenese
GCT GTC TCC GAA AAG GAC ACA AAG TTC CAG
FRQ(S513D) mut fw CTG TCT G Mutagenese
CAG ACAGCT GGAACTTTGTGT CCTTTT CGG
FRQ(S513D) mut rv AGA CAG C Mutagenese
del FRQ(310-326) fw TTC ACC GGA AAG ATC AGT GGA 5’-Phosphat
del FRQ(310-326) rv GAC AAT ATG GTG AGG AAG CAG 5'-Phosphat
del FRQ(485-496) fw GTT AAC GTAACG CCG AGTTTT 5’-Phosphat
del FRQ(485-496) rv ATA CAC CCAGCC TTC CGC AT 5’-Phosphat
FRQ-T311A fw CAC CAT ATT GTC ATC; AGé)C GAC AGG GAG AAG Mutagenese
FRQ-T311A rv CTTCTTCTCCTT GT((JE| 'I%GC CAT GAC AAT ATG Mutagenese
FRQ-L323N fw GCT GGT TGT CCG ACG CAA CGA GCAACT GTT Mutagenese
CAC CG
FRQ-L323N rv CGG TGA ACA GTT GCT CGT TGC GTC GGACAA Mutagenese
CCAGC
FCD2—FCD1 fw CCT GGC CCAGCT GTT CAC CGG AAAGATCAGT 5’-Phosphat
FCD2—FCD1 rv TTA CAA AGC AGC AGC TTCTTCTTCTCCTTGTC 5’-Phosphat
YTH FCD1 fw AAA AGA ATT CCA AAA GGT AGA AAACTATCT GC -
YTH FCD1 rv AAA AAG ATC TCT TTC CGG TGA ACAGTT GCT -
YTH FCD2 fw AAA AGA ATT CGATGT TGC TCC GGA TGC GG -
YTH FCD2 rv AAA AAG ATC TGC TGT CGC TGC TGAACT TG -
2.1.3.2 DNA-Sequenzen fiir direkte Klonierung
Name Sequenz (5°—3’) Bemerkungen
CCT CAC CAT ATT GTC ATG ACC GAC AAG GAG
FRQ-FCD1 fw AAG AAG AAG CTG GTT GTC CGACGC TTG GAG i
CAACTG TTC ACC GGA AAG ATC AGT GGACTT
AAG GGC ATG
CCC TTAAGT CCACTGATCTTT CCG GTG AAC
FRQ-FCD1 v AGT TGC TCC AAG CGT CGG ACA ACC AGC TCC i
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2.1.4 Plasmide

2.1.4.1 Plasmide fiir Transformation in N. crassa

Plasmid Referenz

pBM60 Clal frq M. Gorl, unveréffentlicht
pFH64 F. Heise, unveréffentlicht
pFH64 FLAG-GFP-FRQ(2-412) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ1(413-683) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ7(413-683) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)(S513A) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)(S513D) diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)APEST1 diese Arbeit

pFH64 FLAG-GFP-FRQ(684-989) diese Arbeit

pBM60 Clal frqAFCD1 diese Arbeit

pBM60 Clal frqAFCD2 diese Arbeit

pBM60 Clal frqAFCD1/2 diese Arbeit

pBM60 Clal frq (L323N) diese Arbeit

pBM60 Clal frq (T311A) diese Arbeit

pBM60 Clal frq FCD1—Sphl diese Arbeit

pBM60 Clal frq FCD2—FCD1 diese Arbeit

2.1.4.2 Plasmide fiir Transformation in S. cerevisiae

Plasmid Referenz
pRS315-nmd3ANES1-eGFP Gadal et al., 2001
pRS315-NMD3-eGFP Gadal et al., 2001
pRS315-nmd3-FRQ(310-326) diese Arbeit
pRS315-nmd3-FRQ(310-326)(L323N) diese Arbeit
pGAD-C1 James et al., 1996
pGBD-C1 James et al., 1996
pGAD-SV40 D. Kammerer
pGBD-p53 D. Kammerer
pGAD-FCD1 diese Arbeit
pGAD-FCD1(L323N) diese Arbeit
pGBD-FCD2 diese Arbeit

2.1.5 Antikorper

Primére Antikorper

Name Epitop Hersteller Art Verdiinnung
o-FRQ N-term. Region v. FRQ, . ]
3G11 265 - 100 LMU Miinchen monoklonal 1:10
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C-term. Peptid v. WC-1, . polyklonal, )
o-WC-1 aa 1156 - 1168 LMU Mnchen | aninchen 1:500
OO Pineda polyklonal, _
o-WC-2 GST-WC-2-PAS Berlin Kaninchen 1:1000
o- FLAG DYKDDDK Sigma monoklonal 1:5000
o- CK-1a DYKDDDK Sigma monoklonal 1:5000
Sekundiire Antikorper
Name Epitop Hersteller Art Verdiinnung
. polyklonal,
Goat-o mouse Maus-1gG I\/Elgl';(r)E:Sn Ziege, 1:5000
HRP-konjugiert
. lyklonal
. . BioRad poly ’ .
Goat-a rabbit Kaninchen-IgG Miinchen Ziege, 1:5000

HRP-konjugiert
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2.2 Methoden

2.2.1 Kulturbedingungen und Physiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium (Luria-Bertani-Medium). Die
Kulturen wurden kontinuierlich bei 37°C mit 180 rpm geschiittelt.

LB (Luria-Bertani) 1,0 % Tryptone (w/v)
Medium und 0,5 % Hefeextrakt (w/v)
Platten 1,0 % NaCl (w/v)

100 pg/ml Apicillin

(1,5 % Agar (w/v))

2.2.1.2 Kultivierung von S. cerevisiae
Die Aufzucht von Hefe in Fliissigmedium oder auf Platten erfolgte in YPD-Medium mit
bzw. ohne entsprechende Selektionsmarker.

YPD-Medium: 1,0 % Hefeextrakt (w/v)
2,0 % Pepton (w/v)
2,0 % Glucose (wW/v)
2,0 % Agar (w/v) fiir Platten

2.2.1.3 Yeast-two-Hybrid Assay

Der hier verwendete Hefestamm bietet die Moglichkeit, sowohl starke als auch schwache
Interaktion nachzuweisen. Fiir die Untersuchung auf starke Interaktion wurde
Selektionsmedium ohne Adenin und Histidin verwendet, fiir die Untersuchung auf schwache
Interaktion Selektionsmedium ohne Histidin.

CD-Dropout-Medium: 0,67 % Hefe-Nitrogenbase ohne Aminosduren (w/v)
2,0 % Glucose (wW/v)
2,0 % Agar (w/v) fiir Platten
! (20 mg/l Adeninsulfat)
! (20 mg/1 Histidin/HCl)
20 mg/1 Uracil
20 mg/l L-Tryptophan
20 mg/1 L-Arginin/LiCl
20 mg/l L-Methionin
30 mg/l L-Tyrosin
100 mg/l L-Leucin
30 mg/l L-Isoleucin
30 mg/l L-Lysin/HC1
50 mg/1 L-Phenylalanin
100 mg/1 L-Glutamat
100 mg/1 L-Aspartat
150 mg/l L-Valin
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200 mg/l L-Threonin
400 mg/1 L-Serin

2.2.1.4 Kultivierung von N. crassa
Die Aufzucht von N. crassa folgte dem Protokoll nach Davis und de Serres (1970).

Standardmedium: 2 % Glucose (W/v),
0.5 % Arginin (w/v),
1 x Vogel’s Medium
0,05 % Biotin (w/v)
fiir das Festmedium: 2 % (w/v) Agar zugegeben

50 x Vogels: 123,5 g Natriumcitrat x 2H,0
250 g KH,PO4
100 g NH4NO3
10 g MgSO,4 x 7TH,O
5 g CaCl; x H,O
5 ml Spurenelemente-Losung
2,5 ml Biotin-Losung (0,1 mg/ml in 50 % (v/v) Ethanol)
ad 1 1 H,O
zur Konservierung wurden 500 pl Chloroform zugesetzt

Spurenelementldsung: 5 g Citrat x H,O,
5 gZnS0O,4 x 7 H20,
1 g (NH4),Fe(SO4), x 6H,0,
0.25 g CuSO4 x 5 H,0,
0.05 g MnSO4 x H>0,
0.05 g H3BOs anhydrid,
0.05 g Na;MoOs4 x 2 H,0,
ad 100 ml H,O
zur Konservierung wurde Chloroform zugesetzt

Zur Konidiengewinnung wurden 500 ml-Kolben mit 100 ml Festmedium inokuliert. Die
Konidien der 7-10 Tage alten Mycelien wurden zum Animpfen von Fliissigkulturen mit 1 M
Sorbitol von den Hyphen gewaschen und durch sterile Trichter mit Mulleinlage filtriert.
Einige Mutanten wie frq9 und frq10 wachsen meist weniger stark und bilden in der Regel

deutlich weniger Konidien.

Fir die Langzeitlagerung der Stimme wurden die Konidiensuspensionen bei —20°C
aufbewahrt. Konidien zur Transformation wurden dreimal mit 1M Sorbitollosung gewaschen
(Zentrifugation bei 1500 g fiir 5 Minuten) und sofort verwendet.

Zur Gewinnung von Mycelien wurden Kolben mit 30 % ihres Gesamtvolumens mit

Medium gefiillt und mit Konidien angeimpft. Nach 3-4 Tagen bei 25 °C wurde das Medium
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mittels eines Biichnertrichters entfernt, die Mycelien zwischen einigen Lagen Haushaltspapier

trockengepresst und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80 °C.

2.2.1.5 Analyse des circadiane Phianotyps durch race tube assay

Unter freilaufenden Bedingungen (konstante Dunkelheit) oder bei regelmissiger
Belichtung bildet N. crassa circadian reguliert Konidien. Bei Wachstum auf sogenannten race
tubes werden diese Konidien als Bandenmuster sichtbar. Fiir die Analyse des Bandenmusters
wurden Glasrohren mit je 7 ml race tube-Medium gefiillt, autoklaviert und anschlieend auf

einer absolut waagerechten Oberflidche zum Erstarren gebracht.

Inokulation Konidien Mycel

Medium

race tube
(Aufsicht)

circadianer realer
Tag (22 h) Tag (24 h)

densiometrische
Darstellung
des race tube

Abb. 2.1: Schema eines racetube (Abb. modifiziert nach N. Price-Lloyd, M. Elvin und C. Heintzen, 2005). (A)
Die mit Medium gefllliten Glasréhrchen werden am Inokulationspunkt mit dem entsprechenden Neurospora-
Stamm angeimpft. Das Wachstum verlduft ausschlieBlich in Langsrichtung. Der Wechsel zwischen
vegetativem Mycel auf der Medienoberflaiche und asexueller Sporenbildung (Lufthyphen) im asexuellen
Lebenszyklus von Neurospora crassa erzeugt das Bandenmuster der Konidien. (B) Das Chrono-Programm
errechnet aus der Dichte der bewachsenen Flache die Periodenldnge des circadianen Tages.

An einem Ende wurden die Rohren beimpft und einen Tag im Dauerlicht inkubiert, bevor
sie in konstante Dunkelheit bzw. in Licht/Dunkel-Zyklen transferiert wurden. Dabei wurden
die Wachstumsfronten tiglich markiert und der entsprechende Zeitpunkt vermerkt. Nach 5-7
Tagen Inkubation wurden die Racetubes eingescannt (Linoscan 1450, Heidelberger
Druckmaschinen) und die Periodenlingen mit dem ,Chrono II-Programm 11.1° (T.

Roenneberg, LMU Miinchen) analysiert.
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Medium fiir race tube assay: I1x Vogels Medium N
0,3 % (w/v) Glucose
0,17 % (w/v) Arginin*HCI
0,01 % (w/v) Biotin
2 % (wlv) Agar

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

(Sofern nicht anders beschrieben nach Sambrook und Russel, 2001)

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985 & 1988)

PCR steht als Abkiirzung fiir polymerase chain reaction. Hierunter versteht man die
enzymatische Vermehrung eines bestimmten DNA-Abschnitts zwischen Oligonucleotiden,
die gegenldufig an die komplementiren Stringe binden. Die Oligonucleotide wurden im
Uberschuss zur zu vervielfiltigenden DNA gegeben. Polymerasen heften Nucleotide an die
freien 3’-Enden der Oligonucleotide und amplifizieren so geringste Mengen Matrizen-DNA
millionenfach. Durch die Entdeckung von thermostabilen DNA-Polymerasen konnte die
Methode automatisiert wurden. Mit programmierbaren Thermocyclern werden die DNA-
Doppelstringe erst denaturiert, dann erfolgt die Hybridisierung der Oligonucleotide. Im
nichsten Schritt wird die DNA synthetisiert. Dieser Zyklus wird 30 — 40-mal wiederholt. Die
PCR ist eine unentbehrliche Methode fiir viele Fragestellungen der molekularen Genetik. In
dieser Arbeit wurde fiir Klonierungszwecke die Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Pfu,
Fermentas; Phusion) verwendet, die eine ,,Proofreading-Aktivitit“ und somit eine extrem
geringe Fehlerquote besitzt. Fiir Test-PCRs geniigte die weniger akkurate, dafiir aber

schneller arbeitende Polymerase aus Thermophilus aquaticus (Taq, Fermentas).

Der Basisansatz fiir eine 25 pl-Reaktion enthielt:

10-30 ng Matrize

12,5 pmol Oligonucleotide (jeweils)
0,25 mM dNTPs (jeweils)

20 mM Tris-HCI, pH 8,8

10 mM KCI

10 mM(NH4)>SO4

2 mM MgCl,

0,1% Triton X-100

1 u Polymerase

Fiir priaparative PCRs wurde das Volumen des Ansatzes verdoppelt.

Die Reaktion lief nach folgendem Schema im Thermocycler ab:

44



2 Material und Methoden

5 min Denaturierung bei 95 °C
30 sec Denaturierung bei 95 °C

35 Zyklen | | Min Hybridisierung der
Oligonucleotide

1 min Elongation bei 72 °C pro 1 kb
10 min abschlieBende Elongation bei 72 °C

2.2.2.2 Mutagenese mittels PCR

Diese Methode dient der gezielten Verdnderung eines Plasmids durch FEinfiigen einer
Mutation (Punktmutation oder Insertion). Dazu werden zwei zueinander revers
komplementire Oligonucleotide synthetisiert, die die entsprechende Mutation tragen und
beiderseits flankiert sind von kurzen unveridnderten Bereichen. Diese hybridisieren in einer
PCR-édhnlichen Reaktion mit den beiden Stringen der einzelstringigen Plasmid-DNA (die
dam-methyliert sein muss, s. u.) und wurden durch eine sehr leistungsfihige proofreading-
Polymerase iiber die gesamt Linge des Plasmids amplifiziert. Nach einigen Zyklen entstehen
durch Verschmelzen mutierter Einzelstringe Plasmide mit den gewiinschten Mutationen auf
beiden Stringen, die zueinander versetzte Einzelstrangbriiche tragen (auf der 5°-Seite der
eingesetzten Oligonucleotide). Diese Plasmide konnen nicht weiter vervielfiltigt werden; als
Matrix dient somit ausschlieBlich die (methylierte) Ausgangs-Plasmid-DNA (lineare
Amplifikation). Diese sowie hemimethylierte Duplex-Stringe wurden anschlieBend durch
Dpn I-Verdau spezifisch und vollstindig abgebaut, so dass bei der Transformation in E. coli-
Zellen nur mit mutagenisierter DNA transformiert wurde. Die Einzelstrangbriiche wurden
nach der Transformation durch bakterielle Ligasen geschlossen, wodurch zirkuldre, kovalent

geschlossene Plasmide entstehen, die repliziert und propagiert werden konnen.

Die Reaktionen wurden mit geringfiigigen Modifikationen gemif3 den Herstellerangaben
zum QuikChange II XL-Kit (Quiagen) durchgefiihrt: Fiir das Plasmid pBM60 Clal und
dessen Derivate wurde die DNA-Menge aufgrund der GroBe (<15 kbp) von 10 ng auf 50 ng
erhoht und die Extensionszeit auf 20 min verldngert. Durch anschlieBende Zugabe von Dpnl
direkt zum Ansatz wurde die Matrize restriktionsverdaut. Die Produkte wurden nach dem
Standardprotokoll in kompetente E. coli-Zellen transformiert, welche auf LB-Festmedium mit
100 pg/ml Ampicillin ausplattiert wurden. Die Petrischalen wurden iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Einzelkolonien wurden in 3 ml-Kulturen (LB-Medium mit 100 pg/mlAmpicillin
iiber Nacht) aufgezogen. Plasmid-DNA wurde nach der Birnboim-Methode (s. u.) préipariert

und durch Restriktionsfragmentanalyse und Sequenzierung iiberpriift.
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2.2.2.3 Deletion mittels PCR

Um eine Deletion in ein Plasmid einzufiihren, wurden zuerst zwei 5°-phosphorylierte
Oliginucleotide so entworfen, dass sie unter Beriicksichtigung des Leserahmens am
jeweiligen 3”-Ende des zu deletierenden Bereiches beginnen. Bei der PCR mit hocheffizienter
proofreading Polymerase wurde dann das gesamte Plasmid amplifiziert und der zu
deletierende Bereich durch die Primer ausgespart. Die PCR entsprach im Wesentlichen der
PCR-Mutagenese (s. Kap. 2.2.2.2) Das methylierte Matrizen-Plasmid wurde direkt im
Anschluss mit Dpnl restriktionsverdaut. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt (Wizard® SV

Gel and PCR Clean-Up System, Promega) und 200 ng in einer Ligationsreakion zirkularisiert.

Ligationsansatz: 200 ng gereinigtes PCR-Produkt

50 mM Tris-HClI pH 7,8
10 mM MgCl,

10 mM DTT

0,5 mM ATP

0,4 ul T4-Ligase

2% PEG4000

ddH,0 ad 20 pl

2.2.2.4 Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die Spaltung von Plasmid-DNA an spezifischen Sequenzen mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben der Hersteller im mitgelieferten
Puffersystem. 1 - 10 ug Plasmid wurden dabei entsprechend der spezifischen Aktivitit mit
Enzym versetzt und 2 h bei der erforderlichen Temperatur inkubiert. Die Ansédtze wurden

anschlieBend hitzeinaktiviert und auf einem Agarosegel analysiert.

2.2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Insertion eines DNA-Fragments in einen mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnittenen Vektors wurde Plasmid mit einem drei- bis sechsfachen molaren Uberschuf} des
zu insertierenden Fragments gemischt. Der Ligationsansatz wurde 30 min bei RT inkubiert. 2
pul des Ligationsansatzes wurde anschlieBend in den gewiinschten Bakterienstamm
transformiert.

