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2) Zusammenfassung

Fast alle Lebewesen haben ihren eigenen Lebensrhythmus an den tiglichen Tag- Nacht-
Rhythmus angepasst. Der Rhythmus wird gesteuert von der sogenannten inneren Uhr. Das
sind molekulare Oszillatoren mit einer endogenen Periode von circa einem Tag. Daher der
Name circadiane Uhr (lateinisch: ,circa“ bedeutet ungefahr und , dies” bedeutet Tag).

Fur das Verstindnis der inneren Uhr ist es essentiell, die Interaktion der verschiedenen
bekannten Uhrenproteine auf molekularem Niveau zu analysieren. Der Schleimpilz
Neurospora crassa besitzt mindestens 3 Proteine, die fur das Funktionieren der inneren Uhr
notwendig sind.

Das zentrale Uhrengen von Neurospora crassa heil3t frequency (frq) und wird rhythmisch
synthetisiert. Diese Rhythmik lédsst sich sowohl auf RNA Ebene wie auch auf Proteinebene
erkennen, wobei Protein-Peak und RNA-Peak jeweils 4-6 h phasenversetzt zu detektieren
sind. Von grundlegender Bedeutung fiir das Funktionieren der inneren Uhr ist eine negative
Riickkopplungsschleife, die durch das Uhrenprotein FRQ ausgefithrt wird. Die Expression
von FRQ fithrt zundchst zu einer Assemblierung von FRQ in einem hochmolekularen
Komplex unbekannter Stochiometrie und Zusammensetzung, der dann phosphoryliert und auf
einem bisher nicht genauer untersuchten Weg in den Kern transportiert wird. Dort bewirkt der
FRQ- Komplex eine Abschaltung seiner eigenen Biosynthese (transkriptionelle Regulation)
wie auch das Abschalten verschiedener "Output"- Gene (ebenfalls auf transkriptioneller
Ebene). Der genaue Mechanismus dieser Abschaltung ist unbekannt. Dieser ist Gegenstand
der vorliegenden Arbeit und lauft wahrscheinlich zum groflen Teil durch eine von FRQ
induzierte Phosphorylierung des White Collar Proteinkomplexes (WCC). Dabei kommt es zu
einer direkten Interaktion von FRQ mit dem WCC, der von den beiden anderen essentiellen
Uhrenproteinen White- Collar 1 und White- Collar 2 gebildet wird. Bei diesen beiden
Proteinen handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die iiber eine PAS- Doméne miteinander
interagieren konnen und iiber einen GATA-Typ Zn-Finger die Transkription sowohl von frq
als auch von anderen fiir das Output wichtigen Genen aktivieren.

Ich habe mich mit der molekularen Analyse der verschiedenen Komplexe beschéftigt, d.h. mit
der Anzahl, dem stochiometrischen Aufbau und der Regulierung. Die zentralen Fragen sind,
wie viele verschiedene Komplexe existieren und wie ihre genaue Stochiometrie ist, wo diese
Komplexe zu welchem circadianen Zeitpunkt lokalisiert sind und was ihre genaue Funktion in
dem jeweiligen Kompartiment ist. Aullerdem stellt sich die Frage, ob diese Funktion durch
weitere Ereignisse wie z.B. Phosporylierung weiter reguliert wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es mir, die Natur des negativen Feedback des
FRQ Proteins auf den WCC auf eine FRQ abhangige Phosphorylierung des WCC
zuriickzufithren. Ich habe die Natur dieser Phosphorylierung eingehend untersucht und
charakterisiert. Gleichzeitig habe ich die Phosphorylierungsstellen eingegrenzt und
entsprechende Punktmutanten hergestellt und ebenfalls untersucht. Dariiber hinaus gelang es
mir WC-2 als TAP-Tag zu klonieren und nativ aus Neurospora aufzureinigen. AuBBerdem
habe ich versucht, iiber verschiedene Ansatze neue, potentielle Interaktionspartner und deren
Funktion zu identifizieren.
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2) Abstract

Nearly all organisms have adapted their own life rhythm to the daily day- night- rhythm. The
rhythm is regulated by the so called inner clock. These are molecular oscillators with an
endogenous period of approximately one day. Therefore they are called circadian clocks (latin
“circa” meaning approximately and “dies” meaning a day).

For the understanding of the endogenous clock it is essential to study the interaction of the
different known clock proteins on a molecular level. The fungus Neurospora crassa has at
least 3 proteins which are essential for the endogenous clock.

The central clock gene is called frequency (frq) and is synthesized rhythmically. The rhythm
is detectable on RNA and on protein level, with RNA and protein peak being seperated by a
4- 6 h phase delay. Of fundamental meaning for the circadian clock is the negative feedback
of FRQ. After the expression of FRQ, FRQ is assembled into a high molecular weight
complex of unknown stochiometry, which is then phosphorylated and transported into the
nucleus. There FRQ shuts off its own synthesis (transcriptional regulation) and shuts off the
synthesis of the output genes (also transcriptional regulation). The exact mechanism of the
shut off is not known. This was the subject of the following thesis. It probably is a FRQ
induced phosphorylation of the White Collar protein complex (WCC). Thereby FRQ directly
interacts with the WCC, which is composed of the other two essential clock proteins White
Collar 1 and White Collar 2. These are transcription factors that interact via a PAS domain
and regulate the expression of frequency and of output genes via a GATA typ Zn finger.

I have worked on the molecular analysis of the different complexes meaning the number, the
stochiometric structure and the regulation of the different complexes. The central questions
are how many different complexes exist, what is the exact stochiometry of them, where are
they located at the different circadian timepoints and what is the exact function of them in the
specific compartement. Besides this there is the question whether their function is regulated in
addition by for instance a phosphorylation.

In this work I have revealed the nature of the negative feedback of FRQ. It is a FRQ
dependent phosphorylation of the WCC. I have studied the nature of this phosphorylation in
detail and I have determined the putative phosphorylation sites and generated point mutants. I
have cloned a TAP tagged version of WC-2 and purified WC-2 via the TAP tag out of
Neurospora. Besides this 1 have searched with various methods for new putative interaction
partners of WC-2.
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3) Einleitung

3.1) Die circadiane Uhr und der Mensch: Bedeutung im Alltag

Der tagliche Tag- Nacht- Zyklus hat Auswirkungen auf fast alle Lebewesen. Diese haben sich
an den 24- Stunden- Rhythmus, der sich tdglich wiederholt, angepasst. So auch der Mensch.
Beim Menschen schwanken zB. die Korpertemperatur, viele Hormone, die
Schmerzempfindlichkeit und die Bewegung circadian. Jedem von uns ist klar was passiert,
wenn sich plotzlich die duBBeren Bedingungen verdndern, wie es z.B. bei einem Jet Lag der
Fall ist. Viele der inneren Prozesse des Menschen sind dann nicht mehr in Phase mit der
Umwelt. Der Mensch braucht einige Tage, um sich den neuen Gegebenheiten anzupassen.
Warum ist dies so? Der Mensch reagiert nicht nur auf seine Umwelt sondern er besitzt eine
autonom laufende innere Uhr. Diese nimmt die taglichen Schwankungen vorweg, so dass der
Mensch bereits an Verdnderungen angepasst ist, bevor diese dann eintreten. Beobachten kann
man dies beispielsweise beim Essen. Die Verdauungssifte werden nicht erst produziert
nachdem die Nahrung bereits gegessen ist. Der Korper bereitet sich im Vorfeld immer um die
gleiche Zeit, gesteuert von der inneren Uhr, auf die Nahrungsautnahme vor. Als Resultat stellt
sich dann ein Hungergefiihl ein.

Ein weiteres Beispiel ist der tagliche Schlaf- Wachrhythmus. So wachen wir morgens auch
ohne ein dulleres Zutun immer ungefihr um die gleiche Uhrzeit auf, wobei es natirlich Frih-
und Spétaufsteher gibt. Auch das ist genetisch verankert und Teil unserer inneren Uhr
genauso wie das abendliche Miiddewerden.

Es gibt also im taglichen Leben sehr viele Prozesse, die von der inneren Uhr gesteuert
werden, ohne dass uns dies im Einzelnen immer bewusst ist.

3.2) Die circadiane Uhr und der Mensch: Bedeutung im medizinischen
Kontext

Die medizinische Relevanz der inneren Uhr ist nicht ohne weiteres ersichtlich. Doch es gibt
viele medizinische Bereiche, wo die Grundlagenforschung zur inneren Uhr verwendet wird.
So z.B. in der Chemotherapie. Es ist nicht egal, wann die Medikamente gegeben werden, da
der Korper zu verschiedenen Zeiten verschieden reagiert. So kann man bei Gabe der
Chemotherapeutika zu bestimmten Zeiten die Dosis recht niedrig halten und so die
Nebenwirkungen minimieren ohne dass die Wirkung nachlédsst, wahrend zu anderen Zeiten
viel mehr von dem Medikament eingesetzt werden miusste. Das ist eine Frage der
Lebensqualitédt der Patienten und auch natiirlich der Kosten.

Ebenso wurde gezeigt, dass die Anfilligkeit fir bestimmte Krebsarten mit der inneren Uhr
zusammenhangt. Auch hier wire eine weitere Erforschung sinnvoll.

Auch bei der Verbesserung der Arbeitssicherheit bei Schichtarbeitern flossen Erkenntnisse
der Grundlagenforschung ein. Gerade in der Nachtzeit traten gehiduft Unfille auf. Der Mensch
ist dann auf Grund seiner inneren Uhr auf Schlafen programmiert. Er soll jedoch arbeiten.
Licht hingegen ist der wichtigste Zeitgeber der inneren Uhr und dient dazu, sie jeden Morgen
neu einzustellen. Demzufolge wurden einfach die Beleuchtungsverhiltnisse an den
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Arbeitspldtzen verbessert, so dass die Arbeiter mehr Licht hatten. Das stellte die innere Uhr
von Nacht auf Morgen um und es traten weitaus weniger Unfalle auf.

3.3) Die circadiane Uhr in der Biologie allgemein

Im Tier- und Pflanzenreich (siehe folgende Abbildung) sind innere Uhren recht weit
verbreitet. Unter den hoheren Eukaryoten sind sie sogar fast ubiquitdr vorhanden. Sogar im
Bakterienreich, bei den Cyanobakterien gibt es innere Uhren. Lediglich im Reich der Archae
sind bisher keine inneren Uhren nachgewiesen (Dunlap, 1999, Dunlap et al. 1999).

Die ersten Studien der inneren Uhr wurden im Jahr 1789 von einem Franzosen vorgenommen.
Er untersuchte die Blitter von Mimosa pudica, die sich abends immer einfalten. Das Offnen
und SchlieBen der Blatter ldsst sich auch in einer konstant dunklen Umgebung beobachten.
Dabher schlof3 DeMairan, dass es sich hierbei um einen inneren autonomen Mechanismus der
Pflanze handelt. Eben dieser Mechanismus ist heute als die innere Uhr bekannt.

Stramenopiles

Microsporidians

Trichomonads
Diplomonads

l Negative Elemente
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Es existieren positive Elemente, die die Transkription der Uhrengene und der uhren-
kontrollierten Gene regulieren. Die Uhrengene fithren zur Bildung von negativen Elementen.
Diese wirken in einem Feedback auf die positiven Elemente zuriick und schalten diese ab
(Dunlap et al. 1999). Nachfolgend sind schematisch die positiven und negativen Elemente fur
die drei Modellorganismen: Neurospora, Drosophila und Maus dargestellt (Devlin & Kay,
2001).

Drosophila - . . Mice
Neurospora 3 e
Phase ‘:* — :
L-ght mm'ng — STy CIY
) \ ‘\\\
Y \\
@ Aue r, tim ="\ \
\ \ s;iii! 2 {2 : L '| GDGD [ pertsk cryis) — |

Fir Neurospora sind dies als positive Elemente WC-1 und WC-2 und als negative Elemente
IFRQ und sFRQ. Fiir Drosophila hei3en die positiven Elemente CLOCK (CLK) und CYCLE
(CYC) und die negativen Elemente PER und TIM. Im Sauger sind die positiven Elemente
CLOCK und BMALT und die negativen hei3en PER (wobei es mehrere PER’s gibt) und CRY
(Devlin & Kay, 2001, Dunlap 1998, Dunlap 1999).

Das Grundprinzip der inneren Uhr ist immer gleich. Allerdings gibt es auch Unterschiede. So
ist z.B. Drosophila eine Nachtuhr, d.h. die negativen Elemente werden in der Nacht gebildet.
Séduger und Neurospora sind hingegen Taguhren, d.h. die negativen Elemente werden
tagsiiber gebildet.

Es gibt noch mehr Unterschiede. Alle inneren Uhren laufen zellautonom. Doch bei hoheren
Saugern gibt es mehrere Uhren, die von einer Masterclock gesteuert werden. Die Masterclock
sitzt im Gehirn, im Suprachiasmatischen Nucleus (SCN). Sie ist allen anderen Uhren (in der
Leber, im Testis etc.) ibergeordnet und steuert diese.

3.4) Die circadiane Uhr im Tierreich

3.4.1) Drosophila melanogaster

In Drosophila gibt es hauptsachlich zwei Dinge, die von der inneren Uhr gesteuert werden.
Das eine ist das Schliipfen der erwachsenen Fliegen aus dem Verpuppungskokon und das
andere ist die Schlaf-Wachaktivitdt. Das Schlupfen erfolgt immer ungefihr zur
Morgenddammerung. Dabei konnen die erwachsenen Fliegen mehrere Stunden in threm Kokon
ausharren, um auf die nichste Ddmmerung zu warten (Williams & Sehgal 2001). Die
Aktivitdt ist normalerweise bimodal. Unter frei laufenden Bedingungen, d.h. in konstanter
Dunkelheit, verschwindet die Bimodalitdit und die Aktivitdt tritt wahrend des gesamten
subjektiven Tages auf (Williams & Sehgal 2001).

Die positiven Elemente der Drosophila Uhr sind CLOCK und CYCLE. CLOCK wird
rhythmisch exprimiert, wahrend CYCLE konstitutiv exprimiert wird. CLOCK und CYCLE
bilden uber ihre PAS-Doménen ein Heterodimer und sorgen fiir die Expression der
uhrenkontrollierten Gene und von Per und Tim. Per und Tim bilden die negativen Elemente
der Drosophila Uhr (Panda et al. 2002).
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Die Transkription von Per und Tim erfolgt am frithen Tag. Da Tim lichtabhédngig abgebaut
wird, akkumulieren Tim und Per erst bei Einbruch der Ddmmerung. Beide Proteine
herterodimerisieren und gelangen in den Kern. Dort interagieren sie mit CLOCK und
CYCLE, so dass ihre Transkription abgeschaltet wird. Der Abbau beider Proteine, von Tim
spét in der Nacht und von Per in den Morgenstunden, erlaubt der Per und Tim RNA wieder zu
steigen. Eine zyklische Phosphorylierung von Per und Tim ist an der Regulation des Abbaus
beteiligt. Dabei wird Per von der Kinase Doubletime (DBT) phosphoryliert. Die
Phosphorylierung macht Per in Abwesenheit von Tim instabil. Zusatzlich besitzen beide
Proteine, Per und Tim, eine cytoplasmatische Lokalisierungsdomine, die die Proteine im
Cytoplasma hélt bis sie heterodimerisieren. Erst dann konnen sie in den Kern gelangen
(Young 1998, Williams & Sehgal 2001).

Die zentrale Uhr selbst befindet sich tiber mehrere Hirnareale verteilt, wobei die Uhr in jeder
Zelle autonom lauft. Der Sitz der inneren Uhr in Drosophila sind hauptsachlich die lateralen
Neurone im Zentralhirn. Per und Tim werden in den lateralen Neuronen im Zentralhirn, in
den Gliazellen im optischen Lobus sowie in den Photorezeptorzellen der Kompaktaugen
exprimiert. Per und Tim werden auch noch in verschiedenen Regionen des Korpers
exprimiert. Per z.B. in den Antennen, in den Malphigischen Tubuszellen, in den Ovarien, im
Testis und im Verdauungstrakt (Young 1998, Williams & Sehgal 2001).

Der Lichtinput erfolgt tiber dCRY, welches im Auge von Drosophila exprimiert ist. Licht
wirkt indem es die Level an Tim reduziert (Cashmore 2003). Tim wird durch Lichtinput
instabil. Tim wird dabei durch Lichtinput phosphoryliert, ubiquitinyliert und tber das
Proteasom abgebaut (Young 1998, Williams & Sehgal 2001).

3.4.2) Mus musculus

Das zentrale Kernstiick der inneren Uhr bei Sdugern ist der Suprachiasmatische Nucleus
(SCN), ein paariges Organ im Hypothalamus. Dort ist der Sitz der sogenannten Masterclock,
die alle weiteren Uhren steuert.

