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Zusammenfassung

Der Fungus Neurospora crassa ist ein etablierter Modellorganismus zur Untersuchung
des molekular-genetischen Netzwerks um das tagesrhythmisch schwingende Gen frequency
(frq). Dieses Netzwerk besitzt als sensorisches Bindeglied zu den umgebenden Temperatur-
und Lichtbedingungen eine regulierende Signalwirkung fiir zahlreiche tagesabhéngige zell-
physiologische Prozesse wie zum Beispiel die Sporenbildung. Dabei ist in den letzten Jah-
ren der Mechanismus der Temperaturwirkung mit wachsendem Interesse untersucht wor-
den und es konnte unter anderem gezeigt werden, dass das Splicing der fr-mRNA eine
hohe Temperaturabhéngigkeit besitzt, wodurch eine Regulierung der Periodenlénge und
der Phase der Schwingung durch Anderungen in der Umgebungstemperatur und damit
vermutlich auch die Temperaturkompensation, also die Eigenschaft einer konstanten Peri-
odenlange bei unterschiedlichen Temperaturen, ermoglicht wird. In theoretischen Studien
wurde jedoch auch gezeigt, dass fiir die Temperaturkompensation mehr als eine bioche-
mische Reaktion fiir Temperaturdnderungen sensitiv sein miissen. Eine wesentliche Frage
liegt demnach darin, welche biochemischen Reaktionen eine besonders hohe Empfindlich-

keit gegeniiber der Temperatur besitzen.

In dieser Arbeit wird iiber eine biochemisch-quantitative Analyse der Verlauf der fr¢-
Transkript- sowie der FRQ-Proteinmenge bei einem Temperaturanstieg von 18 auf 28°C
gemessen und mit dem ebenfalls gemessenen Verlauf bei konstanter Temperatur von 25°C
verglichen. Durch die Verwendung von bis zu zwolf technischen Replikaten kénnen die
Daten der fremRNA-Messung dabei in Anbetracht der ¢-Statistik mit einer um bis zu
flinf Mal hoheren Auflésung im Vergleich zu einer Einzelmessung ausgewertet werden und
auf diese Weise bereits entsprechend kleinere Anderungen in der mRNA-Menge registriert
werden. Desweiteren wird die biologisch-intrinsische Standardabweichung der fr¢-mRNA-

Menge gemessen und in der Analyse mit beriicksichtigt.

Die Messungen der frg-mRNA- und der FRQ-Proteinmengen zeigen in beiden Fallen einen
unmittelbaren Anstieg nach der Temperaturerhéhung, so dass nicht unmittelbar ersicht-
lich ist, ob die Temperatur auf die Transkription, die Translation oder beide Prozesse
wirkt. Zur numerischen Analyse wird die fr¢-Genexpression auf der Basis eines gewOhn-
lichen Differentialgleichungssystems zunéachst als dreistufige Riickkoppelungsschleife mo-
delliert. Dabei wird auf den Transkriptionsfaktor White-Collar-Complex (WCC) Bezug
genommen, dessen aktivierende Wirkung auf die fr¢g-Genexpression durch steigende Men-
gen phosphorylierten FRQ-Proteins gehemmt wird. Mit diesem in der Literatur bereits

erprobten Goodwin-Modell ist es nach einer numerischen Parameterschatzung moglich,



die Messdaten der fremRNA- und FRQ-Proteinmengen bei konstanter Temperatur im
Rahmen der Standardabweichung zu simulieren. Eine Simulation der Messdaten mit Tem-
peraturanstieg kann mit diesem Modell jedoch selbst mit Temperatursensitivitat in allen
Reaktionsraten nicht erreicht werden, dies wird erst durch die Einfithrung einer zusétzli-
chen Variablen zwischen der Transkription und der Translation moglich. Mit Hilfe dieses
vierstufigen Modells wird schliellich eine Sensitivitdtsanalyse der einzelnen biochemischen
Reaktionen hinsichtlich der Temperatur durchgefithrt. Das Ergebnis bestétigt die primére
Wirkung iiber einen post-transkriptionalen Mechanismus und es zeigt, dass der Anstieg in
der Transkriptmenge nach dem Temperaturanstieg auf die Riickkoppelungswirkung iiber
WCC zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass zusétzlich eine Tempe-

ratursensitivitat im Transkriptionsmechanismus vorliegt.



Abstract

Biochemical and numerical analysis of the temperature influence on the tran-

sient behavior of the molecular-genetic clock system in Neurospora crassa

The fungus Neurospora crassa is an established model organism for the investigation of
the molecular-genetic network around the gene frequency (frq), which oscillates with a day
rhythm. This network possesses as sensoric connection to the environmental temperature
and light a regulatory signalling influence on numerous cell-physiological, day-dependent
processes such as sporulation. Within the last years the mechanism of the temperature
influence has been investigated with growing interest, and it could already be shown that
the splicing of frg mRNA is dependent on temperature, which allows a regulation of the
phase and period length of the oscillation by changes in ambient temperature and which is
thus presumably also relevant for temperature compensation, i.e. the capability of main-
taining period length at different temperatures. However, in theoretical studies it could
also be shown that several reactions need to be temperature dependent for the property
of temperature compensation. A crucial question therefore is, which biochemical reactions

possess a particularly high sensitivity towards temperature.

In a biochemical-quantitative analysis of this work the course of the frq transcript as
well as the FRQ protein amount is measured at a temperature increase from 18 to 28°C
and compared with the likewise measured behavior at constant temperature of 25°C. By
utilizing up to twelve technical replicates the data of the fr¢ mRNA measurement can -
with regard to the ¢ statistics - be analyzed with an increase in resolution by a factor of
five in comparison to a single measurement. It is in this way possible to recognize already
smaller changes in the mRNA amount. Furthermore, the biologically intrinsic standard

deviation of the fr¢ mRNA amount is measured and considered in the analysis.

The measurement of the fr¢ mRNA and the FRQ protein amounts shows in both cases an
immediate increase after the temperature rise, and it is not directly recognizable, whether
the temperature influences transcription, translation, or both processes. For the numerical
analysis the frq gene expression is modelled on the basis of ordinary differential equations
as a three-level feedback loop. The model refers biochemically to the transcription factor
White-Collar-Complex (WCC), whose activating influence on the frq gene expression is
inhibited by increasing amounts of phosphorylated FRQ protein. With this in the literature
already proven Goodwin model it is after a numerical parameter estimation possible to

simulate the measurement data of the fr¢ mRNA and the FRQ protein amounts at constant



temperature within the bounderies of the measurement standard deviation. A simulation
of the measurement data with temperature rise is with this model however even with
temperature sensitivity in all reaction rates not achievable, this is only possible after the
introduction of an additional variable between transcription and translation. With the aid
of this four-level model the sensitivities of the individual, biochemical reactions towards
temperature are finally calculated. The result confirms the primary influence through a
post-transcriptional mechanism and shows that the increase in the mRNA amount after
the temperature rise is caused by the feedback effect via WCC. The results however also

indicate that an additional temperature sensitivity exists on the transcriptional level.
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Einleitung

1.1 Bedeutung der numerischen Analyse von molekularbiologischen
Systemen

Das préaziser und umfassender werdende Wissen um die Wechselwirkungen der molekularen Bestandtei-
le einer biologischen Zelle hat im Verlauf der letzten zehn Jahre zunehmend rechenintensive Analysen
mit in die Wissenschaft einbezogen. Eine besondere Stellung hat dabei die Modellierung auf der Basis
von gewoOhnlichen Differentialgleichungen eingenommen, denn diese erlaubt eine Simulation des zeit-
lichen Verhaltens der molekularbiologischen Systeme. Mit Hilfe eines solchen Modellierungsansatzes
war es beispielsweise moglich, unterschiedliche Strukturen des Chemotaxis-Netzwerks in Fscherichia
coli hinsichtlich ihrer Robustheit gegeniiber Schwankungen in den Mengen der einzelnen Netzwerk-
komponenten miteinander zu vergleichen, um dann eine Hypothese iiber den Aufbau des tatsichlichen
Systems zu formulieren [1]. In einem anderen Projekt der Krebsforschung konnte auf der Basis ei-
nes Differentialgleichungsmodells ein Entscheidungsmechanismus im CD95-Signalweg zwischen der
Apoptose- und der NfxB-Induktion formuliert werden [2]. Als drittes Beispiel sei eine Studie zum
Mechanismus der Erythropoetin-Signaltransduktion in menschlichen, erythroiden Vorlduferzellen ge-
nannt, bei der {iber einen Vergleich zwischen theoretischer und experimenteller Analyse das hochdyna-
mische Verhalten des Erythropoetin-Rezeptors hinsichlich seiner zellularen Lokalisation nachvollzogen
und damit das Verstandnis des gesamten Signalmechanismus verbessert werden konnte [3]. Diese drei
Projekte représentieren zwar nur einen Bruchteil der existierenden Literatur auf dem Gebiet zwischen
angewandter Numerik und Molekularbiologie, sie verdeutlichen jedoch beispielhaft den Nutzen re-
chenbasierter Analysen. Einen besonderen Stellenwert besitzt die numerische Analyse desweiteren im
Bereich der synthetischen Genetik, denn hier kénnen die Figenschaften der zu entwickelnden Systeme
oft nur {iber einen theoretischen Ansatz vorhergesehen werden [4]. Auch in dieser Arbeit wird die

numerische Analyse einen wesentlichen Anteil an den Ergebnissen beitragen.

1.2 Ziel dieser Arbeit

Die tagesrhythmische Schwingung des frequency-Gens (kurz frq) im Pilz Neurospora crassa, welche
fiir die tageszeitliche Regulation zahlreicher, zellphysiologischer Prozesse verantwortlich ist, basiert
primér auf einem negativen Riickkoppelungsmechanismus tiber den Transkriptionsfaktor White-Collar-
Complex (WCC), der durch steigende Mengen von FRQ-Protein phosphoryliert und dessen Bindung
an den frg-Promoter damit gehemmt wird [5-7]. Die Phase dieser Schwingung lasst sich durch Tem-

peraturverinderungen von auflen verdndern, wodurch der Pilz in die Lage versetzt wird, anhand von



tagestypischen Temperaturverdnderungen seinen inneren, zirkadianen Rhythmus anzupassen [8]. Da-
bei ist im Verlauf der letzten Jahre zunehmend auch der Mechanismus der Temperaturwirkung genauer
untersucht worden [9-13]. Insbesondere stellt sich bis jetzt die Frage, auf welche Reaktionen bezie-
hungsweise Reaktionseinheiten die Temperaturveranderung besonders intensiv wirkt, denn zur Fahig-
keit der Temperaturkompensation sind mehrere temperatursensitive Reaktionen erforderlich [14]. Im
Rahmen dieser Arbeit wird experimentell die zeitlich unmittelbare (transiente) Wirkung eines Tem-
peraturanstiegs auf den Verlauf der fr-mRNA- und der FRQ-Proteinmengen untersucht. Dabei soll
insbesondere quantitativ analysiert werden, ob der Temperaturanstieg bereits auf transkriptionaler
Ebene wirkt. Zwar wurde eine solche biochemische Messung bereits mit einer geringeren Messauflosung
durchgefiihrt [9], die theoretischen Modellierungen und Analysen bezogen sich jedoch immer auf das
fr-mRNA und FRQ-Protein-Verhalten unter konstanten Temperaturbedingungen [15]. Mit Hilfe der
gemessenen Daten wird in dieser Arbeit die Riickkoppelungsschleife auf der Basis eines Differential-
gleichungssystems modelliert. Mit diesem Modell wird schliefllich eine numerische Analyse Aufschluss

{iber die Sensitivitdt jeder einzelnen Reaktion fiir Anderungen in der Temperatur bringen.

1.3 Gliederung dieser Arbeit

Zur Einfiihrung in den fachlichen Hintergrund dieser Arbeit werden in Kapitel 2 zunéachst die grund-
legende Biologie von Neurospora crassa sowie der wissenschaftliche Stand des molekular-genetischen
Uhrsystems wiedergegeben. In Kapitel 3 werden dann der physikalisch-chemische Hintergrund der
Reaktionsmodellierung und im direkten Anschluss die Methoden der Numerik zur Simulation und Pa-
rameterschiitzung erldutert. In Kapitel 4 wird dann ein Uberblick iiber die Methodik der biochemisch-
quantitativen Analytik gegeben. Ein besonderes Anliegen dieser Arbeit ist eine Verbesserung der
technischen Auflésung in der mRNA-Messung. Konkret wird dazu iiber eine Anzahl von bis zu zwolf
technischen Replikaten im Vergleich zur Einzelmessung sowohl die Standardabweichung des gemesse-
nen Mittelwertes verringert als auch die Standardabweichung selbst mit einer hoheren Zuverlassigkeit
geschétzt. Wie in Kapitel 4 eingehend erlautert wird steigt durch die héhere Replikatzahl die Auflésung
zwischen zwei gemessenen Mittelwerten um einen Faktor von bis zu fiinf. In Kapitel 5 werden dann
alle experimentellen Messungen im Detail prasentiert und mit einer ersten Auswertung abgeschlos-
sen. Dabei steht der Vergleich zwischen den Messreihen mit Temperaturanstieg von 18 auf 28°C und
der Messreihe mit konstanter Temperatur im Mittelpunkt. Zusétzlich wird in diesem Kapitel auch
die Hohe der biologisch-intrinsischen Standardabweichung der fre mRNA-Menge bestimmt. In Kapitel
6 erfolgt dann eine physikalisch-chemische Modellierung auf der Basis gewohnlicher Differentialglei-
chungen. Das Modell wird dann mit einer numerischen Parameterschatzung an die experimentellen
Messdaten angepasst und erlaubt anschlieflend eine Sensitivitatsanalyse fiir Temperaturanderungen

der einzelnen Reaktionen des Uhrsystems.



Das molekular-genetische Uhrsystem in
Neurospora crassa

2.1 Die taxonomische Einordnung und der Lebenszyklus von Neu-
rospora crassa

Neurospora crassa gehort zum Reich der Fungi und stellt dort einen der bedeutendsten Modellor-
ganismen der biologischen Wissenschaften dar [16]. Gemeinsames Merkmal aller Pilze ist vor allem
die Zellwand, die aus einem Netz von Chitin, Glucanen (alpha- und beta-1,3-Glucan) und Mannanen
aufgebaut ist [17, Kapitel 5]. In der néchst feineren Einteilung zahlt Neurospora crassa zur Abtei-
lung der Ascomyceten (Schlauchpilze), zu denen auch Saccharomyces cerevisiae gehort. Innerhalb der
Ascomyceten entféllt Neurospora crassa auf die sogenannten Pyrenomycota. Diese besitzen sowohl
einen vegetativen wie auch einen rekombinierenden Lebenszyklus, wobei sich im rekombinierenden
Zyklus das fiir die Pyrenomyceten charakteristische Perithecium, der Fruchtkoérper mit den sogenann-
ten Schlauch- oder Ascosporen, bildet [18, Kapitel 16]. Das Perithecium wird im Rahmen der etwas
grofieren Abteilung der Ascomyceten auch als Ascocarp (lat. Schlauchkorper) bezeichnet. Wahrend der
meist vorherrschenden vegetativen Phase liegen die Ascomyceten jedoch als ein Geflecht von haploiden
Hyphen vor, dieses wird als Myzelium bezeichnet.

Neurospora crassa ist ein heterothalischer Schlauchpilz, wobei die beiden verschiedenen, miteinan-
der rekombinierbaren Paarungstypen mit mat a und mat A (engl. mating) bezeichnet werden [17, Ka-
pitel 16]. Beide Paarungstypen sind jedoch hermaphroditisch in dem Sinne, dass sie beide zur Bildung
eines Protoperitheciums, der Vorstufe zum Perithecium, befahigt sind. Eine Rekombination kann je-
doch immer nur mit dem komplementéaren Paarungstyp stattfinden, wodurch eine Paarung mit sich
selbst unterbunden wird. Das Protoperithecium umschliefit die sogenannten ascogonischen Hyphen,
die iiber die Trichogynen von einem ,,mannlichen” Gameten befruchtet werden kénnen. Dabei wird
das Ascogonium vom Protoperithecium mit Nahrstoffen versorgt. Bei diesem Pilz existieren jedoch
keine speziellen Antheridien zur Erzeugung ménnlicher Geschlechtszellen, stattdessen kann das Asco-
gonium durch Fragmente von Hyphen, Makrokonidien oder Ascosporen befruchtet werden. Nach der
Befruchtung kommt es dann zu einer synchronen Mitose und Bildung einer dikaryotischen Hyphenzel-
le. Nach einer Karyogamie unterlduft der entstandene, diploide Kern unmittelbar die Meiose und eine
zuséatzliche Mitose, so dass insgesamt acht haploide Sporen entstehen. Diese Sporen (Ascosporen) wer-
den von einem Schlauch (Ascus) umschlossen und bilden mit anderen Asci zusammen den Ascokarp
beziehungsweise das Perithecium.

Wahrend der vegetativen Phase kommt es zur Bildung von Konidiophoren, welche die ungeschlecht-

lich erzeugten Makrokonidien enthalten [18, Kapitel 14]. Die Konidiation oder Konidiogenese geht
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dabei mit der Bildung von carotinoiden Farbpigmenten einher, wodurch der Pilz seine typisch rétliche
Farbe erhdhlt. Die Konidiation wird vor allem durch Licht induziert [19,20], wobei die Exponati-
on der Hyphen an die Luft sowie der Zugang zu Sauerstoff dabei weitere wichtige Voraussetzungen
sind [21-23]. Es konnte gezeigt werden, dass desweiteren insbesondere eine Erschopfung von Stickstoff-
und Kohlenstoffquellen sowie die Austrocknung (Desikkation) einen Schliisselreiz fiir die Sporenbildung
darstellen [24]. Aber auch bei andauernder Dunkelheit findet eine rhythmische Sporulation statt, die
durch die endogene Uhr reguliert wird und welche wiederum durch Licht in ihrer Phase kalibriert
wird [25]. Ebenso wie die Bildung der Konidiophoren ist auch die Bildung des Farbpigments, die

Carotinogenese, durch Licht induzierbar [26].

2.2 Tagesrhythmische Konidiation

Das makroskopisch am deutlichsten erkennbare phanotypische Merkmal der molekular-genetischen
Uhr von Neurospora crassa ist die tagesrhythmische Konidiation wéihrend der vegetativen Phase, in
der Neurospora crassa als ein koenozytisches Myzelium wachst. Die rhythmische Sporulation lésst sich
in Laufrohren beobachten und messen. Dabei wird eine etwa 60 cm lange und im Durchmesser 1 cm
breite, zylindrische Glasrohre mit Agar und Medium versetzt. Auf einer Seite der Rohre werden dann
die Konidien angeimpft. Das Wachstum der Hyphen ist entgegen den Nahrstoffgradienten gerichtet,
so dass die Hyphenbildung nur am wachsenden Rand stattfindet. Das Myzelium des Pilzes wachst
so mit einer konstanten Geschwindigkeit entlang der Rohre. Nur dort findet auch die Konidiogenese
statt, so dass die rhythmisch induzierte Sporulation regelméfige, dichte Sporengeflechte entlang der
Rohre hinterldsst. Da sich wéahrend der Inkubationszeit CO9 in der Rohre anreichern kann, welches
die Periode der Rhythmik beeinflusst, wird in der Regel ein besonderer Stamm mit einer Mutation im
sogenannten bd-Gen verwendet.

Zur besseren Probenaufbereitung werden fiir molekularbiologische Untersuchungen bevorzugt Fliis-
sigkulturen in Erlenmeyerkolben angesetzt [27—30]. Durch Schiitteln des Kolbens kann gewéhrleistet
werden, dass der Pilz gleichmafig im fliissigen Nahrmedium wéchst. Erst nachdem das Myzelium aus-
reichend dicht ist, stolen vermehrt Hyphen an die Oberflaiche und erreichen damit die Luft. Durch
das zusatzliche Ersiegen der freien Nahrstoffe kommt es dann zur Konidiogenese. Wahrend der unge-
hemmten Wachstumsphase sind die Bedingungen also (zumindest extrinsisch) rdumlich homogen und

zeitlich konstant.

2.3 Der Transkriptionsfaktor White-Collar-Complex

Der White-Collar-Complex (WCC) ist ein Heterodimer der Proteine White-Collar-1 (WC-1) und
White-Collar-2 (WC-2). WC-1 wird auf Chromosom VII kodiert und hat eine Lange von 1167 Ami-
nosduren. Entsprechend des Genbank-Eintrags mit der Zugriffsnummer Q01371 besitzt WC-1 drei
PAS-Doménen: die PAS-A-Doméne ist eine light-oxygen-voltage-(LOV)-Doméne mit dem konservier-
ten Aminosduremotiv GXNCRFLQ, durch Reaktion mit einem Flavinmononukleotid entsteht am
Cysteinrest ein C(4«)-Flavincysteinyl-Addukt mit lichtabsorbierender Eigenschaft im blauen Wel-
lenlangenbereich [31]. Die Funktion der PAS-B-Doméne konnte bisher nicht eindeutig zugeordnet
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Abbildung 2.1: Linke Seite: Lichtmikroskopische Aufnahmen des koenozytischen Myzeliums. Rechte
Seite: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des entsprechenden Bildausschnitts der linken Seite nach
Anférbung der DNA mit DAPI-Farbstoff.
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Abbildung 2.2: Oberes Bild: Aufname einer Laufréhre von oben mit dem Wildtyp von Neurospora
crassa. Erkennbar sind die rhythmischen Konididiationsbanden in roter Farbe. Unteres Bild: Schema-
tische Darstellung des Prinzips der Laufrohre. Nach Animpfung von Agar-Néhrmedium mit Konidien
auf der linken Seite der Rohre wichst das Myzelium mit konstanter Geschwindigkeit entlang des Néhr-
stoffgradienten zur rechten Seite. Die Konidiation erfolgt dabei aufgrund der Rhythmik der inneren
Uhr in zeitlich regelméafligen Abstdnden, was aufgrund der konstanten Wachstumsgeschwindigkeit zur
dquidistanten Bildung der Konidiationsbanden fiihrt. Diese Laufrohre wurde von Erik Malzahn freundli-
cherweise zur Verfiigung gestellt.

werden, und die PAS-C-Doméne, die sich in der Region der Aminoséuren 585 bis 684 befindet, ist fiir
die Bindung des WC-2 erforderlich. Am C-terminalen Ende von WC-1 befindet sich in der Region der
Aminosauren 934 bis 982 die Zinkfinger-Doméne mit einer Bindungsspezifitat fiir die Sequenz GATA.
Etwas oberhalb der Zinkfinger-Doméne liegt vermutlich ein nukleédres Lokalisationsignal (NLS), was
auf den Transport in den Zellkern hinweist [6].

WC-2 ist mit 530 Aminoséuren (Genbank P78714) wesentlich kiirzer als WC-1. Zwischen den Ami-
nosauren 179 und 253 besitzt es eine zu PAS-C in WC-1 homologe PAS-Doméne, die die Assoziation
zum Heterodimer ermdglicht. In der Region der Aminosauren 467 bis 497 besitzt es eine dem WC-
1 entsprechende Zinkfinger-Doméne, die der Erkennung und Bindung einer GATA-Promotorsequenz
dient [32]. Ebenfalls oberhalb der Zinkfinger-Doméne befindet sich ein NLS. Aufgrund der gleichen Lo-
kalisation im Zellkern sowie der sich entsprechenden PAS- und Zinkfinger-Doménen bilden WC-1 und
WC-2 zusammen ein Zinkfinger-Protein, das an den GATA-Promotorbereich des DNA-Chromatin-
Komplexes bindet und transkriptionsaktivierend wirkt. Die Zahl der durch WCC regulierten Gene
belduft sich auf mindestens 400, darunter insbesondere auch die Gene frq und wvvd [33]. Die Dauer
bis zur Expression des Zielgen-Transkripts liegt bei der Hilfte dieser Zielgene zwischen 15 und 45
Minuten [34,35]. Im Gegensatz zum WC-2 ist das WC-1 nur in niedriger Konzentration vorhanden,

weshalb es limitierend in der Regulation anderer Gene ist [36].



2.4 Die Photosensoren Vivid und WC-1

Die Phase des molekular-genetischen Uhrsystems wird durch die Belichtung zeitlich angeglichen [37].
Die wichtigsten und am besten untersuchten Photorezeptorproteine in Neurospora crassa sind das
WC-1 und Vivid. Daneben konnten einige weitere lichtempfindliche Proteine wie Phytochrome, Chryp-
tochrome und Rhodopsin identifiziert werden, deren physiologische Rolle ist bislang allerdings noch
nicht eingehend untersucht worden [38]. Der WCC ist der primére lichtempfindliche Rezeptor, der
unter anderem die Konidiogenese und die Carotinogenese nach einem ausreichend starken Lichtimpuls
auslost. Zur Bewahrung der Empfindlichkeit fiir Anderungen in der Lichtstédrke bei unterschiedlichen
Ausgangsstarken des Lichts ist das Vivid-Protein ein wichtiger Mitspieler fiir den Adaptionsmecha-
nismus an unterschiedliche Lichtstarken [39].

Vivid ist ein nur 186 Aminoséuren langes Protein mit einer zum WC-1 konservierten [32,40]
Light-Oxygen-Voltage (LOV)-Doméne, die unter Einstrahlung von blauem Licht am Cysteinrest eine
Thioetherbindung mit dem C4-Atom des Kofaktors Flavinadenosindinukleotid erméglicht [41,42]. Da-
durch wird am C-terminalen Ende eine Kinaseaktivitat stabilisiert [43-45]. Die Halbwertszeit dieser
kovalenten Bindung liegt im Bereich von etwa fiinf Stunden, weshalb der Lichtzyklus im Gegensatz zu
dem bei Phototropinen als langsam bezeichnet wird. Die Reversion der kovalenten Bindung im Dun-
keln héngt dabei von der Deprotonierung des benachbarten Stickstoffatoms (N5) im Flavin ab [42]. Das
vivid-Gen unterliegt der Regulation des Transkriptionsfaktors WCC [33]. Es konnte desweiteren iiber
einen yeast-two-hybrid-Assay gezeigt werden, dass WC-1 iiber die LOV-Doméne sowohl untereinander
wie auch mit der LOV-Domaéne von Vivid interagiert. Durch die Lichtaktivierung der LOV-Doméne
des WC-1 wird zunéchst die Dimerisierung des WC-1 beglinstigt, gleichzeitig induziert der aktive
WCC die vvd-Genexpression. Sobald dieses durch Licht aktiviert wird, sequestriert es das limitierende
WC-1 kompetitiv und mildert so dessen Aktivitat [46]. Auf diese Weise erméglicht die zum WC-
1 zeitverzogerte Aktivitat der Vivid-LOV-Doméne einen Adaptionsmechanismus, so dass WC-1 fiir
einen neuen, intensiveren Lichtreiz wieder empfindlich wird [34,39]. Andere Untersuchungen deuten
desweiteren auf eine Homodimerisierung des Vivid hin [47]. Mithilfe der Immunoprézipitation konnte
unabhéngig eine Interaktion zwischen Vivid und dem Heterodimer WCC nachgewiesen werden, wo-
bei dadurch eine Repression des WCC gemutmafit wird [48]. Die Funktion des Vivid kann aber auch
dahingehend ausgelegt werden, dass es die Robustheit der WC-1-Aktivitéat gegeniiber stérenden Licht-
quellen erhoht. So konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von Vivid zu einer gesteigerten Verschiebung
der Konidiationsphase durch einen Lichtreiz nach der Dammerung beziehungsweise ein Vorziehen der

Konidiationsphase durch einen Lichtreiz vor der Ddmmerung fiithren kann [38].

2.5 Struktur und Interaktionen des tagesrhythmisch schwingenden
Gens frequency

Das frg-Gen besitzt zwei Promotorbereiche, die beide der gesamten kodierenden Sequenz fiir das FRQ-
Protein vorangehen. Der stromaufwérts gelegene Promoter wird mit P,, und der stromabwérts gelegene
mit Py bezeichnet. Das Transkript enthélt in beiden Féallen zwei Introns, das erste besitzt dabei zwei

alternative 5’-Splice-Stellen, eine stromaufwérts von Py und die andere unmmittelbar stromabwérts
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Abbildung 2.3: Relative Karte des fr¢-Gens. Das frg-Gen besitzt zwei Promotoren, den stromaufwérts
gelegenen P, sowie den stromabwérts gelegenen P;. Die vom ersten Promotor aus transkribierte mRNA
umfasst zwei Introns I; und Is, wobei I zwei alternative 5’-Splicestellen besitzt. Die erste Alternative
I, umfasst den Promotor Py, die zweite Alternative I’ liegt dagegen stromabwarts von P;. Die beiden
Translationsstartstellen 77 und 75 liegen beide stromabwarts des Introns I7, 77 liegt jedoch innerhalb
des zweiten Introns I, wahrend T5 stromabwarts von I liegt. Insgesamt gibt es somit zehn alternative
fre-mRNA-Sequenzen sowie zwei FRQ-Proteinsequenzen.

von Py. Die 3’-Splice-Stelle dieses oberen Introns liegt stromabwarts von P4. Desweiteren befinden
sich stromabwérts des oberen Introns zwei Translationsstartstellen, die 297 Nukleotide (entspricht 99
Aminosauren) voneinander entfernt liegen. Die obere Translationsstelle liegt innerhalb des zweiten
Introns, die untere liegt stromabwaérts dieses Introns. Die nichttranslatierte 5’-Region der fre-mRNA
umfasst 1420 Nukleotide (Genbank U17073). Insgesamt gibt es somit zehn verschiedene fr¢-mRNA-
Varianten [10].