Ligationsansatz: 400 ng Plasmid-DNA
X ng Insert-DNA
50 mM Tris-HCI pH 7,8
10 mM MgCl,
10 mM DTT
0,5 mM ATP
0,4 ul T4-Ligase

46



2 Material und Methoden

ddH,0 ad 20 pl

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Negativ geladene DNA-Molekiile bewegen sich in einem elektrischen Feld zum positiven
Pol der Spannungsquelle. Dabei ist ihre Wandergeschwindigkeit abhéngig von der Dichte der
Matrix und von ihrer GréBe: Kleine Molekiile wandern schneller als groBe. Diese Eigenschaft
wird genutzt, um Gemische von DNA-Fragmenten verschiedener Grofle elektrophoretisch
voneinander zu trennen, um ihre Grofe zu bestimmen oder Fragmente einer bestimmten

GroBe zu isolieren. Als Matrix dient dabei Agarose.

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden je nach gewiinschter Trenneigenschaft,
Fragmentgrofle oder weiterer Verwendung 0,7-2 %ige Agarosegele (w/v) in 1x TAE-Puffer
mit 10 pg/ml des interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid verwendet. Die Agarose
wurde in TAE-Puffer aufgekocht und bei 55-60 °C im Trockenofen gelagert. Beim Giellen
des Gels wurde die Ethidiumbromidlosung zugegeben. Nach dem Erstarren der Agarose
wurde der Kamm entfernt und die Gelkammer bis zur vollstindigen Uberschichtung des Gels
mit 1x TAE-Puffer gefiillt. Die Proben wurden 6 x Auftragspuffer im Verhiltnis 5:1 gemischt
und mittels einer Pipette in die Taschen des Gels geladen. Zur Auftrennung der Proben wurde

eine Gleichspannung von 60-85 V angelegt.

50x TAE-Puffer: 10 M Tris-Acetat (pH 7,7)
0,5 mM EDTA
6x Auftragspuffer: 200 mM Tris-Acetat (pH 7,7)

0,05 % (w/v) Xylencyanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerin

2.2.2.7 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega)

Zur priparativen Isolierung von DNA-Fragmenten einer bestimmten Grofe aus einem
Gemisch vieler unterschiedlicher Fragmente, oder um ein PCR-Produkt von iiberschiissigen
dNTPs und Oligonucleotiden zu trennen wurdendiese auf einem Agarosegel aufgetrennt und
unter lingerwelligem UV-Licht (366 nm) das gewiinschte Gelfragment herausgeschnitten.
Das Gelfragment wurde gewogen, pro mg wurde 1 ul Membranbindelosung zugegeben und
die Agarose durch Erwirmen des Ansatzes auf 60 °C vollstindig geldst. Die Losung wurde

auf die Silicagel-Sdulen gegeben und zentrifugiert (1 min, 16.000 g, RT, Eppendorf-
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Tischzentrifuge). Das Eluat wurde verworfen und die gebundene Plasmid-DNA zunichst mit
700 pl Membranwaschlosung und anschlieBend ein  weiteres Mal mit 500 ul
Membranwaschlosung gewaschen (Zentrifugation s.o.). Die Sdule wurde nach Entfernen des
Durchflusses noch 5 min bei 16.000 g zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Schlie3lich
wurde die DNA mit 25-50 ul H,O eluiert.
Membranbindeldsung: 4,5 M Guanidin-Isothiocyanat
0,5 M Kaliumacetat pH 5,0

Membranwaschlosung: 10 mM Kaliumacetat pH 5,0
80% Ethanol
16,7uM EDTA pH 8.0

2.2.2.8 Sequenzierung von DNA

Fiir DNA-Sequenzierungen wurde die Firma Sequencing Laboratories GmbH (Gottingen)
beauftragt. Aufgereinigte Plasmide konnten direkt, genomische DNA nach PCR-
Amplifikation des Zielgens sequenziert werden. Als Primer fiir die Sequenzierungen wurden
in allen Fillen spezifische Oligonucleotide verwendet. Die Sequenzanalysen und —vergleiche

wurden mit dem Programm DNA Star durchgefiihrt.

2.2.2.9 Transformation von E. coli

Es wurden chemokompetente Zellen der Stamme DHS5a und XL1blue verwendet. Die
kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 2 ul eines Ligationsansatzes oder 0,2 ul
Plasmid-DNA vermischt und 20-30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte durch
eine Hitzeschockbehandlung fiir 90 sec bei 42 °C. Die Zellen wurden in 1 ml SOC-Medium
aufgenommen und fiir 45 min bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Ansitze wurden kurz
abzentrifugiert, in ca. 100 pl Medium resuspendiert und auf LBanp-Agar-Platten
ausgestrichen. Nach erfolgter Ubernacht-Inkubation der Platten konnten Einzelkolonien fiir

Minipréparationen der transformierten Plasmide zu Testzwecken angeimpft werden.

SOC-Medium: 0,5% (w/v) Hefeextrakt,
0,2% (w/v) Trypton,
20 mM Glucose,
2.5 mM KCl,
10 mM MgCl,,
10 mM MgSOy,,
10 mM NacCl
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2.2.2.10 Minipriparation von Plasmiden

2 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4500 g und 4 °C in
einer Eppendorf-Tischkiihlzentrifuge geerntet. Das Kulturmedium wurde mit der
Wasserstrahlpumpe vollstindig entfernt. Das Pellet wurde in 250 pl L1-Puffer vollstindig
resuspendiert. Nach der Zugabe von 250 ul L2-Lysis-Puffer erfolgte die Inkubation des
Ansatzes fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur. Wihrend dieser Zeit lysierten die Zellen und die
Suspension wurde klar. Durch Zugabe von 250 ul gekiihltem L3-Puffer und anschlieBende
Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C und 12.000 g wurden Proteine, Zellwandbestandteile und
bakterielles Chromosom prizipitiert. Der Uberstand mit der darin enthaltenen Plasmid-DNA
wurde in ein neues Reaktionsgefd$ iiberfiihrt und durch Zugabe von 0,8 Volumen Isopropanol
und 20 min Zentrifugation bei 15.000 g und 4 °C wurde die Plasmid-DNA gefillt. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 500 pl 70 %igem Ethanol 10 min bei RT und
15.000 g gewaschen, um Salze und Reste des SDS zu entfernen. Das Ethanol wurde mit der
Wasserstrahlpumpe entfernt und das Pellet getrocknet, bis es durchscheinend-wachsartig

aussah. Die Plasmid-DNA wurde in 50 pl bidestilliertem, autoklaviertem Wasser

aufgenommen.
Puffer L1: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
0,9 % Glucose (wW/v)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaseA
Puffer L2: 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
Puffer L3: 3 M Kaliumacetat pH 4,8

2.2.2.11 Midipriparation von Plasmiden

(Macherey und Nagel)

50 ml einer Ubernacht-Kultur wurden durch 15 min Zentrifugation bei 4500 g und 4 °C
geerntet. Die Midipriparationen beruhen ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Das
Medium wurde entfernt und die Zellen in 4 ml S1-Puffer resuspendiert. Anschlieend wurden
4 ml S2-Puffer zugefiigt, das Falcon verschlossen 6-8-mal invertiert und die Suspension auf
diese Weise vorsichtig durchmischt. Der Ansatz wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Kldrung der Suspension wurden 4 ml S3-Puffer zufiigt und die Suspension
durch mehrmaliges Invertieren des Falcons homogen durchmischt, der Ansatz anschlielend

bei 4°C fiir 25 min mit 12.000 zentifugiert.
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Wihrend der Zentrifugation wurde eine Nucleobond Midi-Sidule mit 3 ml N2-Puffer
dquilibriert, der Uberstand aus der Zentrifugation ohne Prizipitat auf die #quilibrierte Siule
geladen und mittels Schwerkraft durch die Sdule laufen gelassen. Der Durchfluss wurde
verworfen, die Sdule anschlieBend zweimal mit je 10 ml N3-Puffer gewaschen. Die an der
Silikat-Membran der Séule gebundene Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 5 ml N5-
Puffer in ein 15 ml-Falcon-Gefiaf3 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 0,7 Volumen
Isopropanol prizipitiert und bei 4 °C fiir 20 min bei 15.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Pellet mit 2 ml 70 %igem Ethanol 10 min bei 15.000 g gewaschen.
Nach Entfernen des Ethanols wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in 100 pl
bidestilliertem, autoklaviertem Wasser aufgenommen. Nach der Bestimmung der DNA-
Konzentration wurde die Plasmid-DNA mit TE-Puffer auf eine Konzentration von 500 pg/ml

verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

S1-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 pg RNase A/ml
S2-Puffer: 200 mM NaOH

1 % (w/v) SDS
S3-Puffer: 2,8 M Kaliumacetat (pH 5,1)

N2-Puffer: 100 mM Tris-H3POy, pH 6,3
15 % Ethanol
900 mM KCl
0,15 % Triton X-100

N3-Puffer: 100 mM Tris- H;PO4, pH 6,3
15 % Ethanol
1,15 M KCl1

NS5-Puffer: 100 mM Tris- H3;PO4 pH 8,5
15% Ethanol
1 M KCl

10 x TE-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8)
10 mM EDTA

2.2.2.12 Priparation von genomischer DNA (gDNA) aus N. crassa

Etwa 200 pul im Morser zerkleinertes Zellmaterial von N. crassa wurde in einem 2 ml
Reaktionsgefidl zusammen mit 400 pl 2x CTAB und 30 min bei 60°C geschiittelt und
anschlieBend mit 400 pl Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1) mittels eines Vortex-Mischers

kréaftig durchmischt. Bei der anschlieBenden Zentrifugation fiir 10min bei maximaler
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Drehzahl in einer Eppendorf-Tischzentrifuge trennte sich der Ansatz in zwei Phasen. Die
obere, wissrige Phase wurde abgenommen und in einem frischen Reaktionsgefdll erneut mit
350 ul Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1) extrahiert. Der Uberstand wurde durch einen
Verdau mit 1 pg RNaseA (Applichem, Darmstadt) fir 30 min bei 37°C von RNA-
Verunreinungen befreit. AnschlieBend wurde der Uberstand mit 0,7 Volumen Isopropanol
versetzt und wie oben beschrieben prizipitiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und

anschlieBend bei 50°C in 100 ul bidestilliertem, autoklaviertem Wasser resuspendiert.

2 x CTAB: 100 mM Tris/HCI pH 7.5,
2% CTAB,
1,4 M NacCl,
20 mM EDTA,
1% Na-Bisulfit

2.2.2.13 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren
DNA wurde mit einem NanoDrop Spektrophotometer ND-1000 (Peqlab, Erlangen)
quantifiziert. Hierzu wurden 2 pul der entsprechenden Probe direkt gemessen. Die

Konzentration wurde mittels der zugehorigen Software direkt ermittelt.

2.2.2.14 Transformation von N. crassa

Fiir die Transformation wurden Histidin-auxotrophe (his3) N. crassa-Stimme genutzt.
Dieser Defekt wird durch eine Punktmutation hervorgerufen. Durch homologe
Rekombination mit dem his3-Gen des Transformationsvektors wurden die Stimme wieder
prototroph und wuchsen auf Medium ohne Histidin. Das gewiinschte Insert integriert dabei
gezielt mit an diesen Lokus (Aramayo und Metzenberg, 1996).

Zu Transformationszwecken wurden Konidien des entsprechenden Stammes nach 5 — 7
Tagen Wachstum auf Festmedium geerntet (s.Kap. 2.2.1.2). Nach den Waschungen in 1M
Sorbitollosung wurden die pelletierten Konidien in wenig 1 M Sorbitollosung resuspendiert,
pro Transformationsansatz 50 pl der Konidiensuspension in ein 1,5 ml-Reaktionsgefil3
iberfiihrt und mit 1 pg der linearisierten Plasmid-DNA gemischt. Der Ansatz wurde in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (BioRad, 2 mm Elektrodenabstand) iiberfiihrt und auf
Eis gekiihlt. Die Elektroporation erfolgte mit 1,5 kV, 25 puF und 600€2. Nach dem Stromstof3
wurden die Konidien sofort in 1 ml kalter 1 M Sorbitollosung resuspendiert. Der Deckagar
wurde zum Gebrauch in der Mikrowelle geschmolzen und auf 55-60° C abgekiihlt.

Zum Ausplattieren wurden je Transformationsansatz 200 pl und 800 ul Suspension in je 8-
10 ml fliissigen Deckagar (im Wasserbad bei 50 °C aufbewahren) gegeben, gut gemischt

(mehrmals invertieren) und sofort auf vorgewidrmte (Raumtemperatur) Bodenagarplatte
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ausgebracht. Die Kolonien wurden nach 2-3 Tagen Inkubation bei 30 °C sichtbar und
konnten auf Festagarrohrchen vereinzelt wurden.

Bodenagar: 1x Vogels Salze mit Biotin
1,5 % (w/v) Agar
1x FIGS (erst nach dem Autoklavieren zugeben)

Deckagar: 1x Vogels Salze mit Biotin
18,2 % (w/v) Sorbit
2,8 % (w/v) Agar
1x FIGS (erst nach dem Autoklavieren zugeben)

10xFIGS: 20 %(w/v) Sorbose
0,5 %(w/v) Glucose
0,5 %(w/v) Fructose

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Proteintotalextrakte von Neurospora crassa

Das gefrorene Mycel wurde unter fliissigem Stickstoff in einem vorgekiihlten Morser
griindlich zerrieben und fein gemahlen. Alle weiteren Arbeitschritte wurden auf FEis
vorgenommen. Das pulverisierte Mycel wurde in vorgekiihlten Reaktionsgefde gefiillt und
mit einem Vol. Proteinextraktionspuffer (PEX) mit Inhibitoren versetzt. Wéhrend der
folgenden Inkubation (30 min auf Eis) wurden die Ansitze ca. alle fiinf Min. mittels eines
Vortex-Mischers durchmischt. Die Ansidtze wurden anschlieBend 10 min bei 4 °C und 10.000
g zentrifugiert und der Uberstand in ein 1,5 ml-ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Eine zweite
Zentrifugation erfolgt bei 4 °C und 25.000 g fiir 20 Min. Es bilden sich drei Phasen: oben eine
Lipidschicht, unten unldsliche Zellbestandteile. Die mittlere Phase, der Zellextrakt, wurde mit
der Pipette entnommen und und in ein frisches Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

bPEX: 50 mM HEPES-KOH pH 7,4
137 mM NaCl
5 mM Na2EDTA pH 8,0
10 % (v/v) Glycerin

Inhibitoren: 1 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF
ev. Phosphatase-Inhibitoren (PhosphoStop, Roche)

2.2.3.2 Subzelluliire Fraktionierung von N. crassa
Die Methode der subzelluldren Fraktionierung wurde nach einem modifizierten Protokoll

(Baum und Giles, 1985) durchgefiihrt. Sdmtliche Zentrifugationsschritte erfolgten in einer
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Tischkiihlzentrifuge mit Ausschwingrotor (A-8-11 fiir Eppendorf Zentrifuge 5417 C / 5417
R). Hierfiir wurden 1,5 bis 2 ml pulverisiertes Mycel in 700 ul Puffer A aufgenommen und
unter regelmiBigem Mischen 20 min auf Eis inkubiert. Das Homogenat wurde mittels einer
Spritze (10 ml Vol.) durch eine Mulllage filtriert und dieser Durchlauf (ca. 600 ul) unter
Rithren mit 1,2 ml Puffer B versetzt und in einem 2 ml Reaktionsgefdl auf 300 ul einer
Puffermischung (A:B 1:1,7) geschichtet. Nach der Zentrifugation der Zelltriimmer durch die
Pufferschicht (2 min bei 700 g und 4°C) wurde der gesamte Uberstand abgenommen und in
einem frischen Zentrifugenrohrchen auf 400 ul Saccharosegradient geschichtet. 120 ul des
Uberstandes wurden als Totalhomogenat zuriickbehalten. Nach erneuter Zentrifugation (8 min
bei 9000 g und 4°C) wurden 300 pl der cytosolischen Phase oberhalb des
Saccharosegradienten als Probe entnommen und der Rest des Uberstandes verworfen. Das
Pellet enthielt die Zellkerne, welche in 50 bis 100 ul bPEX-Puffer (s. Kap. 2.2.3.1)
resuspendiert wurden. Der Proteingehalt der Proben wurde mittels Bradford-Assay ermittelt.
Die Analyse der Fraktionen erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieBenden Western Blot.

Fraktionierungspuffer A: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
5 mM Mg(OAc),
3 mM CaCl,
5 mM Na,EGTA pH 8,0
1 M Sorbit
7 % (wlv) Ficoll 400
20 % (v/v) Glycerin
SmM DTT
1 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF

Fraktionierungspuffer B: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
5 mM Mg(OAc),
5 mM Na,EGTA pH 8,0
10 % (v/v) Glycerin
5mM DTT
1 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF

Saccharosegradient: 25 mM TriseHCI pH 7,5
5 mM Mg(OAc)2
1 M Saccharose
10 % (v/v) Glycerin
5mM DTT
1 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF
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2.2.4 Proteinbiochemische und Immunologische Methoden

2.2.4.1 Proteinbestimmung

Die Konzentration von Proteinen wurde nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt.
Hierzu wurde das Protein Assay (BioRad, Miinchen) verwendet. Zur Quantifizierung diente
eine Standardreihe mit 0 — 20 pg ImmunglobulinG. Die Proben wurden mit 1 ml Reagenz
versetzt und nach 5 min die Absorption bei 595 nm bestimmt. Zur Absorptionsmessung diente

ein SmartSpec 3000 Spetro-Photometer (BioRad, Miinchen).

2.2.4.2 Proteinprézipitation mit Trichloressigsiure (TCA)

Um Proteine aus stark verdiinnten wissrigen Losungen fiir die Analyse mittels SDS-PAGE
zu fillen, wurden die Proben mit 10 % (v/v) 3 M TCA versetzt. Nach Inkubation fiir 20 min
auf Eis wurden die gefillten Proteine 15 min bei 15000 rpm und 4°C in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem reinem Ethanol gewaschen, erneut
zentrifugiert und nach kurzer Trocknung in einem addquaten Volumen Laemmli-Probenpuffer

(s. u.) resuspendiert und anschlieBend fiir 5 min bei 95°C inkubiert.

2.2.4.3 Proteinprizipitation mit Methanol-Chloroform (Wessel u. Fliigge, 1984)

Diese Methode ist zuverldssig bei kleinsten Proteinmengen und funktioniert auch bei
Proben, die Seifen oder hohe Salzkonzentrationen enthalten. AuBerdem werden Lipide
effizient entfernt. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, die Zentrifugationen in einer
Tischkiihlzentrifuge bei 4 °C.

