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Abstract

Eukaryotic circadian clocks are made up by networks of interconnected feedback loops. One basic
principle therein is a transcriptional-translational negative feedback loop in which a protein repres-
ses with a time delay transcription of its own mRNA. Therefore, regulation of nucleo-cytoplasmic
partitioning of distinct proteins plays an important role in the clocks’ molecular mechanisms.

FREQUENCY (FRQ) is one of the central components of the Neurospora crassa circadian clock.
On the one hand, it represses in the nucleus transcription of its own mRNA (negative feedback).
On the other hand, it promotes in the cytosol accumulation of White Collar Complex (WCC) con-
sisting of the transcription factors White Collar (WC) 1 and 2 (positive feedback) which in turn
causes transcription of frg mRNA. The temporal order of both functions is exactly determined so
subcellular distribution of FRQ needs to be regulated precisely. To ensure proper functioning of the
clock, most of the protein localises to the cytosol and only a minor portion is in the nucleus although
FRQ contains a functional nuclear localisation signal (NLS). frq° expresses — due to a frame shift
mutation — an approx. 30 % C-terminally shortened protein (FRQ”). FRQ® appears predominantly
in the nucleus so the C-terminus accounts for the unexpected cytosolic localisation of FRQ.

This study examines which parts of the C-terminus determine localisation and how the subcellu-
lar distribution is achieved. FRQ distribution cannot be attributed to a closely confined region in the
C-terminus (e.g. a putative nuclear export signal, NES) and presumably reflects a dynamic equilibri-
um of nuclear import and export. Phosphorylation in the nucleus may withdraw a part of the FRQ
population from this shuttling process so it cannot enter the nucleus again (e. g. by masking of the
nuclear localisation signal, NLS).

Phosphorylation is an important mechanism regulating FRQ functions and may be involved in
determining subcellular localisation as well. In order to identify in vivo phosphorylation sites and
binding partners by mass spectrometry several affinity chromatography methods were tested for
their applicability with Neurospora. One single method has not proven to be sufficient for proper
FRQ enrichment but a double strategy of Hisg/Ni>* and StrepTag II/StrepTactin purification seems
promising since both can deplete the protein from total extracts and their buffers are compatible with
each other.

Finally, a new set of expression vectors for N. crassa transformation is presented. Each vector
complements histidine auxotrophy of the his-3 mutant and contains a N. crassa promoter, polylinker

and a transcriptional terminator with polyadenylation site.



Zusammenfassung

Die circadianen Uhren eukaryontischer Organismen bestehen aus einem Netzwerk miteinander
verkniipfter Riickkopplungsschleifen. Ein grundlegendes Prinzip darin ist eine negative Transkrip-
tions-Translations-Riickkopplungsschleife, in der ein Protein die Transkription seiner eigenen mRNA
zeitverzogert reprimiert. Daher spielt die Regulation der nukleocytoplasmatischen Verteilung einzel-
ner Proteine im molekularen Mechanismus der Uhren eine wichtige Rolle.

FREQUENCY (FRQ) ist eine der zentralen Komponenten der circadianen Uhr von Neurospora
crassa. Es hemmt zum einen im Zellkern die Transkription seiner eigenen mRNA (negative Riick-
kopplung), zum anderen fordert es im Cytosol die Bildung des White Collar Komplexes (WCC)
bestehend aus den Transkriptionsfaktoren White Collar (WC) 1 und 2 (positive Riickkopplung), der
wiederum die Transkription von frequency-mRNA bewirkt. Die zeitliche Abfolge beider Funktionen
ist exakt festgelegt, daher muss die subzelluldre Verteilung von FRQ prizise reguliert werden. Um
das korrekte Funktionieren der Uhr zu gewdhrleisten, ist FRQ zum groften Teil im Cytosol und nur
zum kleineren Teil im Zellkern lokalisiert, obwohl es ein funktionales Kernlokalisationssignal (NLS)
besitzt. frg’ exprimiert durch Leserasterverschiebung ein um ca. 30 % C-terminal verkiirztes Prote-
in (FRQ®), das iiberwiegend im Zellkern vorkommt. Der C-Terminus ist also fiir die unerwartete
cytoplasmatische Lokalisation von FRQ verantwortlich.

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, welche Teile des C-Terminus die FRQ-Lokalisation
beeinflussen und wie die subzelluldre Verteilung bewirkt wird. Die Verteilung kann nicht einer
eng umgrenzten Region (z. B. einem putativen Kernexportsignal, NES) im C-Terminus zugeschrie-
ben werden und spiegelt sehr wahrscheinlich ein dynamisches Gleichgewicht aus Kernimport und
-export wider. Ein Teil der FRQ-Population konnte durch Modifikation im Zellkern diesem shutt-
ling-Prozess entzogen werden, so dass er nicht wieder in den Zellkern gelangen kann (z. B. durch
Maskierung eines Kernlokalisationssignals, NLS).

Phosphorylierungen sind ein wichtiger Regulationsmechanismus fiir FRQ-Funktionen und konn-
ten auch an der Festlegung der subzelluldren Lokalisation beteiligt sein. Um in vivo-Phosphorylie-
rungsstellen und Bindungspartner von FRQ massenspektrometrisch identifizieren zu konnen, wur-
den verschiedene Affinititschromatographiemethoden auf ihre Verwendbarkeit in N. crassa getes-
tet. Eine einzelne Methode fiihrte in keinem Fall zu ausreichender Anreicherung von FRQ, aber
eine Doppelstrategie aus Hisg/Ni>*- und StrepTag II/StrepTactin-Aufreinigung erscheint viel ver-
sprechend, da beide das Protein aus Totalextrakten depletieren konnen und die Puffer miteinander
kompatibel sind.

SchlieBlich wird ein Satz neuer Expressionsvektoren fiir die Transformation von N. crassa vorge-
stellt. Jeder dieser Vektoren komplementiert die Histidinauxotrophie der his-3-Mutante und besitzt
einen N. crassa-Promotor, einen Polylinker sowie einen Transkriptionsterminator mit Polyadenylie-

rungsstelle.



1 Einleitung

Viele Lebensrdume der Erde sind durch den stindigen Wechsel von Tag und Nacht geprégt, deren
Rhythmus durch die Erdrotation bestimmt wird. Die Lebewesen in ithnen miissen sich den dadurch
entstehenden wechselnden Bedingungen anpassen bzw. konnen diese zu ihrem Vorteil nutzen (z. B.
geringere Bedrohung durch Fressfeinde bei nacht- oder dimmerungsaktiven Tieren). Dabei ist es
oftmals niitzlich, den Anbruch des Tages bzw. den Einbruch der Nacht quasi vorauszuahnen, um zum
tatsidchlichen Zeitpunkt bereits darauf vorbereitet zu sein [[1]. So haben sich im Laufe der Evolution
bei vielen — insbesondere hoheren — Lebewesen Mechanismen entwickelt, die es ermdglichen, die

Zeitspanne eines Tages auch ohne duflere Einfliisse zu messen: die circadianen Uhren.

1.1 Circadiane Rhythmen und molekulare Uhren [2]

Circadiane Rhythmen sind Oszillationen auf biochemischer, physiologischer oder Verhaltensebene,
die unter konstanten dufleren Bedingungen fortbestehen und dann eine Peridoendauer von ungeféahr
einem Tag[|aufweisen. Sie sind temperaturkompensiert, d. h. die Periodendauer ist weitgehend tem-
peraturunabhiingig. Da sie autonom und selbsterhaltend sind, bediirfen sie keiner externen Stimuli,
konnen aber dennoch in bestimmten Grenzen von auflen beeinflusst werden (Phasenverschiebung
bzw. entrainment), z. B. durch Licht oder schnelle Temperaturwechsel. Dies macht die Synchroni-
sation auf die exakt 24 Stunden des astronomischen Tages moglich. Die dulleren Faktoren (inputs)
werden — auch in der englischen Literatur — als Zeitgeber bezeichnet. Neben den starken universel-
len Zeitgebern Licht und Temperatur konnen beispielsweise auch Nahrungsangebot oder soziales
Umfeld einen Einfluss haben. Circadiane Rhythmen sind also nicht vollig starr, sondern kénnen auf
Verdnderungen der Umwelt reagieren (schon die jahreszeitlich bedingte Schwankung der Tagesléange
in hoheren geographischen Breiten macht eine Anpassung erforderlich).

Beim Menschen weisen viele Prozesse einen 24-stiindigen Rhythmus auf: Korpertemperatur, Hor-
monproduktion, Blutdruck, Ausscheidungsrate der Nieren, korperliche und geistige Leistungsfahig-
keit, Wachstum und Regenerationsvorginge, Schmerzempfinden, Metabolismusrate usw. Das pro-

minenteste und offensichtlichste Beispiel fiir einen circadianen Rhythmus ist aber der Schlaf-Wach-

* lat. circa — um ... herum, etwa, ungefihr; lat. dies — Tag
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Rhythmus: Schichtarbeiter mit hiufig wechselnden Schichten leiden darunter, dass sich die ,,innere
Uhr* des Menschen nicht plotzlich und beliebig verstellen lédsst, und auch der sogenannten Jetlag
nach Langstreckenfliigen in Ost— West- bzw. West—Ost-Richtung macht dies deutlich.

Die erste Beschreibung eines circadianen Ryhthmus stammt aus dem Jahre 1729 [3[]: de Mai-
ran hatte beobachtet, dass Mimosa pudica, die nachts ihre gefiederten Blitter zusammenfaltet und
nach unten hidngen lisst (die gleiche Reaktion erfolgt nach Berithrung oder Erschiitterung), diese
Blattbewegung auch in stindiger Dunkelheit mit konstanter Zeitabfolge beibehilt. Spiter wurden
circadiane Rhythmen auch bei vielen anderen Organismen entdeckt; sie kommen mit Ausnahme der
Archaea in allen Dominen des Lebens vor und sind insbesondere bei hoheren Eukaryonten weit
verbreitet. Ursache dieser Rhythmen sind circadiane Uhren auf molekularer und zelluldrer Ebene,
die den zentralen Oszillator bilden und auf verschiedenen Wegen (outputs) die anfangs erwihnten
Prozesse steuern.

Als Modellorganismen zur Charakterisierung der circadianen Uhren dienen heute Maus (Mus
musculus), Taufliege (Drosophila melanogaster), Zebrafisch (Danio rerio), Acker-Schmalwand (Ara-
bidopsis thaliana), die einzellige Alge Chlamydomonas reinhardtii, das Cyanobakterium Synecho-
coccus elongatus und der Ascomycet (Schlauchpilz) Neurospora crassa. Anders als anfangs viel-
leicht erhofft, gibt es keinen universellen Mechanismus, der allen Spezies gemeinsam ist. Die zen-
tralen Oszillatorkomponenten zwischen ihnen unterscheiden sich teilweise so sehr, dass anzuneh-
men ist, dass circadiane Uhren mehrmals wihrend der Evolution entstanden sind [4]]. Dennoch gibt
es gemeinsame Prinzipen (z. B. eine verzogerte negative Riickkopplungsschleife, meist im Wechsel
von Transkription und Translation, bei der das Protein die Transkription seiner eigenen mRNA re-
primiert) und insbesondere unter den Proteinen, die den Kernoszillator regulieren, viele Parallelen.
Erkenntnisse aus dem einem Modellorganismus fiihren so gelegentlich zur Charakterisierung eines

dhnlichen Mechanismus in einem anderen.

1.2 Neurospora crassa als Modellorganismus [5, 6]

Neurospora gehort zur Abteilung der Ascomycota (Schlauchpilze) oder fungi imperfecti, wie auch
Saccharomyces cerevisiae oder Schizosaccharomyces pombe. Sie kommt hédufig als Erstbesiedlerin
auf Holz nach Brinden vor], aber auch in verwesender pflanzlicher Materie (speziesabhingig) und
besitzt einen asexuellen sowie einen — recht komplexen — sexuellen Lebenszyklus (Abb. [I). Im ase-
xuellen Zyklus, der unter normalen Wachstumsbedingungen dominiert, ist N. crassa haploid und
wichst in Form von coenocytischen Hyphen, d. h. die Hyphen bilden ein mehrkerniges Syncytium,

das durch unvollstindige Septen unterteilt ist. Auf bestimmte Reize (Licht, Ndhrstoffmangel) bzw.

* Neurospora gehort zur Klasse der Sordariomycetes oder Pyrenomyctes; altgr. tvp — Feuer
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Abbildung 1: Sexueller und asexueller Lebenszyklen von Neurospora crassa, nach [6], S. 13 (veran-
dert)

unter Kontrolle der circadianen Uhr werden die mehrkernigen Makrokonidien gebildet. Dabei ent-
steht zunichst ein sogenanntes Luftmyzel, dessen Hyphen eine hydrophobere Oberfliche besitzen.
An deren Enden bilden sich mehrfache Einschniirungen, die schlieBlich vollstindig abgeteilt werden
und sich zu Makrokonidien entwickeln. Diese kdnnen abbrechen und z. B. vom Wind verteilt wer-
den; sie dienen damit der schnellen Verbreitung (einkernige Mikrokonidien entstehen dagegen nur
unter sehr speziellen Wachstumsbedingungen, zunéchst als seitliche Ausstiilpungen der Hyphen).
Nach dem Auskeimen bilden die Konidien wieder ein vegetatives Myzel.

Bevor der circadiane Rhythmus der Makrokonidienbildung entdeckt wurde, war Neurospora cras-
sa schon lidngere Zeit als Modellorganismus verwendet worden. Der ,,rote Brotschimmel* wurde
1843 beschrieben als Kontamination franzosischer Béackereien und Oidium aurantiacum genannt [7];

schon hier wurde die lichtabhingige Orangefdrbung untersucht. 1901 wurde berichtet, wie der nun
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Monilia sitophila genannte Organismus in Indonesien zur Herstellung von ,,ontjom* (fermentierte
Erdnusspresskuchen) verwendet wurde [8], und im gleichen Jahr wurde ein orangener Schimmelpilz
erwihnt, der in Brasilien auf verbrannter Vegetation wuchs [9]. 1923 kam es nach einem Erdbeben
mit folgendem GrofBbrand in Tokyo zu massenhaftem Auftreten von ,,Monilia aurea* [10].

Shear und Dodge erkannten 1927, dass der Monilia sitophila-Komplex in Wahrheit aus drei Arten
bestand, die sie anhand ihrer geschlechtlichen Fortpflanzungsformen unterschieden (Neurospord|
crassa, N. sitophila und N. tetrasperma genannt) [[11]. Sie fanden, dass N. crassa und N. sitophila je-
weils in zwei Paarungstypen vorkamen, die selbststeril waren und deren Gene klassisch vererbt wur-
den. Neurospora wurde ein Modellorganismus fiir die Genetik, weil er klasssiche Mendelsche Ver-
erbung sowie Rekombination durch crossing over zeigt und im asexuellen Lebenszyklus haploid ist,
Mutationen also leicht an Hand des Phinotyps verfolgt werden konnen. Beadle und Tatum mutier-
ten Neurospora kiinstlich durch Rontgenbestrahlung und untersuchten die dabei entstandenen Stoff-
wechseldefekte [12, [13]]. Sie kamen schlieBlich zur beriihmten ,,Ein-Gen-ein-Enzym‘-Hypothese
[14]], die 1958 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde.

Pittendrigh et al. beschrieben 1959 den circadianen Rhythmus von N. crassa [15]], und spéter fan-
den Sargent et al. die Mutante timex, bei der die rhythmische Makrokonidienbildung in race tubes
als deutliche Banden besser zu beobachten war [16]]. Diese wurde spéter als Doppelmutante aus
band (bd) und inv identifiziert, in der die Invertase-Mutation inv fiir den Phéanotyp der rhythmischen
Bandenbildung unerheblich istm [18]]. Auf der Grundlage dieses Stamms wurde eine Reihe verschie-
dener Mutanten erzeugt, die Verdnderungen des circadianen Rhythmus aufweisen; dies betrifft meist
die Periodendauer (unter anderen frq'—frq®, Zusammenfassung in [[19]), aber auch eine Mutante, die
keinen circadianen Rhythmus mehr zeigte (frg® [20]), trat auf. SchlieBlich wurde mit FREQUENCY
(FRQ) das erste Uhrenprotein von N. crassa chrakterisiert [21, 22]], was den Anfang der detaillier-
ten molekularen Untersuchung der circadianen Uhr markierte. So viel dariiber bisher in Erfahrung
gebracht wurde, so wenig ist allerdings iiber den Mechanismus des output bekannt, weder was die
Regulation der Konidienbildung betrifft noch die Expression der uhrenkontrollierten Gene (clock

controlled genes, ccgs).

Race tube assay

Der race tube assay wurde bereits 1943 zur Bestimmung der linearen Wachstumsrate von Neurospo-
ra eingefiihrt [23]] und spéter zur Analyse des circadianen Ryhthmus der Konidienbildung verwendet

[16]]. Race tubes sind 40—60 cm lange Glasrohren von ca. 14 mm Innendurchmesser, die an den En-

* altgr. veDpov — Sehne, Hinweis auf das gebénderte Aussehen der sexuellen Ascosporen

T bd verringert die Empfindlichkeit fiir CO,, das die Konidienbildung insbesondere in den engen racetubes unterdriicken
kann. Kiirzlich wurde bd als dominante Punktmutation von ras-I charakterisiert [[17]].
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau und Fotografie eines vollstdndig bewachsenen race tube mit
densitometrischer Analyse (Quantifizierung der Signalintensitat, reduziert auf eine Dimension), nach
[25] (verandert)

den um 45° nach oben gebogen sind und am Boden mit einer diinnen Schicht Festmedium gefiillt
sind. Sie werden an einem Ende inokuliert und bei Licht inkubiert, bis N. crassa sicher angewachsen
ist. Dann werden sie ins Dunkle gestellt bzw. definierten Licht-Dunkel-Zyklen ausgesetzt, bis die
gesamte Lange der Rohren bewachsen ist. Um Periodendauer und Phase der Zyklen bestimmen zu
konnen, wird die Wachstumsfront tiglich unter Rotlich{f| markiert. Die Abstinde zwischen den Ma-
xima der Konidienbildung und die Abstidnde der Markerierungen des Wachstumsfortschritts werden
ausgemessen und gemittelt; aus dem Verhiltnis beider lésst sich die Periodendauer berechnen. Durch
computergestiitzte Analyse kann neben der Periodendauer auch die Phase des Rhythmus errechnet
werden.

Um circadiane Rhythmen unterschiedlicher Periodendauer miteinander vergleichen zu konnen,
wurde das System der circadianen Zeit (circadian time, CT) eingefiihrt: Unabhédngig von der tat-
sdchlichen Dauer wird eine Periode des circadianen Rhythmus willkiirlich in 24 Stunden eingeteilt,
wobei der Beginn (CT 0) auf den subjektiven Sonnenaufgang festgelegt wurde; der subjektive Son-

nenuntergang liegt damit bei CT12.

* Rotlicht hat offensichtlich keinen Einfluss auf die circadiane Uhr, wenngleich N. crassa zwei Phytochrome exprimiert,
die circadian reguliert werden. Keine der bisher bekannten Photoreaktionen wird indes durch Deletion der beiden Gene
veriandert [24]).
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1.3 Die circadiane Uhr von N. crassa

Drei Proteine bilden die zentralen Komponenten der circadianen Uhr von N. crassa: Frequency
(FRQ) [21},22] sowie die Transkriptionsfaktoren White Collar 1 (WC-1) und White Collar 2 (WC-2),
alle drei werden in vivo vielfach phosphoryliert [26} 27, 28, 29,130]. WC-1 und WC-2 bilden zusam-
men den White Collar Complex (WCC) [27]], der die Transkription von frg (und anderer circadian
kontrollierter Gene) aktiviert. FRQ, das gegeniiber seiner mRNA mit einer Verzogerung von einigen
Stunden akkumuliert, hemmt die Aktivitdt des WCC und reprimiert so die Transkription von frg
sowie die anderer WCC-kontrollierter Gene [21]. Diese negative Riickkopplungsschleife fiihrt dazu,
dass sowohl die frg-mRNA- als auch die FRQ-Proteinmenge im Laufe eines circadianen Tages mit
hoher Amplitude oszillieren (Abb. 3). Des Weiteren bewirkt FRQ auf posttranskriptionaler und/oder
posttranslationaler Ebene, dass grolere Mengen WCC gebildet werden, was als positive Riickkopp-
lung wiederum die Transkription von frq fordert [31,32]. Diese beiden scheinbar widerspriichlichen
Funktionen von FRQ sind zeitlich und rdumlich genau koordiniert: Kleine Mengen an nukleidrem
FRQ sind fiir die Repression ausreichend, wihrend grolere Mengen FRQ im Cytosol akkumulieren
miissen, um die Bildung des WCC zu unterstiitzen [33]].

Die wc-1- und we-2-mRNA-Mengen sind konstant, ebenso die Menge an WC-2, das im fiinffa-
chen Uberschuss zu WC-1 (und FRQ) vorliegt [35 30]. WC-1 kann nur akkumulieren, wenn es
mit WC-2 den WCC bildet [36]], und seine Menge oszilliert mit nahezu entgegengesetzter Phase zu
frg-mRNA [31] (Abb. [3). Der WCC ist im Zellkern sehr stark angereichert, wihrend iiberschiissi-
ges WC-2 sowohl dort als auch im Cytosol in groBer Menge vorkommt [28]. Der WCC bindet an
licht- und uhrgesteuerte Elemente im frg-Promotor und aktiviert die Transkription von frg-mRNA
[37, 138]]. Dabei findet im frg-Promotorbereich ein Umbau des Chromatins statt. Clockswitch (Csw-
1), ein Homolog von ATP-abhingigen Chromatin-umbauenden Enzymen, ist fiir die Funktion der
circadianen Uhr notwendig [39]]. Die frg-mRNA-Konzentration beginnt von der spiten subjektiven
Nacht (CT 20) an zu steigen und erreicht kurz nach der Morgenddmmerung (CT 0—4) ihr Maximum
[40L 26), 41]. Zu diesem Zeitpunkt sind geringe Mengen hypophosphoryliertes FRQ vorhanden, die
als Repressor wirken [42, 33]]. FRQ akkumuliert langsam, und deshalb sinkt die mRNA-Menge, bis
die Repression am spiaten Nachmittag ihren Hohepunkt erreicht [40, 26) 43]. Das bereits syntheti-
sierte FRQ wird nach und nach an vielen Stellen phosphoryliert, und wihrend der subjektiven Nacht
(CT 12-20) wird das hyperphosphorylierte FRQ abgebaut, so dass die FRQ-Konzentration sinkt. Die
Repression hilt allerdings noch bis CT 20 an, wo nur noch geringe Mengen hyperphosphoryliertes
FRQ vorhanden sind. Dieses kann die Transkription aber nicht mehr in gleichem Malle reprimieren
wie hypophosphoryliertes FRQ, das am Morgen in vergleichbarer Konzentration vorliegt [41]]. Ob

die Fihigkeit zur Transkriptionsrepression von bestimmten Phosphorylierungen abhéngt, ist nicht
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Abbildung 3: Schematisierte Oszillationen der Mengen von frg-mRNA, FRQ (gestrichelt: Cytosol,
grau: Zellkern) und WC-1 in relativen Einheiten (r. E.) wahrend des circadianen Tages (CT: circadiane
Zeit, circadian time), nach [34] (veréndert)

bekannt; es ist moglich, dass allein die FRQ-Konzentration im Zellkern von Bedeutung ist. Diese ist

vor der Morgenddammerung wesentlich geringer als am Morgen [41}33]].

1.4 Eigenschaften von FREQUENCY

FRQ ist ein 989 Aminosidurereste (108 kDa) groB3es Protein [21] ohne strukturelle Verwandtschaft zu
anderen Proteinen. Homologe wurden lediglich in den Ascomyceten Sordoria fimicola, Leptosphae-
ria australiensis, Hypocrea spinulosa, Gibberella zeae, Magnaporthe grisea und Phaeosphaeria no-
dorum gefunden [44]; Abb.[d]zeigt einen Sequenzvergleich der Proteine. Das einzige von den géngi-
gen Algorithmen vorhergesagte Strukturmerkmal ist die coiled coil-Region im N-terminalen Bereich
von FRQ, die Dimerisierung ermoglicht und fiir die Funktion der circadianen Uhr notwendig ist [43]].

FRQ bildet hohermolekulare Komplexe sehr heterogener GroBe (s.[3.2.1)), in denen Caseinkinase 1a
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Abbildung 4: Sequenzvergleich von FRQ-Homologen aus verschiedenen Organismen
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Abbildung 4: (Fortsetzung) Sequenzvergleich von FRQ-Homologen aus verschiedenen Organismen:
Neurospora crassa, Sordaria fimicola, Leptosphaeria australiensis, Hyprocrea spinulosa, Gibberella

zeae und Phaeosphaeria nodorum
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(CK-1a, s.u.) [43] und die DEAD-box-RNA-Helikase FRH (FRQ interacting RNA helicase) enthal-
ten sind [46]. Doblp, das S. cerevisiae-Homolog von FRH, ist Bestandteil des Exosom-Komplexes,
der den Metabolismus verschiedener RNA-Spezies (darunter auch mRNAs) reguliert. FRH ist fiir
die Lebensfihigkeit von Neurospora essentiell (der genaue Zusammenhang ist nicht bekannt), die
FRH-FRQ-Interaktion wird fiir die negative Riickkopplung der circadianen Uhr bendtigt. AuBBerdem
interagiert FRH FRQ-unabhiingig mit WC-1 und WC-2 [46]].

#1 #3 PEST-1 PEST-2
Cc
C
NLS Y1 Y2

Abbildung 5: Schematische Darstellung wichtiger Bereiche von FRQ. #1, #3: alternative Startkodons
(s. fur I-FRQ (#1) und s-FRQ (#3), CC: coiled coil, NLS: Kernlokalisationssignal, ¥: Pseudo-NLS
(inaktiv), PEST: Prolin-/Glutaminsaure-/Asparaginsaure-/Serin-/Theronin-reiche Region

Fiir die Repressorfunktion erforderlich ist ein Kernlokalisationssignal (nuclear localisation si-
gnal, NLS), das sich am Ende der coiled coil-Region von FRQ befindet (Abb. [5). Dennoch ist FRQ
nicht im Zellkern angereichert, sondern kommt zum iiberwiegenden Teil im Cytosol vor; Deletion
des NLS verlagert FRQ allerdings vollstiandig ins Cytosol, und die circadiane Uhr funktioniert nicht
mehr [41]. Zu Beginn der FRQ-Synthese sind die Konzentrationen in Zellkernen und Cytosol unge-
fiahr gleich [41,133]. Wihrend in den Kernen recht bald das Maximum erreicht wird (CT 4), steigen
die cytosolischen Mengen weiter an, bis sich 8—12 h nach Induktionsbeginn der weitaus grofite Teil
im Cytosol befindet und die cytosolische Konzentration deutlich hoher als die nukleére ist [4 1} 46].
Die FRQ-Akkumulation geht mit zunehmender Phosphorylierung einher, aber es ist nicht bekannt,
ob die subzellulidre Lokalisation dadurch reguliert wird.

Weiterhin ist unbekannt, ob nur ein Teil des gesamten FRQ {iiberhaupt in der Lage ist, in den
Kern zu gelangen bzw. der groBte Teil im Cytosol zuriickgehalten wird. Alternativ konnte die FRQ-
Verteilung ein dynamisches Gleichgewicht aus Import und Export widerspiegeln (,,shuttling™, s.[1.§),
in dem die Kinetiken der Transportprozesse circadian reguliert werden.

Das im Lauf eines circadianen Tages entstehende hyperphosphorylierte FRQ wird schlieBlich ab-
gebaut [47]]. FRQ interagiert mit FWD-1, einer Untereinheit einer Ubiquitin-Ligase vom SCF-Typ[,
die Proteine fiir den proteasomalen Abbau vorbereitet [48) 49]. Da gerade hyperphosphoryliertes
FRQ abgebaut wird, konnten Phosphorylierungen ein direktes Signal fiir die Abbaumaschinerie sein
oder andere Reifungsprozesse von FRQ regulieren, die schlielich zum Abbau fiithren. Die Stabili-

tiat des SCFFWP-1_Komplexes wird in S. cerevisiae durch das COP9-Signalosom reguliert. In einem

* Skpl, Cull, F-Box-Protein
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COP9-defizienten Neurospora-Stamm wird FRQ verzogert abgebaut, und der circadiane Rhythmus
ist stark beeintrichtigt [S0].

Mehrere Phosphorylierungsstellen wurden durch Sequenzanalyse von FRQ, in vitro-Phosphory-
lierungsversuche oder ortsgerichtete Mutagenesen in vivo gefunden, des Weiteren wurden einige
Proteinkinasen und -phosphatasen identifiziert, die FRQ in vitro (de)phosphorylieren und in vivo
seinen Phosphorylierungszustand sowie die Funktion der circadianen Uhr beeinflussen [47, 143,51,
52,153,154, 133]]. Beispielsweise erhohen die Mutationen S513R bzw. S5131 die Lebensdauer des Pro-
teins und verldngern die Periodendauer auf 31 h [47]. Wird Serin 513 zu Asparaginsdure mutiert, ist
das Abbauverhalten wieder normal, doch ist der Stamm nur noch auf molekularer Ebene rhythmisch.
Eine Kinase, die S513 phosphoryliert, wurde bisher nicht identifiziert.

PRD-4, ein Ortholog der Checkpoint Kinase 2 (Chk2) aus Sidugern, phosphoryliert FRQ in vivo
nach DNA-Beschiddigung (z. B. durch alkylierende Agenzien) und verschiebt so tageszeitabhingig
die Phase der circadianen Uhr. Umgekehrt ist die Expression von PRD-4 circadian reguliert, es be-
steht damit eine Verbindung von Uhr und Zellzyklus [53]]. Calcium/Calmodulin-abhéngige Kinase I
(CAMK-I) und Caseinkinase II (CK-II) phosphorylieren in vitro einen zentralen Bereich von FRQ,
Deletion von CAMK-I hat aber kaum Auswirkungen auf die circadiane Uhr, vermutlich weil seine
Funktion durch die strukturell verwandte CAMK-II iibernommen werden kann.

CK-II besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten (kodiert von cka) und zwei regulatorischen
(ckb1 und ckb2). Stimme mit defekter katalytischer Untereinheit (cka®’") bzw. deletierter ckbl sind
in Wachstum und Entwicklung stark beeintriichtigt. Beide zeigen erhohte frg-mRNA-Mengen, cka®'”
ohne erkennbare circadiane Schwankungen [52]], Ackbl mit Oszillationen kleiner Amplitude und
langer Periodendauer auf molekularer Ebene [33]). In cka®” ist der WCC hypophosphoryliert, CK-II
ist damit an der FRQ-abhéngigen Deaktivierung des WCC beteiligt (s.u.) [S6]. Die Lebensdauer
von FRQ ist in den beiden Stimmen erhoht, das Protein hypophosphoryliert. CK-II phosphoryliert
Serin- und Threoninreste drei Aminosaurereste N-terminal von negativ geladenenen Seitenketten,
Konsensussequenz (S/T)xx(D/E/’S/FT). Allein das Muster (S/T)xx(D/E) kommt 29-mal in FRQ vor;
werden mehrere dieser Konsensussequenzen mutiert, entstehen Stimme mit schwécher phosphory-
liertem FRQ und verlidngerter Periodendauer [S3]]. Bedeutsam konnten auch Sequenzmuster wie
(S/T)[xx(S/T)], sein, denn sobald eine Kinase den C-terminalen Serin- bzw. Threoninrest phospho-
ryliert hat, kann CK-II sukzessiv alle anderen phosphorylieren [S7].

FRQ besitzt zwei sogenannte PEST-Regionen (PEST-1: Aminoséurereste 544-560, PEST-2: Ami-
nosdurereste 843-893) [I58]]; dies sind Bereiche, in denen die Aminosiduren Prolin, Glutaminsiu-
re/Asparaginsdure, Serin und Threonin hiufig vorkommen [59]]. PEST-Sequenzen werden oft phos-
phoryliert und sind am Abbau von Proteinen beteiligt [60]. Beide PEST-Regionen von FRQ wer-
den in vivo phosphoryliert [43) [33]. Die Deletion von PEST-1 stabilisiert FRQ; wird das Protein

im normalen genetischen Kontext exprimiert, hat der betreffende Stamm einen Rhythmus mit lan-
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ger Periode (28 h) auf frg-mRNA- und FRQ-Protein-Ebene, die rhythmische Konidienbildung aber
unterbleibt [43]. In vitro wird PEST-1 durch CK-1a phosphoryliert, dem Ortholog von DOUBLE-
TIME (DBT) aus D. melanogaster und CK-16/€ aus Sdugern, die beide jeweils fiir den circadianen
Rhythmus benétigt werden. PEST-2 wird in vitro von CK-1a und CK-1b phosphoryliert. CK-1b, das
zweite CK-1-Homolog von N. crassa, phosphoryliert PEST-1 in vitro nicht [43], befindet sich nicht
im Komplex mit FRQ und hat trotz groBer Bedeutung fiir Wachstum und Entwicklung keine Funk-
tion in der circadianen Uhr [S3]]. Eventuell kann aber PEST-2 in vivo von beiden CK-1-Homologen
in redundanter Weise phosphoryliert werden.

CK-1a phosphoryliert PEST-2 an S885 und S887, was zur Akkumulation von WC-1 und damit
WCC fiihrt [33]. Deletion von PEST-2 oder Mutation der beiden Serinreste zu nicht phosphory-
lierbaren Asparginresten ergibt sehr geringe WC-1-Konzentrationen und Verlust der Rhythmizitit,
Mutation zu Asparaginsdureresten (die Phospho-Serinreste imitieren sollen) stellt die urspriingli-
chen WC-1-Mengen und den Rhythmus wieder her, wobei die Phase der Konidienbildung um 3 h
vorgeschoben wird. PEST-2-Phosphorylierung ist also notwendig fiir die WC-1-Expression (positive
Riickkopplung, s.[I.5.2)) und den Beginn der Konidienbildung wihrend des circadianen Tages.

Die Proteinphosphatasen PP1 und PP2A dephosphorylieren FRQ in vitro, und beide regulieren in
vivo FRQ sowie den circadianen Rhythmus auf bestimmte Weise [54]. Allerdings ist nicht bekannt,
ob sie oder einzelne ihrer Untereinheiten rhythmisch exprimiert werden. PP1 erhoht die Stabili-
tat von FRQ, denn ein Stamm mit einer nur teilweise funktionalen katalytischen Untereinheit von
PP1 (ppp-1%*) weist auf molekularer wie physiologischer Ebene eine verkiirzte Periodendauer auf,
und die Phase der Konidienbildung ist vorgeschoben. Ein Stamm, dem RGB-1, eine regulatorische
Untereinheit von PP2A, fehlt (rgh-1%'F), ist stark im Zellwachstum behindert und bildet mit irre-
guldrem Rhythmus Konidien bei einer gemittelten Periodendauer lidnger als 24 h. frg-mRNA- und
FRQ-Gesamtmengen sind gegeniiber dem Wildtyp reduziert, weil PP2A an der Aktivierung des
WCC beteiligt ist, was die Transkription von frq auslost [30]. Eine direkte Wirkung auf FRQ kann

dennoch nicht ausgeschlossen werden.

1.5 Der White Collar-Komplex

Die Zinkfinger-Proteine WC-1 und WC-2 sind Transkriptionsfaktoren vom GATA-Typ und bilden
zusammen den White Collar-Komplex [27]. WC-2 liegt immer im Uberschuss zu WC-1 vor, und
ohne WC-2 kann nur wenig WC-1 akkumulieren [35]. Der WCC ist in den Zellkernen stark ange-
reichert, wihrend freies WC-2 sowohl im Kern als auch im Cytosol vorhanden ist [28]. Ob Letzteres
eine physiologische Funktion besitzt, ist unbekannt; der WCC reguliert die Expression von frq [40]

und anderer uhrenkontrollierter bzw. lichtinduzierbarer Gene.
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WC-1 setzt sich zusammen aus drei sogenannten PAS-Dominen[] einem basischen Abschnitt, der
als NLS fungieren konnte, sowie dem bereits erwihnten Zinkfinger vom GATA-Typ [61, 62]; an
N- und C-Terminus befinden sich Polyglutamin-Bereiche. PAS-A ist eine spezialisierte sogenann-
te LOV-Dom'eineﬂ die fiir Lichtreaktionen benotigt wird [62] und als prosthetische Gruppe FAD
kovalent gebunden hat (vgl. [1.6) [63]. WC-2 besteht aus einer einzelnen PAS-Domine sowie dem
GATA-Typ-Zinkfinger [64], der auf beiden Seiten von basischen Abschnitten flankiert wird, die als
NLS dienen konnten, ohne aber Ubereinstimmungen mit kanonischen Kernlokalisationssequenzen
aufzuweisen. WC-1 und WC-2 konnen unabhéngig voneinander in den Zellkern gelangen [28, 36],
aber es ist unbekannt, ob der WCC evtl. nur in einem bestimmten Zellkompartiment zusammenge-
setzt werden kann.

Bisher wurden lediglich vier WCC-Bindestellen im Neurospora-Genom identifiziert: eine im
albino-3-Promotor, eine im vivid- (s. und zwei im frg-Promotor [65]. Bei den letzteren bei-
den handelt es sich um das proximale lichtreaktive Element (light responsive element, LRE) sowie
das distale LRE oder clock box des frg-Promotors [37, 38]].

1.5.1 Mechanismus der negativen Riickkopplung

FRQ reprimiert die Transkription seiner eigenen mRNA, die zuvor durch Bindung des WCC an
seinen Promotor ausgeldst wurde. Die Inhibition erfolgt aber wahrscheinlich nicht durch direkte
stochiometrische Wechselwirkung mit dem WCC: Zwar beginnt die frg-mRNA-Menge zu sinken,
wenn das nukledre FRQ seine hochste Konzentration erreicht [41], aber beide fallen danach nahezu
parallel, trotz abnehmender Menge muss also die Repressorstirke des verbliebenen nukledren FRQ
zunehmen. Des Weiteren befinden sich sowohl frg-mRNA als auch nukleédres FRQ nahezu in ihrem
Minimum, wihrend die WCC-Menge ihr Maximum erreicht [31} 135] 43]]. Weder die absolute Kon-
zentration von FRQ im Zellkern noch das Konzentrationsverhiltnis zum WCC korrelieren demnach
mit der Stirke der frg-Repression, zumal die FRQ-Menge im Zellkern wihrend des gesamten cir-
cadianen Tages unter der des WCC liegt [30] und eine Assoziation zwischen beiden bis auf einen
geringen Anteil nicht nachweisbar ist [35, 29]].