Durch die zwei verschiedenen Translationsstartstellen wird das FRQ-Protein in zwei Léngen trans-
latiert, in der ldngeren Form besitzt es 989 Aminoséuren [10,11]. Die Temperatur hat dabei wesentli-
chen Einfluss auf den Splice-Mechanismus und damit auf die vorherrschende Variante. Dabei konnte
auch ein Zusammenhang zwischen der Umgebungstemperatur und der Regulierung der Periodenlénge
iiber das Verhéltnis zwischen der kurzen und langen FRQ-Isoform nachgewiesen werden, was einen
Zusammenhang mit dem Mechanismus der Temperaturkompensation nahelegt [12].

Das FRQ-Protein besitzt unabhéngig von seiner Isoform vom N-terminalen Ende beginnend eine
Coiled-Coil-Domaéne, ein nukledres Lokalisationsignal (NLS), eine CK1-Interaktionsdoméne (FCD),
einen mit Prolin (P), Asparaginsdure (E), Serin (S) und Threonin (T) angereicherten Sequenzteil
(PEST-1), eine FRH-Interaktionsdoméne (FFD) sowie eine weitere PEST-Sequenz (PEST-2) [5]. FRQ
dimerisiert unmittelbar nach seiner Synthese im Zytosol iiber die Coiled-coil-Region zu einem Homo-
dimer, das daraufhin in den Zellkern translokiert wird [49,50]. Dariiber hinaus assoziiert FRQ mit der
FRQ-interagierenden RNA-Helicase, kurz FRH, zum sogennannten FFC-Komplex, wobei FRH eine
DEAD-Box enthélt. Es konnte gezeigt werden, dass FRH die Interaktion von FRQ mit dem WCC
vermittelt [51]. Dartiber hinaus erhéht FRH die Stabilitdt des FFC und férdert die Phosphorylierung
von FRQ [52]. Insgesamt konnten 75 Serin- und Threoninaminoséuren identifiziert werden, an de-
nen FRQ post-translational phosphoryliert wird [53,54]. Die Katalyse der Phosphorylierung erfolgt
dabei iber mehrere Kinasen, darunter die Casein Kinase Ia (CK-Ia), Casein Kinase II (CK-II) und
die Protein Kinase A (PKA). Wéhrend sich die Phosphorylierungen der CK-Ia und CK-II vor allem
destabilisierend hinsichtlich der FRQ-Degradation auswirken, wirkt die Phosphorylierung durch PKA



stabilisierend [55]. Die Dephosphorylierung wird durch die Phosphatasen PP1 und PP2a bewirkt,
wodurch die Degradation des FRQ grundsétzlich gesenkt wird [56]. Durch die Phosphorylierung wer-
den die elektrostatischen Wechselwirkungen des positiven N-terminalen FRQ-Bereichs (isoelektrischer
Punkt bei pH 9.7) mit dem negativen C-terminalen Bereich (isoelektrischer Punkt bei 4,3-5,9) gestort,
so dass es zu einer Konformationsdnderung des FRQ kommt. Auf diese Weise werden Erkennungsse-
quenzen fiir die Ubiquitin-Degradationsmaschinerie exponiert [57] und die sterische Interaktion mit
WCC ermdglicht [57]. Die Halbwertszeit des FRQ liegt bei etwa 4,5h [58].

2.6 Die Oszillation des frq-Gens durch negative Rickkoppelung

Quantifiziert man die mRNA- und Protein-Menge des frg-Gens, so lédsst sich eine Oszillation mit einer
der Konidiationsfrequenz in der Laufréhre entsprechenden Periode beobachten [59]. Diese Oszillation
wurde auf mRNA-Ebene sowohl mit einer Northern-Analyse [59] sowie mit qRT-PCR und auf Pro-
teinebene sowohl {iber eine Western-Analyse [9] sowie tiber einen Luziferase-Reporter [60] gemessen.
Dabei wurde in allen Féllen eine Abschwéachung der Amplitude beobachtet. Dieser Oszillation liegt in
erster Linie eine negative Riickkoppelungsschleife zugrunde, welche aus dem frg-Gen und dem Tran-
skriptionsfaktor WCC besteht [61]. Nach Aktivierung durch den Transkriptionsfaktor WCC unterliegt
die transkribierte frg-mRNA einem Splicing-Mechanismus und wird aus dem Zellkern ins Zytosol trans-
portiert. Es wird jedoch stets nicht der gesamte fr-mRNA-Pool dem Splicing unterzogen, so dass es
eine lange und eine kurze Form der frmRNA gibt [10,12]. Die Hohe des dem Splicing unterzogenen
mRNA-Anteils wird dabei wesentlich von der Temperatur bestimmt. Im Zytosol wird es ins Prote-
in translatiert und dann tiber ein NLS zuriick in den Zellkern transportiert [5]. Dort assoziiert es
mit FRH und wird an bis zu 80 Threonin- und Serinresten phosphoryliert [51]. Diese Phosphogrup-
pen konnen dann auf WCC iibertragen werden [36], so dass WCC aus sterischen Griinden in seiner
Bindungsfahigkeit blockiert wird. Sowohl fr-mRNA, FRQ-Protein wie auch WCC werden konstant
abgebaut.

Durch diese negative Riickkoppelungsschleife kann dem fr¢g-Gen zwar bereits die Oszillations-Fahig-
keit unterstellt werden, es gibt jedoch noch weitere Mechanismen, die die Oszillationseigenschaft zu-
mindest begiinstigen und gegebenenfalls sogar notwendig sind. Zum einen bewirkt die Phosphorylie-
rung von FRQ auch einen verstarkten Export aus dem Zellkern in das Zytosol, wo es die Transla-
tion des WC-1 fordert. Auf diese Weise kommt es iiber eine positive Riickkopplungsschleife zu einer
zur WCC-Hemmung zeitverzogerten WCC-Aktivierung [61-64]. Wie eine Deletion des NLS gezeigt
hat [50], ist fiir die Fahigkeit der tagesrhythmischen Oszillation des frg-Gens grundsétzlich die nu-
kledre Lokalisation des FRQ notwendig. Aus diesem Grund ist die negative Riickkoppelung als der
primére Oszillationsmechanismus anzusehen. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass sowohl der
FRQ-FRH-Komplex wie auch die katalytische Einheit RRP44 des Exosoms, welches direkt iiber WCC

reguliert wird, eine post-transkriptionelle Regulation des fr¢-Gens ausiiben [52].



2.7 Temperaturempfindlichkeit und -kompensation

Neben dem Licht ist die Temperaturverinderung ein weiterer extrinsischer Reiz zur Anderung der Pha-
se der frg-Schwingung [9]. Durch Trainingsexperimente mit dem frg-Wildtyp sowie mit fr¢-mutierten
Stammen konnte gezeigt werden, dass das frg-Gen essentiell fiir die temperatursensitive Phasenan-
passung der Konidiationsperiode ist [65]. Der Einfluss der Temperatur spiegelt sich vor allem auf der
post-transkriptionalen Ebene der frg-Genexpression ab, und es konnte desweiteren gezeigt werden,
dass die pravalente FRQ-Lange durch Temperatur bestimmt wird [8,10,12]. Bei niedriger Temperatur
(etwa 21°C) gleichen sich die Konzentrationen von sFRQ und IFRQ in etwa, bei hoheren Tempera-
turen (28°C) dominiert dagegen das IFRQ, wobei die FRQ-Konzentration auch insgesamt hoher ist.
Wiéhrend die FRQ-Protein-Konzentration im Zusammenhang mit hoherer Umgebungstemperatur im
Mittel steigt, konnen wesentliche Anderungen in der fremRNA-Konzentration bei unterschiedlichen
und gleichbleibenden Temperaturen nicht beobachtet werden [9]. Erfolgt jedoch eine Temperatur-
erh6hung von mehreren Grad Celsius, dann steigt voriibergehend auch die fremRNA-Menge stark
an, fallt daraufhin jedoch wieder auf das urspriingliche Niveau ab [9]. Als temperatursenstiver Me-
chanismus auf der post-translationalen Ebene konnte desweiteren die Phosphorylierungsreaktion des
FRQ-Proteins durch die Casein-Kinase 2 (CK-2) identifiziert werden [13].

Die Eigenschaft der Temperaturkompensation ldsst sich fiir beliebige Reaktionssysteme mathe-

matisch abstrahieren [14]. Ist R eine stochiometrische Matrix der Reaktionen r;, denen nach der

Arrhenius-Kinetik die Geschwindigkeitskonstanten k; = a; - exp(— 5}) zugeordnet werden, so gilt fir

die respektive Reaktionsgeschwindigkeit v; bei Temperatur T
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Hierbei ist cz der sogenannte Steuerkoeffizient, der die Abhéngigkeit einer Reaktionsgeschwindig-
keit v; von der Geschwindigkeitskonstanten k; erfasst. Verhalten sich die Aktivierungsenergien E; der
Reaktionen r; derartig, dass die obige Gleichung fiir eine Reaktion r; erfiillt wird, dass also min-
destens zwei Steuerkoeffizienten CZ ein entgegengesetztes Vorzeichen besitzen, dann wird eine Tem-
peraturveranderung hinsichtlich der Reaktionsgeschwindigkeit dieser Reaktion r; durch die anderen
Reaktionen kompensiert. Eine Temperaturkompensation der Geschwindigkeit einer einzelnen Reakti-
on durch ihr umliegendes Reaktionssystem ist demzufolge insbesondere dann nicht moglich, wenn es
keine Reaktionsverzweigungen in einem Substrat gibt. Auf diese Weise konnte argumentiert werden,
dass die FRQ-Degradation fiir die Temperaturkompensation im molekular-genetischen Uhrsystem von
Neurospora crassa wesentlich ist [15], und es konnte daraufhin experimentell gezeigt werden, dass die
Periodenlénge der Konidiation bei Stimmen mit unterschiedlichen FRQ-Halbwertszeiten unterschied-
lich sensitiv gegeniiber Temperaturdnderungen ist. So ist bei Stdmmen mit einer niedrigeren FRQ-

Degradationsgeschwindigkeit die Periodenlange starker gegeniiber Temperaturveranderungen sensitiv.
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In einer anderen Untersuchung konnte tiber einen Modellierungsansatz gezeigt werden, dass die Tem-
peraturkompensation durch positive Sensitivitdt der mRNA-Translation und negative Sensitivitat im
FRQ-Import erreicht wird [66]. Auf diese Weise kann ein rapider Anstieg in der FRQ-Konzentration
erreicht werden, ohne dass dieser Konzentrationsimpuls sich auf die in der negativen Riickkopplungs-
schleife folgenden Variablen, darunter auch die frqg-mRNA fortpflanzt. Offen bleibt jedoch die Frage,
wie das Temperatursignal nach diesem Modell eine gezielte Phasenverschiebung der frg-Schwingung

bewirken kann.

2.8 Physiologische Regulation durch das Uhrsystem

Die Regulation anderer Gene durch das Uhrsystem, den sogenannten clock controlled genes (ccgs),
erfolgt insbesondere durch den Transkriptionsfaktor WCC. Ein ChIP-Seq-Experiment mit Antikérper-
spezifitat gegen WC-2 konnte nach Belichtung 24 direkte Bindestellen zur Transkriptionsregulierung
anderer Transkriptionsfaktoren identifizieren [33]. Dazu zdhlen insbesondere die Gene csp-1, adv-1
und we-1. Diese Zielgene wurden desweiteren durch ein qRT-PCR-Experiment verifiziert. Desweiteren
konnten insgesamt 109 hochsignifikante Bindestellen im Promotorbereich anderer Gene mit physiolo-
gischen Funktionen vor allem im Metabolismus und in der Zellzyklusregulation identifiziert werden.
Das Repressorprotein Conidial Separation 1 (CSP-1), das durch das Gen ¢sp-1 kodiert und durch die
Regulation des WCC transkribiert wird, weist eine zur WCC-Phase leicht verzogerte, jedoch prak-
tisch gleichphasige Konzentrationsschwingung auf. Die durch das CSP-1 reprimierten Gene werden
dadurch vor allem dann transkribiert, wenn das WCC besonders niedrig konzentriert ist, die tran-
skriptionsférdernde Wirkung des CSP-1 ist also zu der des WCC in der Phase entgegengesetzt [67].
Auf diese Weise reguliert das WCC iiber das Gen c¢sp-1 als Bindeglied auch nachtspezifische Gene. In-
teressanterweise ist das csp-1-Gen auch fiir die Kompensation der Glucosekonzentration essentiell, da
eine Mutation im c¢sp-1-Gen zu einer Anderung der Sensitivitdt der Periodenldnge hinsichtlich Ande-
rungen in der Glucosekonzentration fithrt [60]. Das System der molekularen Uhr besitzt demzufolge

auch metabolische Kompensationsmechanismen.

2.9 Konservierte Einheiten des molekular-genetischen Uhrsystems

Die Kerneinheiten des molekular-genetischen Uhrsystems sind iiber eine Reihe von Spezies der Pilze,
Insekten und Saugetiere funktionell wie auch strukturell konserviert. So besitzen sowohl Neurospora
crassa, Drosophila melanogaster wie auch Homo sapiens jeweils ein positives und ein negatives Ele-
ment, die zusammen eine negative Riickkopplungsschleife fiir die Selbstregulierung eines Gens bilden.
Die orthologe Homologie zwischen den positiven Elementen ist besonders grofi, wobei das Heterodimer
WC-1/WC-2 in Neurospora crassa dem CYC/CLK in Drosophila und dem BMAL1/CLOCK in Sduge-
tieren entspricht. Insbesondere die PAS-Doméne, die fiir die Interaktion zwischen den Heterodimeren
verantwortlich ist, ist zwischen diesen Spezies hoch konserviert [62].

Es gibt jedoch auch strukturelle Homologien zwischen funkionell verschiedenen Systemen verschie-
dener Spezies. Das Protein Period-4 besitzt zum Beispiel eine ,,forkhead”-assoziierte Doméne, die eine

spezifische Erkennung von phosphorylierten Threoninresten ermoglicht [68, 69]. Daran schliefit sich
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die Serin-/Threoninkinase-Doméne an, wobei die Aminosauresequenz eine sehr hohe Homologie zur
menschlichen Checkpoint Kinase 2 (ChK-2) aufweist. ChK-2 ist im Menschen fiir die Signalverarbei-
tung von DNA-Beschédigungen verantwortlich und stellt eine Verbindung zur Zellteilungsregulation
dar. In Neurospora crassa konnte gezeigt werden, dass durch Methyl-methansulfonat induzierte DNA-
Schaden die Kinaseaktivitat des Period-4 aktiviert wird und das Signal durch Phosphorylierung des
FRQ-Proteins auf den tagesrhythmischen Oszillator tibertragen wird [69].

Aufgrund der strukturellen Homologie zu funktionell unterschiedlichen (paralogen) Systemen in
anderen Organismen lassen sich die Ergebnisse dieser Arbeit gegebenenfalls iibertragen und kénnten

sich auf diese Weise zum Beispiel auch im pharmakologischen Bereich als niitzlich erweisen.
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Biophysikalische Reaktionsmodelle und
numerische Methoden der Modellanalyse und
Parameterschatzung

3.1 Physikalische Herleitung der Reaktionskinetik

Die in dieser Arbeit bezeichneten molekularen Spezies bewegen sich in erster Ndherung innerhalb des
Zellnukleus beziehungsweise des Zytosols wie frei schwimmende Teilchen in Wasser. Diese Annahme
entspricht haufig nicht der Realitit, da die Molekiile zum Teil an andere Strukturen gebunden sind und
damit in ihren Freiheitsgraden eingeschrankt sind. So konnte in den letzten Jahren gezeigt werden,
dass die Assoziationswahrscheinlichkeit zweier bindender molekularer Spezies dadurch erhéht wird,
dass sie sich entlang molekularer Strukturen bewegen und somit die Dimensionalitdt ihrer Bewegung
reduziert wird [70]. Dennoch schrankt dies nicht die Niitzlichkeit eines Modells ein, welches auf der
klassischen Theorie des chemischen Massenwirkungsgesetzes basiert, solange es die experimentell er-
hobenen Daten quantitativ erfasst. Der theoretische Hintergrund zur Reaktionskinetik soll aus diesem
Grund kurz dargelegt werden [71,72].

Die Freie Energie F eines Systems setzt sich aus der Inneren Energie U, was auf Teilchenebene der
kinetischen Energie der Molekiile entspricht, sowie dem temperaturabhingigen Grad seiner Ordnung,
der Entropie S, zusammen, und es gilt: £ = U — T - S. Eine chemische Reaktion bezeichnet eine
wohlgeordnete Abfolge von Umordnungen chemischer Bindungen, wodurch es zu Verédnderungen in
den betroffenen Bindungsenergien (potentielle Energie) bei gleichzeitiger Abgabe oder Aufnahme von
kinetischer Energie der Molekiile kommt, es gilt: dU = %Ji - dn;. Desweiteren dndert sich mit der
Anzahl an reagierender Molekiile n; der Spezies ¢ auch die Entropie S des Systems und es gilt:

Bk

s = o,

: dni

Verallgemeinert lasst sich sagen, dass eine Reaktion im Mittel dann stattfindet, wenn die Anderung

der freien Energie negativ ist, wenn also

_OE oU OE 95

FEin Geschwindigkeitsmodell einer Reaktion erhélt man tiber die Stofitheorie eines idealen Gases.
Nach der Boltzmann-Statistik konnen sich n gleichartige Molekiile eines sich im Gleichgewicht befind-

lichen Systems nach W = n!/ ][ n;! Moglichkeiten auf die energetischen Zustédnde ¢; verteilen, wobei
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die Summe ) n; iiber die Anzahl der Molekiile jedes Energieniveaus konstant gleich n und die Gesamt-
energie als die Summe tiber die Molekiilenergien Y n; - €; konstant gleich e ist. Die wahrscheinlichste
Verteilung der Molekiile auf die Energieniveaus ist genau diejenige, bei der W ein Maximum bei Giiltig-
keit der beiden Randbedingungen hat, wenn also [ [ n;! minimal wird. Durch Nullstellenberechnung der
diesem beschrénkten Optimierungsproblem entsprechenden Lagrange’schen Multiplikatorengleichung
ergibt sich als Losung eine Exponentialfunktion, die den Bruchteil der Molekiile zum Energieniveau ¢;

wiedergibt:
e—€i/kT

Z e—q/k’T :

Als Spezialfall, dass die Innere Energie U eines Systems gerade der Summe der kinetischen Energien

n;=nmn-

¢; der Molekiile entspricht, ergibt sich die Geschwindigkeitsverteilung nach Maxwell zu

n(v) m

n - (27Tk:T

)3/2 A2 e~ /2KT | g,

Der Anteil an Molekiilen mit einer kinetischen Energie €; > €,,;, kann iiber den Energieverteilungssatz

von Boltzmann ausgedriickt werden und es gilt:

Ne;>empn — 1 e cmin/KT
Dieser Satz ist fiir die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der Tempe-

ratur wesentlich. Im Falle einer bimolekularen Reaktion hangt die Haufigkeit einzelner Reaktionen pro

Zeiteinheit (v) von der Frequenz der Zusammenstéfie Z ab. Die Frequenz der Zusammenstofle zweier

Molekiile a und b lasst sich anhand der Gréfe ihres ,,gemeinsamen Translationszylinders” ¢t = ¢ - [

berechnen. Dieser Zylinder besitzt die Querschnittsfliche ¢ = 27 (r, + 75) und verlduft entlang der ge-

meinsamen Translationsgeschwindigkeit. Die Lange dieses Zylinders ergibt sich anhand der mittleren

Relativgeschwindigkeit

8kT

T

[ = Tgp =

sowie der mittleren Weglange zwischen zwei Zusammenstoflen. Die mittlere Wegldnge hangt nur von
der Anzahl der Molekiile n, und n; ab und ist von der Geschwindigkeit unabhéngig. Fiir die Stoffre-
quenz gilt: Z = t-ng-np. Es fithrt jedoch nicht jeder Zusammenstofl zu einer Reaktion, da die Molekiile
mit einer kritischen Mindestgeschwindigkeit aufeinander treffen miissen um die Aktivierungsenergie
der Reaktion zu iiberbriicken. Anhand der Boltzmann-Verteilung erhélt man den Anteil der Molekiile,

die diese kritische Mindestenergie besitzen. Die Reaktionsfrequenz v ist somit

V="ng Np- t- e_emin/kT

oder in molaren Konzentrationen

dA dB

S Loteemin/kT 4. B

dt ~ dt ‘
Dabei ist L die Loschmidt-Konstante. Sieht man davon ab, dass die Aktivierungsenergie F, in der
Praxis etwas grofler ist als die vom Gleichgewichtszustand ausgehende, kinetische Minimalenergie

nach der Boltzmann-Statistik, so entspricht dies der Arrheniusgleichung einer Reaktionskonstanten
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k(T) = A- e Fa/FT mit der freien Aktivierungsenergie F,.

Eine Ubertragung auf Reaktionen in fliissigen Losungen erfordert eine Aufteilung in einen Diffusions-
basierten und einen Reaktions-basierten Anteil, denn nur wenn zwei Molekiile nicht durch ein Was-
sermolekiil (als Losungsmittel) getrennt werden und somit nebeneinander liegen ist eine Reaktion
entsprechend der beschriebenen Uberlegung zum idealen Gas zutreffend. Nimmt man an, dass die
Molekiile A und B mit der Diffusionsgsgeschwindigkeitskonstanten d; in eine Nachbarschaft, in der
die Reaktion mit der Reaktionsgeschwindigkeit stattfindet, geraten und dass sich desweiteren benach-
barte Molekiile (AB) mit der von d; abhéngigen Diffusionskonstanten wieder trennen, so ergibt sich

als Reaktionsschema:

k1 ko
A+B = (AB) - C
k_1

Im Gleichgewicht von (AB), also dAB/dt = 0, gilt dann % =ko- k_f-l‘rk’z - A- B, so dass im Fall einer

verhaltnisméfBig schnellen Diffusion (k_; > k2) diese Gleichung in % =ky - K-A-Bmit K = k’%

1
und im Fall einer schnellen Reaktion (k_1 < ko) in ¢ = k_; - A- B iibergeht. In beiden Féllen liegt
praktisch ein bimolekularer Reaktionsmechanismus zugrunde, was die Ubertragbarkeit der theoreti-

schen Reaktionskinetik bei einem idealen Gas auf Reaktionen in Losung erlaubt.

Hinsichtlich der Reaktionskinetik sind die mono- und bimolekularen, sowie die enzymkatalysierten
Mechanismen von Relevanz. Bei der monomolekularen Reaktion hangt die Reaktionsgeschwindigkeit
lediglich von der Konzentration des Edukts selbst ab und es gilt fiir die Konzentrationsénderung einer
Molekiilspezies A: A

i k-A
Bei einem bimolekularen Mechanismus ist die Reaktion proportional zum Produkt der Konzentratio-
nen beider Molekiilspezies, fiir die im stochiometrisch gleichem Verhéltnis miteinander reagierenden
Molekiilspezies A und B gilt dann A dB
T a k-A-B
Bei der Assoziation eines Transkriptionsfaktors an einen Promotor mit einer transkriptionsinitiieren-
den Wirkung liegt ein zur enzymatischen Katalyse analoger Mechanismus vor, wobei die Bindung des
Transkriptionsfaktors (TF) an den Promotor (P) als enzymatisches Adsorbat einem der irreversiblen

Transkriptioninitiation (M) vorgelagerten Gleichgewicht entspricht. Es gilt:

k1 ko
TF+P = TFoP - TF+P+ M
k_1

Unter der Annahme einer konstanten Konzentration von TF o P ergibt sich die Geschwindigkeit der
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Transkriptionsinitiation zu

dM
oy = =k TFoP =k -TFoP—k -TFoP
TF
= ky - Pp——+—
2K+ TF
k1
Ky = ——
M k_1+ ko

Die Michaelis-Menten-Konstante Kj; gibt dabei die Konzentration des Transkriptionsfaktors T'F
an, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit 0,5 - ko - Py =: ECpyq, also der Halfte der maximal mogli-
chen Reaktionsgeschwindigkeit entspricht. Durch Ergdnzung der Michaelis-Menten-Gleichung durch
den sogenannten Hill-Koeffizienten h im Exponenten von T ergibt sich eine hohere Sensitivitdt der
Transkription zur Konzentration des Transkriptionsfaktors T'F, es gilt also %UM(hl) > %UM(hQ)
flir A1 > hg. Desweiteren entspricht bei einem Hill-Koeffizienten h > 1 die EC5o-Konzentration des
Transkriptionsfaktors T'F gerade EC5q(h) = K?,.

3.2 Das Goodwin-Modell mit Temperatursensitivitat

Die Modellierung eines Genexpressionssystems mit negativer Riickkoppelung als ein Differentialglei-
chungssystem mit drei Variablen wurde bereits im Jahr 1965 von Goodwin vorgeschlagen [73,74]. Die
Zustandsvariablen dieses Systems sind dabei die mRNA-, die Protein-, und die Transkriptionsfaktor-
Konzentrationen X, Y und Z, die entsprechend des folgenden Differentialgleichungssystems mitein-

ander in Beziehung stehen:

dX 1
T T1vz

dy
’Uy_E:X—bY

dz
UZ_E_Z—CZ

Im Gegensatz zur Michaelis-Menten-Kinetik beinhaltet der aktivierende Term in dX/dt nur im
Nenner eine Abhéangigkeit des Transkriptionsfaktors, weshalb 8%% < 0 ist und sich insgesamt eine
negative Riickkoppelungsschleife ergibt. Eine Erweiterung dieses Oszillators um eine Arrhenius-artige
Temperaturabhangigkeit der Reaktionskonstanten verleiht dieser negativen Riickkopplungsschleife die
Féhigkeit der Temperaturkompensation [75]. Dieser Modellansatz wird in dieser Arbeit zugrunde ge-
legt und weiterentwickelt. Da die Versuchsbedingungen in dieser Arbeit in einem im Verhéltnis zur

Absoluttemperatur kleinen Temperaturintervall zwischen 291 - 301 K angelegt sind, wird nach einer
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Taylorentwicklung der Arrhenius-Gleichung jedoch nur der lineare Anteil verwendet:

a(T) = ky-ek/T (3.1)
da _ kT K2 ko
87(T) = ki-e ’ﬁ_a(T)'ﬁ
0
a(T) = a(Ty+dT) = a(Ty) + 8%(%) - dT
k
= a(Tp) + a(Tp) - % -dT

15

= ao+tar-dl=by-T+ by

Diese Vereinfachung erhoht die numerische Stabilitidt bei der Parameterschitzung ohne nennenswerten

Einfluss auf die Losungsgleichungen.

3.3 Numerische Integrationsverfahren
3.3.1 Losbarkeit von Differentialgleichungen

Ein Anfangswertproblem sei durch die Differentialgleichung

dx(t)
dt

= f(z) (3.2)

mit f: D C R® - W C R” und den Anfangswert z(tg) = z¢ zum Zeitpunkt to gegeben. Zu die-
sem Anfangswertproblem wird eine Losung z : [tg,te] =: I C R — D gesucht, dabei wird x auch
als die Zustandsvariable des Systems mit Werten in D C R™ bezeichnet. Fiir die in der biochemi-
schen Wissenschaft auftretenden Reaktionen sind die Geschwindigkeiten in der Regel von der Zeit
unabhéngig, weshalb die Funktion f nur von der Losung x abhéngt. Eine Losung x(¢) mit ¢ € I des
Anfangswertproblems ist dagegen eine ausschliellich von der Zeit abhéngige Funktion. In die rechte
Seite der Differentialgleichung gehen desweiteren die reaktionsspezifischen Parameter p mit Werten in
R? ein (kurz f(z;p)), f kann dabei sowohl linear als auch nicht-linear in x und p sein. Im Falle von
Ableitungen hoéherer Ordnungen ist bei Verwendung der unten beschriebenen Integrationsverfahren
eine Umformulierung des Anfangswertproblems erforderlich, wobei zusétzliche Zustandsvariablen zur

Beschreibung jeder einzelnen Ableitung eingefithrt werden [76,77].

Die Existenz einer Losung x(t) des Anfangswertproblems 3.2 ist nach dem Existenzsatz von Peano
auf dem Intervall I dann gesichert, wenn f(z) auf dem Gebiet D beziiglich z stetig ist [76, 78].
Im Rahmen des Beweises dieses Satzes wird auf direktem Weg iiber das weiter unten beschriebene
Euler’sche Einschrittverfahren eine zunachst lokale Losung konstruiert, die dann bis an den Rand
von D fortgesetzt wird. Ist die Funktion f(z) dariiber hinaus auf D Lipschitz-stetig, gilt also fiir alle
z,y € D, einer Lipschitz-Konstanten L € R und der euklidischen Norm || - || [79]:

(@)= fw I<Liz—yl, (3-3)

dann ist diese Losung auch eindeutig bestimmt. Es sei angemerkt, dass im Fall der stetigen Differenzier-

barkeit der Funktion f(x) auf D die Lipschitz-Stetigkeit automatisch folgt. Nach dem Existenzsatz von
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Picard-Lindel6f wird im Gegensatz zum Satz von Peano unter Voraussetzung der Lipschitz-Stetigkeit
von f(x) auf D bezliglich x die Existenz einer Losung mithilfe des Banach’schen Fixpunktsatzes be-
wiesen, diese Losung ist gleichzeitig eindeutig [76, 77,80, 81]. Im Fall der Stetigkeit von f(z,p) auf
D beziiglich z ist eine Losung z(t) des Anfangswertproblems 3.2 fiir t € I auch durch die implizite

Integraldarstellung
t

x(t) = zo + i f(s,p)ds (3.4)

gegeben. Ist f(z,p) in D dariiber hinaus Lipschitz-stetig, dann ist diese Losung auch eindeutig.