Die gewiinschte Proteinmenge wurde in einem 1,5 ml Reaktiongefifl mit dest. Wasser auf
ein Vol. von 100 pl gebracht, mit 400 pl Methanol gemischt und 10 sec bei 9000 g
zentrifugiert. 100 ul Chloroform wurden zupipettiert, gemischt und weitere 10 sec bei 9000 g
zentrifugiert. Zur Phasentrennung wurden 300 ul dest. Wasser zugegeben, stark geschiittelt
und 1 min bei 9000 g =zentrifugiert. Das prézipierte Protein sammelte sich an der
Phasengrenze von Methanol/Wasser- und Chloroform-Phase. Die Methanol/Wasser-Phase
wurde so vollstindig wie moglich entfernt. Protein und Chloroform-Phase wurden mit
weiteren 300 pl Methanol versetzt, gemischt und 2 min bei 9000 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet getrocknet. Es wurde in

einem der folgenden Verwendung entsprechenden Puffer resuspendiert.
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2.2.4.4 Native Aufreinigung von His-markierten Proteinen aus N. crassa

Das Mycel wurde unter fliissigem Stickstoff im Morser fein zermahlen und dann im
gleichen Volumen Lysispuffer fiir native Aufreinigung resuspendiert. Die Suspension wurde
20 min auf Eis inkubiert und dabei regelméfBig durchmischt. Die Zellwandtriimmer des Lysats
wurden bei 4 °C und 10.000 g 10 Minuten abzentrifugiert, anschlieBend wurde der Extrakt bei
45.000 rpm 30 min ultrazentrifugiert. Wihrenddessen wurde 1 ml Ni-NTA-Agarose mit
Lysispuffer #quilibriert. Die Konzentration des Uberstands aus der Zentrifugation wurde
bestimmt und 50 mg Protein in 5 ml Lysispuffer mit Inhibitoren mit der Ni-NTA-Agarose
gemischt und auf einem Rotator bei 4 °C ii. N. unter Bewegung inkubiert. Eine 50 pl Probe
des Lysats wurden mit SDS-Probenpuffer in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl mit
Sicherheitsverschluss vermischt, 5 min bei 95 °C gekocht und zur spiteren SDS-PAGE-
Analyse eingefroren.

Der Durchfluss wurde aufgefangen und bei —80 °C aufbewahrt. Eine 50 pul Probe des
Durchflusses wurden mit SDS-Probenpuffer in einem 1,5 ml-Reaktionsgefil mit
Sicherheitsverschluss vermischt, 5 min bei 95 °C gekocht und zur spiteren SDS-PAGE-
Analyse eingefroren. Die Sdule wurde zweimal mit je 4 ml Waschpuffer gewaschen, der
Durchfluss aufgefangen und nach dem Entnehmen einer Probe (s.0.) bei —80 °C aufbewahrt.
Die Elution des Proteins erfolgte in vier Schritten mit je 500 ul Elutionspuffer. Den Eluaten
wurden ebenfalls Proben zur Untersuchung in einer SDS-PAGE entnommen.

Lysispuffer: 50 mM NaH,PO, pH 8,0

300 mM NaCl

Waschpuffer: 50 mM NaH,PO, pH 8,0
300 mM NaCl
20 mM Imidazol

Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO, pH 8,0
300 mM NaCl
250 mM Imidazol

2.2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte im Tris-Glycin-System nach Laemmli (1970).
Es wurde hierzu entweder ein Gelsystem fiir grole Gele (8 x 15 x 0,1 cm, Werkstatt der
LMU, Miinchen) oder eines fiir kleine Gele, z. B. Testgele (7 x 7,2 x 0,1 cm, Mini-Proteanlll,
BioRad, Miinchen) verwendet. Es wurden fiir simtliche Analysen 7,5 %ige Trenngele mit 5
%igem Sammelgel benutzt. Die Proteinproben wurden durch eine fiinfminiitige Inkubation in
Laemmli-Probenpuffer bei 95°C denaturiert. Die Liaufe erfolgten in SDS-Laufpuffer bei 6 bis

10 mA und 200 V {iber Nacht, um eine optimale Auftrennung der einzelnen
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Phosphorylierungsspezies bei FRQ zu erreichen. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der
aufgetrennten Proteine wurden kéufliche Marker verwendet (Rotimark (Roth, Karlsruhe),
Peqglab Gold IV (Peqlab, Erlangen).

Trenngel: 7,5 -12 % (w/v) Acrylamid
0,2 - 1% (w/v) Bisacrylamid
375 mM Tris/HCI pH 8.8
0,1% (w/v) SDS
0,075% (wlv) APS
0,075% (v/v) TEMED

Sammelgel: 5% (w/v) Acrylamid
0,083% (w/v) Bisacrylamid
60 mM Tris/HCI pH 6.8
0,1% (w/v) SDS
0,05% (w/v) APS
0,1% (v/iv) TEMED

4 x Probenpuffer: 240 mM Tris/HCI pH 6.8,
8 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) B-Mercaptoethanol,
40 % (v/v) Glyzerin,
0.05 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer: 50 mM Tris,
384 mM Glycin,
0.1 % (w/v) SDS

2.2.4.6 Western Blot (Semi Dry System, Towbin et al., 1979)

Nach ausreichender Auftrennung wurde das Sammelgel fiir den Western Blot entfernt und

das Trenngel in Transfer-Puffer dquilibriert.

Passend zugeschnittene Nitrocellulosemembran (Biorad) und sechs Whatman-Papierstiicke
wurden in Transfer-Puffer getrinkt. Auf der mit Transfer-Puffer benetzten Anoden-Platte der
Blotting-Apparatur wurden drei der angefeuchteten Whatman-Papiere gelegt. Auf dem Stapel
wurden erst die Membran und darauf méglichst luftblasenfrei das Acrylamid-Gel platziert.
Auf das Gel wurden die drei verbleibenden Whatman-Papiere gelegt und moglicherweise
vorhandene Luftblasen aus dem Stapel entfernt, indem eine Glaspipette von der Mitte des
Stapels mit leichtem Druck zu den Kanten hin gerollt wurde. Der Kathoden-Deckel wurde vor
dem Aufsetzen ebenfalls leicht mit Transfer-Puffer befeuchtet. Bei einer maximalen
Spannung von 10 V und 1,5 mA/cm” wurden die Proteine dann ca. zwei bis drei Stunden aus
dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran iibertragen. Um die Effizienz und die

GleichmiBigkeit des Transfers abzuschidtzen wurde die Membran mit PonceauS angefirbt.
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Nach dem Entfirben durch Waschen in TBS wurde die Membran 1 h mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS geblockt, um unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern.
Im Folgenden wurde der primére Antikorper (s. Tab.) hinzugefiigt und fiir mindestens 2 h bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Blot-Membran mit TBS fiir jeweils 10 min
wurde diese mit dem entsprechenden sekundiren Antikorper inkubiert. Dieser Schritt erfolgte
. N. bei 4°C. Der Nachweis der Proteine erfolgte iiber Chemilumineszenz, wobei
Meerrettich-Peroxidase, welche an den sekundidren Antikorper gekoppelt ist, ein Substrat
umsetzt, was zu einer Freisetzung von Licht fiihrt. Durch Auflegen von Rontgenfilmen fiir
verschiedene Expositionszeiten wurden die Ergebnisse dokumentiert.
Transfer-Puffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,3

192 mM Glycin
20 % Methanol (v/v)

PonceauS-Firbelosung: 0,2 % (w/v) PonceauS
3 % (w/v) Trichloressigsdure

TBS 50 mM Tris/HCI pH 7.4,
150 mM NaCl

2.2.4.7 2D-Gelelektrophorese

Diese Methode diente in dieser Arbeit zur Bestimmung des pl sowie des Grades der
Phosphorylierung von Proteinen. Die erste Dimension bestand aus einer isoelektrischen
Fokussierung (IEF) und die zweite Dimension aus einer SDS-PAGE (s.o.). Fiir die IEF
wurden gebrauchsfertige ,,Ready-Strips* (BioRad, Miinchen) mit einem immobilisierten pH-
Gradienten (pH-Bereich 3-6, 4-7, 5-8 sowie 3-10) verwendet. 1 mg Gesamtprotein wurde
einer Methanol/Chloroformfillung unterzogen und das Pellet in 240 pl 2D-Probenpuffer
aufgenommen, mit 90 pl Rehydrierungspuffer vermischt und auf IEF-Streifen gegeben. Die
Streifen wurden iiber Nacht bei 500 V rehydriert und anschlieBend gemif3 Herstellerangaben
isoelektrisch fokussiert (Protean IEF System, BioRad, Miinchen). Danach wurden die Streifen
fiir die zweite Dimension nacheinander jeweils 15 min in beiden Aquilibrierungspuffern
inkubiert, mit Agarose auf einem SDS-Gel fixiert und der SDS-PAGE unterzogen.

2D-Probenpuffer: 7 M Harnstoff,
2 M Thioharnstoff,
4 % (w/v) CHAPS,
40 mM Tris,
1 % (w/v) DTT,
0,5 % (v/v)Servalyte 3-10,
Complete plus EDTA Protease-Inhibitor Cocktail
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Rehydrierungspuffer: 6 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
2 % (w/v) CHAPS
0,5 % (v/v)Servalyte 3-10
0,5 % (w/v) DTT
etwas Bromphenolblau

Aquilibrierungspuffer I: 6 M Harnstoff,
30 % Glycerin,
2 % SDS,
390 mM Tris/HCI pH 8,8
130 mM DTT

Aquilibrierungspuffer II: 6 M Harnstoff,
30% Glycerin,
2% SDS,
0,39 M Tris/HCI pH 8,8
135 mM Iodacetamid

Agarose zur Fixierung: 0,5 % Agarose in
SDS-Laufpuffer (s. Kap. 2.2.4.5)
1 Spatelspitze Bromphenolblau

2.2.4.8 Gelfiltrationschromatographie

Zur groenmifBigen Auftrennung nativer Proteinkomplexe wurde das Verfahren der
Gelfiltrationschromatographie genutzt. Die Chromatographie wurde auf einem Akta-Explorer
System (Amersham, Freiburg) mit einer Superose-6-HR-10/30-Sdule oder einer
Sephadex200-Sidule (je 25 ml Sédulenvolumen, Amersham, Freiburg) entweder mit
Gesamtzellextrakt oder mit His-aufgereinigtem Protein (s. Kap. 2.2.4.4) durchgefiihrt. 6 mg
N. crassa Gesamtzellextrakt mit Proteaseinhibitoren versetztem Chromatographiepuffer auf
eine Konzentration von 10 mg/ml verdiinnt. Nach Ultrazentrifugation bei 45000 rpm fiir 30
min wurde 1 mg als Ladekontrolle abgenommen, mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5
min bei 95 °C inkubiert. Die restlichen 5 mg wurden in die Séule injiziert. Im Fall von His-
aufgereinigtem Protein wurde das Eluat mit der hochsten Proteinkonzentration (Eluat 3)
direkt injiziert. Der Sédulenlauf fand bei einer FluBrate von 0,3 ml/min statt. Das Eluat wurde
in 500 pl-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen zwischen 7 und 24 ml Elutionsvolumen
wurden direkt mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C inkubiert (bei His-
aufgereinigtem Protein) oder vorher mit Trichloressigsdure gefillt (bei Gesamtzellextrakt)
und durch SDS-PAGE und anschlieBenden Western Blot analysiert.

Chromatographie-Puffer: 25 mM HEPES
1 % (v/v) Glycerin
150 mM Na-Acetat
1 mM EDTA
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2.2.4.9 Co-Immunoprizipitation

Fiir Immunoprizipitationen mit polyklonalen Antikérpern wurden diese mittels Protein A
Sepharose (Amersham, Freiburg) durchgefiihrt. Im Falle, dass monoklonale Antikérper zum
Féllen verwendet wurden, wurde wegen der hoheren Bindungskapazitit fiir Maus-IgG
ProteinG-Agarose benutzt. Fiir Proteine mit FLAG-Tag wurde Agarose mit kovalent
gebundenem monoklonalem FLAG-Antikorper verwendet (Sigma). 20 - 40 pl der
entsprechenden Beads wurden mit PEX-Puffer dquilibriert und bei 500 g fiir 5 min in einer
Eppendorf Tischzentrifuge sedimentiert. AnschlieBend wurden sie mit 1,5 ml monoklonalem
oder 100 - 400 ul polyklonalem affinititsgereinigtem AntikOrper versetzt. Zur Bindung
wurden die Ansitze 2 h bei RT unter Bewegung inkubiert. Die Sepharose wurde dreimal mit
PEX mit Protease-Inhibitoren gewaschen. Fiir die Prézipitation wurden 1,5 — 5 mg
Gesamtextrakt zugegeben und die Ansitzt fiir iiber Nacht bei 4 °C rotiert. Es wurde eine
Probe vom Uberstand zur Analyse entnommen, die Sepharose mit den gefillten Proteinen
erneut dreimal mit PEX gewaschen und schlieBlich 5 min bei 40 °C in Laemli-Probenpuffer
inkubiert, um die Proteine zu eluieren. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefdl tiberfithrt und 5 min bei 95 °C gekocht. Als Kontrolle dienten Ansitze mit
Praiimmunseren der jeweiligen polyklonalen Antikorper, bzw. mit leeren Beads fiir

monoklonale Antikorper.

2.2.4.10 Dephosphorylierung von Gesamtzellextrakten

Um die Phosphorylierung von FRQ und seine eigentliche Grofle genauer darzustellen,
wurden Proteinextrakte mit der alkalischen Phosphatase aus Kilberdarm (CIP, NEB,
Frankfurt) behandelt. Hierzu wurden Gesamtproteinextrakte in einem besonderen Puffer
hergestellt. Zu 300 pg der so erhaltenen Extrakte wurden 50 U der CIP gegeben und 1 h bei
37°C inkubiert. Die Proben konnten im Anschluss wie gewohnt mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert werden.

Phosphatase-Puffer: 50 mM TRIS/HCI pH 8
100 mM NacCl
10% (v/v) Glycerin
10 mM MgCl,
I mM DTT
1 mM PMSF
Sug/ml Leupeptin
5 ug/ml Pepstatin A
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2.2.4.11 Aufreinigung von His-markierten Proteinen mit Phosphatase-Behandlung

Um eine moglichst vollstindige Dephosphorylierung groBerer Mengen von FRQ zu
erreichen, wurde His-markiertes FRQ zuerst an NiNTA-Sepharose gebunden. Nach der
Waschung mit nativem Waschpuffer wurde die NiNTA-Sepharose zweimal mit
Phosphatasepuffer gewaschen und dann mit 1.000 U A-Phosphatase (NEB, Frankfurt)
inkubiert (30 min bei 30°C). Die Reaktion wurde durch Waschen mit nativem Waschpuffer
gestoppt und die Aufreinigung wie unter Kap. 2.2.4.4 beschrieben fortgesetzt.

Phosphatase-Puffer: 25 mM Tris/HCI1 pH 8
150 mM NaCl
10 mM MgCl,
0,1 % (v/v) B-Mercapto-Ethanol

2.2.4.12 Kinase-AKktivitits-Assay

FLAG-CK-la aus 3 mg Totalextrakt pro Ansatz (PEX-Puffer mit Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren) wurde ii. N. an 30 pul aFLAG-Agarose gebunden, danach der
Uberstand entfernt und die Agarose-Beads dreimal mit PEX gewaschen. Der Uberstand
wurde entfernt, 50 ul Kinase-Puffer zugefiigt und die Ansitze unter leichter Bewegung im
Heizblock bei 30 °C inkubiert. Nach 10, 30 und 60 min wurde die Reaktion durch Zugabe von
50 ul 2xLaemmli-Probenpuffer und Inkubation bei 40 °C fiir 5 min gestoppt. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefdl} iiberfithrt und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Je 10 pl pro
Probe wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt, mittels Western Blot auf Nitrocellulose
ibertragen und radioaktives P*? durch Auflegen eines Rontgenfilms detektiert.

Kinase-Assay-Puffer: 50 mM HEPES-KOH pH 7,4
137 mM NaCl
10 % (v/v) Glycerin
1 mM Na2EDTA pH 8,0
0,4 mM EGTA
6 mM Mg-Acetat
1 mM ATP
1 pl/ml (v/v) P**-ATP
100 pg/ml (w/v) Casein

2.2.4.13 Proteinspaltung mit Hydroxylamin (modifiziert nach Bornstein & Balian, 1977)
Hydroxylamin spaltet unter basischen Bedingungen die Peptidbindung zwischen den

Aminoséduren Asparagin und Glycin. Da diese Reaktion im Gegensatz zu einer enzymatischen

Spaltung unter denaturierenden Bedingungen abliuft, sind die Proteine wihrenddessen nicht

dem Einfluss von Proteasen oder Phosphatasen unterworfen.
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Pro Ansatz wurde 500 pg Gesamtzellextrakt oder aufgereinigtes Protein in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefil mit Trichloressigsdure gefillt und das Pellet mit eiskaltem 100 %igem
Ethanol gewaschen (s. Kap. 2.2.4.2). Inzwischen wurde der pH einer 5 M Hydroxylamin-
Losung mit LiOH-Granulat auf 9 eingestellt und die Losung mit ddH,O auf 4 M verdiinnt.
Das Pellet wurde in 50 pl Guanidinium-Puffer resuspendiert und anschlieBend 50 ul
Hydroxylamin-Losung zugegeben. Die Ansédtze wurden 2 oder 4 h bei 55 °C im Heizblock
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Reaktion durch eine TCA-Fillung gestoppt, das
Pellet in 50 pl Laemmli-Probenpuffer resuspendiert und 5 min bei 95 °C gekocht.

Guanidinium-Puffer: 6 M Guanidinium/HCI pH 9
200 mM K2C03
Hyrdoxylamin-Lsg.: 4 M Hydroxylamin/LiOH pH 9
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3. ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Phosphorylierung von FRQ

Das Uhrenprotein FRQ wird unmittelbar nach seiner Synthese sehr stark phosphoryliert.
Diese Phosphorylierungen sind schon bei einer normalen SDS-PAGE-Analyse als multiple
Banden reduzierter elektrophoretischer erkennbar. Das im Laufe des Tages
hyperphosphorylierte FRQ wird mit einsetzender Dunkelheit abgebaut. Um die Anzahl der
Phosphorylierungen genauer abschitzen zu konnen, wurde FRQ-Protein aus einer Dauerlicht-
Kultur und Phosphatase-behandeltes FRQ-Protein einer 2D-Gelelektrophorese unterzogen (s.
Abb. 3.1). Als Kontrolle wurde ein unbeladener IEF-Streifen ebenfalls der Fokussierung
unterzogen und anschlieBend in 1,5 cm lange Stiicke geschnitten. Die Stiicke wurden in je 2
ml 50 mM KCI-Losung inkubiert und anschlieBend ihr pH bestimmt. Aus dieser Skala ldsst
ableiten, dass sich der pI von unphosphoryliertem gegeniiber hyperphosphoryliertem FRQ um
ca. Faktor 1,2 andert. Mithilfe der Scansite-Software
(http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html) konnte ermittelt werden, dass diese Differenz
einem Zustand von 60-100 Phosphorylierungen entspricht (s. dazu auch Bjellgvist et al.,
1993). Ebenso wurde aus dem Experiment ersichtlich, dass unter LL-Bedingung so gut wie

kein unphosphoryliertes FRQ vorhanden ist.