Die Aktivitit des WCC wird vielmehr durch seinen Phosphorylierungszustand bestimmt, wel-
cher wiederum von FRQ beeinflusst wird [30]: Hyperphosphorylierter WCC bindet schwicher an
die clock box und unterstiitzt weniger die frg-Transkription als hypophosphorylierter. Der Phospho-
rylierungsstatus von WC-2 (und vermutlich auch WC-1) oszilliert im Laufe des circadianen Tages
und korreliert mit der frg-Transkriptionsrate. Die stirkste Phosphorylierung ist wéhrend der subjek-

tiven Abenddimmerung und in der ersten Nachthilfte zu beobachten, die geringste um die Mor-

* PER, ARNT, SIM
i light, oxygen, voltage — Licht, Sauerstoff, (elektrische) Spannung
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Abbildung 6: Modell der negativen Riickkopplung von FRQ auf die Expression seiner eigenen mRNA,
nach [34] (veréndert); PPase: Proteinphosphatase, P: Phosphat(-rest)

genddammerung. CK-1a und CK-II phosphorylieren den WCC in vivo und deaktivieren ihn dadurch
[S6]]. Die Aktivierung des WCC ist abhidngig von RGB-1, der bereits zuvor erwihnten regulatori-
schen Untereinheit von PP2A, und geht mit der Dephosphorylierung von WC-1 und WC-2 einher
[30]. FRQ moduliert dieses Gleichgewicht aus Phosphorylierung und Desphosphorylierung nach
einem circadianen Muster. Zu keinem Zeitpunkt, auch nicht im Maximum der frg-mRNA, ist der
WCC vollstindig dephosphoryliert, umgekehrt ist sein Phosphorylierungsmuster auch im Minimum
der Transkription noch heterogen. Es wird also niemals der gesamte WCC-Vorrat deaktiviert, eine
basale Transkription findet auch zu Zeiten der geringsten frg-mRNA-Konzentrationen noch statt.
Vollstdndige Aktivierung des WCC kann erreicht werden, wenn FRQ nach Expression iiber einen
regulierbaren heterologen Promotor plotzlich stark reprimiert wird oder die Translation durch Cy-
cloheximid abrupt beendet wird [30]], wobei der WCC weitgehend dephosphoryliert wird und die
frq-Transktiption sehr stark zunimmt.

Unter konstanten Bedingungen setzt die FRQ-abhéngige Inaktivierung des WCC ein, bevor die
Gesamtmenge vollstiandig aktiviert werden kann, und die circadiane Oszillation der frg-mRNA wird

durch Verschiebung des Anteils von aktivem WCC in der Gesamtpopulation bedingt. FRQ modu-
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liert das Kinase-/Phosphatase-Gleichgewicht nur leicht, so dass sich der Phosphorylierungsstatus
des WCC nur langsam &dndert und seine (De)aktivierung im Zeitrahmen eines circadianen Tages
stattfindet. Die Rekrutierung von aktivem WCC aus einer groB3tenteils inaktiven Population konnte
zur Stabilitdt des Rhythmus beitragen, denn (De)phosphorylierung kann viel schneller geschehen
als proteolytischer Abbau und Neusynthese. Die Neusynthese von WC-1 und WC-2 fiillt eher den

WCC-Vorrat auf als dass sie der Erzeugung des circadianen Rhythmus dient.

1.5.2 Positive Riickkopplung

Der negativen Riickkopplung steht eine positive gegeniiber, bei der FRQ die Akkumulation gréerer
WCC-Mengen fordert [31,132]]. Dies kommt teilweise durch Transkriptionsregulation zustande, denn
withrend der WCC die Transkription von wc-2 reprimiert, aktiviert FRQ diese [32, 66]. Der genaue
Mechanimus ist nicht bekannt; moglicherweise bewirkt der WCC die Expression eines Repressors
von we-2, und da FRQ den WCC inaktiviert, wiirde es indirekt durch Repression des putativen Re-
pressors die we-2-Transkription fordern, dhnlich den PERIOD (PER)-Proteinen in Sdugern [67, [68]]
und D. melanogaster 69, [70]. FRQ beeinflusst auch die Transkription von we-1, die in begrenz-
tem Mall vom WCC abhingig ist [64) [71]. Keines der white collar-Gene wird indes rhythmisch
transkribiert, und die Riickkopplung von FRQ auf deren Transkription ist weder notwendig noch
hinreichend fiir die Akkumulation des WCC [31} 32]. Insbesondere sind die WCC-Mengen auch
dann von FRQ abhingig, wenn wc-1 und wc-2 effizient durch einen heterologen Promotor tran-
skribiert werden [32, 33]. Heterolog induzierte Transkription von wc-2 in Abwesenheit von FRQ
fiihrt zur Uberexpression von WC-2, nicht aber zur Akkumulation des WCC; WC-2 ist also fiir den
WCC kein limitierender Faktor. Wird wc-7/-mRNA in einem frg-Deletionsstamm heterolog indu-
ziert, entsteht kaum zusitzliches WC-1, allerdings ist unklar, ob FRQ die Akkumulation des WCC
hervorruft, indem es die Translation von wc-/-mRNA fordert oder den Zusammenbau des WCC
[33]]. Wie erwihnt befindet sich FRQ im Komplex mit FRH, und dieser ist zum groBten Teil im
Cytosol lokalisiert [46]. Eine Moglichkeit wire daher, dass der FRQ-FRH-Komplex die Translation
der we-1-mRNA reguliert.

Die Akkumulation des WCC setzt voraus, dass groflere Mengen von FRQ im Cytosol vorhanden
sind und posttranslational modifiziert wurden. Besonders wichtig scheint die Phosphorylierung be-
stimmter Serinreste innerhalb der PEST-2-Region zu sein (vgl. [I.4] auf Seite[14)); diese hat aber kei-
nen Einfluss auf die Repressorkapazitit von FRQ [33]]. Durch welchen Mechanismus FRQ die WCC-
Mengen kontrolliert ist unbekannt; vielleicht sind auch hier FRQ-abhingige Phosphorylierungen des
WCC beteiligt. C-terminal des Zinkfingers von WC-1 befinden sich fiinf unter konstanten Bedin-
gungen phosphorylierte Serinreste; werden diese durch Alaninreste ersetzt, sinkt die WCC-Menge.

Jfrg-mRNA und FRQ-Protein bleiben hingegen fast unverindert, so dass Phosphorylierung dieser
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Serinreste die WCC-Aktivitit vermindert [29]. AuBBerdem befindet sich der WCC unter konstanten
Bedingungen im Komplex mit Proteinkinase C (PKC). Die Expression von konstitutiv aktiven bzw.
dominant negativen PKC-Formen fiihrt zu verringerten bzw. erhohten WCC-Konzentrationen, so
dass PKC die WCC-Menge negativ reguliert [72]. In beiden Féllen ist noch unbekannt, ob FRQ an
der Regulation beteiligt ist.

1.5.3 Integration der Riuckkopplungswege

Die Funktionen von FRQ in der negativen und positiven Riickkopplung sind also unabhingig
voneinander, sie finden in unterschiedlichen Kompartimenten statt und werden von verschiedenen
FRQ-Populationen vermittelt, die sich im Phosphorylierungsstatus unterscheiden. Fortschreitende
(Hyper-) Phosphorylierung scheint die FRQ-Reifung vom nukledren Repressor zum cytosolischen
Aktivator auszuldsen.

Wihrend eines circadianen Zyklus wirkt zunédchst neu synthetisiertes hypophosphoryliertes FRQ
indirekt als Repressor, indem es die Phosphorylierung des WCC im Zellkern fordert. Spéter im
Zyklus sind neben hypo- auch hyperphosphorylierte Formen in Cytosol und Zellkern vorhanden,
und FRQ unterstiitzt zusitzlich die Bildung des WCC, wobei neu entstandener WCC im Zellkern
sofort FRQ-abhiéngig inaktiviert wird. FRQ bewirkt also die Akkumulation groler Mengen seines
inaktiven Transkriptionsfaktors, so dass die frg-Transkription vorerst reprimiert bleibt. Noch spéter
im Zyklus ist FRQ zum grofBiten Teil hyperphosphoryliert und wird nach und nach abgebaut. Die
Dephosphorylierung des WCC durch PP2A iiberwiegt nun kinetisch gegeniiber der FRQ-abhingigen
Phosphorylierung, und die grof3e Population von inaktivem WCC wird zunehmend aktiviert. Damit
wird die negative Riickkopplung aufgehoben, die frg-Transkription steigt und der Zyklus beginnt

von vorn.

1.6 Blaulichtrezeption und Entrainment

Alle bekannten Lichtreaktionen von Neurospora werden durch blaues Licht ausgelost und benoti-
gen WC-1 und WC-2 in Form des WCC. Dieser erzeugt Lichtreaktionen durch die Transkription
lichtinduzierter Gene. Je nach Kinetik der Induktion unterscheidet man direkt aktivierte frithe (Klas-
se I L, Induktionsbeginn <5 min) und spite moglicherweise indirekt aktivierte Gene (Klassen 1L
und IIIL). Die albino-Gene (al-1 [73)], al-2 [74], al-3 [[15]), verantwortlich fiir die lichtinduzierte
Carotinoidsynthese, sowie frg sind prominente Beispiele fiir frithe Gene, wihrend ccg-/ und ccg-2
[76]] zu den spiten mit Transkriptionsmaxima 1-2 h nach einem Lichtpuls gehoren.

Unmittelbare (frithe) Lichtreaktionen werden durch die circadiane Uhr moduliert, so dass gleich

starke Lichtsignale morgens eine stirkere Induktion auslosen als abends (,,gating*) [[77, [78]. Die
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circadian modulierte Lichtreaktion korreliert mit dem circadian regulierten Phosphorylierungsstatus
und der circadianen Transkriptionsaktivitit des WCC [30]; moglicherweise ist also auch nur ein
Teil des WCC lichtaktivierbar. Dauert die Belichtung an, sinkt die induzierte RNA-Menge trotzdem
wieder, um spétestens nach zwei Stunden einen relativ geringen Gleichgewichtswert anzunehmen.
Diese sogenannte Lichtadaptation wird durch den Blaulichtrezeptor VIVID (VVD, s. u.) erleichtert,
der auch die circadiane Modulation der Lichtreaktion bewirkt [[78]].

Der Mechanismus der Lichtinduktion durch den WCC ist zum Teil aufgeklart. Licht bewirkt,
dass der WCC an lichtreaktive Elemente im Promotorbereich der frithen Gene bindet, und verstirkt
dessen Fihigkeit zur Transkriptionsaktivierung [65]. Die Bindung erfolgt schnell mit einem Maxi-
mum ca. 5 min nach Lichtexposition, wihrend die lichtabhingige WC-1-Hyperphosphorylierung
langsamer stattfindet und ithr Maximum nach 15-30 min erreicht. Zum Zeitpunkt der hochsten
LRE-Affinitit des WCC ist nur wenig hyperphosphoryliertes WC-1 vorhanden [65]. In vitro nimmt
nicht nur die LRE-Affinitit des WCC durch Licht zu, sondern die elektrophoretische Mobilitit des
an synthetische LRE-Oligonukleotide gebundenen WCC nimmt ab, was bedeuten kann, dass sich
die Konformation und/oder Zusammensetzung des WCC-LRE-Komplexes verdndert. Phosphory-
lierung ist keine Voraussetzung fiir die LRE-Bindung, vielmehr kann Phosphatasebehandlung die
LRE-Affinitit von hyperphosphoryliertem WCC erhohen. Licht ermoglicht die Phosphorylierung
des WCC durch bislang nicht identifizierte Kinasen, was durch Reduktion der LRE-Affinitét zur In-
aktivierung fiihrt [65]. Weiterhin 16st Lichtaktivierung von WC-1 die Actylierung von Histonen im
Promotorbereich von al-3 und vvd aus [79].

Wie und in welchem Ausmall nach Lichtexposition inaktiviertes WC-1 wiederverwendet wird,
ist nicht vollig klar. Das hyperphosphorylierte WC-1 verschwindet recht schnell, teils durch Abbau
und teils durch Dephosphorylierung. Lichtaktiviertes WC-1 ist im Dauerlicht weniger stabil, und
ein betrichtlicher Teil wird abgebaut [27]. Im Dunkeln dagegen ist WC-1 stabil [31], und durch
Lichtexposition hyperphosphoryliertes WC-1 wird nach Riickkehr ins Dunkle binnen zwei Stunden
dephosphoryliert [29]]. Trotzdem kann dieses WC-1 mehrere Stunden lang nicht wieder durch Licht
aktiviert werden, der Photozyklus scheint also im Vergleich zu den strukturell verwandten pflanz-
lichen Phototropinen sehr langsam zu sein. Im Dauerlicht ersetzt neu synthetisiertes WC-1 stéindig
das abgebaute, wird selbst schnell aktiviert und hyperphosphoryliert, so dass ein FlieBgleichgewicht
mit einem erhdhten Anteil aktiviertem WC-1 entsteht.

Die Lichtreaktion wird durch Desensibilisierung des WCC-Photosystems von VIVID (VVD) ge-
dampft [78, 181, 82]. VVD ist ein Blaulichtrezeptor [78, [83]], der fast nur aus einer FAD-bindenden
LOV-Domine besteht [84} [80]. Das Gen gehort zur Gruppe 1L, wird vom WCC kontrolliert und
im Dunkeln nicht exprimiert [/8, |81} [82]]. Bei Lichtexposition steigt die vvd-Transkription schnell
an und erreicht nach ca. 15 min ihr Maximum. Danach féllt die mRNA-Menge auf ein kleines aber

noch detektierbares Gleichgewichtsniveau. Die Proteinmenge erreicht ihr Maximum etwa 30 min
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Abbildung 7: Lichtabhangiger Reaktionszyklus von FAD in der LOV-Doméane von VVD [80] und wahr-
scheinlich auch WC-1.

nach Expositionsbeginn, im Dauerlicht wird VVD stiindig in geringerer Menge exprimert [[85]. VVD
bewirkt die schnelle Lichtadaptation der WCC-abhéngigen Transkription von frithen lichtinduzier-
baren Genen (dazu gehort auch vvd selbst). In einem vvd-defizienten Stamm werden diese Gene
bei Lichtexposition ldngere Zeit transkribiert, und hyperphosphoryliertes WC-1 ist mehrere Stunden
nachweisbar [[78, 81]. VVD befindet sich fast vollstindig im Cytosol [84]]; wie es den Phosphorylie-
rungszustand und die Aktivitit des grotenteils nukledren WCC beeinflussen kann ist unbekannt.
Die frg-Transkription wird durch Licht stark induziert. Daher spiegelt die frg-mRNA-Menge in
Licht-Dunkel-(LD-)Zyklen unmittelbar die Lichtverhiltnisse wider, der Rhythmus ist scheinbar al-
lein lichtgesteuert [86]. Weil aber die Phase der Konidienbildung in LD- oder Temperaturzyklen ent-
rained wird, muss die circadiane Uhr unter diesen Bedingungen weiterlaufen. VVD ist fiir das Licht-
Entrainment der circadianen Uhr sehr wichtig [[78} 85]. Wird Neurospora vom Licht ins Dunkle
tiberfiihrt, wird vvd rhythmisch mit stark geddmpfter Amplitude exprimiert, bis nach 40 h keine vvd-
mRNA mehr nachweisbar ist [78]]. Fiir den Rhythmus der frei laufenden Uhr im Dunkeln wird VVD
nicht benotigt [85]; es beeinflusst die Phase der Konidienbildung nach einem L—D-Transfer. VVD
didmpft die Lichtreaktion in der Morgenddmmerung, indem es den WCC inhibiert, und es verandert
die frg-mRNA-Menge wihrend der Abendddmmerung, vermutlich durch verstirkten Abbau. Beide
Effekte zusammen tragen zum Licht-Entrainment bei. Die Kristallstruktur von VVD wurde im in-

aktiven sowie lichtaktivierten Zustand geklért; wie bei pflanzlichen Phototropinen bildet sich nach
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Blaulichteinstrahlung ein kovalentes Addukt zwischen der Thiolgruppe eines Cysteinrests und C4a

des Riboflavinrests, was zu einer leichten Konformationsédnderung des Proteins fiihrt [80].

1.7 Temperaturwahrnehmung

Zwei benachbarte Promotoren kontrollieren die Transkription von frg, die zugehdrigen mRNAs be-
sitzen lange 5 -untranslatierte Regionen (UTR) und werden auf komplexe Weise gespleifit [87, 88,
89]. Zusitzlich wird eine antisense-RNA in geringer Menge transkribiert, die den kodierenden Be-
reich von FRQ abdeckt [90]. Ein einziger Leserahmen kodiert die groBe (large, ,,1*, 989 Aminosau-
rereste) und kleine (small, ,,s*, 890 Aminosdurereste) FRQ-Isoform, die durch Translationsinitiation
an Position 1 (ATG #1) bzw. 100 (ATG #3) entstehen [26]].

Das Verhiltnis der Isoformen wird durch temperaturabhéngiges Spleilen reguliert: Beim Heraus-
spleien eines bestimmten Introns wird die Translationsinitiationsstelle von 1-FRQ entfernt, es kann
nur noch s-FRQ entstehen. Dieser Splei3vorgang ist temperaturabhingig, weil die Nukleotidsequen-
zen der Spleifstellen von den iiblichen Konsensussequenzen abweichen und von der SpleiBmaschi-
nerie bei erhohten Temperaturen nicht mehr zuverlédssig erkannt werden. Deshalb wird das betreffen-
de Intron bevorzugt bei niedrigerer Temperatur herausgespleifit, was zur Akkumulation einer mRNA
fiihrt, die nur s-FRQ kodiert. Wird das Intron nicht entfernt, sind beide moglichen Initiationsstellen
in der mRNA vorhanden, die Translation beginnt aber am ersten Startkodon und es entsteht 1-FRQ.

Die Gesamtmenge an FRQ wird durch temperaturabhiingige alternative Translationsinitiation be-
stimmt: Die 5’-UTR von frg enthélt mehrere kleine offene Leserahmen (upstream ORFs, uORFs),
von denen zwei in allen Spleilvarianten der frg-mRNA erhalten bleiben. Die Translationsinitiati-
onsstellen dieser Leserahmen weichen von der bekannten Konsensussequenz ab und werden vom
Translationsinitiationskomplex bei erhohter Temperatur leichter tiberlesen. Damit kann die Initiati-
on am FRQ-Startkodon stattfinden und das Protein wird translatiert. Bei geringerer Temperatur wird
dagegen hiufiger ein uORF translatiert, und weil auf dessen 3’-Seite keine Reinitiation stattfindet,
sinkt die Translationshdufigkeit des FRQ-Leserahmens.

Als Konsequenz dieser beiden Regulationsmechanismen werden 1-FRQ und s-FRQ temperatu-
rabhingig exprimiert: Die I-FRQ-Menge steigt mit zunehmender Temperatur deutlich, wihrend
die s-FRQ-Menge fast unverindert bleibt. Dies hat Konsequenzen fiir das Temperatur-Entrainment
(Abb.[8): Die maximale FRQ-Menge wihrend eines circadianen Tages bei geringer Temperatur liegt
unter der minimalen bei hoher Temperatur. Bei einer plotzlichen Temperaturabsenkung wird die Uhr
auf die circadiane Zeit des FRQ-Maximums eingestellt (Abendddmmerung), egal welche circadiane

Zeit vor dem Temperaturwechsel vorlag. Steigt die Temperatur plotzlich an, wird die circadiane Uhr
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Abbildung 8: Modell des Stellens der circadianen Uhr von N. crassa bei schnellen Temperaturwech-
seln (nach [91], verandert)

auf den Zeitpunkt des FRQ-Minimums (Morgenddmmerung) eingestellt, ebenfalls unabhingig von

der vorherigen circadianen Zeit.

1.8 Kerntransport von Proteinen [92]

Die Kompartimentierung eukaryontischer Zellen macht eine Vielzahl von Transportprozessen er-
forderlich, um Biomembranen als Abgrenzungen dieser Kompartimente zu iiberwinden. Proteine
beispielsweise werden durch Ribosomen im Cytosol und am rauen endoplasmatischen Retikulum
synthetisier{’}, viele miissen aber die Zellorganellen des sekretorischen Wegs durchlaufen bzw. in
andere membrangebundene Organellen wie Mitochondrien, Plastiden, Peroxysomen und den Zell-
kern importiert werden, um dort ihre Funktion zu erfiillen. Der Zellkern im Besonderen exportiert
aber auch eine grole Menge von Ribonukleinsiduren bzw. Ribonukleoproteinkomplexen (RNPs) wie
mRNAs, tRNAs und ribosomale Untereinheiten (diese werden im Zellkern durch einen hochkomple-
xen Mechanismus aus rRNAs und im Cytosol translatierten Proteinen zusammengesetzt). Er besitzt
eine Doppelmembran, die von Kernporen durchbrochen ist. Diese sind mit den Proteinen des Kern-
porenkomplex (Nukleoporinen) [93, 94] besetzt, die Import- und Exportprozesse katalysieren und
regulieren (der Export von Ribonukleinsduren bzw. RNPs soll an dieser Stelle nicht erldutert werden,
es sei auf entsprechende Ubersichtsartikel verwiesen [95, 96]). Kernporen bilden keine dichte Bar-
riere wie die innere Mitochondrienmembran, sondern haben einen Innendurchmesser von 9 nm und

sind fiir kleine Molekiile, Ionen sowie Proteine unter ca. 40-60 kDa durchléssig. Groere Proteine,

* einige auch in der Mitochondrienmatrix bzw. dem Plastidenstroma
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Proteinkomplexe sowie RNPs benotigen Transportsysteme und miissen bestimmte Transportsignale
tragen, um von diesen Systemen erkannt zu werden. Anders als die Signalpeptide beim kotransla-
tionalen Proteinimport ins raue endoplasmatische Retikulum oder dem posttranlationalen Import ins
Mitochondrium werden die Kerntransportsignale nach der Translokation nicht entfernt, was insbe-
sondere bei Organismen sinnvoll erscheint, die eine offene Mitose (unter Auflosung der Kernhiille)

durchfiihren.

1.8.1 Import

Das am besten untersuchte Beispiel ist der Kernimport von Proteinen mit einem ,,klassischen® stark
basischen Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal [97], NLS), wie es auch in FRQ vor-
kommt. Es besteht aus einer Folge basischer Aminosidurereste; bekanntestes Bespiel ist das NLS
der Simian Virus 40 (SV40) Large T Antigen mit der Sequenz PKKKRKYV. Ahnlich sind zwei-
geteilte NLS aufgebaut; sie besitzen eine weitere kurze Folge basischer Aminosédurereste, die mit
der ersten durch einen flexiblen Abschnitt verbunden ist (bekanntestes Beispiel: Nukleoplasmin,
KRPAATKKAGQAKKKK). Beide werden von Importin o erkannt, das zur groen Gruppe der
Karyopherine gehort. Importin o fungiert als Adaptorprotein, iiber das die zu importierenden Pro-
teine mit Importin 1 assoziieren, einem weiteren Mitglied der Karyopherin-Familie. Der Komplex
aus Importin &, Importin 31 und NLS-Protein transloziert in den Zellkern, wobei Importin 1 in-
termedidr an Phenylalanin-Glycin-(FG-)Wiederholungen bestimmter Nukleoporine bindet. Im Kern
verdrangt Ran-GTP (s. u.) Importin o, das dabei das Importsubstrat freigibt; Importin $1 gelangt im
Komplex mit Ran-GTP ins Cytosol zuriick.

AuBer den Proteinen mit klassischem NLS gibt es eine ganze Reihe von Importsubstraten, bei
denen keine so offensichtliche Konsensus-Sequenz zu finden ist. Manche besitzen einige basische
Aminosédurereste in threm NLS (u. a. ribosomale oder Histonproteine), andere z. B. einen grofe-
ren glycinreichen Bereich (M9-Domine in hnRNP Al). Sie binden direkt (ohne Vermittlung eines
Adaptor-Proteins) jeweils an bestimmte Importine und werden analog den klassichen NLS-Proteinen
in den Zellkern transporiert, wobei sie ebenfalls durch Ran-GTP freigesetzt werden. Auch Impor-
tin 81 kann ohne Adaptor mit Substraten assoziieren; dabei werden verschiedene Interaktionsflichen
genutzt, die nicht mit der Importin a-Bindestelle {ibereinstimmen. Einige Proteine treten selbst mit
den FG-Wiederholungen von Nukleoporinen in Kontakt und benétigen daher wahrscheinlich keine
Importine, allerdings miissen sie zur Anreicherung im Zellkern festgehalten werden (Retention, z. B.
im Nukleolus, durch Bindung an Chromatin oder die Innenseite der Kernhiille), weil sie sonst wieder

durch die Kernporen entweichen kdnnen.
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Abbildung 9: Wichtige Kernimport- und -exportprozesse, vereinfachtes Schema nach [92] (verén-
dert); NPC: Kernporenkomplex (nuclear pore complex), NLS: Importsubstrat mit klassischem NLS,
NES: Exportsubstrat mit leucinreichem NES, Imp-a/B1: Importin /31, Gbrige Abklrzungen siehe
Text

1.8.2 Export

Der Export von Proteinen aus dem Zellkern erfolgt durch sogenannte Exportine, die ebenfalls zu
den Karyopherinen gehoren. Ahnlich wie beim Import konnte fiir einen Teil dieser Proteine ein
Konsensus-NES (nuclear export signal, Kernexportsignal) bestimmt werden, das mehrere hydro-
phobe Aminosaurereste (P) — deutlich bevorzugt ist Leucin — in bestimmten Abstinden aufweist
(DX, 3PX, 3PXD, z. B. Proteinkinase A-Inhibitor: LALKLAGLDI) [98,[99]]. Dieses wird vom Ex-
portin CRM1 erkannt, welches aber auch leucinreiche NES bindet, die deutlich von der Konsensus-
Sequenz abweichen. Nach Assoziation mit Ran-GTP transloziert der Komplex ins Cytosol, wobei

CRMI1 - wie die B-Importine — intermedidr an FG-Wiederholungen bestimmter Nukleoporine bin-
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det. Sobald das Ran-gebundene GTP zu GDP hydrolysiert worden ist, zerféllt der Komplex. Der
CRM1-abhingige Export kann durch Leptomycin B gehemmt werden [100].

Neben CRM1 existieren weitere Exportine fiir unterschiedliche Substrate, die denselben Ran-GTP-
abhiéngigen Transportmechanismus verwenden. Unter diesen besitzt CAS eine spezielle Funktion,
es bringt Importin ¢ zuriick ins Cytosol. Die meisten der bisher identifizierten Transportsubstrate
von Msn5p, einem S. cerevisiae-Exportin, zu dem auch in anderen Organismen Homologe existieren
(Exportin 5-Orthologe, [101]]), sind phosphorlyiert, so dass dieses ein Phosphoprotein-spezifischer
Transporter sein konnte. Daneben exportiert MsnSp aber auch kurze doppelstriangige RNAs (soge-
nannte microRNAs, miRNAs) [[102].

1.8.3 Direktionalitat des Transports durch Ran

Ran ist ein Mitglied der Ras-Familie kleiner GTPasen, besitzt aber keinen Membrananker und ist
vorwiegend im Zellkern lokalisiert. Wie andere Ras-verwandte GTPasen hat es nur eine recht ge-
ringe intrinsische GTPase-Aktivitit, die aber durch Aktivatorproteine um ein Vielfaches gesteigert
werden kann (s. u.). Im Cytosol ist Ran fast ausschlieBlich mit GDP beladen, im Zellkern dagegen
mit GTP. Dieser Unterschied wird durch die Verteilung von RanGAP (GTPase-aktivierendes Prote-
in) und RanGEF (Guaninnukleotid-Austauschfaktor, guanine nucleotide exchange factor) bedingt:
RanGAP ist im Cytosol lokalisiert und stimuliert die GTPase-Aktivitdt von Ran um mehrere Gro-
Benordnungen. RanGEF dagegen ist chromatingebunden (es interagiert direkt mit den Histonen 2A
und 2B; Haufigkeit: etwa ein RanGEF-Molekiil pro Nukleosom) und bewirkt so im Zellkern den
Austausch von GDP gegen das im grofen Uberschuss vorliegende GTP.

Ran besitzt grole Bedeutung fiir die Direktionalitdt der Kerntransportvorgéinge, gleichzeitig ist es
bisher die einzige bekannte Komponente, die Energie in den Prozess einspeist (durch Hydrolyse von
GTP). Ran-GTP bewirkt die Freisetzung des Importsubstrats bzw. des beladenen Importin o im Zell-
kern und ist in alle Karyopherin-Exportvorgédngen direkt involviert. Auf der cytosolischen Seite fiihrt
GTP-Hydrolyse zur Dissoziation des Karyopherin-Ran-Komplexes. Neben RanGAP sind zwei wei-
tere Proteine an der Stimulation der GTPase-Aktivitdt von Ran beteiligt: RanBP1 (Ran-bindendes
Protein 1) ist ein 10sliches exklusiv cytosolisches Protein und assoziiert mit dem Ran-GTP-RanGAP-
Karyopherin-Komplex; es macht Ran-GTP fiir RanGAP zuginglicher. Das Nukleoporin RanBP2 be-
findet sich an den cytosolischen Fiden des Kernporenkomplexes; es enthilt vier Kopien der RanBP1-
homologen Ran-Bindedomine. Ein Teil des RanGAP ist SUMOyliert und bindet fest daran. RanBP2
kommt nur in Organismen mit offener Mitose vor und ist vermutlich zusammen mit dem chromatin-
gebundenen RanGEF wichtig fiir die schnelle Wiederherstellung der Ran-GDP/Ran-GTP-Verteilung

nach der Mitose. Die Asymmetrie dieser Verteilung ist absolut notwendig, weil sonst Transportpro-
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zesse ineffizient sein konnten (nukleocytoplasmatisches Shuttling ohne Freisetzung des transportier-
ten Proteins) bzw. in die falsche Richtung ablaufen konnten.

Da Ran am karyopherinvermittelten Import von Proteinen nicht teilnimmt, muss es nach Ab-
schluss eines Exportvorgangs wieder in den Zellkern gebracht werden. NTF2, das als Homodimer
vorliegt, bindet cytosolisches Ran-GDP und tranloziert dieses in den Zellkern, wobei es voriiber-
gehend mit FG-Wiederholungen von Nukleoporinen in Kontakt ist. Im Kern wird GDP unter dem
Einfluss von RanGEF gegen GTP ausgetauscht, der NTF2-Ran-Komplex zerfillt und NTF2 gelangt

unbeladen wieder ins Cytosol zuriick.

1.8.4 Regulation der Transportprozesse und Shuttling

Viele Kerntransportvorgdnge werden reguliert, wie z. B. bei Signaltransduktionsprozessen, die auf
die Genexpression Einfluss nehmen. Im einfachsten Fall wird ein Transkriptionsfaktor im Cytosol
bereitgehalten und gelangt erst nach einem bestimmten Stimulus in den Zellkern (Beispiel: Gluco-
corticoidrezeptor). Umgekehrt kann ein Transkriptionsfaktor auch wieder aus dem Zellkern expor-
tiert werden, sobald seine Aufgabe beendet ist (falls er nicht einfach inaktiviert oder abgebaut wird).
Auch komplexe Signalkaskaden, die von Rezeptoren in der Plasmamembran ausgehen, transduzieren
sehr oft in den Zellkern. Eine Reihe von Regulationsmechanismen kann die Kerntransportvorgéinge
beeinflussen [103, 104, [105] (welche davon tatsdachlich zum Tragen kommen, ist vom jeweiligen

Transportsubstrat abhingig):

* Maskierung des Transportsignals durch

— kovalente Modifikation (besonders Phosphorylierung, aber auch Ubiquitinierung oder
SUMOylierung [106])

— Konformationsidnderung des Proteins (Maskierung in cis)
— Homooligomerisierung (Maskierung in trans)
— Assoziation mit anderen Proteinen (z. B. 14-3-3-Proteinen nach Phosphorylierung [[107])

* Demaskierung des Transportsignals durch

Enfernung kovalenter Modifikationen

Konformationsinderung des Proteins

partiellen Abbau (der maskierenden Domiine)

Dissoziation von Homo- oder Heterooligomeren
— Abbau des maskierenden Bindungspartners

* Bildung eines zusammengesetzten Transportsignals durch Oligomerisierung
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* Assoziation eines Proteins ohne Transportsignal mit einem Transportsignal-tragenden Protein

(;,Huckepack‘-Mechanismus)

* Retention (Bindung an Strukturen, die nicht transportiert werden konnen, z. B. Cytoskelett,

Membranproteine, Chromatin)

* Veridnderung der Affinitéit des Transportsubstrats zum Karyopherin (z. B. durch Phosphorylie-
rung [108, [109])

* Verdnderung der Expressionsmuster von Karyopherin-Isoformen, die unterschiedliche Sub-
strataffinititen oder -spezifititen besitzen (lingerfristige Regulation, z. B. bei der Zelldifferen-

zierung)

Karyopherine, Ran und NTF2 , shutteln* — durch den Mechanismus der Transportprozesse bedingt
— stiandig zwischen Zellkern und Cytosol. Aber auch andere Proteine befinden sich mitunter nicht
standig im selben Kompartiment, sondern werden immer wieder importiert und exportiert. Voraus-
setzung fiir ein solches karyopherinvermitteltes Shuttling ist, dass das Protein (bzw. der Proteinkom-
plex) sowohl NLS als auch NES besitzt [110]. Die Verteilung im dynamischen Gleichgewicht hingt
dann davon ab, ob Import oder Export bevorzugt stattfindet. Natiirlich konnen auch hier die obi-
gen Regulationsmechanismen eingreifen; bei den meisten wird ein Teil der Proteinpopulation vom
Shuttling ausgenommen oder wieder zugelassen. Wird dagegen die Affinitit des Transportsubstrats
zu einem der Karyopherine veridndert, hat dies Auswirkungen auf die Kinetik dieser Transportrich-
tung. So kann die Gleichgewichtslage sehr subtil reguliert werden, was den Nachteil des stindigen

Energieverbrauchs (GTP-Hydrolyse durch Ran) kompensiert.

1.8.5 Bedeutung des Kerntransports fur die circadianen Uhren in anderen
Modellorganismen

Regulierter Kerntransport und nukleocytoplasmatisches Shuttling sind wichtige Prozesse fiir die cir-
cadianen Uhren anderer Organismen. In D. melanogaster fungiert ein Dimer aus CLOCK (CLK)
und CYCLE (CYC) als positives Element, das die Transkription von period (per) und timeless (tim)
bewirkt. PER und TIM akkumulieren zu Beginn der subjektiven Nacht als Komplex im Cytosol und
gelangen in den Zellkern, nachdem PER von CK-2 [[111} [112] und TIM von SHAGGY (SHG), ei-
nem GSK3-(Glykogensynthasekinase 3-)Homolog, phosphoryliert worden ist [[113]]. Dort reprimiert
PER nach Bindung an CLK/CYC die Transkription seiner eigenen mRNA und der von tim. TIM
»shuttelt” unabhingig von PER, wie durch Hemmung mit Leptomycin B gezeigt wurde, doch beide
beeinflussen sich gegenseitig in ihrer subzelluldren Lokalisation [114]].

In Sdugetieren aktiviert ein Dimer aus CLK und dem CYC-homologen BMALI (brain and muscle
ARNT-like protein 1) die Transkription von drei per- und zwei cryptochrome- (cry-)Genen. Der Kom-
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plex aus CRY und PER (insbesondere mPER?2) reprimiert die CLK/BMALI1-vermittelte Transkrip-
tion und wirkt so als negatives Element auf seine eigene Synthese. PER1 und PER?2 besitzten Kern-
exportsignale, die fiir deren Shuttling verantwortlich sind [[115,[116]. mPER1 bewirkt den nukleédren
Export von CRY1 und CRY?2, eine Voraussetzung fiir die Funktion der circadianen Uhr [[117]. Die
NLS von CRY1 und PER2 sind beide notwendig, um einen grofleren Anteil des Komplexes in den
Kern zu bringen. Durch Leptomycin B kann dieser Anteil noch gesteigert werden, und da fiir CRY
kein eigenes NES bekannt ist, ,,shutteln* beide Proteine wahrscheinlich als Komplex [118]. BMALI1
besitzt ein funktionales NLS und zwei NES; sein durch Leptomycin B inhibierbares Shuttling ist fiir
die nukleidre Akkumulation von CLK nétig [[119, [120]].

1.9 Aufgabenstellung

FRQ iibt seine Funktionen innerhalb der circadianen Uhr sowohl im Cytosol als auch im Zellkern
aus, und es ist sehr wahrscheinlich, dass eine prizise Einstellung der Konzentrationen des Proteins
in den beiden Kompartimenten wesentliche Voraussetzung fiir das korrekte Funktionieren der cir-
cadianen Uhr ist. Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, wie die Verteilung bewirkt wird,
insbesondere unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass FRQ trotz eines funktionalen Kernlokalisa-
tionssignals groftenteils im Cytosol vorkommt. Moglicherweise spiegelt die subzellulédre Verteilung
ein dynamisches Gleichgewicht wider, welches durch stindigen Kernimport und -export bedingt
wird, in das aber auch Neusynthese und proteolytischer Abbau eingehen. Bisher wurde kein Kern-
exportsignal beschrieben, und auch Kofaktoren, die die Lokalisation von FRQ beeinflussen (insbe-
sondere Import- und Exportfaktoren, aber auch Kinasen und andere modifizierende Enzyme) sind

nicht bekannt.
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2.1 Molekulargenetik

Eine umfassende Sammlung molekulargenetischer Methoden ist [121]; die in dieser Arbeit verwen-

deten Standardmethoden wurden direkt oder in abgewandelter Form daraus iibernommen.

2.1.1 In vitro-Mutagenese

Bei dieser Methode befinden sich die gewiinschten Mutationen (Punktmutation(en), Insertion oder
Deletion), beiderseits flankiert von kurzen unveridnderten Bereichen, auf zwei zueinander revers
komplementiren Oligonukleotiden. Diese hybridisieren in einer PCR-dhnlichen Reaktion mit den
beiden Stringen der aufgeschmolzenen Plasmid-DNA (die dam-methyliert sein muss, s.u.) und wer-
den durch eine thermostabile DNA-Polymerase hoher Genauigkeit iiber die gesamt Linge des Plas-
mids extendiert. Nach einigen Zyklen entstehen durch Verschmelzen mutierter Einzelstringe Plas-
mide mit den gewiinschten Mutationen auf beiden Stringen, die zueinander versetzte Einzelstrang-
briiche tragen (auf der 5°-Seite der eingesetzten Oligonukleotide). Diese Plasmide konnen nicht
vervielfaltigt werden, so dass sich eventuelle Fehler bei der Duplikation nicht fortpflanzen konnen;
als Matrix dient somit ausschlieBlich die (methylierte) Ausgangs-Plasmid-DNA (lineare Amplifi-
kation). Diese wird im Folgenden durch Dpn I-Verdau spezifisch und vollstindig abgebaut (auch
aus hemimethylierten Duplex-Stringen), so dass E. coli nur mit mutagenisierter DNA transformiert
wird. Die Einzelstrangbriiche werden nach der Transformation durch bakterielle Ligasen geschlos-
sen, wodurch zirkulédre kovalent geschlossene Plasmide entstehen, die repliziert und propagiert wer-
den konnen.