Ein Gleichungssystem M (x)‘fl—f = f(z) mit einer Funktionsmatrix M lésst sich wie ein gewdhn-
liches Anfangswertproblem mit den im Folgenden beschriebenen Integrationsverfahren gewohnlicher
Differentialgleichungssysteme 16sen, sofern die Matrix M reguldr ist und sich das Gleichungssystem
folglich in die Form Z—’f = M(z)~' f(z) iiberfithren lisst. Ist M (z) dagegen singulir, dann sind spezi-
elle Integrationsverfahren zur Losung von differential-algebraischen Gleichungssystemen erforderlich.
Die in dieser Arbeit auftretenden Differentialgleichungssysteme umfassen jedoch ausschliefilich den

reguléren Fall.

3.3.2 Einschrittverfahren

Bei den Einschrittverfahren wird tiber eine Folge von Taylorreihenauswertungen um den Anfangswert
xo beziehungsweise den zuletzt berechneten Losungspunkt zjp eine Trajektorie in Anndherung an
die Losung = des in 3.2 bezeichneten Anfangswertproblems berechnet [80-82]. Im Fall des expliziten
Euler-Verfahrens wird die Taylorreihe Ty (h) := x) + h - f(x1,) + O(h?) (fiir k = 0,1, ...) um den zuletzt
berechneten Losungspunkt xj, linear entwickelt und an der Stelle h ausgewertet. Dabei ist h € R die

Schrittweite des Verfahrens. Das explizite Euler-Verfahren lautet vollstandig:

Trp1 = Tp+h- flag) (k=1,2,...)

z(tg) = w0

Beim impliziten Einschrittverfahren von Euler wird anstatt des nicht-linearen Funktionswertes
f(z) der Wert an der Stelle 41 verwendet, dies erfordert jedoch die Losung des imliziten Glei-

chungsystems z11 = 2 + h - f(xpa1).

Ein wesentliches Maf fiir die Genauigkeit eines Einschrittverfahrens ist dessen Konsistenzord-
nung, die sich anhand eines Vergleichs mit der Taylorreihenentwicklung ermitteln lasst [80-82]. Halt
es mindestens die Genauigkeit der Taylorreihenentwicklung mit dem Restglied der Ordnung O(h™*1)
ein, so ist das Verfahren von der Konsistenzordnung m. Entsprechend besitzt das Eulerverfahren
die Konsistenzordnung m = 1. Bei den Verfahren hoherer Konsistenzordnungen sind vor allem die
Runge-Kutta-Verfahren zu nennen, bei denen die héheren Ableitungen der Funktion f(z) im Rahmen
der Taylorreihenentwicklung durch mehrfache Funktionsauswertungen von f(x) ersetzt werden. Die

Auswertungen von f(z) miissen dazu an bestimmten Stellen zwischen xj und zji; vorgenommen
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werden, damit die Genauigkeit des Verfahrens einem moglichst hohen Grad der Taylorreihenentwick-
lung geniigt. Als Beispiel sei das klassische, vierstufige Runge-Kutta-Verfahren der Konsistenzordnung

m = 4 angefiihrt, dieses lautet ausgeschrieben:

1 1 1 1
Th4+1 = xk+h (ékl +§k2+§k3+6k4)
ki = f(or)
1
ky = f($k+§'h'k1)

1
ks = f($k+§'h'k2)
k4 = f(l:k + h - ]{73)

Neben der Konsistenzordnung, die das lokale Verhalten eines Einschrittverfahrens beschreibt, ist
auch das Konvergenzverhalten des globalen Fehlers €,,,, in Abhéngigkeit von der Schrittweite h ein
wichtiges Kriterium zur Bewertung eines Verfahrens. Es lasst sich zeigen, dass unter der Voraussetzung

einer hinreichend hohen Differenzierbarkeit von f(z) auf D beziiglich x der globale Fehler €,,,, mit

€max ‘= H}:E:X H 6(h,tk,.%'k,f) H

€(h,ty, op, f) = xpg1 — o(tpgr)

bei allen Runge-Kutta-Verfahren mit einer Konsistenzordnung m > 1 fiir h — 0 gegen null konver-
giert und die Konvergenzordnung dabei der Konsistenzordnung entspricht [80-82]. Die in dieser Arbeit
betrachteten Anfangswertprobleme erfiillen die Lipschitz-Bedingung und kénnen somit mit dem klas-

sischen Runge-Kutta-Verfahren gelost werden.

Neben den Einschrittverfahren gibt es als weitere wichtige Klasse von Integrationsverfahren unter
anderen die linearen Mehrschrittverfahren, bei denen die letzten s (mit s = 1,2, 3...) Trajektorienpunk-
te g, k-1, ... Th—s+1 verwendet werden um den nachsten Trajektorienpunkt ni41 zu berechnen. Um
auch sogenannte ,,steife” Anfangswertprobleme besser handzuhaben ist aus Griinden der numerischen
Stabilitdt in dem in dieser Arbeit verwendeten Rechenprogramm PARFIT/VPLAN als Integrations-
methode ein zu dieser Klasse gehérendes BDF-Verfahren implementiert [80,81,83].

3.4 Numerische Optimierung mit Newton-Verfahren

Sei eine Funktion g : D C R™ — R gegeben und auf D zweimal differenzierbar. Besitzt g im Punkt
x* ein lokales Minimum, ist also in einer Umgebung $; von z* die Funktion g(z*) < g(z) fiir alle z €
Uy (%), dann besitzt die Ableitung von g, also Vg =: f : D C R™ — W C R" notwendig eine Nullstelle
im Punkt x*, es gilt also f(z*) = 0 (notwendige Bedingung erster Ordnung). Der Ableitungsoperator

V sei dabei als der Vektor partieller Ableitungen (8%1, 8%2, ...%) nach dem Argumentvektor x mit
Elementen x; definiert: 3 3 3
g g g
Vg=(=—7,=—,..—) = vefn).

Desweiteren ist bei einer Minimalstelle im Punkt z* die Ableitung von f an der Stelle * in einer

hinreichend kleinen Umgebung s (z*) positiv semidefinit, es gilt also 7 - Vf(z) - 2 > 0 fiir alle
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x € Ys(z*), insbesondere gilt dabei 2*7 - Vf(2*) - z* > 0 (notwendige Bedingung zweiter Ordnung).
Vf(z) = V2g bezeichnet dabei die Hesse-Matrix der Funktion g(x) mit den Elementen

Ofi  Ofe Ofn
ox1 ox1 e Ox1
ofi .. of1
Vf:Vzg: Oz Tt Oz
oh  ofr Ofn
orn, Orn 7 Oxn

Bei einer strikten Minimalstelle, also g(x*) < g(z) fir alle z € s(z*) mit x # x*, ist V f(z*) sogar
positiv definit, es gilt dann also 27 - Vf(x) -2 > 0 fiir alle x € ts(2*) mit = # z*. Die Eigenschaft der
positiven Definitheit von V f(x) geht dabei dquivalent mit der Konvexitit der Funktion g(z) einher.
Lasst sich sowohl die Nullstelle von f in x* als auch die positive Definitheit von V f in * nachweisen,
dann kann umgekehrt auf das Vorliegen einer strikten Minimalstelle im Punkt 2* geschlossen werden.

Die Ermittlung eines Minimums entspricht also im Ansatz derjenigen einer Nullstelle [82,84].

Das Newton-Verfahren ist ein Abstiegsverfahren, oder bei Betrachtung der ersten Ableitung ein
Verfahren zur Nullstellenbestimmung, mit der folgenden iterativen Prozedur. Seien g und f wie oben
gegeben und sei desweiteren V f in einer hinreichend kleinen Umgebung 1 von x* positiv definit. Sei
desweiteren f in dieser Umgebung Lipschitz-stetig und V f (z) fir x € U(x*) regulér. Liegt ein Startwert
2o € 4 hinreichend nahe an der Minimalstelle 2*, dann konvergiert das folgende Iterationsverfahren
mit mindestens quadratischer Ordnung gegen die Minimalstelle x* der Funktion g beziechungsweise die
Nullstelle z* der Funktion f:

w1 = ap — Vfzp) 7 flar) (3-5)

Der Beweis zu diesem Sachverhalt findet sich in der Literatur [82,84]. Im Gegensatz zu anderen
wichtigen Abstiegsverfahren, wie zum Beispiel dem sogenannten ,,Steilsten Abstieg” in Verbindung
mit einer Liniensuche, bringt das Newtonverfahren den Vorteil einer lokal quadratischen Konvergenz-

ordnung mit sich.

Das Newton-Verfahren ist grundséatzlich auch bei beschrankten Optimierungsaufgaben anwendbar,
wobei im Falle von Ungleichungsbeschréinkungen eine sogenannte Active-Set-Strategie verwendet wird
[84]. Diese Verfahren werden als SQP-Verfahren bezeichnet. Sei g(x) die Zielfunktion und b9(z) = 0
mit b9 : R” — R™9 ein Vektor von my Gleichungsbeschrénkungen und *(z) > 0 mit o* : R” — R
ein Vektor von m, Ungleichungsbeschrinkungen, dann ist die Losung z* des Optimierungsproblems

durch die sogenannten Karush-Kuhn-Tucker-Bedingungen (notwendige Bedingungen erster Ordnung)

20



charakterisiert:

V. L2(x¥)
bt (%) =

b (x*)

A

A H(a)
A b (27)

AVARRVS

, 2

E

o O o o o o

—_ =

, 2

s
<
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Fiir die notwendige Bedingung zweiter Ordnung sei im Fall des beschrankten Optimierungspro-
blems auf die Literatur verwiesen [84]. Grundsétzlich gilt auch hier, dass die sogenannte reduzierte
Hesse-Matrix von £ in einer hinreichend kleinen Umgebung positiv definit ist. Umgekehrt kann auf-
grund der hinreichenden Bedingungen erster und zweiter Ordnung auf das Vorliegen einer Minimal-

stelle geschlossen werden.

3.5 Verfahren der Parameterschatzung bei gewohnlichen Differen-
tialgleichungen

3.5.1 Ausgleichsproblem nach Gaufl

Das Ziel der numerischen Schatzung von Parametern eines Differentialgleichungssystems ist eine nach
objektiven Mafistdben optimale Anpassung der Losungstrajektorien an das reale Systemverhalten, das
sich durch gezielte Messungen 7;; zu Messzeitpunkten ¢; beobachten lasst. Der Messwert 7;; beruht da-
bei auf einer in der Regel einfachen Messfunktion m;(z(t;, xo, p*))+e€;; des realen Zustands x(t;, zo, p*),
die mit dem Messfehler €;; := €;(t;) verrauscht ist. Der Wert 7;; kann dabei auch ein Mittelwert von
statistisch unabhéngigen Messreplikaten sein. Wie anhand der Ergebnisse dieser Arbeit deutlich wird,
ist zwischen dem Modell- und dem realen Systemverhalten grundsétzlich zwar zu unterscheiden. Zur
Einfiihrung der numerischen Mathematik wird jedoch angenommen, dass es einen derartigen Para-
metersatz p* gibt, so dass die Abweichung zwischen der optimierten Modellantwort und dem durch
Messungen beobachteten Systemverhalten im Verhéltnis zum Messfehler vernachléssigbar ist. In die-
sem Sinne soll der reale Systemzustand hier mit x(¢;,zo,p*) bezeichnet werden. Desweiteren wird
in diesem Kapitel angenommen, dass das reale System keinen Fluktuationen unterliegt, sondern sich
deterministisch verhalt. Wie im folgenden Kapitel gezeigt und erlautert wird, spielen biologische Fluk-
tuationen bei der mRNA-Messung jedoch eine Rolle, ihre statistische Varianz kann jedoch auf einfache
Weise mit der Varianz des Messfehlers verrechnet und die etablierten, numerischen Parameterschéatz-
methoden somit sachgerecht angewendet werden. Die Messfehler ¢;; der Messwerte 7;; zum Zeitpunkt

t; sind in aller Regel statistisch unabhéngig und normalverteilt, so dass eine ,,gewichtige” Abweichung
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der Modellantwort m;(x(t;, zo,p)) von einem Messpunkt 7;; im Rahmen der Minimierungsaufgabe zu
einer im Sinne der Gau$-Verteilung entsprechend gewichtigen Erh6hung der Zielfunktion fiihren sollte.
Die Gewichtung der Abweichung ist dabei anhand des Messfehlers, also der Standardabweichung o;;
eines Messwertes 7;;, in der Zielfunktion zu bewerten. Entsprechend richtet sich die Zielfunktion bei
der Parameterschitzung eines Anfangswertproblems nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
nach Gauf, das auch Ausgleichsproblem genannt wird. Das Residuum der Zielfunktion wird daher wie
folgt definiert:

(mij — ma(@(t5, 20, p)))?
(w0, p) 3= D rilwo, p)?i= 3 D =+ (3.7)
i i g ]
Damit das Differentialgleichungsmodell ein im Sinne des Ausgleichsproblems optimales Verhalten an-
nimmt, ist es erforderlich, dass das Residuum 7(z¢,p) minimal wird, das (nicht-lineare) Ausgleichs-
problem lautet somit:
min || r(zo,p) |1 (3.8)
z0,p
Dabei konnen gegebenenfalls Gleichungs- und Ungleichungsbeschrankungen vorliegen, diese haben die

Form
r(zo,p) = 0 (3.9)
r(zo,p) = 0 (3.10)

Die Gleichungen 3.8 bis 3.10 bilden zusammen ein beschranktes, nicht-lineares Ausgleichsproblem
[83,85-87].

3.5.2 Gaufl-Newton-Verfahren

Sei im Folgenden 7 := (xg, p) mit 7 € D xRP C R™ xRP der aus Anfangswerten und Modellparametern
zusammengesetzte Parametersatz und g : D x RP — R mit g(r) := 3 || () ||3. Die Minimierung von
g(m) beziiglich 7 entspricht somit dem nicht-linearen Ausgleichsproblem 3.8. Bei dem Gaufl-Newton-
Verfahren wird g(m) durch eine iterative Folge 41 = 7 + Amg, minimiert, wobei die Berechnung von
Ay, = AWEN nach der Gleichung

JE T AxSN = —JF () (3.11)

erfolgt [84-86]. Dabei seien der Ableitungsoperator V und desweiteren die Jacobi-Matrix Jj des k-ten

Iterationsschrittes wie folgt definiert:

0
v. — 87
0
Jk L= é(ﬂ'k) = VT(?Tk)

Das Gaufl-Newton-Verfahren ist somit eine Abwandlung des Newton-Verfahrens (Newton-Typ-Verfahren),
bei dem Amy nach der Gleichung

V2 f(mp) - Ar = =V f(m3) (3.12)
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berechnet wird. Der Zusammenhang zwischen den beiden Verfahren wird durch Betrachtung der Ab-

leitungen von g(m) deutlich:
1 2
Vo) = VG I r(m) )
1
= Y ri(mk) - Vri(m)

%

= Ji-r(mk)
Vig(mk) = Ji - Vr(m) + V()
= JI T4 () - Vir(my)
Im Gegensatz zum Newton-Verfahren wird im GauB-Newton-Verfahren somit der Term r (7, )-V2r (),

der von den zufilligen Messfehlern abhéngt, in der Hessematrix von g(m) vernachléssigt [88].

Zur Umformung des in Gleichung 3.8 definierten nicht-linearen Ausgleichsproblems in ein lineares
Ausgleichsproblem wird die Residuumsfunktion r(mg41) in einer Taylorreihe linear um den letzten

Iterationspunkt 7y entwickelt [84]:

9(mry1) = g(me + Amy)
1
= 3 | (7 + Amg) |3

1
= 527‘1'(71']9 +A7Fk)2

Q

% Z(T‘i(ﬂ'k) + Vri(m) - Amg)?

1
= 3 | r(me) + Ji - Amg I3

= ¢ (m, Amy,)

Das zu Gleichung 3.8 gehorige lineare Ausgleichsproblem lautet damit [85,86]:
min || r(mg) + J - Ay ||3 (3.13)
ATy

Die Ableitungen von ¢! lauten dabei [84]:

V" (m, Am) = (r(m) + Ji - Amp) T Tk (3.14)
V2 (e, Amp) = Ty

Durch Gleichsetzen von Gleichung 3.14 mit null, was der notwendigen Bedingung erster Ordnung

einer Minimalstelle von ¢'™(m, Amy) in Amy entspréche, erhélt man zur Berechnung von Ay die

sogenannte Normalengleichung [84]:
JE T - Any = —JF - r(mp) (3.15)
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Fiir das linearisierte Ausgleichsproblem 3.13 entspricht die nach Gleichung 3.15 entsprechend dem
Gauf-Newton-Verfahren berechnete Lésung A7y somit der exakten Losung Aﬂ,iv des standardméfi-
gen Newton-Verfahrens entsprechend Gleichung 3.12. Die explizite Berechnung von A7 erfolgt nach

Umformung von Gleichung 3.15 in die Form

Ary = —(JL- T Tl e (m) (3.16)

= —J"-r(m)

Dabei wird J* := (JkT SJp)h Jg als die verallgemeinerte Inverse bezeichnet.

Die Linearisierung kann im Falle eines gleichungs- und ungleichungsbeschrankten, nichtlinearen
Ausgleichsproblem wie in den Gleichungen 3.8 bis 3.10 ebenfalls durchgefiihrt werden. Die Taylorent-
wicklung erfolgt dabei analog fiir die Gleichungs- beziehungsweise Ungleichsbeschrankungen r, und

r,, und es ergibt sich das lineare, beschrankte Ausgleichsproblem [85,86]:
ATy
mit Nebenbedingungen

r9(mk) +J,‘g A7, =0
r(mg) + Ji - Am >0

Dabei bezeichnen JY9 und J* die beiden Jacobi-Matrizen von ¢ beziehungsweise r*:

or9d

Jj = J9 (k) o= 8%(7%)
or9

JE = I (m) = ()

Dieses linearisierte, beschrankte Ausgleichsproblem kann unter Verwendung der oben beschriebenen
Lagrangegleichung mit den Karush-Kuhn-Tucker-Bedingungen (notwendige Bedingung erster Ord-

nung) grundsatzlich geldst werden.

Die Berechnung der Jacobi-Matrix J = g—; erfolgt nach dem Verfahren der Internen Numerischen
Differentiation, mit dem sich besonders hohe Genauigkeiten erzielen lassen [85]. Grundsétzlich wird J
dabei mit einer speziellen Schrittweitenstrategie durch numerische Integration zweier im Parameter ;
(i bezeichne hier das i-te Element von 7) leicht verschiedener Anfangswertprobleme mit anschlieSender
Berechnung der Residuendifferenz ér(m) berechnet. Die Berechnung dieser Jacobi-Matrix ist in jedem
GauB-Newton-Schritt erforderlich.

3.5.3 Statistisches Konfidenzkriterium

Zur statistischen Bewertung der Giite einer Parameterschitzung ist eine Betrachtung der Fortpflan-

zung des Messfehlers erforderlich, denn aufgrund der statistischen Natur der Messwerte ist auch die
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Parameterschétzung ein Zufallsergebnis. Die Berechnung der mit der Standardabweichung gewichte-
ten Anderung von d7 in Abh#ngigkeit von 7 ldsst sich nach Gleichung 3.15 mit der Hilfe von J+
unmittelbar berechnen [83,85,86] :

om=—J".dn (3.18)

Die Kovarianzmatrix C' der Abweichungen in den geschétzten Parametern 7 ldsst sich damit folgen-

dermafien berechnen:

C = cov(dm-onT)
= FE(én-orl) — E(6n) - E(ém)T
= E(én-orT) -0

E(d7) bezeichnet dabei den Erwartungswert der Zufallsvariable é7. Nach Gleichung 3.18 lésst sich o7

als Funktion von 7 und JT ausdriicken und es ergibt sich desweiteren:

C = E(=J"-r)(=J" )
= JV-E@r-T).- (N
= Jt.1-(JH?

Um die Gleichung E(r - rT) = I zu erhalten wird davon ausgegangen, dass die Modellfunktion z(, )
den Messungen des realen Systems bei einer optimalen Schétzung der Parameterwerte im Mittel
entspricht, so dass sich die Messungen mit den Standardabweichungen o um die Trajektorien x(t, )
verteilen. Andernfalls muss in der Kovarianzmatrix noch ein gemeinsamer Faktor 42 hinzumultipliziert
werden, dieser kann gegebenenfalls anhand der euklidischen Norm der Residuumsfunktion r geschétzt
werden [85]. Die Standardabweichungen der Parameter ergeben sich so anhand der Diagonalelemente

der Kovarianzmatrix C', es gilt:
U(m)2 =Cy

Dieser Sachverhalt gilt grundsatzlich auch unter Berticksichtigung von Nebenbedingungen und ei-
ner Auswertung der Karush-Kuhn-Tucker-Bedingungen der entsprechenden Lagrangefunktion, denn
die Nebenbedingungen enthalten selbst keine Zufallsgroflen. Bei Vorgabe eines bestimmten Konfidenz-
niveaus v kann durch die Ermittlung des entsprechenden Quantils g; einer mutmaflichen Wahrschein-
lichkeitsverteilung ®, wie zum Beispiel der Normal- oder der y2-Verteilung, mit den Standardabwei-
chungen von 7 ein Konfidenzgebiet K zum entsprechenden Niveau angegeben werden. Das zugehorige

Konfidenzquader lautet dabei:

K = [[i= - 6,77 + 64
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VPLAN
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Projektverzeichnis

mess gfen.f
mess.f

out \ sigma.f
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lot \ mess.dat

covmat.mat
exp.ini
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\\ ffen.f

©
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Abbildung 3.1: Verzeichnis- und Dateistruktur des Rechenprogramms VPLAN/PARFIT.

3.5.4 Steuerungen

Die rechten Seiten der Differentialgleichungen des in Gleichung 3.2 formulierten Anfangswertproblems
konnen iiber die Parameter p hinaus auch von sogenannten Steuergrofien abhidngen. Diese kénnen
sowohl Parameter (¢) als auch Funktionen (u) sein, die von extern einstellbar sind, und gehen als
separate Groflen in die Losung der Differentialgleichung (¢, o, p, u, q) ein. In dieser Arbeit ist als
Steuerfunktion die Temperatur T'(¢) relevant, welche von der Zeit abhéngig ist und sich an bestimmten
Schaltpunkten ¢ unstetig #indert. Durch die explizite Beriicksichtigung solcher Schaltstellen ¢ wird
eine stiickweise Glattheit von f erreicht und somit die Losbarkeit durch das Integrationsverfahren
gesichert [83,85].

3.5.5 Das Rechenprogramm VPLAN/PARFIT

In dieser Arbeit wird zur Integration und Parameterschitzung des Differentialgleichungsmodells das
Rechenprogramm VPLAN [83] im Sinne eines virtuellen Laboratoriums verwendet. VPLAN ist ein
Akronym fiir Versuchsplanung und beinhaltet das Programmpaket PARFIT (Parameter Fitting). Die
Verzeichnisstruktur von VPLAN ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Nachfolgend sind die Dateien und die einzelnen Programmdateien aus der Nutzerperspektive be-
schrieben. Im Stammverzeichnis VPLAN sind die folgenden Unterverzeichnisse enthalten: src beinhal-
tet die Quelldateien des Programmpakets, linuz beinhaltet das kompilierte Programm und Skripten, lib
beinhaltet numerische Bibliotheken, modules beinhaltet die kompilierte Modellfunktion, und examples
beinhaltet die individuellen Projektverzeichnisse. In den Projektverzeichnissen formuliert der Wissen-
schaftler die Anfangswertaufgabe beziehungsweise das Parameterschatzproblem. Dieses beinhaltet die

folgenden Unterverzeichnisse und Dateien

1. in: In der Datei vplanin.ini wird zunéchst die Rechenaufgabe (Simulation, Parameterschitzung
oder Versuchsplanung) und dann die Verzeichnisstruktur innerhalb des Projekts spezifiziert. Des-
weiteren werden die Parameter der Differentialgleichungen mit Startwerten, die Experiment- und
zugehorigen Messdateien sowie die Ausgabedateien wie Plot- und Residuendateien angegeben.
Auflerdem konnen eine Reihe numerischer Optionen eingestellt werden. Im gleichen Verzeichnis
befindet sich auch die Datei exp#.ini, von dieser Datei konnen der Experimentanzahl entspre-
chend viele Dateien erstellt werden. Jede Datei beschreibt dabei die wesentlichen Eigenschaften
eines Experiments, also den Messungen unter denselben Versuchsbedingungen. Dabei werden
zundchst Start- (¢0) und Endzeitpunkt (tend) spezifiziert und desweiteren die Namen der Mo-
dellfunktionen, die sich als gleichnamige Dateien im Verzeichnis fortran befinden (hier ffen, gfen),
angegeben, auflerdem werden die zu simulierenden Zustandsvariablen y mit Anfangswerten ange-
geben, wobei die Definition der Zustandsvariablen dabei in aufsteigender Reihenfolge y1, 42, ...
erfolgt. Die Bezeichnungen der Zustandsvariablen werden in den Dateien der Modellfunktionen
ffen/gfen im Verzeichnis fortran in den globalen Adresszeiger mit der Bezeichnung z* {iberfiihrt,
die in der Datei exp#.ini vorgenommenen Namensdefinitionen werden dabei jedoch nicht tiber-
nommen und miissen in ffen, gfen separat zugeteilt werden. Desweiteren wird in exp#.ini der
Verlauf der Steuerfunktionen u angegeben. Bei der Deklaration der virtuellen Messfunktionen
mfcn werden die Funktionen mess# fiir die Messungen aus der Modellantwort sowie die Funktio-
nen fir die Berechnung einer Standardabweichung sigma# zugeteilt, diese Funktionen befinden
sich in deren gleichnamigen Dateien mess#.fund sigma#.fim Verzeichnis fortran. Die Nummern
# entsprechen dabei den experimentellen Messgrofien in den Dateien mess#.dat im Verzeichnis
mess und nicht den Experimentnummern. Darunter sind die genauen Zeitpunkte der Messungen
angegeben, diese gelten sowohl fiir die virtuellen wie auch die experimentellen Messungen. Dabei
wird stets die entsprechende Messfunktion zur Auslesung der Modellantwort angegeben, diese

kann dann mit den Messdaten zwecks Parameterschéitzung verglichen werden.

2. fortran: In der Datei ffen.f mit der gleichnamigen Funktion ffen werden die Differentialglei-
chungen definiert, mit denen ein Integrationsschritt durchgefiithrt wird. Dieser wird in die Spei-
chervariable fiir den aktuellen Schritt der Losungstrajektorie = geschrieben. In der Datei gfen.f
werden in der gleichnamigen Funktion gfcn die Nebenbedingungen definiert. Die Datei mess#.f
enthalt eine Messfunktion, die in der Datei exp#.ini zugeordnet ist und deren Nummer der ex-

perimentellen Messgréfle in entsprechender Reihenfolge in der Datei mess#.dat im Verzeichnis
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mess entspricht. Die Datei plot.flegt die Zeitpunkte und die Zustandsvariablen fiir den Plot fest,

diese wird in eine ebenfalls hier zu spezifizierende Datei im Verzeichnis plot geschrieben.

3. mess: In diesem Verzeichnis befinden sich die einzelnen Messdateien mess#.dat. Sie besitzen die
gleiche Nummer wie die entsprechende exp#.ini-Datei im in-Verzeichnis und enthalten entspre-
chend jeder Messfunktion mfen#/mess#.f die experimentellen Messungen einer entsprechenden
Messgroflie zu je zwei Spalten mit dem Messmittelwert und dessen Standardabweichung. In der
ersten Spalte ist vorweg die Zeit angegeben, die mit den angegebenen Zeiten in der exp#.ini-

Datei iibereinstimmen muss.

4. out und plot: In dieses Verzeichnis werden bei einer Parameterschatzung die berechnete Ko-
varianzmatrix in die Datei covmat.mat geschrieben und die neu berechneten Parameter in Form
der Eingabedateien vplan.ini und exp.ini geschrieben. Das Verzeichnis plot enthalt die Plots der
Losungstrajektorien, bei einer Parameterschitzung entspricht der Plot der Losungstrajektorie

fiir den optimierten Parametersatz.