CIP
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Abb. 3.1: 2D-Gelelektrophorese von unphosphoryliertem FRQ (oben) und FRQ aus einer LL-Kultur. Um eine
moglichst vollstandige Dephosphorylierung von FRQ zu erreichen, wurde FRQ mit einem His-Tag an NiNTA-
Sepharose gebunden, gereinigt und vor der Elution und mit CIP (alkalischer Phosphatase) behandelt. Die
isoelektrische Fokussierung erfolgte im Trennbereich von pl 6 bis pl 3. Durch die Phosphorylierungen nehmen
die negativen Ladungen des Proteins zu, der pl verschiebt sich in den sauren Bereich.
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3.2 Funktionelle Untersuchung einzelner FRQ-Domiéinen

Um FRQ in seinen Funktionen nédher zu untersuchen, wurde es in drei Fragmente unterteilt
und diese mit GFP fusioniert. Ein FLAG-Tag diente zur Detektion. Die Fragmentgrenzen
wurden dabei so gewihlt, dass sie in unkonservierten Bereichen des Proteins lagen, um
moglichst keine funktionellen Doménen zu beschidigen (Abb. 3.2; s. auch Alignment von
FRQ-Proteinen aus verschiedenen Spezies im Anhang). Die Fragmente wurden unter
Kontrolle des cpcl-Promotors (konstitutiv aktiv) in einem frg'’-Stamm (Afrg) exprimiert.
Dabei reichte das N-terminale Fragment (GFP-Ngrg) bis AS 412, das mittlere von AS 413 bis
683 (GFP-Mgrq) und das C-terminale (GFP-Cgrq) Fragment von AS 684 bis 989. Durch die
Fusion mit GFP {iiberschritten alle Fragmente 60 kDa, wodurch eine ungerichtete Diffusion

zwischen den einzelnen Zellkompartimenten vermieden wurde (s. Abb. 3.3 A). Die einzelnen

NFRQ MFRQ CFRQ
pl 9,74 pl 5,90 pl 4,32
< P« >« |

il I N

H NLS O FCD B FFD
B CC Bl PEST 1 Bl PEST 2

pl

NFRQ IVIFRQ CFRQ

Abb. 3.2: Oben: Schematische Darstellung von FRQ und des pls der einzelnen Proteinabschnitte. Als
Grenzen wurden jeweils unkonservierte Bereiche gewahlt, da diese im Gegensatz zu hochkonservierten
Doménen oft keine Funktion haben. Unten: 2D-Gelelektrophorese der GFP-Fusionsfragmente, hier in einem
Trennbereich von pl 10 bis pl 3 isoelektrisch fokussiert. Deutlich erkennbar ist der stark unterschiedliche pl der
einzelnen Fragmente sowie deren geringer Phosphorylierungsstatus. Nrrq: N-terminales Fragment (AS 2-
412), umfasst die coiled coi-Domane (CC) mit der Kernlokalisierungssequenz (NLS); Mrrq: mittleres
Fragment (AS 413-683), enthalt die CK-1a-Bindedomane (FCD) und die PEST1-Domane; Crrq: C-terminales
Fragment (AS 684-989), mit der FRH-Bindedoméne (FFD) und der PEST2-Doméne.
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Fragmente haben einen stark unterschiedlichen pl: wéhrend der von GFP-Ngrqg mit einem
errechneten Wert von 9,74 im basischen Bereich liegt und das Protein positive Ladungen
tragt, liegen GFP-Mgrq und GFP-Crrq mit errechneten pl-Werten von 5,9 bzw. 4,32 im
sauren Bereich und tragen negative Ladungen. Abb. 3.2 zeigt eine Analyse der drei
Fragmente mittels 2D-Gelelektrophorese: deutlich sind die stark unterschiedlichen pI-Werte
zu erkennen. Des Weiteren zeigt die Analyse, dass alle drei Fragmente im Gegensatz zum
vollstindigen FRQ wenig bis gar nicht phosphoryliert sind. Dies ist auch bei einer normalen
SDS-PAGE erkennbar, wo alle Fragmente einfache Banden abbilden und nicht multiple (Abb.
3.2 B), wie das vollstindigen FRQ-Protein.

Die einzelnen Fragmente wurden einer subzelluldren Fraktionierung unterzogen, um ihre

Lokalisation in der Zelle zu bestimmen (Abb 3.3 B und C). Wie erwartet, reichert sich der
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Abb. 3.3: (A) MaBstabsgerechte schematische Darstellung der GFP-FRQ-Fusionsproteine. (B) Western Blot
der subzellularen Fraktionierung der Zellhomogenate aus den GFP-FRQ-Stammen (frq'®-Hintergrund).
Aufgetragen wurden jeweils 200 pg Totalhomogenat (T), cytosolische Fraktion (C) und Kernhomogenat (N).
(C) Quantifizierung von (B): gezeigt wird jeweils das Verhaltnis von FRQ-Anteil im Zellkern zu FRQ-Anteil im
Totalhomogenat.
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3 Ergebnisse

tiberwiegende Teil von GFP-Ngrq im Zellkern an. Dies bestitigt die Ergebnisse von Luo et al.
(1998), die in der N-terminalen Region des Proteins eine NLS lokalisiert haben (AS 195-199).
Auffallend ist jedoch, dass diese NLS das Protein nicht vollstindig im Zellkern lokalisiert,
sondern sich trotzdem ein signifikanter Anteil im Cytosol findet. Bisher wurde fiir FRQ noch
keine Kernexportsequenz (NES) gefunden. GFP-Crrg und GFP-Mgrq sind hauptsidchlich
cytosolisch, mit einem geringen Anteil im Zellkern. Fiir diese Kernlokalisation gibt es keine
Erkliarung, jedoch zeigt freies GFP eine Tendenz, sich im Kern anzureichern oder sich an den
Zellkern anzulagern. Abb. 3.3 C zeigt eine Quantifizierung des Western Blots aus Abb. 3.3 B.
Die Signale der Kernhomogenate wurden mit den jeweilen Signalen der Totalhomogenate (T)
normalisiert.Die Stabilitdt von FRQ ist ein ausschlaggebender Faktor der Periodenldnge der
circadianen Uhr. Die Region, die die Stabilitdt am meisten beeinflusst, ist dabei der Mittelteil.
Die hier lokalisierte PEST1-Region enthilt eine Vielzahl von Phosphorylierungsstellen,
vermutlich fiir CK-1a und CKII (Gorl et al., 2001, Baker et al., 2009). Punktmutationen oder
Deletionen dieser Region fiithren zu einer erhohten Stabilitdt von FRQ und einer verlidngerten
Periode auf molekularer Ebene (phénotypisch sind diese Stamme meist arrhythmisch). Die
Stabilitit der einzelnen Fragmente wurde mittels ribosomaler Inhibition durch Zugabe von 10
pg/ml Cycloheximid (CHX) zum Kulturmedium untersucht (Abb 3.4 A). Dabei zeigte sich,
dass sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Fragment iiber einen Zeitraum von
zehn Stunden stabil sind und nicht abgebaut werden. Instabil ist dagegen das mittlere
Fragment GFP-Mgrq. Ein FLAG-GFP-Protein, welches als Kontrolle dient, unterliegt
ebenfalls keinem Abbau. Der Mittelteil von FRQ kann also den Abbau von GFP induzieren.
Dies bestitigt die Rolle der PEST1-Region fiir die Stabilitit von FRQ (Gorl et al., 2001,
Querfurth et al., 2007).

Ein weiterer interessanter Effekt konnte in diesem Versuch beobachtet werden: das N-
terminale Fragment wird nicht abgebaut, zeigt aber eine Hyperphosphorylierung, deutlich
erkennbar an den multiplen Banden niedriger elektrophoretischer Mobilitéit. Dieses Phinomen
einer Hyperphosphorylierung von FRQ bei Zugabe von CHX ist auch bei vollstindigem
FRQ-Protein (Wt und Mutanten) zu beobachten (s. Abb. 3.8), bisher war jedoch nichts tiber
den Ort dieser Phosphorylierungen bekannt. Auch sind sie nur bei Zugabe von CHX zum
Kulturmedium zu sehen, bei einem natiirlichen Abbau von FRQ im Laufe eines circadianen
Tages oder durch einen Licht-Dunkel-Transfer konnen diese Phosphorylierungsstufen nicht
beobachtet werden. Um festzustellen, ob diese Phosphorylierungen auch bei vollstandigem
FRQ den N-Terminus betreffen, wurden Totalextrakte aus einer LL-Kultur und aus einer

CHX-behandelten Kultur (2 Stunden) sowie ein Phosphatase-behandelter Totalextrakt einer
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proteolytischen Spaltung durch Hydroxylamin unterzogen. Hydroxylamin spaltet unter
denaturierenden, basischen Bedingungen die Peptidbindung zwischen Asparagin und Glycin.
Das FRQ-Protein besitzt zwei solcher NG-Stellen (AS 388/389 und AS 561/562). Das N-
terminale Spaltungsprodukt (AS 1-388) kann durch den verwendeten monoklonalen
Antikorper nachgewiesen werden (Abb 3.4 C). Schon unter LL-Bedingungen ist FRQ am N-
Terminus deutlich phosphoryliert. Das Protein aus der CHX-behandelten Kultur zeigt dem
gegeniiber noch eine deutlich stirkere Phosphorylierung am N-Terminus.

Wie bereits erwihnt, sind eine Reihe von bekannten Mutationen, die die Periode der
circadianen Uhr phinotypisch oder auf molekularer Ebene beeinflussen, im Mittelteil von
FRQ lokalisiert (s. auch Abb 1.4 A). So verlingert frg” (G459D) die Periode und frq’ (G482S)
verkiirzt sie, die Stimme bleiben jedoch rhythmisch. Eine Deletion der PEST1-Sequenz oder

die Mutation des Serins 513 fiihrt zu einer Reduktion der FRQ-Phosphorylierung sowie zu
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Abb. 3.4: (A) Abbau der GFP-FRQ-Fusionsproteine nach Zugabe von 10 CHX (ug/ml) zum Kulturmedium
zum Zeitpunkt 0. GFP-Mgrrq wird abgebaut, GFP-Nrrq, GFP-Crrq und FLAG-GFP sind stabil, wobei GFP-
Nrrq eine starke Hyperphosphorylierung zeigt. (B) Quantifizierung von (A). (C) Hydroxylamin-Proteolyse von
Totalzellextrakten aus frg"-Stdmmen. Rechts eine unbehandelte LL-Kultur, in der Mitte eine LL-Kultur, die mit
CHX behandelt wurde (2 h). Links ein Totalzellextrakt, der mit alk. Phosphatase dephosphoryliert wurde. Der
Western Blot zeigt das N-terminale proteolytische Spaltungsprodukt von FRQ (AS 1-388). Die
Hyperphosphorylierung des Fragments aus der CHX-behandelten Kultur ist deutlich zu erkennen.
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einem stark verzogerten Abbau des Proteins (Gorl et al., 2001, Liu et al., 2000). Diese
bekannten Mutationen wurden mittels PCR-Mutagenese in das GFP-Fusionskonstrukt GFP-
Mrrq eingebracht, um die durch sie verursachten Verdnderungen in der Abbaurate zu
untersuchen. Es zeigte sich jedoch, dass diese Mutationen keinen signifikanten Effekt auf den
Abbau von GFP-Mgrq haben (Abb 3.4 D). Kein mutiertes Fragment zeigt einen verzogerten
Abbau im Vergleich zum Wildtyp, im Gegenteil, das Fragment, dessen PEST1-Doméne
deletiert wurde, ist wesentlich instabiler als das Wildtyp-Fragment. Diese Ergebnisse sowie
die Tatsache, dass GFP-Mgrq keine Phosphorylierung zeigt, obwohl Mutationen des FRQ-
Mittelteils im vollstindigen FRQ Phosphorylierungsdefekte zeigen, konnten bedeuten, dass
diese Mutationen wohl vor allem trans-Effekte verursachen, die auf den Mittelteil allein gar
keine Wirkung haben. Die starke Instabilitdit von GFP-Mgrq-APEST1 erklért sich

moglicherweise aus einem Faltungsdefekt des Proteins, der zu einem sofortigen Abbau fiihrt.

3.3 Die Phosphorylierung des N-Terminus unterliegt einem trans-Mechanismus

Das GFP-Fusionsprotein GFP-Ngrq enthilt neben dem NLS auch die coiled-coil-Domine,
tiber die FRQ dimerisiert (Cheng et al, 2001a). GFP-Nggrq sollte also ebenfalls als Homodimer
in der Zelle vorliegen bzw. mit dem endogenen FRQ in einem frg*-Hintergrund dimerisieren
konnen. Dies konnte durch eine Ko-Immunopriizipitation bestitigt werden. Im frg"-
Hintergrund exprimiertes GFP-Ngrg, GFP-Mgrq und GFP-Crrg mit FLAG-Tag wurden mit
FLAG-Antikorper aus Totalextrakt prézipitiert und auf koprézipitiertes endogenes FRQ
untersucht. Als Kontrolle diente ein frg"-Totalextrakt (Abb 3.5 A). Tatsichlich interagiert nur
das N-terminale Fragment stabil mit endogenem (vollstindigem) FRQ, es ist nicht moglich,
FRQ mit einem der anderen Fragmente zu prizipitieren. Die geringe Menge von
koprézipitiertem FRQ erklért sich aus der geringen Expression von GFP-Nggq gegeniiber dem
endogenen FRQ (s. Abb. 3.4 B und C) und der Tatsache, dass FRQ und GFP-Ngrq in Cytosol
und Zellkern unterschiedlich angereichert sind und nur ein geringer Teil von FRQ und GFP-
Ngrq heterodimerisieren — der Rest liegt als jeweiliges Homodimer vor.

Wird GFP-Ngrq in dem frg-Deletionsstamm frq'® exprimiert, so zeigt es unter LL-
Bedingungen keine Phosphorylierung, die bei einer SDS-PAGE als zusitzliche Banden
geringerer elektrophoretischer Mobilitit sichtbar sind. Bei Expression des Fragments in einem
frq*-Hintergrund jedoch, wenn das Fragment mit endogenem FRQ interagiert, liegt GFP-
Nrrq unter LL-Bedingungen phosphoryliert vor (Abb 3.5. B und C). Dass es sich dabei
tatsdchlich um Phosphorylierung handelt, wurde durch die Behandlung von Totalextrakten

mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsinnereien (calf intestinal phosphatase, CIP) untersucht
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(Abb 3.5. B). Durch die Behandlung werden die multiplen Banden des endogenen FRQ und
von GFP-Ngrq im frg"-Hindergrund im Vergleich zur unbehandelten Probe deutlich reduziert.
Bei dem im frq'’-Hintergrund exprimierten GFP-Npgrq tritt dagegen keine Verdnderung der
elektrophoretischen Mobilitdt auf — das Protein liegt vollstindig unphosphoryliert vor. Dies
deutet auf einen frans-Phosphorylierungseffekt hin: die Kinase-Bindestelle ist nicht identisch
mit der Phosphorylierungsstelle.

Ein weiterer trans-Effekt zeigt sich beim Abbauverhalten von GFP-Nggq. In einem frq'’-
Hintergrund (ohne endogenes FRQ) wird GFP-Ngrq bei Behandlung der Kultur mit CHX
zwar phosphoryliert, aber nicht abgebaut (Abb. 3.4 A). In einem frq"-Hintergrund dagegen
wird GFP-Ngrq bei CHX-Behandlung nicht nur phosphoryliert, sondern auch zusammen mit
dem endogenen FRQ abgebaut (Abb 3.5. C). Dabei verschwindet unphosphoryliertes GFP-
Ngrq bereits nach zwei Stunden vollstindig, wihrend diese Form im frq' O—Hintergrund beim

gleichen Experiment iiber zehn Stunden hinweg présent ist (Abb. 3.4 A). Da es sich nicht um
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Abb. 3.5: (A) Co-Immunoprézipitation von endogenem FRQ mit den GFP-FRQ-Fusionsproteinen. Die
Fusionsproteine GFP-Nrra, GFP-Mrra und GFP-Crrq, wurden jeweils im frg*-Hintergrundstamm exprimiert
(oben, FRQ" im Totalzellextraktextrakt) und Uber ihren FLAG-Tag immunoprazipitiert. Die Eluate wurden auf
copréazipitiertes FRQ untersucht (unten). Als Kontrolle diente frg*-Totalzellextrakt. (B) GFP-Ngrq wird im
Komplex mit endogenem FRQ phosphoryliert. Totalextrakte aus dem Stammen frg*-GFP-Ngrq und frq'°-GFP-
Nrra wurden mit alk. Phosphatase behandelt und der Phosphorylierungsstatus mit dem aus unbehandelten
Extrakten verglichen. (C) Untersuchung der Abbaukinetik von GFP-Ngrq im frg*-Hintergrund durch
Behandlung der Kultur mit CHX. (D) Autoradiographie des CK-1a-Aktivititsassays. Casein wurde mit FLAG-
CK-1a aus unbehandelten und CHX-behandelten (20 min) Kulturen mit P> ATP phosphoryliert.
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neu synthetisiertes Protein handeln kann, unterliegt stabiles GFP-Ngrq moglicherweise einem
stiarkeren Einfluss durch endogene Phosphatasen.

Die Hyperphosphorylierung von FRQ durch Behandlung der N. crassa-Kultur mit
Cycloheximid (CHX) stellt eine Besonderheit dar, da diese besonders stark phosphorylierte
Proteinspezies bei einer SDS-PAGE-Analyse von Proteinextrakten unbehandelter Kulturen
nicht auftritt. Auch ist FRQ bisher das einzige Uhrenprotein, an dem ein solcher Effekt
beobachtet werden konnte, weder WCI noch WC2 zeigen eine CHX-abhingige
Phosphorylierung. Moglicherweise wird durch Behandlung der Kultur mit CHX eine
kurzlebige Phosphatase schnell abgebaut oder eine der Kinasen, die FRQ phosphorylieren,
hyperaktiviert. Eine der am besten studierten Kinasen dieser Art ist CK-1a. Sie bildet einen
stabilen Komplex mit FRQ und bindet laut He et al. (2006) im mittleren Bereich von FRQ.
Bei Phosphorylierungsexperimenten in vitro konnten jedoch auch Serine und Threonine im
N-Terminus von FRQ identifiziert werden, die Ziele fiir eine Phosphorylierung durch CK-1a
sind (Tang et al., 2009). Es bestiinde die Moglichkeit, dass durch CHX hyperaktivierte CK-1a
nicht auf eine stabile Interaktion mit FRQ angewiesen ist, sondern dieses auch ohne Bindung
an den Mittelteil am N-Terminus hyperphosphoryliert.