Die Reaktionen wurden mit geringfiigigen Modifikationen gemédll den Herstellerangaben zum
QuikChange II XL-Kit durchgefiihrt: Fiir das Ausgangsplasmid pBM60 Cla I-Fr. (15,3 kbp) und
dessen Derivate wurde die DNA-Menge von 10 ng auf 50 ng erhoht und die Extensionszeit auf
von 15 auf 20 min verldngert. Die verwendeten Oligonukleotide sind in [A.3.2] aufgelistet; es wur-
den jeweils 10 pmol eingesetzt. Die Produkte wurden nach Anleitung des Herstellers in XL10-gold
kompetente E. coli-Zellen transformiert, welche in Petrischalen mit LB-Festmedium, das 100 ug/ml

Ampicillin enthielt, ausplattiert wurden. Die Petrischalen wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Plasmid-DNA wurde nach 2.1.T1] pripariert und durch Restriktionsfragmentanalyse sowie Sequen-

zierung tiberpriift.

2.1.2 Topo-TA™-Klonierung

Die Methode nutzt die einzeln tiberhiingenden Desoxyadenoysl-Reste, welche durch Tag-Polymera-
se an den 3’-Enden der PCR-Produkte angefiigt werden. Diese sind komplementér zu 3’-iiberhin-
genden Desoxythymidyl-Resten des Plasmids pCR2.1-topo, das zusitzlich an den 3’-Enden kovalent
gebundene Vaccinia-Topoisomerase I trigt. Lagern sich dA- und dT-Reste komplementidr aneinan-
der, schlieBen die Topoisomerasemolekiile die benachbarten Einzelstrangbriiche und es entsteht ein
zirkulédres kovalent geschlossenes Plasmid.

Die Reaktion wurde gemdf Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. PCR-Produkte der Pfu-Poly-
merase wurden nochmals 10 min bei 72 °C mit 5 U Tag-Polymerase inkubiert, um die gewiinschten
dA-Uberhiinge zu erhalten. Wegen der starken 3’ —5’-Exonukleaseaktivitit der Phusion™-Polyme-
rase wurden deren PCR-Produkte nach [2.1.§]isoliert, mit 1x Taq-Polymerasepuffer, 2 mM MgCl,
sowie 0,2 mM dATP ergédnzt und wie oben verfahren. Ergab eine PCR nennenswerte Mengen von
Nebenprodukten, wurde das Gemisch durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das gewiinsch-
te Produkt nach 2.1.§]isoliert.

Die Ligationsprodukte wurden nach Anleitung des Herstellers in OneShot™-kompetente DHS -
T1™ E. coli-Zellen transformiert, welche in Petrischalen mit LB-Festmedium, das 50 ug/ml Kana-
mycin enthielt, ausplattiert wurden. Zur Erleichterung der Selektion positiver Klone war 1 h vor dem
Ausplattieren der transformierten Bakterien 80 ul 20 mg/ml X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-f-D-
galaktopyranosid, geldst in Dimethylformamid) ausgestrichen worden] Die Petrischalen wurden
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Plasmid-DNA von farblosen Klonen wurde nach [2.1.11] prépariert

und durch Testrestriktionsverdaus, Agarosegelelektrophorese und Sequenzierung iiberpriift.

2.1.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

Das Zielplasmid sowie die zu inserierende DNA (PCR-Produkt oder Plasmid) wurden mit geeig-
neten Restriktionsendonukleasen geschnitten (s. [2.1.6). Falls dabei Fragmente gleicher oder sehr
dhnlicher GroBe entstanden, die elektrophoretisch nicht oder nur schlecht abzutrennen gewesen wé-

ren, wurde zusétzlich mit einem dritten Restriktionsenzym verdaut, welches nur das nicht benotigte

* pCR2.1 ohne Insertionen erlaubt in DHSa-T1™ ¢-Komplementation von LacZ (in diesem Stamm werden nur geringe

Mengen des Repressors Lacl chromosomal exprimiert; es ist keine Induktion notig, weil sich die Plasmide in grolem
Uberschuss zum Repressor befinden). Negative Klone sind blau gefirbt, da sie funktionale -Galaktosidase besitzen,
die X-gal zu 5-Brom-4-chlorindoxyl hydrolysiert, das durch Luftsauerstoff zu 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlorindigo oxidiert
wird.
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DNA-Fragment in kleinere aufspaltete. Die Resitriktionsfragmente wurden durch Agarosegelelek-
trophorese der Grofle nach aufgetrennt; die bendtigten Fragmente wurden nach aus
dem Gel isoliert. Aliquota der wiedergewonnenen DNA wurden durch Agarosegelelektrophorese
kontrolliert; die Konzentrationen wurden durch Vergleich der Fluoreszenzintensititen mit der des
DNA-GroBenmarkers abgeschitzt.

Die Ligation unter Verwendung des Quick Ligation Kits (Fermentas) erfolgt genau nach den An-
gaben des Herstellers. ,,Klassische* Ligationsreaktionen erfolgten bei 16 °C iiber Nacht (hohere Ef-

fizienz) oder 1 h bei Raumtemperatur. Ein typischer Reaktionsansatz bestand aus:

2 ul 10x T4-Ligationspuffer

100—400 ng (groBenabhingig) Vektor-DNA
Insert-DNA in 2-3-fachem molaren Uberschuss
2,5 U T4-DNA-Ligase

ad 20 ul H,O

Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Insert-DNA. Kompetente E. coli der Stimme XL1-
blue, DH5a™ oder DH5-T1™ wurden nach mit den Ligationsprodukten transformiert.
Die Analyse der Klone erfolgte nach Plasmidminipréparation (2.1.11)) durch Testrestriktionsverdaus
bzw. Test-PCR und Agarosegelelektrophorese. Plasmide von positiven Klonen wurden mit Hilfe von

Plasmidpriparationskits (Macherey-Nagel) gewonnen und ggf. durch Sequenzierung kontrolliert.

2.1.4 Klonierungsstrategien

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide finden sich im Anhang ab Seite Falls
nicht anders angegeben, wurde fiir die Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion Pfu-Poly-
merase verwendet. Alle Mutagenesen und (Sub-)Klonierungen wurden durch Sequenzierung der

Uberginge zwischen Insertion und Vektor bzw. des mutagenisierten Bereichs iiberpriift.

pBM60 Clal-Fr. SV40-NLS,-MBP-CLD
pBM60 Clal-Fr. SV40-NLS,-MBP-GFP
Die Oligonukleotide SV40 Sphl sense und SV40 Sphl antisense wurden im Verhéltnis 1:1 ge-
mischt, 2 min auf 95 °C erhitzt und zur Hybridisierung langsam (0,1 °C/s) auf Raumtemperatur abge-
kiihlt. Ein 20-facher molarer Uberschuss wurde in pBM60 Cla I-Fr. ligiert, das mit Sph I linearisiert
worden war. Die korrekte Insertion wurde durch Restriktionsfragmentanalyse und Sequenzierung
tiberpriift.

Durch in vitro-Mutagenese wurde nach Aminosiurerest 623 eine Pac [-Restriktionsschnittstelle so

eingefiigt, dass sie im FRQ-Leseraster kein Stopp-Kodon kodiert (Oligonukleotide frq9 Stop Pacl
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mut F und frg9 Stop Pacl mut R; das zusitzliche Stopp-Kodon liegt zwar im FRQ-Leserester, be-
findet sich aber vor der Pac I-Schnittstelle hat daher keine weitere Bedeutung). Auf die gleiche
Weise wurde bei ATG#3 (Aminosdurerest 100) eine Nsi I-Restriktionsschnittstelle (Oligonukleoti-
de frq ATG#3 Nsil mut F und frqg ATG#3 Nsil mut R) eingefiihrt. Beide Mutagenesen wurden durch
Restriktionsfragmentanalyse und Sequenzierung iiberpriift.

Der Leserahmen des Maltosebindeproteins (MBP) von Kluyveromyces lactis wurde durch PCR
mit den Primern MBP BamHI Nsil F und MBP Pacl Hindlll bzw. MBP Stop Pacl Hindlll R aus pMAL-
cRI amplifiziert und iiber Nsil und Pacl in das oben erhaltene Plasmid kloniert. Es entstanden
damit pPBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—MBP-CLD und pBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—MBP Stop. Der
sGFP-Leserahmen wurde mittels SGFP Pac Nsi F und sGFP Stop Sfi Pac R aus pMF272 [122]
amplifiziert und iiber Pac I und Sfi I in pBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—MBP-CLD kloniert, wodurch
pBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—MBP-GFP entstand.

pFH64 NLS-sGFP-2xFlag

pFH64 2xFlag—sGFP-2xSV40-NLS

Der Leserahmen von sGFP wurde durch Tag-Polymerase (Pfu und Phusion™ ergaben keine Pro-
dukte) aus pMF272 [[122] mit folgenden Primern amplifiziert:

Konstrukt Primer

SV40-NLS-sGFP-2xFlag SV40-NLS sGFP Hind F sGFP 2xFlag Asc TAA Xma R
2xSV40-NLS—sGFP-2xFlag 2xSV40-NLS sGFP Hind F sGFP 2xFlag Asc TAA Xma R
FRQ-NLS—sGFP-2xFlag FRQ-NLS sGFP Hind F sGFP 2xFlag Asc TAA Xma R

2xFlag-sGFP-2xSV40-NLS Xma ATG Asc 2xFlag sGFP F  sGFP 2xSV40 TAA Xbal R

Die PCR-Produkte wurden durch TopoTA™ (2.1.2)) in pCR2.1 kloniert und vollstindig sequen-
ziert. Die Konstrukte mit N-terminalem NLS wurden iiber HindIII und Xma I, 2xFlag—sGFP—
2xSV40-NLS iiber Xma I und Xba I in pFH64 subkloniert.

pBM60 Clal-Fr. Strepll

Die Oligonukleotide Strep Il Sphl F und Strep Il Sphl F wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt, 2 min
auf 95 °C erhitzt und zur Hybridisierung langsam (0,1 °C/s) auf Raumtemperatur abgekiihlt. Ein 20-
facher molarer Uberschuss wurde in pBM60 Cla I-Fr. ligiert, das mit Sph I linearisiert worden war.

Die korrekte Insertion wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

pBM61 qa-2 FRQ-cTAP
Durch PCR mit den Oligonukleotiden Spe Aatll frg 3' Nco TAP F und TAP EcoRV TAA Xba R wur-
de die C-terminale TAP-Markierung (553 bp) aus pBS1479 [[123] amplifiziert, dabei wurden vor der
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Markierung die 3’-terminalen Nukleotide des FRQ-Leserahmens ab der Aat II-Restriktionsschnitt-
stelle eingefiihrt. Das Fragment wurde iiber Aat II und Xba I in pBS FRQ (Sal I-Xba I) kloniert, wel-
ches den C-terminalen Teil des FRQ-Leserahmens ab der Sal I-Schnittstelle enthélt. Daraus wurde
ein Fragment von 1398 bp mit Sfi [ und Not I ausgeschnitten und in pPBM61 ga-2 FRQ-Hisg inse-
riert, aus dem ein 920 bp grofles Fragment mit Sfi I und Bsp1201 ausgeschnitten worden war (Not I
und Bsp1201 erzeugen kompatible 5’-iiberhdngende Enden, s. [3.9]auf Seite [83).

pGEX4T3 FRQ

Der 1-FRQ-Leserahmen (3 kbp) wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden FRQ Bcl Mun Nco F
und FRQ TAA Xba Not Nsi R aus pBS II Cla I-Fr. [[124] amplifiziert und iiber die Restriktionsschnitt-
stellen Bel I und Not I in pGEX 4T3 kloniert.

pFH64 FRH-Flag,

Der FRH-Leserahmen inkl. eines 68 bp grofen Introns wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden
FRH EcoRI Nco F und FRH 2xFlag TAA Xba R aus genomischer DNA mit Phusion™-Polymerase
amplifiziert und nach in pCR2.1 kloniert. Uber die Restriktionsschnittstellen EcoR I und Xba I
wurde FRH-Flag, in pFH64 subkloniert.

pFH-Plasmide

Das Prinzip der Klonierungsstrategie ist in Abb.[3.9]auf Seite[§3|zu sehen. Durch in vitro-Mutagenese
mit den Oligonukleotiden pBM60 Delta Hindlll mut F und pBM60 Delta Hindlll mut R wurde eine
Hind ITI-Restriktionsschnittstelle am 5’-Ende des his-3*-Fragments zusammen mit einer benach-
barten Sph I-Schnittstelle aus pPBM60 entfernt (pBM60 AHind III ASph I). Der trpC-Terminator von
Aspergillus nidulans wurde durch PCR mit TtrpC Notl F und TtrpC Bsp120I R aus pBC-hygro [1235]]
amplifiziert (608 bp) und nach in pCR2.1 kloniert (pCR2.1 TtrpC). TtrpC wurde mit Bsp1201
und Not I ausgeschnitten und in die Not I-Restriktionsschnittstelle von pBM60 AHind III ASph 1
subkloniert (pFH62). Die Orientierung der Insertion wurde verifiziert (Sequenzierung mit T3).

Alle Promotoren wurden analog zum TrpC-Terminator amplifiziert (s. u.) und in pCR2.1 kloniert:

Promotor  Linge (bp) Matrize Primer

qa-2 1147 pBASO [22] ga2 Notl F ga2 Bsp120I R
cpc-1 806 pBC-hygro [1235]] cpci Notl F cpci Bsp120l R
ccg-1 937 pMF272 [122] Pccg-1 Notl F Pccg-1 Bsp120I R
B-tub 367 genom. DNA (vgl. [126]) Ptub Notl F Ptub Apal R
B-tub lang 733 genom. DNA PtubL Notl F Ptub Apal R
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Die Promotoren wurden mit Bsp1201 und Not I ausgeschnitten und in die Bsp 120 I-Restriktions-
schnittstelle von pFH62 subkloniert. Die Oritentierung der Insertionen wurde iiberpriift (Sequenzie-
rung mit TtrpC seq 5’ R und T3).

2.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [127]

Fiir praparative Zwecke wurde Pfu- oder Phusion™-Polymerase verwendet (letztere insbesondere
fiir groBe PCR-Produkte), die beide eine 3’ —5’-Exonukleaseaktivitit besitzen und somit Basenfehl-
paarungen wihrend der Polymerisation korrigieren konnen. Phusion™-Polymerase ist eine gentech-
nisch veridnderte Form der Pfu-Polymerase, die durch festere DNA-Bindung eine hohere Prozessivi-
tiat und Geschwindigkeit erreicht. Phusion™-Amplifikationen wurden genau nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

Fiir analytische Zwecke oder Amplifikationen, bei denen Pfu- und Phusion™-Polymerase versagt
hatten, wurde Tag-Polymerase verwendet, die keine 3’ —5’-Exonukleaseaktivitit besitzt. Klonierun-
gen von Taq-Amplifikaten wurden daher grundsitzlich vollstindig sequenziert.

Typische Taq- bzw. Pfu-Reaktionsansitze enthielten:

2,5 pl 10xPuffer mit (NH4)2SO4 10 pl 10xPuffer mit MgSO4

2 mM MgCl, je 0,2 mM dATP/dGTP/dTTP/dCTP
je 0,2 mM dATP/dGTP/dTTP/dCTP je 100 pmol Primer

je 25 pmol Primer 0,1-1 ng Plasmid-DNA oder
10-100 pg Plasmid-DNA oder 100 ng genomische DNA

10-100 ng genomische DNA 5 U Pfu-Polymerase

2,5 U Tag-Polymerase ad 100 ul H,O

ad 25 ul H,O

Primer wurden so gewihlt, dass die Schmelztemperatur des zur Matrize komplementiren Teils
etwa 58 °C betrug und das 3’-Ende jeweils mit mindestens einem dG- oder dC-Rest abschloss. Als
Extensionsgeschwindigkeiten wurden 1000 bp/min fiir Tag- und 500 bp/min fiir Pfu-Polymerase
angenommen. Damit ergibt sich folgendes Basis-Temperaturprogramm, dessen Parameter (Anla-
gerungstemperatur, Extensionszeit, Zyklenanzahl, ggf. auch Denaturierungsdauer) den jeweiligen

Erfordernissen angepasst wurden:
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Denaturierung 95°C 4 min

Denaturierung 95°C 1 min
25-30x | Anlagerung 55°C 1 min
Extension 72°C  1-2 min/1 000 bp

Extension 72°C 5 min

2.1.6 Restriktionsverdau

Die Restriktionsverdaus von DNA erfolgten in 1,5 ml-ReaktionsgefdBBen nach den Vorgaben der
Enzymhersteller. Bei Doppelverdaus wurde der Reaktionspuffer gewéhlt, bei dem beide Enzyme
eine ausreichende Aktivitit (>50 %) besitzen, und die Enzymmenge ggf. erhoht. War dies nicht
moglich, so erfolgte zunédchst der Verdau mit der geringeren NaCl-Konzentration, dann wurde das
Enzym — sofern moglich — durch Erhitzen inaktiviert, NaCl und das zweite Enzym ergénzt und
nochmals inkubiert. Entfiel auch diese Moglichkeit, wurde die DNA nach dem ersten Verdau nach
2.1.8 reisoliert und dann weiterverdaut. Restriktionsverdaus im selben Puffer bei unterschiedlichen
Temperaturen wurden zuerst mit dem betreffenden Enzym bei der niedrigeren Temperatur durchge-
fiihrt; nach Hitzeinaktivierung (sofern moglich) wurde das zweite Enzym hinzugegeben und bei der
hoheren Temperatur inkubiert. Einige priparative Verdaus wurden unter Verringerung der Enzym-
mengen iiber Nacht durchgefiihrt. Fiir Kontrollverdaus zur Restriktionsfragmentanalyse wurde 1 pl
Plasmid-DNA nach in einem Gesamtvolumen von 20 pul eingesetzt; davon wurden je 10 ul auf
analytische Agarosegele aufgetragen (2.1.7).

2.1.7 Agarosegelelektrophorese

Doppelstringige DNA-Fragmente unterschiedlicher Gro8e wurden durch horizontale Agarosegel-
elektrophorese in TAE-Puffer voneinander getrennt. Je nach gefordertem Auflosungsbereich wurden
Agarose-Konzentrationen von 0,5-1,5% (w/v) verwendet; zum Anfirben der DNA wurden schon
beim GieBen des Gels 0,05 ug/ml des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid zuge-
fiigt. Analytische und kleine priparative Gele (LxBxH 7x9x1,5 cm) liefen 45-90 min bei 80 V,
grof3e priaparative (LxBxH 14x11x1,5 cm) 1,5-3 h bei 150 V (Elektrophoreseapparaturen: Eigen-
konstruktionen der Feinmechanikwerkstatt des Theoretikums der Universitit Heidelberg). Die DNA

wurde durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert.

2.1.8 DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen und PCR-Ansatzen

Unter langwelliger UV-Bestrahlung wurden mittels eines Skalpells Bereiche mit den gewiinschten

DNA-Fragmenten aus den Agarosegelen ausgeschnitten. Uberschiissige Agarose wurde entfernt, die
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Gelstiicke wurden in 1,5 ml- oder 2 ml-Reaktionsgefidf3e iiberfiihrt und gewogen. Die DNA wurde
gemdl Anleitung des Herstellers mit Hilfe des Promega Wizard SV PCR Cleanup & Gel Extraction
Kit isoliert; dabei werden die Wasserstoffbriicken des Agarose-Gels durch chaotrope Salze aufgebro-
chen und die DNA bindet bei hoher Ionenstirke an eine Silikamembran [128]]. Nach dem Waschen
mit ethanolhaltigem Puffer hoher lonenstirke wird bei geringer lonenstérke eluiert. Hier erfolgte die

Elution mit 25-50 pl nukleasefreiem H,O. PCR-Produkte wurden bei Bedarf analog aufgereinigt.

2.1.9 Praparation kompetenter E. coli [129]

Die folgende Beschreibung bezieht sich sowohl auf BL21 als auch XL.1-blue und DHSa™/DHS5 -
T1™, Der Expressionsstamm BL21 wichst deutlich schneller als die Klonierungsstimme, so dass
fiir ihn kiirzere Inkubationszeiten einzuplanen sind.

Der jeweilige E. coli-Stamm wurde in einer Petrischale mit LB-Festmedium ausgestrichen und
diese iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine einzelne Kolonie (Durchmesser 2-3 mm) wurde mit einer
Imptose in 25 ml SOB-Medium in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Dieser wurde 6-8 h
bei 37 °C und 300 UpM geschiittelt. Mit der Starterkultur (BL21 1 ml, DH5Sa™/DHS5¢-T1™ 5 ml,
XL1-blue 10 ml) wurden 250 ml SOB in einem 1 I-Erlenmeyerkolben inokuliert und iiber Nacht bei
18 °C unter Schiitteln mit 180 UpM inkubiert.

Sobald die Zelldichte eine ODgy9 von 0,55 erreicht hatte, wurde der Kolben sofort in ein Eis-
Wasser-Bad tiberfiihrt und unter leichtem Schwenken 10 min darin belassen. Anschliefend wurden
die Bakterien durch zehnminiitige Zentrifugation bei 2 500 x g und 4 °C sedimentiert. Das Medium
wurde vollstindig dekantiert, verbleibende Tropfen abgesaugt bzw. abgewischt. Die Zellen wurden
durch vorsichtiges Schwenken in 80 ml eiskaltem Transformationspuffer resuspendiert und noch-
mals sedimentiert. Das Medium wurde wieder vollstindig entfernt und die Zellen vorsichtig in 20 ml
eiskaltem Transformationspuffer resuspendiert. Nach Zughabe von 1,5 ml Dimethylsulfoxid wurde
der Ansatz durch Schwenken gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Das gesamte Volumen wurde
moglichst schnell in 50 pl-Aliquota auf 1,5 ml-Reaktionsgefidfe verteilt und jedes sofort in fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bis zur Verwendung bei — 80 °C gelagert.

2.1.10 Transformation kompetenter E. coli

1,5 ml-Reaktionsrohrchen mit je 50 ul Suspension kompetenter E. coli wurden auf Eis aufgetaut,
nach 10 min mit je 1-5 pl des Ligationsansatzes versetzt und vorsichtig gemischt. Nach 15 min
auf Eis wurde 90 s bei 42 °C inkubiert und sofort wieder auf Eis gestellt. Nach 1-2 min wurden je
0,8 ml SOC-Medium hinzugefiigt und 1 h unter Schiitteln (300 UpM) bei 37 °C inkubiert. Die Zellen

wurden 1 min bei 5000 x g in der Tischzentrifuge sedimentiert, in ca. 100 ul SOC-Medium resus-
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pendiert und in Petrischalen mit LB-Festmedium, das 100 pg/ml Ampicillin enthielt, ausplattiert.
Die Petrischalen wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.1.11 Plasmidpraparation aus E. coli
Minipraparation flir Testrestriktionsverdau und Test-PCR

Je 3 ml LB-Medium mit dem jeweiligen Antibiotikum (in der Regel 100 pg/ml Ampicillin) in einem
Reagenzglas wurden mittels eines sterilen Zahnstochers inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. 2 ml der Bakteriensuspension wurden in einem 2 ml-Reaktionsgefdl 1 min bei
5000 x g in der Tischzentrifuge sedimentiert, der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in
200 pl Losung 1 resuspendiert, mit 400 ul Losung 2 versetzt (alkalische Lyse [130]), durch mehrfa-
ches Invertieren gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurden 300 ul Losung 3 hinzugegeben
(Neutralisation und Ausfillung von Kaliumdodecylsulfat, Proteinen und der mit Proteinen assozi-
ierten genomischen DNA), griindlich aber vorsichtig gemischt und 10 min bei 14 000 x g und 4 °C
in der gekiihlten Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand (ca. 800 ul) wurde in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefily mit 0,7 Volumina 2-Propanol versetzt, gemischt und 20 min bei 16 000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit 0,5 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (Zentrifugation
S min bei 16 000 x g und 4 °C), an der Luft getrocknet und in 20 pul H,O aufgenommen.

Minipraparation fiir Klonierung, Sequenzierung, Neurospora-Transformation

Die Aufreinigung basiert ebenfalls auf der alkalischen Lyse [130]], die Plasmid-DNA wird aber nicht
durch Alkoholféllung gewonnen, sondern bei hoher Ionenstirke in Gegenwart von chaotropen Sal-
zen an eine Silikamembran gebunden [[128], mit einem chaotrophaltigem Puffer und einem ethanol-
haltigem Puffer hoher Ionenstéirke gewaschen und bei geringer Ionenstéirke (5 mM Tris-HCI pH 8,5
oder H,0) eluiert. Die Durchfiihrung erfolgte gemif3 der Anleitung des Herstellers.

Midipraparation

Auch diese Aufreinigung bedient sich der alkalischen Lyse [130], die Plasmid-DNA wird jedoch an
eine Anionenaustauschermatrix gebunden, mit ethanolhaltigem Puffer geringer Ionenstirke gewa-
schen und durch einen Puffer hoher Ionenstéirke eluiert. SchlieBlich wird die DNA mit 0,7 Volumina
Isopropanol gefillt, mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 5 mM Tris-HCI pH 8,5 oder H,O

aufgenommen. Die Durchfiihrung erfolgte geméll den Angaben des Herstellers.
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Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde durch Messung der Extinktion einer verdiinnten Losung in 5 mM
Tris-HCl pH 7,5 bei 260 nm in einer Quarzkiivette mit 10 mm Schichtdicke bestimmt. Messwerte
zwischen 0,1 und 1,0 wurden als verlisslich betrachtet, in anderen Fillen musste die Messung in
anderer Verdiinnung wiederholt werden. Als Umrechungsfaktor fiir doppelstrangige DNA wurde

50 pg/ml fiir eine Extinktion von 1,00 bei 260 nm und 1 cm Schichtdicke angenommen.

2.2 Neurospora-Genetik

2.2.1 Transformation von Makrokonidien durch Elektroporation

Makrokonidien (von einer 5-10 Tage alten Kultur auf Festmedium) wurden wie unter[2.5.1|beschrie-
ben in 1 M Sorbit geerntet und 10 min bei 2 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Konidien wurden dreimal mit 50 ml 1 M Sorbit gewaschen. Die sedimentierten Konidien
wurden mit wenig 1 M Sorbit resuspendiert und auf Eis gestellt. Je 50 pul wurden mit 1 pug der zu
transfomierenden DNA griindlich gemischt und in 2 mm-Elektroporationskiivetten tiberfiihrt. Nach
15 min auf Eis wurden die Konidien bei 1,5 kV, 24 uF und 600 Q elektroporiert (typische Ab-
klingkonstante 10—13 ms), sofort in 1 ml eiskaltem 1 M Sorbit suspendiert und in Reaktionsgefif3e
auf Eis tiberfiihrt. 200 und 800 pl wurden mit je 8 ml 55 °C warmem Deckagar gemischt und in
10 cm-Petrischalen mit 20 ml Bodenagar ausplattiert. Als Negativkontrollen wurden dquivalente
Konidienmengen ohne DNA-Zusatz verwendet. Nach dem Erkalten wurden die Petrischalen 2-3
Tage bei 30 °C inkubiert, bis sichtbare Kolonien (2-4 mm Durchmesser) entstanden waren.

Einzelne Klone wurden mit einer sterilen Impfose ausgestochen und in Reagenzglidser mit 3 ml
Neurospora-Standardmedium transferiert. Nach 2-3 Tagen bei 30 °C wurden Teile des neu gewach-
senen Myzels auf Schrigagar-Rohrchen bzw. Erlenmeyerkolben mit Standard-Festmedium iiber-
impft. Diese wurden bei 30 °C bzw. Raumtemperatur im Licht inkubiert, bis Luftmyzel und Makro-
konidien entstanden waren (erkennbar an der orangenen Farbe, Farbintensitit und Konidienausbeute
sind sehr vom Stamm abhiingig; FRQ-defiziente Stimme bilden im allgemeinen nur schwach Koni-
dien).

2.2.2 Praparation genomischer DNA

Myzelstiicke wurden auf sterile Reagenzgldser mit je ca. 3 ml Standardmedium iiberimpft und 2—
3 Tage bei 30 °C inkubiert, bis sich an der Fliissigkeitsoberflache eine kompakte Schicht gebildet

hatte. Das Myzel wurde mit einem Metallhaken (aufgebogene Impfose) entnommen, trockengetupft
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und jeweils in ein 2 ml-Reaktionsgefid3 mit etwas Seesand (ca. 200 pl) tiberfiihrt. Bis zum Zell-
aufschluss wurden die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Der 2 x CTAB-Puffer wurde mit 1 % (w/v) NaHSOs3 supplementiert. Maximal vier Proben gleich-
zeitig wurden im kalten Zustand jeweils mit 250 ul CHCls/Isoamylalkohol 24:1 und 250 pl 2x CTAB-
Puffer versetzt, gut verschlossen und im Ribolyser arretiert (dabei musste schnell gearbeitet werden,
damit die Proben moglichst wenig antauten). Durch zwei Zyklen von 20 bzw. 10 s mit maximaler
Intensitit (6,5) wurden die Zellen aufgebrochen.

Nachdem mit allen Proben so verfahren worden war, wurden sie 30 min bei 60 °C inkubiert und
danach 5 min bei 16000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in 1,5 ml-Reaktionsgefife mit
je 250 ul CHCl3/Isoamylalkohol 24:1 transferiert, ohne die triibe Interphase mitzuschleppen. Nach
kurzem Ausschiitteln wurde nochmals zentrifugiert, und die Uberstinde wurden wiederum in neue
1,5 ml-ReaktionsgefidBe iiberfiihrt. Je 2 ug RNase A wurden zugefiigt, und nach Mischen wurde 1 h
bei Raumtemperatur oder 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die DNA wurde durch Zugabe von je 0,7 Volumina 2-Propanol ausgefillt und durch zehnmi-
niitiges Zentrifugieren bei 16 000 x g und 4 °C ausgefillt. Die Uberstinde wurden verworfen und
die Niederschldge mit jeweils 0,5 ml eiskaltem 70 %igen Ethanol gewaschen. Nach fiinfminiitiger
Zentrifugation bei 16 000 x g und 4 °C wurden die Uberstiinde entfernt und die Niederschlige bei
Raumtemperatur oder 37 °C getrocknet. Die DNA wurde in je 100 pul H,O oder 5 mM Tris-HCl
pH 7.5 aufgenommen (ggf. wurde das Wiederauflosen durch Erhitzen auf 50 °C beschleunigt).

2.3 Proteinbiochemie

2.3.1 Analytische Gelfiltrationschromatographie

Totalextrakt bzw. Kernextrakt oder umgepuffertes Cytosol| wurden mit 10 mM
Mg(CH3COO),, 250 U/ml Benzonase und 10 pg/ml Distamycin A versetzt und 30 min bei 4 °C
und 40000 UpM im Rotor TLA-55 zentrifugiert, der Niederschlag wurde verworfen. 5 mg Ge-
samtprotein wurden auf eine mit Gelfiltrationspuffer dquilibirierte Superose 6-Sdule geladen, der
Saulenlauf wurde mit 0,5 ml/min durchgefiihrt. Nach dem Entleeren der 500 pl-Auftragsschleife
wurden 0,5 ml-Fraktionen aufgefangen; diese wurden mit Trichloressigsdure nach [2.3.4] gefillt und

in je 60 ul SDS-PAGE-Auftragspuffer aufgenommen.

* Cytosol entsprechend 7 mg Gesamtprotein wurde mit Proteinextraktionspuffer auf 2 ml ergénzt, vermischt und durch
Ultrafiltration bei 4 °C auf ca. 500 pl eingeengt. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt, um die hohe Visko-
sitdt des Cytosols (bedingt durch Ficoll und Sorbit aus Fraktionierungpuffer A) zu reduzieren.
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2.3.2 Immunprazipitation

Pro Fillungsansatz wurden ca. 30 ul Affinititsmatrix (Protein A-, Protein G-Sepharose bzw.
oFLAG®-Agarose) verwendet. Die Matrix wurde in einem 1,5 ml- oder 2 ml-Reaktionsgefiy 2—
3-mal mit dem 20—40-fachen Volumen TBS bei Raumtemperatur gewaschen (Zentrifugation 1 min
bei 500 x g). Monoklonale Antikorper wurden mit Protein G-Sepharose, polyklonale mit Protein A-
Sepharose 1 h unter Rotieren bei Raumtemperatur — ggf. unter Zugabe von TBS — inkubiert. Die
Matrix wurde sedimentiert, 3—4-mal mit dem 20-40-fachen Volumen TBS gewaschen und zu je
30 ul in 1,5 ml-ReaktionsgefdBe aliquotiert. Die Bindung des Antigens erfolgte unter Rotieren bei
4 °C iiber Nacht. Danach wurde die Matrix bei 4 °C sedimentiert und 3—4-mal mit dem 20—40-fachen
Volumen TBS bei 4 °C gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch dreiminiitiges Kochen
mit 40 ul 2x SDS-PAGE-Auftragspuffer eluiert. Nach Zentrifugieren (1 min bei 16 000 x g) wurde
die Fliissigkeit mit einer 50 pl-Gaschromatographiespritze (Nadelinnendurchmesser 0,2 mm) abge-

nommen.

2.3.3 In vitro-Dephosphorylierung von Totalextrakten oder Kernextrakten

Die Proeinextrakte wurde nach [2.4.3] bzw. [2.4.2] hergestellt, allerdings wurde als Puffer Dephos-
phorylierungspuffer verwendet. Ein Volumen entsprechend 200 ug Gesamtprotein wurde in einem
1,5 ml-Reaktionsgefdl mit Dephosphorylierungpuffer auf 25,5 ul erginzt, 1,5 ul 20xMgCl,/DTT
(Endkonzentrationen: 5 mM MgCl, und 1 mM DTT) sowie 3 ul (60 U) alkalische Kélberdarmphos-
phatase (CIAP) hinzugefiigt und nach Mischen 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Kochen mit 10 ul 4 x SDS-PAGE-Auftragspuffer gestoppt.

2.3.4 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Um verdiinnte Proteinldsungen fiir den Auftrag auf SDS-Polyacrylamidgele zu konzentrieren oder
unerwiinschte Salze zu entfernen, wurde mit 0,02 % (w/v) Natriumdesoxycholat und 6 % (w/v) Tri-
chloressigsédure versetzt. Nach 5 min auf Eis wurde 5 min bei 10 000 x g und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand vollstindig entfernt; der Niederschlag wurde in 1xSDS-PAGE-Auftragspuffer aufge-
nommen. Zu niedriger pH-Wert (erkennbar am Farbumschlag des Bromphenolblaus im Auftragspuf-
fer nach Gelb) wurde sofort durch Uberblasen der Lésung mit Ammoniakdampf und anschlieBendes

Schiitteln korrigiert (Farbumschlag zuriick nach Blau, ggf. Vorgang wiederholen).
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2.3.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteintotalextrakte und Kernextrakte wurden 1:20, Totalhomogenate und Cytosol 1:10 mit H,O
verdiinnt. Je 10 pl wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz [131] (BioRad Protein Assay-Konzentrat 1:5
mit H,O verdiinnt) gemischt. Nach 10 min wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen (Referenz:
Bradford-Reagenz mit 10 ul H,O). Zur Kalibrierung der Messung wurde eine Standardreihe mit
Immunglobulin G erstellt; die lineare Regression ergab einen Ordinatenabschnitt von 0 und eine

Steigung von 42.

2.3.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteingemische in Losung wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophore-
se [132] aufgetrennt. Verwendet wurden grofle Gele mit den Abmessungen 12 cmx 14 cmx 1 mm
(Elektrophoreseapparaturen: Eigenkonstruktion der Feinmechanikwerkstatt des Theoretikums der
Universitidt Heidelberg) sowie 1 mm dicke ,,Minigele* (MiniProtean 3-System, BioRad). Falls nicht
anders angegeben, enthielten die Gele 7,25 % (w/v) Acrylamid und 0,25 % (w/v) N,N’-Methylen-
bis(acrylamid). GroBe Gele wurden mit Hilfe von ,,Gelschuhen* gegossen, in denen die Gelplatten
vertikal befestigt waren. Zur Abdichtung wurde zunéchst ein knapp 1 cm hohes Bodengel gegossen
(16 % (w/v) Acrylamid, 0,05 % (w/v)N,N’-Methylen-bis(acrylamid), auf das nach Ende der Poly-
merisation (30-45 min) das eigentliche Trenngel folgte (das MiniProtean III-System enthélt eine
GieBapparatur mit Dichtung, bendtigt also kein Bodengel). Durch vorsichtiges Uberschichten mit
600 pul (groBe Gele) bzw. 200 ul (Minigele) 2-Propanol wurde eine gerade und blasenfreie Oberkan-
te des Trenngels erhalten sowie der Zutritt von Luftsauerstoff vermindert. Nachdem das Trenngel
vollstindig polymerisiert war (>1 h), wurde der 2-Propanol entfernt und das Sammelgel gegossen
(Polymerisationszeit 45-60 min). Die Hohe des Sammelgels unterhalb der Geltaschen betrug ca.
1 cm (groBe Gele) bzw. 0,5 cm (Minigele).

Die Proben wurden mit demselben Volumen 2 x oder % Volumina 4 x SDS-PAGE-Auftragspuffer
versetzt und 3 min auf 95 °Cerhitzt. Auf groe Gele wurden 200 pg, auf Minigele 100 pg Gesamt-
protein pro Spur aufgetragen, falls nicht anders vermerkt. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 mA
(Minigele) bzw. 35 mA (groBe Gele) oder bei ensprechend reduzierter Stomstérke iiber Nacht, bis
die gewiinschte Auftrennung erreicht war (Kontrolle ggf. mittels eines gefirbten Proteingroflen-

markers).

Gelfarbung mit Coomassie Brilliant Blue R250

Falls keine Immundetektion erforderlich war, wurden die Proteine nach der Elektrophorese im Gel

angefirbt. Das Gel wurde bei Raumtemperatur in Coomassie-Firbelosung geschwenkt, bis es voll-
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stindig tiefblau war. Die Firbelosung wurde entfernt, das Gel mit H,O abgespiilt und bei Raumtem-
peratur mit Coomassie-Entfiarbelosung geschwenkt, bis die Proteinbanden deutlich erkennbar waren
und das iibrige Gel fast vollstindig entfarbt war. Um iiberschiissigen Farbstoff aus der Losung zu
adsorbieren, wurde beim Entfirben ein Stiick Zellstoff zugefiigt. Die Gele wurden per Computer

eingescannt, mit 10 % (v/v) Glyzerin dquilibriert und anschlieBend in Plastikfolie eingeschweif3t.

2.3.7 Elektrotransfer und Imnmundetektion (,, Western Blot*)

Zum immunologischen Nachweis wurden die Proteine elektrophoretisch nach dem semi dry-Ver-
fahren aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die verwen-
deten Transferapparaturen sind eine Eigenkonstruktion der Werkstatt der Ludwig-Maiximilians-
Universitidt Miinchen, sie beinhalten zwei je 17 cmx 17 cm groBBe Graphitplatten. Sechs dicke Filter-
papiere und ein Stiick Nitrozellulosemembran (alle nur wenig groBer als das Gel) wurden mit Trans-
ferpuffer getrdnkt. Drei der Papiere wurden luftblasenfrei auf die mit Puffer angefeuchtete untere
Graphitplatte gelegt, darauf wurden die Nitrozellulosemembran und das Polyacrylamidgel (ohne
Sammel- und Bodengel) platziert. Luftblasen wurden entfernt und die drei iibrigen Filterpapiere bla-
senfrei dariiber geschichtet. Schlielich wurde der Deckel mit der angefeuchteten oberen Graphit-
platte aufgesetzt und mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte 1,5 h (kleinere Proteine)
bis 2,5 h (groBe Proteine) bei einer konstanten Stromstédrke von 200 mA (grof3e Gele) bzw. 100 mA
(Minigele), mindestens aber 5 V und hochstens 10 V.

Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in H,O geschwenkt, mit Ponceau S-Losung gefarbt
und durch Schwenken in H,O so weit entférbt, dass die Proteinbanden ohne starke Hintergrundfir-
bung sichtbar waren. Die Banden des Proteingro3enmarkers wurden mit wasserfestem Kugelschrei-
ber eingezeichnet und die Spuren des Gels beschriftet. Die Membran wurde zur Dokumentation
photokopiert und durch Schwenken in H,O und anschlieBend TBS vollstindig entfarbt. Um unspe-
zifische Bindung des Antikorpers zu verhindern, wurde die Membran durch einstiindiges Schwenken
in einer Losung von 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS blockiert.

Die Nitrozellulosemembran wurde 2 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C (monokl.
aFRQ 3G11: 2 h bei Raumtemperatur) in einer Losung des Primérantikorpers und 5 % (w/v) Ma-
germilchpulver in TBS unter Schwenken inkubiert und anschlieend dreimal 5 min bei Raumtem-
peratur mit TBS gewaschen. Danach wurde die Membran zwei Stunden bei Raumtemperatur oder
tiber Nacht bei 4 °C (monokl. «FRQ 3G11: 4 °C iiber Nacht) in einer Losung des Sekundérantikor-
pers und 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS unter Schwenken inkubiert und anschlieend dreimal
5 min mit TBS bei Raumtemperatur gewaschen.

SchlieBlich wurde die Membran mit 5 ml Luminolreagenz versetzt und 3 pl 30 % H,O, zugege-

ben, diese Losung wurde eine Minute lang stindig iiber die Membran pipettiert. Die Membran wurde
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monokl. Maus oFLAG® 1:2000
monokl. Maus aHiss 1:3000
monokl. Maus aFRQ 3Gl11 1:10
polykl.  Kaninchen oFRQ-Mitte 1:200
polykl.  Kaninchen oFRQ C-Terminus 1:300
polykl.  Kaninchen «aCKla 1:250
polykl.  Kaninchen oWC-1 1:500
polylk.  Ziege aMaus-1gG Peroxidase-Konjugat 1:5000
polykl.  Ziege oKaninchen-IgG ~ Peroxidase-Konjugat 1:10 000

Tabelle 1: Verdinnungen der Antikérper fir die Immundetektion; alle wurden in 5 % (w/v) Magermilch-
pulver/TBS verwendet.

in eine Kunststofffolie eingeschlagen, iiberschiissiges Luminolreagenz abgewischt und die Folie in
eine Photokassette geklebt. Rontgenfilme wurden unterschiedlich lang in der Photokassette belichtet

und maschinell entwickelt.

2.3.8 Glutathion-Affinitatschromatographie von GST-FRQ

Eine 25 ml-Vorkultur von BL21 pGEX 4T3 FRQ in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurde
bei 37 °C geschiittelt, bis die stationdre Wachstumsphase erreicht war. 500 ml Autoinduktionsmedi-
um, das 100 mg/l Ampicillin enthielt, wurde mit 5 ml der Vorkultur inokuliert und iiber Nacht bei
25 °C unter Schiitteln (180 UpM) inkubiert. Nach 16 h wurden die Bakterien (ODgg 4,0) sedimen-
tiert (10 min bei 5000 x g und 4 °C) und in 20 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Die Zellen wurden
mittels dreier Passagen durch den eisgekiihlten Microfluidizer aufgeschlossen (die Fliissigkeit durch-
stromt darin unter hohem Druck die mikroskopisch kleinen Kanile einer Keramik, wodurch starke
Scherkrifte entstehen, die die Bakterien zerreiflen). Das Volumen erhohte sich dabei auf 50 ml, weil
vorsichtshalber etwas Puffer vor und nach der Hauptmenge des Lysats mit aufgefangen wurde. Das
Lysat wurde durch Ultrazentrifugation (30 min bei 4 °C und 40 000 UpM im T865-Rotor) geklirt,
der Niederschlag wurde in 25 ml H,O resuspendiert.

200 pl Glutathion-Sepharose™ 4B wurden in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl dreimal mit 1,3 ml
PBS gewaschen, d.h. im Puffer suspendiert, 1 min bei 1000 x g und Raumtemperatur sedimen-
tiert; der Pufferiiberstand wurde verworden. Alle nachfolgenden Schritte wurden — falls nicht anders
angegeben — bei 4 °C durchgefiihrt. Die Affinitdtsmatrix wurde in ca. 1 ml des geklirten Lysats re-
suspendiert und in einem 50 ml-Polystyrolrohrchen mit dem Rest des Bakterienlysats vereinigt. Die
Bindung erfolgte durch Rotieren tiber Nacht.

Durch fiinfminiitiges Zentrifugieren bei 1 000 x g wurde die Glutathion-Sepharose™ 4B sedimen-

tiert, der Uberstand wurde fast vollstindig dekantiert. Die Affintitsmatrix wurde im verbliebenen
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Lysat resuspendiert und in eine leere 2 ml-Einweg-Chromatographiesiule iiberfiihrt. Nachdem der
Lysatrest abgelaufen war, wurde die Matrix dreimal mit je 2 ml eiskaltem PBS gewaschen und fiinf-
mal mit je 500 ul Glutathion-Elutionspuffer bei Raumtemperatur eluiert. Zwischen den einzelnen

Elutionsschritten wurde jeweils 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.4 Zellbiologie

2.4.1 Zellfraktionierung [133]

Gefrorenes Myzel wurde unter Kiithlung mit fliissigem Stickstoff im Morser mit etwas sduregewa-
schenem Seesand fein zermahlen. 10 ml davon wurden mit 10 ml Fraktionierungspuffer A (supple-
mentiert mit 1 mM PMSE, 3 pg/ml Leupeptin, 3 ug/ml Pepstatin A und 3 mM DTT) versetzt, auf Eis
gestellt und regelméBig geschiittelt, bis das Myzelpulver vollstindig aufgetaut und eine homogene
Suspension entstanden war.

Die nicht zu zdhfliissige Suspension wurde durch Verbandmull filtriert, um Sand und grobe Zell-
triimmer zu entfernen. Unter Rithren wurden 20 ml eiskalter Fraktionierungspuffer B hinzugegeben
und die Suspension in einem 38 ml-Polyallomer-Zentrifugenrohrchen auf 5 ml einer Mischung der
Fraktionierungspuffer A und B im Verhiltnis 1:1,7 geschichtet. Nach achtminiitiger Zentrifugation
im JS-24.38-Rotor bei 1400 UpM und 4 °C wurde die obere Phase abgenommen, durchmischt und
ein 1,5 ml-Aliquot als Totalhomogenat zuriickbehalten. Der Rest wurde in einem 38 ml-Polykarbonat-
Zentrifugenrohrchen auf 5 ml eiskalten ,,Stufengradient**-Puffer gegeben. Nach 15-20-miniitiger
Zentrifugation im JS-24.38-Rotor bei 7000 UpM und 4 °C wurde die obere Phase (Cytosol) ab-
genommen und durchmischt, der Stufengradient dekantiert und verworfen. Die Zellkerne befanden

sich als zdher Niederschlag am Boden des Zentrifugenrohrchens.

2.4.2 Kernextraktion

Die Zellkerne wurden direkt nach der Fraktioniernung in 200—400 ul (je nach Ausbeute) Proteinex-
traktionspuffer resuspendiert, in 1,5 ml-Reaktionsgefidf3e tiberfiihrt und durch Ultraschall aufgebro-
chen (Branson Sonifier 250 mit Mikrospitze, 2 Serien a 10 s, Intensitédt 2-3, Impulsverhiltnis 50 %).
AnschlieBend wurde 20 min bei 25000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues

GefiB tiberfiihrt; der Niederschlag wurde verworfen.
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2.4.3 Proteintotalextrakt

Gefrorenes Myzel wurde unter Kiihlung mit fliissigem Stickstoff im Morser mit etwas sduregewa-
schenem Seesand fein zermahlen und in 15 ml-Polypropylenrohrchen (oder bei sehr kleinen Mengen
2 ml-Reaktionsgefifle) iiberfiihrt. Nach Zugabe desselben Volumens Proteinextraktionspuffer (sup-
plementiert mit 1 mM PMSEF, 1 ug/ml Leupeptin und 1 pug/ml Pepstatin A) wurde auf Eis gestellt
und regelmiBig geschiittelt, bis das Myzelpulver vollstindig aufgetaut und homogene Suspensionen
entstanden waren. Die Suspensionen wurden 20 min bei 4 700 x g (15 ml-Polypropylenrohrchen)
bzw. 10 min bei 10000 x g (2 ml-ReaktionsgefiBe) und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
in neue Reaktionsgeféle tiberfiihrt und 20 min bei 25 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Ohne die oben
schwimmende Lipidschicht mitzuschleppen wurden die Uberstinde in neue ReaktionsgefiBe iiber-

fiihrt und zur spéteren Verwendung in fliissigem Stickstoff eingefroren (Aufbewahrung bei —80 °C).

2.5 Physiologie

2.5.1 Gewinnung von Makrokonidien

Zur Gewinnung von Makrokonidien wurde Neurospora crassa (als Konidiensuspension oder Myzel-
fragment) auf sterile 500 ml-Erlenmeyerkolben mit 100 ml Neurospora-Festmedium (ggf. supple-
mentiert mit 0,5 mg/ml Histidin-HCI) und Wattestopfen iiberimpft und ca. eine Woche bei Raumtem-
peratur im Licht inkubiert, bis sie vollstindig mit Myzel bewachsen waren und sich das Luftmyzel
orange verfirbte (je nach Stamm unterschiedlich intensiv). Die Konidien wurden mit 50 ml Wasser
(bzw. 50 ml 1 M Sorbit fiir Elektroporation, vgl. aufgeschlammt und die Suspension durch
sterilisierten Verbandmull filtriert, um Myzelreste zu entfernen. Die Konzentration der Suspension
wurde durch Messen der Lichtstreuung bei 420 nm bestimmt (1 OD4» enspricht 2,86-10° Konidien).

Die Konidiensuspensionen wurden in 50 ml-Polypropylenréhrchen bei —20 °C gelagert.

2.5.2 Gewinnung von Myzel

Sterile Erlenmeyerkolben wurden zu einem Drittel ihres Volumens mit Neurospora-Fliissigmedium
gefiillt und mit 20-40 OD4;9 Konidiensuspension pro 100 ml inokuliert. Die Kolben wurden un-
ter Schiitteln (ca. 120 UpM) im Licht bei 25 °C inkubiert, bis sie vollstindig und dicht mit Myzel
bewachsen waren. Das Myzel wurde im Biichner-Trichter auf Filterpapier durch Vakuum geerntet,
kurz per Hand zwischen saugfihigem Papier trockengepresst und sofort in Polypropylenréhrchen in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Das schockgefrorene Myzel wurde ggf. bis zur Verwendung bei
—80 °C aufbewahrt.
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2.5.3 Induktion mit Chinasaure

Da der ga-2-Promotor einer Katabolit-Repression unterliegt (u. a. durch Glukose, die zu 2 % (w/v)
im Standardmedium enthalten ist), musste das Medium zur Induktion vollstindig gewechselt wer-
den. Dazu wurde das Myzel im Biichner-Trichter auf Filterpapier durch Vakuum geerntet, jedoch
ohne es vollstidndig trocken werden zu lassen. Das Myzel wurde in etwa dem halben Ausgangsvolu-
men H,O resuspendiert, kurz geriihrt und wieder geerntet. Dieser Waschschritt wurde noch einmal
wiederholt. SchlieBlich wurde das Myzel im Ausgangsvolumen Chinasidure-Induktionsmedium re-
suspendiert und weiter inkubiert.

Sollten mehrere Proben desselben Stamms unter gleichen Bedingungen angezogen und danach
induziert werden, wurde zunnéchst ein groes Volumen verwendet und wie oben verfahren. Das
Myzel wurde aber vor dem Resuspendieren im Induktionsmedium in mehrere gleich groB3e Stiicke
zerteilt und auf kleinere Erlenmeyerkolben verteilt. Damit wurde sicher gestellt, dass alle Proben den

gleichen Ausgangszustand hatten und beim Wechsel des Mediums exakt gleich behandelt wurden.

2.5.4 Race tube-Analyse

Um das Funktionieren der circdianen Uhr auf physiologischer Ebene zu iiberpriifen, dient der in
[I.2] auf Seite [6] beschriebene race tube assay. Die hier verwendeten race tubes sind 40 cm lange
Glasrohren von 14 mm Innendurchmesser, die an den Enden um 45° nach oben gebogen sind. Das
Medium (s. [A.4.1] auf Seite [I06) wird aufgekocht und heif} eingefiillt (jeweils ca. 7 ml). Nach dem
Verschliefen mit Wattestopfen werden die Enden mit Aluminiumfolie abgedeckt und die gefiillten
race tubes autoklaviert. Sie miissen auf einer absolut waagerechten Oberfliche erkalten, damit eine
gleichmifige Schicht Festmedium entsteht.

Die race tubes werden an einem Ende mit frischen Konidien oder etwas Konidiensuspension in-
okuliert und 1-2 Tage bei Licht inkubiert, bis Myzel gewachsen und eine definierte Wachstumsfront
erkennbar ist. Danach werden sie ins Dunkle gestellt (bzw. definierten Licht-Dunkel-Zyklen ausge-
setzt), bis die gesamte Lange der Rohren bewachsen ist. Um Periodendauer und Phase der Zyklen
bestimmen zu konnen, wird die Wachstumsfront téglich unter Rotlicht markiert. Nach Ende des
Experiments werden die race tubes eingescannt (Luftmyzel mit Konidien reflektiert das Licht des
Scanners stirker als normales Myzel, so dass es beim Auflicht-Scan heller erscheint) und densito-

metrisch analysiert.
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Die im Folgenden genannten N. crassa-Stdamme tragen alle die bd-Mutation, so dass dies nicht je-
des Mal explizit angemerkt wird. Dies gilt auch dann, wenn — vereinfachend — die Bezeichnung
,»Wildtyp* gewihlt wurde. Falls nicht anders angegeben, wurde bei 25 °C und unter stindiger Be-
leuchtung (LL) kultiviert. So wird durch Aktivierung des Blaulichtrezeptors WC-1 fortwihrend frq

transkribiert und damit FRQ stark exprimiert; die circadiane Uhr lduft aber nicht.

3.1 Subzellulare Verteilung von FRQ in Abhangigkeit von der
Expressionsstarke

FRQ ist ein Protein von 989 Aminosdureresten mit der molekularen Masse 108 kDa, das vielfach
phosphoryliert wird (Hyperphosphorylierung) und daher bei der SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese eine dichte Abfolge von Banden mit geringerer elektrophoretischer Mobilitit bildet (apparente
molekulare ca. 130-150 kDa). Die Konzentration von FRQ ist im Cytosol grofer als im Zellkern,
obwohl es ein funktionelles NLS besitzt und Kernlokalisation fiir die Funktion der circadianen Uhr
unabdingbar ist [41].

FRQ-Molekiile dimerisieren iiber die coiled coil-Region, moglicherweise werden auch hohere
Oligomere gebildet (vgl. [3.2.1; welche Regionen des Proteins neben der coiled coil dafiir verant-
wortlich sind ist nicht bekannt). Die coiled coil-Interaktion ist notwendig fiir das Funktionieren der
circadianen Uhr [45]].

Selbstassoziation ist eine denkbare Moglichkeit, die subzellulidre Verteilung eines Proteins zu re-
gulieren. Dabei konnten entweder bestimmte Regionen maskiert (z. B. ein NLS) oder durch damit
einhergehende Konformationsdnderungen freigelegt (etwa ein NES) werden. Nach dem Massen-
wirkungsgesetz ist die Bildung solcher Oligomere von der Konzentration der Monomere abhin-
gig. Daher wurde FRQ im frg-knock-out-Stamm frq'? unter dem heterologen ga-2-Promotor 14 h
bei unterschiedlichen Konzentrationen des Induktors Chinasdure exprimiert, um verschiedene FRQ-
Konzentrationen innerhalb der Zelle zu erhalten (Abb. [I0). Die FRQ-Mengen steigen deutlich von
15,6 uM bis 1,56 mM Chinasdure, wihrend dariiber eine Séttigung erreicht wird, d.h. maximale In-

duktion vorliegt. Fraktionierung der Zellen zeigt, dass die relative Verteilung des Proteins dagegen
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Abbildung 10: Subzelluldre Verteilung von FRQ nach 14-stiindiger Induktion Gber qa-2-Promotor mit
verschiedenen Chinasdure-Konzentrationen; die Expressionsstérke ist von der Induktorkonzentration
abhéngig, die relative Verteilung &ndert sich aber nicht. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt,
je 200 pg Gesamtprotein

von der Konzentration unabhéngig ist. Ein Hinweis darauf, dass konzentrationsabhingige Oligo-

merisierung die subzellulidre Lokalisation von FRQ bedingt, ergibt sich also nicht (vgl. dazu auch

B.2.1).

3.2 Lokalisation von FRQ und FRQ®

Der arythmische Stamm frg° exprimiert auf Grund einer Leserasterverschiebung ein C-terminal um
ca. 30 % verkiirztes Protein (662 Aminosdurereste, 73 kDa), welches wie das Wildtyp-Protein viel-
fach phosphoryliert ist [21] und — bei insgesamt reduzierter Menge — vorwiegend im Kern zu finden
ist (Abb. . Werden FRQ und FRQ’ koexprimiert, dndert sich die subzellulire Verteilung von
FRQ’: Zwischen Totalhomogenat und Cytosol ist kaum mehr ein Unterschied erkennbar, wihrend

frq® FRQ®/ FRQ" frq"

kDa

T ¢ N T C N T C N
200 —

AN s PN Py

119 —

el -
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Abbildung 11: Subzelluldre Lokalisation von FRQ und FRQ®; FRQ/FRQ®: frq° bdBM60 Clal-Fr. In
den Ausgangsstdmmen ist FRQ stérker im Cytosol, in FRQ® hauptsachlich im Kern konzentriert. Wird
FRQ® mit FRQ koexprimiert, sinkt sein Anteil im Kern zugunsten des cytosolischen bei insgesamt ge-
ringerer Expressionsstarke. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 pg Gesamtprotein
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die Konzentration im Kern relativ zum Cytosol deutlich abgenommen hat. Dies zeigt, dass FRQ® mit
FRQ assoziiert und FRQ die Lokalisation dieses Komplexes maf3geblich bestimmt.

Weiterhin verringert sich die Gesamtmenge an FRQ®. Ursache ist wahrscheinlich die geringere
mRNA-Menge, denn FRQ reprimiert die Synthese seiner eigenen mRNA wie auch von frg’-mRNA,
die sich nur durch die Deletion einer einzelnen Base vom Wildtyp-Gen unterscheidet; FRQ® vermag
dies — trotz hoher nukledrer Konzentration — nicht [21]. Bei Koexpression ist die Repression durch
FRQ dominant, so dass frg- wie auch frg°-mRNA in gleicher Menge, nimlich wie beim Wildtyp,
vorliegen™}

Die N-terminalen 336 Aminosiurereste, welche die coiled coil-Region und das NLS von FRQ so-
wie das Epitop des monoklonalen Antikorpers 3G11 beinhalten, sind zwischen den FRQ-Orthologen
stark konserviert und vom Rest des Proteins durch ein variables Segment getrennt (vgl. Abb. @] auf
Seite [I0). Daher wurde dieser Bereich als putative Doméne angesehen, im Cla I-Fragment mit GFP
fusioniert (FRQ(1-336) GFP, [134]]), und frg’’ sowie frg* damit transformiert. Das Fusionsprote-
in (berechnete molekulare Masse 64 kDa) zeigt in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nur
wenige Phosphorylierungsstufen und wird noch schwicher exprimiert als FRQ?, verteilt sich aber
subzellulir in beiden Hintergrundstimmen vollig analog zu diesem (Abb. [I2). Die Kernlokalisati-
on von FRQ’ ist damit unabhiingig von der Mehrzahl der Phosphorylierungen und wird vollstéindig
durch die N-terminalen 336 Aminosdurereste bestimmt. Ebenso sind diese fiir die Assoziation mit

FRQ und damit wahrscheinlich auch fiir Homooligomerisierung notwendig und hinreichend. Die

A B frq10 frq+ frq+
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Abbildung 12: A: Schematischer Aufbau von FRQ, FRQ® und FRQ(1-336) GFP. B: Subzellulare Lo-
kalisation von FRQ(1-336) GFP exprimiert in frq’? und frq* (der Bildteil mit dunklem Hintergrund zeigt
eine langere Exposition); wie bei FRQ® steigt durch Koexpression mit FRQ der Anteil des cytosoli-
schen Proteins. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 pg Gesamtprotein

* Bei FRQ/FRQ?’ handelt es sich um frg° BM60 Cla I-Fragment, einen frg’-Stamm, der mit einem 8679 bp groBen
Restriktionsfragment aus genomischer DNA transformiert wurde, das einen funktionalen frg*-Locus enthilt. Da sich
beide Loci nur durch die Deletion eines einzigen Basenpaars im kodierenden Bereich unterscheiden, unterliegen sie
der gleichen Transkriptionsregulation.
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Abbildung 13: Analytische Gelfiltration von Proteintotalextrakten aus A frq*, B frq° und C frq°
BM60 Clal-Fr. (FRQ/FRQ?®). L: Ladekontrolle (100 pg Gesamtprotein)

Expressionsstirke des Fusionsproteins steigt — anders als FRQ® — durch Koexpression mit FRQ.
Zwar wird auch hier die Transkription durch negative Riickkopplung reduziert, jedoch scheint dies
tiberkompensiert zu werden, indem Assoziation mit FRQ die Stabilitidt des Fusionsproteins deutlich
erhoht.

3.2.1 Analyse von FRQ/FRQ®-Komplexen durch Gelfiltration

Wenn die Kernlokalisation von FRQ® durch Assoziation mit FRQ vermindert werden kann, sollten
bei Koexpression von FRQ® und FRQ andere Populationen von Komplexen auftreten als in frg® und
frq*. Daher wurden Totalextrakte (jeweils 5 mg Gesamtprotein) dieser beiden Stimme sowie von frg’
BM60 Cla I-Fragment durch Gelfiltration auf einer Superose 6 16/200-Séule aufgetrennt (2.3.1)) und
je % der Fraktionen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert (Abb. . FRQ wie auch
FRQ? verteilen sich iiber viele Elutionsfraktionen; die FRQ-Komplexe eluieren groBtenteils frither
als die von FRQ®. Weil beide jeweils iiber die coiled coil-Region dimerisieren, liegen die apparenten

molekularen Massen iiber denen der jeweiligen Monomere. Moglicherweise werden auch hohere
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Oligomere gebildet; da FRQ (bzw. FRQY) aber wahrscheinlich keine ausgepriigte Sekundir- und
Tertidrstruktur ausbildet (s.[3.3.3), ist eine genaue Aussage schwierig

Bei Koexpression von FRQ’ und FRQ (frg’ BM60 Cla I-Fragment) eluiert ein Teil des FRQ’
schon wesentlich friiher als in frg’, tritt also in Komplexen mit hoherer apparenter molekularer Mas-
se auf. Es kommt zu einer stirkeren Uberlappung des Elutionsprofils mit dem von FRQ, weil beide

(iiber die coiled coil-Region) assoziieren. FRQ? verteilt sich hier insgesamt iiber einen groBeren

L 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

200 —
- - . . ' L
119 — Cytosol
L 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
200 —
119 — Cytosol
— \
L 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
200 —
119 — Kern-
extrakt

r

Abbildung 14: Analytische Gelfiltration von Cytosol und Kernextrakt aus FRQ/FRQ® (frg® BM60 Clal-
Fr.); das Bild mit dunklem Hintergrund zeigt eine langere Belichtung. L: Ladekontrolle (100 ug Ge-
samtprotein).

* Filamentose/extendierte Proteine oder Proteinkomplexe eluieren in der Gelfiltration friiher als globulédre mit gleicher
molekularer Masse, und wenig strukturierte Proteine konnen viele verschiedene Konformationen annehmen, so dass
ihr Laufverhalten uneinheitlich und zwischen diesen Extremen zu erwarten ist.
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Bereich; ein Teil der Population eluiert wie im frg’-Stamm, bildet also vermutlich reine FRQ’-
Komplexe.

Um Unterschiede zwischen cytosolischen und nukleiren FRQ/FRQ’-Komplexen zu erkennen,
wurden Cytosol und Kernextrakt aus frg” BM60 Cla I-Fragment (ebenfalls je 5 mg Gesamtprote-
in) durch Gelfiltration analysiert; das Cytosol wurde zuvor durch Ultrafiltration in Proteinextrak-
tionspuffer umgepuffert, weil die hohe Viskositit des Fraktionierungspuffers (bedingt durch den
Gehalt an Ficoll, Sorbit und Glyzerin) die Auftrennung bei der Gelfiltration negativ beeinflussen
wiirde. Wiederum wurde je % der Fraktionen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert
(Abb. . Fiir FRQ ist zwischen Kernextrakt und Cytosol kaum ein Unterschied sichtbar, bei FRQ’
dagegen sind die cytosolischen Komplexe groBer (eluieren frither) als die nukledren, ihr Elutions-
profil deckt sich stirker mit dem von FRQ. Folglich befinden sich FRQ”-Komplexe vorwiegend im
Kern, wihrend FRQ®/FRQ-Komplexe bzw. reine FRQ-Komplexe bevorzugt im Cytosol zu finden
sind. Durch den groBen Uberschuss an FRQ gegeniiber FRQ® wird ein Teil des FRQ’-Proteins ins
Cytosol verschoben (verglichen mit einem reinen frg’-Stamm), wiihrend umgekehrt eine Auswir-
kung von FRQ® auf FRQ nicht zu erkennen ist.

Da das NLS von FRQ der coiled coil-Region unmittelbar folgt, konnte FRQ-Oligomerisierung das
NLS maskieren und somit zu cytosolischer Lokalisation fiihren (vgl. [3.1). Die FRQ-Elutionsprofile
von Cytosol und Kernextrakt unterscheiden sich jedoch nicht, so dass auch die Gelfiltrationsdaten
gegen dieses Modell sprechen. Das Ergebnis schlie3t NLS-Maskierung als Regulationsmechanismus
aber nicht grundsitzlich aus, denn auch eine Konformationsinderung innerhalb der Komplexe, die

keine Auswirkung auf das Elutionsprofil hat, konnte eine (De-)Maskierung bewirken.

3.3 Lokalisation von FRQ-Proteinen mit partiellen Deletionen

3.3.1 C-terminal verkiirzte FRQ-Formen

In der Sequenz des C-Terminus von FRQ sind keine eindeutigen Kandidaten fiir Kernexportsignale
zu identifizieren. Um evtl. einen Bereich einengen zu konnen, der fiir die dominant cytosolische Lo-
kalisation von FRQ verantwortlich ist, wurde eine Reihe von C-terminalen Verkiirzungen generiert
(Abb. A zeigt eine maBstibliche schematische Ubersicht). Durch in vitro-Mutagenese wurden
vorzeitige Stopp-Kodons im FRQ-Leserahmen des Plasmids pBM60 Cla I-Fr. eingefiihrt; frqg’ bd
his-3 wurde mit den mutagenisierten Plasmiden transformiert. Die verkiirzten FRQ-Proteine zeigten
alle in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese — wie das Wildtyp-Protein — eine Abfolge meh-
rerer Banden, die unterschiedlichen Phosphorylierungsstufen (Hyperphosphorylierung) entsprechen
(Abb. [135] B). Dies lieB sich durch Inkubation der Extrakte mit alkalischer Phosphatase bestitigen;
es blieb jeweils nur eine einzelne Bande hoher elektrophoretischer Mobilitit tibrig (Abb. [15(C). Die
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Abbildung 15: C-terminale Verklrzungen von FRQ; die Zahlen bezeichnen den Aminosaurerest,
nach dem das Stopp-Kodon eingefiihrt wurde. A: MaBstébliche schematische Darstellung; #2, #3:
alternative Start-Kodons, vgl. [89]; W1, W2: Pseudo-NLS; CC: coiled coil-Bereich; FS: Leseraster-
verschiebung (frame shift); NLS: Kernlokalisationssequenz. B/C: Expression der FRQ-Verkiirzungen

(je 200 ug Gesamtprotein); B: Kernextrakt, C: dephosphorylierter Kernextrakt (der Bildausschnitt mit
dunklem Hintergrund zeigt eine langere Exposition)
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Expressionsstirke der einzelnen Konstrukte ist sehr unterschiedlich (zwei waren nach Dephosphory-
lierung nicht mehr detektierbar, weil wihrend der Dephosphorylierungsprozedur — trotz Proteasein-
hibitoren — auch in gewissem Umfang Proteinabbau stattfindet). Moglicherweise ist die Sekundér-
/Tertidrstruktur des Proteins bei einigen Mutanten erheblich gestort (z. B. unvollstindige oder fehler-
hafte Faltung einer Domiine), so dass es von der Zelle als defekt eingestuft und daher rasch abgebaut

wird (s. a. limitierte Proteolyse von FRQ, [3.3.5)). Eine andere Erklirung wire, dass ein vorher im

FS 581 623 678
kDa
T C N T C N T C N
119 —
66 —
662 (frg° 686 701 751
KDa (fra”)
T ¢ N T C N T C N T C N
119 —
omen -
' F; :4"_*
66 —
716 791 916 frq
kDa
T ¢ N T € N T C N T C N
200 —

119_!!"‘”"

Abbildung 16: Subzellulére Lokalisation von C-terminalen FRQ-Verkirzungen; die Zahlen bezeich-
nen den Aminosdurerest, nach dem die Mutation eingefihrt wurde. Detektion mit monokl. aFRQ-
Anitkérper 3G11; Bildausschnitte mit dunklem Hintergrund zeigen langere Expositionen. FS: Leseras-
terverschiebung (frame shift); T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 pg Gesamtprotein
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Inneren des Proteins verborgenes Abbausignal freigelegt wird und so dessen Lebensdauer herab-
setzt. Bei noch stirkerer Verkiirzung fehlt dann auch das putative Abbausignal, so dass die Stabilitéit
wieder steigt.

Wie schon bei der Expression von induzierbarem FRQ mit verschiedenen Induktor-Konzentratio-
nen (Abb. [[0) gezeigt, beeinflusst die Expressionsstirke die Lokalisation nicht (Abb. [16). Die sub-
zelluldre Verteilung der verkiirzten FRQ-Proteine @ndert sich nicht abrupt, sondern zeigt einen lang-
samen Ubergang von iiberwiegend kernlokalisiert (581 FS, 623 Stop — 751 Stop) iiber Gleichvertei-
lung zwischen Kern und Cytosol (791 Stop und 916 Stop) bis zu iiberwiegend cytosolisch (FRQ™).
Es scheint keinen klar definierten Bereich zu geben, der fiir die Dominanz des C-Terminus iiber das
NLS von FRQ verantwortlich ist. Entweder wirken mehrere NES synergistisch, die mit stirkerer
Verkiirzung sukzessiv entfernt werden, oder der C-Terminus vermag das NLS im N-Terminus zu
maskieren, und diese Maskierung nimmt mit fortschreitender Verkiirzung des Proteins ab. Denkbar
wire auch eine Reihe von Phosphorylierungsstellen, die fiir den Kernexport benotigt werden und
bei der C-terminalen Verkiirzung nach und nach verloren gehen. Aus dem bei der SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese sichtbaren Phosphorylierungsmuster der Proteine 14sst sich dies jedoch nicht
ableiten. Be1 FRQ 716 Stop und 791 Stop ist zu erkennen, dass im Cytosol stirker phosphorylierte
Formen dominieren, wihrend im Kern schwécher phosphorylierte angereichert sind. Dieser Effekt
ist in hoher auflosender SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auch bei FRQ 916 Stop und FRQ™' zu
sehen (Daten hier nicht gezeigt). Das Muster der Hyperphosphorylierung hat aber keine Bedeutung
fiir die subzellulédre Lokalisation, wie eine nicht-hyperphosphorylierte Deletionsmutante verdeutlicht

(vgl.3.3.2).

3.3.2 FRQ-Varianten mit zentralen Deletionen

Zur Charakterisierung der Region um die frg’-Mutation wurden zwei Deletionsmutanten von FRQ
erzeugt (Abb.[17|A): In der ersten wurde der phylogenetisch hoch konservierte Bereich der Amino-
sdurereste 584—677 durch in vitro-Mutagenese des Cla I-Fragmentd{’ deletiert (FRQ A584—677). Fiir
die zweite wurde der C-Terminus von FRQ ab Position 712 mit dem Konstrukt FRQ(1-336) GFP
(vel. auf Seite fusioniert; formal wurden also die Aminosaurereste 337—711 durch GFP er-
setzt (FRQ 337-711::GFP).

Nach Transformation von frq'? bd his-3 wurde die subzellulire Verteilung der Proteine analysiert
(Abb. B). FRQ A584—677 verhilt sich wie FRQ; auch das Phosphorylierungsmuster ist nicht
sichtbar verandert. FRQ 337-711::GFP dagegen wird schwicher exprimiert als FRQ, erscheint als

* Die oben beschriebende C-terminal verkiirzte FRQ-Variante FS 581 entstand zufillig durch eine Leserasterverschie-
bung, Nukleotidsequenz s. [A.3.2)auf Seite[T05}]

55



3 Ergebnisse

A frg’
NLS W1 g2
A584-676 -E
NLS Wi
337-711::GFP -E GFP
NLS
B A584-677 337-711::GFP
kDa
T ¢ N T C N
200 —
119 — . . - — oFRQ
66 —
C o 337-711::GFP frg* 337-711::GFP fro*
a
T ¢ N T C N T ¢C N T C N
200 —
N I n- - aWC-1
119 — '

Abbildung 17: Charakterisierung der FRQ-Deletionsmutanten. A: Schematische Darstellung, B: Sub-
zellulare Lokalisierung, C: Test der positiven Rickkopplung auf die Expression von WC-1 (der Bildteil
mit dunklem Hintergrund zeigt eine langere Exposition); T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernex-
trakt, je 200 pg Gesamtprotein

einzelne Bande (keine Hyperphosphorylierung) und ist im Kern etwas hoher konzentriert als im
Cytosol (vergleichbar mit FRQ 791 Stop, s. Abb.[16).

Durch Deletion der Aminoséduren 337711 wurde eine Region des Proteins entfernt, die fiir einen
Grofteil der Phosphorylierungen von FRQ wichtig ist, diese Hyperphosphorylierungen sind aber fiir
die subzelluldre Verteilung nicht von Bedeutung. Weiterhin kann der C-Terminus ohne das Vorhan-
densein dieses Bereichs nicht hyperphosphoryliert werden, obwohl er eine gro3e Anzahl von poten-
tiellen Phosphorylierungstellen (PEST2-Region) besitzt. Die PEST2-Region ist bedeutsam fiir die
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cytosolische Funktion von FRQ, die Akkumulation des WCC zu fordern [33]]. Die WC-1-Expression
ist mit FRQ 337-711::GFP gegeniiber dem Wildtyp zwar verringert (Abb.[17]C), die Mutante scheint
aber in ihrer Wirkung auf den WCC (positive Riickkopplung) noch funktional zu sein. Die im Ver-
gleich zum Wildtyp geringere Expression von FRQ 337-711::GFP konnte die Differenz bei den
WC-1-Mengen erkléren.

3.3.3 FRQ-Assoziation mit Caseinkinase 1a

Die fehlende Hyperphosphorylierung von FRQ 337-711::GFP wirft die Frage auf, ob im deletier-
ten Bereich nicht nur potentielle Phosphorylierungsstellen sondern auch Kinasebindungsstellen zu
finden sind, die als Plattform fiir die Phosphorylierung anderer Regionen des Proteins dienen kon-
nen. In [43] wurde gezeigt, dass Caseinkinase la mit FRQ assoziiert ist und in vitro beide PEST-

Regionen phosphoryliert. Deshalb wurde CK 1a mit polyklonalem Antikoérper gebunden an Prote-

A FRQ™ m—

NLS W1 W2
NLS Wi
337-711::GFP

BN -~ | .

NLS
(1-336) GFP -E GFP
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LS
B kDa (1-336) GFP  337-711::GFP 623 Stop frq*
o0 — L Us P L US 1P L US P Us 1P
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Abbildung 18: Koimmunprazipitation von FRQ-Deletionsmutanten mit Caseinkinase 1a. A: Schema-
tische Darstellung der FRQ-Konstrukte; B: Fallung von Totalextrakten (je 5 mg Gesamtprotein) mit po-
lykl. «CK 1a-Antikdrper gekoppelt an Protein A-Sepharose, Detektion mit monokl. «FRQ-Antikdrper
3G11. L: Ladekontrolle, US: Uberstand (je 200 pg Gesamtprotein), IP: Immunprézipitat (33 %); die
Bildausschnitte mit dunklem Hintergrund zeigen l&ngere Expositionen
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in A-Sepharose aus Proteintotalextrakten (je 5 mg Gesamtprotein) immunprézipitiert, die gefillten
Proteine durch Kochen mit Lammli- Auftragspuffer eluiert und jeweils % des Eluats durch SDS-Poly-
acrylamidgelelektrophorese analysiert. Die Immundetektion mit monoklonalem otFRQ-Antikorper
3G11 (Abb. [T8) zeigt, dass zusammen mit CK la FRQ und FRQ 623 Stop, nicht aber FRQ(1-
336) GFP oder FRQ 337-711::GFP gefillt werden konnen. Da Letztere auch nicht hyperphospho-
ryliert sind, konnte Bindung/Phosphorylierung durch CK 1a notwendige Voraussetzung fiir die pro-
gressive Phosphorylierung von FRQ durch andere Kinasen sein. Die CK la-Bindungsstelle wurde
in [56] auf die Aminosiurereste 435-558 eingegrenzt in Ubereinstimmung mit den hier erhaltenen
Daten.