Das Programm VPLAN wird von der Linux-Shell zur Kompilation der Modellfunktion und Be-
rechnung der Ableitungen mit dem folgenden Befehl aus dem VPLAN-Verzeichnis examples gestar-
tet: doit path to vplanin.ini/vplanin.ini. Zur Durchfiihrung der Simulation beziehungsweise Parame-

terschitzung wird danach der Befehl vplan path to vplanin.ini/vplanin.ini eingegeben.
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Methoden der biochemisch-quantitativen
Analyse

4.1 Zellkultur

4.1.1 Gewinnung von Makrokonidien

Nach der Inokulation von minimalem Festmedium fiir Neurospora crassa (siehe Anhang) in einem 500
ml-Erlenmeyerkolben wird die Kultur unter Lichteinstrahlung und Raumtemperatur (23-24°C) meh-
rere Tage lang inkubiert bis ein dichtes Geflecht von roten Konidiophoren herangewachsen ist. Dieses
wird durch Zugabe von 50 ml Sorbitollésung (1 M) bei leichtem Schiitteln durchspiilt und die Makro-
konidien daraufhin in einem Biichnertrichter iiber einen Vakuumfilter konzentriert. Die Konzentration
der Konidien wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenldnge von 420 nm bestimmt.
Ein OD-Wert von 1 entspricht dabei etwa einer Konidienkonzentration von 3 - 106 Konidien / ml. Die

Konidiensuspension wird bei -20°C aufbewahrt.

4.1.2 Gewinnung von Myzelium und grundlegende Messbedingung

Zur Gewinnung von Myzelium werden 700 ml Minimalmedium fiir Neurospora crassa in einem auto-
klavierten Erlenmeyerkolben gegeben und mit 500 ul Konidiensuspension (OD420=30) des Neurospora
crassa-Stammes WT74 inokuliert. Nach leichtem Schwenken des Kolbens werden jeweils 50 ml auf
insgesamt 13 kleinere Erlenmeyerkolben verteilt (13 Kulturen). Die Kulturen werden bei Licht und
24°C fiir zunachst 72 Stunden inkubiert und danach in Dunkelheit transferiert und den Tempera-
turbedingungen des individuellen Versuchs ausgesetzt. In zwei Experimenten zur Untersuchung der
biologisch-instrinsischen Varianz und der Stabilitdt unter Belichtung (siche Kapitel 5, Messreihen
CDE14 und CDE15) wurden die Kulturen jedoch auch nach den anfanglichen 72 Stunden weiter bei
Licht inkubiert. Durch den Transfer in Dunkelheit wird die Oszillation des fr¢g-Gens initiiert. Innerhalb
dieser Dunkelphase werden alle vier Stunden Messungen durch Entnahme von Kulturen genommen,
insgesamt wird der Fungus iiber einen Zeitraum von 48 Stunden beobachtet. Die Temperatur kann
dabei iiber den Inkubator manuell eingestellt werden, es dauert dann etwa eine Minute pro Grad Cel-
sius bis der Inkubator die Temperatur auf ein Zehntel Grad genau iiber das Liiftungssystem reguliert
hat. Zur Aufbereitung einer Kultur wird das Myzelium in einem Biichner-Trichter mit Filterpapier
vom Medium getrennt und getrocknet. Da von einer Kultur stets das gesamte Myzelium als Probe
entnommen wird, entsprechen sich die Begriffe ,,biologische Probe” und ,,Kultur” in dieser Arbeit. Das
Myzelium wird daraufhin in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Arbeiten von der Entnahme der Kul-

tur bis zum Einfrieren werden lediglich unter einer schwachen Rotlicht-Quelle durchgefiihrt, wodurch
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eine Anregung der Photorezeptoren WCC und Vivid, die fiir blaues Licht sensitiv sind, vermieden
wird. Das Myzelium wird dann in einem mit Stickstoff gekiihltem Morser zu einem homogenen Pulver

zerrieben. Dieses Pulver kann dann zur Protein- oder RNA-Extraktion verwendet werden.

Abbildung 4.1: TIllustration der Inkubationsbedingungen. Eine biologische Probe entspricht dem ge-
samten Myzelium-Kné&uel, das in einem Erlenmeyer-Kolben heranwéchst. Dieses Knéuel wird im Fol-
genden eine ,,Kultur” genannt. Da von einer Kultur keine Teilproben entnommen werden, entspricht
in dieser Arbeit eine biologische Probe stets einer Kultur. Durch das Morsern im gefrorenen Zustand
wird die Kultur homogenisiert, so dass die anschlieBenden Messungen dem Mittelwert der moleku-
laren Konzentrationen in dieser Kultur entsprechen. Jede Kultur bietet dabei geniigend biologisches
Material fiir die zwolfmalige RNA-Extraktion plus einer Protein-Extraktion. Die Helligkeit 1dsst sich
zweistufig (sehr hell oder ganz dunkel) innerhalb des Schiittelinkubators einstellen, ebenso wie die
Temperatur, die mit einer Genauigkeit von einem Zehntel Grad Celsius eingestellt werden kann und
dann automatisch durch das Liiftungssystem reguliert wird.

4.2 frqg-mRNA-Analyse

Zur Analyse der fremRNA wird das eingefrorene Myzelium zunéchst unter alkalischen Bedingungen
lysiert und durch Verwendung einer Spritze durch Aufsaugen und Ausstoflen durch eine Injektions-
kaniile homogenisiert (Qiagen RNeasy plant kit). Fiir die Féllung und Isolierung der Gesamt-RNA wird
der Qiacube-Pipettierroboter benutzt. Die Extraktion ergibt dabei Ertrage von mindestens 200 ng/ul
RNA, die genauen Mengen werden photometrisch anhand der Lichtabsorption bei einer Wellenldnge
von 260 nm bestimmt (Nanodrop). Die Qualitdt der 18S-rRNA wird desweiteren mittels Gelelek-
trophorese (2% Agarose, 0,5x TBE Puffer) gepriift, die Gele konnten anhand der mitaufgetragenen
RNA-Standardleiter spater auch als zur Photometrie der Gesamt-RNA alternative Referenz in der
quantitativen RT-PCR verwendet werden. In dieser Arbeit wird diese Alternative jedoch nicht verwen-
det. Zur Gewinnung technischer Replikate fiir die Berechnung eines statistisch erhobenen Messfehlers
wird aus jeder Kultur/Probe insgesamt zwolf Mal separat Gesamt-RNA extrahiert, diese zwolf Ex-
traktionen erfolgen dabei zeitlich parallel. Die extrahierten Gesamt-RNA-Losungen werden daraufhin
immer in fliilssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Dabei ist entscheidend, dass die An-

zahl der Gefrier- und Auftauvorgénge bei jeder Replikatprobe zwischen der Extraktion und dem Ende
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der allgemeinen Versuchsbedingungen aller Messreihen. Fiir
jede Messreihe werden 13 Kulturen angesetzt und genau drei Tage bei 24°C (Raumtemperatur) unter
Lichteinstrahlung herangezogen. Durch das Licht wird gewahrleistet, dass alle Kulturen eine hohe
Aktivitdt von WCC besitzen und somit permanent auf den subjektiven Zeitpunkt des Tag/Nacht-
Ubergangs vorbereitet sind. Wie aus den Messergebnissen dieser Arbeit hervorgeht ist in dieser Phase
eine Oszillation der frg-Aktivitat mit relativ niedriger Amplitude anzunehmen, jedoch wird durch den
Wegfall des Lichts ein ausreichend starker Reiz fiir den Anbruch der Nacht vermittelt, auf den jede
Kultur dann mit einem massiven Abfall der frg-Aktivitdt reagiert. Je nach Licht- beziehungsweise
Temperaturszenario wird in den darauf folgenden 48 Stunden das Licht beziehungsweise die Tempe-
ratur manuell eingestellt. In diesem Zeitraum werden dann in der Regel alle vier Stunden (Ausnahme
bei Messreihe CDE14 zur Untersuchung der biologisch-intrinsischen Varianz) Messproben entnom-
men. Jede Messprobe entspricht dabei der Entnahme einer vollstdndigen Kultur mit anschlieender
Homogenisierung.

der mRNA-Analyse identisch ist, da bei diesem Phaseniibergang ein erheblicher Anteil von mRNA
degradiert (siehe Messung im Anhang 1).

4.2.1 Quantitative RT-PCR

Die Quantifizierung von frmRNA erfolgt iiber eine reverse Transkription (RT) der mRNA-Fraktionen
aus den Gesamt-RNA-Extrakten und einer anschlieBenden quantitativen PCR-Reaktion. Die reverse
Transkription und die PCR erfolgen dabei in einem einzigen Reaktionsgefdfl mit dem Quantitect
Probe RT-PCR Kit von Qiagen. Die Reaktion der reversen Transkription geht dabei voran, indem
das thermostabile Polymeraseenzym durch Antikorper von einer Reaktionskatalyse blockiert wird.
Erst durch Erhitzen auf 90°C werden die Antikoérperbindungen gelést und die reverse Transkriptase
denaturiert. Fiir die reverse Transkription werden stets 250 ng der Gesamt-RNA verwendet. Deswei-
teren werden die folgenden Reagenzmengen verwendet: 25 ul Reaktionsvolumen, 1,0 uM je Primer,
0,5 uM Sonde, 0,25 ul RT-Mix. Die Reagenzmengen, insbesondere die der Enzyme, sind dabei im-
mer gleich um zum einen den Anteil an revers transkribierter mRNA und zum anderen die Ampli-
fikationsrate bei der PCR identisch zu halten. Wie im Anhang anhand einer Verdiinnungsreihe von
Gesamt-RNA bei der qRT-PCR gezeigt wird, wirken sich Verinderungen in der eingesetzten Menge

von Gesamt-RNA sowie reverser Transkriptase nicht linear sondern sigmoidal auf die gemessene relati-
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ve mRNA-Menge aus, weshalb qRT-PCR-Messungen insbesondere im Fall unterschiedlich eingesetzter
Mengen von Gesamt-RNA oder reverser Transkriptase nicht miteinander verglichen werden kénnen.
Die Sonden sind mit dem Farbstoff 5-FAM-TAMRA-3’ markiert (sogenannte Tagman-Sonden). Die
Sequenzen der Primer und der Sonden sind im Anhang spezifiziert. Das qRT-PCR-Programm verlauft
stets folgendermafien: 30 Min. 45°C, 1 Min. 90°C, 40x(1 Min. 60°C, 15 Sek. 90°C). Fiir die Bestim-
mung der Zykluszahl wird der Cp-Schwellwert, also die Lichtemissionsstarke einer Reaktionslésung,
bei der die PCR-Zykluszahl festgehalten wird, auf 0,1 gesetzt. Dieser Wert entspricht dabei etwa dem
zweifachen der Lichtintensitéat, welche das PMT-Messgerét stabil messen kann, auf der anderen Seite
ist er dabei moglichst niedrig gewéahlt um die Zykluszahl in einem exponentiellen Amplifikationsbe-
reich der PCR-Reaktion zu messen. Der Cp-Wert ist dabei Gerét- und Versuchs-spezifisch und wird
lediglich als Vergleichsmafistab zwischen Reaktionen auf derselben 96er-Mikrotiterplatte verwendet.
Zum Vergleich von Cp-Werten zwischen 96er-Reaktionsplatten wird auf jeder Platte ein Standard
von Gesamt-RNA mit gemessen (vergleichbar mit DNA-Standardleiter bei Gelelektrophorese). Dieser
Gesamt-RNA-Standard wurde durch Mischung von Gesamt-RNA-Extrakten aus mehreren Kulturen
(Inkubation bei Licht, Raumtemperatur, vier Tage) in ausreichender Menge selbst hergestellt. Nach
der Mischung der Gesamt-RNA-Extrakte wurde die Gesamtlésung in hoher Stiickzahl aliquotiert, in
Stickstoff eingefroren und dann bei -80°C gelagert. Jedes Aliquot wird nach dem Auftauen nur ein-
malig verwendet und nicht wieder eingefroren um in Anbetracht der Degradation durch den Gefrier-
und Tauvorgang die Einheitlichkeit des Standards zu gewahrleisten. Zusétzlich zur fre mRNA werden
die Haushaltsgene (-actin, v-tubulin, gapdh, and gbpd mit gemessen. Die Primer und Sonden fiir die
quantitative PCR befinden sich ebenfall im Anhang. Die Haushaltsgene sollen als Vergleichsmetho-
de mit anderen in der Literatur verfliigharen Messungen [89], die auf eines dieser Gene referenzieren,
dienen, in dieser Arbeit werden sie jedoch nicht zur Quantifizierung verwendet. Stattdessen wird als
Vergleichsmethode in erster Linie die Menge an Gesamt-RNA verwendet. Die Normalisierung erfolgt
dann iiber den Gesamt-RNA-Standard, wodurch auch eine Verwendung der Messdaten durch Auflen-
stehende ermoglicht werden soll [90, 91]. Die genaue Verwendung des Gesamt-RNA-Standards und
die genaue Vorgehensweise bei der Normalisierung wird in den folgenden Abschnitten beschrieben.
Die einzelnen Sequenzen fiir Primer und Sonden aller Zielgene sowie eine Alinierung innerhalb der

genomischen Gensequenzen befinden sich im Anhang.

4.3 Technische Details der qRT-PCR

Vor der Erlauterung der Normalisierungsmethode der Messdaten soll eine kurze Analyse der Varian-
zen flir den Verlauf der gesamten mRNA-Messprozedur dargelegt werden. Zum einen erklaren die da-
bei ausgefiihrten theoretischen Uberlegungen und Illustrationen den Hintergrund der Normalisierung,
gleichfalls stellt die Analyse auch die Entscheidungsgrundlage fiir die Ausgestaltung der technischen
Replikate dar, da die einzelnen Schritte bei der mRNA-Messprozedur von unterschiedlich groflen Va-
rianzen geprégt sind. Der letztere Aspekt ist daher von Wichtigkeit, weil die Bestimmung der Messva-

rianz aufgrund des kosten- und zeitintensiven RNA-Messverfahrens moglichst effizient durchgefiihrt
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werden sollte. Desweiteren hilft eine Differenzierung der biologisch-intrinsischen von der technischen

Varianz bei der sachgerechten numerischen Modellierung und Parameterschatzung.

4.3.1 Varianz- und Replikatarten

Die mittlere Menge einer bestimmten Ziel mRNA (z. B. frgmRNA) im Verhéltnis zur Gesamt-RNA
in einer einzelnen Kultur liegt stets in einem eindeutigen Verhéltnis vor, diese soll im Folgenden als
die relative mRNA-Menge bezeichnet werden. Diese relative mRNA-Menge gilt es durch das mRNA-
Messverfahren moéglichst genau zu bestimmen, bis zur Konvertierung in eine numerische Grofle unter-
liegt sie jedoch zahlreichen Verschiebungen. Die Abbildung 4.3 (links) gibt tibersichtsartig die einzelnen
Schritte der mRNA-Messprozedur angefangen bei der Wahl einer Messbedingung (z.B. Messzeitpunkt
bei einem bestimmten Temperaturszenario) bis hin zur eigentlichen Quantifizierung wieder. Im Ein-
zelnen umfasst diese Abbildung die folgenden (Mess-)Schritte: Im Rahmen eines biologischen Ex-
periments kann sich aufgrund der biosystemischen Eigenschaften die relative mRNA-Menge éndern
(oberste Stufe). Jede Kultur kann trotz identischer experimenteller Bedingungen intrinsischen Fluk-
tuationen unterliegen, weshalb die relative mRNA-Menge in unterschiedlichen Kulturen einer Varianz
unterliegt (zweite Stufe von oben). Bei der RNA-Extraktion, der reversen Transkription und der quan-
titativen PCR werden diese eindeutigen, relativen mRNA-Mengen (scharfe Signale) jeweils aufgrund
einer fiir den jeweiligen Schritt der Messprozedur typischen Varianz verschoben, desweiteren unterliegt
die photometrische Gesamt-RNA-Quantifizierung einer Messvarianz, die in die Bestimmung der rela-
tiven mRNA-Menge im Rahmen der Normalisierung eingeht. Die Varianzen dieser Messschritte sollen
folgend als Teilvarianzen bezeichnet und mit o? abgekiirzt werden, dabei bezeichnet i die Ebene der
Varianz nach Abbildung 4.3 (rechts). Es stellen jedoch nur die beiden untersten Ebenen (o? und o2)
Konvertierungen in numerische Gréflen dar, bei allen anderen vorangehenden Messschritten wird das
scharfe Signal der relativen mRNA-Menge lediglich in chemischer Form kodiert und ist dem Auge
somit nicht zuganglich. Die Teilvarianzen tazz fiir ¢« > 3 konnen somit nicht direkt gemessen werden.
Ein Anhaltspunkt zu deren Groflen kann jedoch iiber eine Replikatstrategie gewonnen werden, wel-
che in Abbildung 4.3 (rechts) veranschaulicht ist. Dazu wird auf jeder Ebene der Messprozedur eine
Probe mehrfach aliquotiert. Die Aliquotierungen werden dann als chemisch identische Replikate oh-
ne weitere Aliquotierungen bei nachfolgenden Messschritten gemessen. Die daraus ermittelte Varianz
der bis zu dieser Ebene ablaufenden Messprozedur wird als Gesamtvarianz der Ebene i bezeichnet
und mit 902 abgekiirzt. Neben der Bestimmung der Messvarianzen wird darauf aufbauend auch die
biologisch-intrinsische Varianz o2 nach dem gleichen Prinzip bestimmt. Im Sinne dieser Betrachtung
sollen nachfolgend die Varianzen o7 bis o3 als teil-technische Varianzen und die zu deren Bestim-
mung erforderlichen Replikate als teil-technische Replikate, die Varianz o4 als vollstdndig-technische
Varianz und die entsprechenden Replikate als vollstéindig-technische Replikate und die Varianz o2 als
biologisch-intrinsische Varianz und die entsprechenden Replikate als biologische Replikate oder Kul-

turreplikate bezeichnet werden.

2

Zur giinstigen Wahl technischer Replikate ist es entscheidend, neben den Gesamtvarianzen 907 auch

die einzelnen Teilvarianzen ‘o? zu kennen. Es wird angenommen, dass die statistischen Verteilungen
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Abbildung 4.3: Ubersicht zur Analyse der Varianzen der einzelnen Schritte innerhalb der mRNA-
Messprozedur. Linkes Bild: Gezeigt ist der Ablauf der wesentlichen Schritte der mRNA-Messprozedur.
In einer einzelnen Kultur liegt die zur Gesamt-RNA relative Menge einer bestimmten mRNA-Spezies
eindeutig vor, bis zur Messung wird dieses scharfe Signal aufgrund der chemischen Transformationen
durch die einzelnen Messschritte beziehungsweise durch das Auslesen einer numerischen Gréfie ent-
sprechend der fiir diese Messschritte typischen Varianzen verschoben. Die Varianzen der Messschritte
sollen als Teilvarianzen bezeichnet (‘o? fiir Ebene i) werden. Diese Teilvarianzen lassen sich jedoch
nicht direkt messen, da nur die unteren Ebenen (qPCR) und die Photometrie Messwerte liefern, sie
lassen sich jedoch indirekt berechnen. Auf jeder der in der linken Abbildung genannten Messebenen
lassen sich Replikate durch Aliquotierung einer einzelnen Probe erzeugen und messen (rechte Abbil-
dung). Die dadurch gemessenen Varianzen werden als Gesamtvarianz 90; der Ebene i bezeichnet. Die
Gesamtvarianz einer Ebene ¢ beruht dabei auf der Faltung der statistischen Verteilungen der einzelnen
Messschritte ab dieser Ebene bis zur numerischen Quantifizierung. Aufgrund dieser Eigenschaft kann
die Teilvarianz des Messschritts zu einer betrachteten Ebene (i) durch Subtraktion der Gesamtvarianz
der sich anschliefenden Ebene (i — 1) von der Gesamtvarianz der betrachteten Ebene (i) berechnet
werden, es gilt also: ‘o? = 902 — 902 |. Die Varianz 907 (beziehungsweise das Replikat) der Ebene
i = 4 wird dabei als vollstandig-technische Varianz (bzw. Replikat) bezeichnet, wihrend die Varian-
zen 902 bis 902 als teil-technisch bezeichnet werden. Neben den technischen Varianzen bezeichnet die
Varianz 902 der Ebene i = 5 die biologisch-intrinsische Varianz, also der Varianz zwischen Kulturen
bei identischen Versuchsbedingungen.
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der durch die einzelnen Messschritte verursachten Verschiebungen normalverteilt sind. Wird ein auf der

Messebene ¢ mit der Teilvarianz taf verrauschtes Signal durch den unmittelbar folgenden Messschritt
1—1 zusatzlich mit der Varianz ta?fl verrauscht, dann entspricht dies einer Faltung der beiden, toiz und

taf_l entsprechenden Normalverteilungen. Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 4.4 (links) dargestellt.

Die sich aus dieser Faltung ergebende Verteilung wird anhand des folgenden Integrals berechnet [79].
Seien die Funktionen f(t) und g(¢) zwei Abbildungen von R nach R, dann sei die Faltung ®y von f
und ¢ definiert als:

+inf
fi ®2 fic1(x) == / fi(t) - fici(x —t)dt (4.1)

—inf
Seien nun f; die Normal-Verteilung zu ‘o; und f;_; die Normal-Verteilung zu ‘o;_1 mit

1 22
3)

\/2m - to? 2-to;

1 x2

—cap(—
\/2m - to? 2-to;

dann ergibt sich nach einer Transformation in Polarkoordinaten fiir die Faltung von f; und f;_1:

filz) =

fim1(z) )

1 ( x2
= exp(—
\/27r(tai2 +io2 ) 2(to2 +to? )

Die Varianz von f @9 g entspricht also gerade der Summe der Teilvarianzen ‘o? +f 02 ;. In gleicher

fi @2 fii(x) )

Weise pflanzt sich bei der Division zweier Messgroen die Varianz fort (Abbildung 4.4 rechts), dies ist
bei der Normalisierung des PCR-Ergebnisses mit der photometrisch bestimmten Gesamt-RNA-Menge
wichtig. Damit ergeben sich fiir die einzelnen Teil- beziehungsweise Gesamtvarianzen die Beziehungen

entsprechend der folgenden Gleichungen:

997 = ‘to}

992 = ‘to}

9032, = 90’% + tag

gaZ = 90%4—90%4-'502
gag = gai + ta?,

Entsprechend der beschriebenen Strategie wurden zur Bestimmung der Gesamtvarianzen Aliquo-
tierungen von einzelnen Proben bei jedem Schritt der RNA-Messprozedur genommen und diese als
Replikate gemessen. Desweiteren wurden mehrere Kulturen unter gleichen Versuchsbedingungen ent-
nommen und diese Kulturen als Replikate zur Bestimmung der biologisch-intrinsischen Varianz ver-
wendet, dabei wurden diese Kulturen parallel herangezogen, so dass in diesem Fall bei konsequenter
Auslegung die Versuchsbedingung das scharfe Eingangssignal darstellen wiirde. Abbildung 4.5 zeigt
sowohl die Gesamt- wie auch die Teilstandardabweichungen, welche sich aus den Gesamt- und Teilvari-

anzen ergeben, der einzelnen Ebenen. Die Nummern der Abszisse entsprechen dabei den in Abbildung
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Abbildung 4.4: Uberblick iiber die beiden Arten der bei der mRNA-Messprozedur auftretenden Va-
rianzfortpflanzung. Die rechte Abbildung stellt die sogenannte Faltung der Varianzen zweier nor-
malverteilter Zufallsvariablen X7 sowie X5 dar. Dabei verrauscht die Zufallsvariable X7 ein scharfes
Eingangssignal pg mit der Standardabweichung o1, und die Zufallsvariable X5 verrauscht ihr Ein-
gangssignal, das in diesem Fall dem Ergebnis von X7 entspricht, mit der Standardabweichung oy,
! kennzeichnet dabei, dass es sich lediglich um die Standardabweichung der durch die Zufallsvariable
X verursachten Verrauschung handelt. Mithilfe der Definition des Faltungsoperators @9 (siehe Glei-
chung 4.1) lisst sich die Gesamtvarianz 905 von Xo(X7) iiber die Summe der beiden Teilvarianzen o3
und tU% berechnen, @5 ist dabei kommutativ, es spielt also abstrakt gesehen keine Rolle, welche Zu-
fallsvariable das Eingangssignal zuerst verrauscht. Die linke Abbildung stellt die Varianzfortpflanzung
bei der Division zweier Zufallsvariablen X771 und X2 dar. Auch in diesem Fall lasst sich die Varianz
von Xo := X11/X12 durch Faltung der Wahrscheinlichkeitsverteilungen von X717 und X5 berechnen
und die Varianz von X5 entspricht der Summe der Varianzen von X7 und Xs.
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4.3 (rechts) definierten Ebenen. Dargestellt ist die relative Standardabweichung zum Mittelwert. Wie
man erkennen kann ist die Teilstandardabweichung durch die RNA-Extraktion viermal so grof§ wie die
Gesamtstandardabweichung der qRT-PCR-Messung. Entsprechend lésst sich ableiten, dass die Wahl
von ausschliefflich vollstandig-technischen Replikaten zur Bestimmung des technischen Messfehlers bei
der Messung der relativen mRNA-Menge zwar am zeitintensivsten ist, diese Replikatwahl jedoch auch
die meisten Informationen abdeckt. Replikate auf den unteren Ebenen kénnen dagegen vernachléssigt
beziehungsweise im Falle der photometrischen Gesamt-RNA-Messung auf eine niedrige Stiickzahl be-

schrénkt werden.

Durch die Verwendung von Replikaten wird nicht nur eine Bestimmung des Messfehlers durch
Schatzung der Standardabweichung 16 ermoglicht, sie reduziert auch den Messfehler des Mittelwertes
i1, der aus den gleichen Replikaten geschétzt wird. Die Standardabweichung ,6 des aus n gemessenen

Replikaten (m, mit » = 1,2,...n) geschétzten Mittelwertes fi.(m,) sinkt dabei proportional zum
Kehrwert von /n, es gilt also [92]:

felm) = >, (4:2)
r=1
(4.3)

(4.4)

Nach dieser Gleichung wird in Abbildung 4.5 neben den vollstdndig-technischen Standardabwei-
chungen des einzelnen Replikats ({4 und {o4) auch die Standardabweichung des Mittelwertes aus
zwolf Replikaten ({504 und {504) geschitzt. Diese Standardabweichung (1204) ist die Messgrundlage
fiir die Berechnung der biologisch-intrisischen Standardabweichung o5 von frg- und g6pd-mRNA, fiir
deren Messungen zwolf Kulturen zu jeweils zwolf vollstandig-technischen Replikaten gemessen wur-
den. Diese Messung entspricht dem Experiment CDE14, das in Kapitel 5 im Detail beschrieben ist.
Die Berechnung von ‘o5 (um Verwechselungen zu vermeiden genau genommen {o5) erfolgt dabei unter
Verwendung der Standardabweichung des Mittelwertes aus zwolf vollsténdig-technischen Replikaten,
also {,04. Sowohl die Standardabweichung der fr¢- als auch die der g6pd-mRNA sind wesentlich groBer
als der Messfehler {,04, der aus zwolf vollstindig-technischen Replikaten bestimmt wurde. Ein Ver-
gleich mit der Standardabweichung des einzelnen, vollstandig-technischen Replikats ({c4) verdeutlicht,
dass eine Messung der biologisch-intrinsischen Standardabweichung 905(frq) der relativen fr¢-mRNA-
Menge mit einer geringeren Replikatzahl diese nicht hatte auflésen konnen. Interessanterweise ist die
Standardabweichung von fr¢mRNA geringer als die von gtub-mRNA, obwohl entsprechend des ei-
gentlichen Zwecks des Haushaltsgens dieses eine geringere Standardabweichung hatte erwarten lassen.
Vermutlich bewirkt der intensive Lichtreiz eine genaue Regulation des frg-Gens, welches durch Ande-

rungen in seiner relativen Menge weitreichende, zellphysiologische Wirkungen ausiiben kann, wahrend

37



die Bedeutung der relativen Menge an gtub-mRNA fiir eine Signalwirkung wenig bedeutsam ist. Auf-
grund der hohen Varianz der Haushaltsgene wird in dieser Arbei auf sie als relative Bezugsgrofle
verzichtet und stattdessen die Gesamt-RNA-Menge verwendet, welche unter anderem alle Haushalts-
gene umfasst und damit erwartungsgeméf die Varianzen verschiedener RNA-Spezies nivellieren sollte.

Die Varianzen der anderen Haushaltsgene kénnen im Einzelnen in Kapitel 5 eingesehen werden.