Um diese These zu iiberpriifen, wurde ein Aktivitits-Assay mit gereinigter CK-1la aus
CHX-behandelten und unbehandelten Kulturen von einem N. crassa-Stamm durchgefiihrt, der
neben der endogenen CK-la eine qa-induzierbare FLAG-CK-1la exprimiert (O. Tataroglu,
unveroffentlicht). Zwei Kulturen wurden 12 h mit QA induziert, anschlieBend wurde eine
davon weitere 20 min mit CHX behandelt. (Da die Hyperphosphorylierung von FRQ schon
eine Stunde nach Zugabe zum Kulturmedium zu sehen ist, sollte die Aktivierung der
verantwortlichen Kinase unmittelbar passieren.) CK-la aus dem Gesamtzellextrakt dieser
Kulturen wurde mittels FLAG-Tag an aFLAG-Agarose angereichert und mit Casein und
radioaktivem ATP inkubiert. Die zeitabhédngige Phosphorylierung des Caseins wurde mit
Autoradiographie dokumentiert (Abb. 3.5 D). Eine ATP-freie Probe diente als Kontrolle,
dieser Teil des Western Blots wurde spdter mit Antikorper gegen CK-1a dekoriert (Abb. 3.4
D, erste Gelspur von links). Wie aus der Autoradiographie hervorgeht, ist die aufgereinigte
Kinase aktiv und phosphoryliert nicht nur Casein, sondern auch sich selbst. Allerdings zeigt
sich kein Unterschied in der Aktivitidt der CK-1a aus unbehandelter oder CHX-behandelter
Kultur. CK-1a ist also nicht verantwortlich fiir die CHX-abhingige Hyperphosphorylierung
des N-Terminus von FRQ.
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3.4 Moglichkeit einer phosphorylierungsabhingigen Konformationsinderung

Das N-terminale Drittel von FRQ (AS 1-330) hat im unphosphorylierten Zustand einen
stark basischen pl von 9,95, das heifit, es ist unter cytosolischen Bedingungen positiv geladen
(Ladung +17,3 bei pH 7). Im Gegensatz dazu hat der Rest des Proteins (AS 331-989) einen
sauren pl von 4,69 und ist damit negativ geladen (Ladung -35,4 bei pH 7). FRQ ist ein sehr
flexibles Protein, das heiBt, der negativ geladene C-Terminus konnte durchaus mit dem
positiv geladenen N-Terminus iiber ionische Wechselwirkung interagieren. Das Ergebnis
wire eine Schleifenbildung bzw. eine eher kompakte, geschlossene Konformation von FRQ
(s. Abb. 3.5 A, oben). Baker et al. (2009) lokalisierten im N-terminalen Drittel von FRQ ca.
21 Phosphorylierungsstellen. Wiren diese vollstindig phosphoryliert, so sdnke der pl des N-
Terminus von 9,95 auf 6,02 (Scansite-Software, http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html), die
Ladung betriige dann -3,7 bei pH 7. Damit wire die ionische Wechselwirkung aufgehoben,

FRQ wiirde in eine eher lineare, offene Konformation {ibergehen (Abb 3.6 A).
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Abb. 3.6: (A) Darstellung der ladungsbedingten Konformationsanderung von FRQ. Der negativ geladene C-
Terminus interagiert mit dem positiv geladenen N-Terminus, FRQ hat eine geschlossene Konformation. Wird
der N-Terminus im Laufe eines circadianen Tages phosphoryliert, verédndert sich seine Ladung, die Interaktion
wird aufgehoben und FRQ erhélt eine offene Konformation. (B) Western Blot der Gelfiltrationseluate von
dephosphoryliertem FRQ (oben) und hyperphosphorylietem FRQ aus CHX-behandelter Kultur (unten). (C)
Quantifizierung der Gelfiltration.

70



3 Ergebnisse

Um dies experimentell zu iiberpriifen, wurden verschiedene Phosphorylierungsstadien von
FRQ Gelfiltrationen (Superose 6, Amersham) unterzogen. Eine phosphorylierungsabhiingige
Konformationsénderung sollte sich dergestalt duflern, dass hyperphosphoryliertes FRQ wegen
seiner offenen Konformation friither eluiert als hypophosphoryliertes FRQ, welches wegen der
geschlossenen Konformation kleiner (oder besser kompakter) ist. Da unter normalen
Wachstumsbedingungen zu beinahe jedem Zeitpunkt des circadianen Tages sowohl hypo- als
auch hyperphosphoryliertes FRQ in unterschiedlicher Verteilung vorliegt, wurde FRQ mit
einem C-terminalen His-Tag unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors (ga-Promotor) in
N. crassa exprimiert. Um moglichst ausschlieBlich hyperphosphoryliertes FRQ zu erhalten,
wurde eine Kultur nach 12 Stunden Induktion mit Chinasdure noch zwei Stunden mit
Cycloheximid behandelt (10 pg/ml). His-Tag-FRQ wurde mittels NiNTA-Sepharose aus dem
Zellextrakt isoliert. Fiir die Gelfiltration mit moglichst hypophosphoryliertem FRQ wurde das
an NiNTA-Sepharose gebundene Protein vor der Elution mit alkalischer Phosphatase
behandelt. Die Eluate mit der hochsten Proteinkonzentration wurden jeweils der Gelfiltration
(unterzogen und die einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die
Verteilung des hypo- oder hyperphosphorylierten FRQ untersucht (Abb. 3.6 B). Deutlich
zeigt sich, dass das Maximum der hypophosphorylierten Formen (obere Reihe, Phosphatase-
behandelt) spéter eluiert als das der hyperphosphorylierten (untere Reihe, CHX-behandelt).
Die Quantifizierung (Abb. 3.6 C) des Western Blot zeigt, dass sich die Maxima um etwa 1,5
Fraktionen unterscheiden. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der Hypothese einer

phosphorylierungsabhingigen Konformationsédnderung.

3.5 Deletion einer potentiellen nuklearen Exportsequenz

Die subzellulidre Verteilung von FRQ ist dergestalt, dass der groBte Teil des Proteins sich
im Cytosol und nur ein kleiner Teil im Zellkern befindet. Diese Kernlokalisation ist trotz des
geringen Anteils an der Gesamtmenge fiir die Funktion der circadianen Uhr entscheidend und
abhingig von einer NLS im N-terminalen Drittel von FRQ. Unbekannt ist bisher jedoch der
Mechanismus, tiber den FRQ aus dem Kern exportiert wird und der so erst die typische
subzelluldre Verteilung von FRQ ermoglicht. Mittels des Online-Programms NetNES
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES) (la Cour et al., 2004) konnen Leucin-reiche NES in
Proteinsequenzen vorhergesagt werden. Diese Software ermittelt fiir FRQ eine NES, deren
Wert iiber der vom Programm vorgesehenen Signifikanzschwelle liegt (Abb. 3.7 A, dunkler
Pfeil), sowie eine weitere, die die diese Schwelle nicht tiberschreitet (Abb. 3.7 A, heller Pfeil).
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Ein Sequenzvergleich von FRQ-Homologen anderer Ascomycota zeigt, dass die
signifikante putative NES (AS 310-326) in einem hochkonservierten Bereich von FRQ liegt
(Abb. 3.7 B). Die Domine enthidlt neben den ausschlaggebenden Leucinen weitere
hydrophobe Aminosiurereste wie Valin und Isoleucin, daneben eine Lysin-Abfolge, die eher
fiir eine NLS typisch ist. Die Signifikanz der Vorhersage hingt an einem einzigen Leucin,
L323 (Abb. 3.7 B, Rautensymbol). Berechnungen verschiedener Programme (PROTEAN,
HNN http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html) zufolge bildet
dieser konservierte Bereich eine Helixstruktur. Um zu zeigen, ob die identifizierte NES
tatsdchlich fiir die subzellulidre Lokalisierung von FRQ relevant ist, wurde die entsprechende
Domiine mittels PCR aus dem Transformationsvektor pPBM60-Clal (enthilt die genomische
DNA des frg-Locus mit dem endogenen Promotor) deletiert. Der so entstandene Vektor
pBMO60-Clal-FRQA(310-326) wurde transformiert und die Expression von FRQA(310-326) in

N. crassa untersucht.
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N. crassa 289 TQKVENYLRDTPDGLLPH--HIVMTDKEKKKLVVRRLEQLFTGKISGRNMQ 337
s. fimicola 294 SQKVESYLRDTPDGLLPH--HVVMTDKEKKKLVVRRLEQLFTGKISGRNMQ 342
P. anserina 288 QQKVENYLRDTPDGLLPR--QMVMTDKEKKKLVVKRLEQLFTGKISGRNMH 336
G. zeae 276 E-AVENYLRDIPEGLYPR--HMIMTEKERKKLVVRRLEQLFTGKIGGRHVV 323
H. spinulosa 281 EQKVDHYLREIPEGLYPR--FVSMTEKEKKKLVVRRLEQIFTGKIGGKHVR 329
L. australiensis 273 EQKVENYLRDIPEGLYPR--HMIMTEKERKKLIVRRLEQIFTGKM--—--VR 317
M. grisea 186 NQKVESYLEDIPEGLYPR--YLSMTEKDKQKLVVRRLEQLFTGEMSGPSIG 234
B. fuckeliana 282 DRKMQDFLQDIPQGLQPKS-SLEMSENQRKRMVVRRLEQLFTGKTGSLIGA 331
S. sclerotiorum 281 DKKMQDFLODIPQGLLPRT-SLEMSENQRRRMVVRRLEQLFTGKKGSLIGV 330
P. tritici-repentis 275 QQTIHSYLHDIPIGLVPNNKSVPMTEKSKKKMVVRRLEQIFAGKRSAP-GS 324
P. nodorum 297 0Q0SIQSYLHDVHGSLLPON-NVPMTDKSKKKMVVRRLEQIFAGKVSVP-GS 333

Abb. 3.7: (A) Grafische Darstellung der potentiellen NES von FRQ im NetNES-Programm. HMM: hidden
Markov model (stochastisches Modell). Der dunkle Pfeil bezeichnet die NES, die den vom Programm
festgelegten Schwellenwert Uberschreitet, der helle Pfeil (?) einen weiteren Leucin-reichen Bereich, der vom
Programm jedoch nicht als potentielle NES angesehen wird. (B) Sequenzvergleich der potentellen NES des
FRQ aus N. crassa mit FRQ-Homologen aus anderen Ascomycota. (+) potentielles Phospho-Threonin, (0)
NES-relevantes Leucin. Die vollstdndigen Namen der Ascomycota sind im Anhang (Abklrzungsverzeichnis)
aufgefiihrt.
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Durch subzelluldre Fraktionierung wurde die Verteilung von FRQA(310-326) und FRQ
zwischen Zellkern und Cytosol miteinander verglichen. Wie sich jedoch zeigte, war das
Protein mit der deletierten putativen NES gegeniiber der Wt-Form nicht signifikant im
Zellkern angereichert, jedenfalls nicht in einem Mal}, wie man es vielleicht von einem Protein
erwartet hitte, dessen NES deletiert wurde. Dafiir féllt jedoch der scheinbare
GroBenunterschied von FRQA(310-326) im Vergleich zum FRQ auf (Abb 3.8 A und E).
Dieser GroBenunterschied kann bei einem Protein von 120 kDa nicht allein auf die Deletion
von 17 Aminosduren zuriickzufiihren sein. Es handelt sich dabei wohl eher um einen
Phosphorylierungsdefekt. Um dies zu bestitigen, wurden Totalextrakte von FRQ und
FRQA(310-326) mit alkalischer Phosphatase behandelt und der Phosphorylierungsstatus
mittels Western Blot untersucht (Abb 3.8 C). Wie sich zeigte, sind FRQ und FRQA(310-326)
im unphosphorylierten Zustand bei elektrophoretischer Auftrennung fast gleich grof3 (Abb 3.8
C, Gelspuren 2 und 4), zusitzlich ist erkennbar, dass die untersten der multiplen Banden der
unbehandelten FRQ-Proteine (Abb 3.8 C, Gelspuren 1 und 3) ebenfalls auf einer Hohe liegen.
Dies bestitigt, dass es sich um ein phosphorylierungsabhingiges Phinomen handelt.

Ein derart signifikanter Phosphorylierungsdefekt durch die Deletion von 17 Aminosduren
(von denen nur eine ein potentielles Phospho-Threonin ist) kann mehrere Ursachen haben:
erstens kann eine Kinase-Bindestelle betroffen sein. Zweitens konnte auch eine sogenannte
Initialphosphorylierung betroffen sein. Dies sind Phosphorylierungsstellen, die — wenn
phosphoryliert — anderen Kinasen als Erkennungsmerkmal fiir weitere Phosphorylierungen
dient. Eine Kinase, die auf diese Weise ihr Substrat erkennt, ist CK-1a. Moglicherweise ist
also das Threonin T311 die Initialphosphorylierungsstelle, von der alle weiteren
Phosphorylierungen durch CK-1a abhingen. Der Phosphorylierungsdefekt ist allein durch das
Fehlen eines Phospho-Threonins jedenfalls nicht erkldarbar. Um zu untersuchen, ob es sich bei
T311 moglicherweise um eine Initialphosphorylierung handelt, wurde das Codon von T311
im pBM60-Clal-Vektor zu einem Alanin-Codon mutagenisiert, in frq"® transformiert und der
so geschaffene Mutationsstamm frq(T311A) auf Phosphorylierungsdefekte des FRQ-Proteins
untersucht. Wie jedoch aus Abb. 3.8 B hervorgeht, ist das Protein in keiner Weise in seiner
Phosphorylierung kompromittiert. Der Stamm hat im Gegensatz zu FRQA(310-326) auf race
tubes einen rhythmischen Phénotyp, wenn auch mit leicht verlidngerter Periode (Abb. 3.11 A).

Es handelt sich bei T311 also nicht um eine Initialphosphorylierungsstelle.
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Abb. 3.8: (A) Subzellulare Verteilung von FRQ in den Stammen frq" und frgAA(310-326) (Deletion der putativen
NES). (B) Subzellulare Verteilung von FRQ in den Stammen frg" und frg(T311A). (C) GréBenvergleich von
FRQ aus den Stammen frg" und frgAA(310-326) mit und ohne Behandlung mit alk. Phosphatase. (D)
Darstellung des NES-relevanten Leucins (L323) und der umliegenden AS als Helix. Die Mutation L323N
zerstort sowohl den Helix als auch die NES (nach NetNES). (E) Vergleich von FRQ aus den Stammen frq",
frgAA(310-326) und frg(L323N)

Wie bereits oben erwihnt, bildet die hochkonservierte Domine u. U. um eine o-Helix.
Diese Helix ist aber laut Vorhersage (s. oben) zufolge allein abhiingig von L.323 (Abb. 3.8 D).
Wird dieses Leucin durch Mutagenese zu Asparagin ausgetauscht, 16st sich laut
computergestiitzter ~ Strukturanalyse die Helix auf. Um die Abhingigkeit des
Phosphorylierungsdefekts von der putativen Helix zu priifen, wurde im pBM60-Clal-Vektor
das Codon von L323 zu einem Asparagin-Codon mutagenisiert, der Vektor in frq"
transformiert und der Phosphorylierungsstatus des in diesem Stamm exprimierten
FRQ(L323N) mit dem von FRQ und FRQA(310-326) verglichen (Abb. 3.8 E). Wie deutlich
erkennbar  ist, zeigt das punktmutierte FRQ(L323N) einen sehr &hnlichen
Phosphorylierungsdefekt wie FRQA(310-326). Die korrekte Phosphorylierung von FRQ
scheint demzufolge abhingig zu sein von der Ausbildung einer a-Helix im Bereich der

konservierten Domine FRQ(310-326).
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nmd3ANES
nmd3ANES + FRQ(310-326)

nmd3ANES + FRQ(310-326)L323N

Abb. 3.9: Kernexport-Assay in S. cerevisiae. Nur Stdmme, bei denen dieses Protein korrekt aus dem Kern
exportiert wird, zeigen robustes Wachstum. Die endogene NES von nmd3 wurde entweder durch die putative
NES des FRQ aus N. crassa ersetzt (nmd3ANES+FRQ(310-326), 3. v. oben) oder durch die mutierte Form
dieser Doméane (nmd3ANES+ FRQ(310-326)(L323N), unten). Als Kontrollen dienten wt-nmd3 (oben) und
nmd3ANES (2. v. oben).

Obwohl die Deletion dieser Domine keine Verdnderung in der Verteilung von FRQ
zwischen Zellkern und Cytosol zufolge hat, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich
um eine NES handelt. Grof3e Proteine wie FRQ beinhalten oft mehrere NES und NLS, die
Deletion einer einzelnen konnte also durchaus von einer anderen kompensiert werden. Um
experimentell zu untersuchen, ob die deletierte Region als NES funktionieren kann, wurde ein
Selektions-Assay in S. cerevisiae herangezogen, basierend auf korrektem Kernexport
(Gerstberger, 2003). Der Hefestamm NMD3 “Shuffle” ist nicht lebensfihig, wenn der
Shuttle-Faktor NMD3 aufgrund einer fehlenden NES nicht in der Lage ist, die 60S-
Ribosomen-Untereinheit aus dem Zellkern zu exportieren. Die NMD3-NES wurde in diesem
Experiment durch die putative FRQ-NES (AS 310-326) ersetzt (Abb 3.9). Als Negativ-
Kontrolle dienten sowohl nmd3ANES als auch die putative FRQ-NES mit der Mutation
L323N. Wie das Experiment jedoch zeigt, ist FRQ(310-326) nicht in der Lage, die endogene
NES von NMD3 zu ersetzen. Es handelt sich also nicht um eine NES, sondern um eine fiir die
Phosphorylierung von FRQ relevante Doméne, wahrscheinlich eine Helix, die als Binde- oder

Erkennungsstelle fiir eine Kinase dient.

3.6 FRQ(310-326) bildet eine zweite CK-1a-Bindestelle

Das Uhrenprotein FRQ wird von einer Reihe von unterschiedlichen Kinasen
phosphoryliert, aber nur fiir eine, ndmlich CK-1a, konnte bisher eine stabile Interaktion mit
FRQ und auch eine Kinasebindestelle nachgewiesen werden. Diese von He et al. (2006)
lokalisierte Interaktionsdoméne (FCD) befindet sich im Mittelteil von FRQ (s. schematische
Darstellung Abb. 1.4 A), im Bereich der Aminosduren 470-530. Auch dieser Bereich ist
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hochkonserviert. Was jedoch besonders auffallend ist: auch diese Region ist reich an Leucin
und anderen hydrophoben Aminosduren, und die Mutation der Leucine zu Alaninen reicht
aus, um die Interaktion mit CK-1a aufzuheben (He et al., 2006). Deletionen in diesem Bereich
(AS 470-530) resultieren in Hypophosphorylierung und erhohter Stabilitdt von FRQ, was zu
einem arrhythmischen Phinotyp fiihrt (Liu et al., 2000; Gorl et al., 2001). Genau dieser
Bereich von FRQ wurde von der NetNES-Software als putative NES, deren Wert die vom
Programm vorgesehene Signifikanzschwelle nicht erreicht, erkannt (Abb 3.6 A, hellgrauer
Pfeil mit Fragezeichen).