916 Stop
916 Stop
791 Stop
791 Stop
701 Stop
701 Stop
A584-677
A584-677
337-711::GFP
337-711::GFP
frq0
frq9
FRH-FIag2
frq9 Cla I-Fr.
frq"
frq"

Abbildung 19: Race tube-Analyse von ausgewahlten FRQ-Mutanten bei 25 °C. Alle Stdmme wurden
nach dem Inokulieren 24 h im Licht inkubiert und dann ins Dunkle gestellt. Sowohl die C-terminal
verkiirzten FRQ-Proteine als auch die mit zentralen Deletionen kénnen den Rhythmus des frq’’-
Hintergundstammes nicht wiederherstellen. FRH-Flagz: bd FH64 FRH-Flag,, s.@
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3.3.4 Physiologische Rhythmizitat der frg-Mutanten

Alle oben beschriebenen frg-Mutanten sind durch Modifikation des Cla I-Fragments entstanden.
Weil dieses den gesamten frg-Locus umfasst und frg” bzw. frg’’ komplementieren kann, wurden
exemplarisch einige dieser Staimme durch race fube-Analyse auf physiologische Rhythmizitit un-
tersucht (Abb. [19). Alle getesteten Stimme zeigen kein Bandenmuster der Konidienbildung und
sind somit arythmisch. Dies betrifft auch die Mutanten mit den kleinsten Deletionen (A584—677
und 916 Stopp), bei denen allerdings phylogenetisch stark konservierte Bereiche deletiert wurden
(vgl. [ auf Seite [I0} Aminosdurereste 584—677 sowie am C-Terminus Aminosédurereste 967-985).
Offensichtlich werden diese Bereiche fiir die Funktion von FRQ benétigt.

Das sichtbare Phosphorylierungsmuster in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und die sub-
zellulidre Verteilung des FRQ-Konstrukts lassen keine Aussage iiber das Funktionieren der circadia-
nen Uhr zu. Allerdings besteht die prinzipielle Moglichkeit, dass die Uhr auf molekularer Ebene
noch funktioniert und nur Signaltransduktionswege auBerhalb des zentralen Oszillators betroffen

sind; dies wurde hier nicht iiberpriift.

3.3.5 Limitierte Proteolyse von FRQ

In(3.3.1) wurde die Moglichkeit erortert, dass der C-Terminus von FRQ das NLS maskieren konnte;
dieser miisste dazu eine definierte Konformation annehmen. Uber die rdumliche Struktur von FRQ
gibt es jedoch bisher keine Daten. Strukturvorhersagen iiber FRQ lassen sich nur begrenzt treffen,
denn auBler den in Abb. 4 auf Seite|10| gezeigten Homologen sind keine strukturverwandten Proteine
bekannt; von den géngigen Algorithmen wird lediglich die a-helikale coiled coil-Region vorher-
gesagt. Moglicherweise geben zwischen den FRQ-Homologen stark konservierte Bereiche einen
Anhaltspunkt fiir Dominengrenzen, doch vermutlich besitzt FRQ keine ausgeprigte Tertidrstruktur
(SMART [[135] klassifiziert den groBten Teil aul3erhalb der coiled coil-Region als low complexity).
Durch limitierte Proteolyse lassen sich grobe Informationen gewinnen, da ungefaltete Teile oder
solche mit labiler Struktur leichter durch Proteasen angreifbar sind als stabil gefaltete Strukturen.
Mit spezifischen Antikorpern konnen solche stabileren Fragmente nach SDS-Polyacrylamidgelelek-
trophorese identifiziert werden. wt-Totalextrakt ohne Proteinaseinhibitoren wurde 30 min auf Eis mit
unterschiedlichen Mengen Trypsin bzw. Proteinase K inkubiert; die Reaktion wurde durch Kochen
mit Limmli-Probenpuffer gestoppt. Die FRQ-Fragmente wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelek-
trophorese analysiert und nach Elektrotransfer durch verschiedene Antikorper detektiert, die jeweils
ein Epitop am N-Terminus (Aminosdurereste 65—100 [[136]]), aus der Mitte von FRQ (Aminoséure-
reste 508—648 [134]) bzw. am C-Terminus (Aminoséurereste 823-989 [89]) erkennen (Abb. 20).
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Abbildung 20: Limitierte Proteolyse von FRQ. wt-Totalextrakt entsprechend 200 ug Gesamtprotein
wurde 30 min auf Eis mit Proteinase K bzw. Trypsin (jeweils 10 bzw. 30 pg/ml) inkubiert; Immunde-
tektion: A polykl. aFRQ C-Terminus (aC), B polykl. ®FRQ Mitte (aM), C monokl. ¢FRQ N-Terminus
3G11 (aN), D: schematische Ubersicht (mafBstablich) der einzelnen Antikérper-Epitope in FRQ sowie
der vermuteten Proteolysestufen; CC: coiled coil.

Der C-terminale Antikorper (A) zeigt beim Trypsinverdau mit 10 pug/ml zwei scharfe Banden im
Bereich ca. 35-40 kDa, die ohne Proteasen nicht auftreten, also keine Kreuzreaktionen des Anti-
korpers sind und wegen der hohen Signalintensitit nicht als Abbauprodukte anderer kreuzreaktiver
Proteine in Frage kommen (das stark kreuzreaktive Protein bei 66 kDa wird nicht abgebaut). Diese
Banden werden vom N-terminalen Antikorper (A) nicht, vom zentralen (B) nur sehr schwach de-
tektiert. Beim stirkeren Verdau (30 ug/ml Trypsin) verschwindet die obere Bande wieder, wihrend
die untere an Intensitédt weiter gewinnt; das Vollldngenprotein ist in keinem Fall mehr sichtbar. Die
berechnete molekulare Masse des C-Terminus von FRQ hinter dem mittleren Epitop betridgt 37 kDa,

was mit den beobachteten Banden gut iibereinstimmt. Weiterhin ist FRQ® (2 662 Stop) hyperphos-
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phoryliert (vgl. AbblTT)), FRQ 337-711::GFP dagegen nicht (vgl. Abb.[I7), ein Indiz dafiir, dass der
C-Terminus keine in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese sichtbaren Phosphorylierungen zeigt.

Beim Verdau mit 10 pg/ml Proteinase K und Detektion mit dem C-terminalen Antikorper (A) hat
das Signal des unverdauten FRQ an Intensitét verloren, die iibrigen Banden lassen sich nicht FRQ-
Fragmenten zuordnen. Auch bei der Detektion mit dem N-terminalen Antikorper (C) nimmt die
Signalintensitédt des Volllingenproteins ab, gleichzeitig erscheinen eine breite diffuse Bande im Be-
reich 90-120 kDa (wahrscheinlich hyperphosphorylierte Fragmente unterschiedlicher Grofe); das
gleiche Bild liefert der Antikdrper aFRQ-Mitte (B). Anscheinend baut Proteinase K FRQ vom C-
Terminus her ab, wobei die verbleibenden grolen Fragmente, die die beiden vorderen Epitope tra-
gen, hyperphopsphoryliert sind. Trypsin dagegen spaltet ein groeres nicht hyperphosphoryliertes
C-terminales Fragment ab.

Starkerer Verdau mit Proteinase K (30 pug/ml) oder Verdau mit Trypsin resultiert bei Detektion
mit «FRQ-Mitte-Antikorper in einer Anzahl von Banden bzw. einem diffusen Signal im Bereich
35-50 kDa, die von den beiden terminalen Antikdrpern nicht erkannt werden (der N-terminale An-
tikorper detektiert lediglich Fragmente mit sehr schwacher Signalintensitit und sehr diffuser Vertei-
lung im Bereich 30—45 kDa). Im Zentrum bildet FRQ folglich eine stabile weniger proteasesensitive
Struktur aus (diese Region umfasst vermutlich die coiled coil-Region sowie den darauf folgenden
konservierten Bereich). Evtl. ist aber auch am C-Terminus, der das NLS von FRQ maskieren konnte,

eine relativ stabile Struktur vorhanden (vgl. Trypsinverdau).

3.4 Lokalisation von FRQ im Vergleich mit FRH

FRQ befindet sich im Komplex mit der essentiellen RNA-Helikase FRH (Frequency interacting RNA
helicase, 1106 Aminosiurereste, 124 kDa), die im Zellkern deutlich stidrker konzentriert ist als im

Cytosol und fiir das Funktionieren der circadianen Uhr benétigt wird [46]].

DEXDc Hel DSHCT
1 177 361 493 582 917 1106

Abbildung 21: Schematischer Aufbau von FRH (FRQ-interacting RNA helicase). DEXDc: konserviert
in ATP-abhangigen Helikasen vom DEAD/DAEH-box-Typ, HelC: h&ufig in Helikasen und helikasever-
wandten Proteinen, DSHCT: konserviert in DEAD-box-Helikasen

Um zu erfahren, ob sich die Lokalisationen der beiden Proteine gegenseitig beeinflussen, wurde
die Helikase mit einer C-terminalen Epitopmarkierung (2xFLAG®) versehen, die Immundetektion

und -fallungen ermoglichen sollte. Dazu wurde der kodierende Bereich inklusive eines 68 bp groflen
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Abbildung 22: Charakterisierung von FRH-FLAG.. A: Immunpréazipitation aus Totalextrakt (je 3 mg
Gesamtprotein); L: Ladekontrolle, US: Uberstand (je 100 ug Gesamtprotein), IP: Immunprézipitat
(30 % der Gesamtmenge). B: subzellulare Verteilung; T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt,
je 200 pg Gesamtprotein. Detektion mit monokl. aFLAG®-AntikGrper; *: unspezifische Bande

Introns durch PCR aus genomischer DNA amplifiziert; am C-Terminus wurde dabei eine degene-
rierte Wiederholung der FLAG®-Sequenz eingefiihrt. Das PCR-Produkt wurde durch Topo-TA™-
Klonierung in den Vektor pCR2.1 kloniert und aus diesem iiber die Restriktionsschnittstellen
EcoR1I und Xbal in den Vektor pFH64 subkloniert, der eine konstitutive Expression unter dem
cpc-1-Promotor ermdglicht (s. [3.9)auf Seite [83)).

Nach der Transformation von bd his-3 zeigte die Immundetektion mit monokl. aFLAG®-Anti-
korper im Proteintotalextrakt nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ein Signal bei ca. 130-
135 kDa, was mit der berechneten Masse von 127 kDa gut iibereinstimmt. Durch Immunprizipi-
tation mit « FLAG®-Agarose wird das Protein vollstindig depletiert (Abb. 22| A). Das Protein ist im
Zellkern deutlich hoher konzentriert als im Cytosol (Abb. 22 B).

Da FRH eine RNA-Helikase ist, sollte untersucht werden, ob die Assoziation mit FRQ RNA-
abhingig ist. Die a FLAG-Immunprizipitation wurde deshalb in Gegenwart von RNase bzw. RNase-
Inhibitor wiederholt (Abb. [23). Die FRH-Fillung blieb unveréndert (A), und auch FRQ wurde unter
allen Bedingungen in vergleichbarer Menge mitgefillt (B), so dass eine RNA-Abhingigkeit nicht
vorliegt. Die Fillungseffizienz von FRQ betrégt hier ca. 10 %, was scheinbar in Widerspruch zu der
Aussage steht, dass alles FRQ mit FRH assoziiert ist; in diesem Fall ist aber neben FRH-Flag, noch
endogenes FRH vorhanden. Eine Quantifizierung der beiden Proteine wurde in Ermangelung eines
geeigneten FRH-Antikorpers nicht durchgefiihrt, und weil FRH essentiell ist, konnte kein FRH-
Deletionsstamm aus Ausgangsstamm fiir die Transformation verwendet werden. Selbst bei Deple-
tion von FRH-Flag, und vollstindiger FRQ-Assoziation mit FRH bzw. FRH-Flag, kann daher nur
ein Teil des FRQ mitgefillt werden. Abb. [23|C zeigt als Kontrolle WC-1; anders als in [46] ist keine
Assoziation von WC-1 mit FRH nachweisbar, es verbleibt hier im Uberstand.

Weil FRH im Zellkern deutlich hoher konzentriert ist als im Cytosol, ist es unwahrscheinlich,

dass es fiir die vorwiegend cytosolische Lokalisation von FRQ verantwortlich ist; umgekehrt konnte
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aber FRQ fiir die Lokalisation des cytosolischen Anteils von FRH wichtig sein. Deshalb wurde
untersucht, ob sich die Assoziation von FRQ mit FRH zwischen Zellkern und Cytosol unterscheidet.

FRH-FLAG; aus Kernextrakten und Cytosol| (je 3 mg Gesamtprotein) wurde mit @FLAG®-
Agarose immunprizipitiert und nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auf FRH-Flag;-Féllung
und FRQ-Koprizipitation iiberpriift (Abb. [24). Sowohl aus Cytosol als auch aus Kernextrakt wurde
FRH-FLAG; fast vollstindig depletiert. FRQ wurde aus beiden Kompartimenten in vergleichbarer
Ausbeute mitgefillt. FRH muB daher nicht nur im Zellkern sondern auch im Cytosol im Uberschu3
zu FRQ vorliegen, obwohl FRH im Kern angereichert ist und FRQ im Cytosol. Es ist nicht klar,
ob der Unterschied in der FRQ-Ausbeute bei der Kopriézipitation zwischen beiden Kompartimenten
signifikant ist, deshalb kann nicht abschlieBend beantwortet werden, ob FRQ-Bindung die Lokalisa-

tion von FRH verindert.

A ] P us B . P us
kDa inh. — RN inh. — RN kDa inh. — RN inh. — RN
200 — 200 —

FRH- - <FRQ
P -Flagy .;’ UL L)
119 — l 119 — | M
aFLAG® aFRQ
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L
kDa Inh. — §sNe Inh. — 55'?3
200 —
-~ <WC-1

1 *

119 — [ *
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Abbildung 23: Immunprazipitation von FRH-FLAG. aus Proteintotalextrakt (3 mg Gesamtprotein) mit
aFLAG®-Agarose in Gegenwart von 0,1 pg/ul RNase A bzw. 1 U/ul RNase-Inhibitor (RNasin®). L: La-
dekontrolle, US: Uberstand (je 100 pgGesamtprotein), IP: Immunprazipitat (30 % des Eluats). Detekti-
on mit Antikérper A monokl. ®FLAG®, B monokl. ®FRQ 3G11 und C polykl. aWC-1; x: unspezifische
Bande

* Wie bei der Gelfiltration wurde das Cytosol zuvor durch Ultrafiltration in Proteinextraktionspuffer umgepuffert, um
die Viskositit zu verringern.
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3.5 Der C-Terminus von FRQ als putative cytoplasmatische
Lokalisationsdomane (CLD)

Wie in [3.3.1] gezeigt, ist der C-Terminus fiir die cytosolische Lokalisation von FRQ von Bedeu-
tung. Es sollte untersucht werden, ob dieser ein beliebiges Protein mit Kernlokalisationssequenz in
das Cytosol verlagern kann. Dazu wurde in die Sph I-Restriktionsschnittstelle am N-Terminus des
FRQ-Leserahmens eine Tandem-Wiederholung des SV40 Large T Antigen NLS[137] (PKKKRKYV)
eingefiigt, und die Aminosdurereste 101-623 wurden durch Maltose-Bindeprotein (MBP, durch PCR
aus pMAL-cRI amplifiziert) ersetzt. Das Fusionsprotein trigt das Epitop des monoklonalen FRQ-
Antikorpers 3G11 (Aminosédurereste 65-100) und kann so nach SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese immunologisch detektiert werden. Als Kontrolle wurde ein MBP mit Stopp-Kodon verwendet,
so dass die putative CLD nicht exprimiert wird. Da dieses Protein in Gesamtzellextrakten wie auch
Kernextrakten nicht nachweisbar war (Daten nicht gezeigt), wurde unmittelbar nach dem MBP noch
GFP eingefiigt, um das Fusionsprotein zu stabilisieren.

Abbildung 23] zeigt den schematischen Aufbau sowie die subzelluldre Verteilung der Konstrukte.

Das Fusionsprotein mit der putativen CLD (berechnete molekulare Masse 93 kDa) ist weitaus ho-

A N C wt C
kDa . . -
L USIP L USIP L US IP
200 —
RH aFLAG®
-— -~ -~ ' ~Flag,
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B N C wt C
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200 —
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Abbildung 24: Immunprazipitation von FRH-FLAG; aus Cytosol und Kernextrakt (je 3 mg Gesamt-
protein) mit aFLAG®-Agarose; L: Ladekontrolle, US: Uberstand (je 100 pg Gesamtprotein = 3,3 %),
IP: Immunprazipitat (25 % des Eluats = 750 ug Gesamtprotein); N: Kernextrakt, C: Cytosol, wt C: Cy-
tosol von bd als Negativkontrolle. Detektion mit monokl. Antikérper A aFLAG® bzw. B oFRQ 3G11;
*: unspezifische Bande
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Abbildung 25: Schematischer Aufbau A und subzellulare Verteilung B von SV40-NLS-MBP-
Fusionsproteinen mit FRQ-C-Terminus (putative CLD) und GFP. T: Totalhomogenat, C: Cytosol,
N: Kernextrakt, je 200 pg Gesamtprotein

her im Cytosol konzentriert, wihrend das Fusionsprotein mit GFP (80 kDa) etwas stirker im Kern
lokalisiert ist. Offensichtlich vermag selbst das SV40-NLS, die in vielen Organismen als starkes he-
terologes Modell-NLS Verwendung findet, keinen groB3eren Anteil des Gesamtproteins in den Kern
zu verschieben. Dennoch wird diese Verteilung durch den C-Terminus von FRQ beeinflusst, denn
bei vergleichbarem cytosolischen und Gesamtsignal ist das Kernsignal erkennbar schwicher. Denk-
bar wire, dass ein Teil der Proteine wihrend der Fraktionierungsprozedur passiv aus dem Zellkern
diffundiert, doch sind die Proteine mit 80 bzw. 93 kDa dafiir zu grof3 [138]].

3.6 Subzellulare Lokalisation von NLS-sGFP-Konstrukten

Nachdem das Fusionsprotein SV40-NLS-MBP-GFP nur in geringer Menge im Zellkern zu finden
war (vgl. Abb.[25), wurden systematisch NLS-GFP-Konstrukte generiert, um die Funktion verschie-
dener Kernlokalisationssequenzen in N. crassa zu testen; eine Ubersicht zeigt Abb. [26{A.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung A und subzellulare Verteilung B der NLS-GFP-Konstrukte;
Detektion mit monokl. a-FLAG®-Antikorper. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 pug
Gesamtprotein

Als Epitopmarkierung wurde eine C-terminale doppelte FLAG®-Markierung gewihlt, als N-ter-
minales NLS wurden 1xSV40, 2xSV40 und FRQ(193-208), ein Fragment, welches das NLS ent-
hilt und fiir Kernlokalisation hinreichend ist [41]], verwendet. sGFP wurde durch PCR aus pMF272
[122] amplifiziert, die beschriebenen Sequenzen wurden zusammen mit einer Translationsinitiati-
onssequenz iiber die PCR-Primer eingefiihrt. Bei einem weiteren Konstrukt wurde die Reihenfolge
umgekehrt, also FLAG,—sGFP-SV40-NLS,. Die PCR-Produkte wurden wie unter@]beschrieben
durch Topo-TA™ in pCR2.1 kloniert, sequenziert und in pFH64 (s.[3.9) subkloniert, um konstitutive
Expression zu erhalten. Transformiert wurde jeweils frg’’ bd his-3.

In Abbildung[26]B ist die subzelluldre Verteilung der NLS-GFP-Konstrukte zu sehen; die apparen-
te molekulare Masse von 30-35 kDa stimmt mit der berechneten (31 kDa) gut iiberein. Unerwartet
treten bei zwei Konstrukten (SV40-NLS—sGFP-FLAG:, und besonders FLAG,—sGFP-SV40-NLS,)
mehrere Banden auf, die verschiedene Phosphorylierungsstufen darstellen konnten; bei Letzterem ist
die oberste Bande, deren apparente molekulare Masse mit fast 40 kDa schon recht deutlich von der
berechneten abweicht, mit Abstand die intensivste. Keines der Konstrukte ist wie erhofft im Kern an-
gereichert; alle sind iiberwiegend cytosolisch. Warum keins der NLS zu deutlicher Kernlokalisation
fiihrt ist unklar; zumindest vom FRQ-NLS ist bekannt, dass es in N. crassa zu starker Anreicherung

im Kern fiihren kann (FRQ®). Moglicherweise diffundieren die Proteine wiihrend der Zellfraktio-
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nierungsprozedur wieder aus den Zellkernen, denn sie besitzen eine GroBe, die passive Diffusion

durch Kernporenkomplexe erlaubt [[138]. Dies trifft jedoch nicht fiir das SV40-NLS,—-MBP—-sGFP-

Konstrukt aus [3.5] zu, welches ebenfalls grofitenteils im Cytosol zu finden ist.
Fluoreszenzmikroskopisch konnten die Proteine wegen des hohen Hintergrundsignals (Eigenfluo-

reszenz der Hyphen) nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.7 Nukleo-cytoplasmatisches Shuttling von Frequency?

Die beobachtete subzelluldre Verteilung von FRQ kann auf verschiedene Weisen erreicht werden:
Einerseits konnte ein concentration sensing dafiir sorgen, dass die Konzentration im Zellkern einen
bestimmten Schwellenwert nicht iibersteigt. Ein kernlokalisiertes Protein (ein hypothetischer ,,Re-
tentionsfaktor, der z. B. ein NES maskiert) konnte durch FRQ-Bindung quasi ,austitriert” werden,
so dass liberschiissiges FRQ sofort wieder exportiert werden wijrd Das verkiirzte FRQ’-Protein
diirfte dieser Beschrinkung nicht unterliegen (z. B. wegen Fehlens des Exportssignals).

Andererseits kann die beobachtete Verteilung auch durch ein dynamisches Gleichgewicht von
Kernimport und -export erzeugt werden, das durch das Wechselspiel von NLS und (noch nicht iden-
tifizierten) NES/CLD bestimmt wird; FRQ wiirde also stindig zwischen den beiden Kompartimenten
,.shutteln“. Wenn FRQ® ebenfalls ,,shuttelt“, miisste es notwendigerweise ein — relativ schwaches —
NES tragen. FRQ"™' miisste dann wiederum ein zusitzliches stirkeres NES besitzen, oder das beiden
gemeinsame NES miisste in FRQ™ ,,aktiver* sein.

Unter LL-Bedingungen gehen kontinuierliche Neusynthese (und Abbau) von FRQ in einen sol-
chen dynamischen Gleichgewichtszustand ein. Wird die Synthese plétzlich unterbunden, sollte vor-
tibergehend ein Netto-Efflux von FRQ aus dem Zellkern auftreten. Wird dagegen im Gleichgewicht
zusitzliches FRQ durch Induktion von einem heterologen Promotor exprimiert, miisste voriiberge-
hend stédrkerer Import stattfinden. In beiden Fillen wiirde sich nach kurzer Zeit das Gleichgewicht
auf einem anderen Niveau wieder einstellen, bei einem concentration sensing diirfte sich dagegen

die Konzentration von FRQ im Zellkern nicht dndern.

3.7.1 Verteilung von FRQ nach Induktion von heterologem Promotor

Zundchst wurde untersucht, ob der Kernimport von neu synthetisiertem FRQ durch bereits vor-
handenes nukledres FRQ beeinflusst wird. Das durch monoklonalen ocHiss-Antikorper spezifisch

nachweisbare FRQ-Hisg wurde unter der Kontrolle des ga-2-Promotors mit 15,6 mM Chinasédure in

* Zwar miisste auch die nukledre Konzentration dieses Faktors reguliert sein, aber wenn dieser vollstindig im Zell-
kern lokalisiert wire, reichte es aus, nur dessen Gesamtmenge iiber ein Gleichgewicht aus Expression und Abbau zu
regulieren.
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frq* und frq'® als Hintergrundstimmen induziert. Weil unter stindiger Beleuchtung kultiviert wur-
de, lag in frqg* zu Versuchsbeginn eine konstante Verteilung von FRQ vor. Eine Induktionskinetik
iber neun Stunden wurde aufgenommen und die subzelluldre Lokalisation durch Zellfraktionierung
und anschlieBende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese bestimmt (Abb. [27)). Detektiert wurde mit
monokl. ocHiss-Antikorper (nur das neu synthetisierte FRQ-Hisg) und monokl. «FRQ-Antikorper
3G11 (Gesamt-FRQ).

In frg? ist ab zwei Stunden nach Induktionsbeginn FRQ-Hisg nachweisbar, dessen Menge im Ver-
lauf der Induktion deutlich zunimmt. Das Protein wird sukzessiv phosphoryliert und von Beginn an

auch in den Zellkern importiert, wobei die Anstiege in Cytosol und Zellkern parallel verlaufen. In
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Abbildung 27: Kinetik der Verteilung von neu synthetisiertem FRQ-Hisg nach Induktion mit 15,6 mM
Chinaséure bei 25 °C, LL in A/B frq’%- und C/D frg*-Hintergrund; Immundetektion mit monokl. Anti-
kérper A/C aHiss bzw. B/D aoFRQ 3G11. %: unspezifische Bande; T: Totalhomogenate, C: Cytosol (je
200 pg Gesamtprotein)
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Abbildung 27: (Fortsetzung) Kinetik der Verteilung von neu synthetisiertem FRQ-Hisg nach Induktion
mit 15,6 mM Chinasaure bei 25 °C, LL in frq’%- und frg*-Hintergrund; Immundetektion mit monokl.
Antikérper E aHiss bzw. F aFRQ 3G11. Kernextrakte (je 200 ugGesamtprotein); x: unspezifische
Bande

frq™ ist die Induktionskinetik nahezu identisch (lediglich bei der Phosphorylierung des cytosolischen
Anteils treten leichte Unterschiede auf, wie ein Vergleich der Bandenmuster bei 9 h zeigt). Wichtig
ist, dass trotz bereits vorhandenem FRQ weiteres neu synthetisiertes FRQ-Hisg in den Zellkern im-
portiert wird (Abb. [2/| E/F rechte Hilfte), die beiden Populationen beeinflussen sich zunéchst nicht.
Bei 6 und 9 h ist kein hyperphosphoryliertes FRQ"" im Zellkern mehr erkennbar; zum einen kann
es proteolytisch abgebaut worden sein (Phosphorylierung der PEST1-Region dient als Abbausignal
[43]], allerdings lédsst sich nicht vom sichtbaren Phosphorylierungsmuster direkt auf diese speziel-
len Phosphorylierungen schlieBen), zum Anderen kann es aus dem Zellkern exportiert worden sein.
Beim concentration sensing diirfte tiberhaupt kein zuséatzliches nukledres FRQ akkumulieren, solan-
ge ,,iiberschiissiges* schneller wieder aus dem Zellkern entfernt wird, als es synthetisiert wird, bzw.
gar nicht erst in den Zellkern importiert werden kann (dies wiirde erfordern, dass die Information
iber die FRQ-Konzentration im Zellkern auf irgendeinem Weg ins Cytosol iibertragen wird). Daher

sind diese Daten ein Indiz fiir ein Shuttling als Mechanismus zur Einstellung der FRQ-Verteilung.

3.7.2 FRQ-Umverteilung nach Unterbrechen der Translation?

frg*-Myzel, das unter stindiger Beleuchtung gewachsen war, wurde mit 10 pg/ml des Translati-
onsinhibitors Cycloheximid versetzt und die subzelluldre Verteilung von FRQ iiber die folgenden
Stunden durch Zellfraktionierung, SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Detektion mit monokl.
aFRQ-Antikorper 3G11 untersucht (Abb. . Uber den beobachteten Zeitaum wird FRQ sukzessiv
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Abbildung 28: Subzellulare Verteilung von FRQ in frg™, 25 °C LL nach Translationsinhibition durch
10 pg/ml Cycloheximid; die Abbaukinetiken in Cytosol und Zellkern sind gleich. T: Totalhomogenat,
C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 pg Gesamtprotein

hyperphosphorylier{|und abgebaut, wobei die Kinetiken in Cytosol und Zellkernen gleich sind. Dies
bedeutet nicht zwingend, dass die Abbauraten in beiden Kompartimenten identisch sind, es reicht
aus, wenn im Falle des Shuttling der Abbau wesentlich langsamer als der Austausch zwischen den
Kompartimenten ist.

Das gleiche Experiment wurde mit frg® wiederholt (Abb. . Wegen der besseren Auflosung der
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese im betreffenden GréBenbereich ist der Effekt der plotzlichen
Hyperphosphorylierung durch Cycloheximid hier sehr deutlich zu sehen. Die Abbaukinetik dhnelt
der von frg* mit einem entscheidenden Unterschied: Innerhalb der ersten Stunde nach Versuchsbe-
ginn nimmt die anfangs hohe FRQ’-Konzentration im Zellkern stark ab, wihrend die cytosolische
etwas zunimmt und die Gesamtmenge (T) sich nur wenig verdndert. Im weiteren Verlauf sinken
die FRQ-Konzentrationen in Cytosol und Zellkern nahezu parallel. Es ist unwahrscheinlich, dass
die Abbaurate des nukleidren FRQ® zunichst hoch ist und nach kurzer Zeit drastisch reduziert wird,
um dann genau identisch mit der cytosolischen zu sein. Gemal dem Shuttling-Modell wird aber
nach Unterbrechen der Translation FRQ netto aus dem Kern exportiert, bis ein neues Gleichgewicht

erreicht ist, so wie es Abb. [29]zeigt.

* Warum Cycloheximid zu solch schneller und starker Hyperphosphorylierung von FRQ fiihrt, ist noch nicht bekannt.
Eine Erkldrung wire, dass Phosphatasen mit kurzer Lebensdauer wegen fehlender Neusynthese verschwinden und
deshalb das Kinase-Phosphatase-Gleichgewicht zugunsten der — bona fide stabileren — Kinasen verschoben wird.
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Abbildung 29: Subzellulare Verteilung von FRQ® in frg?, 25 °C LL nach Translationsinhibition durch
10 ug/ml Cycloheximid. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 ug Gesamtprotein
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Abbildung 30: Subzellulére Verteilung von FRQ FS581 im Vergleich zu FRQ™ (frq*) bei 25 °C LL
nach Translationsinhibition durch 10 pg/ml Cycloheximid. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernex-
trakt, je 200 ug Gesamtprotein
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Die verkiirzte FRQ-Form FS 581 reagiert unerwartet auf Cycloheximid (Abb. @[), weil sich das
Phosphorylierungsmuster erst nach mehr als zwei Stunden 4ndert (auch wird das Protein vorher
kaum abgebaut). Wie bei frg® sinkt aber auch hier mit Einsetzen der Hyperphosphorylierung die
Konzentration im Zellkern deutlich ab (sogar unter die Konzentration im Cytosol), wéihrend die
Gesamtmenge sich kaum verdndert. Um zu belegen, dass die verzogerte Reaktion auf Cycloheximid
kein Versuchsartefakt ist, wurde frqg*-Myzel im Parallelversuch genauso behandelt wie die Mutante;
es zeigt das schon aus Abb. 28 bekannte Verhalten.

Die Auswirkung eines L—D-Transfers auf die Lokalisation von FRQ und FRQ® wurde im Stamm
frq’ BM60 Cla I-Fragment untersucht; als Referenz diente Myzel, das zusitzlich mit 10 ug/ml Cy-
cloheximid behandelt wurde (Abb. [31). Nach L—D-Transfer allein veridnderte sich FRQ wihrend
der Versuchdauer von 4 h kaum, FRQ? wurde ohne sichtbare Hyperphosphorylierung nach und nach
abgebaut. Die FRQ’-Konzentrationen im Zellkern lagen zu allen Zeitpunkten iiber denen im Cyto-
sol. In Gegenwart von Cycloheximid verhielten sich die Proteine fast genau so wie in frg™ und frg’:
Beide wurden hyperphosphoryliert und stetig abgebaut (FRQ? evtl. etwas schneller als in frg”; mog-
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Abbildung 31: Subzelluldre Verteilung von FRQ und FRQ?® in frq° BM60 Clal-Fr. nach Repression
durch L—D-Transfer oder Repression und Translationsinhibition durch 10 pg/ml Cycloheximid (CHX).
T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 ug Gesamtprotein
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licherweise ist die Assoziation mit FRQ dafiir verantwortlich), und die hohe FRQ’-Konzentration
im Zellkern sank wie in frg® binnen einer Stunde auf cytosolisches Niveau ab, wihrend die Gesamt-
menge sich kaum verédnderte. Im Folgenden blieb das Verhéltnis von cytosolischem zu nukledren
FRQ’- ebenfalls wie in frg° — konstant. Warum die FRQ?-Umverteilung beim einfachen L—D-
Transfer nicht auftrat, lasst sich erkldren: In diesem Fall wird zwar die WCC-vermittelte lichtabhén-
gige Transkription von frg- und frg°-mRNA schnell unterbunden, die vorhandenen Mengen reichen
aber aus, um die Translation noch eine Weile fortzusetzen. Die mRNA verschwindet nicht abrupt,
sondern wird allmihlich abgebaut, und so kommt auch die Translation langsam zum Erliegen. Weil
die FRQ9—Neusynthese nicht plotzlich abbricht, kommt es nicht zum schnellen Efflux; die relative
Verteilung bleibt erhalten (diese ist nicht von der absoluten Konzentration des Proteins abhingig,
vgl.[3.TJund Abb. [I0]auf Seite [48).

Im Gleichgewicht liegt FRQ im Cytosol in hoher Konzentration vor, ein Netto-Efflux aus dem
Zellkern nach Translationsinhibition ist nur schwer nachzuweisen. Um dieses Problem zu umge-
hen, wurde FRQ-Hisg unter Kontrolle des ga-2-Promotors im frq!’-Hintergrundstamm mit 15,6 mM
Chinasédure induziert, bis gut nachweisbare Mengen des Proteins entstanden waren (4 h), und an-
schlieBend die Expression gestoppt. Cycloheximid unterbricht die Translation zwar vollstindig, zeigt
aber viele pleiotrope Effekte; deshalb wurde die Transkription durch Entfernen des Induktors und
Repression mit Glukosd | beendet (und in einem Vergleichsexperiment zusitzlich Cycloheximid ver-
wendet). Dazu wurde das Induktionsmedium abgesaugt, das Myzel zweimal mit H,O gewaschen
und — auf mehrere Kolben verteilt — in Standardmedium bzw. Standardmedium mit 10 pg/ml Cyclo-
heximid weiter inkubiert. Nach 15, 75 und 140 min wurde geerntet und anschlieBend die FRQ-Hisg-
Verteilung wie zuvor beschrieben analysiert (Abb. [32).

Die FRQ-Hisg-Menge nimmt trotz Repression weiter zu, da nach Unterbrechen der Transkription
noch ausreichend mRNA vorhanden ist, um die Translation einige Zeit fortzusetzen. Solange noch
groBere Mengen FRQ-Hisg neu gebildet werden, akkumuliert ein Teil davon weiterhin im Zellkern.
Erst wenn die mRNA abgebaut ist, kommt die Translation zum Erliegen, der Export kann den Import
kompensieren, und die Akkumulation im Kern hort auf (in diesem Experiment ist der Zeitpunkt
nicht enhalten). Mit Cycloheximid sollte die Neusynthese sehr schnell versiegen, doch nimmt die
FRQ-Hisg-Menge auch hier zwischen 15 min und 75 min weiter zu. Dass Cycloheximid in die
Zellen gelangt und wirksam ist, zeigt die Hyperphosphorylierung an. Anders als bei der alleinigen
Repression wird aber kein FRQ-Hisg mehr im Zellkern angereichert.

Die Interpretation des Versuchsergebnisses allein auf der Grundlage des bisher formulierten Shurt-

ling-Modells ist nicht konsistent:

* Der ga-2-Promotor unterliegt einer Katabolit-Repression u. a. durch Glukose; Neurospora-Standardmedium enthilt
2 % (w/v) Glukose.
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Abbildung 32: Subzellulare Verteilung von FRQ nach vierstlindiger Induktion mit 15,6 mM Chinas&u-
re und anschlieBender Repression mit 2 % (w/v) Glukose A ohne und B mit zusatzlicher Translati-
onsinhibition durch 10 pg/ml Cycloheximid. T: Totalhomogenat, C: Cytosol, N: Kernextrakt, je 200 ug
Gesamtprotein

1. Es ist ein recht groBes Mall an Neusynthese erforderlich, damit der Kernimport den -export
tiberwiegen kann. Warum dies auch noch lidngere Zeit nach Repressionsbeginn moglich sein

soll, ist nicht klar; die mRNA miisste dazu vergleichsweise langlebig sein.

2. Obwohl trotz Cyclohexmid noch neues Protein gebildet wird, akkumuliert fast nichts davon

im Zellkern.

Das Modell kann daher erweitert werden um die Annahme, dass FRQ eine Modifikation erhilt, mit
der es nicht mehr importiert werden kann. Dies sollte hauptsdchlich im Zellkern geschehen, so dass
FRQ nur einen einzigen Import-Export-Zyklus (bzw. nur wenige Zyklen) durchléduft, der dazu noch
relativ langsam geschieht. Solange noch unmodifiziertes FRQ im Cytosol vorhanden ist — selbst
wenn die Translation schon geendet hat — kann weiterer Import stattfinden, und wenn der Export
noch langsamer stattfindet als der Import, ist eine nukledre Akkumulation sichtbar.

Bei Transkriptionsrepression allein wird auch nach einiger Zeit noch etwas neues FRQ synthe-
tisiert, selbst wenn die mRNA-Mengen schon gering sind und die Veridnderung der FRQ-Menge
im Cytosol nicht auffillt. Dieses neue FRQ ist aber importkompetent, kann also voriibergehend im
Zellkern akkumulieren, wo die FRQ-Menge klein ist und die Anderung daher sichtbar wird. Mit Cy-
cloheximid stoppt die Translation abrupt (wenn auch im vorliegenden Fall mit einiger Verzogerung),
so dass schlagartig kein importkompetentes FRQ mehr entstehen kann. Zwar ist eine dhnlich grofle
cytosolische FRQ-Menge entstanden wie bei alleiniger Repression, aber weil nun nicht einmal mehr

geringe Mengen neu synthetisiert werden konnen, findet keine Akkumulation im Zellkern mehr statt.
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Eine weiter gehende Interpretation wire, dass Cycloheximid die gleiche Modifikation im Cytosol
auslost, wie sie normalerweise nur im Zellkern stattfindet, das neu synthetisierte FRQ also iberhaupt
nicht mehr in den Zellkern gelangen kann. Angesichts der starken Hyperphosphorylierung, die Cy-
cloheximid bei FRQ bewirkt, liegt die Vermutung nahe, dass es sich dabei um eine Phosphorylierung

handeln konnte.

3.8 Affinitatsaufreinigung von Frequency

Mit FRQ assoziierte Proteine konnen durch Koimmunfillung nachgewiesen werden. Diese Methode
ist duBerst empfindlich, kann also im Bereich der sehr kleinen physiologischen Konzentrationen der
Uhrenproteine und bei geringen Proteinmengen eingesetzt werden. Allerdings muss schon vorher
genau bekannt sein, nach welchen Proteinen gesucht werden soll, und die jeweiligen Antikorper
miissen verfiigbar sein bzw. epitopmarkierte Proteine durch gentechnologische Methoden erzeugt
werden. Das Spektrum erfassbarer potentieller Bindungspartner ist also sehr limitiert.