4.3.2 Datennormalisierung (Pipettierschema)

In dieser Arbeit wird die fr¢-mRNA jeder Kultur stets zu zwolf vollstdndig-technischen Replikaten
gemessen. Dies bedeutet, dass die Gesamt-mRNA einer Kultur zwolfmalig separat extrahiert wird,
dann aber keine weiteren Replikate mehr bei den folgenden Schritten der Messprozedur genommen
werden und stattdessen jedes Gesamt-RNA-Extrakt genau einmal gemessen wird. Jedes vollstandig-
technische Replikat wird dabei parallel fiir alle fiinf genannten mRNA-Ziele (frq und Haushaltsgene)
mit Hilfe der qRT-PCR gemessen. Da die Primer und Sonden zur Messung eines mRNA-Ziels bei die-
sen zwoOlf Replikaten immer identisch sind, ldsst sich fiir jede Ziel-mRNA eine einzelne Enzymlésung
(mit Primern/Sonde) ansetzen. Die Verwendung einer solchen Enzymlésung verringert dabei nicht
nur den Pipettieraufwand, sie vermindert auch Fluktuationen in bestimmten Pipettiermengen, insbe-
sondere die Pipettierung von reverser Transkriptase in Glycerol im Mengenbereich unter 1 pl wére
sonst sehr kritisch. Im Anhang wird iiber eine Verdiinnungsreihe der reversen Transkriptase verdeut-
licht, dass das qRT-PCR-Messergebnis gerade fiir Unterschiede in der Menge dieses Enzyms besonders
sensitiv ist. Abbildung 4.6 veranschaulicht das Pipettierschema bei der Vermischung der Gesamt-RNA-
Extrakte einer Kultur mit den fiir die fiinf mRNA-Zielsequenzen spezifischen Enzymlosungen als ein
Vektorprodukt. Dabei ergeben sich bei zwolf Gesamt-RNA-Proben und fiinf mRNA-Zielsequenzen
60 qRT-PCR-Reaktionen, die auf einer 96er-Reaktionsplatte gemessen werden. Die zwolf Gesamt-
RNA-Proben decken jedoch nicht die Messvarianz ab, die durch die unterschiedlichen Messbedin-
gungen verschiedener Platten entsteht. Aus diesem Grund wird auf jeder Reaktionsplatte sechs Mal
der Gesamt-RNA-Standard mit aufgetragen und parallel zu den Gesamt-RNA-Proben mit gemes-
sen. Aufgrund der chemischen Gleichheit jedes Aliquots des Gesamt-RNA-Standards ist gewiss, dass
den qRT-PCR-Messungen immer der gleiche Mittelwert unterliegt. Die Abweichungen zwischen Mes-
sungen auf verschiedenen Platten, die tiber die Platten-intrinsische Standardabweichung hinausgehen,
sind dann auf die Unterschiede in den Messbedingungen zweier 96er-Reaktionsplatten zuriickzufiihren.
Eine statistische Analyse in Kapitel 5 zeigt, dass diese Abweichungen erheblich genug sind, um die
Verwendung des Gesamt-RNA-Standards zu rechtfertigen.

Die Formel zur Normalisierung der Messdaten aus der qRT-PCR lautet damit:

= i (P fra,,(t;) /PTGRN A} (t5))
fir (*fra, (t5)/*GRN A)

Wiram(t = t;) bezeichnet den mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierten Messmittelwert der

W (= 1,) - (4.5)

relativen frmRNA-Menge der Messreihe m zum Zeitpunkt ¢;. Der Anschaulichkeit halber wird hier
jeder Messreihe ein separater Index m gegeben, diese Information konnte wie in der Residuumsfunk-

tion 3.7 aus Kapitel 3 jedoch auch im Index j kodiert werden. Desweiteren entspricht der Index
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Abbildung 4.5: Analyse der relativen Standardabweichungen der einzelnen Messschritte in der mRNA-
Messprozedur sowie der biologisch-intrinsischen Standardabweichung. Die Nummern auf der Abszisse
kennzeichnen entsprechend Abbildung 4.3 (rechts) die Ebenen, auf die sich die aufgetragenen, zu
ihren Mittelwerten relativierten Standardabweichungen beziehen. In blau ist dabei die gesamte rela-
tive Standardabweichung aufgetragen, die sich durch Messung von identischen Replikaten auf dieser
Ebene ergeben. In rot ist die unter Verwendung der Faltungstheorie berechnete Teilstandardabwei-
chung dieser Ebene aufgetragen. Wesentlich fiir die Ausgestaltung der technischen Replikate ist das
Ergebnis, dass die Teilstandardabweichung der Ebene 4, also die Verrauschung durch die Gesamt-
RNA-Extraktion viermal so groflist wie der Messvorgang der qRT-PCR insgesamt. Zur Erlangung
aussagekraftiger Replikate ist es deshalb sinnvoll, die technischen Replikate ,,vollstiandig” zu wéahlen.
Neben der vollstdndig-technischen Standardabweichung der einzelnen Messung (Ebene 4) ist auch die
Standardabweichung des aus zwolf Replikaten berechneten Mittelwerts gezeigt, diese lasst sich durch
Division der Einzelstandardabweichung mit /12 schitzen. Mit dieser Messgenauigkeit ({y04) wurde
anhand von ebenfalls zwolf Kulturreplikaten unter identischen Messbedingungen sowohl die biologisch-
intrinsische Standardabweichung der relativen fr¢- als auch die der gtub-mRNA-Menge bestimmt. In
beiden Fillen liegen die Teilstandardabweichungen ‘o5 deutlich iiber der vollstindig-technischen Stan-
dardabweichung mit zwolf Replikaten ({,04). Ein Vergleich mit der Standardabweichung des einzel-
nen, vollstandig-technischen Replikats ({o4) zeigt, dass eine niedrigere Replikatzahl die Auflésung der
biologisch-intrinsischen Standardabweichung 905 der relativen frg-Menge nicht moglich gemacht héatte.
Interessanterweise ist die biologisch-intrinsische Standardweichung 905 des Haushaltsgens gtub grofier
als die von frq, was sich aufgrund einer hoheren Signalwirksamkeit des fr¢g-Gens erklaren liefle.
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Abbildung 4.6: Ubersicht iiber das Pipettierschema der 96er-Reaktionsplatten fiir die quantitative
RT-PCR. Die Datennormalisierung hangt wesentlich mit der technischen Anordnung der Messproben
zusammen, weshalb diese Ubersicht {iber den praktischen Pipettierprozess hinaus das Versténdnis der
Datenanalyse erleichtert. Auf jeder 96er-Reaktionsplatte werden alle qRT-PCR-Daten zu einer Kul-
tur (biologische Probe) erhoben. Dabei werden alle zw6lf Replikate der Gesamt-RNA-Extraktion aus
dieser Kultur parallel sowohl in Bezug auf die fremRNA wie auch auf die vier iibrigen Haushaltsgene
B-actin, y-tubulin, gapdh, und gbpd gemessen. Desweiteren wird zum Vergleich zwischen verschiedenen
biologischen Proben neben den zwolf Gesamt-RNA-Replikaten der biologischen Proben sechs Mal ein
identischer Gesamt-RNA-Standard (Aliquotierung) auf jeder Platte aufgetragen. Insgesamt werden
also 18 Gesamt-RNA-Losungen auf fiinf mRNA-Ziele hin gemessen, weshalb in der obigen Darstel-
lung die Vermischung der fiinf mRNA-spezifischen (durch Primer/Sonde) Enzymlésungen mit den 18
Gesamt-RNA-Losungen als ein Matrixprodukt dargestellt wird. Messungen anderer Kulturen werden
dann auf separaten 96er-Reaktionsplatten mit separat angesetzten Enzymlosungen durchgefiihrt. Die
Replikatmessungen des Gesamt-RNA-Standards umfassen lediglich die Platten-intrinsische Varianz
902 auf der Ebene der qRT-PCR (siehe Abbildung 4.3). Die Messung des Gesamt-RNA-Standards
kann somit verwendet werden, um die Messung einer biologischen Probe hinsichtlich der Unterschie-
de in den technischen Messbedingungen verschiedener Platten zu normalisieren, denn auch die zwolf
Messreplikate einer biologischen Probe bilden nur die Platten-intrinsische Varianz ab.
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frq dem Index i der Messfunktion m;, die im Rahmen der Residuumsfunktion 3.7 in Kapitel 3 ein-
gefiihrt wurde. (P frqy, ;/PGRN A7, ;) bezeichnet die Schétzung des Mittelwertes (nach Gleichung 4.2
arithmetisches Mittel) der mit der qRT-PCR, gemessenen Probenreplikate, wobei der Index P auf die
Messung der Probe hinweist und der Index ", der sich an dem Index P orientiert, die Laufzahl der Pro-
benreplikate r = 1,2, ...r,, ist. Dabei wird jeder Replikatmesswert ? frq, j beziiglich seiner individuellen
Gesamt-RNA-Menge PGRN A; relativiert. Analog bezeichnet fi,(°frq;,;/*GRNA) den geschitzten
Mittelwert aus den Messreplikaten des Gesamt-RNA-Standards (Index ® mit r = 1,2,...ry), hierbei
ist die Gesamt-RNA-Menge *GRN A durch die Aliquotierung in jeder Messreihe m und zu jedem
Messzeitpunkt ¢; identisch. Aufgrund des bei jeder biologischen Probe verwendeten Gesamt-RNA-

norm
frgm

t; wie auch fiir verschiedene Messreihen m innerhalb der Messfehlertoleranz automatisch im richtigen

Standards stehen die normalisierten Messwerte p (t = t;) sowohl fiir verschiedene Messzeitpunkte
Verhaltnis zueinander. Wiirde man den Gesamt-RNA-Standard wie eine gewthnliche Probe messen
und normalisieren, dann wére der normalisierte Messwert erwartungsgeméafl gleich eins. Durch die

Normalisierung erfolgt also auch automatisch eine Skalierung.

Der Gesamt-RNA-Standard entspricht grundsétzlich einer Mischung von Gesamt-RNA-Extrakten
aus mehreren Kulturen, die unter den Versuchsbedingungen zur Startzeit ¢ = 0 entnommen wurden
(etwa viertédgige Inkubation unter Belichtung bei 24 + 1°C). Eine Messung unter diesen Bedingungen
wurde jedoch in einer eigenen Messreihe mit insgesamt zwolf Kulturreplikaten durchgefiihrt (Genau:
72418h Inkubation unter Belichtung, 244+1°C). Diese Messreihe wird im nachfolgenden Kapitel 5 unter
der Bezeichnung CDE14 im Detail beschrieben. Die Berechnung des Mittelwertes aus den normalisier-
ten Messwerten ,u?%’% pp14(d) jedes Kulturreplikats j dieser Messreihe ergibt jedoch einen relativen
Wert von 0,79. Diese Abweichung von 1 ist auf eine ebenfalls im folgenden Kapitel ndher analysierte,
biologisch-intrinsische Varianz zuriickzufiihren. Aufgrund der héheren Repliklatzahl gemessener Kul-
turen sollen sich alle Messwerte jedoch an diesem Mittelwert und nicht am Gesamt-RNA-Standard
orientieren. Zur Skalierung aller normalisierten Messdaten u}‘%’%(t = t;) werden diese deshalb durch
den nachfolgend mit 124127f,4,0 bezeichneten Mittelwert der zwolf gemessenen Kulturreplikate aus
CDE14 dividiert. Der Index 19512 weist der Ubersicht halber dabei darauf hin, dass es sich um einen
Messwert aus zwolf biologischen (b) Replikaten handelt, welche jeweils zu zwolf technischen Replika-
ten gemessen wurden. Auf diese Weise ist der Mittelwert der normalisierten Messwerte von CDE14
nach dieser Skalierung genau 1. Aufgrund der biologischen Varianz beginnen die anderen Messrei-
hen m jedoch nie genau bei 1, sondern bei einem entsprechend der biologisch-intrinsischen sowie
der vollstandig-technischen Varianz gestreuten Startwert. Die Formel zur Berechnung der endgiiltigen
Messwerte, die entsprechend der Bezeichnung in Kapitel 3 mit 7,4 ,; bezeichnet werden sollen, lautet

somit:

41



(¢ = 1)

Nfrgmi: =
framj 1261271 frq,0
L 22
126120100 0 = 15 ZM??Z%DEHU)
=1

12 . . . , .
_ 1 Z e P fracpra()/PGRN AL pp14(d))
12 4= fir(*fT4¢pp14(3) PGRN A)

Da mit den Replikaten? frqy, . /PGRN A} ; (r = 1,2..rp) und * frq;, . /*GRN A (r = 1,2...r;) bereits
die Messfehler der Gesamt-RNA-Mengen PGRN Ay, ; beziehungsweise *“GRN A abgedeckt sind, werden
fiir die Schétzung der Standardabweichung von Wt rqms die Standardabweichungen von? frg;, ; /PGRN A;lj
und * frq;lj /*GRN A miteinander verrechnet. Dabei werden die anhand der Probenreplikate r =
1,2,...r, beziehungsweise Gesamt-RNA-Standardreplikate r = 1,2, ...r, nach Gleichung 4.3 geschatz-
ten Standardabweichungen 16, der Einzelmesswerte durch /7, (Proben) beziehungsweise /75 (Gesamt-
RNA-Standard) entsprechend Gleichung 4.4 dividiert, um die Standardweichung der aus den Repli-
katen geschéatzten Mittelwerte zu erhalten. Der Messfehler, der aufgrund der Skalierung mit dem

Anfangswert 1951270, frq zustande kommt, wird vernachlassigt.

norm y _ | 6, (Pfrq),;/PGRN A}, )2 & (*fras,;/*GRN A)?
T e (Pfra), [PGRNAT 2 \frg - i (S frq, /S GRN A)?

Mfrq,mj ]075 ﬂnorm (46)

"M frgmy

o

Die Standardabweichung des endgiiltigen Messwertes 7 (nach Skalierung) ist damit:

7] mi O.(Iunor7m )
O (Mprams) = O(form;) - o], — L Jrm (4.7)
Htrqms 126127]frq,0

4.3.3 Bewertung des Unterschieds zweier Mittelwerte (Auflésung) mit t-Statistik

Wie bereits in den vorigen Abschnitten erldutert wurde, erlaubt die Messung von Replikaten nicht
nur eine Schitzung der Standardabweichung, eine steigende Replikatzahl fithrt auch gleichzeitig zu
einer genaueren Schitzung des Mittelwertes der zu messenden Gréfe, da die Standardabweichung des
Mittelwertes mit der Wurzel der verwendeten Replikatzahl sinkt. Bereits durch diesen Effekt wird die
Aufosung der mRNA-Messsung um einen Faktor von mehr als drei erhoht, dabei sei die Auflésung
einer Messung als die Differenz zwischen den Mengen eines Stoffes zweier verschiedener Proben defi-
niert, welche durch die Messung nach statistischen Kriterien als verschieden registriert werden kann.
Dabei wird angenommen, dass die Messung einem normal-verteilten Zufallsereignis entspricht und die
zugrunde liegende Standardabweichung dabei stets gleich ist.

Die Berechnung der Auflésung beruht demnach auf einem statistischen Test der Verschiedenheit
der Messungen zweier Proben, wobei eine ,,Messung” dem arithmetischen Mittel aus mehreren Messre-
plikaten entsprechen soll. Um die Verschiedenheit zu bewerten wird zunachst angenommen, dass die

beiden Proben die gleiche Stoffmenge enthalten und die Grenzmittelwerte der beiden normalverteilten
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Messungen fiir gegen Unendlich strebende Replikatzahlen somit identisch waren. Als Bewertungsmaf}-
stab wird dann die Hohe der Differenz der beiden Messungen betrachtet. Da diese von der Varianz des
Messverfahrens abhéngt, wird sie zur Normierung durch ihre eigene Standardabweichung dividiert. Die
Standardabweichung der Differenz ist jedoch nicht bekannt und muss aufgrund einer Schétzung der
Standardabweichung der beiden Messungen berechnet werden. Die Schétzung der Standardabweichung
ist dabei selbst eine ZufallsgroBe, die bei n Replikaten einer x2 _;-Verteilung mit n — 1 Freiheitsgraden
unterliegt. Die Differenz i1 — fis zwischen den geschitzten Mittelwerten fi; und fis zweier Proben mit
mutmaflich gleichem Grenzmittelwert ;*, die mit der geschétzten Standardabweichung & der Differenz
fi1 — fi2 normiert wird [93], entspricht also bei n; beziehungsweise ng Replikaten der Zufallsvariablen

T, fin) = — L= 112) (4.8)

V&2 (1/n1 +1/ns)

Die Standardabweichung der Differenz von fi; und fis berechnet sich dabei nach

. 1 . .
U:m((m—l)ﬁ%*'(”—l)'gg)
Da fi; und fia Schatzwerte fiir den gleichen Mittelwert p* sind, gilt fi1 — fio = (fi1 — p*) — (fra — *)
und der Erwartungswert dieser Differenz ist gleich null. Erweitert man 4.8 mit der wahren Standard-

abweichung von {11 — fio, dann erhalt man
(i1 — fiz) /o
% (1/m + 1/ng)

T(ju, fiz) =
V

Damit steht im Zé&hler eine N (0, 1)-verteilte Zufallsgréfe und im Nenner eine ngl tny_o-Verteilte
Zufallsgrofie mit ny + no — 2 Freiheitsgraden. Die Zufallsvariable T'(fi1, fi2) ist somit ¢y, 4n,—o-verteilt.
Fiir die explizite Dichtefunktion der t-Verteilung sei auf die Literatur verwiesen [93]. Anhand der ¢-
Verteilung lasst sich nun ein Konfidenzintervall zum Konfidenzniveau « bestimmen, innerhalb dessen
die normierte Differenz (7") der Messungen zweier Proben mit gleichem Grenzmittelwert mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 —a liegt. Die Grofle dieses Konfidenzintervalls entspricht dabei der Auflésung
des Messverfahrens, da fiir gemessene, normierte Differenzen, die auflerhalb dieses Intervalls liegen,
die Gleichheit zum Konfidenznivieau a abgelehnt und somit die Verschiedenheit erkannt werden kann.

Wichtig im Rahmen dieser Arbeit ist, dass die Varianz der ¢-Verteilung mit héherem Freiheitsgrad,
also hoherer Replikatzahl, abnimmt, und dass diese Abnahme insbesondere bei niedrigen Freiheits-
graden/Replikatzahlen vorliegt (sieche Abbildung 4.7). Durch die Erhdhung der Replikatzahl steigt
die Auflésung also zwar primér aufgrund der sinkenden Standardabweichung der geschétzten Mit-
telwerte, zusétzlich aber auch aufgrund der besseren Schatzung der Standardabweichung selbst. Aus
diesem Grund steigt die Auflésung durch die Messung von zwolf Kulturreplikaten im Vergleich zu
einer Einzelmessung sogar um mehr als um einen Faktor von v/12 = 3,5. Die genaue Erhohung der
Auflésung durch diesen zweiten Effekt kann im Rahmen dieser Arbeit nicht exakt berechnet werden,
eine Abschitzung anhand des Abfalls der Standardabweichung in Abbildung 4.7 (rechts) legt jedoch
einen zusatzlichen Faktor von etwa zwei nahe. Dieser Vorteil wird jedoch zum Teil dadurch nivel-

liert, dass zu jeder Standardabweichung der Messung einer Kultur aufgrund der Normalisierung die
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Abbildung 4.7: Links: Die tg-Verteilung beschreibt die statistische Verteilung der durch die eigene
Standardabweichung normierten Differenz zweier geschatzter Mittelwerte mit mutmafBlich identischer
Normalverteilung. Sie hangt dabei vom Freiheitsgrad und damit der Anzahl an gemessenen Replikaten
ab. Dargestellt sind die Wahrscheinlichkeitsdichten der drei ¢x-Verteilungen mit Freiheitsgraden 1, 11
(entspricht zwdlf Replikaten) und 100. Rechts: Die ¢;-Verteilung wird mit steigendem Freiheitsgrad
k steiler, was mit einem Abfall der Standardabweichung einhergeht. Die Standardabweichung der #-
Verteilung ist fiir die ersten 20 Freiheitsgrade gezeigt, in diesem Bereich sinkt die Standardabweichung
am schnellsten.

Standardabweichung der Messung des Gesamt-RNA-Standards hinzukommt. Insgesamt diirfte die in
dieser Arbeit erreichte Auflésung in der mRNA-Messung im Vergleich zur Einzelmessung um einen
Faktor von etwa fiinf hoher liegen. Durch einen Wegfall der Messungen der Haushaltsgene wiirde die
Messkapazitat fiir fremRNA verfiinffacht und damit auch die Standardabweichung des Gesamt-RNA-
Standards noch einmal um einen Faktor von /5 verringert werden, so dass in einem optimierten
Messverfahren nach dem in dieser Arbeit beschriebenen Replikatprinzip eine Erhéhung der Auflésung
um einen Faktor von insgesamt sieben moglich wére.

Im folgenden Kapitel 5 werden die gemessenen mRNA-Mittelwerte sowohl des Gesamt-RNA-
Standards als auch der Kulturproben hinsichtlich ihrer Verschiedenheit mit Hilfe des ¢-Tests unter-
sucht. Auf diese Weise ergibt sich ein Mafl um die statistische Signifikanz der gemessenen, paarweisen
Unterschiede zu bewerten. Der ¢-Test beruht auf der oben beschriebenen ¢-Statistik. Zur Durchfithrung
des t-Tests wird die Matlab-Funktion ttest2 (Mathworks) verwendet.

4.3.4 Biologische Varianz bei der numerischen Parameterschiatzung

Die Beobachtung einer signifikant iiber der technischen Varianz liegenden biologisch-intrinsischen Vari-
anz widerstrebt dem Ansatz eines deterministischen Modells auf der Basis von Differentialgleichungen.
Obgleich nicht mit Gewissheit die Ursache fiir diese biologisch-intrinsische Varianz bezeichnet werden
kann, lasst sich mutmaflen, dass sie wegen der niedrigen Teilchenzahl entweder auf stochastische Reak-
tionsgeschwindkeiten [94] oder aufgrund nicht beriicksichtigter extrinsische Rauschursachen (insbeson-

dere auch system-extrinsische, intrazelluldre Ursachen) zuriickzufiihren ist. In beiden Fillen lasst sich
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die Wahrscheinlichkeitsverteilung, die diesem biologischen Rauschen zugrunde liegt, mit einer Normal-
verteilung beschreiben. Aus technischen Griinden ist es jedoch nicht méglich zu jedem Messzeitpunkt
neben vollstandig-technischen Replikaten auch Kulturreplikate zu nehmen. Die biologisch-intrinsische
Standardabweichung muss daher aus diesem einzelnen Experiment (CDE14) geschitzt werden und
pauschal auf die experimentell bestimmten Messfehler jeder Messung im Sinne der Faltungstheorie
aufgeschlagen werden. Diese aus vollstandig-technischer Gesamtvarianz und biologisch-intrinsischer
Teilvarianz ermittelte Gesamtvarianz spiegelt dann das Rauschverhalten um das biosystemische Mit-
tel wider. Ein Blick auf die Residuumsfunktion der numerischen Parameterschiatzung bekréftigt dabei
die sachliche Legitimiat von der numerischen Seite. In dieser Funktion geht iiblicherweise die technische
Varianz im Nenner der Zielfunktion ein. Durch Addition einer der biologisch-intrinsischen Teilvarianz
entsprechenden Konstante O-Z?io wird die Varianz in der Zielfunktion derart angepasst, als wenn die

Messwerte um die deterministische Modellantwort streuen wiirden.

i —my(x(ti, xo, 2
I 7(ao.p) = 3 oo, ) o= 3 57 el T ) (49)
i i g i 10

4.4 Proteinmessung

Die Gesamt-Proteine jeder Kultur werden, anders als bei der mRNA-Messung, lediglich einmal extra-
hiert und dann auch nur einmalig auf FRQ-Protein hin gemessen. Damit erfolgt keine direkte Messung

der technischen Standardabweichung.

4.4.1 Proteinextraktion

Etwa 500 ug des bei -80°C gefrorenen Myzelium-Puders wird auf Eis gelegt und dann unmittelbar
noch im gefrorenen Zustand mit 500 pl des auf Eis vorgekiihltem Protein-Extraktionspuffers (siehe
Anhang) vermischt. Der Puffer enthélt die drei Protease-Inhibitoren PMSF, Leupeptin und Pepstatin
A um eine Degradation der Proteine durch die bei der Lyse der Lyzosomen freiwerdenden Proteasen
zu unterbinden, die niedrige Temperatur unterbindet dabei desweiteren die Protease-Aktivitéat. Das
Lysat wird in regelméfigen Abstdnden mit einem Vibrator (Vortex) durchmischt bis es nach etwa einer
halben Stunde vollstéindig auf Eis aufgetaut ist. Im Anschluss wird die Probe fiir 30 Minuten bei 1000
U/min in einem auf 4°C gekiihltem Rotor zentrifugiert und 300 ul aus der Mitte des Uberstandes
abpipettiert und weiter verwendet. 10 ul einer 1:10 Verdiinnung werden dann mit 1 ml Bradford-
Reagenz vermischt und die relative optische Dichte bei einer Wellenldnge von 595 nm (ODs5g5) im
Verhéltnis zu Wasser (Referenz) bestimmt. Durch Multiplikation des gemessenen OD-Wertes mit dem
Faktor 42 erhdlt man dann die Proteinkonzentration mit der Einheit pug/ul. Das Protein wird bis zur
weiteren Verarbeitung fiir die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) standardméafig

bei -20°C eingefroren und gelagert.
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4.4.2 SDS-PAGE und Western Blot

Zur Vorbereitung der SDS-PAGE werden die Proteinextraktionsproben zun#chst auf eine Konzen-
tration von 100 pg/ 24 wl verdiinnt und dann mit 6 pl 5x Laemmli-Puffer gemischt. Diese 30 ul
werden dann vollstandig neben 5 pg der Proteinstandardleiter in die Kammern eines vorgegosse-
nen SDS-Polyacrylamidgels (7%, NuPAGE Tris-Acetat-Gel) und in einer SDS-PAGE-Kammer mit
Tris-Acetat-Puffer unter der Spannung eines elektrischen Feldes aufgetrennt. Der anschliefende We-
stern Blot wurde unter Verwendung des iblot-Systems von Invitrogen durchgefiihrt. Dabei wurde eine
Nitrozellulosemembran verwendet. Der erfolgreiche Transfer der Ubertragung der Proteine auf die Ni-
trozellulosemembran wird zunéchst durch eine Farbung mit Poisson-Losung tiberpriift. Die Membran
wird dabei etwa eine Minute in der Farbstoffiosung unter leichtem Schwenken inkubiert. Der Farbstoff
wird danach wieder mit TBS-Puffer ausgewaschen und die Membran anschliefend in Blockpuffer zur
Inaktivierung der reaktiven Nitrozellulose inkubiert. Danach wird die Membran mit dem priméren An-
tikorper gegen FRQ, hergestellt im Labor Brunner (BZH, FRQ3911-1B10-E2(Y?)), der in Blockpuffer
gelost ist, fiir zwei Stunden unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Form
von zehn-miniitigem Schwenken in TBS-Puffer wird die Membran dann mit dem Sekundarantikorper
Mouse-anti-Goat versetzt, der mit einem Chemilumineszenzenzym (Wellenldnge 680 nm) konjugiert
ist. Die Inkubation erfolgt dabei wieder in Blockpuffer fiir zwei Stunden unter leichtem Schwenken
mit anschlieBendem, drei-maligem Waschen fiir zehn Minuten mit TBS-Puffer. Auf die Membran wird
dann das Chemilumineszenz-Substrat gegeben, so dass die gebundene FRQ-Proteinmenge unter einer

Chemilumineszenz-Kamera gemessen werden kann.

4.4.3 Normalisierung

In Anlehnung an die Ergebnisse zur mRNA-Messung wird auf die parallele Protein-Messung eines
Haushaltsgens verzichtet. Stattdessen wird die gemessene FRQ-Menge dadurch ins Verhéltnis zur
Gesamt-Proteinmenge gesetzt, dass auf jedes Gel die gleiche Gesamt-Proteinmenge aufgetragen wurde.
Die relativen Proteinmengen einer Messreihe iiber 48 Stunden, die stets auf einer einzelnen Membran
aufgetragenen sind, werden zur Normalisierung auf den Messwert bei ¢ = 0 h bezogen, so dass jede

Messreihe bei 1 beginnt. Als Messfehler wird ein relativer Wert von 0,1 verwendet.
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Experimentelle Messungen und Varianzanalyse

In diesem Kapitel sollen alle experimentellen Messreihen im Detail dargestellt und einer ersten Analyse
unterzogen werden. Dazu wird einleitend im Rahmen einer Ubersicht die Motivation jeder durchgefiihr-
ten Messreihe erlautert. Danach erfolgt neben der Darstellung und ersten Analyse der Messergebnis-
se insbesondere auch eine statistische Analyse sowohl des Verhaltens des Gesamt-RNA-Standards
wie auch der biologischen Varianz. Die quantitative Modellierung der Messergebnisse als molekular-

genetisches Uhrsystem wird im anschliefenden Kapitel durchgefiihrt.

5.1 Ubersicht iiber experimentelle Messreihen

Die Messreihen gliedern sich in die folgenden drei Einheiten:
1) Oszillation bei konstanter Temperatur: fremRNA (CDE13), FRQ-Protein (CDEO05)

2) Biologisch-intrinsische Varianz (CDE14) und Stabilitdt (CDE15) der fremRNA unter Wachs-

tumsbedingungen; Bestimmung des Anfangswertes

3) Transientes Verhalten von fremRNA (CDE18, CDE19) und FRQ-Protein (CDE07, CDE08) bei

zwei verschiedenen Temperaturszenarien

Jede Messreihe wird dabei mit dem Kiirzel CDE (fiir Cicrcadianes Experiment) und einer Nummer
gekennzeichnet. Diese Benennung entspricht der der originalen Messdaten und wiirde somit auch
einem auflenstehenden Analysten/Modellierer das schnelle Auffinden der zugehorigen Originaldaten

ermoglichen.

5.1.1 Grundtypisches Verhalten

In den ersten beiden Messreihen wird zunéchst das Verhalten der fremRNA und des FRQ-Proteins
nach dem Wechsel von Belichtung (1) zu Dunkelheit (d) bei konstanter und relativ hoher Temperatur
von 25°C gemessen (fr¢-mRNA: CDE13 in Abbildung 5.1 und FRQ-Protein: CDEO05 in 5.2). Damit
kann spéter eine erste, quantitative Modellierung des typischen Uhrverhaltens ohne den Einflul durch

Temperaturanderungen erfolgen.