Auch diese = FRQ-CK-la-Interaktionsdoméne (FCD) bildet nach  diversen
computergestiitzten Strukturvorhersagen eine aHelix. Beide Helices weisen signifikante
Ubereinstimmungen auf. Vergleicht man die essentiellen hydrophoben Bereiche miteinander,
so fallt auf, dass die hydrophoben Aminosiuren in gleichen Abstinden angeordnet sind. Beide
Dominen enthalten jeweils ein Glutamin an der gleichen Position. Abb. 3.10 zeigt die

Amiosduresequenzen von FRQ(310-326) und FRQ(488-495) (ein Teil der von He et al. 2006

FCD1 FCD2
FRQ(310-326) FRQ(488-495)
MTDKEKKKLVVRRLEQL NLLcNLAQLHM
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@
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Abb. 3.10: Helikale Darstellung der beiden leucinreichen Sequenzbereiche (oben) von FRQ als Rad
(Querschnitt des Helix, Mitte) oder Zylinder (Seitenansicht des Helix). Die hydrophoben Aminos&uren sind in
der Sequenz vergréBert, in den grafischen Darstellungen schwarz hervorgehoben. (Protean-Programm,
Lasergene, DNASTAR)
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Abb. 3.11: (A) Analyse des circadianen Phéanotyps der Stdmme frgAFCD1, frgAFCD2, frqg(T311A) und
frg(L323N) mittels race tube assay im Dauerdunkel bei 25 °C. (B) Abbauverhalten von FRQ in den Stammen
frgAFCD1, frgAFCD2 und frq(L323N). Kulturen der gen. Stdmme wurden bei Dauerlicht aufgezogen, nach
Zugabe von CHX (10 pg/ml) zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und die FRQ-Expression mittels
Western Blot analysiert. (C) Co-Immunopréazipitation von FRQ mit CK-1a. CK-1a wurde mittels Antikérper aus
Totalzellextrakten der Stamme frg*, frgAFCD1, frgAFCD2, frqAFCD1/2 und frq'® GFP-Merq gefallt und die
Prazipitate auf co- prazipitiertes FRQ-Protein untersucht. Von den eingesetzten Totalextrakten (T) wurden
jeweils 200 g auf ein SDS-Acrylamidgel (7,5 %) aufgetragen, vom Uberstand (U) nach der Prazipitation die
aquivalente Menge. Um auch geringe Mengen von coprazipitiertem FRQ nachweisen zu kénnen (nicht die
gesamte CK-1a ist mit FRQ komplexiert), wurde von den Prazipitaten nicht nur ein Aquivalent von 200 pg
aufgetragen (1 x IP), sondern auch die dreifache Menge (3 x IP).

definierten FCD, oben) sowie die putative Helixstruktur der Doménen, dargestellt einmal im
Schnitt (Mitte) und einmal als offener Zylinder (unten). Aufgrund ihrer Ahnlichkeit nicht nur
in der Struktur, sondern auch in der durch die nachfolgend beschriebenen Versuchsergebnisse
bestdtigten Funktion soll ab hier die Domédne FRQ(310-326) als FCD1 bezeichnet werden, die
Domine FRQ(470-530) als FCD2. Die Nummerierung weist auf die Position der jeweiligen
Doméne innerhalb des Proteins hin (vom N-Terminus zum C-Terminus).

Um die Funktion der beiden Regionen zu vergleichen, wurde zunidchst ein N. crassa-
Stamm hergestellt, der ein FRQAFCD2 exprimiert. Dies geschah durch PCR-Deletion der
Codons fiir die AS 485-496 des FRQ-Leserahmens im Vektor pBM60-Clal und

anschlieBender Transformation in den frq’ ’_Stamm. Diese Deletion entspricht nicht dem
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vollstandigen, von He et al. definierten Bereich, umfasst aber alle fiir die Interaktion mit CK-
la relevanten Leucine. Im Folgenden wird diese Deletionsmutante als frgAFCD2 bezeichnet,
die Mutante frqA(310-326) als frqAFCD1. Schon bei der SDS-PAGE-Analyse der Klone fiel
auf, dass beide Mutationen zu der gleichen Hypophosphorylierung von FRQ fiihren (s. Abb
3.13 A, oben). Ebenso zeigen beide Mutanten eine Uberexpression von FRQ, was auf einen
verzogerten Abbau des Proteins hinweisen konnte. Zur phénotypischen Bestimmung wurde
ein race tube assay mit beiden Stimmen durchgefiihrt, zusammen mit frq", frq(L323N) und
Jrq(T311A) (Abb. 3.11 A). Wie sich herausstellte, zeigte fr¢yAFCD2 wie von He et al.
beschrieben einen arrhythmischen Phinotyp. Genauso verhielten sich auch fr¢gAFCD1 und
Jfrq(L323N). Der Stamm frq(T311A) war dagegen rhythmisch.

Als nidchstes wurde die Stabilitdt der mutierten FRQ-Proteine untersucht. Dazu wurden
Kulturen der Stimme frgAFCDI1, frgAFCD2 und frq(1L323N) iiber zehn Stunden mit CHX
behandelt und die Abbaurate der FRQ-Proteine untersucht (Abb. 3.11 B). Als Kontrolle
diente dabei der frq"-Stamm, dessen Kulturen der gleichen Behandlung unterzogen wurden.
Wie deutlich zu erkennen ist, ist bei allen drei Mutationen FRQ hypophosphoryliert und sein
Abbau stark verzogert.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Mutanten in Verhalten und FRQ-Phosphorylierung wurde
die Interaktion von CK-la mit den FRQ-Mutationen AFCDI1, AFCD2, L323N sowie einer
FRQAFCD1/2- Doppelmutante mittels Co-Immunoprizipitation untersucht. Dazu wurde CK-
la mit Antikorper aus Totalextrakten prézipitiert und die mit Laemli-Probenpuffer eluierten
Prizipitate mittels Antikorperdekoration des Western Blots auf coprizipitiertes FRQ
untersucht (Abb. 3.11 C). Um unspezifische Interaktion auszuschlieBen, wurde als Kontrolle
eine Immunoprézipitationen mit Praimmunserum (PI) durchgefiihrt. Abb. 3.10 C zeigt den
Western Blot des Experiments: oben als Kontrolle eine Co-Immunoprizipitation mit wt-
Totalextrakt. FRQ wurde effizient mit CK-la-Antikdrper co-prézipitiert, wihrend in der
Kontrollfallung mit Praimmunserum kein FRQ nachweisbar war. Im Gegensatz dazu konnte
bei keinem der FCD-Mutationsstimme FRQ mit CK-1a geféllt werden.

Fiir eine stabile, nachweisbare Interaktion von CK-la und FRQ sind beide Dominen
notwendig. Dies zeigt auch die CK-1a-Co-Immunoprézipitation mit Totalextrakten aus dem
Stamm, der das mittlere FRQ-Fragment GFP-Mgrq exprimiert. Auch hier ist keine Interaktion
mit CK-1a nachweisbar. Dies konnte auch erldren, warum von diesem Proteinfragment weder
phosphorylierte Formen nachweisbar sind noch Mutationen die Abbaurate verdndern.

Moglicherweise geht der Abbau dieses Fragments allein auf einen Faltungsdefekt zuriick und
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hat mit der natiirlichen Funktion, die die PEST1-Domine im vollstindigen FRQ erfiillt, nichts

Zu tun.

3.7 Stimme mit FCD-Mutationen zeigen keinen negativen Feedback

Durch die relativ geringe GroBe der fiir eine CK-1a-Interaktion benétigten Domine FCD1
erhebt sich die Frage, ob ein Wiedereinfiigen von FCDI1 an beliebiger Stelle des N-Terminus
von FRQ die Interaktion mit CK-1la und damit die Funktion von FRQ als negatives Element
der circadianen Riickkopplungsschleife wiederherstellen kann. Dazu wurde die FCDI1-
Domiine mit umliegendem Bereich (ca. 30 AS) in die Sphl-Restriktionsschnittstelle (AS 4/5)
des FRQ-Leserahmens im Vektor pBM60-Clal-frgAFCDI1 eingefiigt (Abb 3.12). Dieser
duBerste N-terminale Bereich des Proteins ist wenig konserviert, so dass die
Wahrscheinlichkeit, eine relevante Domédne zu deletieren, gering ist. Der so entstandene
Vektor pBM60-Clal-frq(FCD1—Sphl) wurde in den frqu—Stamm transformiert und Klone
isoliert und auf FRQ-Proteinexpression untersucht.

FRQ(FCD1—Sphl) wird schwicher exprimiert als FRQAFCD1 wund zeigt ein
Phosphorylierungsmuster, das Wt-FRQ &hnlich ist (Abb. 3.14 A). Dies zeigt, dass das
Wiedereinfiigen der FCDI1 in den N-Terminus den Phosphorylierungsdefekt rettet. Die

Untersuchung der Interaktion mit CK-1a mittels Co-Immunoprézipitation mit aCK-1a macht

FCD1 FCD2
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung von FRQ mit seinen beiden CK-1a-Interaktionsstellen. Die signifikant
angeordneten hydrophoben Aminoséuren sind hervorgehoben (oben). Durch Einsetzen der FCD1-Doméne
und einiger umliegender Aminoséuren in die Sphl-Restriktionschnittstelle des FRQ-ORFs im Vektor pBM60-
Clal-FRQAFCD1 entsteht FRQ(FCD1—Sphl) (Mitte). Die PCR-Mutagenese der hydrophoben Aminosauren
der FCD1 des Vektors pBM60-Clal gleicht diese denen der FCD2 an (unten).
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deutlich, dass das Wiedereinfiigen von FCD1 am N-Terminus von FRQ ausreicht, um die
Interaktion von FRQ wund CK-la und damit auch die Phosphorylierung von
FRQ(FCD1—Sphl) zum Teil wiederherzustellen (Abb. 3.13 A). Die Menge des
coprazipitierten FRQ(FCDI1—Sphl) ist dabei jedoch wesentlich geringer als bei dem
Vergleichsexperiment mit Wt-FRQ. Die Untersuchung der Stabilitit von FRQ(FCD1—Sphl)
durch die Behandlung der Kulturen mit Cycloheximid ergab, dass dieses Protein im Vergleich
zum Wt-FRQ iiberméBig schnell abgebaut (Abb 3.13 B). Dies kann vielleicht auf einen
Faltungsdefekt des verdnderten Proteins zuriickgefiihrt werden, anderereseits ist es auch
moglich, dass stabilisierende Dephosphorylierungen des Proteins nicht mehr stattfinden
konnen. Im race tube assay zeigt der Stamm einem arrhythmischen Phédnotyp (Abb 3.13 C).
Auffallend ist die Ahnlichkeit der beiden FCD-Dominen in der Anordnung der
hydrophoben Aminoséduren (Abb 3.10). Diese Tatsache legt den Gedanken nahe, dass es sich
hierbei moglicherweise um eine Art Konsensus-Bindemotiv der Art POXXDXQO fiir CK-1a
handeln konnte (wobei @ fiir eine hydrophobe Aminosiure steht). Sollte dies der Fall sein, so

miisste das hydrophobe Motiv einer Domine durch das der anderen ersetzbar sein. Zur
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Abb. 3.13: (A) Co-lmmunoprézipitation von FRQ mit CK-1a. CK-1a wurde mittels Antikbrper aus
Totalzellextrakten der Stamme frg*, frq(FCD—Sphl) und frg(FCD2—FCD1) geféllt und die Prazipitate auf co-
prazipitiertes FRQ-Protein untersucht. (B) Abbauverhalten von FRQ in den Stammen frq" frg(FCD— Sphl) und
frg(FCD2—FCD1). Kulturen der gen. Stdmme wurden bei Dauerlicht aufgezogen, nach Zugabe von CHX (10
pg/ml) zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und die FRQ-Expression mittels Western Blot analysiert. (C)
Analyse des circadianen Phanotyps der Stamme frq* frq(FCD— Sphl) und frq(FCD2—FCD1) mittels race tube
assay im Dauerdunkel bei 25 °C. Bei allen Experimenten diente frg" als Kontrolle.
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Priifung dieser Hypothese wurde das Bindemotiv der FCDI-Doméne mittels PCR-
Mutagenese des Vektors pBM60-Clal-frq gegen das der FCD2-Domine ausgetauscht (Abb.
3.12). Der so entstandene Vektor pPBM60-Clal-frg(FCD2—FCD1) wurde in den frqlo—Stamm
transformiert und Klone, die das Protein FRQ(FCD2—FCD1) exprimieren, isoliert.

FRQ(FCD2—FCD1) zeigte den gleichen Phosphorylierungsdefekt wie FRQAFCD1 oder
FRQAFCD?2. Auch zeigte FRQ(FCD2—FCDI1) keine nachweisbare Interaktion mit CK-1la
(Abb 3.12 A). Eine Untersuchung der Abbaukinetik des Proteins mit Cyloheximid-
behandelten Kulturen ergab, dass FRQ(FCD2—FCD1) genau wie FRQAFCD1 hyperstabil ist
und iiber den Zeitraum von zehn Stunden wenig bis gar nicht abgebaut wird (Abb. 3.13 B).
Auch der race tube assay zeigte, dass die beiden Doméinen einander nicht ersetzen kénnen —
Jfrq(FCD2—FCD1) zeigte wie FRQAFCD]1 eine arrhythmischen circadianen Phénotyp (Abb.
3.12 C). Beide Doménen sind also individuell notwendig, um die FRQ-CK-1a-Interaktion zu
ermoglichen, es handelt sich bei POXXDPXQ®D nicht um ein Konsensus-Bindemotiv fiir CK-
la. Zusitzlich sollte untersucht werden, ob eine Interaktion von FRQ und CK-la vom
Phosphorylierungsstatus von FRQ abhingig ist. Dazu wurde eine Co-Immunoprézipitation
mit Totalextrakten einer frq -Kultur durchgefiihrt, die zwei Stunden mit CHX behandelt
worden war, um eine Hyperphosphorylierung von FRQ zu erreichen. Wie zu erkennen ist,
kann hyperphosphoryliertes FRQ immer noch mit CK-la co-prizipitiert werden, jedoch
weniger als im Wildtyp.

Um eine mogliche Erklirung fiir die Arrhythmizitit der frgAFCD-Stimme und der
diversen FCD-Mutationen zu finden, wurde die WC-2-Expression dieser Stimme untersucht.

Wie sich zeigte, entspricht diese in allen Staimmen der Expression von WC-2 in frq'®, wo
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Abb. 3.14: (A) Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von FRQ (oben) und WC-2 (unten) in frq",
frq'® (Afrg) und verschiedenen Stammen mit deletierten oder mutierten FCDs. (B) Phosphorylierungsstatus
des N-terminalen Fragments von FRQ aus den Stammen frq", frqgAFCD1 und frqAFCD2. Totalzellextrakte der
gen. Stdmme wurden einer Hydroxylamin-Proteolyse unterzogen und die N-terminalen Fragmente mittels
SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
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dieses Protein unterexprimiert ist (Abb. 3.14 A). Alle FCD-Mutanten zeigen ausserdem nur
die hypophosphorylierte Form von WC-2. Da die Hyperphosphorylierung des WCC von
funktionellem FRQ abhingt (Talora et al., 1999; He et al., 2005b; Schafmeier et al,. 2005)
und FRQ-gebundene CK-1a fiir diese Hyperphosphorylierung von WC2 verantwortlich ist
(He et al., 2006), war dieses Ergebnis zum Teil zu erwarten. Allein im Stamm
Jrq(FCD1—Sphl), bei dem sowohl die Phosphorylierung von FRQ(FCD1—Sphl) als auch die
Interaktion mit CK-1a zum Teil wiederhergestellt ist, hitte man eventuell mit einer wildtyp-
dhnlichen Phosphorylierung von WC-2 gerechnet. Dass dem nicht so ist, erklirt die
Arrhythmizitdt dieses Stammes: im hypophosphorylierten Zustand ist WC-2 transkriptionell
aktiv, das mutierte FRQ wird stindig exprimiert, kann aber die Phosphorylierung des WCC
nicht vermitteln. Dadurch findet keine negative Riickkopplung mehr statt, die
Riickkopplungsschleifen der circadiane Uhr sind sozusagen entkoppelt, der Stamm zeigt
keine rhythmische Konidienbildung mehr. Offenbar fiihrt die Umpositionierung der FCD1 im
Protein zwar zu einer potentiellen Wiederherstellung von CK-la-Interaktion und FRQ-
Phosphorylierung, die Hauptfunktion — nédmlich die Inaktivierung des WCC — kann jedoch

nicht wiederhergestellt werden.