Die positiven Elemente der circadianen Uhr heilen BMAL1 und CLOCK. BMALL ist das
Ortholog von CYCLE bei Drosophila. Die mRNA von BMAL1 wird rhythmisch exprimiert.
CLOCK hingegen wird konstitutiv exprimiert. CLOCK und BMAL1 bilden ein Heterodimer
uiber ihre PAS Doménen und sind verantwortlich fur die Expression der uhrengesteuerten
Gene und von den PER’s und CRY’s. Dabei gibt es 3 Per Gene und 2 Cry Gene. PER und
CRY bilden die negativen Elemente der inneren Uhr und sind auf RNA und Proteinebene
rhythmisch. Somit bilden CLOCK, BMALI1, PER’s und CRY’s den ,,Core Oszillator” von
Saugern (Reppert & Weaver 2001).

Zu Beginn eines circadianen Tages wird durch akkumulierendes CLOCK:BMALI1
Heterodimer mPer und mCry mRNA gebildet. Dabei sind die Peaks der mRNA zu
verschiedenen Zeitpunkten erreicht. Die mPerl mRNA hat ein Maximum am frihen Morgen,
wihrend mPer2 am spédten Morgen ein Maximum erreicht und mPer3 am frihen Morgen und
mCRY1 fast in der Mitte des circadianen Tages ihr Maximum erreichen. In der Mitte des
circadianen Tages (bet CT12) sind die mPER’s und mCRY’s gemeinsam exprimiert und
bilden ein Heterodimer und wandern in den Kern. Dort interagieren die mCRY’s mit dem
CLOCK:BMAL1 Heterodimer und schalten diesen ab. Gleichzeitig aktiviert mPer2 die
Expression von BMALI. SchlieBlich werden die Per’s und Cry’s abgebaut und ein neuer
Zyklus kann starten (Reppert & Weaver 2001, Harmer et al. 2001).
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3.5) Neurospora crassa als Modell fiir die innere Uhr
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(nach: Merrow et a/.,, EMBO 20, 2001)

Neurospora crassa ist seit langem ein etabliertes Modellsystem nicht nur zur Analyse der
inneren Uhr. FRQ ist das zentrale Uhrengen (Aronson et al. 1994 a und b). Es assembliert in
mehrere hochmolekulare Komplexe und interagiert im Kern negativ mit dem White Collar
Komplex WCC, um diesen abzuschalten (Ballario et al. 1996, Ballario et al. 1998,
Crosthwaite et al. 1997). Der WCC bindet an zwei LRE (light responsive elements) im frg
Promotor und reguliert die Synthese von frg RNA's (Froehlich et al. 2002, Froehlich et al.
2003). Vom FRQ Protein existieren 2 Varianten: long FRQ (IFRQ) und short FRQ (sFRQ)
(Garceau et al. 1997). Diese sind wichtig bei der Temperaturkompensation der inneren Uhr
(siehe Kapitel 3.11) (Liu et al. 1997, Liu et al 1998).

Wie in der obigen Abbildung zu erkennen ist, werden frqg RNA und FRQ Protein rhythmisch
exprimiert. Hingegen ist bet WC-1 die RNA konstant und nur das Protein rhythmisch, jedoch
phasenversetzt zu FRQ. Im Gegensatz dazu ist WC-2 als RNA und als Protein konstant
exprimiert (siche Abb. oben nach Merrow et al. 2001).

Das Interessante am FRQ Protein ist die Tatsache, dass es gleichzeitig zwei vollkommen
kontrare Funktionen erfiillt. Zum einen hat es eine negative Rolle. Es inhibiert den WCC und
schaltet diesen ab. Zum anderen wirkt es, indem es die Expression von WC-1 unterstiitzt und
so die Funktion des WCC positiv reguliert. Diese zwei kontraren Riickkopplungsschleifen
greifen ineinander (Cheng et al. 2001 b, Lee et al. 2000).
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3.6) FRQ - Das zentrale Uhrenprotein von Neurospora crassa

FRQ ist ein Protein von ca. 120 kDa. Es besitzt keine nennenswerten Proteindoménen aul3er
den coiled coil Regionen.

Es gibt langes und kurzes FRQ, die sich in einem verkiirzten N-Terminus unterscheiden.
Beide werden von dem selben Gen kodiert (Garceau et al 1997). Im upstream Bereich der frq
RNA, die einen auBBergewohnlich langen 5'-UTR besitzt, finden sich noch sogenannte pORF's
mit unbekannter Funktion. Dartiber hinaus wird vom frg Gen noch eine antisense RNA
abgelesen, die ebenfalls im circadianen System von Neurospora eine Rolle spielt (Kramer et
al. 2003).

Die Expression von FRQ ist abhingig vom WCC (Collet et al. 2002). FRQ assembliert
schnell in einem groB3en Komplex unbekannter Stochiometrie (Cheng et al. 2001 a).

FRQ wird im Verlauf eines Tages exensiv phosphoryliert und danach abgebaut (Yang et al
2002, Yang et al. 2003, Liu et al. 2000). Besonders erwdhnenswert in diesem Zusammenhang
sind 2 Regionen in dem Protein, die als PEST- Sequenzen bezeichnet werden. PEST-
Sequenzen sind Pro, Glu, Ser, Thr reiche Sequenzen, die phosphoryliert werden kénnen und
oft fiir die Regulation der Proteinstabilitdt verantwortlich sind. Im Fall von FRQ ist dies nur
zum Teil richtig. Fur PEST1 ist diese Aussage korrekt (Goerl et al 2003). Fir PEST2 ist die
Phosphorylierung eine Regulation der Funktion. PEST2 wird erst spdt im circadianen Tag
phosphoryliert und das Protein schaltet dann einen interlocked Feedbackloop ein. Nach der
Phosphorylierung von PEST2 kann es die Synthese von WC-1 positiv regulieren (Schafmeier
et al. unverdffentlicht).

Der Abbauweg von FRQ ist nicht vollstindig verstanden. Bekannt ist, dass FRQ
ubiquitinyliert wird und dann vermutlich tiber das Proteasom abgebaut wird (He et al. 2003).
Es sind bisher mindestens 3 Kinasen identifiziert, die FRQ regulieren.

3.7) WC-1/ WC-2 — Transkriptionsfaktorenkomplex

WC-1 ist ein Protein von ungefédhr 150 kDa (Ballario et al. 1996). Es besitzt am N-Terminus
eine putative Transaktivierungsdomine, die noch nicht ndher charakterisiert wurde.
AuBlerdem besitzt es einen Zn- Finger, der der DNA- Bindung dient. Vor dem Zn- Finger
befinden sich zwei PAS Doménen und eine LOV Doméne. Die PAS Doménen sind Protein-
Protein Interaktionsdoméinen. Der Name leitet sich ab von den Proteinen PER, ARNT und
SIM, bei denen eine solche Doméne und deren Funktion erstmals charakterisiert wurde. Die
LOV Domine bindet FAD und dient der Lichtperzeption. WC-1 ist der zentrale
Blaulichtrezeptor von Neurospora crassa (Cheng et al. 2003, He et al. 2002, Lee et al. 2003).
Es existiert noch ein weiterer bisher unbekannter Blaulichtrezeptor.

Uber ein Stiick der zweiten PAS Doméne interagiert WC-1 mit WC-2 (Cheng et al 2002).
WC-2 ist ein ca. 60 kDa grof3es Uhrenprotein (Linden et al. 1997). Es besitzt am N-Terminus
ebenfalls eine noch nicht niher charakterisierte Transaktivierungsdoméne. Dartiber hinaus
besitzt es eine PAS Domine zur Interaktion mit WC-1 und einen Zn- Finger zur DNA
Bindung.

WC-1 ist sehr instabil und kann in Abwesenheit von WC-2 nicht nachgewiesen werden.

WC-1 existiert demnach ausschlieflich im Komplex mit WC-2. WC-2 ist im molaren
Uberschuss vorhanden und dient damit als Plattform zur Interaktion mit verschiedenen
Proteinen (Denault et al. 2001, Collet et al. 2001). Es existiert nur ein WCC Komplex
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definierter Stochiometrie. WC-2 existiert noch in zwei weiteren Proteinkomplexen. Der WCC
existiert nur im Kern. Der WCC bindet an zwei LRE (light responsive elements) im frq
Promotor und kontrolliert dessen Transkription. AuBBerdem kontrolliert er die Synthese von
anderen RNA's (Bell-Pedersen et al. 2001, Bell-Pedersen et al 1996 a und b). Teilweise
handelt es sich dabei um uhrenkontrollierte Gene und teilweise um lichtgesteuerte Gene.

Die Regulation des WCC erfolgt direkt tiber Licht, welches tiber FAD in der LOV Doméne
von WC-1 perzipiert wird (Cheng et al 2003, He et al. 2002). Dadurch kommt es zu einer
Konformationsédnderung in der LOV Doméne. Ein hochkonserviertes Cys bildet ein
kovalentes Photoaddukt mit FAD und konserviert so die Konformationsveranderung des
Komplexes. Es werden mit drei verschiedenen Kinetiken die lichtgesteuerten Gene
exprimiert. Die schnellsten exprimieren schon wenige Minuten nach dem Lichtpuls. Das
Maximun der Transkription liegt bei 15 min. Nach 2 h ist wieder der Ausgangswert erreicht.
FRQ gehort ebenfalls zu den lichtregulierten Genen, da die innere Uhr tGiber Licht jeden Tag
neu eingestellt wird. Licht ist der wichtigste Zeitgeber. Ein weiterer Zeitgeber ist Temperatur.
Temperatur wirkt auf den WCC nur indirekt tiber FRQ.

Desweiteren wird der WCC sehr extensiv iiber FRQ reguliert. Diese Regulation soll
nachfolgend genau beschrieben werden.

3.8) Der Trankriptions- / Translations basierende zentrale Feedbackloop

Der zentrale Feedbackloop besteht aus FRQ, WC-1 und WC-2. WC-1 und WC-2 bilden den
WCC. Dieser befindet sich nur im Kern und bindet an zwei LRE (light responsive elements)
im frq Promotor. Dort sorgt er fiir die Transkription von frq. FRQ assembliert in FRQ
Komplexe. Diese werden phosphoryliert und wandern in den Kern. Dort interagieren sie mit
dem WCC und schalten diesen ab (Luo et al. 1998). Die RNA Synthese kommt zum
Stillstand. Die noch vorhandenen Proteine werden abgebaut. Irgendwann ist FRQ unterhalb
eines Schwellenwertes. Damit ist der negative Teil aufgehoben und FRQ kann den WCC
nicht langer inhibieren. Ein neuer Zyklus beginnt. Dieses ist der zentrale negative
Transkriptions-Translationsfeedbackloop von FRQ, WC-1 und WC-2. Wichtig sind die
Regulationspunkte. Die frg RNA wird nicht sofort transkribiert. Es gibt eine zeitliche
Verzogerung von ca. 4 Stunden zwischen RNA und Protein. Auf RNA und auf Proteinebene
wird frq periodisch exprimiert. Zwischen beiden Kurven ist eine zeitliche Verzogerung von
ca. 4 h. Das bedeuted RNA und Protein sind ca. 4 h phasenversetzt. AuBerdem wird FRQ
Protein zunichst assembliert und phosphoryliert. Bei der Phosphorylierung sind mehrere
Kinasen beteiligt (Yang et al. 2001, Yang et al. 2002, Yang et al. 2003). Es werden mehrere
Regionen in FRQ extensiv phosphoryliert. Die Kinetik der verschiedenen Phosphorylierungen
ist verschieden. Es gibt frithe und spdte Phosphorylierungen. Die Phosphorylierungen erfiillen
verschiedene Funktionen. Teilweise regulieren sie die Proteinstabilitit, teilweise regulieren
sie die Funktion von FRQ. Die letzte Zeitverzogerung ist die Stabilitdt von FRQ. Damit
erfolgt die Regulation des zentralen Loops auf mehreren Ebenen. Zum einen gibt es
verschiedene frg RNA's. Zum anderen existiert noch Splicing. Es werden verschiedene FRQ
Proteine gebildet. Diese assemblieren und werden stufenweise durch verschiedene Kinasen
phosphoryliert. SchlieBlich gibt es den Kerntransport, die Interaktion mit dem WCC und
letztendlich die Ubiqitinylierung und den Abbau von FRQ. Auf all diesen Ebenen erfolgt eine
Regulation.
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3.9) Interlocked und Interconnected Feedbackloops

Es existieren noch mindestens drei andere Feedbackloops, die in den ersten zentralen
eingreifen. Einer davon besteht aus FRQ und WC-1 (Cheng et al. 2001 b, Lee et al. 2000).
Wiéhrend FRQ im Kern negativ auf die Aktivitat des WCC wirkt, unterstiitzt es im Cytosol
positiv die Expression von WC-1 Protein auf post-transkriptioneller Ebene. Damit ist dies ein
positiver Translationsloop. FRQ wirkt au8erdem in einem weiteren Feedbackloop positiv auf
die Synthese von WC-2. Die ist jedoch ein Transkriptionsloop, da FRQ die Synthese von
wc-2 RNA positiv reguliert. Ein weiterer Loop ist ein Gatingloop. Hier wirkt VVD (vivid),
ein kleines Protein von 21 kDa (Heintzen et al 2001).

3.10) VVD und andere Proteine in zusiitzlichen Loops

Vivid (VVD) ist ein kleines Protein mit einer LOV-Doméne. Es ist neben WC-1 der zweite
Blaulichtrezeptor von Neurospora. Es moduliert die Lichtantwort des WCC. Der genaue
Mechanismus ist nicht bekannt (Heintzen et al. 2001). VVD wird im Dunkeln nicht exprimiert
und nach Lichteinstrahlung sehr schnell in gro3en Mengen gebildet. Es liegt im Cytosol vor.
WC-1 wird nach Lichteinstrahlung phosphoryliert und wird sehr instabil. Es wird schnell
abgebaut. Neu synthesiertes WC-1 ist zundchst nicht in der Lage Licht zu perzipieren. Circa

2 h nach Lichteinstrahlung wird VVD abgebaut. Zwei Stunden ist genau die Zeitspanne, in
der Neurospora nach einem Lichtpuls inaktiv ist (Schwerdtfeger et al. 2001). Es sei denn der
zweite Lichtpuls ist von deutlich hoherer Lichtintensitét als der erste. Dieses Phanomen heisst
"Gating" (Heintzen et al. 2001, Shrode et al 2001).VVD selbst ist auch ein Photorezeptor
(Schwerdtfeger et al. 2003). VVD wird ebenfals unter Kontrolle des WCC transkribiert. Es ist
nicht circadian.

In vvd-Mutanten bleibt phosphoryliertes WC-1 iiber mehrere Stunden stabil und wird nicht
gleich abgebaut.

Vermutlich existieren noch weitere Loops, die jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht néher
charakterisiert sind.

3.11) Die temperaturabhiingige Steuerung: long und short FRQ

Circadiane Uhren sind temperaturkompensiert. Das bedeutet, dass sich die Periode im
physiologischen Temperaturbereich nicht verandert. Bei Neurospora wire dies der Bereich
zwischen 18 und 28°C.

Bei Neurospora existieren mehrere Formen von FRQ, IFRQ und sFRQ (langes und kurzes
FRQ) (Garceau et el. 1997). Bei hoheren Temperaturen wird vermehrt IFRQ gebildet,
wahrend bei tiefen Temperaturen vermehrt kurzes FRQ (sFRQ) gebildet wird. Bei hoheren
Temperaturen nimmt auch die Gesamtmenge an FRQ zu. So erfolgt die
Temperaturkompensation der inneren Uhr (Liu et al. 1997, Liu et al. 1998).
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3.12) Licht als Zeitgeber der inneren Uhr

Der wichtigste Zeitgeber der inneren Uhr ist Licht. Licht wird perzipiert von WC-1 im WCC.
WC-1 ist ein Blaulichtrezeptor (Linden et al. 1997). Es besitzt dafiir eine hochkonservierte
LOV Domine (Cheng et al. 2003). Ausgelost durch Licht kommt es zunédchst zu einer
Phosphorylierung des WCC vermutlich durch Proteinkinase C (Arpaia et el. 1999,
Schwerdtfeger et al. 2000). Sowohl WC-1 als auch WC-2 werden lichtabhingig
phosphoryliert und damit aktiviert. Es folgt eine Induktion von frg RNA und schlielich wird
FRQ Protein gebildet (Crostwaite et al. 1995). So wird die innere Uhr entsprechend durch
Licht reguliert.