5.1.2 Biologisch-intrinsische Varianz und Startwertermittlung

Im Anschluss soll durch zwei Messreihen die biologisch-intrinsische Varianz der fremRNA unter den
fiir die Wachstumsphase typischen Bedingung (Belichtung, Temperatur von 24°C) untersucht werden.

Dazu werden im ersten Experiment (CDE14, Abbildung 5.3) zwolf Neurospora crasse-Kulturen fiir

47



drei Tagen und 18 Stunden unter Belichtung und einer Temperatur von 24°C inkubiert und zeitgleich
geerntet. In allen zwolf Kulturen wird daraufhin mit jeweils zwolf vollstandig-technischen Replikaten
die relative fremRNA-Menge gemessen. Diese Messreihe gibt somit Aufschluss iiber die biologisch-
intrinsische Varianz der relativen fremRNA-Menge, da alle Kulturen unter denselben Bedingungen
inkubiert werden. Die daraus berechnete Varianz kann in der anschliefenden quantitativen Model-
lierung zur Abschétzung einer pauschalen biologischen Standardabweichung verwendet werden, denn
es ist davon auszugehen, dass sich diese Varianz in Dunkelheit iiber die Messreihe hinweg fortzieht.
Desweiteren ermoglicht der Mittelwert dieser Proben- oder Kulturreplikate eine Kalibrierung aller
mRNA-Messreihen auf den Startwert (¢ = 0 h), die Versuchsbedingung in dieser Messreihe entspricht
ziemlich genau derjenigen zum Zeitpunkt des Wechsels von Belichtung zu Dunkelheit in den Messrei-
hen unter Dunkelheit, der einzige Unterschied ist die etwas verlangerte Inkubationszeit zur Erhohunng
des Probenmaterials. Ergdnzend zu dieser Messung von Kulturreplikaten werden ebenfalls unter Be-
lichtung und konstanter Temperatur von 24°C zwolf Kulturen nach einer dreitdgigen Wachstumsphase
tiber 48 Stunden hinweg alle vier Stunden geerntet und als Proben verwendet (CDE15, Abbildung 5.4).
Analog zur vorigen Messreihe wird auch hier die biologisch-intrinsische Varianz bestimmt, desweiteren

wird untersucht, ob die frgmRNA bereits unter Belichtung eine Oszillation aufweist.

5.1.3 Temperaturszenarien

Zur Erweiterung des quantitativen Modells um den Einfluss der Temperatur, insbesondere von Tem-
peraturanderungen, auf das Verhalten von fr¢-mRNA und FRQ-Protein werden beide molekularen
Spezies bei zwei verschiedenen Temperaturszenarien gemessen. Im ersten Szenario wird die Tempera-
tur nach der Wachstumsphase bei 24°C unmittelbar auf 18°C abgesenkt und dann bei ¢ = 12 h auf
28°C erhoht (fremRNA: CDE19, Abbildung 5.6, FRQ-Protein: CDE07, Abbildung 5.9). Die Ande-
rung der Temperatur erfolgt dabei mit einer Geschwindigkeit von etwa 1°C pro Minute, sie kann also
in der Modellierung als unstetig angenommen werden. Die Messungen erfolgen iiber 48 Stunden hin-
weg regelméflig alle vier Stunden. Im zweiten Temperaturszenario wird die Temperatur nach einer
Absenkung auf 18°C erst bei ¢t = 24 h auf 28°C erhoht. Die Messproben werden ebenfalls regelmafig

alle vier Stunden genommen.

5.2 Detaillierte Ergebnisse aller Messreihen

Die Messreihen sind in der Tabelle 5.1 aufgelistet und werden in der gleichen Reihenfolge in ihren

auffalligen Punkten erléutert.

5.2.1 Messreihe CDE13

Die Messreihe CDE13 in Abbildung 5.1 zeigt das grundtypische Verhalten der relativen frg-mRNA-
Menge bei konstanter Temperatur von 25°C nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Die

Messproben (Kulturen) wurden iiber einen Zeitraum von 48 Stunden hinweg in regelméfiigen Abstéanden
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Abk. Zielspezies To Temperatur Messung Fig.
CDE13 | fr¢emRNA 24°C | konst. 25°C alle 4h tiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.1
CDEO5 | FRQ-Protein | 24°C | konst. 25°C alle 4h tiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.2
CDE14 | fremRNA 24°C | konst. 24°C alle nach vier Tagen bei Licht 5.3
CDE15 | fremRNA 24°C | konst. 24°C alle 4h iiber 48h bei Licht 5.4
CDE18 | fr¢-mRNA 24°C | 18-28°C bei 24h | alle 4h iiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.7
CDE19 | fr¢-mRNA 24°C | 18-28°C bei 12h | alle 4h iiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.6
CDEO07 | FRQ-Protein | 24°C | 18-28°C bei 12h | alle 4h tiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.9
CDEO8 | FRQ-Protein | 24°C | 18-28°C bei 24h | alle 4h iiber 48h nach 1/d-Transfer | 5.10

Tabelle 5.1: Auflistung der detaillierten Ergebnisse aller Messreihen. Ty bezeichnet die Temperatur
wahrend der anfénglichen 72 Stunden unter Belichtung (Wachstumsphase), wahrend unter ,, Tempe-
ratur” die Temperatur nach dieser Phase zusammengefasst wird. Die Abkiirzng CDE (,,CircaDianes
Experiment”) mit einer Nummer bezeichnet jeweils eine Messreihe, der Name entspricht dem Ver-
zeichnis der Rohdaten. ”1/d” kennzeichnet desweiteren den Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit.
Anhand der Bildnummer lasst sich das Ergebnis der entsprechenden Messreihe finden.

von vier Stunden genommen. Jede Probe wurde dabei mit bis zu zwolf vollstandig-technischen Re-
plikaten gemessen. In Anbetracht der so ermittelten Standardabweichung kann das Verhalten der
relativen fremRNA-Menge mit hoher Gewissheit charakterisiert werden. Diese Messreihe wurde je-
doch noch nicht mit dem Gesamt-RNA-Standard gemessen, so dass die Messwerte auf den Wert bei
t = 0 h normalisiert werden. Die Standardabweichung der Messwerte enthéalt somit auch nicht den An-
teil der Standardabweichung der sonst anhand des Gesamt-RNA-Standards bestimmt wird. Auch die
biologisch-intrinsche Standardabweichung ist in der aufgetragenen Standardabweichung, wie bei allen
anderen Messreihen auch, nicht mit aufgetragen. Diese Standardabweichung wird erst im folgenden
Kapitel im Rahmen der quantitativen Modellierung verwendet. In dieser Messreihe wurde desweiteren
nur das Haushaltsgen act mitgemessen.

Durch den Wegfall der Belichtung zu Versuchsbeginn wird die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
so gemindert, dass die relative fremRNA-Menge zunéchst rapide abfallt und dann in der Art einer
Sinuskurve mit einer Periode zwischen 20 und 24 Stunden weiterschwingt. In der zweiten Periode nach
etwa 22 Stunden ist die Amplitude deutlich niedriger und die Messwerte schwingen um einen Wert
von etwa 0,6 (bezogen auf den Startwert). Die Messung der relativen mRNA-Menge des Haushaltsgens
act zeigt eine relative Varianz von bis zu 0,3 zwischen den Probenmittelwerten, was aufgrund der
hier ebenfalls mitgemessenen, vollstandig-technischen Standardabweichungen ein hohes statistisches
Gewicht besitzt.

5.2.2 Messreihe CDEQ5

Die Messreihe CDEO5 in Abbildung 5.2 zeigt das entsprechende Verhalten der relativen FRQ-Protein-
menge bei konstanter Temperatur von 25°C nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Trotz
des Mangels an einer gemessenen Standardabweichung kann aufgrund des Zusammenhangs der Mes-
spunkte davon ausgegangen werden, dass der Messfehler wesentlich niedriger als die Anderung der
Messwerte ist. Bei einem Vergleich mit der entsprechenden relativen mRNA-Menge ist ein um etwa
vier Stunden verzogertes Abklingen der relativen FRQ-Proteinmenge erkennbar. Dabei entspricht das
Verhalten des FRQ-Proteins unter diesen Bedinungen ansonsten dem seiner mRNA und schwingt in

der Art einer geddmpften Sinusfunktion.
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5.2.3 Messreihe CDE14

Die Messreihe CDE14 in Abbildung 5.3 zeigt zwolf zeitgleiche Messungen von Kulturreplikaten nach
Inkubation iiber drei Tage und 18 Stunden unter Belichtung und bei konstanter Temperatur von 24°C
(Raumtemperatur). Jede Kultur wurde dabei mit zwolf vollstdndig-technischen Replikaten gemessen.
Der Gesamt-RNA-Standard wurde je Probe und Ziel-mRNA zu je drei Replikaten gemessen (in den
folgenden Messreihen sechs Replikate). In der linken Spalte sind die Messungen der biologischen Pro-
ben sowie des Gesamt-RNA-Standards zunéchst getrennt dargestellt. Der RNA-Standard zeigt bei
allen mRNA-Zielen eine gewisse, jedoch geringe Varianz in den Mittelwerten. Eine statistische Analy-
se der Signifikanz paarweiser Unterschiede mittels ¢-Test ist in Abbildung 5.12 (links) dargestellt. Die
Analyse zeigt flir diese Messreihe einen entsprechend des Konfidenzwertes von 0,05 geringen Anteil von
paarweise verschiedenen Messwerten des Gesamt-RNA-Standards, dabei ist zu beriicksichtigen, dass
der durch Replikate auf der qRT-PCR-Ebene ermittelte Messfehler o3 des Gesamt-RNA-Standards
nach Abbildung 4.5 nur etwa 0,06 betragt und die Abweichungen zwischen verschiedenen Messungen
im Gegensatz zu den Kulturproben mit einem Messfehler {,04 somit niedriger sein kénnen um ein stati-
stisch positives Testergebnis auszulosen. Vor diesem Hintergrund ist die ausnahmslose Ablehnung der
statistischen Verschiedenheit der paarweisen Vergleiche der Messwerte des Gesamt-RNA-Standards
bei der fremRNA als ungewdhnlich anzusehen, dies insbesondere in Anbetracht der relativ hohen
Pipettierungenauigkeit der reversen Transkriptase (5 ul Glycerol) zur Herstellung der enzymatischen
Reagenzlosung. Auf der rechten Seite ist der mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierte Proben-
mittelwert dargestellt. Desweiteren wurden die normalisierten Probenwerte durch ihren Mittelwert sg
geteilt, denn der Mittelwert der Proben dieses Experiments wird als systemischer Anfangswert fiir
alle weiteren Messreihen definiert. Im Vergleich zur Messreihe CDE13 in Abbildung 5.1 sind die nor-
malisierten Probenmesswerte zwar sehr konstant, die Analyse der statistischen Signifikanz paarweiser
Unterschiede mittels ¢-Test in Abbildung 5.12 (rechts) zeigt jedoch, dass im Rahmen der gemesse-
nen, vollstandig-technischen Messfehler die frg-Messwerte in Anbetracht eines p-Wertes von 0,05 zu
einem groflen Anteil (26 von 66 Paaren) verschieden sind, so dass anhand dieser Messreihe auf das
Vorliegen einer biologisch-intrinsischen Varianz im Startwert, also zum Zeitpunkt des Wechsels von Be-
lichtung zu Dunkelheit nach der Wachstumsphase, geschlossen werden kann. Wie im vorigen Kapitel in
Abbildung 4.5 dargestellt wurde, betragt diese relative, biologisch-intrinsische Standadardabweichung
Tbio :="05(frq) etwa 0,13. Sowohl eine Betrachtung der biologisch-intrinsischen Standardabweichungen
905, die in Tabelle 5.2 zusammengestellt sind, wie auch die statistische Signifikanzanalyse in Abbil-
dung 5.12 zeigen, dass die biologisch-intrinsische Standardabweichung der relativen fre mRNA-Menge
wesentlich kleiner ist als die der Haushaltsgene. Die einzige Ausnahme ist die Standardabweichung der
g6pd-mRNA, die nur unwesentlich grofler ist als die der fr-mRNA. Dieses Ergebnis lasst sich dadurch
erklaren, dass die Regulation des frg-Gens aufgrund der zellphysiologischen Signalwirkung genauer ist

als die der Haushaltsgene.

5.2.4 Messreihe CDE15

Die Messreihe CDE15 in Abbildung 5.4 zeigt zwolf, in regelméfigen zeitlichen Abstédnden von vier

Stunden gemessene Kulturen, die unter Belichtung und bei einer konstanten Temperatur von 24°C
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‘ frq act g3pdh  gbpd  gtub
CDE14 | 0,143 0,242 0,242 0,201 0,244
CDE15 | 0,178 0,538 0,322 0,164 0,420

Tabelle 5.2: Relative Standardabweichung (entspricht nach Abbildung 4.3 905) der Probenmittelwer-
te zu jedem gemessenen mRNA-Ziel. Die Standardabweichung entspricht dem biologisch-intrinsischen
Rauschen. In beiden Messreihen ist die biologisch-intrinsische Standardabweichung 905 der fre mRNA
deutlich niedriger als bei den Haushaltsgenen mit Ausnahme von ¢6pd, das eine nur unwesentlich
groflere Standardabweichung aufweist. Die Standardabweichung der biologischen Replikate ist jedoch
geringer als die Standardabweichung der vollstandig-technischen Replikate ({o4), erst die Messung
des Mittelwertes aus zwolf vollstdndig-technischen Replikaten mit einer niedrigeren technischen Stan-
dardabweichung ({,04) erlaubt die Auflésung der biologisch-intrinsischen Standardabweichung 9o der
fremRNA.

(Raumtemperatur) inkubiert wurden. Die erste Kultur wurde nach der minimalen Wachstumspha-
se von 72 Stunden entnommen, die darauf folgenden Kulturentnahmen erfolgten dann iiber einen
Zeitraum von insgesamt 48 Stunden, wobei die Messung bei ¢t = 18 h aufgrund eines technischen Man-
gels entfernt wurde. Wie in CDE14 sind in der linken Spalte von Abbildung 5.4 der unnormalisierte
Messwert der biologischen Probe sowie der des Gesamt-RNA-Standards separat aufgetragen. Eine
statistische Analyse mittels paarweisem t-Test in Abbildung 5.13 zeigt bei der fr¢-mRNA-Messung
des Gesamt-RNA-Standards einen im Vergleich zu CDE14 hoheren Anteil paarweise unterschiedlicher
Messwerte, wogegen die Anteile paarweiser Unterschiede bei den Haushaltsgenen gbpd und gtub sehr
gering ausfallen. Die normalisierten Messwerte der Kulturen auf der rechten Seite von Abbildung 5.4
deuten insbesondere wiahrend der ersten 24 Stunden eine Sinusschwingung an, eine solche Schwingung
wére jedoch nur dann plausibel, wenn die Konidiensuspension, mit der die Stammlosung der Kulturen
inokuliert wurde, bereits eine Synchronisation aufweisen wiirde, denn wahrend der Wachstumsphase
wurden phasenregulierende Reize wie eine Anderung der Temperatur oder des Lichts vermieden. Die
relative Standardabweichung 905 der gemessenen, normalisierten fr¢-mRNA-Menge (siehe Tabelle 5.2)
ist in dieser Messreihe nur geringfiigig hoher (0,18) wie bei einer zeitgleichen Messung verschiede-
ner Kulturen (0,14 bei CDE14). Im Gegensatz zur fremRNA steigt die relative Standardabweichung
durch die zeitlich getrennte Kulturentnahme bei den Haushaltsgenen act (0,54) und gtub (0,41) um
in etwa das Doppelte wie bei einer zeitgleichen Kulturentnahme (beide 0,24). Dies verdeutlicht die
verhaltnisméBig hohe Stabilitdat der relativen mRNA-Menge von frg unter Belichtung. Eine statisti-
sche Analyse der Signifikanz paarweiser Unterschiede der normalisierten Messwerte mittels ¢-Test ist in
Abbildung 5.13 gezeigt und bestéatigt die beiden letzten Ergebnisse, da der Anteil signifikanter, paar-
weiser Unterschiede bei frg mit 32 von 66 Paaren zum einen im Vergleich zu CDE14 (26 von 66) etwas
hoher ist, zum anderen im Vergleich innerhalb der Messreihe zu den Haushaltsgenen act, ¢3pdh und
gtub deutlich niedriger ist. Zur Ermittlung der biologisch-intrinsischen Standardabweichung des syste-
mischen Startwertes sowie des Mittelwertes des Startwertes selbst werden nur die Werte aus CDE14
verwendet, da die durch die zeitlich getrennte Kulturentnahme verursachte Teilstandardabweichung
tog == \ﬂgag—gaZ) = 0,106 im Vergleich zu der nach CDE14 bestimmten biologisch-intrinsischen
Standardabweichung (0,143) vernachléssigt werden kann. Ohnehin findet der Wechsel von Belichtung
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zu Dunkelheit immer nach gleich langen Wachstumsphasen (72 Stunden) statt, so dass eine etwaige

Vorschwingung den systemischen frg-Anfangswert nicht beeinflussen wiirde.

5.2.5 Messreihe CDE19

Die Messreihe CDE19 in Abbildung 5.6 zeigt die fre mRNA-Messungen von elf Kulturen mit einem
Temperaturwechsel von 24°C auf 18°C bei t = 0 h und von 18°C auf 28°C bei ¢t = 12 h. Die Kulturen
wurden in regelméfligen zeitlichen Abstédnden von vier Stunden nach dem Wechsel von Belichtung zu
Dunkelheit iiber einen Zeitraum von insgesamt 48 Stunden entnommen. Die Kulturentnahmen bei
40 und 48 Stunden wurden aufgrund eines technischen Mangels im Messprozess nicht berticksichtigt.
Alle Kulturen wurden dabei vor dem Wechsel zu Dunkelheit bei einer Raumtemperatur von etwa
24°C inkubiert. Nach dem Wechsel zu Dunkelheit wurde die Temperatur auf 18° gesenkt, wobei die
Anpassung der Temperatur in etwa zehn Minuten gedauert hat. Der Temperaturabfall steht dabei in
seiner Signalwirkung auf die Phase der frg-Schwingung mit dem Wechsel zu Dunkelheit in Einklang, da
beide Signale fiir den Tag-/Nachtiibergang stehen. Die erste Kultur zum Zeitpunkt ¢ = 0 h wurde dabei
direkt entnommen und nicht der niedrigeren Inkubationstemperatur exponiert. Nach zwolf Stunden
wurde die Temperatur dann auf 28°C' erhoht, was wiederum etwa zehn Minuten gedauert hat. Dieser
Zeitpunkt entspricht hinsichtlich des Wegfalls des Lichts sowie der Temperatursenkung bei ¢ = 0 h
einem Nacht-/Tagiibergang. Die durch den Temperaturanstieg vermittelte Signalwirkung entspricht
somit der Phase der frg-Schwingung in den Kulturen.

In der linken Spalte von Abbildung 5.6 sind die nicht-normalisierten Proben sowie der Gesamt-
RNA-Standard fiir jedes mRNA-Ziel separat abgebildet. Der ¢-Test zur Analyse der statistischen
Signifikanz paarweiser Unterschiede der Messungen des Gesamt-RNA-Standards ist in Abbildung 5.14
(links) abgebildet. In dieser Messreihe weist der Gesamt-RNA-Standard einen unverhéltnismésig ho-
hen Anteil paarweiser unterschiedlicher Messungen auf. Durch Normalisierung der Probenmesswerte
mit den entsprechenden Messwerten des Gesamt-RNA-Standards lassen sich die Abweichungen zwi-
schen den Messungen der verschiedenen Kulturen/Proben jedoch normalisieren. Die hohen Abwei-
chungen im Gesamt-RNA-Standard in dieser Messreihe verdeutlichen wie wichtig und niitzlich der
Standard sowohl fiir die Normalisierung als auch zur Bewertung von Datenunsicherheiten ist.

Die rechte Spalte von Abbildung 5.6 zeigt die normalisierten Messwerte aller mRNA-Ziele. Interes-
sant ist in dieser Messreihe das Verhalten der fr-mRNA, dieses ist in Abbildung 5.8 zusammen mit der
Messreihe bei konstanter Temperatur (CDE13, Abbildung 5.1) sowie der nachfolgend beschriebenen
Messreihe (CDE18, Abbildung 5.7) vergrofiert dargestellt. Auffillig ist zunéchst der sehr niedrige An-
fangswert von etwa 0,5, der unter den gleichen Licht- und Temperaturbedingungen wie sowohl die Kul-
turreplikate von CDE14 in Abbildung 5.3 als auch die Anfangswerte aller anderen Zeitserien (CDE13,
CDE18, CDE19, Abbildung 5.8) gemessen wurde. Auch in Anbetracht der biologisch-intrinsischen
Fluktuation ist dieser niedrige Wert, obgleich moéglich, eher unwahrscheinlich, ein ¢-Test wiirde einen
p-Wert von weniger als 0,05 ergeben. Eine mogliche Erklarung kénnte in der technischen Durchfithrung
liegen, da der Gesamt-RNA-Standard ebenfalls eine unerwartet hohe Schwankung aufweist. In Abbil-
dung 5.8 ist im Vergleich zur Messreihe mit konstanter Temperatur von 25°C (CDE13) erkennbar, dass
die relative fremRNA-Menge bereits zu Beginn den gleichen Minimalwert annimmt, der in CDE13
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erst bei t = 8 h erreicht wird. Bei ¢ = 12 h, also unmittelbar vor dem Temperaturanstieg kommt es
dann wie bei CDE13 zu einem Anstieg in der relativen mRNA-Menge. Unmittelbar nach dem Tem-
peraturanstieg (¢t = 16 h) fallt die relative mRNA-Menge in CDE19 dann allerdings im Unterschied
zu CDE13 ab, was sich aufgrund der kurzfristig angestiegenen FRQ-Protein-Menge, die eine WCC-
Hemmung bewirkt, erkléren liee. Wie in einer nachfolgenden Messreihe (CDEO07, Abbildung 5.9)
gezeigt wird, fallt der FRQ-Protein-Anstieg nach 12 Stunden bei einer dieser Messreihe entsprechen-
den Temperaturerhhung im Verhéltnis zur Messreihe CDE0O5 mit konstanter Temperatur sehr hoch
aus (siche Abbildung 5.11). Dies erklart den weiteren Abfall und die Stagnation (¢ = 20 — 32 h) der re-
lativen fremRNA-Menge in dieser Messreihe (CDE19). Erst nachdem die relative FRQ-Proteinmenge
(Messreihe CDEOQ7) ihren zwischenzeitlich niedrigsten Wert bei ¢t = 32 h erreicht, steigt die relative
fremRNA-Menge wieder an.

Der Verlauf der fremRNA-Menge entspricht nach der Temperatursenkung im Wesentlichen dem
Ergebnis von Liu et al. [9], nach der Temperaturerh6hung ergibt sich jedoch ein Unterschied, da Liu et
al. eine Steigerung der mRNA-Menge messen konnten. In Anbetracht des unsicher gemessenen Gesamt-
RNA-Standards sollte das Ergebnis dieser Messreihe vorsichtig betrachtet werden, auch wenn mit dem
Gesamt-RNA-Standard die Unterschiede durch die unterschiedlichen Messbedingungen normalisiert

werden konnen.

5.2.6 Messreihe CDE18

Die Messreihe CDE18 in Abbildung 5.7 zeigt die fre mRNA-Messungen von elf Kulturen mit einem
Temperaturwechsel bei ¢t = 0 h von 24°C auf 18°C bei ¢ = 0 h und von 18°C auf 28°C bei t = 24 h.
Die Kulturen wurden in regelméfligen zeitlichen Abstdnden von vier Stunden nach dem Wechsel von
Belichtung zu Dunkelheit tiber einen Zeitraum von insgesamt 48 Stunden entnommen. Die Kulturent-
nahmen bei 24 und 36 Stunden wurden aufgrund eines technischen Mangels im Messprozess nicht
beriicksichtigt. Alle Kulturen wurden dabei wie in CDE19 (Abbildung 5.6) vor dem Wechsel zu Dun-
kelheit bei einer Raumtemperatur von etwa 24°C inkubiert. Nach dem Wechsel zu Dunkelheit wurde
die Temperatur auf 18°C gesenkt, wobei dieser Temperaturabfall in seiner Signalwirkung dem Wech-
sel zu Dunkelheit entspricht (Tag-/Nachtiibergang). Die erste Kultur zum Zeitpunkt ¢ = 0 h wurde
dabei direkt entnommen und nicht der niedrigeren Inkubationstemperatur ausgesetzt. Im Gegensatz
zu CDE19 wurde die Temperatur in dieser Messreihe erst nach 24 Stunden auf 28°C erhoht. Die-
ser Zeitpunkt entspricht aufgrund des Wegfalls des Lichts sowie der Temperatursenkung bei ¢ = 0 h
nach Mafigabe der fr¢-Schwingung in den Kulturen einem Tag-/Nachtiibergang. Der Temperaturan-
stieg vermittelt in diesem Fall jedoch das Signal eines Nacht-/Tagiibergangs und steht der Phase der
frg-Schwingung in den Kulturen somit entgegen.

In der linken Spalte von Abbildung 5.7 sind die nicht-normalisierten Proben sowie der Gesamt-
RNA-Standard fiir jedes mRNA-Ziel abgebildet. Der statistische ¢-Test zur Analyse der Signifikanz
paarweiser Unterschiede der Messungen des RNA-Standards ist in Abbildung 5.15 (links) abgebildet
und zeigt hinsichtlich des p-Wertes von 0,05 einen etwas hohen, jedoch statistisch nachvollziehbaren

Anteil signifikant verschiedener Messwerte (29 von 55) im Fall von frg. Obwohl der Anteil paarweise
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verschiedener Messwerte bei act (46 von 55) ungewohnlich hoch ist, weisen die restlichen drei Haus-
haltsgene einen eher niedrigen Anteil paarweise verschiedener Messwerte auf (hochster Anteil bei gtub
mit 23 von 55 Paaren).

Die rechte Spalte von Abbildung 5.7 zeigt die normalisierten Messwerte aller mRNA-Ziele. Die
normalisierten Messdaten von frq sind vergroflert und im Vergleich zu CDE13 und CDE19 in Abbil-
dung 5.8 dargestellt. Die Abweichung des Startwerts (¢ = 0 h) der relativen fr¢-mRNA-Menge von
CDE18 liegt fast innerhalb des Messfehlerintervalls und ldsst sich durch die biologisch-intrinsische
Standardabweichung erkldren. Im Vergleich zur Messreihe mit konstanter Temperatur (CDE13, Ab-
bildung 5.1) féllt die relative mRNA-Menge bereits bei t = 4 h auf den Wert, der in der Messreihe
CDE13 erst bei t = 8 h erreicht wird. Danach ist parallel zu CDE13 ein Anstieg in der relativen
mRNA-Menge mit einem Spitzenwert bei ¢t = 16 h zu erkennen, dieser fallt jedoch bedeutend geringer
aus. Bei t = 20 h, dem letzten Zeitpunkt vor der Temperaturerhohung, fallt die Menge dann ebenfalls
parallel zu CDE13 wieder ab. Diese Tendenz wiirde bei ¢ = 24 h vermutlich fortgesetzt werden, dieser
Messwert liegt fiir CDE18 jedoch aus technischen Griinden nicht vor. Durch den Temperaturanstieg ab
t = 24 h kommt es in der Messreihe CDE18 dann zu einem starken Anstieg in der relativen frgmRNA-
Menge, was dem fre-mRNA-Verhalten in CDE13 entgegenlauft, denn dort fallt die fremRNA-Menge
bis t = 28 h weiter ab und steigt dann erst wieder an. Unmittelbar nach diesem starken Anstieg fallt
die relative fremRNA-Menge dann jedoch wieder ab und verlauft dabei in etwa parallel zum vorigen
Abfall der relativen fremRNA-Menge nach ¢ = 16 h in der CDE13-Messreihe. Die Phasenverschie-
bung zwischen diesen beiden abfallenden Messabschnitten betragt dabei etwa zehn bis zwolf Stunden.
Die Signalwirkung des relativ starken Temperaturanstiegs fiir einen Nacht-/Tagiibergang ist offenbar
ausreichend, um die nétige Phasenverschiebung in der fr¢-Schwingung zur Anpassung an den neuen
Tag-/Nachtrhythmus zu vermitteln.

Der Verlauf der fremRNA entspricht dem Ergebnis von Liu et al. [9], die nach einer Tempera-
tursenkung ebenfalls ein Abfallen und nach der Temperaturerhohung einen Anstieg in der relativen
fre-mRNA-Menge messen konnten. Anhand der Messdaten lasst sich jedoch nicht erkennen, ob der
Anstieg in der fremRNA-Menge durch eine beschleunigende Wirkung der Temperatur auf die Tran-
skription oder tiber einen Riickkoppelungseffekt durch den Anstieg der FRQ-Proteinmenge verursacht
wird. Um diese Frage zu klaren wird im folgenden Kapitel das Riickkoppelungssystem auf der Basis
von Differentialgleichungen modelliert und fiir eine Sensitivitdtsanalyse hinsichtlich der Temperatur

verwendet.