Ein weniger spezifischer Ansatz ist die Affinititsaufreinigung von entsprechend markiertem FRQ
mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse. So konnen die assoziierten Proteine anhand
ihrer molekularen Massen und Fragmentierungsmuster bestimmt werden. Da das N. crassa-Genom
vollstindig sequenziert ist, bestehen gute Chancen, die gefundenen Fragmente zuordnen zu konnen,
eine ausreichende Sequenzabdeckung der betreffenden Proteine vorausgesetzt. Die Empfindlich-
keit der massenspektrometrischen Analyse ist zwar sehr hoch, dennoch muss das Zielprotein nicht
nur isoliert sondern auch angereichert werden. Fiir V. crassa stehen bisher keine Promotoren zur
Verfiigung, die Uberexpression (verglichen mit den physiologischen Konzentrationen der Uhren-
proteine) erlauben’] Daher muss die eingesetzte Gesamtproteinmenge grof genug gewihlt werden,
so dass eine ausreichende Menge des Zielproteins enthalten ist. Dies setzt wiederum voraus, dass
die Selektivitit der Affinititsaufreinigung hoch genug ist, um abundante Proteine als falsch positive
auszuschlieBen.

Um Kofaktoren zu identifizieren, die evtl. fiir die Lokalisation bzw. den nukleidren Im- oder Export
von FRQ verantwortlich sind, wurden verschiedene affinitdtschromatographische Methoden auf ihre

Verwendbarkeit in N. crassa getestet.

* Ob die Verhiltnisse bei iiberexprimiertem Zielprotein den physiologischen entsprechen, ist nicht immer klar: Bin-
dungspartner, die nur schwach exprimiert werden, konnen u.U. nicht mehr detektiert werden. Dafiir kénnen evtl.
andere Proteine, die bei physiologischen Konzentrationen des Zielproteins nicht daran binden, mit dem groBen Uber-
schuss assoziieren. SchlieBlich konnte das iiberexprimierte Protein Signalkaskaden aktivieren, die Expression und
Bindungsverhiltnisse anderer Proteine beeinflussen.
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Abbildung 33: Bindung von FRQ-Hisg aus Proteintotalextrakt (5 mg Gesamtprotein) an Ni-NTA-
Agarose. L: Ladekontrolle, US: Uberstand (je 200 pg Gesamtprotein), W3: letzte Waschfraktion (3 %),
Eluat 1-5: je 10 % der Gesamtmenge

3.8.1 Ni%*-Affinitatschromatographie mit Hisg-Markierung

Affinitdtschromatographie an immobilisierten Metallionen (immobilized metal ion affinity chroma-
tography, IMAC) [[139, 140, 141, 142] ist eine sehr hiufig verwendete Methode, um Proteine spezi-
fisch aus einem Proteingemisch anzureichern und aufzureinigen. Dabei wird die Eigenschaft einiger
Aminosiuren (in erster Linie Histidin, aber auch Cystein) genutzt, mit Ionen der Ubergangsmetalle
(meist Ni>*, daneben auch Co?*, seltener Cu>* und Zn>* [143]) Komplexe zu bilde Die Me-
tallionen sind zu diesem Zweck iiber einen mehrzdhnigen Liganden an eine Matrix gebunden. Die
mit Abstand am hiufigsten verwendete Variante ist die Bindung einer gentechnologisch eingefiihr-
ten Polyhistidin-Markierung [147, 148, [149]] (meist 6 Histidinreste [[150, (151} [152], iiblich sind aber
auch 5-10) an durch NTA-Agarose immobilisiertes Ni>*. Nitrilotriessigsdure [153]] (nitrilotriacetic
acid, NTA) ist ein vierzdhniger Ligand, so dass bei oktaedrischer Koordination noch zwei Plitze frei
sind, die durch Histidinseitenketten besetzt werde konnen. Eine Markierung mit mehr Histidinresten
bindet aus reaktionskinetischen Griinden stirker, weil in der unmittelbaren Umgebung des Ni>*-Ions
mehr potentielle Liganden zur Verfiigung stehen, falls ein Histidinrest sich ablost. Eine geringe Imi-
dazolkonzentration (5-10 mM) im Bindepuffer verhindert die Bindung von Proteinen mit einzelnen
exponierten Histidinreste

Die Elution erfolgt unter recht milden Bedingungen durch Kompetition mit Imidazol in hohe-
rer Konzentration, moglich ist aber auch saure Elution (Protonierung der Imidazolseitenkette des
Histidins, das damit nicht mehr an Ni>* binden kann) oder Komplexierung des Ni>* durch einen
starken Chelator wie EDTA. Verunreinigungen durch andere histidinreiche Proteine konnen evtl.
abgetrennt werden, wenn eine lange Polyhistidinmarkierung verwendet und mit einem Imidazolgra-

dienten eluiert wird.

* Phosphoproteine lassen sich dagegen z. B. durch Affinititschromatographie mit Fe3* anreichern [[144] 145 146]
T Selbst Bindung unter denaturierenden Bedingungen ist moglich (Aufreinigung z. B. von inclusion bodies, die durch
chaotrope Salze und Detergentien solubilisiert wurden).
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FRQ mit C-terminaler Hisq-Markierung (FRQ-Hisg) wurde unter der Kontrolle des ga-2-Promo-
tors durch 14-stiindige Induktion mit 15,6 mM Chinasdure im frg'’-Hintergrund exprimiert. Pro-
teintotalextrakt in IMAC-Lysepuffer (5 mg Gesamtprotein) wurde analog zur Immunprizipitation
mit 50 pl PBS-gewaschener Ni-NTA-Agarose iiber Nacht bei 4 °C unter Rotieren inkubiert. Die
Affinitatsmatrix wurde 3x mit 1,5 ml IMAC-Waschpuffer gewaschen und mit 3x 300 pl IMAC-
Elutionspuffer eluiert. Eine Ladekontrolle sowie Aliquota von Uberstand, letzter Waschfraktion
und Eluaten wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert und FRQ durch mono-
kl. aFRQ-Antikorper 3G11 detektiert (Abb. [33). FRQ-Hise konnte aus dem Totalextrakt nahezu
vollstindig depletiert werden und wurde im Eluat stark angereichert.

Eine Aufreinigung mit groBerer Gesamtproteinmenge und Auftrag des gesamten TCA-gefillten
Eluats fiihrte nicht zu einer FRQ-Anreicherung, die nach Kolloidal-Coomassie-Farbung des Gels
sichtbar gewesen wire; dafiir war eine Reihe anderer Proteine zu sehen (Daten nicht gezeigt). Ei-
nes davon, das groBenméBig FRQ nahekommt (AccNr. XP_964914, berechnete molekulare Masse
103 kDa), wurde durch Massenspektroskopie identifiziert; es trigt in einem kurzen Bereich von
zehn Aminosdurenresten sechs Histidinreste (HGIHHHKDHH, 368—377ﬂ Auch andere Proteine,
die Ubergangsmetallionen wie Zn®>* koordinieren, z. B. die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren WC-
1 und WC-2 (A. K. Behera, T. Schafmeier, personliche Mitteilung), werden von Ni-NTA-Agarose

gebunden.

3.8.2 Tandem Affinity Purification (TAP) [155, 123]

Die Methode beruht auf der Bindung von Protein A aus Staphylococcus aureus an Immunglobulin G
sowie Calmodulin bindendem Peptid (CBP) an Calmodulin in Gegenwart von Ca>*. Das TAP-Tag
besteht aus zwei Immunglobulin-Bindedoménen des Protein A von Staphylococcus aureus, einer
Tabak-Mosaikvirus- (tobacco etch virus, TEV)-Protease-Spaltstelle und dem Calmodulin binden-
den Peptid (CBP). In dieser Form wird es am N-Terminus von Proteinen verwendet, am C-Terminus
ist die Reihenfolge umgekehrt. Fiir die Aufreinigungsprozedur ist dies wichtig, denn die Bindung
von Protein A an Immunglobulin G ist so fest, dass sie nur durch drastische Elutionsbedingungen
(niedriger pH-Wert) wieder gelost werden kann, was fiir viele Anwendungen nicht akzeptabel ist,
da dies oft zum Zerfall von Proteinkomplexen und zu Proteindenaturierung fiihrt. Die feste Bindung
erlaubt andererseits aber sehr stringente Bindungs- und Waschbedingungen, falls eine hohe Selekti-
vitdt erforderlich ist. Die ,,Elution® nach der Bindung an immobilisiertes Immunglobulin G erfolgt

durch Verdau mit TEV-Protease, die spezifisch die Aminosduresequenz ENLYFQ |G spaltet, somit

* FEin weiteres Protein mit lokaler Histidin-Haufung (sieben Histidinreste in den C-terminalen acht Aminoséureresten,
HHHHDHHH-COOR) ist z. B. das Genprodukt UreE aus Proteus mirabilis, ein Ni2*-bindendes Protein, das fiir die
Bildung aktiver Urease bei geringen Ni**-Konzentrationen benotigt wird [154].
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wird die saure Elution umgangen. Im zweiten Schritt bindet das CBP in Gegenwart von Ca’" an im-
mobilisiertes Calmodulin; TEV-Protease sowie verbliebene Verunreinigungen werden entfernt und
das Zielprotein (bzw. der das Zielprotein enthaltene Komplex) durch einen Ca®T-Chelator (meist
EDTA) eluiert. Insgesamt erfolgt die Aufreinigung mit Hilfe des TAP-Tags unter milden Bedingun-
gen; lediglich Interaktionen, die auf divalente Kationen angewiesen sind, konnen zerstort werden
(durch Wahl eines spezifischeren Ca>*-Chelators lisst sich dies ggf. verhindern).

Fiir die Aufreinigung von FRQ wurde das C-terminale TAP-Tag gewihlt. Es wurde in pBM61 qa-
2 FRQ-Hisg eingefiihrt und ersetzt dessen Hisg-Markierung. FRQ-cTAP ist damit unter der Kontrolle
des ga-2-Promotors und kann durch Chinasdure induziert werden.

frq'? bd his-3 wurde mit pBM61 qa-2 FRQ-cTAP transformiert und exprimierte nach 14-stiindiger
Induktion mit 15,6 mM Chinasédure ein Protein, das im Proteintotalextrakt nach SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese mit monokl. FRQ-Antikdrper 3G11 nachgewiesen wurde und FRQ in Grof3e
(berechnete molekulare Masse 129 kDa) und Bandenmuster gleicht (FRQ-TAP). Der Protein A-
Teil des TAP-Tags konnte mit Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP)-AntiktirpeIﬁ'] nicht detektiert werden
(Daten nicht gezeigt); moglicherweise reicht die Sensitivitdt und Spezifitiat des Antikorpers nicht
aus. Die vollstindige genomische Integration des TAP-markierten frg wurde durch PCR verifiziert
(Daten nicht gezeigt).

Proteintotalextrakt (5 mg Gesamtprotein) wurde analog zur Immunprizipitation unter Rotieren
tiber Nacht bei 4 °C mit 50 pl IgG-Sepharose inkubiert, die Affinititsmatrix wurde nach dreima-
ligem Waschen mit je 1,5 ml Proteinextraktionspuffer durch Kochen mit 50 pul 2x SDS-PAGE-
Auftragspuffer eluiert. FRQ-TAP bindet nur sehr schwach an IgG-Sepharose (Abb. [34); zwischen
Ladekontrolle und Uberstand ist kein Unterschied zu sehen. Obwohl das gesamte Eluat aufgetragen
worden war, ist das Signal noch etwas schwicher als das der Ladekontrolle; die Ausbeute betrigt

etwa 1 %. Es ist nicht auszuschlieBen, dass das Tag nicht korrekt exprimiert wird, da es durch PAP-

kDa L US W3 E

A

Abbildung 34: Bindung von FRQ-TAP aus Proteintotalextrakt (5 mg Gesamtprotein) an IgG-
Sepharose. L: Ladekontrolle, US: Uberstand (je 200 ug Gesamtprotein = 4 %), W3: letzte Wasch-
fraktion (3 %), E: Eluat (100 %)

200 —

119 —

* mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter orPeroxidase-Antikorper, der Homooligomere bildet, was die Empfindlichkeit

verbessert; die Bindung an die Immunglobulin-Bindedoméne aus Protein A erfolgt aulerhalb der Antigenbindestellen.
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Antikorper nicht detektiert werden kann; die geringe Bindung an IgG-Sepharose wire dann ledig-
lich unspezifisch. Das C-terminale TAP-Tag eignet sich daher nicht zur Aufreinigung von FRQ aus

N. crassa.

3.8.3 Strep-Tag lI-Affinitatschromatographie an StrepTactin [156]

Die Methode ist eine Weiterentwicklung der hochaffinen Bindung von Biotin an Streptavidin. Ein
schwach an Streptavidin bindender C-terminaler Peptidrest war durch zufallsgesteuerte Mutagenese
und Selektion auf hohe Streptavidin-Affinitéit optimiert worden (Strep-Tag, AWRHPQFGG-COOH)
[157]. Dieser ersetzte das Biotin und konnte gentechnisch wie andere Epitopmarkierungen an den
C-Terminus des Zielproteins gekoppelt werden; die Elution vom immobilisierten Streptavidin er-
folgte durch Biotin [158]]. Nach Aufkldrung der Kristallstruktur von Streptavidin mit gebundenem
Strep-Tag wurde die Peptidsequenz systematisch variiert, um nicht mehr auf einen freien C-Terminus
angewiesen zu sein [159]. Das entstandene Strep-Tag II (NWSHPQFEK) kann sowohl an N- und C-
Terminus als auch zwischen den Doméinen eines Proteins verwendet werden. Basierend auf der o. g.
Kiristallstrukturanalyse wurde das Streptavidin durch zufillige ortsgerichtete Mutagenese verdndert,
um eine hohere Affinitdt zum Strep-Tag Il zu erreichen [160]. Das optimierte Protein wurde Strep-
Tactin genannt und wird mit Desthiobiotin eluiert, das nicht oxidationsempfindlich ist und nach der
Elution wieder ausgewaschen werden kann, so dass die Affinititsmatrix wiederverwendbar ist. Die
Elution mit Biotin ist zwar weiterhin moglich, doch ist die Bindung nahezu irreversibel.

Das Strep-Tag Il sollte am N-Terminus von FRQ eingefiigt werden. Zwei komplementére Oli-
gonukleotide, die das Strep-Tag II kodieren und zur Sph I-Restriktionsschnittstelle kompatible 3’-
tiberhdngende Enden besitzen, wurden miteinander hybridisiert und in pPBM60 Cla I-Fr. kloniert,
das zuvor mit Sph I linearisiert worden war. Das entstandene Plasmid wurde durch PCR und Se-
quenzierung auf korrekte Integration des Inserts iiberpriift.

Transformiert wurde frq’® bd his-3, die Proteintotalextrakte wurden durch SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese analysiert. Das vom monoklonalen FRQ-Antikérper 3G11 detektierte Protein
stimmt in apparenter molekularer Masse, Bandenmuster und Expressionsstiarke mit FRQ" iiberein.
Durch Immunprizipitation mit monokl. oStrep-Tag II-Antikérper wurde das Protein zum grof3en
Teil aus dem Totalextrakt depletiert und im Immunpriizipitat stark angereichert (Abb. 35 A

Proteintotalextrakt in Puffer W entsprechend 100 mg Gesamtprotein wurde bei 4 °C auf eine
StrepTactin-Sepharose-Sdule mit 0,5 ml Matrixvolumen geladen (Fluss durch Schwerkraft). Der
Durchlauf wurde ein zweites Mal geladen, danach wurde 5x mit 1 ml Puffer W gewaschen und

6x mit 500 ul Puffer E eluiert. Eine Ladekontrolle sowie Aliquota des Durchlaufs, der Wasch- und

* Der direkte Nachweis mit monokl. aStrep-TagII-Antikorper oder Meerrettichperoxidase-gekoppeltem StrepTactin
nach Elektrotransfer war wegen hohem Hintergrundsignal und geringer Empfindlichkeit nicht moglich.

79



3 Ergebnisse

A B B Wasch Eluat
kDa L IP US kDa L DL
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
200 — 200 — |
P4 ” p= F '
119 — £ :
119 —

Abbildung 35: A Immunpréazipitation mit monokl. aStrep-Tag II-Antikdérper (3 mg Gesamtprotein) und
B StrepTactin-Affinitdtschromatographie (100 mg Gesamtprotein) von Strep-Tag II-FRQ aus Protein-
totalextrakt; Detektion mit monokl. aFRQ-Antikérper 3G11. L: Ladekontrolle (100 pg), US: Uberstand
(100 pg= 3,3%), IP: Immunprazipitat (50 % der Gesamtmenge = 1,5 mg Gesamtprotein), DL: Durch-
lauf (100 pg Gesamtprotein = 0,1 %), Wasch: je 3 % der Fraktion, Eluat: je 2 % der Fraktion = 2 mg
Gesamtprotein

Elutionsfraktionen wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Detektion mit monokl.
aFRQ-Antikorper 3G11 analysiert (Abb[35 B).

Durch StrepTactin wurde Strep-Tag II-FRQ fast vollstidndig aus dem Proteintotalextrakt depletiert
und von Desthiobiotin mit einem scharfen Maximum in hoher Konzentration eluiert. Um zu iiberprii-
fen, ob diese Methode die Aufreinigung von FRQ im Komplex mit anderen Proteinen erlaubt, wur-
den die Elutionsfraktionen mit polyklonalem otCK-1a-Antikorper getestet (Abb. [36). Weder konnte
CK-1a im Eluat nachgewiesen werden noch ist eine Abnahme im Proteintotalextrakt zu beobachten;
da CK-1a aber im groBen Uberschuss zu FRQ vorliegt, wird auch im giinstigsten Fall nur ein Bruch-
teil der Gesamtmenge zusammen mit FRQ isoliert. Moglicherweise reicht die Empfindlichkeit des
Antikorpers nicht aus, dies zu detektieren.

Der Rest der Elutionsfraktionen wurde mit TCA gefillt (2.3.4), in je 50ul 1x SDS-PAGE-Auf-
tragspuffer aufgenommen und auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen. Nach Kolloidal-Coomassie-
Firbung war wie bei der Ni**-Affinititschromatographie kein FRQ erkennbar, dafiir aber eine Reihe
anderer Proteine (Daten nicht gezeigt). Auch hier reicht die Selektivitit nicht aus, um FRQ aus

Neurospora-Totalextrakten aufzureinigen.

Eluat

kDa L DL
66 —
43 — =g =
29 —
Abbildung 36: Affinitdtschromatographie von Strep-Tag II-FRQ aus 100 mg Gesamtprotein an Strep-

Tactin, Detektion mit polykl. «CK-1a-Antikérper. L: Ladekontrolle, DL: Durchlauf (je 100 pg Gesamt-
protein = 0,1%), Eluat: je 2 % der Fraktion = 2 mg Gesamtprotein
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3.8.4 Glutathion S-Transferase-Affinitatschromatographie an
Glutathion-Sepharose

Glutathion S-Transferasen (GST) sind Enzyme der Phase 11 des Fremdstoffmetabolismus, die Elek-
trophile durch Konjugation mit reduziertem Glutathion detoxifizieren. Die GST von Schistosoma
Jjaponica (161} (162, [163] wird fiir die Affinitdtschromatographie heterolog exprimierter Proteine
verwendet [164, [165]]; sie bindet mit hoher Spezifitidt an immobilisiertes Glutathion und wird unter
milden Bedingungen durch Kompetition mit freiem Glutathion von der Affinititsmatrix eluiert. Pro-
teine, die kein oxidierendes Milieu bendtigen, konnen so als Fusion mit (meist N-terminalem) GST
aufgereinigt werden. Nachteile sind, dass GST recht grof} ist (26 kDa) und dimerisiert [[166} [167],
was in manchen Fillen storend ist.

FRQ sollte rekombinant als GST-Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden, um Mengen zu er-
halten, die zur Produktion eines Antiserums benutzt werden konnen, das moglichst alle Bereich des
Proteins detektiert. Auch fiir in vitro-Versuche wie Phosphorylierung oder proteolytischer Abbau
konnte das Protein dienen, das bei heterologer Expression in Bakterien keine der eukaryontischen
posttranslationalen Modifikationen tragt. Der FRQ-Leserahmen wurde durch PCR aus pBS II Cla I-
Fr. amplifiziert, dabei wurden am 5’-Ende des kodogenen Strangs eine Bcl I- und am 3’-Ende eine
Xba I-Restriktionsschnittstelle eingefiihrt. Das PCR-Produkt wurde mit diesen beiden Restriktions-
enzymen verdaut und in pGEX 4T3 kloniert, der mit Bam HI und Xba I geschnitten worden war*}
Die Vektoren der pGEX 4T-Reihe kodieren eine N-terminale GST mit nachfolgender Thrombin-
Spaltstelle, so dass die GST wieder entfernt werden kann bzw. statt mit freiem Glutathion zu eluieren
das Fusionsprotein auf der Affinititsmatrix mit Thrombin verdaut werden kann. Von dieser Mog-
lichkeit wurde hier kein Gebrauch gemacht, zumal fiir FRQ eine interne Thrombin-Spaltstelle nach
Aminosiurerest 195 vorhergesagt wird (ExPASy PeptideCutter [168, [169]).

Der E. coli-Expressionsstamm BL21 wurde mit pGEX 4T3 FRQ transformiert. Weil bereits unter
physiologischen Bedingungen im Ursprungsorganismus GST dimerisiert und FRQ oligomerisiert,
sollte die Aggregation des Fusionsproteins in E. coli moglichst unterbunden werden. Dazu wurde
GST-FRQ bei 25 °C iiber Nacht durch Laktose-Autoinduktion [[170] exprimiert; die geringe Tem-
peratur und die ,Jangsame* Induktion sollten die Akkumulation hoher Konzentrationen un- bzw.
fehlgefalteten Proteins, die gewohnlich zu Aggregation neigen, verhindern. Bei der Autoinduktion
wird ein Medium, das neben Laktose auch Glukose und Glyzerin enthilt, verwendet. Zu Beginn
des Wachstums (unmittelbar nach der Inokulation) reprimiert Glukose die Transkription des lac-

Promotors. Da diese bevorzugt von E. coli metabolisiert wird, ist sie mit fortschreitendem Wachstum

* Bcl I- und Bam HI-Restriktionsschnittstellen besitzen kompatible 5’-iiberhdngende Enden, allerdings ist Bcl I sensitiv
fiir dam-Methylierung, kann daher nur bei PCR-Produkten oder Plasmiden, die aus dam™-Stimmen isoliert wurden,
verwendet werden.
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Abbildung 37: Affinitditschromatographie von GST-FRQ (aus 1000 ODgqg E. coli BL21) an Glutathion-
Sepharose. 4 h/16 h Ind.: Expressionskontrolle, US: Uberstand, P: Pellet, L: Ladekontrolle, DL: Durch-
lauf (je 0,15 ODggg, P: 0,3 ODggp), W3: letzte Waschfraktion (1 %), Eluate je 0,3 %. Coomassie Brilliant
Blue R250-Farbung nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

nach einiger Zeit verbraucht, der Stoffwechsel wird auf Lactose umgestellt und die Induktion beginnt
von selbst. Laktose ist kein so effizienter Induktor wie Isopropyl-f-D-thioglaktopyranosid (IPTG),
und die Glukosemenge nimmt stetig ab, so dass die Induktion schleichend beginnt und langsam
steigt; Inkubation tiber Nacht bis in die stationire Phase ist moglich.

Die genaue Aufreinigungsprozdur ist unter [2.3.8| auf Seite 43| beschrieben und wird hier nur kurz
zusammengefasst: Nach 16-stiindiger Induktion bei 25 °C wurden die Bakterien sedimentiert, in PBS
resuspendiert und aufgeschlossen. Das Lysat wurde durch Ultrazentrifugation geklirt; durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese mit Coomassie-Firbung des Gels wurden Aliquota von Uberstand
und resuspendiertem Niederschlag auf die Loslichkeit des Fusionsproteins getestet (Abb. [37). Mehr
als 80 % des GST-FRQ befinden sich im Uberstand, daher wurde dieser unter Rotieren iiber Nacht
bei 4 °C mit 200 ul PBS-gewaschener Glutathion-Sepharose inkubiert. Die Affinititsmatrix wurde in
einer 2 ml-Einweg-Chromatographiesidule gesammelt, dreimal mit je 2 ml eiskaltem PBS gewaschen
und fiinfmal mit je 500 ul Glutathion-Elutionspuffer bei Raumtemperatur eluiert. Eine Ladekontrolle
sowie Aliquota von Durchlauf, letzter Waschfraktion und der Eluate wurden durch SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese und Coomassie-Firbung des Gels analysiert (Abb. [37).

Ca. % des GST-FRQ wurde an Glutathion-Sepharose gebunden, jedoch wurde nur ein kleiner
Bruchteil wieder eluiert, der zudem mit anderen Proteinen und/oder GST-FRQ-Abbauprodukten
verunreinigt ist. Obwohl der weitaus groflere Teil des Proteins 16slich exprimiert wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass GST-FRQ bei den hohen lokalen Konzentrationen wihrend der Eluti-
on aggregiert und die unloslichen Aggregate in der Saulenmatrix stecken bleiben. Kontaminationen
durch andere Proteine konnen auftreten, da FRQ vermutlich nicht korrekt gefaltet ist und hydropho-
be Bereiche exponiert werden, die mit hydrophoben Strukturen anderer Proteinen interagieren oder
von Chaperonen erkannt werden. Auch zur Selbstaggregation tragen solche exponierten hydropho-

ben Bereiche natiirlich bei.
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Im Vergleich zu der in N. crassa maximal erreichbaren Expression ist die heterologe Expression in
E. coli um mehrere Grofenordnungen stirker, denn in Neurospora-Proteintotalextrakten kann FRQ
nur immunologisch nachgewiesen werden. Obwohl FRQ ein sehr grof3es Protein im Vergleich zu
bakteriellen Proteinen ist, kann es in E. coli in voller Linge, 16slich und in guter Ausbeute expri-
miert werden. Optimierung der Binde- und Elutionsbedingungen von GST-FRQ konnte ein reineres
Produkt in hoherer Ausbeute liefern. Alternativ konnen andere Affinitdtsmarkierungen, wie z. B. das
in Neurospora gut verwendbare Strep-Tag II (3.8.3) fiir die Aufreinigung von rekombinantem FRQ

getestet werden.

3.9 Konstruktion von neuen Expressionsplasmiden fur
N. crassa

Um N. crassa zu transformieren, wurde eine Anzahl verschiedener Vektoren geschaffen, die zur
Selektion entweder Resistenz gegen Hygromycin B [[171} [172, [125] oder Benomyl [126, [173] ver-
leihen und an zufélligen Stellen in das Genom integriert werden oder auxotrophen Mutanten wie
his-3 174, 175, [176]] wieder prototrophes Wachstum ermoglichen und spezifisch durch homologe
Rekombination in das Genom integriert werden miissen}

Diverse his-3 komplementierende Vektoren auf der Basis von pDE3 [[178] und pBM60 [175] sind
in unserem Labor mit gutem Erfolg eingesetzt worden, doch gab es bisher keine universellen Plas-
mide, die verschiedene Promotoren mit einem mehrere Restriktionsschnittstellen umfassenden Po-
lylinker und einem Transkriptionsterminator verbinden.

Als Basis fiir eine Reihe solcher Vektoren wurde pBM60 gewihlt, ein his-3 komplementierendes
Plasmid der dritten Generation, das auf beiden Seiten der zu inserierenden DNA homolog rekombi-
nieren kann (Doppel-cross over, kann durch Transfomation linearisierter DNA erreicht werden).

Zunichst wurde eine Hind III-Restriktionsschnittstelle zusammen mit einer benachbarten Sph I-
Schnittstell durch in vitro-Mutagenese aus pBM60[175]] entfernt, um Hind III im Polylinker wie-
der als einzelne Restriktionsschnittstelle nutzen zu konnen (pBM60 AHind III ASph I). Beim Einfii-
gen der Promotor- und Terminator-Regionen sollten moglichst keine Restriktionsschnittstellen aus
dem Polylinker des Ausgangsvektors verloren gehen; deshalb wurde eine Klonierungsstrategie ge-
wihlt, die sich die kompatiblen Enden von Bsp120 I und Not I zunutze macht; diese beiden Restrik-

tionsschnittstellen sind die dulersten einzeln vorkommenden des Polylinkers von pBM60.

* Anders als in S. cerevisiae konnen in N. crassa keine Plasmide stabil propagiert werden, und transformierte DNA wird

vorwiegend an zufilligen Orten in das Genom integriert. Allerdings wurden Mutanten gefunden, die die Haufigkeit
homologer Rekombination drastisch erhéhen [177].

T Diese befinden sich am 5°-Ende des his-3*-Fragments; iiber Hind Il war das his-3*-Fragment in pBM60 kloniert
worden.
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Not | —{ Promotor ——Bsp120 | Not | Bsp120 |

Bsp120 | Polylinker Not |

— BSp120 | Not | —{Terminator—goploas——
Abbildung 38: Klonierungsstrategie der pFH-Plasmide

Folgende Promotoren und Transkriptionsterminatoren wurden verwendet:

* [-Tubulin-Promotor, konstitutiv (aus genomischer DNA eines bd-Stammes, vgl. [126])
* ga-2-Promotor, induzierbar durch Chinasdure (aus pBASO0 [22]])

* cpc-1-Promotor, konstitutiv (aus pBC-hygro [125]])

* A. nidulans trpC-Terminator, mit Polyadenylierungsstelle (aus pBC-hygro [125])

* ccg-1-Promotor, konstitutiv, durch Glukose unvollstindig reprimierbar (aus pMF272 [[122])

Die Promotoren und der Terminator wurden mittels PCR amplifiziert; dabei wurde jeweils am
5’-Ende ein Not I- und am 3’-Ende ein Bsp1201-Schnitt eingefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
an den 3’-Enden durch Tag-Polymerase um ein einzelnes A verldngert und mittels Topo-TA™
in pCR2.1 kloniert (2.1.2). Die Konstrukte wurden sequenziert und durch Bsp1201- und NotI-
Restriktionsverdau wieder ausgeschnitten. Der trpC-Terminator wurde in die Not I-Restriktions-
schnittstelle von pBM60 AHind III ASph I eingefiigt und die Orientierung der Insertion durch Re-
striktionsverdaus iiberpriift. Dieses Plasmid wurde pFH62 genannt; es enthélt unmittelbar vor der
Apa I/Bsp120 I-Restriktionsschnittstelle einen T3-Promotor, mit dem Inserts im Polylinker sequen-
ziert werden konnen (auch der trpC-Terminator wurde auf diese Weise nochmals iiberpriift). Zum
Sequenzieren von Inserts in umgekehrter Richtung kann das Oligonukleotid TtrpC 3’ seq verwendet
werden.

Die Promotoren wurden in die Bsp120 I-Restriktionsschnittstelle von pFH62 eingefiigt, die Ori-
entierung der Insertion wurde iiber Restriktionsverdaus getestet. Durch Sequenzierung iiber T3-
Promotor und das Oligonukleotid TtrpC 3’seq wurden die Promotoren nochmals iiberpriift. Es
wurden folgende Plasmide erhalten (s. Vektorkarten in Abb. 39): pFH64 (cpc-1-Promotor), pFH66
(qa-2-Promotor), pFH68 (B-Tubulin-Promotor), pFH70 (B-Tubulin-Promotor lang), pFH72 (ccg-
1-Promotor)). Zum Sequenzieren von Inserts in pFH64 und pFH66 konnen die Oligonukleotide

*

pFHO68 ermoglicht keine stéirkere Expression als pFH64 (Daten nicht gezeigt). Es wurde vermutet, dass das in [[126]
verwendete DNA-Fragment nur einen f3-Tubulin-Minimalpromotor enthélt, deshalb wurde eine um ca. 300 bp lingere
Variante des 3-Tubulin-Promotors getestet.
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Vektor =~ pFH62 pFH64 pFH66 pFH68 pFH70 pFH72

Promotor - cpc-1 qa-2 Ptub  BtubL  ccg-1
J [ J ] [

Apal
Hind 11
EcoR|
Smal
BamHI
Spel
Xbal
Not |

Ndel
Nhel

® 6 6 6 6 06 606 06 0 O

® C/,e &6 &6 O 06 0 O
e 6 6 6 06 6 06 0 0 O
e 6 6 6 6 06 06 06 0 O
e 6 6 6 6 06 06 0 0 O
e O 6 6 6 6 6 06 ¢ O

Sspl

Tabelle 2: Ubersicht der neuen his-3-komplementierenden Transformationsvektoren fiir N. crassa. An-
gegeben sind der Promotor (davon ist nur ga-2 induzierbar, ccg-1 wird durch Glukose unvollsténdig
reprimiert), die nutzbaren Restriktionsschnittstellen des Polylinkers sowie die fiir Linearisierungen zur
Transformation verfligbaren Restriktionsschnittstellen (Ndel, Nhel und Sspl).

Pcpc-1 5’ seq und Pga-2 5’ seq verwendet werden; TtrpC 3’ seq fiir Sequenzierungen in umgekehr-

ter Richtung ist bei allen beschriebenen Plasmiden verwendbar (Nukleotidsequenzen s. Seite [I03).
Tab. 2| zeigt eine Ubersicht der verwendbaren Restriktionsschnittstellen der einzelnen Vektoren.
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Bk T:rpc\

HIS-3 3'

pFH62

(7396 bp)

P-cm —
TtrA
HIS-3 3'
pFH64
(8193 bp)

AlwNI
Rstrll Bell

Pga-2
S
HIS-3 3'
S33 Ttrpx

pFH66

(8535 bp)

BsaBl BsrGl SgrAl

w‘

AlwNI
Abbildung 39: Schematische Darstellung der pFH-Plasmide; einfach vorkommende Restriktions-

schnittstellen sind angegeben. bla: f-Laktamase (Ampicillin-Resistenz); T3: T3-Promotor (flir Sequen-
zierungen verwendbar)
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HIS-33'

pFH68

(7760 bp)

BstBl BsaBl BsrGl Nrul Tth1111

m

TtrA

HIS-3 3'

pFH70

(8121 bp)

BsaBl BsrGl SexAl

BstBl
m
HIS-33 TtrA

pFH72

(8325 bp)

Abbildung 39: Schematische Darstellung der pFH-Plasmide; einfach vorkommende Restriktions-
schnittstellen sind angegeben. bla: 3-Laktamase (Ampicillin-Resistenz)
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4.1 Subzellulare Lokalisation von FRQ

Kernlokalisation ist fiir die negative Riickkopplung von FRQ (Repression der WCC-abhingigen
Transkription und damit auch seiner eigenen mRNA) zwingend erforderlich [41], die positive Riick-
kopplung (Unterstiitzung der Akkumulation des WCC) erfolgt aber im Cytosol, wobei nicht nur
eine hohe cytosolische FRQ-Konzentration, sondern auch bestimmte Phosphorylierungen nétig sind
[33]]. Die subzelluldre Verteilung von FRQ ist also ein wichtiger Faktor in der circadianen Uhr von
Neurospora crassa. Ausgehend von der Beobachtung, dass FRQ trotz eines funktionalen Kernlo-
kalisationssignals sowohl unter stdndiger Lichtinduktion (LL) als auch iiber den circadianen Tag
hinweg im Zellkern geringer konzentriert ist als im Cytosol, wurde in der vorliegenden Arbeit unter-
sucht, welcher Bereich des Proteins fiir dieses Phinomen verantwortlich ist und auf welche Weise
die subzelluldre Verteilung reguliert wird.

Selbstassoziation konnte die subzelluldre Verteilung von FRQ beeinflussen, indem beispielsweise
das NLS oder ein — putatives — NES maskiert bzw. durch damit einhergehende Konformationsin-
derungen des Molekiils demaskiert werden. Insbesondere da das NLS von FRQ unmittelbar auf
die coiled coil-Region folgt (je nach Strukturvorhersage ist der coiled coil-Bereich evtl. sogar noch
etwas grofler und erstreckt sich iiber das NLS hinweg), liegt die Vermutung nahe, dass coiled coil-
abhingige Dimerisierung das NLS maskieren konnte. In [45] wurde gezeigt, dass FRQ {iiber seine
coiled coil-Region mit sich selbst assoziiert, was fiir die Funktion der circadianen Uhr unabdingbar
ist, die Interaktion hat laut Autoren aber keinen Einflul auf die Lokalisation. Sie zeigen die sub-
zelluldre Verteilung einer Mutante, in der hydrophobe Aminoséurereste, die fiir die Assoziation der
coiled coil-Regionen wichtig sind, zu hydrophilen mutiert wurden und damit die Interaktion verhin-
dert wird. Bei der Fraktionierung (Abb. 6 ebd.) sind die Mengen von FRQ"' und coiled coil-Mutante
im Zellkern gleich, im Cytosol scheint die FRQ"'-Menge aber signifikant groBer zu sein, was von
den Autoren nicht kommentiert wird. Es konnte also sein, dass die Gesamtmenge bei der Mutante
zwar geringer ist, der nukledre Anteil aber hoher; die Qualitéit der Daten lédsst hier kein abschlieen-
des Urteil zu, ebensowenig kann eine — schwichere — FRQ-Assoziation, evtl. bedingt durch andere

Bereiche als die coiled coil-Region, ausgeschlossen werden.
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Da der Oligomerisierungsgrad eines Komplexes u.a. von der Konzentration der Monomere ab-
hiingt, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Expressionsstirke von FRQ Auswirkun-
gen auf die Lokalisation hat. FRQ unter der Kontrolle eines induzierbaren heterologen Promotors
wurde bei verschiedenen Induktor-Konzentrationen exprimiert; die relative Verteilung dnderte sich
dabei nicht. Diese Erkenntnis allein schlieft nicht aus, dass Homooligomerisierung die subzellulire
Lokalisation von FRQ steuern kann; die Selbstassoziation konnte durch andere Prozesse (z. B. ko-
valente Modifikationen) reguliert werden, was allein durch unterschiedlich starke Expression nicht
beeinflusst werden kann. Die Analyse von FRQ-Komplexen aus Myzel, das unter konstanter Be-
leuchtung (LL) gewachsen war, durch Gelfiltration ergab jedoch keine Unterschiede im Elutionspro-
fil von cytosolischem und nukleirem FRQ; Anderungen der Konformation oder der Komplexzusam-
mensetzung miissten also entweder sehr labil oder nur geringfiigig sein (z. B. Assoziation mit einem
kleinen Protein).

Die Mutante frg® exprimiert durch Leserasterverschiebung ein um ~30 % verkiirztes FRQ-Protein
(FRQ), welches bei insgesamt geringerer Menge stark im Zellkern angereichert ist. Offensichtlich
ist der C-Terminus von FRQ fiir die cytosolische Lokalisation wichtig. FRQ’ besitzt neben dem
NLS auch die coiled coil-Region, kann folglich dimerisieren [45]. Da die cytosolische Lokalisation
bei FRQ™ trotz NLS dominiert, wurde durch Koexpression getestet, ob eine der beiden Formen
die Verteilung der anderen beeinflussen kann. FRQ-Koexpression verschiebt einen Teil des FRQ’-
Proteins ins Cytosol, seine eigene Verteilung wird jedoch nicht verdndert; die dominante Eigenschaft
des C-Terminus von FRQ wirkt nicht nur in cis sondern auch in frans. Ein noch stirker verkiirztes
FRQ-Konstrukt, an das gentechnisch C-terminal GFP fusioniert wurde und das immer noch NLS
und coiled coil-Region besitzt (FRQ(1-336) GFP), verhiilt sich — bei noch schwicherer Expression
— genauso wie FRQ?, ist aber anders als FRQ und FRQ® nicht hyperphosphoryliert.