Die Funktion des WCC im Lichtinputweg ist unabhingig von seiner Funktion in der inneren
Uhr zu sehen. Wird beispielsweise WC-1 iiberexprimiert so werden die uhrenkontrollierten
Gene aktiviert, nicht jedoch die lichtinduzierten (Lewis et al. 2002).
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4) Material und Methoden

4.1) Verwendete Stimme von E. coli

XL-1 blue
BL21 DHS o

4.2) Verwendete Stimme von S. cerevisiae

W303

4.3) Verwendete Stimme von Neurospora crassa

frg+, bd

Jfrq10, bd

Jrq9, bd

Awc-1, bd

Awc-2, bd

Jrq9, bd, qa2 FRQ
Awc-1, bd, qa2 FRQ
Jfrq10, bd, qa2 WC-1
Awc-2, bd, qa2 WC-2
Awc-2, bd, qa2 Y466Q
Awc-2, bd, qa2 Y466E
Awc-2, bd, qa2 S476A
Awc-2, bd, qa2 S476E
Awc-2, bd, qa2 T488A
Awc-2, bd, qa2T488E
Awc-2, bd, qa2 T523A

4.4) Physiologische Methoden

4.4.1) Anzucht von E. coli

Zur Anzucht von FE. coli Bakterien wird LB Medium verwendet. Dieses wird je nach Bedarf
mit den entsprechenden Antibiotika (sieche Tabelle) versetzt. Die Anzucht erfolgt in einem
Schiuttelinkubator bei 37°C mit 180 rpm. Zunédchst werden die transformierten Bakterien auf
einer Platte vorselektioniert. Einzelne Kolonien werden ausgewihlt und im 2 ml Ansatz
angezogen. Von den richtigen Klonen wird eine groflere Kultur geziichtet (ca. 50 ml).
SchlieBlich wird im préparativen MalB3stab (bis zu 81 in je 8 x 21 Kolben) gearbeitet, um z.B.
eine grofle Menge Protein aufzureinigen.
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Die groflen Ansitze werden von einer Vorkultur angeimpft (1:200 oder 1:100) und bis zu
einer OD von 0,5 bis 0,8 gezogen. Dann wird 1 mM IPTG zur Induktion der
Proteinexpression zugesetzt. Alle Arbeiten werden steril an einer Bunsenbrennerflamme mit
sterilen Arbeitsgeraten (autoklaviert, abgepackte neue Plastikware oder mit 70% -igem
Ethanol abgeflammte Glasutensilien) durchgefiihrt.

LB-Medium (11): 10g Bacto-Trypton
S5¢g Hefeextrakt
10g NaCl
Platten: 1,5-2% Agar
Antibiotika/ Selektion:
Stock (-20°C) einsetzen
Ampicillin 100 mg/ml (Wasser) 1:1000
Chloramphenicol 34 mg/ml 1:1000

Induktion: bei einer ODggo von 0,5 - 0,8 (exponentielle Wachstumsphase)

Stock (-20°C) einsetzen

Isopropyl- B- D- thiogalaktosid ( IPTG) 1M 1:1000

Von allen verwendeten Kulturen werden Stocks zur dauerhaften Aufbewahrung bei -80°C
hergestellt. Dazu wird wie folgt vorgegangen:

Aufbewahren/ Stocks:

1 ml der Kultur abzentrifugieren und das Zellpellet in 500 ul frischem LB resuspendieren.
Anschliefend mit 500 pl 50% Glycerin als Gefrierschutz versetzen und in flassigem
Stickstoft schockgefrieren. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

Dabei konnen normale Flussigkulturen bei 4°C ebenfalls 2 Tage und Platten mit Parafilm
umwickelt ca. 3-4 Wochen autbewahrt werden.

4.4.2) Anzucht von S. cerevisiae

4.4.2.1) Medium
YPD -Platten: 1 % Bacto- Yeast extract 10g
2 % Bacto- Bacto Peptone 20 g
2 % Glucose 20g
2 % Agar 20g
- 900 ml Wasser

Die Hefen werden zunichst auf eine YPD - Platte direkt nach einer Transformation
(gegebenentalls mit den entsprechenden Antibiotika) oder von einem Glycerin Stock als eine
Vorkultur ausplattiert. Danach erfolgt eine Inkubation fur 2 Tage bei 30°C in einem
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Inkubationsschrank. AnschlieBend konnen einzelne Kolonien in ein YPD Flussigmedium (3
bis 30 ml) iberimpft werden. Die Arbeiten mit Hefen erfolgen an einer Sterilbank mit sterilen
Arbeitsgeriten.

Zur dauerhaften Lagerung werden ebenfalls Glycerinstocks angelegt (finale Konzentration an
Glycerin hier 15%). Die YPD Platten werden mit Parafilm umwickelt und kénnen ebenfalls
mehrere Wochen autbewahrt werden. Dabei verfarben sich einige Hefekulturen rot, was auf
einen veranderten Stoffwechsel unter diesen Bedingungen zurtickzufithren und normal ist.

Laktatmedium:
11 51
0.3 % Hefeextrakt 3g 15¢g
0.1 % Galaktose lg S5¢g
KH,PO4 lg S5¢g
NH,4Cl lg S5¢g
CaClz X 2 HZO 0.5 g 2.5 g
NaCl 05g 25¢g
MgSO4 x H,O 0.6g 3g
FeCl; 0.3ml(1%) 1.5ml(1 % stock)
Lactat 22 ml (90 %) 110 ml (90 % stock)

Laktatmedium wird fiir spezielle Experimente verwendet. Eine 50 ml Laktatkultur wird von
einer YPD — Platte angeimpft und unter Schitteln bei 30°C mit 135 rpm bis zu einer ODggo
von 2 inkubiert.

AnschlieBend wird eine zweite und spéter entsprechend weitere Prakulturen von der ersten
(z.B. 100 ml bis zu 11 mit einer 1:100 oder 1:200 Verdinnung (ODsgo 0.1 bis 0,2) angeimpft.

Berechnung: (0.1 x 100 ml) / (gemessene ODgqp )

4.4.2.2) Hefe Transformation (Lithiumacetat Methode)

Kultur:

Eine 50 ml YPD Vorkultur von einer frischen YPD Platte iiber Nacht anziehen. Von dieser
werden 2 50 ml YPD Kulturen 1: 10 und 1:100 angeimpft. Bei einer ODgop von ~ 0.5 wird
abgeerntet und kompetente Hefezellen hergestellt.

Kompetente Zellen:

In 50 ml Falcon- Rohrchen werden die Hefen geerntet (5' bei 2200 rpm in einer Haereus
Zentrifuge). Das Pellet wird mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen und nochmals pelletiert,
resupendiert in 1 ml 100 mM Lithiumacetet. Die Zellen werden in ein Eppendorfgefil
transferiert und nochmals in einer Tischzentrifuge fur 15" bei 14 000 rpm pelletiert.

Zuletzt wird resuspendiert in 400 ul 100 mM Lithiumacetat (RT).
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Transformation:

50 pl der kompetenten Zellen werden bei 15" mit 14 000 rpm abzentrifugiert und mit 240 pl
50 % (w/v) PEG 4000 versetzt. Es werden 36 pl 1 M Lithiumacetat und 5 ul Lachssperma
DNA (10 mg/ ml, vorbehandelt mit Hitzeschock 5' 95°C, dann Schock gekiihlt auf Eis)
hinzugefiigt.

10 ul der zu transformierenden DNA (1 bis 2 pg) werden beigefiigt und 70 ul Wasser.
Anschlieffend vortexen und Hitze behandeln (30' bei 30°C, 20" bei 42°C). Dann vorsichtig
abzentrifugieren und in Wasser resuspendiert ausplattieren auf Selektionsmedium.

4.4.2.3) Rodel Hefe Extrakt (denaturierend)

Kultur:
Von einer 50 ml Kultur mit einer OD von 1- 4 werden 2 OD Einheiten (bzw. 4 OD)
abgenommen. Diese werden in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert fur 5' bei 14 000 rpm.

Extrakt:

Die Zellen werden in 250 ul 30 - 50 mM Tris pH 8.0 resuspendiert. Dann werden 50 pl Rodel
Mix hinzugefiigt. Es wird fiir 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieend figt man 220 pl 72%
TCA hinzu und inkubiert fiir 15" auf Eis. Dann wird abzentrifugiert fiir 15' bei 14 000 rpm bei
4°C in einer gekiihlten Tischzentrifuge. Das Pellet wird mit 1 ml Aceton (-20°C) gewaschen
und dabei gevortext. AnschlieSend nochmals 15' bei 14 000 rpm bei 4°C zentrifugieren. Das
Pellet wird bei 56°C fur 15 min getrocknet und dann in 133 pl (10 pl pro 0,3 OD) 1x Lammli
(versetzt mit Tris Base) resuspendiert. Davon werden 0,3 OD Einheiten auf ein Gel
aufgeladen.

Rodel Mix:

500 pl 1000 pl
1.85 N NaOH 92.5 ul (10 N) 185 ul (10 N)
2- Mercaptoethanol 37 ul 74 ul
20 mM PMSF 50 ul (0.2 M) 100 pl (0.2 M)
bidest Wasser 320. 5 pul 641 ul

4.4.3) Anzucht von Neurospora crassa

4.4.3.1) Medien for Neurospora crassa

Vogel's Minimalmedium N:
[Vogel, H.J. (1964) Am. Naturalist 98, 435]
[Vogel, H.J. (1956) Microb. Genet. Bull. 13, 42 -43]

50x Vogel's (11): Naj citrat x 5 H,O 150 g
KH;PO, (anhyd) 250 g
NH4NO3 100 g

MgSO4 x 7 HZO 10 g
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CaClz X2 HZO 5 g

(seperat in 20 ml H,O vorlosen und langsam zusetzen)
Biotin 2,5 ml
Spurenelemente S ml

- 2-3 ml Chloroform , lagern bei Raumtemperatur

Biotinlosung: - 0,1 mg/ ml Biotin in 50% Ethanol (lagern bei —20°C)
- Zu benutzen innerhalb von 6 Monaten
- (Biotin ist nicht stabil in wassrigen Losungen!)

Spurenelemente (0.1 1): Zitronensiure x 1 HO S5¢g
ZnSO4 x 7 HZO 5 g
Fe(NH4)2(SO4)2 X 6 H20 1 g
CuSO4 x 5 H,O 025¢g
MIlSO4 x 1 HZO 0705 g
H3;BO; 0,05¢g
NazMOO4 X2 HZO 0705 g

- 1 ml Chloroform als Schutz, lagern bei Raumtemperatur

Minimalmedium: 1x Vogel's Salze, 2% Glucose, 0.5% Arginin, 50 ng/ ml Biotin
(Biotin ist das einzige Vitamin. Es wird nicht von Neurospora synthetisiert. Es ist bereits im
50x Vogels enthalten. Da es jedoch nicht toxisch aber instabil ist, wird es nochmals zugefiigt.)

Flissigmedium: - Vogel's and Glucose werden getrennt autoklaviert!
3x Arginine: 1.5 g/ 100 ml 11 15¢
3x Glucose: 6 g/ 100 ml 11: 60g
3x Vogel's: 6 ml/ 100 ml 11: 60 ml
30 ul Biotin/ 100 ml 300 pl
Festmedium:

Ix Vogel's, 2% Glucose, 0.5% Arginin, 50 ng/ ml Biotin, 2% Agar
Vor dem Autoklavieren immer zusétzlich mit Aluminiumfolie zudecken.

Fir Konidien: 100 ml Festmedium in einem 500 ml Erlenmeyergefal3

2g  Glucose
0.5g Arginin
2ml 50x Vogel's
10 ul Biotin

2g  Agar

Fur Slants: - in der Mikrowelle wird das Festmediumsgemisch zum Losen erhitzt
- 2 ml Festmedium/ Reaktionsgefal3
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Fur Racetubes: Ix Vogel's, 0.3% Glucose, 0.5% Arginin, 50 ng/ ml Biotin, 2% Agar
Die niedrigere Glucosekonzentration ist fiir schnelleres Wachstum und
daher bessere Bandenbildung erforderlich (0.3% an Stelle von 2%)
Auch hier in der Mikrowelle zum Losen erhitzen und mit einer Spritze
in die Glasrohrchen (7 ml pro Réhrchen) einfiillen.

Volume (ml) 100 200 300 400 |500 [600 |700 |800 |900 |1000
Glucose (g) 0,3 06 |09 | 12| 15| 1,8 | 21 |24 |27 3
Arginine (g) 0.3 06 |09 | 12 | 15| 1,8 | 21 | 24|27 ]| 3
50x Vogel's (ml) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Biotin (ul) 10 20 30 40 50 60 70 80 19 100
Agar (g) 2 4 6 8 | 10| 12 ] 14 | 16 | 18 | 20
Spezielle Additive:

Selektionsmarker:

Hygromycin B: - Stock 50 mg/ml in Wasser, lagern bei -20°C,

- nach dem Autoklavieren zusetzen
- finale Konzentration 200 pug/ ml

Benomyl: - Stock 0,5 mg/ml in EtOH, DMF etc. 16sen unter milden Erhitzen,
- lagern bei -20°C
- nach dem Autoklavieren zusetzen
- finale Konzentration: 0.5 - 1 ug/ ml
- es ist zu beachten, dass sich die Effektivitat von Benomyl bei
steigender Temperatur erniedrigt. Daher muss bei Experimenten bei
37°C die Benomylkonzentration verdoppelt werden.

Inducer:

Chinasaure: -Stock 1,5 M (ungefahr 30% w/v) in Wasser 16sen, pH Wert auf
ungefahr 6 mit NaOH einstellen, lagern bei -20°C
- finale Konzentration: 1.5x10% M

Supplements fiir auxotrophe Stdmme: (Neurospora Newsletter 4: 21- 25, 1963)

Generell gilt: - 16sen in Wasser, entweder autoklavieren oder Chloroform zusetzen und bei
4°C lagern

- 0.2 - 0.5 mg/ ml Aminosduren

- 10 pg Vitamine

- 0.2 - 0.5 mg/ml Purine, Pyrimidine
Einige der unten genannten Konzentrationen sind hoher als in der Literatur angegeben. Diese
beziehen sich aber auf optimales Wachstum nicht auf Minimalbedingungen. Vor allem in
Kolben sind hohere Konzentrationen fiir Kreuzungen, Keimung oder fiir die Reife notig.




4) Material und Methoden Seite 25

Adenosine (final 0.5 mg/ ml), Adenine sulfat, Adenylsdure, Uracil (final 1 mg/ ml) & Tyrosin
(final 0.4 mg/ml) sind zu unloslich fiir eine konzentrierte Stocklosung.

Anthranilsdure: (= o- Aminobenzoesdure) wird in einer finalen Konzentration von 50 ug/ ml
eingesetzt. Es werden 5 mg/ 100 ml vor dem Autoklavieren hinzugefiigt.

Supplement Menge pro ml Stock Losung ml Stocklosung/ 100 ml Medium
p-Aminobenzoesiure 04 mg 0.5 ml
Cholinchlorid 2.0 L5
Inositol 5.0 1.0
Nicotinamid 5.0 0.2
Ca-pantothenat 1.0 1.0
Pyridoxin HCI 1.0 1.0
Thiamin 1.0 1.0
L-Arginin 40.0 1.25
L-Histidin HCI 25.0 2.0
DL-Homoserin 10.0 2.0
Indol 1.0 2.0
L-Leucin 5.0 4.0
L-Lysin 20.0 2.5
L-Methionin 10.0 5.0
L-Phenylalanin 10.0 2.0
L-Prolin 10.0 5.0
Sulfanilamid 3.4 1.0
L-Threonin 5.0 2.0
L-Arginin & L-Lysin 20.0 & 40.0 2.5
L-Isoleucin & L-Valin 30&70 3.0
Format (Na) 30 1.0
L-Tryptophan 10.0 (titrieren mit NaOH! , pH~11.7!) 5.0
L-Tyrosin 4.0 10.0

Fir unsere Stamme:

T13, G3 (wc-2 Allele): defizient in der Biosynthese von Trp, Anthranilsdure zusetzen
(final: 50 pg/ ml)
His 3 Stimme: defizient in His Biosynthese (Stock: 50 mg/ml, use 1 ml/ 100
ml, final: 0.5 mg/ ml)
Awc-1, aro-9: defizient in Biosynthesis von aromatischen Aminosauren
Stock (mg/ ml) use ml/ 100 ml finale Konzentration (mg/ ml)
Thr (1,92) 5,2 0.1
p- aminobenzoic acid (0,5) 0.4,0.5 0.002
Tyr (4) 10 0.4
Phe (10) 2 0.2

Trp (10) (+NaOH!) 5 0.5
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Andere Medien:
Nelson B Medium:

Das Nelson B Medium ist ein spezielles Medium fiir Slime Mutanten (FGSC no: 1118 &
4761)

Flissigmedium: 7.5% (w/v)  Sorbitol
1.5% (w/v)  Sucrose
Ix Vogel's

Slime- medium (nach Prof. Schliwa, LMU Miinchen):

Volumen (ml) 50 100 150 200
50x Vogel's 1 ml 2 ml 3 ml 4 ml
25x Zucker 2 ml 4 ml 6 ml 8 ml
Nutrient Broth (Difco) [final: 0.75%] 375mg | 750 mg | 1125 mg | 1500 mg
Hefe Extract (Oxoid or Difco) [final: 0.75%] 375mg | 750mg | 1125 mg | 1500 mg
Mannitol [final: 2%] lg 2g 3g 4g
Agar [final: 1.5%] 075¢g 15g 225¢g 3g

Komplettes Medium:

1) Laut FGSC ist das Komplettmedium ein Minimalmedium mit 0. 5% Hefe Extract und 0.5%
N-Z-Case (Sheftield).