3.8 Untersuchung der Interaktion FCD1 - FCD2 - CK-1a
Frithere Experimente dieser Arbeit haben gezeigt, dass N-terminale Fragmente von FRQ,
die uiber die coiled coil-Domine mit endogenem Wt-FRQ interagieren konnen, in trans
phosphoryliert werden (Abb. 3.4). Um zu untersuchen, ob diese Phosphorylierung von CK-1a
vermittelt wird, wurden Totalextrakte aus LL-Kulturen der Stimme frg*, fryAFCD1 und
JrgAFCD2 einer proteolytischen Spaltung mit Hydroxylamin unterzogen und der
Phosphorylierungsstatus des N-terminalen Fragments von FRQ (AS 1-388) mittels SDS-
PAGE und Western-Blot analysiert (Abb. 3.14 B). Der Nachweis dieser Fragmente mit FRQ-
Antikorper zeigt, dass diese sowohl bei FRQAFCD1 als auch bei FRQAFCD2 im Vergleich
zum N-terminalen Fragment von FRQ eindeutig hypophosphoryliert sind. Die
Phosphorylierung des N-Terminus von FRQ ist also tatsdchlich von einer Interaktion des
gesamten Proteins mit CK-la abhidngig. Der geringe GroBenunterschied zwischen den
Fragmenten von FRQAFCDI1 und FRQAFCD?2 ist auf die fehlenden 17 Aminosduren von
FRQAFCDI1 zuriickzufiihren.
Der N-terminale Phosphorylierungsdefekt von FRQAFCD?2 deutet auf einen long range-
Effekt hin, da die FCD2-Doméine nicht im N-Terminus, sondern im Mittelteil von FRQ

lokalisiert ist. Um zu untersuchen, ob FCD1 und FCD2 miteinander interagieren und so eine
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zusammenhingende Bindestelle fiir CK-1a bilden, wurde ein Yeast-two-hybrid-Assay benutzt,

bei dem die zu untersuchenden Proteinfragmente jeweils mit der DNA-bindenden oder der

pGAD-SV40 + pGBD-p53
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Abb. 3.15: Yeast two hybrid-Assay zur Untersuchung der Interaktion der beiden FRQ-FCDs. FCD1 und FCD2
wurden jeweils mit der DNS-bindenden Doméne (pGBD) und der aktivierenden (pGAD) des GAL4-Proteins
aus S. cerevisiae fusioniert. Oben: Wachstum der Stdmme ohne Selektion. Mitte: Wachstum unter starkem
Selektionsdruck zur Untersuchung auf starke Interaktion. Unten: Wachstum unter schwachem Selektionsdruck
zur Untersuchung auf schwache Interaktion. Als Kontrollen dienten pGAD-SV40 + pGDB-p53 (starke
Interaktion) und pGAD- + pGDB- (keine Interaktion).
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aktivierenden Domine des GAL4-Proteins aus S. cerevisiae fusioniert werden. Kommt es zur
Interaktion, werden Resistenzgene aktiviert und der Hefestamm ist auf dem gewiinschten
Selektionsmedium lebensfihig. Der Hefestamm pJG9-4A bietet aulerdem die Moglichkeit,
mittels zweier Selektionsmarker auf starke oder schwache Interaktion zu selektieren: eine
schwache Interaktion ermoglicht nur Wachstum auf AHis-Dropout-Medium, starke
Interaktion dagegen fiihrt dazu, dass der Hefestamm auch auf AAdenin-Dropout-Medium
iiberleben kann. Um auszuschlieBen, dass aufgrund von Missfaltung oder
abweichenderKonformation der Fusionsproteine keine Interaktion zustande kommt, wurden
die Nucleotidsequenzen der Proteinbereiche um FCD1 (AS 290-330) und FCD2 (AS 475-
540) jeweils sowohl in den Vektor pGAD-C1 (mit der aktivierenden Domine) als auch in den
Vektor pGBD-C1 (mit der DNA-Bindedomine) kloniert und in beiden moglichen
Kombinationen in Hefe transformiert (Abb. 3.15). Als Kontrollen dienten jeweils die leeren
Vektoren (keine Interaktion, Negativ-Kontrolle) und die Vektoren pGAD-SV40 und pGBD-
pS3 (starke Interaktion, Positiv-Kontrolle). Alle Staimme zeigen robustes Wachstum auf YPD-
Medium (Abb. 3.15, oben), auler dem Positiv-Kontrollstamm ist jedoch keiner der anderen
Stamme auf AAdenin-Dropout-Medium iiberlebensfihig (Abb. 3.15, Mitte). Auf AHis-
Dropout-Medium zeigt der Stamm pGAD-FCD2 + pGBD-FCD1 die gleiche Robustheit wie
die Positiv-Kontrollstamm, ein klares zeichen fiir eine schwache Interaktion zwischen FCD1
und FCD2. Der Stamm pGAD-FCD1 + pGBD-FCD2 dagegen ist auch hier nicht
iberlebensfihig (Abb. 3.15, unten). Dies muss nicht zwingend das Ergebnis der Kombination
pGAD-FCD2 + pGBD-FCDI1 in Frage stellen, wie bereits erwéhnt, gibt es mehrere Griinde,
warum eine Interaktion, die z. B. mit anderen Mitteln schon nachgewiesen wurde, im Yeast-
two-hybrid-Assay nicht nachweisbar ist. Zusammengenommen weisen die Ergebnisse dieses
Yeast-two-hybrid-Assays darauf hin, dass die beiden FRQ-Dominen FCD1 und FCD2
schwach miteinander interagieren.

Als zweites Experiment wurde rekombinant exprimierte, aktiver CK-1la (Tataroglu, n.
veroffentlicht) mittels Gelfiltration auf einer Sephadex200-Siule analysiert, um zu ermitteln,
ob CK-1a als Monomer oder als Dimer vorliegt. Die CK-1a-enthaltenden Fraktionen wurden
mittels Absorption bei 280 nm und Western Blot nachgewiesen.

Zur Erstellung einer GroBen-Eichgerade der Sdule wurde ein Proteingemisch aus vier
verschiedenen Proteinen (Sigma) bekannter GroBe gelfiltriert. Es handelte sich dabei um (-
Amylase (50 kDa, bildet ein Homotetramer von 200 kDa), BSA (66 kDa), Carbonic
Anhydrase (29 kDa) und Cytochrom C (12,4 kDa). Abb. 3.16 A zeigt das Elutionsprofil
dieser Eich-Gelfiltration. Zur Erstellung einer Eichgeraden (Abb. 3.16 C) wurden die
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Elutionsvolumina (ml) der jeweiligen Maxima gegen den logarithmischen Wert der bekannten

ProteingroBe (kDa) aufgetragen. Aus dem Maximum des Elutionsprofils der Gelfiltration von
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Abb. 3.16: (A) OD280-Elutionsprofil der Gelfiltration der GréBenmarkerproteine. (B) OD280-Elutionsprofil der
Gelfiltration der augereinigten rekombinanten CK-1a. (C) Eichgerade der GréBenmarkerproteine, anhand der
die GroBe des CK-1a-Komplexes extrapoliert wurde. Das Filtrationseluat der CK-1a-Gelfiltration wurde in
einzelnen Fraktionen von je 500 pl gesammelt und diese zur Verifizierung des computergenerierten
Elutionsprofils mittels SDS-PAGE und Western Blot auf das Vorhandensein von CK-1a getestet.

CK-1a (Abb. 3.16 B) konnte iiber diese Eichgerade auf die Grofle von CK-la geschlossen
werden. CK-1a eluierte bei ca. 16,5 ml. Aus der Eichgeraden ldsst sich damit fiir CK-1a ein

Molekulargewicht von ca. 36 kDa errechnen — dies zeigt, dass CK-1a als Monomer vorliegt.
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4. DISKUSSION

Die in dieser Arbeit vorgestellten FErgebnisse deuten stark darauf hin, dass das
Uhrenprotein FRQ phosphorylierungsabhingig zwischen einer geschlossenen und einer
offenen Konformation wechselt und auf diese Weise aus zwei interagierenden einzelnen
Dominen eine Bindestelle fiir CK-1a entsteht.

FRQ wird im Laufe eines circadianen Tages hyperphosphoryliert. Das Protein besitzt mit
188 Serin- und Threoninresten eine Vielzahl von potentiellen Phosphorylierungsstellen. Die
in dieser Arbeit verwendete Technik der 2D-Gelelektrophorese (Abb. 3.1) zur Abschitzung
der Anzahl der Phosphorylierungen ergibt zwar keine exakten Zahlen, die geschitzte Anzahl
liegt zwischen 60 und 100 Phosphorylierungen. Mittels Massenspektrometrie konnten andere
Arbeitsgruppen mindestens 75 Phosphorylierungsstellen von FRQ bestimmen (Baker et al.,
2009; Tang et al., 2009). Die genaue Funktion dieser vielen Phosphorylierungsstellen ist nicht
klar.

Bereits in fritheren Verodffentlichungen konnte gezeigt werden, dass dem Abbau von FRQ
seine Hyperphosphorylierung vorangeht (Liu et al., 2000; Gorl et al., 2001; He et al., 2000).
Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die Degradation von FRQ allein iiber 75
Phosphorylierungen erfordert. Die hohe Anzahl von Phosphorylierungen und die langsame
Kinetik der Phosphorylierung von FRQ — iiber viele Stunden — konnten darauf hindeuten, dass
diese eine Funktion bei der Regulation von FRQ auf der circadianen Zeitachse haben.

Proteinphosphorylierungen @ndern die Konformation von Proteinen oder deren Interaktion
mit anderen Biomolekiilen (z. B. mit Proteinen, Metaboliten, Membranen oder
Nucleinsduren). Eine Vielzahl von Funktionen in der Zelle wird so iiber
Proteinphosphorylierung reguliert. Hierzu gehoren Proteinabbau, Aktivierung und
Deaktivierung oder auch die Lokalisierung von Proteinen. Das Uhrenprotein FRQ ist
grofBtenteils cytosolisch lokalisiert. Ein kleiner, aber signifikanter Teil befindet sich jedoch im
Zellkern. Diese Kernlokalisation ist essentiell fiir die Funktion der Uhr (Luo et al., 1998), und
der Import von FRQ geschieht innerhalb von Minuten (Diernfellner et al., eingereicht).
Ungeklirt ist aber die Frage nach dem Export aus dem Zellkern. Wihrend das Protein eine
experimentell bestitigte NLS (nukleare Lokalisations-Sequenz) hat, ist bisher kein NES
(nukleares Export-Signal) gefunden worden. Jiingste Experimente deuten jedoch darauf hin,
dass hyperphosphoryliertes FRQ nicht mehr in den Zellkern importiert wird (Diernfellner et
al., eingereicht). Im Verlauf eines circadianen Tages ist die Konzentration von neu
synthetisiertem FRQ zunichst im Zellkern und im Cytosol gleich. In beiden Kompartimenten

wird FRQ phosphoryliert, erreicht aber im Zellkern bereits frith seine Maximalkonzentation.
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Im Cytosol akkumuliert es weiter, bis die Konzentration ein Vielfaches der Konzentration im
Zellkern erreicht. Der Phosphorylierungsstatus des Proteins in beiden Kompartimenten
unterscheidet sich dabei jedoch nicht erkennbar. Kernimport und -export sind also potentiell
Funktionen, die abhéngig sind vom Phosphorylierungsstatus von FRQ.

Die exzessive Phosphorylierung eines Proteins, wie sie bei FRQ zu beobachten ist,
verdndert die Ladung eines Proteins entscheidend. Laut Berechnung der Scansite-Software
(http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html) hat FRQ im unphosphorylierten Zustand einen pl
von 5,65. Bei 75 Phosphorylierungen ldge der pl bei 4,22. Dabei sind basische und saure
Doménen nicht homogen entlang des Proteins verteilt: FRQ besitzt einen extrem basischen N-
Terminus und demgegeniiber einen sehr sauren Mittelteil und C-Terminus. Dies konnte
gezeigt werden durch 2D-Gelelektrophorese entsprechender GFP-FRQ-Fusionsproteine (Abb.
3.2). Auffallend bei der Expression dieser GFP-fusionierten Fragmente (Nrrg, Mrro und
Crro) war, dass diese im Gegensatz zu vollstindigem FRQ wenig bis gar nicht phosphoryliert
sind. Dies ist iiberraschend, insbesondere wire zu erwarten gewesen, dass das mittlere
Fragment phosphoryliert ist, da es eine Bindestelle fiir CK-1a enthilt (He et al., 2006) (Abb.
3.2 und Abb. 3.3 B). Allein das N-terminale Fragment wird bei Expression in einem frg"-
Stamm phosphoryliert (Abb. 3.5 B und C). Dieser N-Terminus von FRQ enthilt eine coiled
coil-Domine, iiber welche FRQ Homodimere bildet. GFP-Ngrg, das diese CC-Domiine
ebenfalls besitzt, kann mit endogenem FRQ dimerisieren (Abb. 3.5 A) und wird im Komplex
mit diesem phosphoryliert. Dies zeigt, dass die Phosphorylierung des N-Terminus einem long
range-Effekt unterliegt und abhingig ist von FRQ-Dominen auBlerhalb des N-Terminus. In
vollstandigem FRQ ist der N-Terminus im Gegensatz zum isolierten Fragment GFP-Ngrg
stark phosphoryliert. Dies konnte durch die proteolytische Spaltung von FRQ aus einem Wt-
Stamm mit Hydroxylamin gezeigt werden (Abb. 3.4 C).

Durch Behandlung von Mycelkulturen mit dem Translationsinhibitor CHX wird eine
Hyperphosphorylierung von FRQ induziert, die den hochsten Phosphorylierungsstatus des
Proteins im Laufe eines circadianen Tages noch iibertrifft. Der Mechanismus ist unbekannt,
und von allen Uhrenproteinen zeigt allein FRQ diese Modifizierung. Vermutlich wird eine
kurzlebige Phosphatase schnell abgebaut, die unter normalen Bedingungen einer schnellen
Hyperphosphorylierung entgegenwirkt. Diese CHX-induzierte Hyperphosphorylierung
betrifft auch den N-Terminus von FRQ, wie die Hydroxylamin-Proteolyse von FRQ aus
einem CHX-behandelten Wt-Stamm zeigt (Abb. 3.4 C). Interessanterweise wirkt CHX auf
das in frg" exprimierte GFP-Nrrg genauso: das Fusionsprotein wird hyperphosphoryliert,
auch ohne Kontakt zu endogenem FRQ. Ohne endogenes FRQ bleibt hyperphosphoryliertes
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GFP-Ngrq jedoch stabil, wihrend es bei Koexpression mit vollstindigem FRQ abgebaut wird.
Dies zeigt, dass Phosphorylierungen am N-Terminus per se nicht den Abbau von FRQ
regulieren. Sie miissen also eine andere Funktion haben. Zusammen mit dem Wissen um die
stark unterschiedliche Ladung der einzelnen FRQ-Bereiche fiihrte diese Beobachtung zu der
Hypothese, dass die Konformation von FRQ von ionischer Wechselwirkung zwischen
basischem N-Terminus und saurem restlichem Protein bestimmt wird. Diese Wechselwirkung
konnte durch Phosphorylierung des N-Terminus aufgehoben wird.

Ein Gelfiltrationsexperiment mit Gesamtproteinextrakt aus einer Dauerlicht-Kultur
(Schafmeier et al., 2005) lieferte bereits erste Hinweise darauf, dass der hydrodynamische
Radius von FRQ mit seinem Phosphorylierungsstatus korreliert. Deutlich ist in dieser
Abbildung erkennbar, dass hyperphosphorylierte Formen von FRQ frither eluieren als
hypophosphorylierte. Dies wurde durch Gelfiltrationsexperimente mit aufgereinigtem FRQ
bestitigt. Es konnte gezeigt werden, dass der hydrodynamische Radius von
dephosphoryliertem FRQ kleiner ist als der von hyperphosphoryliertem FRQ (Abb. 3.6).
Hypophosphoryliertes FRQ hat also offensichtlich eine kompaktere Form als
hyperphosphoryliertes.

Bezogen auf das Verhalten von FRQ im Laufe eines circadianen Tages ergibt sich also
folgendes Bild: bei neu synthetisiertem, hypophosphoryliertem FRQ interagiert der basische
N-Terminus mit dem sauren Rest des Proteins. FRQ hat in diesem Stadium eine kompakte,
,.geschlossene Konformation. Im Laufe des Tages wird FRQ am N-Terminus phosphoryliert,
dessen positive Ladungen dadurch neutralisiert werden. Die Interaktion mit dem Mittelteil
bzw. C-Terminus wird schwicher und FRQ geht mehr und mehr in eine offene Konformation
iiber. Da die Phosphorylierung langsam voranschreitet, kommt es wahrscheinlich nicht zu
einem plotzlich ,,Umklappen® des Proteins, sondern es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen
offener und geschlossener Konformation ein, dass sich im Laufe eines circadianen Tages von
geschlossen zu offen verschiebt. Der Sinn konnte darin bestehen, bestimmte
Phosphorylierungsstellen, die bei geschlossener Konformation nicht fiir Kinasen zugénglich
sind, zu exponieren und so sowohl die Reihenfolge wie auch den zeitlichen Ablauf der
Phosphorylierung von FRQ zu steuern. Eine andere Moglichkeit wére, dass durch die
Konformationsénderung Interaktionsdoménen fiir andere Proteine freigelegt werden, die fiir
eine korrekte Funktion der Uhr nicht zu jedem Zeitpunkt des circadianen Tages zuginglich
sein diirfen.

Die Untersuchungen zur Stabilitidt der GFP-FRQ-Fusionsproteine haben gezeigt, dass der

Mittelteil von FRQ im Gegensatz zu N-Terminus und C-Terminus in der Lage ist, das an sich
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stabile GFP zu destabilisieren (Abb. 3.4 A). Dies ist auf den ersten Blick eine Bestitigung
verschiedener fritherer Ergebnisse, die bereits zeigten, dass die Stabilitit von FRQ
mafgeblich von seinem Mittelteil und dessen Phosphorylierung abhingt. So konnten Liu et al.
(2000) zeigen, dass in dieser Region drei putative Phosphorylierungsstellen liegen, die die
Stabilitit von FRQ stark beeinflussen. Ihr Austausch zu Alanin fithrt zu einem stark
verlangsamten Abbau von FRQ. Gorl et al. (2001) deletierten die PESTI-Domine und
erreichten damit ebenfalls eine Stabilisierung von FRQ. Auflerdem konnte gezeigt werden,
dass diese PEST1-Doméne in vitro von CK-1a phosphoryliert wird. He et al. (2006) konnten
wiederum im Mittelteil von FRQ die Bindestelle fiir CK-la (FCD2) identifizieren.
Interessanterweise umfasst diese FCD sowohl die drei von Liu et al. identifizierten
Phosphorylierungsstellen als auch die PEST1-Domine. Baker et al. und Tang et al. (beide
2009) konnten durch ihre Massenspektrometrie-Experimente andererseits zeigen, dass es sich
bei den drei von Liu et al. (2000) gefundenen putativen Phosphorylierungsstellen nicht um
solche handelt, die in vivo phosphoryliert werden. Vielmehr verdndert wahrscheinlich der
Austausch dieser Serine und Threonine die Effizienz der CK-1a-Interaktion und fiihrt so zu
Hypophosphorylierung und verzogertem Abbau von FRQ. Ebenfalls im Mittelteil von FRQ
liegen zwei Stellen, deren Mutation zu einer verkiirzten bzw. verlingerten Periode fiihrt: frg’
(G482S, Periodenlinge 16,5 h) und frg’ (G459D, Periodenlinge 28 h). Zusammen zeigen
diese Daten, dass der Mittelteil von FRQ eine wichtige Funktion bei der Regulation der
Stabilitit von FRQ hat.

Werden diese Mutationen jedoch im GFP-fusionierten Mittelteil von FRQ eingefiihrt, so
haben sie keinen Effekt auf die Stabilitdt des Fusionsproteins. Die Deletion der PESTI-
Domine fiihrt sogar zu einer weiteren Destabilisierung und nicht, wie bei FRQAPESTI, zu
einer Stabilisierung (Abb. 3.4 D). Der Abbau des mittleren Fragments von FRQ unterliegt
offensichtlich nicht den gleichen Mechanismen wie vollstindiges FRQ. Es ist auch ohne
Phosphorylierung instabil. Der Mittelteil von FRQ enthédlt FCD2, die von He et al. (2006)
beschriebene CK-la- Bindestelle. Dennoch war es nicht moglich, das GFP-fusionierte
mittlere FRQ-Fragment mit CK-1a zu prézipitieren. Dies deutet darauf hin, dass FCD2 nicht
ausreicht, um den Komplex mit CK-1a zu stabilisieren. Die fehlende Interaktion mit CK-1a
wiederum konnte der Grund sein, warum GFP-Mggq nicht phosphoryliert ist.