Die subzellulire Verteilung von FRQ/FRQ’-Komplexen wurde durch Gelfiltration untersucht. Se-
parat exprimiert besitzen FRQ und FRQ? breite Elutionsprofile, die nur relativ wenig iiberlappen;
FRQ’-Komplexe eluieren spiter als FRQ-Komplexe. Werden beide koexprimiert, nimmt die Uber-
lappung zu, ein Teil des FRQ’ eluiert friiher. Diese Verschiebung betrifft aber nur den cytosolischen
Anteil, der nukleire eluiert wie FRQ? in frg®. FRQ verindert demnach die Lokalisation von FRQ’
durch direkte Interaktion.

FRQ wird durch das Proteasom abgebaut [48]], dies kann theoretisch sowohl im Cytosol als auch
im Zellkern stattfinden. Wire der nukleire Abbau gegeniiber dem cytosolischen bevorzugt und der
Import von FRQ langsamer als der Abbau, wiirde dies die subzelluldre Verteilung erkldren wie auch
die Abbaukinetik nach Translationsunterbrechung (Abb. 28| auf Seite . Der Import von FRQ’
miisste dagegen wesentlich schneller sein, andernfalls konnte es nicht im Kern angereichert wer-
den. Da in frg® keine negative Riickkopplung stattfindet [21]], ist die mRNA-Menge viel groBer als

in frg*, und somit sollte auch die Translationsrate hoch sein. Die Abbaukinetik unterscheidet sich
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Mutation Expression Cytosol Nukleus Hyperphosh. Schema

(1-336) GFP — — T - |

FS 581 - - +H+ + =

623 Stop +++ + +++ + ]
FRQ’(662 Stop) + - ++++ + I

678 Stop ++ + +++ + I

686 Stop +++ + +++ + I

701 Stop +++ + +++ + ]
337-711::GFP + + ++ - [ D

716 Stop e oo + I

751 Stop -— (+) (++) + ]

791 Stop ++ + + + I

916 Stop - + + + I
A584-677 ++++ ++ + + [ =]
FRQ™ et + + + ]

Tabelle 3: Ubersicht der FRQ-Deletionsmutanten (mit maBstablicher schematischer Darstellung), der
jeweiligen relativen Expressionsstérken und subzelluldren Verteilungen

aber nicht wesentlich von der bei FRQ™ (Abb. 29), was angesichts der kleineren Proteinmenge im
Gleichgewicht nach diesem Modell eigentlich zu erwarten gewesen wire. FRQ(1-336) GFP ist deut-
lich instabiler als FRQ®, miisste theoretisch also weniger im Zellkern akkumulieren. Dies ist nicht
der Fall, die relative Verteilung ist die gleiche wie bei FRQ?(s. Abb.|11{und . Auch die Lokalisa-
tion der verkiirzten FRQ-Varianten kann nicht mit der Proteinstabilitit korreliert werden; schwache
Expression fiihrt nicht zu cytosolischer Lokalisation (Abb. [I6). Daher kommt bevorzugter nukleérer
Abbau von FRQ als Ursache fiir die beobachtete subzelluldre Verteilung nicht in Frage.

Um die fiir die vorwiegend cytosolische Lokalisation von FRQ verantwortliche Region niher
einzugrenzen, wurde die subzelluldre Verteilung einer Reihe C-terminal verkiirzter FRQ-Konstrukte
sowie zweier FRQ-Konstrukte mit zentralen Deletionen bestimmt (Tabelle [3] fasst die Ergebnisse
zusammen). Deletion der phylogenetisch hoch konservierten Region um den Ort der frg’-Mutation
herum (A584-677, vgl. Abb. 4 auf Seite hat keine Auswirkungen auf subzelluldre Verteilung,
Expressionsstirke und Hyperphosphorylierung des Proteins. Auch am #duBlersten C-Terminus von
FRQ befindet sich ein kurzer sehr stark konservierter — serinreicher — Abschnitt (Aminosdurereste
967-985). Fehlt dieser (FRQ 916 Stop), ist das Protein im Cytosol nicht mehr hoher konzentriert als
im Zellkern, allerdings geht der deletierte Bereich hier deutlich iiber den konservierten hinaus, so
dass eine eindeutige Zuordnung nicht moglich ist. Keines der mutierten FRQ-Proteine konnte bei
Expression im frg-Deletionsstamm frq’’ den circadianen Rhythmus wiederherstellen.

Die subzellulidre Verteilung dndert sich mit fortschreitender Verkiirzung von FRQ nicht plotzlich,

sondern es findet ein gradueller Ubergang statt von ,,iiberwiegend cytosolisch* iiber Gleichverteilung
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zu starker Anreicherung im Zellkern. Dieses Verhalten ist durch ein einzelnes Kernexportsignal nicht
zu erklédren; es miissten mehrere existieren, die bei den Verkiirzungen sukzessiv verloren gehen.

Eine andere Moglichkeit ist, dass der C-Terminus von FRQ eine Struktur ausbildet, die das NLS
in cis maskiert. Diese konnte durch C-terminale Trunkierungen sukzessiv ihre Fahigkeit zur Mas-
kierung verlieren. In [41] wurde gezeigt, dass Deletion des NLS die Kernlokalisation von FRQ
vollstindig verhindert; die Mutante ist arythmisch. Ektopische Reinsertion am N-Terminus stellte
sowohl die Kernlokalisation als auch den Rhythmus wieder her, allerdings scheint die subzellulire
Verteilung gegeniiber frqg* stark veridndert (Abb. 4 B, ebd.): Bei insgesamt geringerer Expression ist
der Anteil im Zellkern wesentlich hoher. Die Ursache konnte sein, dass wegen der anderen rdumli-
chen Anordnung keine Maskierung des NLS durch den C-Terminus mehr moglich ist.

Drittens konnten Phosphorylierungen im C-Terminus den Kernexport regulieren, wobei entweder
der phosphorylierte Bereich selbst recht ausgedehnt sein miisste oder evtl. Interaktionsstellen von
Kinasen darin vorkommen konnten. Als Mechanismen sind z. B. Msn5-abhingiger Export (MsnSp
ist ein S. cerevisiae-Exportin, das am nukledren Transport phosphorylierter Proteine beteiligt ist)
oder NLS-Maskierung durch Bindung von 14-3-3-Proteinen denkbar. Letztere sind eine Familie
stark saurer Proteine, die in allen Eukaryonten vorkommen und hauptsichlich an Phosphoserin-
reste binden. Dadurch konnen sie andere funktionelle Proteinbereiche (z.B. ein Transportsignal)
maskieren [107]. Auch die bereits erwihnte Maskierung in cis durch den C-Terminus kann durch
Phosphorylierungen reguliert sein.

Cytosolisches FRQ ist stirker phosphoryliert als nukledres, was die Vermutung nahelegt, dass
der Netto-Phosphorylierungsstatus von FRQ die subzelluldre Lokalisation bestimmt. Mehrere Argu-

mente sprechen gegen diese Hypothese:

1. FRQ 337-711::GFP wird nicht hyperphosphoryliert und ist dennoch in Cytosol und Zellkern

fast gleich konzentriert.

2. Auch die am meisten verkiirzten FRQ-Konstrukte — mit Ausnahme von FRQ(1-336) GFP —

sind hyperphosphoryliert und werden trotzdem stark im Zellkern angereichert.

3. Die cytosolischen und nukleédren Populationen der stark verkiirzten Formen unterscheiden sich

nicht in ihren Phosphorylierungsmustern (s. Abb. [16)).

4. Obwohl durch Cycloheximid im Cytosol wie auch im Zellkern eine starke zusitzliche Phos-
phorylierung von FRQ ausgelost wird (es entstehen teilweise Phosphorylierungsstufen, die
unter physiologischen Bedingungen nicht nachweisbar sind), wird FRQ nicht umgehend voll-
standig aus dem Zellkern exportiert, sondern verbleibt zunéchst dort und verschwindet lang-

sam mit dhnlicher Kinetik wie im Cytosol .
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Auch wenn Hyperphosphorylierung per se offensichtlich nicht die FRQ-Verteilung reguliert, konn-
ten doch einzelne Phosphorylierungen im C-Terminus, die durch klassiche SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese nicht aufgelost werden, die subzelluldre Lokalisation des Proteins bestimmen. Als
Methode, dies zu liberpriifen, bietet sich die 2 D-Gelelektrophorese mit isoelektrischer Fokussierung
als erster Dimension an. Gerade bei FRQ 337-711::GFP miisste es wegen der fehlenden Hyperphos-
phorylierung moglich sein, einen eventuellen Unterschied im Phosphorylierungsmuster zwischen
nukleédrer und cytosolischer Population nachzuweisen.

Obwohl das C-terminale Drittel von FRQ eine Vielzahl potentiell phosphorylierbarer Serin- und
Theroninreste enthilt (darunter auch die PEST-2-Region), wird es anscheinend nicht hyperphospho-
ryliert; die vielfachen Phosphorylierungen finden hauptsichlich im mittleren Teil von FRQ statt.
Durch Koimmunprizipitation wurde gezeigt, dass CK-1a, die PEST-2 in vitro phosphoryliert [43]],
den Bereich der Aminosédurereste 337-711 (bzw. einen Teilbereich daraus) bendtigt, um mit FRQ
assoziieren zu konnen (konsistent mit diesen Daten wurde die CK 1a-Bindungsstelle in [56] auf
die Aminosiurereste 435-558 eingegrenzt). CK-1a-Bindung und Hyperphosphorylierung| finden
im selben Teil von FRQ statt; CK-1a kann diesen zusitzlich als Plattform nutzen, um von dort aus
andere Regionen von FRQ (z.B. PEST-2) oder andere Proteine des FRQ-Komplexes (FRH?) zu
phosphorylieren. Interessanterweise scheint FRQ 337-711::GFP auch ohne CK-1a-Bindungsstelle
die Akkumulation des WCC zu unterstiitzen; S885 und S887 werden vermutlich von anderen Kina-
sen phosphoryliert.

Laut [46] befindet sich alles FRQ im Komplex mit der essentiellen RNA-Helikase FRH (FRQ
interacting RNA helicase), welche fiir die Funktion der circadianen Uhr benétigt wird. FRH ist
stark im Zellkern angereichert und daher wahrscheinlich nicht fiir die cytosolische Lokalisierung
von FRQ verantwortlich. Umgekehrt konnte FRQ aber einen Teil der FRH ins Cytosol verschieben.
Weil kein geeigneter FRH-Antikorper fiir Inmundetektion und -féllung verfiigbar war, wurde FRH
gentechnologisch mit einer Epitopmarkierung (2 xFLAG™) versehen und unter einem heterologen
Promotor exprimiert. FRH-Flag, akkumulierte wie das nicht-markierte Protein hauptsdchlich im
Zellkern und konnte durch Immunfillung vollstindig depletiert werden; ca. 10 % des gesamten
FRQ wurde mitgefillt (beide Féllungen wurden durch die Zugabe von RNase oder RNase-Inhibitor
nicht beeinflusst, die Interaktion scheint nicht RNA-abhiingig zu sein).

Sowohl bei der Immunprizipitation von FRH aus Cytosol als auch aus Kernextrakten wurde FRQ
mitgefillt, FRH selbst wurde depletiert. Obwohl FRQ im Cytosol angereichert ist, FRH dagegen
im Zellkern, ist die FRQ-Ausbeute bei beiden Koprizipitationen dhnlich. FRH sollte daher nicht

* Diese muss natiirlich nicht allein durch CK-1a erfolgen. Neben anderen Kinasen konnte CK-II eine wichtige Rolle
spielen (vgl.[52,53])), die das Motiv (S/T)xx("S/F'T) phosphorylieren kann [57]]. Nach einer initialen Phosphorylierung
durch eine andere Kinase wird von CK-II automatisch eine weitere Phosphatgruppe angehingt, in (S/T)[xx(S/T)],-
Motiven sogar mehrfach.
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nur im Zellkern, sondern auch im Cytosol im Uberschuss zu FRQ vorhanden sein. Falls der fest-
gestellte Unterschied bei der Kofédllung jedoch signifikant ist, wiirde dies bedeuten, dass die FRH-
FRQ-Assoziation im Zellkern geringer ist als im Cytosol und FRQ wahrscheinlich FRH im Cytosol
festhilt. Dies liee sich durch Immunprézipitation von FRQ untermauern: Aus Cytosol wiirde viel,
aus Kernextrakt nur wenig FRH mitgefillt werden.

Anders als in [46] beschrieben wurde kein WC-1 mit FRH koprizipitiert. Dies ldsst sich evtl.
damit begriinden, dass nur ein Teil des WCC mit FRH assoziiert, das Verhiltnis von endogener zu
epitopmarkierter FRH unbekannt ist und so die Empfindlichkeit der Detektion evtl. nicht ausreicht,
doch miisste bei einer Féllungsausbeute von 10 % FRQ wenigstens eine Spur WC-1 detektierbar sein
(FRQ und WC-1 kommen in vergleichbarer Menge vor, WC-1 ist wie FRH im Zellkern konzentriert).

Zur genauen Analyse wird ein FRH-Antikorper benétigt, oder das endogene FRH muss durch
homologe Rekombination am urspriinglichen Lokus mit einer Epitopmarkierung versehen werden.
Nur so ist die Detektion bzw. Fillung der gesamten FRH moglich, und es konnen Aussagen zur

Stochiometrie getroffen werden.

4.2 C-Terminus von FRQ als CLD?

Die subzelluldre Verteilung der C-terminal verkiirzten FRQ-Konstrukte warf die Frage auf, ob das
C-terminale Drittel von FRQ als cytoplasmatische Lokalisationsdomine wirkt, also ein beliebiges
kernlokalisiertes Protein ins Cytosol verschieben kann. Fusioniert an ein Testprotein mit heterolo-
gem NLS verschob es dieses zu einem kleinen Teil vom Zellkern ins Cytosol. Obwohl eine Tandem-
Wiederholung des Simian Virus 40 Large T-Antigen NLS (PKKKRKY, hier SV40-NLS genannt)
benutzt wurde, das in vielen Organismen als starkes NLS wirkt, blieb das Testprotein auch ohne die
putative CLD zum groBten Teil im Cytosol. Es ist wenig wahrscheinlich, dass das Protein durch pas-
sive Diffusion wihrend der Fraktionierungsprozedur aus den Zellkernen entwichen ist, weil es mit
80 kDa zu gro8 ist, um ohne die Vermittlung von Exportinen die Kernporen passieren zu kdnnen.
In einem weiteren Versuch konnte weder das SV40-NLS noch das FRQ-NLS sGFP nennenswert im
Zellkern anreichern. Hier wire passive Diffusion durch die Kernporen moglich (die relative mole-
kulare Masse der GFP-Konstrukte liegt bei etwa 31 kDa).

Die Charakterisierung des C-terminalen FRQ-Dirittels als CLD erfordert ein Testprotein (wesent-
lich groBer als 40 kDa, um passive Diffusion durch Kernporen zu verhindern), das stark im Zellkern
angereichert ist, ohne dort von DNA oder anderen nukleédren Strukturen gebunden zu werden. Durch
Sequenzanalyse von obligat kernlokalisierten Proteinen miisste sich eine fiir N. crassa optimierte
klassische NLS finden lassen, die zu Lokalisationsexperimenten an ein heterologes Protein gekop-

pelt wird. Alternativ konnte auch ein kernlokalisiertes Neurospora-Protein im Ganzen verwendet
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werden, um die Auswirkung der putativen CLD in einem Fusionsprotein zu untersuchen. Soll eine
fluoreszenzmikroskopische Nachweismethode mit GFP etabliert werden, muss sichergestellt wer-
den, dass die Expressionsstirke ausreicht, um das Protein trotz der relativ starken Hintergrundfluo-

reszenz der Hyphen zu detektieren.

4.3 Nukleo-cytoplasmatisches Shuttling von FRQ?

Verschiedene Modelle sind denkbar, die das beschriebene subzelluldre Verteilungsverhalten von
FRQ erkldren: Zum einen kann die maximale Konzentration im Zellkern begrenzt werden (concen-
tration sensing). FRQ konnte im Zellkern ein anderes Protein binden, das seinen Export verhindert
(ein hypothetischer ,,Retentionsfaktor®, der z. B. eine — bisher noch putative — CLD maskiert). Uber-
schreitet die FRQ-Konzentration die des ,,Retentionsfaktors®, wird das liberschiissige FRQ wieder
exportiert. Analog dazu konnte ein Bindungspartner FRQ vor proteolytischem Abbau schiitzen, in-
dem er ein Abbausignal maskiert (dieser Abbauweg miisste allerdings spezifisch im Zellkern stattfin-
den). Die starke FRQ’-Akkumulation im Zellkern ist mit beiden Varianten vereinbar, wenn sich das
entsprechende Signal im C-Terminus von FRQ befindet. Die graduelle Anderung der subzelluliren
Verteilung bei zunehmender C-terminaler Verkiirzung hingegen wére schwer zu erkldren, weil ein
Punkt auftreten miisste, an dem der Bindungspartner nicht mehr binden kann, obwohl das Export-
oder Abbausignal noch vorhanden ist; das so verkiirzte Protein diirfte nahezu ausschlieBlich nur im
Cytosol vorkommen. Erst weitere Verkiirzung wiirde auch das Signal entfernen und die Lokalisation
wire dann grof3tenteils nukledr.

Concentration sensing konnte auch erfolgen, indem FRQ eine Signalkaskade in Gang setzen, die
abhiéngig von seiner nukledren Konzentration ein Signal aus dem Zellkern ins Cytosol iibertriigt, das
seinen Import hemmt. Dieses Signal miisste mit weiterer FRQ-Verkiirzung immer schwécher wer-
den. Generell gegen ein solches concentration sensing spricht die Konzentrationsunabhingigkeit der
relativen Verteilung bei der Expression unterschiedlicher FRQ-Mengen durch Chinasdure-Induktion.
Auch bei den verkiirzten FRQ-Konstrukten ist die Verteilung nicht von der Expressionsstirke ab-
hiingig (das schwach exprimierte FRQ 916 Stop beispielsweise kommt in Zellkern und Cytosol in
gleicher Konzentration vor).

Das Shuttling-Modell geht davon aus, dass die Verteilung eines Proteins, das sowohl NLS als
auch NES besitzt, von einem dynamischen Gleichgewicht bestimmt wird, in dem Import und Export
stindig ablaufen (daneben gehen natiirlich auch Neusynthese und Abbau in den Gleichgewichts-
zustand ein). Durch Beeinflussung der Import- und/oder Exportkinetik kann die Gleichgewichtslage

verschoben werden: Phosphorylierungen konnen z. B. die Affinitét eines Lokalisationssignals zu sei-
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nem Transportprotein modulieren [108,/109]. Weiterhin kann die Netto-Verteilung veridndert werden,
indem ein Teil der Population diesen dynamischen Prozessen entzogen wird (s. u.)

Wenn nukleo-cytoplasmatisches Shuttling vorliegt, bewirkt kiinstliche Hemmung eines der beiden
Transportprozesse eine starke Umverteilung. CRM1-abhiingiger Export wird allgemein durch Lep-
tomycin B inhibiert; dieses hat aber keine Auswirkung auf die subzellulidre Verteilung der Uhrenpro-
teine (T. Schafmeier, personliche Mitteilung), und der fiir den Wirkmechanismus von Leptomycin B
benotigte Cysteinrest in CRM1 (C529 in S. pombe [[100]) fehlt dem N. crassa-Homolog. Deshalb
wurden andere Experimente durchgefiihrt, um Hinweise auf ein eventuelles Shuttling zu erhalten:

Wird bei einem frg*-Hintergrundstamm im Gleichgewicht unter LL weiteres (epitopmarkiertes)
FRQ iiber einen heterologen Promotor (Chinasédure/ga-2-Promotor) induziert, wird dieses ohne zeit-
liche Verzdgerung zusitzlich zum bereits vorhandenen FRQ in den Zellkern importiert. Die Import-
kinetik ist der im frq'’-Hintergrund sehr #hnlich, aber nicht vollig identisch (die Phosphorylierung-
muster unterscheiden sich, und nach einigen Stunden scheint das urspriinglich vorhandene FRQ aus
dem Kern exportiert oder abgebaut zu werden). Beim concentration sensing diirfte kein zusétzliches
FRQ im Zellkern akkumulieren.

FRQ’ ist im Gleichgewicht stark im Zellkern angereichert; wird die Translation durch Cyclo-
heximid plotzlich unterbrochen, sinkt die Konzentration dort schnell ab, wéihrend die cytosolische
etwas ansteigt; der weitere Abbau erfolgt in beiden Kompartimenten mit gleicher Kinetik. Da es
unwahrscheinlich ist, dass FRQ® im Zellkern zuerst sehr schnell, dann aber mit gleicher Kinetik wie
im Cytosol abgebaut wird, muss FRQ? ins Cytosol exportiert worden sein. Ohne de novo-Synthese
stellt sich ein neuer Gleichgewichtszustand mit anderer subzelluldrer Verteilung ein, aus dem lang-
sam FRQ’ durch proteolytischen Abbau entfernt wird.

Voriibergehende heterologe Induktion von FRQ im frg’’-Hintergrund mit anschlieBender Repres-
sion bzw. Repression und Translationsinhibition (s. ab Seite zeigte, dass einige Zeit nach
Transkriptionsende ohne sichtbare Verinderung der cytosolischen Menge noch FRQ netto in den
Zellkern importiert werden kann, wenn nur die Transkription reprimiert wird, nicht aber wenn auch
die Translation unterdriickt wird (in beiden Féllen waren die cytosolischen Konzentrationen fast
gleich). Dies fiihrte zu einem erweiterten Shurtling-Modell'}

Neu synthetisiertes FRQ wird relativ langsam in den Kern importiert und erfihrt dort eine Modi-
fikation (oder mehrere), die einen erneuten Kernimport erschwert bzw. verhindert (wahrscheinlich
Maskierung des NLS; der genaue Mechanismus bleibt offen, wenngleich Phosphorylierungen ver-
mutlich beteiligt sind). Nach dem Export verbleibt dieses maturierte FRQ im Cytosol, bis es abge-
baut wird. Denkbar ist auch, dass nicht jedes FRQ-Molekiil beim ersten Kernimport obligatorisch

* Das Modell ist natiirlich nicht das einzig denkbare, bedarf aber nur wenig neuer Annahmen und putativer Komponen-
ten, daher soll es als Ausgangspunkt fiir weitere Experimente dienen, die es untermauern, erweitern oder widerlegen
konnen.
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modifiziert wird, sondern nur mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit, so dass einige Shuttling-
Zyklen stattfinden konnen, bevor die Maturation das Molekiil aus dem dynamischen Gleichgewicht
entfernt; die beiden Varianten sind mit den gezeigten Daten nicht unterscheidbar). Verkiirzte FRQ-

Formen maturieren schwicher oder langsamer, so dass sie netto stirker im Zellkern vertreten sind.

Ausblick
Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten sind insgesamte deutliche Indizien fiir ein Shuttling von

FRQ, beweisen dies aber nicht. Zwei Ansitze konnten direkte Nachweise liefern:

1. Fluoreszierendes (GFP-markiertes) FRQ wird exprimiert und die Population in einem Zellkern
durch einen starken Laserpuls gebleicht (Zerstorung des Fluorophors). Im Falle von Shurt-
ling steigt das Fluoreszenzsignal im Kern recht schnell wieder an, weil gebleichtes nukleéres
und nicht-gebleichtes cytosolisches FRQ gegeneinander ausgetauscht werden konnen (fluo-
rescence recovery after bleaching, FRAB). Bisher konnte noch kein GFP-markiertes FRQ

fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

2. FRQ wird mit einer Markierung versehen, die spezifisch im Zellkern modifiziert wird. Wenn
modifiziertes FRQ auch im Cytosol nachgewiesen werden kann, ist dies ein Beweis, dass
FRQ nach Import in den Kern wieder exportiert worden is{’] (ob dieser Prozess auch mehr-
mals moglich ist, kann dieses Experiment nicht auflosen). Zu diesem Zweck wurde eine kurze
Sequenz aus dem N-Terminus von Histon 3A in die Sph I-Restriktionsschnittstelle des FRQ-
Leserahmens eingefiigt. Diese Sequenz (histone tail) wird im Zellkern an einem Lysinrest
methyliert (ein- bis dreifach). Es sind Antikorper kommerziell verfiigbar, mit denen die methy-
lierte Sequenz spezifisch immunologisch nachgewiesen werden kann. Markiertes FRQ (weder
aus Cytosol noch aus Zellkernen) wurde von keinem der Antikorper detektiert (Daten nicht
gezeigt).

4.4 Affinitatsaufreinigung von FRQ

Die Zielsetzung war, FRQ in ausreichender Menge und Reinheit zu erhalten, um massenspektrome-
trisch Phosphorylierungsstellen und Bindungspartner identifizieren zu konnen. Daneben sollte FRQ
fiir in vitro-Versuche und die Antikorperproduktion in voller Lange rekombinant exprimiert und auf-
gereinigt werden. Dazu wurden verschiedene affinitdtschromatographische Verfahren an M. crassa
und E. coli getestet.

* Da Neurospora eine geschlossene Mitose ausfiihrt (die Kernmembran wird nicht aufgeldst), kann auch wihrend der
Mitose kein modifziertes FRQ an der Exportmaschinerie vorbei aus dem Zellkern entweichen.
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Mit einer C-terminalen TAP-Markierung fusioniertes FRQ aus Neurospora wurde nicht in nen-
nenswerter Menge durch immobilisiertes IgG gebunden. Allerdings konnte nicht nachgewiesen wer-
den, dass wirklich eine vollstindige TAP-Markierung exprimiert wurde, weil eine direkte Immunde-
tektion des Protein A-Anteils nicht moglich war. Angesichts der Beobachtung, dass TAP-Markierun-
gen hiufiger verstimmelt exprimiert werden (Prof. Dr. Nikolaus Pfanner, personliche Mitteilung),
scheint es ratsam, zunichst nur eine reine Protein A-Markierung auszuprobieren. Proteine konnen
damit in der Regel nicht nativ aufgereinigt werden (die hoch affine Protein A—IgG-Bindung erfordert
drastische Elutionsbedingungen), aber massenspektrometrische Analysen von Phosphorylierungs-
mustern und Bindungspartnern sind prinzipiell moglich.

Des Weiteren wurden das Ni>*-NTA/Hisg-System und das StrepTactin/Strep-Tag II-System ge-
testet; mit beiden kann FRQ aus N. crassa-Proteintotalextrakten depletiert, angereichert und partiell
aufgereinigt weren. Die Anreicherung ist jedoch in beiden Fillen nicht ausreichend, um FRQ mas-
senspektrometrisch in angefiarbten SDS-Polyacrylamidgelen zu identifizieren. Histidinreiche oder
Ubergangsmetallionen koordinierende Proteine werden von immobilisiertem Ni>* ebenfalls gebun-
den und treten als Kontaminationen auf. StrepTactin bindet auch biotinylierte Proteine, allerdings ist
die Bindung so fest, dass diese von Desthiobiotin nicht eluiert werden und damit als Kontamination
im Eluat keine wesentliche Rolle spielen diirften, jedoch begrenzen sie die Wiederverwendbarkeit
der Affinitdtsmatrix.

Diese Ergebnisse legen nahe, eine Doppelstrategie analog der TAP zu versuchen. Ein solches Sys-
tem wird bereits kommerziell fiir die Proteinaufreinigung aus E. coli vertrieben. Am giinstigsten ist
es, zuerst die Ni>*-NTA/Hisg- und danach die StrepTactin/Strep-Tag II-Affinititschromatographie

durchzufiihren:

» Das Ni?*/Hisq-System ist kompatibel mit hohen Konzentrationen kationischer, nichtionischer
und z. T. zwitterionischer Detergentien (und grofen Ionenstirken), so dass stringente Binde-
und Waschbedingungen gewihlt werden konnen, um unspezifische Bindung z. B. durch hy-
drophobe Wechselwirkung zu minimieren. Selbst denaturierende Aufreinigung in Gegenwart
von Chaotropen ist moglich, nur konnen dann natiirlich keine Bindungspartner des Zielprote-
ins mehr erhalten werden, und die Elution in einem StrepTactin-kompatiblen Puffer (geringere
Chaotrop-Konzentration) muss ohne Aggregation moglich sein.

* Proteine, die auch ohne Hisg-Epitopmarkierung an immobilisierte Ni>*-Ionen binden, wer-
den mit groBer Wahrscheinlichkeit im nachfolgenden Reinigungsschritt entfernt; umgekehrt

binden die biotinylierten Proteine sehr wahrscheinlich nicht an Ni-NTA.

* Die Puffersysteme sind kompatibel, d. h. das Eluat der Ni-NTA-Matrix kann meist ohne Puf-

ferwechsel (<250 mM Imidazol) direkt auf eine StrepTactin-Matrix appliziert werden.
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* Der Elutionspuffer des StrepTactin-Systems ist im Wesentlichen ein biologischer Standard-
Puffer, der ggf. besonderen Erfordernissen angepasst werden kann (physiologischer pH-Wert,
keine hohe Imidazolkonzentration, daher ist fiir viele nachfolgende Anwendungen ein Puffer-

wechsel nicht notig).

Die ungewollte Aufreinigung unspezifisch bindender Proteine lédsst sich ggf. noch weiter reduzie-
ren, wenn fiir beide Chromatographieschritte unterschiedliche Trigermaterialien verwendet werden
(immobilisiertes StrepTactin ist auf verschiedenen Trigermaterialien erhéltlich).

GST-markiertes FRQ wurde in E. coli BL21 in hoher Ausbeute als 16sliches Protein exprimiert
und durch Affinititschromatographie an immobilisiertem Glutathion partiell aufgereinigt. Obwohl
ca. 75 % des GST-FRQ von der Affinitdtsmatrix gebunden wurde, konnte nur ein kleiner Bruchteil
wieder eluiert werden, der zudem mit vergleichsweise grolen Anteilen anderer Proteine verunreinigt
war. Weil GST in vivo als Dimer vorliegt und auch FRQ in Neurospora oligomerisiert, ist die Gefahr
grof}, dass das Fusionsprotein bei den hohen lokalen Konzentrationen, die wihrend der Elution herr-
schen, aggregiert und deshalb groBtenteils in der Sdulenmatrix stecken bleibt. Evtl. lassen sich die
Elutionsbedingungen noch optimieren, und Verdnderungen des Binde- und Waschpuffers konnten
Verunreinigungen zuriickdringen. Wenn sich die Ausbeute signifikant steigern lisst, kann das Pro-
dukt durch andere Verfahren (z. B. Gelfiltration) weiter aufgereinigt werden. Um GST als Ursache
fiir Aggregation auszuschlieBen, sollten alternativ die in N. crassa erfolgreich verwendeten Systeme
Ni?*-NTA/Hisg und StrepTactin/Strep-Tag IT auch mit rekombinant in E. coli exprimiertem FRQ ge-
testet werden. In Neurospora exprimiertes GST-FRQ konnte dagegen bisher nicht an immobilisiertes

Glutathion gebunden werden (Daten nicht gezeigt).

4.5 pFH-Vektoren

Mit der pFH-Serie wurde ein Satz von Neurospora-Transformationsvektoren fiir die his-3-Komple-
mentation geschaffen, der verschiedene Promotoren mit einem Translationsterminator kombiniert.
Um einen Expressionsvektor fiir ein Protein zu erhalten, muss nur dessen Leserahmen zusammen
mit einer Translationsinitiationssequenz (z. B. durch PCR aus cDNA amplifiziert) inseriert werden.

Es wurde darauf Wert gelegt, moglichst viele Restriktionsschnittstellen des Polylinkers in allen
Vektoren fiir Insertionen zur Verfiigung zu haben (d. h. durch Einfiigen von Promotor und Termi-
nator sollten moglichst keine Schnittstellen fiir spitere Klonierungen verloren gehen, was mit der
verwendeten Klonierungsstrategie gewéhrleistet wurde; diese kann auf andere Basisvektoren mit
gleichem Polylinker, wie z. B. pBC-hygro, direkt libertragen werden). Dies erleichtert einerseits die

Auswahl geeigneter Restriktionsenzyme fiir die Klonierung des Leserahmens, andererseits ldsst sich

98



4 Diskussion

dieser meist mit den gleichen Restriktionsenzymen von einem pFH-Vektor in einen anderen subklo-
nieren; eine erneute PCR ist nicht erforderlich.
Die Vektor-Serie kann um zusitzliche Promotoren erweitert werden; ein Vektor nur mit Transkrip-

tionsterminator ist verfiigbar. Als Verbesserungsmoglichkeiten kommen in Betracht:

* Erweiterung des Polylinkers um seltene Restriktionsschnittstellen (z. B. Nsi I, Asc1, Pacl,
Sbf 1)

* Einfiithrung einer seltenen Restiktionsschnittstelle, die effizient geschnitten wird, (z. B. Swa I),

um das Linearisieren der Vektoren vor der Transformation zu erleichtern
* Insertion von Translationsinitiationssequenz und/oder Epitopmarkierungen

* Verwendung eines Rekombinase-Systems, das den einfachen Transfer von Insertionen zwi-

schen den Vektoren erlaubt

Ein wichtiges Ziel ist es, die Komplementation anderer auxotropher Mutanten als Selektionsmar-
ker in N. crassa zu etablieren und geeignete Transformationsvektoren zu konstruieren, damit die
mehrfache Transformation eines Stammes moglich ist. Gegeniiber der Einfiihrung von Resistenzge-

nen bietet die Auxotrophie-Komplementation folgende Vorteile:

* Bei jeder Transformation entstehen in der Regel zunichst Heterokarya, weil nicht alle Zellker-
ne eines Makrokonidiums transformiert werden. Ist die Integration fiir das Wachstum nachtei-
lig, entsteht ein Selektionsdruck, die transformierten Zellkerne zu eliminieren. Daher muss so
lange auf den urspriinglichen Marker selektiert werden, bis homokaryonte Klone isoliert wor-
den sind. Dies ist bei der Komplementation von Auxotrophien einfach und preiswert moglich,
weil Neurospora standardméBig auf Minimalmedien herangezogen wird. Sollen Experimente
mit heterokaryonten Stimmen durchgefiihrt werden, so sind diese auch im groeren MaBistab

erschwinglich, weil keine teuren Xenobiotika zugesetzt werden miissen.

* Die Integration ins Genom erfolgt durch homologe Rekombination an einem vorher bestimm-
ten Lokus, daher sind Positionseffekte ausgeschlossen und die Rekombinationsfrequenz pro
Kern ist auf ein Mal festgelegt[7]

* Viele Xenobiotika sind in Neurospora unwirksam, vermutlich weil sie durch effiziente MDR-
(multiple drug resistance-) homologe Transporter [179] aus den Zellen entfernt werden. Zwar
sind Stamme verfiigbar, in denen die betreffenden Gene deletiert wurden, es scheint aber wenig

sinnvoll, diese heranzuziehen, nur um einen weiteren Selektionsmarker verwenden zu konnen

* einzige Ausnahme wire, wenn zusitzlich zur homologen Rekombination noch ektopische Integration stattfinde, was

aber angesichts der relativ geringen Rekombinationshiufigkeit nur selten vorkommen diirfte.

99



4 Diskussion

(der Vorteil gegeniiber Auxotrophiekomplementation, keine neuen Stimme etablieren zu miis-

sen, wire dahin, und die Deletionsstimme weisen evtl. weitere — unerwiinschte — Merkmale

auf).

Nachteilig ist, dass jeder gewiinschte Zielstamm vor der Transformation die betreffende(n) Mutati-
on(en) tragen muss. Entweder muss schon zu Beginn eines Experiments klar sein, wie viele verschie-
dene Transformationsschritte notig sein werden, und auf dieser Grundlage ein Ausgangsstamm ge-
wihlt werden (z. B. bd oder frq'® bd mit einer entsprechenden Anzahl von Auxotrophie-Mutationen),
oder ein bereits bestehender Stamm muss erst durch Kreuzung die gewiinschte(n) Auxotrophie-
Mutation(en) erwerben, was einerseits zeitaufwéndig, andererseits manchmal riskant oder unmog-
lich ist, wenn z. B. zwei Kopien eines Gens im Genom vorhanden sind, die beim Kreuzen durch RIP

(repeat induced point mutations)’| mutiert werden konnen.

* Genduplikationen im haploiden Genom, die etwa 1 kbp oder ldnger sind, werden im sexuellen Lebenszyklus wihrend
der Mitosen vor der Kernverschmelzung (s. Abb. [T auf Seite [5) hiufig in beiden Kopien stark mutiert (hauptsich-
lich CG—TA-Transitionen) und auch C-methyliert, abhiingig vom Grad der Ubereinstimmung und dem Abstand der
Kopien im Genom; Tandem-Wiederholungen sind besonders anfillig.
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A.1 Stamme und Genotypen

A.1.1 N.crassa

bd FGSC

bd his-3 FGSC

bd BM60 Cla I-Fr. (1-383) GFP C. Querfurth [134]]

bd BM61 qa-2 FRQ-Hisg M. Gorl [136]] / diese Arbeit
bd FH64 FRH-Flag; diese Arbeit

bd frq® FGSC [[180]

bd frq’ BM60 ClaI-Fr. M. Gorl [136]

bd frq"® FGSC [21]

bd frq'’ his-3 FGSC

bd frq'° BM60 Cla I-Fr. Strep I diese Arbeit

bd frq'° BM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—-MBP-CLD diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—~MBP Stop  diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—~MBP-GFP  diese Arbeit

bd frq'° BM60 ClaI-Fr. (1-383) GFP diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 384-717::GFP diese Arbeit
bd frq'° BM60 ClaI-Fr.581 FS diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. A584—677 diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 623 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 678 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 686 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 ClaI-Fr. 701 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 716 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 751 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla I-Fr. 791 Stop diese Arbeit
bd frq'° BM60 Cla1-Fr. 916 Stop diese Arbeit
bd frq'"° BM61 qa-2 FRQ-Hisg M. Gorl [136]]
bd frq'° BM61 qa-2 FRQ-TAP diese Arbeit
bd frq'° FH64 SV40-NLS—-sGFP-Flag diese Arbeit
bd frg" FH64 2xSV40-NLS—sGFP—2xFlag diese Arbeit
bd frq'° FH64 FRQ-NLS—sGFP-2xFlag diese Arbeit
bd frq'° FH64 2xFlag-sGFP-2xSV40-NLS diese Arbeit

101



A Materialien und Gerate

A.1.2 E.coli

XL1-blue

recAl endA1l gyrA96 thi-1 supE44 relAl lac hsdR17

[F” proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet")]

A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 [F* proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet®) Amy Cam®]

F ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17(r~, my™*)

F~ ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17(r,", mi™)

XL10 recAl endAl gyrA96 thi-1 supE44 relAl lac Hte A(mcrA)183
DH5a
phoA supEA44 thi-1 gyrA96 relA1 A~
DH5a-T1R
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A~ tonA
BL21 F~ ompT hsdS(1 s m™g) gal dem

A.2 Plasmide

pBS 1I Cla I-Fr.

pBS FRQ Sal I-Xba I

pBS1479

pGEX 4T3

pGEX 4T3 FRQ

pMAL-cRI

pMF272

pBM60

pBM60 Cla I-Fr.

pBMG60 Cla I-Fr. Strep 11

pBMO60 Cla I-Fr. SV40-NLS,—MBP-CLD
pBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,-MBP Stop
pBM60 Cla I-Fr. SV40-NLS,-MBP-GFP
pBMG60 Cla I-Fr. (1-383) GFP

pBMG60 Cla I-Fr. 384-717::GFP

pBMO60 Cla I-Fr. A584-677

pBMO60 Cla I-Fr. 581 FS

pBM60 Cla I-Fr. 623 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 678 Stop

pBMG60 Cla I-Fr. 686 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 701 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 716 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 751 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 791 Stop

pBM60 Cla I-Fr. 916 Stop

pBM61 ga-2 FRQ-Hisg

pBM61 ga-2 FRQ-TAP

pFH64 FRH-Flag,

pFH64 FRQ-NLS—sGFP-2xFlag

[124]

M. Gorl [136]]

AG Hurt, BZH [123]]
GE Healthcare
diese Arbeit

NEB

[122]

[175]

M. Gorl [I136]]
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

C. Querfurth [[134]]
C. Querfurth [134]]
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

M. Gorl [136]]
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pFH64 SV40-NLS-sGFP-2xFlag diese Arbeit
pFH64 2xSV40-NLS—-sGFP-2xFlag diese Arbeit
pFH64 2xFlag—sGFP-2xSV40-NLS diese Arbeit
pFH62 diese Arbeit
pFH64 diese Arbeit
pFH66 diese Arbeit
pFH68 diese Arbeit
pFH70 diese Arbeit
pFH72 diese Arbeit

A.3 Oligonukleotide

Alle Nukleotidsequenzen sind in 5’ —3’-Richtung angegeben, Restriktionsschnittstellen sind hervor-
gehoben. Die lyophilisierten Oligonukleotide (Thermo Electron, Ulm, und Sigma-Genosys, Stein-
heim) wurden in H,O aufgenommen (50 uM) und bei —20 °C gelagert.