Fur "minimale " und "komplette " Slants werden 1% Sucrose und 1% Glycerol als C- Quelle
verwendet und 1.5% Agar.

2) Fir Sorbose Komplettmedium (HY Malling, 1996, NN 9, 13pp) gilt folgendes Rezept:

Agar 15¢g
D-sorbose 15g
Glucose 005¢g
Fructose 005¢g
Hefeextrakt 20 mg
50x Vogel's 2 ml
bidest Wasser auf 100 ml

3) Fur Horowitz Komplettmedium (Ryan 1950, Methods in Medical Research 3, 51pp) sind
anzumischen:

5x Komplette Salze 20 ml Sx Komplette Salze: (1 1)
Glycerol 1.6 ml K tartrate 25¢g
5% Casein hydrolysate 0.5 ml Na nitrate 20¢g
Hefeextrakt 05¢g KH,PO4 S5g
Malzextrakt 05¢g MgSO,4 x 7 H,O 25¢g
bidest Wasser 100 ml NaCl 05g

CaClz X2 HZO 0.5 g
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Kreuzungsmedium: ( Synthetisches Kreuzungsmedium oder SC Medium)

Die Biotinkonzentration wird ca. 100-fach erhoht (das macht wahrscheinlich keinen
Unterschied) und Phosphat wird hier als K;HP04 und KH,POy statt als monobasisches Salz
allein zugesetzt. Dabei ist der pH in diesem Mischungsverhéltnis schon automatisch 6.5 auch
ohne zusétzliche pH Einstellung. Weiteres Vorgehen siehe Kreuzungsprotokoll.

Kreuzungsmedium (Westergaard & Mitchell, 1947):

Sx Westergaard's Salze 100 ml
H,0 400 ml
Sucrose (final 2 %) 10g
Biotin (final 100 ng/ ml) 0,5 ml
Agar (final 1.5 %) 75¢g

- iberpriifen pH 6.5 (gegebenfalls einstellen mit 1 N NaOH)
- nach dem Autoklavieren eventuell triibe, da es prazipitieren kann

S5x Westergaard's Salze (500 ml):

KNO; 2.5 g

KH,PO, 25¢g

MgSO,4 x 7 H,0 125¢g

NaCl 025¢g

CaCl, 025¢g

Spurenelemente 0.25 ml (sieche Minimalmedium)
Plattierungsmedium:

Das Plattierungsmedium enthélt Sorbose, die Neurospora nicht verstoffwechseln kann. Das
schrankt das radiale Wachstum ein und Newrospora wiéchst dadurch in kleinen runden
Kolonien.

Die Platten werden bei RT (18- 23°C) fiir 18 - 24 h inkubiert. Die Kolonien werden unter
einem Binokular gepickt, um zu verhindern, dass sie ineinander wachsen, da die Hyphen
sonst sehr schnell tiberlappen.

Folgende zwei Plattierungsmedien wurden verwendet:

1) 1x Vogel's, 2% D-Sorbose, 0.05% Glucose, 0.05% Fructose, 50 ng/ ml Biotin, 1.5 - 2 %
Agar

2) Fir besonders kleine Kolonien verwendet man SC medium + 1% D-Sorbose, 0.01%
Glucose, 1.5 - 2 % Agar

(Sorbose ist in SC Medium effektiver als in Vogel's Minimalmedium)

Spotting Medium:

Das Spottingmedium ist ein modifiziertes Kreuzungsmedium. Es basiert nur auf Vogel’s
Minimalmedium anstelle von SC. Damit wéchst Neurospora durch den Zusatz von Sorbose
auch hier radial, allerdings etwas starker und schneller als in SC Medium. Fir schnelleres
Wachstum wird zusétzlich bei 32°C fiir 24 h inkubiert.

Ix Vogel's, 0.4% Sucrose, 0.8% D-Sorbose, 1.5% Agar in Petrischalen
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Fries Minimal Medium:

5x Fries salts 20 ml

Sucrose 2g  (final 2%)
Biotin 0,5 mg

Agar 15¢g

Auf 100 ml mit Wasser auffullen.

Sx Fries salts: (11)

NH, tartate 25¢g
NHy nitrate S5¢g
KH,POy, 5¢g
MgSO,x 7H20  25¢
NaCl 05g
CaClz 0.5 g
Spurenelemente 0.5 ml

Conidial Banding Medium:

H,O 100 ml
50x Vogel's 2 ml
Natriumacetate (anhydrous) 1.2 g
5% Casamino acids 0.5 ml
Agar 2g

4.4.3.2) Suspension von Konidien

Vorbereitung:

Die Erlenmeyer Kolben (500 ml) werden mit 100 ml Vogels Minimal Medium (fest) gefullt
und autoclaviert. Optimal ist es, wenn die Kolben kurz vor dem Erkalten geschwenkt werden.
Das erhoht die Oberflache und damit den Anteil an Luftmycel und damit an Konidien.
Weiterhin werden sterile Mulltrichter und steriles Wasser fiir die Ernte vorbereitet.

Wachstum:

Die Stamme werden von einem Slant oder von einer Konidiensuspension an drei Punkten auf
dem Festmedium angeimpft und fiir mindestens 5 Tage und hochstems 3 Wochen inkubiert.
Die kiirzere Inkubationszeit eignet sich besonders fur Transformation von Konidien. Die
langere Inkubationszeit hingegen fir die Lagerung der Konidien bei -20°C, da bei langerem
Wachstum die Konidien voll ausreifen konnen und eine besonders stabile Zellwand besitzen.
Das Wachstum erfolgt bei RT bei Dauerlicht (LL) und optimalerweise bei guter
Luftfeuchtigkeit fiir 2 Wochen.
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Ernte:

Man fiigt ca. 25 — 50 ml destilliertes Wasser [steril!] hinzu und schwenkt die Kolben. Dabei
ist es wichtig ca. 5 bis 10 Minuten zu warten, damit sich die aufgewirbelten Konidien wieder
absetzen konnen und in Wasser resuspendiert werden. Man sollte bei der Ernte von mehreren
verschiedenen Stimmen ca. 15 Minuten dazwischen warten, da sonst Kreuzkontaminationen
durch in die Luft aufgewirbelte Konidien entstehen. Steriles Arbeiten ist sehr wichtig. Daher
arbeitet man an Hypochlorit gesduberten Flichen in der Nahe einer offenen Flamme
(Bunsenbrenner). Die Suspension wird durch einen Mullfilter filtriert, um Mycele und
Medienverunreinigungen abzutrennen. Aullerdem konnen die Konidien mehrfach mit sterilem
Wasser gewaschen werden, wenn erforderlich oder wie bei einer Transformation mit 1M
Sorbose (fiihrt nicht zum Platzen von unreifen Konidien und erhéht somit die Keimfihigkeit).
AnschlieBend  erfolgt eine  Konzentrationsbestimmung.  Entweder erfolgt die
Konzentrationsbestimmung tiber eine OD 420 nm Messung in einem Spektrophotometer oder
uber eine Hefezihlkammer. Letzteres ist zwar genauer, aber auch umstdndlicher. Die
Konidien enthalten normalerweise Carotenoide, so dass eine 1:10 oder 1:100 Verdiinnung bei
420 nm ausgemessen wird. Kleinere Mengen an Konidien konnen tiber sterile Watte in einem
abgeschnittenen Eppendorfgefal3 filtriert werden. Es gilt: eine OD von 1 (OD/ml) entsprechen
ca. 2,86 x 10° Konidien/ ml. Eine exakte Bestimmung ist nur im Hamocytometer moglich, da
verschiedene Stamme (vor allem VVD Allele) unterschiedliche Mengen, einzelne Stamme
(vor allem Albino Mutanten) auch gar kein Carotenoid enthalten.

Die Lagerung erfolgt als Suspension bei -20°C. Das Auftauen erfolgt in handwarmen Wasser
und die Konidien sollten so schnell wie moglich, maximal nach ca. 6 Monaten verwendet
werden. Eine Lagerung und wiederholtes Einfrieren schadet der Keimfahigkeit. Generell ist
ein mehrfaches Wiedereinfrieren moglich.

4.4.3.3) Inocculieren von Fliissigkulturen

Fir ein normales Wachstum verwendet man 1/10 des Volumens einer Konidiensuspension
mit einer OD von 1,6. Das bedeutet 4 OD pro 25 ml. Fir ein langsameres Wachstum
verwendet man nur 2 OD pro 25 ml. Von den VVD Allelen verwendet man generell nur die
Hilfte, da diese eine erhohte Carotenoidmenge enthalten und somit eine scheinbare hohere
OD besitzen.

Das Wachstum erfolgt Standard gemal3 bei 25°C mit 125 rpm in einem Schiittelinkubator bet
normaler Luftfeuchtigkeit und Luftdruck bei Dauerlicht (LL).

4.4.3.4) Mikrokonidien

Referenz: Rossier, Oulevey, Turian, Arch. Microbiol. 91, 345 pp (1973)
Medium:

Verwendet wird ein SC- Medium (synth. Kreuzungsmedium nach Westergaard & Mitchell)
mit 0.5% Sucrose und 2% Agar. Es wird in Glasrohrchen der Abmessung 16 x 150 mm zu je
6 ml eingefuillt. Nach dem Abkiihlen auf ca 60°C wird 60 ul 0,1 M lodoacetate (frisch ! und
steril filtriert)) hinzugefiigt. Danach werden die Glasrohrchen schrag gestellt und mit Watte
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verschlossen. Wenn sie fest sind, konnen sie als Schriagagarrohrchen fiir ca. 1 Woche bet 4°C
gelagert werden. Sie sollten nach Moglichkeit jedoch sofort verwendet werden.

Wachstum:

Die Staimme werden normal beimpft und fur 7- 10 Tage in einem LD 12/12 Zyklus bei 25°C
und sehr guter Luftfeuchtigkeit (einfach die Watte regelmiafBBig befeuchten) angezogen. Mit
einer Impfose kann der Fortschritt der Mikrokonidienbildung unter einem Mikroskop verfolgt
werden. Dabei sollte man keine Makrokonidien berithren. Die Nadel wird in 20 pl Wasser
kurz eingetaucht und nach einigen Tagen kann man kleine Mikrokonidien (kleiner als 1 um
im Durchmesser) beobachten.

Ernte:

Mit ca. 2,5 ml sterilem Wasser werden die Konidien abgespult. Es wird fiir 30- 60 sec
gevortext. AnschlieSend benutzt man einen Millex Durapore 5 um Filter, um Makrokonidien,
Mycelreste, Medienreste etc. von den Mikrokonidien abzutrennen. Dabei ist der Verlust an
Mikrokonidien gering (kleiner 1%) und die Abtrennungseffizienz von Makrokonidien bei
tiber 95%. Somit ist dieses Verfahren sehr gut. Wichtig ist der richtige Filter, so dass die
Mikrokonidien nicht verloren gehen. Einige Filter sind zu ungenau, d.h. die Porengrofle
schwankt zu stark. Diese eignen sich nicht. Hier wurden immer Millipore Filter verwendet.

AnschlieBend werden sie im Hamocytometer gezdhlt. Es sollten 10° - 10® Konidien/ Slant
sein. Eventuell kdnnen sie durch zentrifugieren bei 2000 g autkonzentriert werden (5 min).

Plattieren:

Auf einem Sorboseagar werden die geernteten Konidien ausplattiert (1x Vogels, 2% sorbose,
2% Agar). Es werden ca. 2000 Microkonidien/ Platte ausplattiert. Inkubiert wird bei 34°C.
Die Keimféhigkeit schwankt zwischen 1 - 20%, sie ist also eher niedrig.

Nach 3 bis 5 Tagen konnen einzelne Kolonien gepickt und auf Slants transferiert werden.
Eventuell nicht abgetrennte Makrokonidien haben eine deutlich bessere Keimfahigkeit (volle
Platten, gro3e Kolonien schon nach 1 Tag).

4.4.3.5) 35S- Labelling von Neurospora

Tag 1:
300 ml Minimalmedium werden mit 12 OD angeimpft (schiitteln bei 25°C, LL, 1 d).

Tag 2:
Transferieren der angekeimten Konidien in 300 ml SOy- reduziertes Medium (1/4 normales
50x Vogel's und 3/4 SO4- reduziertes S0x Vogel's). Weiterschiitteln lassen.

Tag 3:
Jetzt wird Radioaktivitdt (5 mCi 35S- SO4) zugesetzt. Das Labeln erfolgt iiber Nacht.
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4.4.3.6) Carotenoidanalyse

Wachstum:
Es werden 1.25 OD in 20 ml angeimpft und fiir ungefdhr 2 d bei 30°C wachsen gelassen.
Extraktion:

In einem Ribolyser (Hybaid) werden die Zellen mit Sand aufgebrochen. Dazu werden 2 ml
Eppendorfgefalle mit 400 mg Sand, 400 mg Glaskigelchen, 500 ul Methanol und 750 pl
Hexan vorbereitet. Das Gewebe wird mit Papiertiichern sorgfiltig getrocknet und pro
Eppendorfgefall wird ca. 0.15 g verwendet. Im Ribolyzer: Speed 6.5, Zeit 45 sec zum
Aufbruch verwenden.

AnschlieBend wird runter zentrifugiert 20 min bei 14 000 rpm.

Quantifizierung:
Die Auswertung erfolgt im Spektrophotometer bei 445 nm.

4.4.3.7) Circadianes Zeitexperiment (Circadian Time Course CTC)

Vorbereitung (Dienstagabend): - 17 Kolbchen (100 ml) mit 25 ml Minimalmedium
- animpfen mit je 4 OD
- Wachstum fiir 24 h bei LL 25°C 125rpm, dann DD
Transfer

Die Mittwoch Donnerstag Freitag
(abends)

T T T T E E E E
Uhrzeit (Uhr) 20 8 20 8 11:14 17 20

Start

15 18 21 24

27 30 33 36

39 42 45 48

T = Transfer
E = Ernte
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Ernteschema (Freitag)

11:00 14:00 17:00 20:00
DD 3 DD 6 DD 9 DD 12
DD 15 DD 18 DD 21 DD 24
DD 27 DD 30 DD 33 DD 36
DD 39 DD 42 DD 45 DD 48

4.4.3.8) Kreuzung von Neurospora crassa

Kreuzungsmedium (Westergaard & Mitchell, 1947):

Sx Westergaard's Salze 100 ml
H,0 400 ml
Sucrose (final 2 %) 10g
Biotin (final 100 ng/ ml) 0,5 ml
Agar (final 1.5 %) 75¢g

- iberpriifen pH 6.5 (gegebenfalls einstellen mit 1 N NaOH)
- nach dem Autoklavieren eventuell triibe, da es prazipitieren

kann
5x Westergaard's Salze (500 ml);
KNO; 2.5 g
KH,PO,4 25¢g
MgSO4 x 7 H20 125¢g
NaCl 025¢g
CaCl, 025¢g
Spurenelemente 0.25 ml (sieche Minimalmedium)

Die fir das Wachstum der beiden Stimme notwendigen Zusétze (z.B. Aminosduren) miissen
zugesetzt werden. Aber hohe Konzentration an Ammonium oder Amino Stickstoff inhibiert
die Kreuzung. Aminoséduren sollten insgesamt niedriger als 0.3 mg/ ml sein, Purine oder
Pyrimidine Supplements sollten ebenfalls auf einem Minimallevel im Kreuzungsmedium
bleiben. Normalerweise wird der Elternstamm mit den wenigsten Anforderungen der
weibliche Stamm und wird zuerst ausplattiert. Russo, et al. (1985 N.N. 32:10-11) haben
zusitzlich die Vogels Salze modifiziert um die NH4NO; Konentration ca. 10-fach zu
erniedrigen. Das so modifizierte Vogels wird ebenfalls als 50x Stock angesetzt.