5.2.7 Messreihe CDEOQ7

Die Messreihe CDEOQ7 in Abbildung 5.9 zeigt die FRQ-Proteinmessungen von 13 Kulturen mit einem
Temperaturwechsel von 24°C auf 18°C bei ¢t = 0 h und von 18°C auf 28°C bei t = 12 h. Der Versuchs-,
insbesondere der Temperaturverlauf entspricht dem der Messreihe CDE19 (Abbildung 5.6). Die Kultu-
ren wurden in regelméafigen zeitlichen Abstéanden von vier Stunden nach dem Wechsel von Belichtung
zu Dunkelheit iiber einen Zeitraum von insgesamt 48 Stunden entnommen.

Die Abbildung 5.11 zeigt die Messreihe CDEQ7 zusammen mit der Messreihe bei einer konstanten
Temperatur von 25°C (CDE05). Durch die anfiangliche Erniedrigung der Temperatur sinkt die relative
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Proteinmenge bei CDEO7 zunéchst bis sie bei ¢ = 12 h den Wert erreicht, den auch die Messreihe
CDEO05 bei t = 12 h aufweist. Dieser Aball erfolgt im Gegensatz zu CDEO05 jedoch zu Beginn, also
zwischen ¢t = 0 und ¢ = 4 h am schnellsten und wird dann zwischen ¢t = 4 und ¢ = 8 h sowie zwischen
t = 8 und t = 12 h langsamer (positive zweite Ableitung). Dieses Verhalten lésst sich aufgrund der
zu Beginn bereits sehr niedrigen relativen frgmRNA-Menge erkléren (siehe Abbildung 5.8). Nach
dem Temperaturanstieg bei ¢ = 12 h steigt die relative mRNA-Menge dann stark an und erreicht als
Maximalwert bei ¢ = 24 h im Vergleich zur Messreihe mit konstanter Temperatur von 25°C (CDEO05)
eine mehr als doppelt so grofie Menge. Der weitere Verlauf der Messwerte ist dann parallel, jedoch um
einen Faktor von etwa 2,5 gespreizt zur Messreihe CDEO5.

Die Signalwirkung durch den Temperaturanstieg fiir einen Nacht-/Tagiibergang bewirkt aufgrund
der Phasengleichheit also eine Verstdrkung der Schwingungsamplitude, die dem sonst dampfenden
Verlauf entgegen wirkt. Der gemessene Abfall der relativen FRQ-Proteinmenge nach einer Tempera-
tursenkung sowie der Anstieg nach einer Temperaturerhéhung entspricht dem Ergebnis von Liu et
al. 9].

5.2.8 Messreihe CDEOS

Die Messreihe CDEOQ7 in Abbildung 5.9 zeigt die FRQ-Proteinmessungen von 13 Kulturen mit einem
Temperaturwechsel von 24°C auf 18°C bei ¢t = 0 h und von 18°C auf 28°C bei ¢t = 24 h. Der Versuchs-,
insbesondere der Temperaturverlauf entspricht dem der Messreihe CDE18 (Abbildung 5.7). Die Kultu-
ren wurden in regelméfigen zeitlichen Absténden von vier Stunden nach dem Wechsel von Belichtung
zu Dunkelheit {iber einen Zeitraum von insgesamt 48 Stunden entnommen. Aus technischen wurde
der Messpunkt bei ¢t = 8 h entfernt.

Die Abbildung 5.11 zeigt diese Messreihe zusammen mit der vorherig beschriebenen Messreihe
CDEO7 sowie der Messreihe mit einer konstanten Temperatur von 25°C (CDEO05). Der Abfall der rela-
tiven FRQ-Proteinmenge ist im Vergleich zu CDE05 zu Beginn schneller, im Vergleich zur Messreihe
CDEO07, die in ihrem Temperaturverlauf innerhalb der ersten zwolf Stunden noch identisch mit dieser
Messreihe (CDEO0S) ist, jedoch dhnlich, wenn auch etwas niedriger. Die relative Proteinmenge verharrt
dann bis t = 24 h bei einem Minimalwert, der nach dem anfénglichen Abfall bei etwa t = 12 h erreicht
wird. Anders als in der Messreihe mit konstanter Temperatur von 25°C (CDEO05) steigt die relative
FRQ-Proteinmenge also zwischen zwolf und 24 Stunden nicht wieder an, dies geschieht erst wieder
nach dem Temperaturanstieg von 18°C auf 28°C bei ¢t = 24 h. Der Anstieg ist dabei jedoch deutlich
geringer als in der Messreihe CDEQ7. Der Verlauf der Messwerte nach 24 Stunden, insbesondere das
Erreichen eines zwischenzeitlichen Maximalwertes bei ¢ = 36 h, entspricht in etwa dem um zwolf Stun-
den phasenverschobenen Verlauf der Messreihe CDEQ5 ab ¢ = 12 h, die Maximalwerte haben dabei
eine vergleichbare Grofe.

Die Signalwirkung des Temperaturanstiegs fiir einen Nacht-/Tagilibergang bewirkt also auch auf
der FRQ-Proteinebene eine Phasenverschiebung, die die FRQ-Schwingung an die zuletzt wahrgenom-
mene Bedingung anpasst. Der gemessene Abfall der relativen FRQ-Proteinmenge nach einer Tempe-
ratursenkung sowie der Anstieg nach einer Temperaturerhéhung entspricht dem Ergebnis von Liu et
al. 9].
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Abbildung 5.1: CDE13, Messungen der frg-mRNA alle vier Stunden {iber 48 Stunden hinweg nach dem
Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Die Inkubationstemperatur wahrend der Wachstumsphase in
Licht vor der Messung betrug etwa 1°C weniger als wihrend der Inkubation in Dunkelheit (Messphase).
Dieser Messdatensatz wurde noch nicht in dem standardisierten Format gemessen, also ohne Gesamt-
RNA-Standard und nur mit act als Haushaltsgen. Aus diesem Grund sind die Daten mit dem Messwert
der relativen fremRNA-Menge zum Zeitpunkt ¢ = 0 h normalisiert, die Standardabweichung gibt hier
den technischen Messfehler an und enthélt somit weder die biologisch-intrinsische Varianz noch den
Messfehleranteil, der sonst anhand des Gesamt-RNA-Standards bestimmt wird.
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Abbildung 5.2: CDEO05, Messung der zur Gesamt-Proteinmenge relativen FRQ-Proteinmenge mit
Western Blot. Gemessen wurde alle vier Stunden iiber 48 Stunden hinweg nach dem Wechsel von
Belichtung zu Dunkelheit. Die Inkubationstemperatur wahrend der Wachstumsphase unter Belichtung
betrug etwa 1°C weniger als wiahrend der Inkubation in Dunkelheit (Messphase). Der entsprechende,
mit Antikorper gegen FRQ-Protein markierte Blot ist darunter abgebildet.
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Abbildung 5.3: CDE14, relative mRNA-Messung von zwo6lf unabhéngigen Kulturen unter identischen
Inkubationsbedingungen. Die Kulturen wurden alle fiir drei Tage und 18 Stunden bei Licht und 24°C
inkubiert und zeitgleich geerntet. Alle Kulturen wurden mit zwdlf vollstandig-technischen Replika-
ten gemessen. Durch diese Messung wird die biologisch-intrinsische Varianz zwischen verschiedenen
Kulturen unter identischen Versuchsbedingungen analysiert (Stochastizitét). Die linke Seite zeigt die
nicht-normalisierte Messung der Proben (blau) sowie des Gesamt-RNA-Standards (rot) fiir frg sowie
die vier Haushaltsgene. Die rechte Spalte zeigt die mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierten

Messwerte der Proben.
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Abbildung 5.4: CDEL15, relative mRNA-Messung von zwolf Kulturen nach dreitdgiger Wachstumspha-
se unter Belichtung. Gemessen wurde alle vier Stunden tiber einen Zeitraum von 48 Stunden. Durch
diese Messung wird die Stabilitdt der Kulturen unter Belichtung analysiert. Die linke Seite zeigt die
nicht-normalisierte Messung der Proben (blau) sowie des Gesamt-RNA-Standards (rot) fiir frg sowie
die vier Haushaltsgene. Die rechte Spalte zeigt die mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierten
Messwerte der Proben.
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13 Proben zur gleichen Zeit nach 18 h
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Abbildung 5.5: CDE 13, 14 und 15 im Vergleich. Die normalisierten, relativen mRNA-Mengen von
frq aus CDE 14 und 15 (Abbildungen 5.3 und 5.4 rechts oben) zusammen mit der fr¢-Messung unter
konstanter Temperatur aus CDE13 (Abbildung 5.1 oben) vergleichend gegeniibergestellt.
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Abbildung 5.6: CDE19, Messung der relativen mRNA-Menge mit einer Temperaturdnderung von
18 auf 28°C bei t = 12 h nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Gemessen wurde alle
vier Stunden iiber einen Zeitraum von 48 Stunden nach dem Wechsel zu Dunkelheit. Die Temperatur
betrug wahrend der Wachstumsphase 24°C. Die linke Seite zeigt die nicht-normalisierte Messung der
Proben (blau) sowie des Gesamt-RNA-Standards (rot) fiir frg sowie die vier Haushaltsgene. Die rechte
Spalte zeigt die mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierten Messwerte der Proben.
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Abbildung 5.7: CDEI18, Messung der relativen mRNA-Menge mit einer Temperaturdnderung von 18
auf 28°C bei t = 24 h nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Gemessen wurde alle vier
Stunden iiber einen Zeitraum von 48 h nach dem Wechsel zu Dunkelheit. Die Temperatur betrug
wahrend der Wachstumsphase 24°C. Die linke Seite zeigt die nicht-normalisierte Messung der Proben
(blau) sowie des Gesamt-RNA-Standards (rot) fiir frg sowie die vier Haushaltsgene. Die rechte Spalte
zeigt die mit dem Gesamt-RNA-Standard normalisierten Messwerte der Proben.
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Abbildung 5.8: CDE 13, 18 und 19 im Vergleich.
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Abbildung 5.9: CDEO07, Messung der relativen FRQ-Protein-Menge mit einer Temperaturanderung
von 18 auf 28°C bei t = 12 h nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Gemessen wurde alle
vier Stunden iiber einen Zeitraum von 48 Stunden nach dem Wechsel zu Dunkelheit. Die Temperatur

betrug wahrend der Wachstumsphase 24°C. Darunter ist der entsprechende Immunoblot fiir FRQ-

Protein dargestellt.
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Abbildung 5.10: CDEO08, Messung der relativen FRQ-Protein-Menge mit einer Temperaturdanderung
von 18 auf 28°C bei t = 24 h nach dem Wechsel von Belichtung zu Dunkelheit. Gemessen wurde alle

vier Stunden iiber einen Zeitraum von 48 Stunden nach dem Wechsel zu Dunkelheit. Die Temperatur
betrug wahrend der Wachstumsphase 24°C. Darunter ist der entsprechende Immunoblot fiir FRQ-
Protein dargestellt.
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Abbildung 5.11: CDEO05, CDEQ7 und CDEO8 im Vergleich
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Abbildung 5.12: CDEI14, paarweiser t-Test des Standards (links) und der normalisierten Proben
(rechts) der Messreihe zur Analyse der biologischen Replikate. Rot kennzeichnet einen p-Wert von
weniger als 0,01, diese beiden Messwerte sind also hoch signifikant verschieden. Gelb kennzeichnet
p-Werte zwischen 0,01 und 0,05 und griin p-Werte gréfer als 0,05, letztere Messwerte sind also nicht
signifikant verschieden und unterliegen aus statistischer Sicht einem sehr dhnlichen, eventuell sogar
gleichem Systemwert, was fiir den Standard der Fall ist. Der ausschliefflich griine Bereich fiir den frg-
Standard spricht fiir eine technisch sehr gelungene Messung, in Anbetracht des geringen Messfehlers
bei der qRT-PCR und der relativ hohen Pipettierungenauigkeit der reversen Tanskriptase (Glycerol,
6 wl) ist dieses Ergebnis aus statistischer Sicht streng genommen ungew6hnlich jedoch méglich. Bei
der normalisierten frmRNA-Messung der biologischen Replikate (rechts) sind 26 von 66 Paaren mit
einem p-Wert von mindestens 0, 05 signifikant verschieden, interessanterweise ist die fremRNA damit
stabiler als alle anderen Haushaltsgene, der signifikant hohere Anteil unterschiedlicher Messwerte (bei
diesem p-Wert wiren vier zu erwarten) verdeutlicht das Vorliegen biologischer Fluktuationen.
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Abbildung 5.13: CDEL15, paarweiser ¢-Test des Gesamt-RNA-Standards (links) und der normalisier-
ten Proben (rechts) der Messreihe zur Analyse der biologischen Stabilitdt. Rot kennzeichnet einen
p-Wert von weniger als 0,01, gelb zwischen 0,01 und 0,05 und griin gréfler als 0,05. Im Gegensatz
zu CDE14 (Abbildung 5.12) weist der Gesamt-RNA-Standard bei frg (links oben) einen statistisch
unverhaltnisméaflig hohen Anteil von signifikant verschiedenen Messwerten auf. Der priméare Grund
wird in der Pipettierungenauigkeit in der Menge reverser Transkriptase (Glycerol, 6 ul) liegen, die
bei dem Gesamt-RNA-Standard umso hoher wiegt, da die Messfehler der Replikate des Gesamt-
RNA-Standards im Gegensatz zu den vollstdndig-technischen RNA-Replikaten der Proben (zusétz-
liche RNA-Extraktion) sehr gering sind. Unter den normalisierten fr¢-mRNA-Messwerten der Proben
sind 32 von 66 der Probenpaare zum Konfidenzwert 0,05 verschieden, dies steht in Einklang mit
dem Signifikanztest zu CDE14, dem Experiment der zeitgleichen Kulturreplikate. Aufféllig ist bei den
normalisierten Probenmessungen desweiteren die hohe Stabilitat der gépd-mRNA.
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Abbildung 5.14: CDE19, paarweiser t-Test des Gesamt-RNA-Standards (links) und der normalisierten
Proben (rechts) der Messreihe mit Temperaturdnderung von 18°C nach 28°C bei ¢ = 12 h nach dem
1/d-Transfer. Rot kennzeichnet einen p-Wert von weniger als 0,01, gelb zwischen 0,01 und 0,05 und
griin grofer als 0,05. Der Gesamt-RNA-Standard zeigt trotz der chemischen Identitédt in Anbetracht
des Konfidenzniveaus von 0, 05 einen sehr hohen Anteil signifikant verschiedener Paare von Messungen.
Der mafigebliche Grund hierfiir wird mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Pipettierungenauigkeiten in
der Menge an reverser Transkriptase liegen. Durch Normalisierung mit dem Gesamt-RNA-Standard
konnen die Proben mit Vorsicht fiir eine weitere Analyse verwertet werden, da die Unterschiede in den
Mittelwerten der gemessenen Gesamt-RNA-Standards die gesamte Standardabweichung abbilden, die
nicht durch die vollstandig-technischen Replikate der Proben abgedeckt wird.
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Abbildung 5.15: CDE18, paarweiser ¢-Test des Gesamt-RNA-Standards (links) und der normalisierten
Proben (rechts) der Messreihe mit Temperaturdnderung von 18°C nach 28°C bei ¢ = 24 h nach dem
1/d-Transfer. Rot kennzeichnet einen p-Wert von weniger als 0,01, gelb zwischen 0,01 und 0,05 und
griin grofer als 0,05. Der Gesamt-RNA-Standard zeigt fiir die fremRNA trotz der chemischen Iden-
titdt in Anbetracht des Konfidenzniveaus von 0,05 einen leicht hohen Anteil signifikant verschiedener
Paare von Messungen. Dieser Anteil ist kann jedoch statistisch nachvollzogen werden. Durch Normali-
sierung mit dem Gesamt-RNA-Standard kénnen die Proben fiir eine weitere Analyse und numerische
Modellierung verwertet werden, da die Unterschiede in den Mittelwerten der gemessenen Gesamt-
RNA-Standards die gesamte Varianz abbilden, die nicht durch die vollstéandig-technischen Replikate
der Proben abgedeckt wird.
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Numerische Analyse der experimentellen
Messungen

In diesem Kapitel soll ein gewohnliches Differentialgleichungsmodell erstellt werden, um das in Kapitel
5 gemessene Szenario mit einem Temperaturanstieg von 18°C auf 28°C nach 24 Stunden numerisch zu
simulieren. Die Messreihen zu diesem Szenario hatten gezeigt, dass die relativen Mengen sowohl der
frg-mRNA wie auch des FRQ-Proteins nach dem Temperaturanstieg ansteigen (siehe Abbildungen 5.5)
und 5.11). Die bisherige biochemische Literatur legt jedoch einen post-transkriptionalen Wirkungs-
mechanismus der Temperatur nahe [8-10,12]. Das hier entwickelte Modell ermoglicht eine numerische
Analyse der Wirkung des Temperaturanstiegs auf das Verhalten des Uhrsystems. Insbesondere soll
durch eine Sensitivitdtsanalyse hinsichtlich der Temperatur die Frage geklart werden, welche bioche-
mische Einheit durch den Temperaturanstieg unmittelbar beeinflusst wird.

Bevor jedoch ein temperaturempfindliches Modell aufgestellt werden kann, werden zunéchst auf
der Grundlage des Goodwin-Modells (siehe Kapitel 3) die Messreihen mit konstanter Temperatur so-
wohl in Bezug auf die frgmRNA- wie auch die FRQ-Proteinmenge (CDEO5 und CDE13) simuliert.
Fiir diesen Modellierungsteil ist es entsprechend nicht erforderlich, die Wirkung der Temperatur zu
berticksichtigen. Auf diesem initialen Modell aufbauend wird dann ein vierstufiges Modell mit Tempe-
ratursensitivitiaten in allen Produktions- und Degradationstermen entwickelt. Dieses Modell ermoglicht

dann eine Sensitivitdtsanalyse hinsichtlich der Temperatur.

6.1 Modellierung und Simulation der Messreihe mit konstanter Tem-
peratur

Zur Modellierung der Messreihen mit konstanter Temperatur (CDE13 fiir fre mRNA sowie CDEO5 fiir
FRQ-Protein) wird ein Derivat des Goodwinmodells, das in Kapitel 3 eingefiithrt wurde, verwendet.
Dieses Modell besteht aus drei Zustandsvariablen: der relativen fr¢-mRNA-Menge (frq), der relati-
ven FRQ-Proteinmenge (frgp) sowie der relativen Menge des Transkriptionsfaktors WCC (wce). Die
Produktionsrate pl von frqg hingt aufgrund des Hill-Koeffizienten dabei von einem ultra-sensitiven Ak-
tivierungsmechanismus auf der Basis einer Michaelis-Menten-Kinetik von der wece-Menge ab. Die Pro-
duktionsrate p2 von frgp basiert aufgrund der angenommenen konstanten Translations-Maschinerie
quasi auf einem mono-molekularen Aktivierungsmechanismus, der von der frg-Menge abhingt. Die
Produktionsrate p3 von wce hangt dagegen lediglich von der Menge an phosphoryliertem WCC ab,
welche indirekt durch die wee-Menge sowie der konstanten WCC-Gesamtmenge gegeben ist. Die De-
gradationsraten dl und d2 von frq und frgp sind aufgrund der konstanten Konzentrationen der

Degradationsmaschinerien ebenfalls quasi-monomolekular. Dagegen basiert der Degradationsterm d3
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von wee in Anbetracht einer Ubertragung eines Phosphoryl-Restes von FRQ-Protein auf WCC-Protein
auf einem von diesen beiden Spezies abhangigen bimolekularen Mechanismus.

FErste Parameter wurden anhand der Messdaten manuell geschétzt, sie wurden dann im Rahmen
einer numerischen Parameterschitzung mit dem Rechenprogramm PARFIT/VPLAN optimiert. Da
die Messdaten zum Zeitpunkt ¢ = 0 stets auf 1,0 normalisiert wurden, in den Messreihen CDEO05 und
CDE13 sogar exakt bei 1,0 liegen, werden die Startwerte des Anfangswertproblems auf 1,0 gesetzt.
Dies schlieit auch die Menge des Transkriptionsfaktors WCC mit ein. Eine Schatzung dieses Anfangs-
wertes ist nicht n6tig, da dieser Wert im Rahmen der Reaktionsparameter eingeht. Zur numerischen
Parameterschiatzung und zum Vergleich der numerischen Losungstrajektorien mit den Messdaten wer-
den die Standardabweichungen der Messdaten angepasst. Zum einen wird fiir die relative Proteinmen-
ge des FFRQ (Messreihe CDE05) als Standardabweichung eine Kombination aus einem absoluten und
einem relativen Anteil nach folgender Gleichung berechnet: (i) = p(i) - 0.1 4+ 0.05. Zur vollstédndig-
technischen Standardabweichung der frgmRNA-Messung der Messreihe CDE13 wird aufgrund der

biologisch-intrinsischen Standardabweichung ein zusétzlicher Wert von absolut 0, 15 addiert.

05(i) = \/ 1203(i) + 0,152 (6.1)

Das Differentialgleichungsmodell nach Parameterschitzung lautet insgesamt:

df’l“q U}CCk14
_ = pl—dl=kl 7 —k4-
h=-4 p k7 + week14 fra
d
fo = f;fp = p2—d2=k2- frq—k5- frqp
d
fs = Ztcc = p3—d3=k3- (k13 —wece) — kG- frqp- wee

k01 = +1.69697e+01 k04 = +1.38731e-01 k07 = +1.99182e+02
k02 = 4+1.67100e-01 k05 = +2.54930e-01 k13 = +1.90731e+01
k03 = +2.25356e-02 k06 = +8.86760e-01 k14 = +5.85864e+00
frq(0) = 1.0 frqp(0) = 1.0 wee(0) = 1.0

Die Simulation anhand dieses Modells ist im Vergleich zu den Messdaten in Abbildung 6.1 darge-
stellt. Das Modell erfasst dabei sowohl die Periodenlangen von frq und frgp mit einem Wert von etwa
22 Stunden als auch die Phasenverschiebung zwischen frq und frgp in Hoéhe von etwa sechs Stun-
den. Dariiber hinaus zeigt es das fiir diesen Versuchsablauf charakteristische Dampfungsverhalten der

Schwingung.
6.2 Modellierung und Simulation der Messreihe mit Temperaturan-
stieg

Aufbauend auf dem Modell im vorigen Abschnitt zur quantitativen Beschreibung des Schwingungs-

verhaltens bei konstanter Temperatur soll nun ein Modell beschrieben werden, dass die Wirkung
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Abbildung 6.1: Vergleich der Simulation mit den Daten der Messreihen CDE13 und CDEO05. Die
Losungstrajektorien zeigen, dass das Modell die wesentlichen Eigenschaften der tagesrhythmischen
Schwingung hinsichtlich Periode und Phase erfasst. Desweiteren zeigt es das fiir diesen Versuchsaufbau
typische Dampfungsverhalten.
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eines Temperaturanstiegs auf das transiente, also zeitlich unmittelbare Verhalten des Systems er-
fasst. Konkret soll dieses Modell die Messreihen mit einem Temperaturanstieg von 18°C auf 28°C
nach 24 Stunden beschreiben. Hinsichtlich der fremRNA ist dies die Messreihe CDE18 sowie hin-
sichtlich des FRQ-Proteins die Messreihe CDEOS. Dabei soll jedoch gleichzeitig die Fahigkeit des
Modells zur Beschreibung des Systemverhaltens unter konstanter Temperatur erhalten bleiben. Zur
Parameterschiatzung werden daher zusatzlich die Messreihen CDEQ5 und CDE13 wie im vorherigen
Modellierungsabschnitt mitverwendet.

Nach Testen verschiedener Gleichungsstrukturen konnte ein Differentialgleichungsmodell identifi-
ziert werden, das nach Parameterschiatzung die Daten der Messreihen bei konstanter Temperatur zwar
nicht mehr so gut wie im vorigen Ausgangsmodell widerspiegelt, dafiir jedoch die Daten der Messrei-
hen mit Temperaturanstieg bei ¢ = 24 h sehr gut approximiert. In diesem Modell ist zwischen die
Zustandsvariablen frq und frgp eine Zwischenvariable med eingefiigt. Ihre Produktionsrate p2 hiangt
dabei monomolekular von der frg-Menge ab, diese Rate wird gleichzeitig zur Degradationsrate d1 des
frq hinzuaddiert, so dass es sich chemisch gesehen um eine monomolekulare Umwandlung handelt. Die
Produktionsrate von frgp hangt nun jedoch nicht mehr von frq sondern von med ab. Die Degrada-
tionsrate des med selbst ist analog zu frq eine quasi-monomolekulare Zerfallsreaktion. Grundsétzlich
lasst sich diese Zwischenvariable also als ein Zwischenprodukt interpretieren. Diese Zustandsvariable
wird bei dem Vergleich mit den Messdaten in der Parameterschatzung jedoch nicht beriicksichtigt,
stattdessen werden nur die frg-Mengen mit den fre-mRNA-Messdaten und die frgp-Mengen mit den
FRQ-Protein-Messdaten verglichen. Da in den Messdaten alle frg-mRNA- und FRQ-Protein-Varianten
erfasst werden, lasst sich dieser Variablen so gesehen keine klare chemische Identitét zuordnen, sie hat
folglich nur eine mathematische Funktion der Verzogerung.

Um der Temperatursensitivitat des Modells Rechnung zu tragen, wird jeder Produktions- und De-
gradationsterm als eine lineare Funktion der Temperatur modelliert. Wie in Kapitel 2 erldautert wurde
miissen fiir die Eigenschaft der Temperaturkompensation mehrere Reaktionen temperaturabhangig
sein. Die initialen Parameter wurden zunachst manuell geschitzt und dann mit einer numerischen
Parameterschétzung optimiert. Alle Anfangswerte wurden zur Simulation auf 1,0 gesetzt.

Zur numerischen Parameterschitzung und zum Vergleich der numerischen Losungstrajektorien
mit den Messdaten werden die Standardabweichungen der Messdaten wie in der vorigen Modellierung
angepasst. Die Standardabweichung der relativen Proteinmenge des F'RQ wird wieder entsprechend
der folgenden Gleichung angenommen: o(i) = p(i) - 0.1 + 0.05. Zur vollstandig-technischen Standard-
abweichung der frmRNA-Messung wird eine biologisch-intrinsische Standardabweichung mit einem
absoluten Wert von 0, 15 addiert.

U5(i) = \/1202(7:) + 0, 152 (6.2)

Das Differentialgleichungsmodell lautet insgesamt:
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k1l = k13- (T + k14)
k2 = k15 - (T + k16)

= pl—dl =kl

" k10 4 week12

wcck12

= p2—d2=k2- frq— k6 -med

= p3—d3=k3-med—kT7- frqp

— (k5 frq+k2- frq)

= pd—dd=kd- (k11 —wee) — k8- frop- wee

k3 = k17 - (T + k18)
k4 = k19 - (T + k20)

k5 = k21 - (T + k22)
k6 = k23 - (T + k24)

k7 = k25 - (T + k26)
k8 = k27 - (T + k28)

k10 = 41.98594e+02
k11l = +1.94087e+01
k12 = +2.131606e+01
k13 = +3.67061e+4-01
k14 = -2.64632e+02

k15 = 43.81347e-01
k16 = -2.851495e+-02
k17 = 49.28008e-04
k18 = -2.89608+4-02
k19 = +9.59137e-05

k20 = -2.90088e+02
k21 = 41.60674e-01
k22 = -2.78248e+02
k23 = 45.03352e-03
k24 = -2.63205e+02

k25 = 45.87535e-03
k26 = -2.48023e+-02
k27 = 42.49967e-03
k28 = -2.85252e+4-02

frq(0) = 1.0 med(0) = 1.0 frqp(0) = 1.0 wee(0) = 1.0

Die Abbildungen 6.2 bis 6.5 zeigen die Losungstrajektorien im Vergleich mit den Messdaten sowohl
fiir das Szenario mit konstanter Temperatur als auch mit Temperaturanstieg. Durch die zusétzliche
Messreihe mit Temperaturanstieg konnen die Messdaten unter konstanter Temperatur nicht mehr so
gut wie mit dem vorherigen Modell wiedergegeben werden (siehe Abbildungen 6.2 und 6.3). Insbeson-
dere hat sich die Periodenldnge des frgp von 22 auf etwa 32 Stunden erhéht. Abbildung 6.4 zeigt die
Losungstrajektorien sowie die Messdaten fiir den Versuchsverlauf mit einem Temperaturanstieg von
18°C auf 28°C nach 24 Stunden. Die Ubereinstimmung zwischen den simulierten Losungstrajektori-
en mit den Messdaten ist dabei sehr hoch. Auffillig ist der Haken im frg-Verlauf unmittelbar nach
der Temperaturerh6hung nach 24 Stunden. Der zunéchst steile Abfall in der frg-Menge deutet in
Verbindung mit dem Anstieg in der med-Menge zur gleichen Zeit (Abbildung 6.5) darauf hin, dass
die Temperaturerhhung insbesondere die Umwandlung der frg-mRNA in die Zwischenvariable med
beschleunigt. Dieses Ergebnis soll im folgenden Abschnitt im Rahmen einer Sensitivitdtsanalyse der
Produktions- und Degradationsraten hinsichtlich Verdnderungen in der Temperatur ndher untersucht
werden. Erst durch den Anstieg des frgp und damit einhergehend dem des wce kommt es iiber die
Riickkoppelung zu einer Umkehrung des frg-Abfalls in eine starke frq-Zunahme. Der Anstieg des frq
wird entsprechend dieser Simulation also nicht durch die Temperatur direkt ausgelost, sondern erst

durch den Riickkoppelungsmechanismus iiber frgp und wce.