A.3.1 Polymerase-Kettenreaktion

FRQ Bcl Mun Nco F
FRQ TAA Xba Not Nsi R
Spe Aatll frq 3’ Nco TAP F

TAP EcoRV TAA Xba R
SV40-NLS sGFP Hind F

2xSV40-NLS sGFP Hind F
FRQ-NLS sGFP Hind F

sGFP 2xFlag Asc TAA Xma R

Xma ATG Asc 2xFlag sGFP F

sGFP 2xSV40 TAA Xbal R

MBP BamHI Nsil F
MBP Stop Pacl HindIII R
MBP Pacl HindIII R
sGFP Pac Hind R

sGFP Pac Nsi F

TTTTTGATCACAATTGGCCATGGCGGATAGTGGGGAT
CCCCATGCATGCGGCCGCTCTAGATTACGAGGATGAGACGTCCTC
CCCCACTAGTGACGTCTCATCCTCGGCCACCATGGAAAAGAGAAG—
ATGGAAAAAG
CCCCTCTAGATTAGATATCGGTTGACTTCCCCGCGGAA
CCCCAAGCTTCACCATGGCCCCCAAGAAAAAGCGCAAGGTAGAAG-
TGAGCAAGGGCGAGGAGCTG
CCCCAAGCTTCACCATGGCCCCCAAGAAAAAGCGCAAGGTAGAAC—
CTAAAAAGAAGAGGAAGGTCGAGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTIG
CCCCAAGCTTCACCATGGCCTTACCTAGAAGAAAGAAACGTGAGT-
TGGAGGCAACGCTCCGGCACTTTGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG
TTTTCCCGGGTTAAGGCGCGCCCTTATCGTCGTICATCCTTIGTAAT—
CTTTGTCATCATCGTCTTTATAGTCGGCCTTGTACAGCTCGTCCA-
TGCC
CCCCCCCGGGCACCATGGGCGCGCCTGACTATAAAGACGATGATG—
ACAAAGATTACAAGGATGACGACGATAAGGCCGTIGAGCAAGGGCG—
AGGAGCTG
TTTTTCTAGATTACTCGACCTTICCTCTTCTTTTITAGGTTCCACTT -
TGCGCTTTTTCTTGGGGGCCTITGTACAGCTCGTCCATGCC
CCCCGGATCCGCCATGCATACTGAAGAAGGTAAACTGGTAATC
CCCCAAGCTTAATTAAGTCTGCGCGTCTTTCAG
CCCCAAGCTTAATTAAAGTCTGCGCGTCTTTCAG
GGGGAAGCTTAATTAACTTGTACAGCTCGTCCATGCC
GGGGTTAATTAAGATGCATGTGAGCAAGGGCGAGGAG

103



A Materialien und Gerate

sGFP Stop Sfi Pac R

FRH EcoRI Nco F
FRH 2xFlag TAA Xba R

cpcl Notl F

cpcl Bspl20I R
ga2 Notl F

ga2 Bsp120I R
Pccg-1 Notl F
Pccg-1 Bsp120I R
Ptub Notl F
PtubL NotI F
Ptub Apal R
TtrpC Notl F
TtrpC Bsp120I R

GGGGTTAATTAAGGCCACGCGGGCCTCACTTGTACAGCTCGTCCA-
TGCC

CCCCGAATTCCACCATGGACGACCTCTTTGAGGTTTTCG
CCCCTCTAGATTACTTATCGTCGTICATCCTTGTAATCTTTGTCAT-
CATCGTCTTTATAGTCCAGATACAGACTGTTGAAAGAAACAATGTC
TTTTGCGGCCGCTCCGTCTCCATTGGCTCTTGGC
TTTTGAATTCGGGCCCCTTGTTGCCCTGCTTTCCGTG
TTTTGCGGCCGCTAGAGTCCTTGACAAGCAGTCGC
TTTTGAATTCGGGCCCTGTGTTTGGTACCTCTGGTTGGG
CCCCGCGGCCGCTAGAAGGAGCAGTCCATCTGCG
CCCCGGGCCCTTTGGTTGATGTGAGGGGTTGTG
CCCCGCGGCCGCTCGACAGGGGGCCTTCCAC
CCCCGCGGCCGCATTTGCAGGTCGGGCTCAAC
CCCCGGGCCCTTGACGGTTTGGTGATGACGAAC
AAAAGCGGCCGCATGTCAACAAGAATAAAACGCGTTIC
AAAAGGGCCCTCTAGCTAGAAAGAAGGATTACC

A.3.2 In vitro-Mutagenese

pBM60 Delta HindIII mut F
pBM60 Delta HindIII mut R
frq ATG#3 Nsil mut F

frq ATG#3 Nsil mut R

frq9 Stop Pacl mut F

frq9 Stop Pacl mut R

frq9 Sphl mut2 F

frq9 Sphl mut2 R

FRQ 686 Stop mut F

FRQ 686 Stop mut R
FRQ 701 Stop mut F

FRQ 701 Stop mut R
FRQ Sfi Stop mut F

FRQ Sfi Stop mut F

FRQ Nco Bam Stop mut F
FRQ Nco Bam Stop mut F
CLD Stop PEST2 F2
CLD Stop PEST2 F2
CLD PEST2 Stop F2
CLD PEST2 Stop R2
FRQ D584-677 Ascl mut F

CTATAGAACTCGAGCAGCTAGAGCTTGCCATCTCCACC
GGTGGAGATGGCAAGCTCTAGCTGCTCGAGTTICTATAG
GACGAGAGCCATATCATGCATGTCGATCCTCCTTTTTATCAAAAGG
CCTTTTGATAAAAAGGAGGATCGACATGCATGATATGGCTCTICGTC
GGCTCAGAGGATGCTGTCGATGAGAGCTAATTAATTAACTCGAAG—
TGGGATTTTAGCGGATCG
CGATCCGCTAAAATCCCACTTCGAGTTAATTAATTAGCTCTCATC-
GACAGCATCCTCTGAGCC
GGCGATATGTCGCCAACATAACGCATGCCGGCCGGCCGCGAGGTCG
CGACCTCGCGGCCGGCCGGCATGCGTTATGTTGGCGACATATCGCC
CGAAGGATCCGGATCTTGAGATGAAGTTGAACATGTGC
GCACATGTTCAACTTCATCTCAAGATCCGGATCCTTCG
GACGTTGTCTGGATCGTGACTTCCTATTAGGCCGC
GCGGCCTAATAGGAAGTCACGATCCAGACAACGTC
GCCCGCGTGGCCTAGGTGTTGGATTTCG
CGAAATCCAACACCTAGGCCACGCGGGC
CGAGGATCCTGCCTAGGTTCGGATTCAGC
GCTGAATCCGAACCTAGGCAGGATCCTCG
GTCAGACCTATCCTIGTAGCGGCAGTITGTCAC
GTGACAACTGCCGCTACAGGATAGGTCTGAC
GCGTTCGATACCTAGACTGATGTGCGGATG
CATCCGCACATCAGTCTAGGTATCGAACGC
GGGAGGTTCGGTCCCTCAAGGGGCGCGCCCCGCGAGGTCGAAGGA—
TCCGG
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FRQ D584-677 Ascl mut R CCGGATCCTTCGACCTCGCGGGGCGCGCCCCTTGAGGGACCGAAC—
CTCCC

FRQ-Trunkierungen

Position Stopp-Kodon Mutagenese-Oligonukleotide

623 frq9 Stop Pacl mut F/R

662 (frg®)

678 frq9 Sphl mut2 F/R

686 FRQ 686 Stop mut F/R

701 FRQ 701 Stop mut F/R

716 FRQ Sfi Stop mut F/R

751 FRQ Nco Bam Stop mut F/R

791 CLD Stop PEST2 F2 F/R

916 CLD PEST2 Stop R2 F/R
A584-677 FRQ D584-677 Ascl mut F/R

Sequenz der FS 581-Mutation

Die Mutation FRQ FS 581 (Leserasterverschiebung durch Insertion eines zusitzlichen G) entstand
zufillig bei der in vitro-Mutagenese zu FRQ A584-677. Nachfolgend ist ein Vergleich der Nukleotid-
und Aminosduresequenzen im Bereich der Mutation gezeigt:

G R F G S L K G R AP R G R IR I R I W

FS 581 GGGAGGTTCGGGTCCCTCAAGGGGCGCGCCCCGCGAGGTCGAAGGATCCGGATCTGGTGAT

A584-677 GGGAGGTTCGG_TCCCTCAAGGGGCGCGCCCCGCGAGGTCGAAGGATCCGGATCTGGTGAT
G R F G P S R G A P REV E G S G S G D

A.3.3 Direkte Insertion

SV40 Sphl sense CCCAAGAAAAAGCGCAAGGTACCTAAAAAGAAGAGGAAGGTCATG
SV40 Sphl antisense ACCTTCCTCTTCTTTTTAGGTACCTTGCGCTTTTTCTTGGGCATG
Strep I Sphl F CAGTGGTCCCACCCGCAGTTCGAGAAGGGATCCATG
Strep II Sphl R GATCCCTTCTCGAACTGCGGGTGGGACCACTGCATG

A.3.4 Sequenzierung

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
Pcpcl seq3’F  GCAGCGCCCTCCTGTTCC
TtrpC seq 5> R GCATTAATGCATTGCAGATGAGC
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A.4 Medien

A.4.1 N.crassa

50x Vogels Medium N [181] Spurenelemente-Losung

123,5 g Natriumcitrat-2 H,O 5 g Zitronensdure-H,O

250 g KH,PO, 5 g ZnS0O4-7H,0

100 g NH4NO3 1 g (NHy4)>Fe(S0O4),-6 H,O

10 g MgS0O4-7H,0 0,25 g CuSO4-5H,0

5 g CaCl,-H,0 50 mg MnSO4-H,0

5 ml Spurenelemente-Losung 50 mg H3BO3

2,5 ml Biotin-Losung (0,1 mg/ml in 50 mg Na,MoOy4-2 H,O

50 % (v/v) Ethanol) ad 100 ml H,O

ad 1 1 H,O

Neurospora- Chinasaure- Race tube-Medium

Standardmedium Induktionsmedium 1 x Vogels Medium N

1 x Vogels Medium N 1x Vogels Medium N 0,3 % (w/v) Glucose

2 % (w/v) Glucose 0,1 % (w/v) Glucose 0,6 % (w/v) Arginin-HCI

0,6 % (w/v) Arginin-HCI 0,2 % (w/v) Arginin-HCl 2 % (wlv) Agar

fiir Festmedium: 0,3 % (w/v) Chinasdure (aus

2 % (wlv) Agar 30 % (w/v) pH 5,0-6,0)

Bodenagar Deckagar 10xFIGS

10 ml 50x Vogels Medium N 10 ml 50x Vogels Medium N 20 % (w/v) Sorbose

7,5 g Agar 91 g Sorbit 0,5 % (w/v) Glukose

ad 450 ml H,O 14 g Agar 0,5 % (w/v) Fruktose
ad 450 ml H,O autoklavieren

autoklavieren, nach dem Abkiihlen auf ca. 60 °C jeweils mit 50 ml
10xFIGS supplementieren

A.4.2 E.coli

LB-Medium NZY*-Medium

1 % (w/v) Bacto-Pepton 1 % (w/v) N-Z-Amin®(Caseinhydrolysat)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) NaCl 0,5 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Agar (fiir Festmedien) pH 7,5 mit NaOH einstellen

pH 7,0 mit NaOH einstellen autoklavieren, 25 mM MgSO;,
autoklavieren und 20 mM Glukose zufiigen
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SOB-Medium

2 % (w/v) Trypton-Pepton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,05 % (w/v) NaCl

2,5 mM KCI

pH 7,0 mit NaOH einstellen
autoklavieren

10 mM MgCl, zufiigen

Laktose-Autoinduktionsmedium

1 % (w/v) N-Z-Amin®/ Trypton-Pepton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

25 mM Na,HPO4

25 mM KH2PO4

25 mM (NH4),SOq4

1 mM MgSO4

0,5 % (v/v) Glyzerin

0,22 % (w/v) Laktose-H,O

0,06 % (w/v) Glukose-H,O

A.5 Puffer und Lésungen

A.5.1 Proteinbiochemie

IMAC-Lysepuffer

IMAC-Waschpuffer

SOC-Medium

2 % (w/v) Trypton-Pepton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

0,05 % (w/v) NaCl

2,5 mM KCl

pH 7,0 mit NaOH einstellen
autoklavieren, 10 mM MgCl,
und 20 mM Glukose zufiigen

IMAC-Elutionspuffer

50 mM NaH,POy4 50 mM NaH,POy4 50 mM H3PO4

300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mM NaCl

10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
ad pH 8,0 mit NaOH ad pH 8,0 mit NaOH ad pH 8,0 mit NaOH
Puffer W Puffer E

100 mM Tris-HCI pH 8,0 100 mM Tris-HCI pH 8,0

150 mM NaCl 150 mM NaCl

1 mM Na,EDTA

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(PBS)

20 mM KH;PO4-KOH pH 7,4

140 mM NacCl

1 mM Na,EDTA
2,5 mM Desthiobiotin

Tris-gepufferte Kochsalzl6sung
(TBS)

10 mM Tris-HCl1 pH 7,4

140 mM NaCl
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Proteinextraktionspuffer
50 mM HEPES-KOH pH 7,4
140 mM NacCl

5 mM Na,EDTA

10 % (v/v) Glyzerin

Gelfiltrationspuffer
25 mM HEPES-KOH pH 7,4
140 mM NacCl

Dephosphorylierungspuffer
50 mM Tris-HCl pH 8,5

150 mM NacCl

10 % (v/v) Glyzerin

Glutathion-Elutionspuffer
50 mM Tris
20 mM Glutathion

1 mM Na,EDTA pH 8,0 pH 8,0
1 % (v/v) Glyzerin
0,05 % (v/v) Triton X-100

A.5.2 Zellfraktionierung

Puffer A Puffer B

1 M Sorbit 10 % (v/v) Glyzerin

7 % (w/v) Ficoll 400 25 mM Tris-HCI pH 7,5
20 % (v/v) Glyzerin 5 mM Mg(CH3COO),
50 mM Tris-HCI pH 7,5 5 mM EDTA

5 mM Mg(CH3COO),

5 mM Na,EDTA

5 mM Na,EGTA

3 mM CaCl,

3mM DTT

Aufbewahrungspuffer flr Zellkerne
25 % (v/v) Glycerin

25 mM Tris-HCI pH 7,5

5 mM Mg(CH3COO),

0,1 mM EDTA

3 mM DTT

A.5.3 Kompetente E. coli

Transformationspuffer [129]
10 mM PIPES-KOH pH 6,7
250 mM KCl

55 mM MnCl,

15 mM CaCl,

steril filtrieren
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Stufengradient

1 M Saccharose

10 % (v/v) Glyzerin

25 mM Tris-HCI pH 7,5
5 mM Mg(CH3COOQ),
1 mM DTT
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A.5.4 DNA-Praparation

Lésung 1

50 mM Glucose

25 mM Tris-HCl pH 8,0
10 mM Na-EDTA pH 8,0
0,1 mg/ml RNase A

Lésung 2
0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS

2 x CTAB-Puffer

2 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
0,1 M Tris-HCI pH 7,5

1,4 M NaCl

20 mM EDTA

Lésung 3

3 M KCH3;COO

2 M CH3COOH

pH 4,9 (nicht einstellen)

1 % (w/v) NaHSO3 (unmittelbar vor Gebrauch zugeben)

A.5.5 Gelelektrophorese und Elektrotransfer

SDS-PAGE Trenngel

6—-18 % (w/v) Acrylamid

0,08-0,25 % (w/v) N,N’-Methylen-bis(acrylamid)
0,25 M Tris-HCI pH 8,8

0,1 % (w/v) Natriumlaurylsulfat

SDS-PAGE Sammelgel

S % (w/v) Acrylamid

0,085 % (w/v) N,N’-Methylen-bis(acrylamid)
60 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1 % (w/v) Natriumlaurylsulfat

4 x SDS-PAGE Auftragspuffer
240 mM Tris-HCI pH 6,8

8 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Glyzerin

20 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Pongeau S-Farbelésung
3 % (w/v) Trichloressigsdure
0,2 % (w/v) Pongeau S
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SDS-PAGE Bodengel

15 % (w/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) N,N’-Methylen-bis(acrylamid)
0,25 M Tris-HCI pH 8,8

0,1 % (w/v) Natriumlaurylsulfat

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer
50 mM Tris

384 mM Glyzin

0,1 % (w/v) SDS

pH 8,5 (nicht einstellen!)

Elektrotransferpuffer
20 mM Tris

150 mM Glyzin

20 % (v/v) Methanol
0,08 % (w/v) SDS

pH 8,5 (nicht einstellen!)

Luminol-Reagenz

100 ml 0,1 M Tris-HCI pH 8,5

0,5 ml 44 mg/ml Luminol in DMSO

0,22 ml 15 mg/ml Cumarinsidure in DMSO

unmittelbar vor Gebrauch zusetzen:
pro 5 ml: 3 ul 30 % H,0O,
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Coomassie-Farbelésung Coomassie-Entfarbelésung
40 % (v/v) Methanol 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) CH3COOH 10 % (v/v) CH3COOH

0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250

TAE-Puffer 6 x DNA-Auftragspuffer
40 mM Tris-CH3COOH pH 7,6 6 mM Na-EDTA pH 8,0
1 mM EDTA 30 % (v/v) Glyzerin

0,06 % (w/v) Bromphenolblau
0,06 % (w/v) Xylencyanol FF

A.6 Proteaseinhibitoren
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 200 mM 2-Propanol

Leupeptin I mg/ml H,0
Pepstatin A 1 mg/ml Methanol
EDTA 0,5M H,O0, pH 8,0 mit NaOH
A.7 Enzyme
A.7.1 Restriktionsendonukleasen
Bsp1201 ERO131 Fermentas, Burlington/Kanada
EcoR1 RO101 New England Biolabs, Beverly/USA
Not 1 RO189 New England Biolabs, Beverly/USA
Nsi 1 RO127 New England Biolabs, Beverly/USA
Pacl R0547 New England Biolabs, Beverly/USA
Stil RO123 New England Biolabs, Beverly/USA
Sph 1 11 026 950 001 Roche Diagnostics, Basel/Schweiz
Xbal RO145 New England Biolabs, Beverly/USA
Xmal RO180 New England Biolabs, Beverly/USA

A.7.2 Sonstige

Pfu DNA Polymerase 2,50/l EP0501 Fermentas, Burlington/Kanada

Taq DNA Polymerase S U/u EP0401 Fermentas, Burlington/Kanada
Phusion™ DNA Polymerase 2 U/l F-530 Finnzymes, Espoo/Finnland

T4 DNA Ligase 1 U/ul ELO0O15 Fermentas, Burlington/Kanada
alkalische Phosphatase (CIAP) 10 U/ul MO0290 New England Biolabs, Beverly/USA
RNase A 90 U/mg A3832 AppliChem, Darmstadt

Benzonase 50 U/ul 1.01694 Merck, Darmstadt

Proteinase K 20 mg/ml  P8102 New England Biolabs, Beverly/USA
Trypsin (lyophilisiert) 221 U/mg TRL 37C662 Worthington, Freehold/USA
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A.8 Antikorper

monokl. Maus aStrep-Tag I1 2-1508-025 IBA, Géttingen

monokl. Maus a«FLAG® M2 1:2000 F-3165 Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
monokl. Maus aHiss 1:3000 34660 Qiagen, Hilden

monokl. Maus aFRQ (3G11) 1:10 M. Gorl [136] AG Brunner, BZH

polykl. Kaninchen ¢FRQ Mitte 1:200 C. Querfurth [[134] AG Brunner, BZH

polykl. Kaninchen ¢ FRQ C-Terminus  1:300 A. Diernfellner [89] AG Brunner, BZH

polykl. Kaninchen aCK-1a 1:250 M. Gorl [136] AG Brunner, BZH

polykl. Kaninchen aWC-1 1:500 M. Gorl [136] AG Brunner, BZH

Konjugate mit Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP):
polykl. Ziege aKaninchen-IgG 1:10000 170-6515 Bio-Rad, Hercules/USA
polykl. Ziege aMaus-IgG 1:5000 170-6516 Bio-Rad, Hercules/USA

A.9 Sonstige Proteine

Proteinstandard I Rinder-y-Globulin 500-0005 Bio-Rad, Hercules/USA
RNasin® (rekombinant) Plazenta-RNase-Inhibitor N251 Promega, Madison/USA

A.10 Affinitatsmatrizes

aFLAG®-Agarose A-2220  Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
Protein A-Sepharose CL-4B 17-0963  GE Healthcare Biosciences, Uppsala/Schweden
Immunglobulin G-Sepharose™ 6 FF  17-0969 GE Healthcare Biosciences, Uppsala/Schweden
Glutathion-Sepharose™4B 17-0756  GE Healthcare Biosciences, Uppsala/Schweden
Ni-NTA-Agarose 30210 Qiagen, Hilden
StrepTactin®-Sepharose™, 1 ml-Siule Strep-Tag Starter-Kit (s. u.)

A.11 Kits
Ligation Quick Ligation Kit M2200 Fermentas, Burlington/Kanada
Topo TA™-Klonierung Topo TA Cloning™ Kit K4520 Invitrogen, Carlsbad/USA
In vitro-Mutagenese QuikChange IT XL 200522 Stratagene, La Jolla/USA
PCR Phusion™ HF PCR Kit F-553 Finnzymes, Espoo/Finnland
Plasmid-Miniprédparation NucleoSpin® Plasmid 740 588 Macherey-Nagel, Diiren
Plasmid-Midipréparation NucleoBond® PC 100 740 573 Macherey-Nagel, Diiren
DNA-Gelextraktion Wizard SV PCR&Gel A9282 Promega, Madison/USA

Strep-Affinitdtschromatographie  Strep-Tag-Starter Kit 2-1101-000 IBA, Géttingen

A.12 Verbrauchsmaterial

Einweg-Chromatographieséule Poly-Prep 731-1550 Bio-Rad, Hercules/USA
Einweg-Handschuhe peha Soft® 942 160 Hartmann, Heidenheim
Einweg-Pipettenspitzen 10 ul 771 290 Greiner, Frickenhausen
Einweg-Pipettenspitzen 200 pl 739 290 Greiner, Frickenhausen
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Einweg-Pipettenspitzen 1000 pl
Elektroporationskiivetten 2 mm
Filterpapier, dick
Halbmikrokiivetten 1 cm
Nitrozellulosemembran 0,45 um
Polypropylenréhrchen 15 ml
Polypropylenrohrchen 50 ml
ReaktionsgefiBe 1,5 ml

GB004
Polystyrol

Reaktionsgefilie 2,0 ml

Reaktionsgefie 1,5 ml ,.safelock*
Rontgenfilm Super RX
Rundfilterpapier

Ultrafiltrationsrohrchen
Ultrazentrifugationsgefafs 1,5 ml
Ultrazentrifugenrohrchen 8 ml
Verbandmull
Zentrifugenréhrchen 38 ml
Zentrifugenréhrchen 38 ml

Polyallomer
Polykarbonat

Polyallomer
Polykarbonat

A.13 Chemikalien

Acrylamid 30 %
Acrylamid-Bisacrylamid 29:1, 30 %
Agar

Agarose

Ampicillin

Arginin-HCl

Biotin

Bradford-Reagenz 5 x Konzentrat
5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galaktopyranosid
Bromphenolblau

CaCl,-H;0

CHCL;

Chinaséure

Coomassie Brilliant Blue R 250
Cetyltrimethylammoniumbromid
CuSO4-5H,0

p-Cumarinsiure

Cycloheximid

Dimethylsulfoxid

Distamycin A

Dithiothreit

dNTP-Mix, je 10 mM

EDTA, diNatrium-

EGTA

Optitran®-BA-S 85

Centricon® YM-50

740 290 Greiner, Frickenhausen
904-002 Steinbrenner, Wiesenbach
10 427 9xx Whatman, Brentford/UK
67.742 Sarstedt, Niimbrecht

10 439 196 Whatman, Brentford/UK
188 271 Greiner, Frickenhausen
62.547.254 Sarstedt, Numbrecht
72.690 Sarstedt, Niimbrecht
72.695 Sarstedt, Niimbrecht

0030 120.086  Eppendorf, Hamburg

Fujifilm, Diisseldorf

10 300 1xx Whatman, Brentford/UK

4243 Millipore, Billerica/USA

357448 Beckman-Coulter, Fullerton/USA

355647 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
Hartmann, Heidenheim

326823 Beckman-Coulter, Fullerton/USA

Sorvall 03480 Thermo-Fisher, Waltham/USA

A1409 AppliChem, Darmstadt
A0852 AppliChem, Darmstadt

05040 Fluka, Buchs/Schweiz

2267 Carl Roth, Karlsruhe

A0839 AppliChem, Darmstadt
A3709 AppliChem, Darmstadt
1.24514 Merck, Darmstadt

500-0006 Bio-Rad, Hercules/USA
A1007 AppliChem, Darmstadt

8122 Merck, Darmstadt

A3587 AppliChem, Darmstadt

7386 J. T. Baker, Phillipsburg/USA
22580 Fluka, Buchs/Schweiz

A1092 AppliChem, Darmstadt
H-6269 Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
12078 Griissing, Filsum

C9008 Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
A0879 AppliChem, Darmstadt
1.02950 Merck, Darmstadt

20722 Serva, Heidelberg

1008 Gerbu, Gaiberg

RO191 Fermentas, Burlington/Kanada
8043 Carl Roth, Karlsruhe

A0878 AppliChem, Darmstadt
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Essigsdure

Ethanol
Ethidiumbromidlosung 1 %
Ficoll 400

Fruktose
Glukose-H,O
Glutathion

Glyzerin 87 %
Glyzin

H3;BO3

HCl (o) 37 %
Hefeextrakt

HEPES [182]]
Histidin-HC1

H»>O, 30 %

Imidazol
Isoamylalkohol
Kanamycinsulfat
KCH;COO

KCl

KH,PO4

KOH

Laktose-H,O
Leupeptin-0,5 HySO4 (1831184, 185, 186l
Luminol
B-Mercaptoethanol
Magermilchpulver
Methanol
Mg(CH3COO),-4 H,O
MgCl,-6 H,O
MgSO4 7 Hzo
Man 4 H20
MnSO4 'HQO

NaCl

NaQHPO4 2 HQO
NaHSO3

Na2M004 2 HQO
NaN3

NaOH
Natriumcitrat-2 H,O
Natriumdesoxycholat
NH3 (aq) 25 %
(NHa)2Fe(SO4)2-6 H,O
NH4NO;
(NH4)2S,03
(NH4)>2SO4
N-Z-Amin®

45731
32205
2218
A2252
4981
1.08342
A2084
A3561
A1377
0055
1.00317
Difco 212750
9150
A3738
1.07209
1.04716
1.00979
A1493
12240
A3582
0240
30614
8921
A2183
A2185
8.05740
T145
1.06009
0160
63072
1.05882
1.05927
63555
0278
A3567
S-8890
A2193
6688
1.06498
32320
30970
1.05432
A2312
10150
9592
2019
C-7290
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Fluka, Buchs/Schweiz
Riedel-deHaén, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
J. T. Baker, Phillipsburg/USA
Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Franklin Lakes/USA

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Griissing, Filsum
AppliChem, Darmstadt

J. T. Baker, Phillipsburg/USA
Riedel-de Haén, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Phillipsburg/USA
Fluka, Buchs/Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs/Schweiz

J. T. Baker, Phillipsburg/USA
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de Haén, Seelze
Fluka, Buchs/Schweiz
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Griissing, Filsum

Carl Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gaiberg
Sigma-Aldrich, St. Louis/USA
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Pepstatin A [[187} 188,189,190, [186]]
Phenylmethylsulfonylfluorid

PIPES [182]

Ponceau S

2-Propanol

Saccharose

SDS

Seesand, sduregewaschen

Sorbit

Sorbose
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Trichloressigsidure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Trypton-Pepton (aus Casein)
Xylencyanol FF

Zitronensiure-H,O

ZHSO4 i Hzo

A.14 Gerate

Agarosegelelektrophorese-
Apparaturen

Chromatographiesystem
Gelfiltrationssédule

Elektrophorese-Netzgerite

Elektroporationsgert

Elektrotransfer-Apparaturen
Elektrotransfer-Netzgerit
Entwicklermaschine
Feinwaage
Geldokumentationssystem
Horizontalschiittler
Inkubationsschiittler
Inkubator
Inkubator
Inkubator
Laborwaage
Magnetriihrer, heizbar
Mikropipetten
pH-Meter

pH-Elektrode
Photometer

A2205
8.21127
A3495
A1405
1.09634
A4734
20765
4309
2039
102939
A1148
A5055
4855
37240

Difco 211705

A1408

124910010

1.08883

AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

J. T. Baker, Phillipsburg/USA
MP Biomedicals, Solon/USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Kalrsruhe

Serva, Heidelberg

Becton Dickinson, Franklin Lakes/USA
Merck, Darmstadt

Acros Organics, New Jersey/USA
Merck, Darmstadt

Eigenbau der Feinmechanik-Werkstatt
des Theoretikums der Universitdt Heidelberg

Akta Explorer

Superose 6 HR10/300

EPS 601, EPS 301

Gene Pulser II

Capacitance Extender
Pulse Controller Plus

GE Healthcare Biosciences,
Uppsala/Schweden

GE Healthcare Biosciences,
Uppala/Schweden

Bio-Rad, Hercules/USA

Bio-Rad, Hercules/USA

Bio-Rad, Hercules/USA

Eigenbau der Werkstitten der Universitiat Miinchen

NG 1620-BL
SRX-108A

BP 121 S

Gel Max

3015

Multitron

MIR 153

BD 53

Heraeus B 6760
EW 600-2M
MR 3001
Pipetman® P
766 calimatic
SE 100
SmartSpec™ 3000
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McVoice

Konica Minolta

Sartorius, Gottingen

Intas, Géttingen

GFL, Burgwedel

Infors HT, Bottmingen/Schweiz
Sanyo

Binder, Tuttlingen
Thermo-Fisher, Waltham/USA
Kern, Balingen

Heidolph Instruments, Schwabach
Gilson, Middleton/USA

Knick, Berlin

Knick, Berlin

Bio-Rad Hercules/USA
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Repetierpipette
Ribolyser

Distriman® Gilson, Middleton/USA
Fast Prep 120 MP Biomedicals, Solon/USA

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese- Eigenbau der Feinmechanik-Werkstatt

Apparaturen, grof3

des Theoretikums der Universitit Heidelberg

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese- ~Mini-Protean 3 Bio-Rad, Hercules/USA
Apparaturen, klein

Thermocycler Primus 25 MWG Biotech, Ebersberg

Thermocycler Primus 96 advanced Peqlab, Erlangen

Thermocycler iCycler 170-8720 Bio-Rad Hercules/USA

Tisch-Inkubationsschiittler
Tisch-Inkubationsschiittler, kiihlbar
Tisch-Riittler
Tisch-Thermostat
Tisch-Ultrazentrifuge
Festwinkelrotor
Festwinkelrotor
Tisch-Zentrifuge
Festwinkelrotor
Tisch-Zentrifuge, kiihlbar
Festwinkelrotor
Festwinkelrotor
Tisch-Zentrifuge, kiihlbar
Ausschwingrotor
Trockenschrank
Ultraschallgenerator
Ultraschallwandler
Ultrazentrifuge
Festwinkelrotor
Festwinkelrotor
Vakuum-Konzentrator
Wasserbad, kiihlbar
Zellaufschluss E. coli
Zentrifuge, kiithlbar
Festwinkelrotor
Festwinkelrotor
Ausschwingrotor

A.15 Sonstiges

Gaschromatographiespritze 50 pl
Gaschromatographiespritze 250 ul
Gaschromatographiespritze 500 ul
Quarzkiivette mikro

Quarzkiivette ultramikro
Zentrifugenbecher fiir JA-10
Zentrifugenréhrchen fiir JA-25.50

Thermomixer compact 5350 Eppendorf, Hamburg
Thermomixer comfort 5355  Eppendorf, Hamburg

Vortex-Genie® 2 Scientific Industries, Bohemia/USA
Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg
Optima™ MAX Beckman-Coulter, Fullerton/USA
TLA-55 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
MLA-80 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
5415 D Eppendorf, Hamburg
F45-24-11 Eppendorf, Hamburg
5417 R Eppendorf, Hamburg
F45-24-11 Eppendorf, Hamburg
F45-30-11 Eppendorf, Hamburg
Heraeus Multifuge 1 L-R Thermo-Fisher, Waltham/USA
Heraeus 7500 2002 G Thermo-Fisher, Waltham/USA
Heraeus T 12 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Sonifier 250 Branson Ultrasonics,
Converter 102 Danbury/USA
Sorvall WX Ultra 80 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Sorvall T647.5 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Sorvall T865 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Savant SpeedVac® SC 110 GMI, St. Paul/USA
Haake C 10-K 10 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Microfluidizer M-110L Microfluidics, Newton/USA
Avanti J-25 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
JA-10 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
JA-25.50 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
JS-24.38 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
1705 N Hamilton, Reno/USA
1725 N Hamilton, Reno/USA

1750 LTN Hamilton, Reno/USA
104.002B QS  Hellma, Miilheim

105.201 Hellma, Miilheim
355607 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
361694 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
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Zentrifugenrdhrchen fiir T647.5 Sorvall 03232  Thermo-Fisher, Waltham/USA

Zentrifugenrohrchen fiir T865 Sorvall 03719 Thermo-Fisher, Waltham/USA
Zentrifugenrohrchen fiir MLA-80 355647 Beckman-Coulter, Fullerton/USA
Zentrifugenrohrchen Glas 15 ml 8441 Corex®

00152 DuPont
Zentrifugenrohrchen Glas 30 ml 8445 Corex®

00156 DuPont
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B Abkurzungen

ARNT Aromatischer-Kohlenwasserstoff-Rezeptor-Kerntranslokator
(aromatic hydrocarbon receptor nuclear translocator)

ATP Adenosin-5 -triphosphat

BMAL1 Brain and muscle ARNT-like protein 1

BP bindendes Protein

BZH Biochemiezentrum der Universitit Heidelberg

CAS

CBP Calmodulin bindendes Peptid

CIAP, CIP alkalische Kilberdarmphosphatase (calf intestinal alkaline phosphatase)
CK Caseinkinase

CLD Cytoplasmatische Lokalisationsdoméne

CLK CLOCK

CBRM1 Chromosomal Region Maintenance 1

CRY CRYPTOCHROME

CT Circadiane Zeit (circadian time)

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

CYC CYCLE

DD Dauerdunkel

DTT 2,3-Dithiothreit

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsiure (ethylenediamine N,N,N’,N’-tetraacetic acid)

EGTA Ethylenglykol-bis(f-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsiure
(Ethyleneglycol-bis(B-aminoethylether) N,N,N’,N’-tetraacetic acid)

FGSC Fungal Genetics Stock Center
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B Abklrzungen

FRH FRQ interacting RNA helicase

FRQ FREQUENCY

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GEF Guaninnukleotid-Austauschfakter (guanine nucleotide exchange factor)
GFP Griin fluoreszierendes Protein

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-N’-Piperazinethansulfonsiure

hnRNP heterogenes Kern-RNP (heterogenous nuclear RNP)

HRP Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase)

LB [lysogenic broth

LL Dauerlicht

LOV Licht, Sauerstoff, elektrische Spannung (light, oxygen, voltage)
MBP Maltose bindendes Protein

NES Kernexportsignal (nuclear export signal)

NLS Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal)

NTA Nitriltriessigsdure (nitrilotriacetic acid)

NTF Kerntransportfaktor (nuclear transport factor

ORF offener Leserahmen (open reading frame)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAS PER, ARNT, SIM

PBS Phosphatgepufferte Natriumchloridlosung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PER PERIOD

PEST Proteinregion reich an Prolin (P)-, Glutamat/Aspartat (E/D)-, Serin (S)- und Threonin (T)-
Resten

Pfu Pyrococcus furiosus
PIPES Piperazin-N,N’-bis(ethansulfonsidure)

PK Proteinase K
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PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PP, PPase Proteinphosphatase

QA Chinasaure (quinic acid, acidum sinense)

RIP durch Wiederholungen erzeugte Punkmutationen (repeat induced point mutations)
RNP Ribonukleoprotein

RT Raumtemperatur

SCF Skpl, Cull, F-Box-Protein

SDS Natriumlaurylsulfat (sodium dodecylsulfate)

SIM Single minded

SUMO Kleiner Ubiquitin-dhnlicher Modifikator (small ubiquitin-like modifier)

TAE Tris, Acetat, EDTA

TAP Doppel-Affinititsaufreinigung (tandem affinity purification)

Taq Thermus aquaticus

TBS Tris-gepufferte Natriumchloridlosung (tris buffered saline)

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
UpM Umdrehungen pro Minute

WC Weiler Kragen (White Collar)

WCC White Collar Complex

WT Wildtyp
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