Kreuzung:

Die Kreuzung wird bei Raumtemperatur (RT), d.h. bei 25°C und im Dunkeln (mit
Aluminiumfolie umwickelt) durchgefiihrt. Bei hoheren Temperaturen entwickeln sich keine
Perithecien. Man benotigt zwei unterschiedliche Kreuzungstypen (,,mating types®), Typ a und
Typ A. Zuerst wird der “weibliche” (“female”) Stamm durch mehrere Punkte auf der Platte
inokkuliert. Dieser bedeckt schon nach 1 bis 2 Tagen die Platte vollstandig. Dann wird der
zweite ,,mannliche” (,,male) Stamm aufgebracht, entweder als Konidiensuspension oder von
einem Slant. Wichtig ist, dass das Kreuzungsmedium sehr hoch in die Petriplatten eingebracht
wird und dass es frisch ist, da der gesamte Versuch recht lange lauft und ansonsten die Platten
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austrocknen. Der zweite ,ménnliche Stamm wird durch ca. 10 Punkte auf die Platte
aufgebracht. Nach ca. 1 Woche sieht man Protoperithecien, die sich bald zu Perithecien
entwickeln. Man wartet bis man die Ascosporen als schwarze Punkte auf der Oberflache des
Petrigefdles sieht. Diese sind zunédchst noch unreif. Man wartet noch ca. 1 bis 2 Wochen.
AnschlieBend werden die Ascosporen durch ca. 1 ml steriles Wasser abgespiilt und auf eine
4% Agarplatte gespilt. Unter einem Mikroskop, oder besser Binokkular werden die Sporen
mit einer Imptnadel gepickt und in Minislants (1ml kleine Schriagagarrohrchen) geerntet. Jetzt
missen sie durch einen Hitzeschock aktiviert werden. Dabei werden gleichzeitig eventuell
kontaminierende Mycele oder Makrosporen abgetotet.

Die Kreuzung 148t sich nun beschleunigen, indem man die Platten zum Zeitpunkt, wo die
ersten Ascosporen auftauchen fiir einige Tage auf 30°C transferiert. Frihestens 18 Tage nach
Beginn der Kreuzung koénnen die Ascosporen gepickt werden. Jedoch auch Wochen spiter ist
dies noch moglich, so dass die Platten mit Parafilm umwickelt sehr lange gelagert werden
konnen.

Auskeimen der Sporen:

Nachdem die Sporen mit Wasser (gegebenenfalls mit 0,1% Agar versetzt) geerntet und auf
eine 4% Agar Platte zum Picken gespult wurden (dabei konnen sie mit einem Drigalski Spatel
verteilt werden, wobei fiir jede Kreuzung ein neuer Spatel verwendet werden sollte) konnen
einzelne Sporen unter dem Binokkular gepickt werden. Nun werden die Minislants fiir 30 bis
40 Minuten in ein 60°C Wasserbad gestellt. In einem Inkubationsofen sind 60 Minuten nétig.
Dabei werden sie zum Auskeimen stimuliert (,,Aktivierung®).

Achtung: Alkoholabflammen t&tet die Ascosporen nicht ab! (Newmeyer et al. 1971 N.N. 18:1

Alternativ konnen die Ascosporen auch auf eine Minimalmediumplatte ausplattiert werden
und dann Hitze aktiviert werden. Das Picken erfolgt nach dem Auskeimen (ca. 20 h spéter, da
sie sehr schnell zuwéchst, da keine Sorbose im Medium enthalten ist) ungeféhr 18 bis 23 h
(20°C), 15 bis 16 h (25°C), 5 bis 7 h (34°C) spiiter.

In Minislants konnen die Stamme zunichst als Stocks eingefroren werden. Dazu die
Minislants vorher beschriften und mit Parafilm umwickeln.

Analyse:

Die Analyse hiangt von der Art der Kreuzung ab und kann erfolgen als Racetube Experiment,
RNA oder Proteinanalyse, weitere Kreuzung oder dhnliches.

Manchmal scheitert eine Kreuzung in SC Medium. Sie sollte dann in Corn Meal Agar (Difco,
without Glucose) wiederholt werden. Generell wird eine Kreuzung immer mehrfach mit
beiden Stammen als mannlich und weiblich angesetzt.

4.4.3.9) Behandlung mit Cycloheximid

Wachstum:

In 100 ml Erlenmeyerkolben wird 25 ml Minimalmedium mit 2 bis 4 OD Einheiten Konidien
angeimpft. Das komplette Experiment sollte innerhalb von 3 Tagen beendet sein.
Normalerweise lasst man die Kulturen fiir ca. 24 h wachsen. Anschlieend fiihrt man
eventuell einen LD Transfer durch und inkubiert fir die angegebene Zeit im Dunkeln (D).
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Danach schlief3t sich die Cycloheximidbehandlung an. Dazu gibt man Cycloheximid in einer
finalen Konzentration von 100 pg/ml ausgehend von einer Stocklosung mit 10 mg/ml (gelost
in Wasser, gelagert bei -20°C) hinzu. Die Stocklosung wird also 1:100 eingesetzt. Nach den
entsprechenden Inkubationszeiten werden die Neurosporazellen geerntet.

4.4.3.10) Neurospora Transformation (Sphaeroblasten Protokoll)

Referenzen:

Schweizer et al. 1981 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5086-5090
Vollmer and Yanofsky 1986 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4869-4873
Orbach et al. 1986 Mol. Cell. Biol. 6:2452-2461

Vorbereiten der Konidien:

Dies kann bereits am Vortag geschehen. Von 7 Tage alten Kulturen (ca. 5 bis 6 500 ml
Kolben) werden die Konidien mit sterilem Wasser geerntet. Die Kolben werden nochmals mit
sterilem Wasser nachgespult und beides wird vereinigt. AnschlieBend werden die
Konidiensuspensionen durch Mull filtriert. Mit Wasser wird auf 100 ml aufgefullt und das
ganze auf zwei 50 ml Falconrohrchen verteilt zum zentrifugieren (3000 rpm fiir S min).

Die Konidien werden in 20 ml sterilem Wasser resuspendiert. Es wird auf 50 ml Wasser
aufgefiillt und nochmals zentrifugiert. Wiederum wird in 20 ml Wasser resuspendiert. Dann
wird eine 1:1000 Verdiinnung in einem Hamocytometer ausgezéhlt bzw. die OD bei 420 nm
bestimmt. Eine OD von 1 entspricht 2.86 x 10° Konidien/ ml. Die Konidien kénnen jetzt bei
4°C fir einen Tag gelagert werden.

Keimung:

In 150 ml Minimalmedium werden 2x 10° Konidien (= 700 OD Einheiten) angeimpft und bei
30°C fur 4 bis 6 h bei 200 bis 300 rpm inkubiert. In regelmifligen Abstinden wird unter
einem Mikroskop der Fortschritt der Keimung verfolgt. Ziel ist es ca. 90% Keimung zu
erreichen. Es wird abgebrochen, wenn einzelne Konidien lange Filamente entwickeln, so dass
die Keimung nicht zu heterogen verlauft. Die Liange der Filamente sollte maximal den
doppelten Durchmesser der Konidien betragen.

AnschlieBend werden die gekeimten Konidien in 50 ml Falconréhrchen geerntet (1500 bis
2000 rpm fiir 10 min). Die Konidien werden gepoolt und in 50 ml Wasser resuspendiert und
nochmals pelletiert. Sie werden insgesamt zweimal gewaschen. AnschlieBend werden sie in
IM Sorbitol gewaschen und in 10 ml 1M Sorbitol resuspendiert. Sie werden dann in einen
sterilen 250 ml Erlenmeyerkolben gegeben. Das totale Volumen betrdgt dann ca. 11 ml.

Sphaeroblastenbildung :

Es werden 4 ml von 5 mg/ml Novozym 234 zugesetzt (unsterilisiertes Pulver in 1 M Sorbitol).
Durch Schwenken wird gemischt. AnschlieBend wird bei 30°C in einem Schittler bei 80 bis
100 rpm fiir 30 bis 60 min inkubiert. Maximal dauert der Vorgang 2 h.

Um den Fortschritt der Sphaeroblastenbildung zu kontrollieren werden 5 pl der
Konidiensyspension auf einem Objektrager mit 5 pl Wasser gemischt. Die Sphaeroblasten
schwellen an und platzen. Wichtig ist nicht iiberzuverdauen. Das schriankt die Lebensfiahigkeit
ein.
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Danach werden die Konidien vorsichtig in ein 50 ml Rohrchen gegeben. Der Kolben wird mit
IM Sorbitol nachgespiilt. Es wird auf 50 ml mit 1M Sorbitol aufgefullt und abzentrifugiert
(1500 rpm fur 10 min). AnschlieBend wird zweimal mit 1M Sorbitol und einmal mit STC
gewaschen. Letztendlich werden die Konidien in 7,5 ml STC, 2 ml PTV und 100 ul DMSO
resuspendiert. Sie werden aliquotiert und zunéchst bei -20°C fur einen Tag, spéter bei -80°C
eingefroren.

Jetzt werden die totale Lebensfahigkeit (auf Sorbitolhaltigem Minimalager) und die %
Sphaeroblasten (auf Minimalager, wo Sphaeroblasten nicht wachsen) bestimmt.

Transformation:

Die Sphaeroblasten werden aufgetaut. EinWiedereinfrieren der Sphaeroblasten ist kein
Problem. In einem sterilem Eppendorfgefal3 werden 1ul DNA (Volumen 1-5 pl) mit 5 pl
Heparin gemischt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Danach werden 100 pl Sphaeroblasten
hinzugefiigt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es wird 1 ml PTC (RT) hinzugefiigt und
vorsichtig gemischt. AnschlieBend wird fir 20 Minuten bei RT inkubiert. Die Mischung wird
in 50°C warmen Topagar gegeben und jeweils 10 ml pro Platte werden ausplattiert. Wichtig
ist eine Kontrolle ohne DNA. Die transformierten Kolonien sollten bei Inkubation bei 30°C
nach 2 Tagen sichtbar sein. Wichtig ist, dass verschiedene DNA- Mengen und verschiedene
Sphaeroblastmengen (100, 200, 500 ul) versucht werden.

Puffer, L.osungen, Medien:

STC: final 500 ml
1 M Sorbitol 91g
50 mM Tris/ HCI (pH 8,0) 25 ml (1M)
50 mM CaCl, 25 ml (1M)
PTC: final 500 ml 100 ml
40% PEG 4000 200 g 40¢g
50 mM Tris/ HCI (pH 8,0) 25 ml (1M) 5 ml (1M)
50 mM CaCl, 25 ml (1M) S ml (1M)
10x FIGS (autoklavieren) 500 ml 100 ml
Sorbose 100 g 20g
Fructose 25¢g 05¢g
Glucose 25¢g 05¢g
Bottom Agar 500 ml
50x Vogels 10 ml
distilled water 440 ml
0.3% Arginin 15g
Agar 75¢g

entsprechende Supplementse hinzufiigen, autoklavieren, abkiihlen auf 50°C und dann
hinzufiigen:

10x FIGS 50 ml
Selectionsmarker
Benomyl 1 ml von 0.5 mg/ ml stock (final 1 ng/ ml)
Hygromycin (200 pg/ ml) 2 ml von 50 mg/ ml stock (fianl 200 pg/ ml)
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Achtung: Die Effektivitdt von Benomyl nimmt mit steigender Temperatur ab. Daher sollte
die Menge bei Experimenten bei 37°C verdoppelt werden.

Top Agar 500 ml
50x Vogels 10 ml
Sorbitol 91g
Agar 14 ¢
dest. Wasser auf 450 ml
Supplements hinzufiigen & autoklavieren, abkiihlen auf 50°C und hinzufiigen:
10x FIGS 50 ml

AnschlieBend aliquotieren in 30- 50 ml in 50 ml tubes und bei 4°C lagern. Wenn es gebraucht
wird, dann wird es kurz in der Mikrowelle erhitzt.

Supplemente:
Benomyl 100 pl/ 50 ml (final 1 pg/ ml)
Hygromycin (200 ug/ ml) nicht in Topagar !
Heparin Stock 5 mg/ ml in STC (frisch!!!)
Regeneration Mix 100 ml
0.5 M MgSO4 x 7 H,0 123 ¢
0.5x Vogel's 1 ml (50x)
2x Sucrose 2g
1x Glucose lg

4.5) Molekularbiologische Methoden

Generell wurde nach den Angaben in Sambrook und Fritsch gearbeitet.

4.5.1) Genomische DNA

Zellaufschlufi:

Etwas tiefgefrorenes Mycel wird in einem vorgekihlten Morser mit einem Pistill mit Sand
unter flussigem Stickstoff aufgerieben. Das Mycelpulver kommt in ein Eppendorfgefal3 mit
250 pl CTAB Puffer und wird fiir 30 min bei 60°C inkubiert.

DNA Extraktion:

Es wird 250 pl Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) hinzugefiigt und 10 min bei RT mit
standigem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wird 10 min bei 2000 g zentrifugiert. Der
Uberstand kommt in ein frisches Eppendorfgefil und wird nochmals mit Chloroform
extrahiert. SchlieBlich wird der Uberstand mit RNaseA (1ul/ml von einem 10 mg/ml Stock)
fur 1 h bet RT oder fiir 30 min bei 37°C behandelt.
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DNA Fillung:

Durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol wird die DNA ausgefillt. Es wird fiir 30 min mit
14 000 rpm bei RT zentrifugiert. Das Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen und schlie3lich
in 10 mM Tris ( ohne EDTA) resuspendiert. Das Volumen betragt ca. 50- 75 pl. Man laf3t
iiber Nacht bei 4°C schiitteln, um das Pellet zu 16sen.

2x CTAB

100 mM Tris/ HC1 pH 7.5 - 8 10ml IM
2% CTAB 2g

1.4 M NaCl 28ml 5SM
20 mM EDTApH 7.5-8 4ml O05M
1% sodium bisulfite lg

100 ml

CTAB: Hexadecyltrimethylammonium
Man mul3 leicht erwdrmen, um das CTAB zu losen. Es bildet auBBerdem viele kleine
Luftblasen. Diese verschwinden, wenn man den Riithrer 5 min abstellt.

4.5.2) RNA Isolation

Wichtig ist es stets Handschuhe zu tragen und RNase freie Reagenzien und Materialien zu
benutzen. Am besten man verwendet frisches abgepacktes Plastikmaterial. Oberflachen und
andere Gefialle werden mit 1% H,O, RNase frei gemacht.

Zellaufschlufi:

Methode 1)

Das gefrorene Mycel wird in einem vorgekiihlten Morser mit etwas Sand unter flissigem
Stickstoff aufgerieben. Das Pulver fiigt man in ein 2 ml Eppendorfgefd mit 450 ul RNA
Extraktionspuffer und 450 pl Phenol. Man vortext und schiittelt bei RT fiir 30 Minuten.
Danach wird fiir 10 min bei 14 000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand wird in ein
neues Eppendorfgefal tberfihrt und mit 450 pl Chloroform: Isoamylalkohol versetzt,
gevortext und fir 5 min geschiittelt. Dann wird nochmals zentrifugiert.

Methode 2)
In ein 2 ml Eppendorfgefal3 (kalt) wird folgendes eingefiillt: etwas Sand, 450 pl Phenol,

450 pl RNA Extraktionspuffer und etwas Mycel. Es sollten noch ca. 500 pl Luft vorhanden
sein. Das Gefal3 wird dicht verschlossen und einem Ribolyser fiir 20 Sekunden bei Stufe 6,5
aufgeschlossen. Eventuell wird der Vorgang wiederholt. Danach wird abzentrifugiert fiir 30
min bei 14 000 rpm bei 4°C. Der klare Uberstand wird in ein neues Eppendorfgefif3
transferiert und mit 450 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gevortext und fiir 5
min geschiittelt. Dann wird nochmals zentrifugiert.



4) Material und Methoden Seite 38

RNA Priizipitation:

Der Uberstand von ungefihr 360 pl wird genommen und mit 40 pl 3M NaAc und 1 ml 100%
Ethanol versetzt. Zur Prazipitation der RNA inkubiert man tiber Nacht bei -20°C oder 1h bei
-70°C. Dann wird bei 14 000 rpm fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird mit kaltem
70% Ethanol gewaschen und in der Speedvac getrocknet (ca. 10 bis 15 min). Das Pellet wird
in 50 bis 100 pl kaltem Wasser resuspendiert und quantifiziert (1:500 verdinnt). Die
Konzentration wird auf 2 pg/ul eingestellt und die RNA bei -70°C gelagert.

RNA Extraktion buffer (100 ml):

4ml 025METDApHS.0

10 ml 1 M Tris/ HCI pH 8.0

40 ml 10% SDS

30ml 2 M NaCl

16 ml Wasser

- evtl. erwdarmen (SDS kann prazipitieren)

4.5.3) PCR

Bei der Polymerase Ketten Reaktion ("Polymerase Chain Reaction: PCR") wird ein DNA
Probenstrang mit Hilfe von entsprechenden Primern amplifiziert. Man unterscheidet 3 Phasen
der PCR. Zunidchst muss der Probenstrang denautiert werden (95°C), danach wird die
entsprechende Annealingtemperatur (richtet sich nach GC Gehalt der Primer und der
Salzkonzentration des Puffers, Standard ca. 50°C) eingestellt. Dabei binden die Primer an die
komplementaren Bereiche des Probenstrangs. AnschlieBend wird durch die entsprechende
Polymerase das Zwischenstiick amplifiziert (72°C). Dies geschieht insgesamt ca. 25 bis 30
fach. AnschlieBend werden in einem letzten Inkubationsschritt (72°C) die Enden der DNA
komplettiert. Die PCR ist beendet und die DNA wird entweder tiber ein Agarose Gel oder mit
Hilfe von NucleoSpin Saulchen aufgereinigt, um die nicht inkorporierten Nukleotide und den
Probenstrang abzutrennen. Mit Hilfe der PCR werden DNA Sequenzen fiir eine Klonierung
amplifiziert, Mutationen eingefiihrt, SWAP Mutanten oder Fusionsproteine hergestellt oder
auch Sonden fiir Northern hergestellt.