6.3 Analyse der Temperatursensitivitat

Nach der Modellierung der Messdaten auf der Basis eines gewohnlichen Differentialgleichungsmodells
konnen die Eigenschaften der biochemischen Reaktionen des Uhrsystems nun hinsichtlich der quanti-

tativen Beziehungen zwischen ihnen selbst sowie zur Temperatur analysiert werden. Der Fokus liegt
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Abbildung 6.2: Simulationen mit dem vierstufigen und temperatursensitiven Modell des Versuchsab-
laufs mit konstanter Temperatur im Vergleich zu den Messreihen CDE13 (mRNA) und CDEO05 (Prote-
in). Aufgrund der zusétzlichen Beriicksichtigung der Messreihe mit Temperaturanstieg bei 24 Stunden
in der Parameterschétzung (Abbildung 6.4) beschreibt dieses Modell die Messdaten nicht so gut wie
das dreistufige Modell, insbesondere hat sich die Periodenlange des frgp von 22 auf 32 Stunden erhoht.
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Abbildung 6.3: Ergédnzender Graph zu Abbildung 6.2. Aufgrund der unterschiedlichen Skala ist die
Losungstrajektorie des med separat dargestellt.
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Abbildung 6.4: Simulationen mit dem vierstufigen und temperatursensitiven Modell zum Versuchsab-
lauf mit konstanter Temperatur im Vergleich mit den Messreihen CDE18 (mRNA) und CDEO8 (Pro-
tein). Die Losungstrajektorien geben die Messreihen zutreffend wieder. Aufféllig ist der iiber etwa eine
Stunde verlaufende Haken in der frg-Menge unmittelbar nach dem Temperaturanstieg bei 24 Stun-
den. Der zunéchst starke Abfall deutet auf eine hohe Temperatursensitivitat der Degradationsrate d1
hin. Eine Betrachtung des Verlauf von med in Abbildung 6.5 zeigt einen zeitgleichen Anstieg. Dies
deutet darauf hin, dass der Temperaturanstieg auf die Umwandlungrate von frq in med wirkt. Bereits
nach etwa einer halben Stunde kehrt sich jedoch die Anderung der frg-Menge in eine starke Zunahme
um, welche dann fiir einige Stunden anhélt. Diese Umkehrung wird offenbar durch den zwischenzeit-
lichen Anstieg in den frgp- und wece-Mengen ausgelost, der Anstieg in der frg-Menge ist folglich ein
Riickkoppelungseffekt.
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Abbildung 6.5: Ergénzender Graph zu Abbildung 6.4. Aufgrund der unterschiedlichen Skala ist die
Losungstrajektorie des med separat dargestellt.
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hier auf der Frage, ob die Temperatur transkriptional oder post-transkriptional auf das Uhrsystem
einwirkt. Zur Berechnung der Temperatursensitivitaten werden fiir alle Produktions- und Degradati-
onsraten p; und d; die partiellen Ableitungen nach der Temperatur zum Zeitpunkt ¢ = 24 h berechnet.

Die partiellen Ableitungen der Anderungsraten f; ergeben sich dann anhand der Differenz p; — d;.

plt=24) _ .. wec2(t = 24)

oT k10 + weck12(t = 24)
op2(t =24) _
o = k5 frat=24)
Op3(t =24) _
g = k17 - med(t = 24)
OpA(t =24) _
g = k19 - (k11 — wee(t = 24))
‘%1(;;24) = k21 frq(t = 24) + k15 - frq(t = 24)
0d2(t =24) _
—— = k23 - med(t = 24)
0d3(t=24) _
e = k25 - frqp(t = 24)
ad‘l%;w — K27 frop(t = 24) - wee(t = 24)

Abbildung 6.6 zeigt die Sensitivitit der Anderungsraten insgesamt sowie der Produktions- und
Degradationsraten separat nach der Temperatur. Auffallig ist dabei, dass insbesondere die Degradati-
onsrate d1 des frq sowie die Produktionsrate p2 des med eine besonders hohe Temperatursensitivitat
besitzen. Dadurch ergeben sich fiir die Anderungsraten insgesamt im Fall von frq eine starke, negative
Sensitivitdt und im Fall von med eine starke positive Sensitivitdt. Festzuhalten ist desweiteren, dass
auch die Produktionsrate pl von frq im Vergleich zu den Produktions- und Degradationsraten von
frgp und wce sehr hoch ist. Die Produktionsrate p2 von med ist einem post-transkriptionalen Mecha-
nismus zuzuordnen, da im Rahmen der Parameterschiatzung die Messdaten der frg-mRNA lediglich
mit der Zustandsvariablen frq und nicht mit med verglichen wurden. Die zweckméBige Interpretation
des med ist dabei wohl eher in einer Eigenschaft des frq als in einer chemischen Identitat zu finden.
So koénnte der Zustand med einen Konformationszustand darstellen, der im Sinne einer potentiellen
Energie die Information iiber den Temperaturanstieg speichert und dariiber dann langsam eine Stei-
gerung der frgp-Produktion bewirkt. Die Temperatursensitivitdt der Produktionsrate p1l von frq hat
dabei eine wesentliche Funktion zur Temperaturkompensation, denn ohne eine gleichzeitige Steigerung
der Produktionsrate wiirde die unmittelbare Abnahme der frg-Menge iiber den Riickkoppelungsme-
chanismus nicht in einen Anstieg umgekehrt werden koénnen. Die Ergebnisse dieser Temperaturana-
lyse unterstiitzen also den in der Literatur angenommenen post-transkriptionalen Mechanismus der
Temperaturwirkung, sie deuten jedoch gleichzeitig auch auf eine transkriptionelle Schnittstelle zur

Temperaturkompensation hin.
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Abbildung 6.6: Sensitivititsanalyse der Anderungsraten nach der Temperatur. Die Temperatursensiti-
vitdt berechnet sich anhand der partiellen Ableitungen der Produktions- und Degradationsraten nach
der Temperatur: dp; /9T und 0d; /OT. Die Temperatursensitivitat df; /0T der gesamten Anderungsrate
fi berechnet sich dann anhand der Differenz p; — d;. Das Diagramm zeigt die hohen Temperatursen-
sitivitdten sowohl in der Degradationsrate d1 von frq wie in der Produktionsrate p2 von med. Dies
legt einen post-transkriptionalen Wirkungsmechanismus der Temperatur auf das Verhalten des Uhr-
systems nahe. Etwas niedriger, aber dennoch auffallend grof}, ist die Produktionsrate pl von frq. Die
Temperatursensitivitat in dieser Reaktion diirfte fiir den Mechanismus der Temperaturkompensation
entscheidend sein.
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Diskussion und Ausblick

7.1 Ruckschliisse auf die biochemischen Reaktionsmechanismen

Der Schwerpunkt in dieser Arbeit liegt auf der Analyse des transienten Verhaltens der frg-mRNA-
sowie der FRQ-Proteinmenge nach einem Temperaturanstieg. Zwar wurden bereits biochemische Un-
tersuchungen zum Verhalten des Uhrsystems, insbesondere auch dessen Fahigkeit zur Temperaturkom-
pensation, sowohl bei gleichbleibend unterschiedlichen Temperaturen wie auch unmittelbar nach einer
Temperaturianderung mit geringerer Messauflosung durchgefiihrt [9-13], die numerischen Analysen be-
zogen sich bisher jedoch immer nur auf das Verhalten unter konstanten Temperaturbedingungen. So
konnte zwar gezeigt werden, dass das Goodwin-Modell durch die Zuordnung von Arrhenius-typischen
Temperaturabhangigkeiten in allen einzelnen Reaktionskonstanten zum einen die Fahigkeit zur Tem-
peraturkompensation besitzt und zum anderen das anhand von Messungen untersuchte Verhalten
unter gleichbleibend unterschiedlichen Temperaturbedingungen grundlegend wiedergibt [14, 15, 75],
ein Vergleich mit Messungen des transienten Verhaltens direkt nach einer Temperaturveranderung
wurde jedoch noch nicht durchgefiihrt. Die hier dargestellte numerische Simulation des Verhaltens der
gemessenen fr-mRNA- und der FRQ-Proteinmengen bei einem Temperaturanstieg von 18 auf 28°C
haben gezeigt, dass das Goodwinmodell auch mit temperatursensitiven Reaktionskonstanten nicht
zur Beschreibung unter diesem Versuchsverlauf ausreicht. Die Einfiihrung einer Variablen zwischen
der Transkription und der Translation konnte dem Differentialgleichungsmodell jedoch die Fahigkeit
verleihen, die Messdaten im Rahmen der geschatzten Messfehler addquat zu simulieren. Diese Zwi-
schenvariable hat dabei insbesondere eine zeitlich verzogernde Funktion.

Unter diesem Gesichtspunkt erdffnet das in dieser Arbeit eingefiihrte Modell einen neuen Be-
trachtungswinkel, um die Temperatursensitivitdt der einzelnen Reaktionen innerhalb der negativen
Riickkoppelungsschleife zu bemessen. Durch die Sensitivitatsanalyse konnte bestétigt werden, dass die
Erhéhung der Temperatur priméar auf der post-transkriptionalen Ebene wirkt und von dort innerhalb
von weniger als einer Stunde indirekt iiber die negative Riickkoppelungsschleife einen Anstieg in der
fre-mRNA-Menge verursacht. Aufgrund des Riickkoppelungseffektes postuliert dieses Modell jedoch
auch eine Temperatursensitivitdt im Transkriptionsprozess. Diese Eigenschaft wiirde mit den Simula-
tionen auf der Basis des temperaturabhéngigen Goodwin-Modells zur Modellierung der Temperatur-
kompensation in Einklang stehen [14], denn auch dort wurde eine Vielzahl von temperatursensitiven
Reaktionen gefordert. Eine Temperatursensitivitit in der FRQ-Protein-Degradationsgeschwindigkeit

konnte dagegen nicht gefunden werden [15].
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1.intuitive Modellschatzung

3.numerische Parameterschatzung

System

4.numerische Versuchsplanung

2.intuitive Versuchsplanung

Abbildung 7.1: Abstrakte Illustration der zwischen experimenteller und theoretischer Analyse wech-
selseitigen Modellentwicklung und der potentiellen Rolle der optimalen Versuchsplanung. Zu Beginn
dieser Arbeit wurde aufgrund erster Erfahrungen ein initiales Modell erstellt, welches im néchsten
Schritt zur intuitiven Planung eines Experiments half. Anhand der daraus gewonnenen Daten (Schritt
3) konnte dann zur Verbesserung des Modells eine Numerik-basierte Parameterschatzung durchgefiihrt
werden. Die optimale Versuchsplanung kann diese Spirale nun dadurch verlangern, indem sie bei der
Auswahl optimaler Experimente fiir die nachfolgende Parameterschétzung hilft (Schritte 4 und 5). In
diesem Sinn stellt die Numerik-basierte Versuchsplanung das Bindeglied zwischen Modellierung und
Messung in der zur numerischen Parameterschatzung entgegengesetzten Richtung dar.

7.2 Moglichkeit der numerischen Versuchsplanung zur Modellver-
feinerung

Die Ergebnisse der Modell-basierten Sensitivitdtsanalyse hinsichtlich der Temperatur héngen in dieser
Arbeit von der Zuverlassigkeit des Modells und dabei insbesondere der Konfidenz der geschétzten
Parameter ab. Die Qualitdt des Modells héngt wiederum wesentlich von den zur Verfiigung stehenden
Messdaten ab. Es liegt nahe zu fragen, ob eine Messreihe unter einem anderen Temperaturverlauf zur
Schéatzung der fiir die Sensitivitdtsanalyse wichtigen Parameter glinstiger ware. Mit der sogenannten
Optimierungs-basierten oder kurz Optimalen Versuchsplanung kénnen anhand eines vorlaufigen Dif-
ferentialgleichungsmodells ein Temperaturszenario sowie geeignete Messzeitpunkte derartig berechnet
werden, dass eine anschliefende Parameterschiatzung zu einer moglichst hohen Konfidenz der Parame-
ter fithrt [83,95]. In diesem Sinne wire es interessant, die Schétzung der Temperatursensitivititen der
Translation und Transkription zu verfeinern. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben jedoch gezeigt, dass
eine neue Messreihe unter andersartigen Versuchsbedingungen eine Differenzierung der Modellstruktur
insgesamt erfordern kann. Es bleibt dann offen, ob die anhand des vorlaufigen Modells berechneten
Messbedingungen auch fiir das neue Modell giinstig beziehungsweise optimal sind. Sollte sich die Mo-
dellstruktur in diesem Sinne jedoch nur unerheblich &ndern, dann wére die optimale Versuchsplanung
als Gegenrichtung zur Parameterschétzung eine bedeutende Hilfe bei der Modellverbesserung (siehe
Abbildung 7.1).
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Anhang 1

8.1 Analyse technischer Rauschursachen wahrend der mRNA-Messung
8.1.1 DNA- und RNA-Degradation

Das Einfrieren und das Auftauen von in Wasser geloster DNA bewirkt eine teilweise Degradation
der DNA. Diese Tatsache verdeutlicht eine quantitative PCR-Messreihe von DNA, die in ansteigen-
der Anzahl eingefroren und wieder aufgetaut wurde. Als PCR-Substrat wird dabei DNA verwen-
det, die zuvor in einer identischen PCR-Reaktion hergestellt, aufgereinigt und verdiinnt wurde. Die
PCR-Bedingungen entspreichen dabei denen des in Kapitel 4 beschriebenen Protokolls. Abbildung 8.1
zeigt die Abnahme der in der PCR-Reaktion amplifzierten DNA-Menge mit steigender Anzahl von
Gefrier/Auftau-Zyklen. Es kann angenommen werden, dass die Degradation auch im Fall von RNA
stattfindet. Bei der quantitativen mRNA-Messung ist es daher entscheidend, dass die zu messenden

RNA-Proben méglichst selten und in jedem Fall immer gleich oft eingefroren werden.

8.1.2 Vergleich von DNA- und RNA-Verdiinnungsreihen

Eine Verdiinnungsreihe von DNA und Gesamt-RNA wird fiir das cDNA-/mRNA-Ziel frqg mit quan-
titativer PCR beziehungsweise RT-PCR gemessen. Die cDNA wurde dabei aus einer vorigen PCR
Reaktion mit identischen Primern gewonnen, aufgereinigt und verdiinnt. Jede Verdiinnung wurde da-
bei mit 24 (qPCR) beziehungsweise zwolf (qRT-PCR) technischen Replikaten gemessen. In Abbildung
8.2 sind auf der linken Seite die Verdiinnungen auf einer logarithmischen Skala (Verdiinnungsfaktor)
gegen die PCR-Zykluszahl, die bis zum FErreichen des kritischen Schwellwertes von 0,1 erforderlich
ist, aufgetragen. Auf der rechten Seite sind die Mittelwerte der Replikate jeweils einer Verdiinnung
aufgetragen. Wie man erkennen kann steigt im Fall der DNA die erforderliche Zykluszahl bis zum
Erreichen des Schwellwerteslinear mit dem Verdiinnungsfaktor an, so dass sich durch exponentielle
Transformation der PCR-Zykluszahl auf die relative DNA-Ausgangsmenge geschlossen werden kann.
Dieses Verhalten liegt im Fall der Gesamt-RNA-Verdiinnung nicht vor, da offenbar durch eine steigen-
de Ausgangsmenge an Gesamt-RNA die Séttigung der reversen Transkriptase verstarkt wird. Dieses
Ergebnis verdeutlicht, dass umgekehrt durch Verdnderung der Menge reverser Transkriptase die re-
verse Transkriptionsgeschwindigkeit verédndert wird und somit das Messergebnis der qRT-PCR von
der eingesetzten Menge reverser Transkriptase abhéngt. Da dieses Enzym in der qRT-PCR-Reaktion
in einer Menge von etwa 5 ul pipettiert wird, sind Abweichungen im Messergebnis aufgrund von Pi-
pettierfehlern dieses Enzyms besonders kritisch. Der Gesamt-RNA-Standard hat unter anderem die

Funktion diese Pipetierfehler zu normalisieren.
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Abbildung 8.1: Degradation von DNA in Abhéangigkeit von der Anzahl an Gefrier- und Auftau-
vorgangen. Das linke Bild zeigt den Anstieg der kritischen PCR-Zykluszahl bei steigenden Gefrier-
/Auftauvorgingen. Das rechte Bild zeigt nach einer exponentiellen Transformation die relative DNA-
Menge fiir frq.
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Abbildung 8.2: Verdiinnungsreihe von cDNA und Gesamt-RNA. Linke Spalte: Darstellung der kri-
tischen PCR-Zykluszahl der Einzelrepliate in Abhéngigkeit vom Verdiinnungsfaktor. Rechte Spalte:
Darstellung der Replikatmittelwerte mit schrittweiser Interpolation. Die Anderungsrate der kritischen
PCR-Zykluszahl nimmt mit steigender Verdiinnung ab, was auf die Sattigung der reversen Transkrip-
tionsreaktion bei niedriger Verdiinnung schlieflen lasst.
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Anhang 2

9.1 Gerate und Chemikalien

Geréte (1)

Gerateart Modell Hersteller
Allgemein

Licht- und konfokales Mikroskop ~ TCS SP5 Leica
Photospektrometer Nanodrop 1000 peqlab
Schiittelinkubator Multitron Infors AG
Pipetten (0,1-1000 pl) Standard Eppendorf
Handschuhe aus Nitril Freeform SE Emergo

UV-Dunkelkammer
Polypropylen-Gefasse
Tischzentrifuge (bis 2,0 ml)
Mikrofiltriertes Wasser
Polypropylen-Gefisse
Rotlichtlampe
Tischschiittelinkubator bis 2 ml
Laborwaage

Magnetriihrer

Pipettierpumpe (bis 1 - 50 ml)
Polypropylenpipetten (1 - 50 ml)
Filterpapier

Erlenmeyerkolben
Vakuumpumpe

pH-Meter

pH-Elektrode

1,5-2,0 ml, RN Ase-frei
Biofuge pico

15-50 ml Falcon Tubes

Thermomixer compact
EW 600-2M

MR3001

Pipetboy

rund

aus Borosilikat

Savant Speed Vac SC110
766 calimatic

SE 100
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Vilber Lourmat
eppendorf
Heraeus
TKA-Genpure
BD Biosciences
Kaiser
eppendorf
Kern

Heidolph Instruments
Integra

BD Biosciences
Sartorius
VWR

GMI

Knick

Knick



Gerite (2)

Gerateart Modell Hersteller
RNA-Analytik
Pipetierroboter Qiacube (Bj. 2008) Qiagen

real-time PCR
Gelelektrophoresekammer
UV-Geldokumentation
96er-PCR-Mikrotiterplatte
Deckfolien

Zentrifuge (>2 ml)

Zentrifugenrotor 96er-PCR-Platten

step-one-plus

Mupid One

Infinity

MicroAmp

optical adhesive covers (PCR)
Allegra 25R,

Applied Biosystems
Advance

Vilber Lourmat
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Beckman Coulter

Spritzennadel Terumo
Mehrschrittpipette (bis 50 ml) Multistream Eppendorf
Mehrschrittpipettenspitzen Combitips plus Eppendorf
Filterspitzen Tip One Starlab
Protein-Analytik
Chemilumineszenz-Kammer Intas
dryblot-System iblot Invitrogen
SDS-PAGE-Kammer Novex Mini Cell Invitrogen
Stromtransformator Power Pac HC BIORAD
Chemikalien
Chemikalie Hersteller

Ethanol (analytisch, HPLC rein)
Isopropanol (analytisch, HPLC rein)

Agarose

Ethidiumbromid (1%)

CaClg

MgSO4
NH4NO3
KHyPOy4
NagNH4

Arginin

ZHSO4
(NH4)2FQ(SO4)2
CuSOy

MnSO4

Na(Cl

NasEDTA
Glycerin
Hepes-KOH
Sorbitol

H3BO3
NagMoO4

Tris
Trichloressigséaure
Poinéeau S

(0,1% in 5% Essigséure)

Biozym

Applichem
J. T. Baker
J. T. Baker
J. T. Baker

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich/Applichem
Carl Roth/Applichem
Sigma-Aldrich/Applichem

Applichem
Applichem
Applichem

Carl Roth GmbH

J. T. Baker

Carl Roth GmbH

Applichem

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich
J. T. Baker
Sigma-Aldrich

Phenylmethylsulfonylfluorid

Leupeptin
Pepstatin
Methanol
[B-Mercaptoethanol

Merck
Sigma-Aldrich
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Biochemische Reagenzien

Methode Artikel Hersteller
RNA-Analytik

RNA Extraktion RNeasy Plant Mini und shredder Qiagen

qRT-PCR QuantiTect Probe RT-PCR Qiagen

RNase freies Wasser
RNA-Fragmentstandard

RiboRuler HighRange RNA Ladder

MP Biobedicals LLC
Fermentas

RNA Ladepuffer 2x RNA Loading Dye Fermentas
Primer Operon
Tagman-Sonden Operon
Protein-Analytik
SDS-PAGE-Fertiggele NuPAGE Tris-Acetate Gel Invitrogen
SDS-PAGE-Puffer Novex Tris-Acetate SDS Running Buffer Invitrogen
Nitrozellulosemembran iBlot transfer stack, nitrocellulose Invitrogen
Protein-Fragmentstandard Novex sharp prestained protein standard Invitrogen
Protein-Ladepuffer 5x Laemmli/NuPAGE LDS Sample Buffer Invitrogen

frg-Priméarantikorper
Sekundarantikorper
PBS-Puffer

Block-Puffer
Chemilumineszenz Substrat

3G11

goat-anti-mouse dylight 680 conjugated
10x Dubbecco’s Pulver

fiir Western Blot

Super Signal West Pico

Medien /Lisungen
Menge Losung/Chemikalie
Neurospora Minimalmedium
1x Vogels Medium N
2% (w/v) Glucose
0,6% (w/v) Arginin (HCI)

2% (/v) Agar fiir Festmedium
50x Vogels (Vogel, 1964)
1235 g Trinatriumcitrat
250 g KHyPO4
10 g MgSO4
5g CaCly
5 ml Spurenelementeldsung
2,5 ml Biotin-Losung
ad 11 HQO
Biotin-Losung
0,1 mg/ml  Biotin
50 ml Ethanol
ad 11 H,O
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AG Brunner/BZH
Thermo Scientific
Applichem
Rockland

Thermo Scientific



Losungen /Puffer (1)

Menge Losung/Chemikalie
Spurenelemente

5g Citrat

5 g ZHSO4

1 g (NH3)2F€(SO4)2

0,25 ¢ CuSOy

50 mg MnSOy4

50 mg NasMoOy

ad 100 ml H>O

Proteinextraktionspuffer

50 mM HEPES-KOH (pH 7,4, NaOH)
140 mM Na(Cl

5 mM NasEDTA

10% (v/v) Glycerin

1 mM PMSF in 2-Propanol*

1 pg/ml Leupeptin in HoO*

1 pg/ml Pepstatin in Formaldehyd*

*Zugabe unmittelbar vor Gebrauch

Loésungen /Puffer (2)

Menge Losung/Chemikalie
TAE-Puffer (50x)

Tris 2,0 M

EDTA-Nay 50 mM

Essigsaure 1,0 mM

pH 8,5

PBS-Puffer (10x)

KH2P04 18 mM

NagHPO4 101 mM

NaCl 1,369 mM

KCl 27 mM

pH 7.4

Laemmmli-Puffer (10x)

Tris 250 mM

Glycine 1,920 M

SDS 1%

Rechenprogramme

Programm Entwickler
DAESOL/PARFIT/VPLAN IWR, Ruprecht-Karls-Universitat
Matlab Mathworks
Illustrator Adobe
Photoshop Adobe
The Gimp GNU
LaTeX The LPPL
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Anhang 3

10.1 Quantitative PCR

10.1.1 Sequenzen von Primern and Sonden

Name Sequence

frq_fw TTGTAATGAAGGTGTCCGAAGGT

frq_rv CGTTTTCCGCTTCTTCCTCC

frq_pr (6)FAM-ACCTCCCAATCTCCGAACTCGCCTG-TAMRA

act(Il)_fw  GATGACACAGATCGTTTTCGAGACT

act(Il)rv. . TCCTTTCTCTCTACGCCTCCG

act(I)_pr  (6)FAM-CCGCCTTCTACGTCTCCATCCA-TAMRA
g3pdhfw CATTGAGCCCAAGTACGCTGCTTAC

g3pdhay  CCTTCTTGCCGTTGACGACGAG

g3pdhpr (6)FAM-CCACGGCAACTTCAAGGGCACCAT-TAMRA

gbpd_fw ACTCCTTCCTTGGCGCTACCTGG
gbpd_rv CATCACATCGCGGATGATGCCG

gbpd_pr (6)FAM-CAAGGAACCCTTCGGCACCGAGG-TAMRA

gtub_fw CCAGTGCGGCAACAGCATCGGA
gtub_rv AGACATCTTTACGGTCGCCGCC

gtub_pr (6)FAM-CTTTGTCTGGAGCATGGCATCAGCC-TAMRA

10.1.2 Genomische Alinierung von Primern und Sonden

frq

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

AGCCCTATGACCGAAGATACCGAGGATGGCTCGGATAAGAATGGTCGGAGGAAGAAGCGG
AGCCCTATGACCGAAGATACCGAGGATGGCTCGGATAAGAATGGTCGGAGGAAGAAGCGG

AAAACGCAGCAGGCGAGTTCGGAGATTGGGAGGTTCGGTCCCTCAAGGTCACCTTCGGAC
AAAACGCAGCAGGCGAGTTCGGAGATTGGGAGGTTCGGTCCCTCAAGGTCACCTTCGGAC
—————————————————————————————————————————————————— ACCTTCGGAC

ACCTTTCATTACAAACCGATGTTTGTACACCGTAATTCATCCTCAATCGAGACCTCTTTG
ACCTTTCATTACAAACCGATGTTTGTACACCGTAATTCATCCTCAATCGAGACCTCTTTG
ACCT-TCATTACAA === == === o oo



act

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

g3pdh

dna
rna
intron
prim_fw
prim_rv
probe

dna
rna
intron
prim_fw
prim_rv
probe

dna
rna
intron
prim_fw
prim_rv
probe

dna
rna
intron
prim_fw
prim_rv
probe

gbpd

mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

mRNA

TGAGAAGATGACACAGATCGTTTTCGAGACTTTCAACGCCCCCGCCTTCTACGTCTCCAT
TGAGAAGATGACACAGATCGTTTTCGAGACTTTCAACGCCCCCGCCTTCTACGTCTCCAT

CCAGGCCGTCCTTTCTCTCTACGCCTCCGGTCGTACCACCGGTATCGTCCTCGACTCCGG
CCAGGCCGTCCTTTCTCTCTACGCCTCCGGTCGTACCACCGGTATCGTCCTCGACTCCGG

GAGCACGATGACATCCACATCGTCGCTGTCAACGACCCCTTCATTGAGCCCAAGTACGCT
GAGCACGATGACATCCACATCGTCGCTGTCAACGACCCCTTCATTGAGCCCAAGTACGCT

GTAAGTTGGCCTCGCTCACATAGATCCCTTGTCTCATATGACAACTCAGACTCTGACCAT
GCTTAC— === === = = oo o

CATCCCTCTTACAGGCTTACATGCTCCGCTACGACACCACCCACGGCAACTTCAAGGGCA
—————————————— GCTTACATGCTCCGCTACGACACCACCCACGGCAACTTCAAGGGCA

CCATCGAGGTTGACGGTGCTGACCTCGTCGTCAACGGCAAGAAGGTCAAGTTCTACACTG
CCATCGAGGTTGACGGTGCTGACCTCGTCGTCAACGGCAAGAAGGTCAAGTTCTACACTG

GGCGCTACCTGGAACAGGCATCACATCGACAACGTCCAAATTACATTCAAGGAACCCTTC
GGCGCTACCTGG-— === === === === m o m oo

GGCACCGAGGGCCGTGGTGGCTACTTCGACGAGTTCGGCATCATCCGCGATGTGATGCAG
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pri_fw
pri_rv
probe

gtub

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

DNA
mRNA
pri_fw
pri_rv
probe

GCAGTTTCTGCTAACATTCTCAAGTCGGAAGCCAGTTCTGGCAGCAGCTTTGTCTGGAGC
———————————————————————— TCGGAAGCCAGTTCTGGCAGCAGCTTTGTCTGGAGC

ATGGCATCAGCCAGGACGGAACCATCGAGGACTTTGCGACCGAAGGCGGCGACCGTAAAG
ATGGCATCAGCCAGGACGGAACCATCGAGGACTTTGCGACCGAAGGCGGCGACCGTAAAG

ATGTCTTCTTTTACCAGAGCGACGATACGCGATACATTCCCCGGTCCATCCTGATCGATC
ATGTCTTCTTTTACCAGAGCGACGATACGCGATACATTCCCCGGTCCATCCTGATCGATC
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