Den Nachweis, dass die von He et al. (2006) identifizierte FCD nicht ausreicht, um CK-1a
stabil zu binden, gelang durch die Entdeckung einer zweiten CK-1a-Interaktionsstelle im
Rahmen dieser Arbeit. Zur Unterscheidung wird gemiss ihrer Lage vom N- zum C-Terminus

innerhalb des Proteins die neu entdeckte FCD als FCD1, die von He et al. identifizierte FCD
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als FCD2 bezeichnet. Es handelt sich bei FCD1 um einen leucinreichen Abschnitt am Ende
des N-terminalen Drittels von FRQ (AS 310-326), der von der NetNES-Software urspriinglich
als putative NES identifiziert wurde (Abb 3.7). Diverse Untersuchungen an N. crassa und ein
Hefe-Assay zeigten jedoch, dass dieses Peptid die subzellulidre Lokalisierung von FRQ oder
anderen Proteinen nicht beeinflussen kann. Stattdessen ist FRQ, dessen FCD1 deletiert wurde,
deutlich hypophosphoryliert und hyperstabil. Ein entsprechend mutierter Stamm ist
arrhythmisch. Den gleichen Phénotyp zeigt ein Stamm, in dessen frqg FCD2 deletiert wurde.
Immunoprizipitations-Experimente zeigten, dass FRQAFCDI1 nicht mit CK-la interagiert.
FCD1 ist also, ebenso wie FCD2, fiir eine Interaktion mit CK-1a notwendig; die Deletion von
nur einer der beiden unterbricht den Kontakt ebenso endgiiltig wie die Deletion beider, es gibt
kein Ubergangsstadium mit nur geringer Interaktion (Abb 3.11).

Sowohl FCD1 als auch FCD2 sind hochkonserviert und reich an Leucin und weiteren
hydrophoben Aminoséduren. In ihrer Anordnung hydrophober Aminosiduren dhneln sich die
beiden Doménen (Abb. 3.10 und Abb. 3.12). Die Leucinreste sind essentell fiir die Interaktion
mit CK-la. He et al. (2006) konnten dies fiir FCD2 zeigen, indem sie die konservierten
Leucine dieser Domine austauschten und bei dieser Mutante keine Interaktion von FRQ und
CK-1a nachweisen konnten. Genau das gleiche passiert, wenn Leucin 323 der FCD1 gegen
Asparagin ausgetauscht wird: auch hier findet keine Interaktion von FRQ und CK-1a statt.
Wahrscheinlich bilden die beiden FCDs amphipatische Helices, deren Struktur durch den
Austausch der Leucine zerstort wird. Dies konnte durch computergestiitzte Strukturanalysen
bestitigt werden. Die Tatsache, dass solche amphipatischen Helices bei der Dimerisierung
von Proteinen eine Rolle spielen und ihre Entfernung von iiber 160 AS zueinander waren die
Grundlage der Idee, dass beide Doménen miteinander interagieren konnten.

Trotz einer gewissen Ahnlichkeit beider FCDs in der Anordnung ihrer hydrophoben
Aminosduren sind sie nicht redundant: werden die hydrophoben Aminosduren der FCDI1
durch die der FCD2 ersetzt, kann die Interaktion von FRQ und CK-la dadurch nicht
wiederhergestellt werden und ein entsprechender Stamm ist arrhythmisch. FCD2 kann also
FCDI1 nicht ersetzen. Andererseits rettet das Wiedereinfiigen der FCD1 an anderer Stelle des
N-Terminus sowohl die FRQ-Phosphorylierung als auch die Interaktion mit CK-la
wenigstens zum Teil (Abb 3.13 A), allerdings ist das so verdnderte FRQ(FCD1—Sphl)
deutlich instabiler als FRQ (Abb 3.13 B). Der WCC wird auflerdem in diesem Stamm nicht
phosphoryliert, was zeigt, dass keine negative Riickkopplung der molekularen Uhr stattfindet
(Abb 3.14 A). Aus diesem Grund zeigt auch dieser Stamm keinen rhythmischen Phinotyp
(Abb 3.13 C).
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Erstmals konnte in dieser Arbeit durch Hydroxylaminproteolyse direkt gezeigt werden,
dass eine fehlende Interaktion von FRQ und CK-la die Hypophosphorylierung des N-
Terminus von FRQ zufolge hat (Abb. 3.14 B). Dies mag im ersten Moment iiberraschen,
befindet sich doch z. B. die FCD2 bei einem groflen Protein wie FRQ in einiger Entfernung
zu den von Baker et al. und Tang et al. (beide 2009) identifizierten Phosphorylierungsstellen
des N-terminalen Drittels von FRQ. Zieht man jedoch eine ladungsbedingte Interaktion des
positiv geladenen N-Terminus von FRQ mit dem negativ geladenen C-Terminus in Betracht,
so konnten sich die beiden FCDs bei geschlossener Konformation in einer solchen rdumlichen
Position zueinander befinden, dass sie zusammen eine Plattform fiir die Bindung von CK-1a
bilden (Abb 4.1). Zwei Argumente sprechen fiir dieses Modell: erstens sind beide Doméinen
fiir eine stabile Bindung von CK-1a notwendig. Egal, welche von beiden man deletiert, die
Interaktion mit CK-la geht nicht partiell, sondern vollstindig verloren. Zweitens konnte
bereits gezeigt werden, dass CK-1a sowohl Serine und Threonine in der N-terminalen Region
(Baker et al., Tang et al., beide 2009) als auch in der mittleren Region um die PEST1-Domine
(Liu et al., 2000; Gorl, 2002; Tang et al., 2009; Baker et al. 2009) phosphoryliert. Durch eine
schleifenformige Konformation von FRQ, die die beiden FCDs in unmittelbaren Kontakt
zueinander bringen wiirde, ligen sowohl der N-Terminus als auch die PEST1-Doméne in
rdumlicher Ndhe zueinander und benachbart zur CK-la-Bindestelle und damit womdoglich
auch zum aktiven Zentrum einer dort gebundenen Kinase. Die Interaktion von FCD1 und
FCD2 konnte in dieser Arbeit mittels Yeast-two-Hybrid-Assay nachgewiesen werden (Abb.
3.15). Die Tatsache, dass es sich um eine nur schwache Interaktion handelt, passt zur
Hypothese einer phosphorylierungsabhingigen Konformationsinderung von FRQ. Nach
dieser Hypothese kommt die Interaktion des N-Terminus von FRQ mit dem Mittelteil
und/oder dem C-Terminus vor allem durch ionische Wechselwirkung zu Stande und wird
durch Phosphorylierung des N-Terminus aufgehoben. Eine stabile Interaktion, z. B. iiber eine
hydrophobe Wechselwirkung der amphipatischen Helices der beiden FCDs, wire
moglicherweise nicht reversibel und damit nicht durch Phosphorylierung regulierbar. Noch
ein Merkmal der FRQ-Aminoséduresequenz unterstiitzt die These der internen Dimerisierung
der FCDs: die Aminosduresequenz zwischen FCD1 und FCD2 ist einer der am wenigsten
konservierten Bereiche von FRQ. Vergleiche mit anderen Ascomycota zeigen, dass dieser
Bereich sogar in der Linge extrem stark variiert (s. Anhang). Dies spricht fiir die Tatsache,

dass es sich um eine flexible Region handelt, die zur Schleifenbildung dienen konnte.
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4 Diskussion

Trotzdem bliebt die Frage nach der Stochiometrie der FRQ-CK-1a-Interaktion: bindet
wirklich ein Molekiil FRQ nur ein Molekiil CK-1a? Die Ergebnisse der durchgefiihrten Co-
Immunoprizipitationen sprechen an sich dafiir. Es gibt jedoch Untersuchungen aus
Sédugetieren, nach denen CKIS (welche bei der Phosphorylierung des Siuger-Uhrenproteins
PER eine Rolle spielt) auch Dimere bildet und auf diese Weise ihre eigene Aktivitit
autoinhibieren kann (Longenecker et al., 1998). Moglicherweise konnte also doch je ein
Molekiil CK-1a an jede FCD binden, stabil wiirde diese Interaktion jedoch erst dadurch, dass
die beiden CK-la-Molekiile dimerisieren und so zwischen FCD1 und FCD2 eine Briicke
bilden (Abb. 4.1). Das Ergebnis des Gelfiltrationsexperiments spricht jedoch gegen diese
Annahme und dafiir, dass CK-1a als Monomer an FRQ bindet (Abb. 3.16).

Weitere  Unterstiitzung erfahrt das Modell einer phosphorylierungsabhingigen
Konformationsidnderung durch die Tatsache, dass das N-terminale Drittel von FRQ erst spit
am Tag phosphoryliert wird (Baker et al., 2009). Im Verlauf eines circadianen Tages beginnt
die FRQ-Synthese am subjektiven Vormittag und der FRQ-Gehalt der Zelle steigt bis zum
subjektiven Abend an, danach fillt er wieder ab. Gleichzeitig wird FRQ phosphoryliert,

jedoch nicht gleichmifig, sondern in einigen Regionen frither als in anderen. Die

H NLS [1 FCD 0 FFD
H cc Bl PEST1 B PEST2
FCD1 FCD2

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Domanen von FRQ (oben). Im unphosphorylierten Zustand hat das
Protein eine geschlossene Konformation (Mitte, vgl. auch Abb. 3.5 A), die die beiden FCDs in unmittelbare
raumliche N&he zueinander bringt (Mitte). Diese bilden dadurch eine Bindeplattform fir CK-1a, die dann
sowohl N-Terminus als auch Mittelteil von FRQ phosphoryliert (unten).

92
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Hyperphosphorylierung des N-Terminus beginnt erst ab dem subjektiven Abend und steigert
sich bis zur subjektiven Mitternacht. Gleichzeitig verdndert sich im Laufe eines circadianen
Tages die Interaktion von FRQ und CK-1la: grundsitzlich interagiert FRQ zwar zu jedem
Zeitpunkt des circadianen Tages mit CK-la, die Menge jedoch oszilliert. So ist am
subjektiven frithen Vormittag, wenn FRQ hypophosphoryliert ist, viermal mehr CK-1a mit
FRQ komplexiert als in der subjektiven frithen Nacht. Die Interaktion FRQ—-CK-1a scheint
also ebenfalls phosphorylierungsabhiingig zu sein. Nach dem hier priasentierten Modell wire
hypophosphoryliertes FRQ, dessen zwei FCDs aufgrund der geschlossenen Konformation in
engem Kontakt miteinander sind, ein besseres Substrat fiir CK-1a als hyperphosphoryliertes
FRQ, das in offener Konformation vorliegt, so dass FCD1 und FCD2 nicht oder allenfalls
schwach interagieren konnen. In gewisser Weise steuert CK-1a dadurch auch die Stérke ihrer
Interaktion mit FRQ, da sie ja durch Phosphorylierung des N-Terminus von FRQ ihre eigene
Bindestelle zerstort. Die Tatsache, dass zu jedem Zeitpunkt des circadianen Tages CK-1a mit
FRQ interagiert, wiederspricht dem nicht. Zum einen haben nie alle FRQ-Molekiile
gleichzeitig den gleichen Phosphorylierungsstatus, es existieren immer verschieden
phosphorylierte Spezies nebeneinander. Zum anderen verschwindet FRQ nie vollstindig:
wenn die Neusynthese beginnt und dieses junge, hypophosphorylierte FRQ mit CK-1la
interagiert, ist immer noch altes, hyperphosphoryliertes FRQ aus dem vorherigen Zyklus
vorhanden. Es existiert also zu jedem Zeitpunkt des circadianen Tages eine FRQ-Spezies, die
mit CK-1a interagieren kann.

Aus alten und neu gewonnenen Daten setzt sich also ein Bild zusammen, wie der
Phosphorylierungsstatus von FRQ und die Interaktion von CK-1a sich gegenseitig bedingen:
Neu synthetisiertes FRQ ist hypophosphoryliert. Der positiv geladene N-Terminus des
Proteins interagiert mit dem negativ geladenen Mittelteil/C-Terminus des Proteins, wodurch
FCDI1 und FCD2 miteinander in Kontakt gebracht werden und interagieren. Durch eine
Initialphosphorylierung im Mittelteil von FRQ wird CK-la rekrutiert, bindet an die
interagierenden FCDs und beginnt, Serine und Threonine in Reichweite zu phosphorylieren.
Wihrenddessen wird der FRQ-CK-1a-Komplex in den Zellkern transportiert und inaktiviert
den WC-Komplex durch Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von FRQ durch CK-1la
schreitet voran, bis die negativen Ladungen der Phosphatgruppen am N-Terminus dessen
positive Ladung neutralisiert haben. Dies schwiicht die Interaktion zwischen N-Terminus und
Mittelteil/C-Terminus des Proteins, FRQ geht in die offene Konformation iiber und
destabilisiert den Kontakt zwischen FCD1 und FCD2. CK-1a kann nicht mehr binden und

verldsst den Komplex. Hyperphosphoryliertes FRQ wird aus dem Kern transportiert.
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6. ANHANG

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

AS Aminosdure

Abb Abbildung

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

bd band-Mutation

BMAL-1, bmal-1 Brain-and-Muscle-Arnt-Like Protein 1

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

B. fuckeliana Botryotinia fuckeliana

C- Carboxy-

CC coiled coil

ccg Uhrenkontrolliertes Gen (Clock controlled gene)
CDK Cyklinabhédngige Kinase (Cyclin dependent kinase)
CHX Cycloheximid

CIP Alkalische Phosphatase (Calf intestine phosphatase)
CK-1, ck-1 Casein Kinase 1

CLK, clk CLOCK

CRY, cry Cryptochrom

CSN COP9-Signalosom

CT Circadiane Zeit (circadian time)

CYC, cyc CYCLE

DBT, dbt Doubletime

DD Dauerdunkel

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxiribonucleosid-5-triphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethyleneglycol-bis(B—aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraacetat
FCD FRQ-CK-1a-Interakionsdoméne

FFD FRQ-FRH-Interakionsdomine

FRH, frh FRQ-interacting Helicase

FRQ, frq Frequency

GFP Green Fluorecent Protein

G. zeae Gibberella zeae

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethanolsulfat
his-3 N. crassa Histidinlokus 3

HMW High Molecular Weight (-Marker)

H. spinulosa
1P

Hypocrea spinulosa
Immunféllung

kDa Kilo-Dalton

LD Licht-Dunkel

LL Dauerlicht

LMW Low Molecular Weight (-Marker)
LOV Light-Oxygen-Voltage (-Doméne)
LRE Light responsive element
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L. australiensis
MAPK
MOPS
mRNA

M. grisea
N-

NES

NLS

OD

ORF
PAGE

PAS

PCR

PER, per
PEST

Pfu

Phe

PMSF
PPase

Pro

P. anserina
P. nodorum
P. tritici-repentis
QA, ga

rel.

rib.

RNA

RT

SDS

S. fimicola
S. sclerotiorum
Taq

TCA
TEMED
TIM, tim

U

ii. N.
(5°)-UTR
v/v

w/v

w/w

WC-1, we-1
WC-2, we-2
WCC

WT, wt

Leptosphaeria australiensis
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
3-[N-Morpholino]ethansulfonat
messenger-Ribonukleinsédure
Magnaporte grisea

Amino-

Nukleidres Exportsignal

Nukledres Lokalisationssignal
optische Dichte

Open Reading Frame (Offener Leserahmen)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Per-Arnt-Sim (-dhnliche Domine)
Polymerase-Kettenreaktion

Period

Pro-Glu-Ser-Thr-Asp (-reiche Region)
Pyrococcus furiosus

Phenylalanin
Phenylmethylsulfonylfluorid

Protein Phosphatase

Prolin

Podospora anserina

Phaeosphaeria nodorum
Pyrenophora tritici-repentis

Quinic Acid (Chinasédure)

relativ

ribosomal

Ribonukleinsiure

Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sordaria fimicola

Sclerotinia sclerotiorum

Thermus aquaticus

Trichloressigsdure
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Timeless

Unit (Einheit)

iber Nacht

Untranslatierte Region der mRNA (am 5’-Ende)
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Gewicht pro Gewicht

White Collar-1

White Collar-2
White-Collar-Komplex

Wildtyp
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6 Anhang

6.2 Vektorkarten
6.2.1 pPBM60 Clal frq

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (15279 bp), Ampicillin-
resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Nur geringfiigig in der
GroBe abweichend, aber mit den gleichen einzigartigen Restriktionsschnittstellen sind die
Vektoren pBM60 Clal frqAFCD1, pBM60 Clal frqAFCD2, pBM60 Clal frqAFCDI1/2,
pBMO60 Clal frq(1.323N) und pBM60 Clal frqFCD2—FCDI1.

Sspl
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6 Anhang

6.2.2 pBM60 Clal frg FCD1—Sphl

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (15327 bp), Ampicillin-

resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen von pBM60 Clal frg sind angegeben.

> =
Q
gz

Sphi___
AMIL—

Sph\/
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6 Anhang

6.2.3 pFH64 FLAG-GFP-FRQ(2-412)

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (10231 bp), Ampicillin-
resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen fiir den Ausgangsvektor pFH64 FLAG-
GFP sind angegeben.

Rsrll

112



6 Anhang

6.2.4 pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (9811 bp), Ampicillin-
resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen fiir den Ausgangsvektor pFH64 FLAG-
GFP sind angegeben. Genau gleich sind die Vektoren pFH64 FLAG-GFP-FRQ1(413-683),
pFH64 FLAG-GFP-FRQ7(413-683), pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)(S513A) und pFH64
FLAG-GFP-FRQ(413-683)(S513D)

3P
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6 Anhang

6.2.5 pFH64 FLAG-GFP-FRQ(413-683)APEST1

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (9769 bp), Ampicillin-
resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen fiir den Ausgangsvektor pFH64 FLAG-
GFP sind angegeben.
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6 Anhang

6.2.6 pFH64 FLAG-GFP-FRQ(684-989)

His-komplementierender Neurospora-Transformationsvektor (9916 bp), Ampicillin-
resistent. Alle einzigartigen Restriktionsschnittstellen fiir den Ausgangsvektor pFH64 FLAG-
GFP sind angegeben.

oP
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6 Anhang

6.3 Sequenzvergleich von FRQ-Homologen verschiedener Ascomycota
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wurden gekennzeichnet. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde auf die Kennzeichnung der coiled coil-Region
verzichtet. Sie befindet sich in dem hochkonservierten Bereich unmittelbar neben der NLS (s. auch Abb. 1.4 A)
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Gleiche Aminosduren wurden grau unterlegt. Die wichtigsten Doménen des FRQ-Proteins von N. crassa
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