Standard Ansatz (100 pl): 1 ng template (1 pl einer 1:100 Verdiinnung)
von midi-prep)
50 pmol Primer (1 pl)

1 upl dNTP-Gemisch (je 10 mM)
10 pl 10x Puffer
1 upl Polymerase (normal: Taq, sonst: Pfu-
Polymerase)
Denaturieren: - zuerst 3' 95°C

- in den Zyklen: 30 sec 95°C
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Annealing: -Temperatur:
- (4+2)-Regel (bis 20 Bp): 4°C pro C/G, 2°C pro A/T, -5°C
- 0,5 - 1 min Annealing

Amplifizierung: - 25 - 30 Zyklen

- Taq: 1 kB pro Minute (+ 1 Minute)
Pfu: 1 kB in 2 min

Enhanced PCR
Eine Enhanced PCR kombiniert die Vorteile von Pfu (niedrige Fehlerrate durch Proof
Reading Aktivitdt) mit der Schnelligkeit der Taq Polymerase. Dabei werden spezielle

Polymerasen oder aber auch ein Pfu/ Taq Gemisch verwendet.

Herkulase (Stratagene): 0,1 -48 kB, [Pfu, PfuTurbo PCR enhancing factor, Taq 2000]

Komponente Kleiner als 10 kB GroBer als 10 kB GC-reich

10x buffer Sul Sul Sul

dNTP's (25 mM each) |0.5 ul 1 ul 0.5 ul

Template

Genomic 100 - 250 ng 250 - 1000 ng 100 - 250 ng

Other 1-15ng 15 - 60 ng 1-15ng

Primer 1 100 ng 200 ng 100 ng

Primer 2 100 ng 200 ng 100 ng

DMSO - 0, 0-3, 3-6, 5-7 %/|4-8% (testen!)
(testen!)

Water auf 50 pl auf 50 pl auf 50 pl

Herculase (5 U/ ul) 0.5 ul 1 ul 0.5 ul

Die Taq Polymerase hat die hochste Prozessivitit, aber keine Proofreading Aktivitdt. Andere
Polymerasen haben Proofreading Aktivitédt, aber schlechtere Prozessivitdt (Pgo, Pwo, Vent,
am besten Pfu).

Ein Problem konnen auch stabile Sekundarstrukturen, hoher GC-Gehalt in genomischer DNA
etc. sein (Zusatz von DMSO etc.).

Fiur die Klonierung aus ¢cDNA-Banken oder genomic libraries empfiehlt sich daher der
Einsatz spezieller Polymerasen (punktmutierte Taq, Deep Vent) oder am besten Gemische
verschiedener Polymerasen.

Beispiele: Herkulase (Taq und Pfu) Stratagene
For GC rich (Taq und Pgo) Roche

Herkulase (Stratagene): 0,1 -48 kB
[Pfu, PfuTurbo PCR enhancing factor, Taq 2000]
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Template:

Genomic DNA sollte niemals eingefroren werden. Am besten man lagert sie bei 4°C. Auch
sollte sie nicht auf und ab pipettiert werden, da durch die auftretenden Scherkrifte die DNA
fragmentiert wird.

Ist das gewiinschte Produkt kleiner als 10 kB gentigen 100 bis 200 ng als template. Sonst setzt
man bis zu 1 ug ein.

DMSO:

Der Einsatz von DMSO empfiehlt sich bei GC-reichen templates. Die Menge richtet sich nach
dem gewlnschten Produkt und nach dem GC Gehalt des templates.

Ist das Produkt kleiner als 23 kB so geniigen O bis 3% DMSO, fiir langere Produkte 3 bis 6 %
DMSO. Bei sehr GC- haltigen templates verwendet man 4 bis 8% DMSO.

dNTP's:

Ist das Produkt kleiner als 10 kB gentigen 200 pM pro Primer sonst 500 uM.

Enzyme:

Normalerweise gentigen 2,5 U pro 50 ul Reaktion. Es kann auf 5 U erhoht werden, bei sehr
langen templates z.B..

Denaturierung:
Normalerweise geniigen 92°C. Bei sehr GC- reichen templates bis zu 98°C.

Kettenverlingerung:

Man rechnet mit 1 kB/min bei Taq Polymerase und 2 min pro kB bei Pfu Polymerase.
Insgesamt nicht langer als 1h. Die Temperatur betragt 72°C. Sind die templates langer als

10 kB dann 68°C mit Ausnahme von GC- reichen templates.

4.5.4) PCR aus Neurospora Konidien

Referenz:
Ferreira et al:, Fungal Genetic Newsletter 43, 25 pp (1995)

Mit einer Nadel werden Sporen von einem Slant geerntet und in ein leeres Eppendorfgefal3
gegeben. Zusammen mit einem Becher Wasser werden die Sporen in der Mikrowelle (700W)
fur 5 min erhitzt. Dann werden 30 pl TE (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM ETDA)
dazugegeben und gevortext. AnschlieBend wird 5 min bei 14 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird in ein frisches Eppendorfgefil gegeben und 5 pml davon in einer 50 ul PCR
eingesetzt.
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4.5.5) In vitro Transkription und Translation

Transkription:

Sx transcription buffer 10 ul

100 mM DTT 5ul

RNasin 1.8 ul (50U)
10 mM ATP 2.5ul

10 mM CTP 2.5ul

10 mM UTP 2.5ul

1 mM GTP 2.5ul

5 mM m7G(5)ppp(5)G Sul

midi- DNA (nicht RNase behandelt) 5 (10) pul
SP6 Polymerase 0.8 ul
bidest. sterile water 12.4 (7.4) ul

50 pl

Es wird bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Danach wird eventuell nochmals 0,8 pl SP-
Polymerase hinzugefiigt und nochmals fur eine Stunde inkubiert. Dann wird die DNA durch
Zugabe von 6 ul 10 M LiCl und 200 ul EtOH fiir 30 min bei -70°C prazipitiert.

Anschliefend wird fiir 30 min bei 14000 rpm bei 4°C zentrifugiert und das Pellet wird mit
kaltem 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird bei 37°C fir 5 min getrocknet und in 20 pl
Wasser mit 1,5 pl RNasin als Inhibitor fiir RNasen aufgelost.

Translation

geloste RNA 21.5 ul
AA-mix (-Met) 1 mM 1.2 ul
35S- Met (>1000 Ci/ mmol, 10 Ci/ ml) 10 ul
Wasser 17.3 pl
Retikulozytenlysate (Promega) 50 pl

Das Lysat wird in der Hand aufgetaut und sofort in Eis gegeben. Es sollte niemals ofter als
zweimal aufgetaut werden und nicht in Trockeneis gelagert werden.

Es wird fiir 1 h bei 30°C inkubiert. Danach gibt man 29 ul Stop Mix (21 pul 1,5 M Sucrose
und 8 ul Chase) hinzu. Es wird aliquitiert und eingefroren. Fir ein Testgel verwendet man 1
bis 2 ul.

4.5.6) TNT Transkription & Translation

Das Lysat wird in der Hand aufgetaut und sofort auf Eis gestellt. Es sollte nicht mehr als 2x
aufgetaut werden.

DNA template 0.5 pg/ ul (no RNase !) 2 ul
bidest sterile water 16 ul
RNasin (40 U/ ul) 1 ul

TNT buffer 2 ul
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AA (- Met) | mM 1 ul
35S- Met (>1000 C/ mmol, 10 mCi/ ml) 2 ul
TNT RNA Polymerase (SP6, T3 or T7) 1 upl
TNT reticulocyte lysate 25 ul
50 ul

Dann wird fiir 90 min bei 30°C inkubiert. Danach wird aliquotiert und in fliisssigem Stickstoff
eingefroren. Fur ein Testgel werden 1 oder 2 ul verwendet.

4.5.7) RNA Gel

Als RNA Ladepuffer ist folgende Mischung vorzubereiten:

1 Spur 10 Spuren 15 Spuren 40 Spuren
5x formaldehyde running 2 ul 20 pl 30 ul 80 ul
formaldehyde 3.5ul 35 ul 52.5ul 140 pl
formamide 10 ul 100 pl 150 pl 400 pl
formaldehyde loading buffer 2 pl 20 pl 30 ul 80 ul
EtBr 1 upl 10 ul 15 ul 40 ul

18.5 ul 185 pul 277,5 ul 740 pl

Jeweils 6 ul RNA (12 pg) mit 24 pl Ladepuffer mischen und fiir 3 min bei 70°C inkubieren.
Das zerstort die Sekundirstrukturen. Danach fir 2 min auf Eis inkubieren und das Gel
beladen. Es lauft 4 h bei 70 V oder uber Nacht bei 20 V.

20x MOPS (1 1)

924¢g MOPS Pufferan (Roth 6979.2)
333 ml 3 M NaAc
40 ml 0.5 MEDTA pH 8.0

pH auf 7.0 mit NaOH einstellen

Gel (Northern) 1 gel, 1% (120 ml)
Agarose 12g

H20 (DEPC) 75 ml

5x formaldehyde running 24 ml
Formaldehyd 21.5ml

EtBr 1 ul

Zuerst die Agarose schmelzen und auf 65°C abkiihlen. Danach das Formaldehyd zusetzen und
das Gel gief3en.

S5x formaldehyde running buffer 300 ml
0.1 M MOPS 6.18¢g
40 mM NaAc 1.63 g

- pH auf 7.0 einstellen
5 mM EDTA 3 ml (0.5M)
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4.5.8) Northern Blot

Das Gel wird zweimal fiir 15 min in 20x SSC gespiilt und dann auf eine positiv geladene
Nylon- oder Nitricellulosemembran geblottet. Der Vorgang dauert 16 bis 20 h.

20x SSC 11 21
NaCl 1753 g 3506 g
Na-citrate 882¢ 176.4 g
pH7.0

Die Membran wird kurz in 2x SSC abgespult und bei 80°C fiir 15 bis 30 min getrocknet.
Danach wird ein UV Crosslink (90 sec) durchgefiihrt.
AnschlieBend wird prehybridisiert fir 30 min bei 60 bis 65°C.

100 ml 50x Denhardts

250 ml formamide

25 ml 1 M Tris, pH 7.5

292¢ NaCl

05¢g Na- pyrophosphate

Sml 10 mg/ml denaturierte Lachssperma DNA
90 ml Wasser

500 ml (bei -20°C gelagert)

Riboprobe:

02-1pg geschnittene DNA

4 ul Sx transcription buffer
2 ul 0.1 MDTT
0.6 ul RNasin
4 ul 2.5 mM dNTP mix (ATP, CTP, GTP)
2.4 ul 0.1 mM UTP
4l a- **p- UTP
auf 19 pul mit Wasser auffiillen
1 ul RNA Pol

Fir 1 h bei 37°C inkubieren.

Die Riboprobe wird tber ein Siulchen (Stratagene Nuc Trap Column Kat Nr. 400701)
gereinigt. Dazu wird das Séulchen mit 70 pl STE gespiilt. Die Probe wird mit STE auf 70 pl
verdinnt und auf das Saulchen gegeben und durchgedriickt. Es werden nochmals 70 pul STE
durchgedriickt und mit den ersten vereinigt. Danach wird gezahlt.

STE: 100 ml

100 mM NaCl 2ml (5 M)
20mM TrispH 7.5 2 ml (1 M)
10 mM ETDA 2 ml (0.5 M)
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Zum Hybridisieren wird die Probe mit 1 bis 2,5 x 106 cpm/ml zugefiigt und tiber Nacht
inkubiert. Danach wird die Membran zweimal fiir 15 min bei RT mit 2xSSC, 0,1% SDS
gewaschen und zweimal bei 68°C fir 15 min mit 0,2xSCC, 0,1% SDS.

Eventuell ist nochmal mit niedriger Salzkonzentration bei hoheren Temperaturen zu waschen.
Dann wird ein Film bei -70°C inkubiert. Der Blot wird bei -20°C gelagert.

4.6) Zellbiologische Methoden

4.6.1) Immunfluoreszenz fiir slime-Mutante (Neurospora crassa)

Anzucht der Zellen:
Die slime-Mutanten benédtigen spezielles Medium. Verwendet wird Nelson's Medium B
(Nelson et al., 1975). Es sind verschiedene Varianten der Aufzucht moglich:

1: auf Coverslip tiber Nacht ( Medium mit 10% Gelatine versetzen)
2: auf Coverslip iiber Nacht ( poly-L-Lysin beschichtet: 1 mg/ml)
3: auf Nitrocellulose-Membran (besser PVDF-Fluorotrans Membran)

4.6.2) Fraktionierung von Neurospora crassa

Referenz: Original: Baum, Giles (1985) J. Mol. Biol. 182, 79-89

Vorbereitung:

250 ml Minimalmedium werden mit 40 OD Einheiten angeimpft und fiir 3 Tage abgezogen.
Unter Vakuum werden die Zellen geerntet und in fliilssigem Stickstoff eingefroren. Das
Material wird bei -70°C gelagert. Fir den Aufschlul3 verwendet man einen mit fliisssigem
Stickstoff gekiihlten Morser mit Pistill. Die Puffer sind auf Eis gekthlt und mit frischen
Inhibitoren versetzt.

2 Prep's 4 Prep's 6 Prep's 10 Prep's
Buffer [30ml +15 plLeu {60 ml +30 pl Leu |90 ml +45 pl Leu | 150 ml +75 pul Leu
A 15 pl Pep 30 ul Pep 45 ul Pep 75 ul Pep
150 pl PMSF 300 pl PMSF 450 pl PMSF 750 ul PMSF
90 ul DTT 180 pl DTT 270 ul DTT 450 ul DTT
Buffer |55ml +28 ulLeu |110 ml +55 pl Leu | 165 ml +83 ul Leu [275 ml138 pl Leu
B 28 ul Pep 55 ul Pep 83 ul Pep 138 ul Pep
280 ul PMSF 550 pl PMSF 830 ul PMSF 1.38 ml PMSF
Step 10ml +5plLeu [20ml +10 pl Leu {30 ml +15 ulLeu |50 ml +25 pl Leu
5 ul Pep 10 pl Pep 15 pl Pep 25 ul Pep
50 ul PMSF 100 pl PMSF 150 pl PMSF 250 pul PMSF
10 ul DTT 20 ul DTT 30 ul DTT 50 ul DTT
Storage |[1ml +1pulLleu |2ml  +2ulLeu
1 ul Pep 2 ul Pep
10 ul PMSF 20 ul PMSF
3ulDTT 6 ul DTT
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Fir den Gradienten wird Puffer A und Puffer B im Verhéltnis 1:1,7 gemischt.

2 Prep's 4 Prep's 6 Prep's 10 Prep's
Buffer A 13 ml 26 ml 40 ml 65 ml
Buffer B 22.1ml 44.2 ml 68 ml 110.5 ml
1:1.7 mix 35.1 ml 70.2 ml 108 ml 175.5 ml

Das aufgeriebene Mycelpulver wird in ein Gefia3 mit 8 ml Puffer A (eisgekiihlt) gegeben und
resuspendiert. Es wird durch mehrere Lagen Mull filtriert. Danach wird das doppelte
Volumen an Puffer B hinzugefiigt. Dies geschieht sehr langsam und unter Riihren.

Danach kommt das Ganze auf 5 ml Gradient bestehend aus A:B wie 1:1,7. Es wird
zentrifugiert.

SureSpin 630 | Supernatant Pellet
Zelltrimmer 7 14°C |3000xg | 1400 rpm = Total Homogenate | verwerfen
Fraktionierung | 15" |4°C [9400xg | 7000 rpm Cytosol Nuclei

Total Homogenat:

Es wird ein 1- 1.5 ml Aliquot sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir den Bradfordtest
werden 10 ul auf 100 pl verdiinnt und 5 und 10 pl eingesetzt.

Der Rest wird auf den Stufengradienten gegeben.

Cytosol:

Es werden zwei 1.5 ml Aliquots sofort in flussigem Stickstoff eingefroren. Fir den
Bradfordtest werden 20 pl auf 100 pl verdiinnt und 10 ul eingesetzt.

Kerne:

Sie werden in 200 pl Kernresuspendionspufter resuspendiert oder direkt mit bPEX extrahiert,
aliquotiert und eingefroren. Fur den Bradfordtest werden 5 pl auf 100 pl verdinnt und 5 und
10 pl gemessen.

Cytosol

verwerfen

Keme
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Inhibitoren fuir die Fraktionierung:

Inhibitoren Stock verwenden
Leupeptin ~ [10 pg/ml] |2 mg/ml (H,0) Lagern bei —20°C 1:2000
Pepstatin A [10 ug/ml] |2 mg/ml (EtOH) |Lagern bei —20°C 1:2000
PMSF 1 mM [MW 174,2] |34 mg/ml (EtOH) |Immer frisch! 1:200
Puffer A 100 ml {200 ml Puffer B 100 ml 200 ml
1 M Sorbitol 182¢g 364¢g
7 % (w/v) Ficoll |7 g l4g
200 %  (v/v)[20ml 40 ml 10 %  (v/v)[10ml 10 ml
Glycerol Glycerol
50 mM Tris (pH|S ml [1|10 ml [1]|25 mM Tris (pH|2,5 ml [1|5ml[]l M]
7,5) M] M] 7,5) M]
5 mM MgAc I ml [0,5(2 ml [0,5|5 mM MgAc I ml [0,5(2 ml [0,5
M] M] M] M]
5 mM EGTA 1 ml [0,5(2 ml [0,5|5mM EGTA I ml [0,5(2 ml [0,5
M] M] M] M]
3 mM CaCl, 300 ul|600 ul
[1M] [1M]
3 mM DTT
Stepgradient |40 ml Storage buffer 10 ml
1 M Sucrose |13,7 g 25 %  (v/v)[2.5ml
Glycerol
10 % (v/v)|[4ml 25 mM Tris (pH|[250 pl [1 M]
Glycerol 7,5)
25 mM Tris|1ml[1M] |5 mM MgAc 100 ul [0,5 M]
(pH 7,5)
5 mM MgAc (400 ul [0,5]0,1 mM EDTA |2 ul [0,5 M]
M]
1 mM DTT 3 mM DTT
4.6.3) Kernextrakte

Die Kernextrakte werden entweder mit dem Puffer fur Totalextrakte bPEX oder aber mit
folgendem Puffer gemacht. Dieser ist dem bPEX Puffer dhnlich:
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10 ml Frisch
20 % (w/v) Glycerol 2 ml
50 mM Hepes (pH 7,4) 500 pl (1 M)
137 mM NaCl 274 ul (5 M)
12.5 mM MgCl12 125 ul (1IM)
0.1 mM ETDA 20 ul (0.5 M)
1.5 mM DTT 1.5 pl/ ml (stock 1 M)
1 mM PMSF 10 pl/ ml (stock 0.1 M: 17
mg/ml)
1 pg/ml Leupeptin 1 ul/ ml (stock 1 mg/ ml)
1 pg/ ml Pepstatin A 1 ul/ ml (stock 1 mg/ ml)

Kritisch ist die schnelle Isolation der Kerne, da sonst einige Proteine, wie z.B.
Transkriptionsfaktoren wahrend der Fraktionierung verloren gehen. In niedrig
Salzbedingungen (150 mM) werden weniger Kernproteine extrahiert. Allerdings handelt es
sich bei den nicht extrahierten Proteinen meist um unspezifisch an die DNA bindende
Proteine.

Unter Hochsalzbedingungen (400 mM) werden sehr viel mehr Kernproteine extrahiert. Fiir

1 mg Kerne verwendet man 50 bis 100 pl Kernextraktionspuffer. Die Kerne werden
vorsichtig abzentrifugiert und in dem Extraktionspuffer resuspendiert, gevortext und fiir 30
min unter stdndigem Vortexen bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird abzentrifugiert und der
Extrakt wird in ein frisches Eppendorfgefal3 iberfiihrt.

4.7) Proteinbiochemische Methoden

4.7.1) Verwendete Antikorper

a-FRQ selbst hergestellter monoklonaler Antikorper 3G11

sowie fur IP’s selbst hergestellte Peptidantikérper gegen N- und C-Terminus
a-WC-1 kommerzieller Peptidantikorper der Firma Pineda (Kaninchen)
a-WC-2 selbst hergestellter polyklonaler Antikérper gegen GST-WC-2 (Kaninchen)
a-VVD kommerzieller Peptidantikorper der Firma Pineda (Kaninchen)

4.7.2) Herstellung der Antikorper

4.7.2.1) Herstellung des Antigens: Reinigung von Inclusion bodies

Wachstum von E. Coli:

400 ml Medium werden von einer Vorkultur angeimpft. Bei einer OD von 0,5 wird induziert.
Vor der Induktion werden 1 ml Zellen abgenommen und pelletiert. Es wird 2 h induziert bei
37°C. Dann werden die Zellen in einem JA 10 Rotor mit 6000 rpm fiir 10 min geerntet.

Von nun an werden alle Schritte bei 4°C durchgefiihrt.
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Lyse:

Die Zellen werden in 10 ml Wasser resuspendiert. Ein Aliquot von 25 pl (+185 ul Wasser
+70 pl 4x Lammli, 15 pl fur das Gel) wird abgenommen. Es werden 10 ml 2x Lysepuffer und
0,1 mg/ml Lysozym zugefligt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.

Ultraschall:

Es wird mit Ultraschall behandelt: 12x 10 sec bei Level 4, 80% duty bei 0°C. Danach werden
2 ml 5 M NaCl hinzugefiigt und 25 min im JA20 Rotor bei 15 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird aufgehoben. Das Pellet wird in 20 ml Losung 2 resuspendiert. Ein Aliquot
vob 50 ul mit 160 pl Wasser und 70 pl 4x Laemmli wird genommen. Davon werden 15 pl fiir
das Gel verwendet.

Losung 2: 400 pl 1M Tris, pH 7,4
80 ul 0,25 MEDTA
100 ul 0,2 M PMSF
1ml 20% Triton X-100
(I1ml 1MDTT)
mit Wasser auf 20 ml auffillen

Danach wird nochmal mit Ultraschall behandelt: 3x 10 sec bei Level 5, 40% duty. Es wird 30
min im JA20 Rotor bei 15 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird aufgehoben. Das Pellet
wird in 20 ml Losung 3 resuspendiert. Ein Aliquot von 50 ul mit 160 pl Wasser und 70 pl 4x
Laemmli wird genommen. Davon werden 15 pl fiir das Gel verwendet.

Losung 3: wie Losung 2, aber nur 100 pl von 20% Triton X-100 an Stelle von 1 ml

Danach wird wieder mit Ultraschall behandelt: 3x 10 sec bei Level 5 mit 40% Duty.

Dann wird abzentrifugiert fiir 30 min im JA20 Rotor bei 15 000 rpm. Der Uberstand wird
aufgehoben. Das Pellet wird in 20 ml Losung 4 resuspendiert. Es wird ein Aliquot von 50 ul
mit 160 ul Wasser und 70 pl 4x Laemmli genommen. Davon kommen 15 pl auf das Gel.

Losung 4: wie Losung 2, aber ohne Triton X-100

Danach wird nochmals mit Ultraschall behandelt: 3x 10 sec bei Level 5 mit 40% Duty. Es
wird abzentrifugiert fiir 30 min im JA20 Rotor bei 15 000 rpm. Der Uberstand wird
aufgehoben. Das Pellet wird in 1 ml Losung 5 resuspendiert. Es wird ein Aliquot von 10 pl
mit 200 pul Wasser und 70 pl 4x Laemmli genommen. Fiir das Gel werden S, 10 und 40 ul
eingesetzt.

Losung 5: 7M  Urea 42¢
50 mMTris, pH 7,4 0,5ml 1M
(50 mM DTT 0,5 ml 1M)
- mit Wasser auf 10 ml auffillen
+ PMSF
+ Pepstatin A

+ Leupeptin
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2x lysis buffer: 20 mM Natriumphosphat, pH 7,2 2ml 0,2 M
60 mM Natriumchlorid 0,6 ml 2M
0,5 % Tween 20 0,lg
20 mM [3- mercaptoethanol 28 ul
20 mM EDTA 1,6 ml 0,25 M
20 mM EGTA 1,6 ml 0,25 M

- mit Wasser auf 20 ml auffiillen
- pH auf 7,0 mit NaOH/ HCl einstellen

4.7.2.2) Injektion der Hasen

Das Antigen liegt auf Nitrocellulose vor (~600 pg/ Spur). Der Blot ist trocken. Es werden 6
Banden ausgeschnitten und in hochqualitativen DMSO (250 pl) durch vortexen gelost. Es
werden 250 pl inkomplettes Freud’s Adjuvans hinzugefiigt. Fur die erste Injektion werden
250 pl Titermax verwendet. Der Hase wird injiziert. Nach 10 Tagen wird er aus der Ohrvene
geblutet. Dazu werden die Haare vom Ohr entfernt und Xylol daraufgegeben, um die Venen
zu vergroBern. Die Vene wird mit einem Skalpell angeschnitten und 25 ml Blut werden
aufgefangen.

Man lasst das Blut bei RT fiir mindestens 2 h stehen oder aber iiber Nacht bei 4°C. Danach
wird zentrifugiert in einem JA20 Rotor bei 5000 rpm fiir 5 min. Der Uberstand wird nochmals
12 min bei 12 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird fiir 20 min auf 56°C erhitzt, auf
Raumtemperatur abgekiihlt und bei -20°C bis zur Affinitdtsaufreinigung gelagert.

Der Hase wird nach 6 Wochen nochmals injiziert.

4.7.3) Peptidkopplung via Maleimide aktivatiertem Carrier Protein

Verwendet wird Imject Maleimide aktiviertes Carrierprotein (Pierce Kat Nr. 77 105) mit
MACP oder KLH. Wichtig ist, dass das Peptid ein freies Cys am N oder C Terminus besitzt.
Alle Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Es werden 5 mg Peptid in 200 — 500 ul 50 mM Kaliumphosphat pH 7,2 gelost. Die
Konzentration sollte 4 bis 10 mg/ml betragen. Ein 20 ul Aliquot wird abgenommen. Falls das
Peptid nicht loslich ist werden bis zu 30% DMSO zugefiigt oder es wird in 1 mM HCI gelost
und der Puffer spiter zugefligt.

Es werden 2 mg MCAP in 200 ul Wasser rekonstituiert. Das kann einige Zeit dauern. Die
Konzentration sollte 10 mg/ml sein. Ein 1 pl Aliquot wird abgenommen. Beides wird
gemischt und fir 2 h bei 25°C inkubiert. Es wird ein 20 pl Aliquot abgenommen. Die
Kopplungseffizienz wird mit einem Ellman’s Test tberpriift.

Das Konjugat wird tiber eine PD10 Saule in 20 mM Kaliumphosphat pH 7,2 mit 100 mM
NaCl gereinigt. Es werden 10 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Der Proteingehalt wird mittels
Bradford (5 pl Fraktion und 20 ul Bradford) tiberpriift. Die proteinhaltigen Fraktionen werden
gepoolt. Meist sind dies die Fraktionen 5 bis 7. In 400 ul Portionen wird das Ganze bei -20°C
bzw. bei -70°C gelagert.

Fir die Kopplungseftizienz sollte mindestens eine 10 bis 15% Reduktion im Ellman’s Test
gemessen werden.
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4.7.4) Peptidkopplung via Bisdiazobenzidine

Dieses koppelt an Tyr, Lys oder His.
Herstellen von Bisdiazobenzidine:

Benzidin (Sigma B 3383) wird in 0,2M HCI zu 5 mg/ml gelost. Es werden pro ml 3,5 mg
NaNO; zugesetzt und 2 h bei 4°C geschiittelt. Es entwickelt sich eine gelbe Farbe.

Kopplung:

2,5 mg des Carrierproteins werden in 10 ml Boratpuffer (0,16 M Borat pH 9, 0,13M NaCl)
gelost. Das Peptid wird in einem molarem Verhéltnis von 1:30 oder 1:40 zugefiigt.

Dann werden 100ul Bisdiazobenzidin hinzugefiigt und man schuttelt 2 h. Der pH muss 9
betragen!

Eine gelbe Farbe entwickelt sich. Dann wird gegen PBS/NaCl dialysiert oder eine PD10 Saule
verwendet. Die Effizienz der Kopplung sollte 45-60% betragen.

4.7.5) Affinitycolumn (Biogel/ BioRad)

Biogel koppelt an alle Proteine unabhidngig von ihrem pl. Das Koppeln geht spontan in
wissriger oder nicht wassriger Losung. Die Matrix besteht aus N-Hydroxy-Succinimide Ester
von gecrosslinkter Agarose.

Der Vorteil ist, dass eine kovalente Amidbindung mit dem C-Terminus des Spacers gebildet
wird. Diese ist stabil in chaotropen Regenzien und im pH 2 bis 11. Das Koppeln ist sehr milde
und 30 min reichen meistens aus, nach 4 h ist das Koppeln vollstindig verlaufen. Die
Kapazitat ist sehr hoch, bis zu 35 mg Protein pro ml Gel. Die Kopplungseffizienz hangt vom
pH Wert und von der Salzkonzentration im Puffer und dem pl des Proteins ab. Am besten
verlauft die Kopplung, wenn der pH ungefdhr dem pl entspricht. Da der Antikérper so
kovalent an eine Matrix gebunden werden kann ist eine Affinititsaufreinigung mit starkeren
Elutionsbedingungen moglich.

Affigel 10 ist neutral und besitzt einen 10 atomigen Spacerarm. Am besten werden neutrale
Proteine (pl 6,5 bis 7,5) gebunden. Wahrend der Kopplung lauft eine partielle Hydrolyse ab,
so dass Affigel 10 danach leicht negativ geladen ist. Bei physiologischem pH koppelt Affigel
10 14% von BSA (20 mg/ml Gel in 1,5 ml Totalvolumen) mit einem pl von 4,9 und 90% von
menschlischem IgG mit einem pl von 5,8 bis 7,3.

Affigel 15 ist kationisch und besitzt einen 15 atomigen Spacerarm. Es koppelt besser an saure
Proteine bei physiologischem pH. Am besten der pl liegt unter 6,5.

Wichtig ist, dass die Bindung tiber eine freie Aminogruppe erfolgt. Demnach storen jegliche
Art von Aminen und auch freie Sulthydrylgruppen die Kopplung. Demnach sollte der Puffer
kein Tris, Glycin oder DTT enthalten.

Affigel kann mit milden chaotropen Reagenzien wie 1M NaSCN oder 1M Harnstoff, mit
Salzen wie 1 M NaCl oder mit Detergenzien wie 0,5% Triton X 100 gewaschen werden.

Firr die Elutionsstrategien gelten zwei Uberlegungen: 1. Die Ausbeute maximieren und dabei
die partielle Denaturierung in Kauf nehmen oder 2. Die Aktivitidt des Proteins maximieren
und dabei Verluste in der Menge in Kauf nehmen.
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Zumeist wird eluiert mit Saure also Glycin/HCI pH 2,5 oder Natriumcitrat pH 2,5. Es ist
jedoch auch moglich mit Basen oder chaotropen Reagenzien zu eluieren

Kopplungsprotokoll

1 ml Gelslurry wird 3 mal mit 1 ml kaltem destilliertem Wasser gewaschen und mit bis zu

30 mg Protein inkubiert. Der optimale Puffer ist 10 bis 100 mM HEPES, MOPS oder POPSO
bei physiologischen pH. Die Bindung ist nach spatestens 4 h komplett. Es werden 0,1 ml 1M
Ethanolamin hinzugefiigt und nochmals 1 h geschiittelt. Das blockiert die iibrigen aktiven
Estergruppen. Danach wird mit den Puffern gewaschen die auch fiir die Elution verwendet
werden sollen. Das Waschen erfolgte mit 2 ml / min. Hier waren dies :

1.10mM  Tris/ HCL, pH 7.5 15 ml
2. 100 mM Citrat/ HCL, pH 4.0 15 ml
3. 100 mM Glycin/ HCI, pH 2.5 15 ml
4.10mM  Tris/ HCI, pH 8.8 15 ml pH des Eluats: ~7-9
5. 100 mM  Na-phosphate, pH 11.5 15 ml
6. 10mM  Tris/ HCL pH 7.5 15 ml

Danach konnte die Probe aufgetragen und eluiert werden. Dies erfolgt mit 1 ml/ min. Die
Lagerung der Saule erfolgt in 10 mM  Tris/ HCI, pH 7.5 + 0.02% Na-azide.

4.7.6) Affinititsaufreinigung der Antikorper

Zunichst wird die Saule gewaschen mit 4 ml/ min.

1. 10 mM Tris/ HCL pH 7.5 10 ml
2.100mM  Glycin/ HCI, pH 2.5 10 ml
3. 10 mM Tris/ HCL, pH 8.8 10 ml pH des Eluats: ~7-9
4.100mM  Na-phosphate, pH 11.5 10 ml
5. 10 mM Tris/ HCL pH 7.5 10 ml

Danach wird das Serum fiir den Auftrag vorbereitet. Das Gesamtvolumen ist 20 ml.

4ml Serum

16 ml 10 mM Tris/ HCI, pH 7.5

100 ul 0.2 M PMSF (34 mg/ ml)

80 ul  0.25 M EDTA, pH 8.0

160 ul 0.25 M EGTA, pH 8.0

20 ul  Leupeptin (1 mg/ ml)

20 ul  Pepstatin A (1 mg/ ml)

10 ul  o- Phenanthrolin (1 M)

Das Ganze wird mit 1 ml/ min dreimal iiber die Saule gegeben. Vorher und nachher wird ein
Aliquot von 20 pl zum Testen auf Western Blot entnommen. Mit 1 ml/ min wird dann die
Saule gewaschen.

1. 10 mM Tris/ HCL pH 7.5 20 ml
2. 10 mM Tris/ HCL pH 7.5 20 ml
+ 500 mM NaCl

Dann wird mit 1 ml/ min eluiert. Es werden jeweils 1 ml Fraktionen gesammelt.
1. 100 mM Citrat/ HCI, pH 4.0 10 ml
Den pH der Fraktionen sofort mit ungefahr 60 pl 1 M Tris base/ ml neutralisieren.
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2. 100 mM Glycin/ HCl, pH2.5 10 ml

Den pH der Fraktionen sofort mit ungefahr 60 pl 1 M Tris base/ ml neutralisieren.

3. Waschen mit 10 mM  Tris/ HCI, pH 8.8 10 ml pH des Eluats: ~7-9

4. 100 mM  Na-phosphate, pH 11.510 ml

Den pH der Fraktionen sofort mit ungefahr 100 pl 1 M Glycin, pH 2/ ml neutralisieren.

Sofort die Sdule waschen mit:

5. Waschen mit10 mM  Tris/ HCI, pH 7.510 ml pH des Eluats: ~7-9

Die finale Lagerung der Saule erfolgt in 10 mM Tris/ HCL, pH 7.5 + 0.02% Na-azide. Es
werden drei Minigele (10/0,5) fir die einzelnen Fraktionen gemacht und mit Coomassie
gefarbt. Die Antikorper enthaltenen Fraktionen werden separat fiir die Gylcin, Citrat und
Phosphatfraktionen gepoolt und ein Aliquot wird jeweils auf Western Blot getestet.

4.7.7) PD 10 Siiule zum Pufferwechsel

Alle Antikoérper enthaltenen Fraktionen werden gepoolt und mit 1 mg/ml fettfreiem BSA
versetzt. Die PD10 Saule wird mit 20 ml 20 mM Hepes pH 7,4 150 mM NaCl gewaschen.
Danach werden 2,5 ml Antikorperfraktion auf die Séule gegeben. Es wird mit 3,5 ml Puffer
eluiert. Alles wird gesammelt. Danach wird wiederum mit 20 ml Puffer gewaschen und das
Ganze wird so lange wiederholt bis die gesamte Antikorperfraktion umgepuffert ist.

4.7.8) Immunoprizipitation

Es wird 50 bis 100 mal mehr Antikorper pro ml als fir einen Western Blot eingesetzt. Wir
verwendeten fiir eine IP 50 pl affinitdtsgereinigten Antikorper.

Es werden 20 pl PAS beads mit 3 mal 1 ml TBS 0,02% Triton X 100 gewaschen. Danach
kommt der Antikorper auf die beads in einem Gesamtvolumen von 500 pl mit TBS. Er
inkubiert 2 h bei RT oder 4 h bei 4°C auf einem Rotationsrad. Danach wird dreimal kurz mit
TBS gewaschen und der Proteinextrakt (Totalextrakt oder Kernextrakt) auf die beads
gegeben. Es wird mit bPEX auf 500 pl aufgefullt und fur 4 h bei 4°C bzw. tiber Nacht rotiert.
Es wird dreimal kurz mit TBS gewaschen und mit 65 pl 2x Lammli eluiert. Dazu wird fiir

S min auf 95°C erhitzt.

Die Matrix ist Protein A Sepharose CL-4B von Pharmazia (4% gecrosslinkte Agarose mit

3 mg/ml Protein A).

4.7.9) Totale Proteinextrakte von Neurospora crassa

Die Neurospora sollten nicht linger als 2 bis 3 Tage wachsen. Sie werden Uber einem
Filterblatt an einer Vakuumpumpe geernet und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis
zur Aufarbeitung werden sie bei -70°C (kurzzeitig auch bei -20°C) gelagert.

Zum Puffer bPEX werden die Proteaseinhibitoren frisch zugesetzt.
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bPEX 100 ml

10 % Glycerol 10 ml Glycerol

50 mM Hepes (pH 7.,4) Sml 1M Hepes (pH 7,4) MW 23831 1M: 47,6 g/ 200 ml

137 mM NaCl 2,74 ml 5 M NacCl MW 5844  5M: 146.1 g/ 500 ml

5 mM ETDA 1 ml 0,5 M ETDA (pH 8,0)

Inhibitoren Stock einsetzen

Leupeptin 1 mg/ml (H,O) -20°C 1:1000

Pepstatin A 1 mg/ml (EtOH) -20°C 1:1000

PMSF [MW 174,2] 17 mg/ml (EtOH) 0,1M immer frisch 1:100

Na-Vanadat 20 mM 0.5 M (H,0, pH 10, kochen) -20°C 1:25

Zum Aufbrechen der Zellen existieren zwei Methoden:

Methode 1:

Der Buffer fiir die Totalextrakte wird abgefullt und auf Eis gestellt. Ein Morser und ein Pistill
werden mit flissigem Stickstoff vorgekiihlt. Etwas Sand und die gefrorenen Mycele kommen
in den vorgekiihlten Mérser und werden zu einem homogenen Pulver aufgerieben. Dabei ist
wichtig, dass das Ganze niemals auftaut. Gegebenfalls wird etwas flussiger Stickstoff
nachgefiillt. Das Pulver kommt in den vorgekiihlten Puffer und wird auf Eis unter
gelegentlichem Vortexen fiir 30 min inkubiert. Danach wird fiir 10 min bei 14 000 rpm bei
4°C abzentrifugiert und der Uberstand wird nochmals 20 min bei 14 000 rpm zentrifugiert.
Der zweite Uberstand ist der Totalextrakt. Dieser wird fraktioniert, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -20 °C gelagert.

Methode 2:

In Eppendorfgefa3e wird etwas Sand und 300 bis 400 pul Pufter abgefullt. Das Ganze kuhlt fiir
20 min bei -20°C. Dann wird ein kleiner Teil gefrorenes Mycel hinzugefiigt und im Ribolyser
aufgeschlossen. Verwendet wird Level 6,5 fiir 2 mal 20 Sekunden. Danach wird wie oben
zweimal zentrifugiert, aliquotiert und eingefroren.

4.7.10) Bradford: Proteinkonzentration

Es handelt sich um einen Farbstoffbindeassay. In saurer Losung bindet Coomassie Brilliant
Blau G 250 an Proteine. Dabei schiftet das Absorptionsmaximum von 465 zu 595 nm. Die
Frabintensitat ist abhdngig vom Protein. Als Standard wird Immunglobulin G (1,4 mg/ml)
verwendet. Es storen basische Puffer und Detergenzien. Das BioRad Reagenz wird 1:5
verdinnt und pro Ansatz wird 1 ml verwendet. Mit der Probe fiir 10 min bei RT inkubieren
und dann messen bei 595 nm.
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Standardverdiinnungen

1 2 3 4 5 6

57ulH,0 |57 Wl H,0[57 plH,O |57 Wl H,O |57 plH,O |57 wl HyO

57ullgG |57 ulof1 |57 ulof2 |57 plof3 |57 plof4

Konz. [pg/ul] |0,7 0,35 0,175 0,088 0,044

Menge [pg] 40 20 10 5 2,5
57 nl weg

4.7.11) Blue Native

Proben:

200 bis 900 g Protein werden auf Eis vorinkubiert:

Stock final 50 ul Ansatz
MgCl, 0,1M 5 mM 2.5ul
DNase I 10 mg/ml 200 pg/ml 1l
Distamycin 1 mM 10 uM 0.5 ul
Rnase A 10 mg/ml 100 pg/ml 0.5 ul

Danach wird 1/10 Volumen an Probenpuffer hinzugefiigt und 20 min mit 45 000 rpm im TLA
45 Rotor bei 4°C abzentrifugiert. Das Ganze wird auf ein 5 bis 18% Gel geladen. Zum Start
verwendet man den oberen Puffer mit Serva Blau. Das Gel lauft 1h mit 100 V. Danach mit
500 V weiterlaufen lassen. Wenn 1/3 des Gels durchgelaufen ist, wechselt man den Puffer zu
Kathodenpuffer ohne Serva Blau. Insgesamt dauert der Gellauf ca. 4 h.

Zum Blotten inkubiert man das Gel fiir 30 min im Blotpuffer bei RT. Es wird fiir 2,5 h bei
200 mA geblottet.

Puffer fiir Blue Native:

10x Kathodenpuffer 500 ml 1x Blue 400 ml
Kathodenpuffer

50 mM Tricine [MW 179,18] 448 ¢ 0,02% Serva Blue G 80 mg

15 mM Bistris [MW 209] 15,7 g

pH 7,0 (4°C)

10x Anodenpuffer 500 ml

50 mM Bistris 523¢g

pH 7,0 (4°C)

3x Gelpuffer 0,51
1,5 M 6-Aminocapronsdure [MW 98,85¢g
131,8]

150 mM Bistris 15,7¢g

pH 7,0 (4°C)



4) Material und Methoden Seite 55

Probenpuffer (10x) 100 ml
0,5 M 6-Aminocapronsaure [MW 659¢
131,8]
100 mM Bistris [MW 209,2] 2,1g
pH 7,0 (4°C)

1 ml
5 % Serva Blue G zugeben S5 mg
AB-Mix 100 ml
Acrylamid 48 g
Bisacrylamid I,5g

4.7.12) SDS-PAGE

Referenz: Laemmli, UK. (1970) Cleavage of structural proteins during the

assembly of the head of the bacteriophage T4; Nature 227, 680

Das Trenngel sollte innerhalb von 45 min polymerisieren. Es sollte nicht langer als zwei
Stunden stehen, da sonst Dehydratisierung durch das Isopropanol auftritt. Nachdem das
Sammelgel polymersiert ist, entfernt man den Kamm und spult die Taschen gut mit Puffer
aus, um restliches Acrylamid zu entfernen.

FRQ (~120-130 kD) [ WC-1 (~150-170 kD) [ WC-2 (~70 kD) WC-2 langes Gel
Prozent 7.5/1 7.5/1 12/0.2 12/0.2
Menge zu laden 200 — 300 pg 200 — 300 pg 100 - 200 pg 200 pg
Run ON 4 mA 4 mA 8 mA 14 mA

Die Proben werden sofort fiir 3 bis 5 min bet 95°C erhitzt, da endogene Proteasen auch in
Lammli Puffer noch aktiv sind. Beim Laden des Geles ist wichtig, dass in jeder Tasche das
gleiche Volumen geladen wird. Leere Taschen werden mit 1x Lammli befiillt. Ein Minigel
lauft mit 25 mA, ein normales Gel mit 70 mA und ein grof3es Gel mit 25 mA.

AnschlieBend kann das Gel mit Coomassie oder Silber gefirbt und dann getrocknet werden
oder es wird geblottet.

HMW Wide LMW Prestain Prestain SeeBluell
Sigma Sigma Sigma BioRad Invitrogen
Myosin (Rabbit muscle) 205 205 217 250
- Galactosidase (E. coli) 116 116 123
Phosphorylase b (Rabbit muscle) (Tyr-P!) 97 97 148
Fructose-6-P Kinase (Rabbit muscle) 84 84
BSA 66 66 66 71 98
Glutamic Dehydrogenase (Bovine liver) 55 55 64
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Alcohol Dehydrogenase 50
Ovalbumin (Chicken egg) 45 45 45 48
GAPDH (Rabbit Muscel) 36 36 36
Carbonic Anhydrase (Bovine erythrocytes) 29 29 36
Trypsinogen (Bovine pancreas) 24 24
Myoglobin Red 22
Trypsin Inhibitor (Soybean) 20 20
Lysozyme 16
O- Lactalbumin (Bovine milk) 14.2 14.2
Aprotinin (Bovine lung) 6.5 6.5
Insulin (B- chain) 4
Puffer: 4x Lower Buffer (4°C) 4x Upper Buffer (4°C)
500 ml 100 ml
1.5 M Tris/ HC1 (pH 8.8) 91g 0.5 M Tris/ HCI1 (pH 6.8) 6.05¢g
0.4 % SDS 2g 0.4 % SDS 04g
6x Sample Buffer (Laemmli) 10x Running Buffer
10 ml 11
360 mM Tris/ HC1 (pH 6.8) 2.4 ml (1.5 M) 50 mM Tris 302 g
30% Mercaptoethanol 3m 1384 mM Glycin 144 ¢
12% (w/v) SDS 12¢g 0.1 % SDS 10 g
60% (w/v) Glycerol 6¢g pH 8.3 (do not adjust!)
0.12 % Bromphenol Blue 12 mg

4.7.13) Coomassie Firbung

Das Gel wird in die Farbelosung getan und fiir 20 min bei RT darin inkubiert. AnschlieSend
kommt es in die Entfarbelosung, welche mehrfach gewechselt werden muss. Es wird so lange

entfirbt bis der Hintergrund farblos ist.

Coomassie Firbelosung

11
Coomassie Brilliant Blue R-250 25¢g
Ethanol 250 ml
Acetic acid 80 ml

4.7.14) Silberfirbung

Entfiarber

Ethanol
Acetic acid

250 ml
80 ml

Das Gel verbleibt 30 min im TCA Fix und wird danach 30 min in Losung 1 inkubiert. Es
folgen 20 min Reduktion in Losung 2, 5 mal 5 min Waschen in bidest. Wasser und 15 min
Inkubation in Losung 3. AnschlieBend wird nochmals 5 mal 5 min in bidest Wasser
gewaschen und in Losung 4 entwickelt. Die Farbung wird durch intensives Waschen beendet.
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TCA- Fix:
TCA
Methanol
Fill up with water

Solution 1:
30% Ethanol
10% HAc
Fill up with water

Solution 2:
Na- Thiosulfat
Glutaraldehyd
Fill up with water

Solution 3:
NaOH
NH;
AgNO;
Fill up with water

Solution 4:
Citric acid
Formaldehyd
Fill up with water

4.7.15) Semi Dry Western Blot

251
300 g
1.251

500 ml
60 g
250 ml

11
300 ml
100 ml

100 ml
0lg
2 ml

100 ml

21 ml (of 0.36% NaOH)

1.4 ml (of 25% NH3)

4 ml (of 20% AgNO;: 80 mg in 4 ml)

500 ml
73 wl (of 34% Citric acid)
0.3 ml

Aufbau:
-
Whatman paper 2x
| ‘ Gel
‘ ‘ NC-membran
Whatman paper 2x
I
FRQ/WC-1 WC-2 VVD
2 h30: 200 mA 1 h 30: 200 mA 1h15:200 mA
[7.5/ 1 normales Gel] [12/0.2 normales Gel] [16/ 0.5 normales Gel]
2 h30: 100 mA 1 h30: 100 mA 1h15:100 mA
[Minigel] [Minigel]] [Minigel]
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Es werden zwei mit Blotpuffer befeuchtete Whatmannpapiere in die Blotapparatur gegeben.
Dariiber kommt die mit Blotpuffer befeuchtete Nitrocellulosemembran und dann das Gel.
Lufblasen werden vorsichtig entfernt. Es wird mit zwei mit Blotpuffern befeuchteten
Whatmannpapieren abgeschlossen. Der Blotvorgang lauft mit unterschiedlichen Stromstérken
unterschiedlich lange (siehe obere Tabelle). Das richtet sich nach der Grofle des Gels und
nach der GroBe der zu blottenden Proteine.

AnschlieBend wird mit PonceauS gefirbt. Dazu wird die Nitrocellulosemembran einfach in
Ponceaufarbelosung fiir 5 min inkubiert.

Blotting Buffer:
2,51 51

20 mM Tris 6,06 g 12,12 g
150 mM Glycin 28,15 ¢ 56,3¢g
20% Methanol 500 ml 11
0,08 % SDS 2g 4¢g
Ponceau-S:
3 % (w/v) TCA 7,5g (10,5 ml 72% TCA)
0,2 % (w/v) Ponceau S 0,5¢g

fill up with water to 250 ml

4.7.16) Dekorieren der Blots

Der Blot wird 5 min in TBS gewaschen, um das Ponceau zu entfernen. AnschlieBend wird 1h
in 5% Milch in TBS geblockt. Danach kommt der erste Antikorper fiir 2 h bet RT oder tiber
Nacht bei 4°C darauf. Es wird 3 mal 10 min in TBS gewaschen und der zweite Antikorper
kommt fiir 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C darauf. Beide Antikorper werden in 5% Milch
in TBS angesetzt. Der zweite Antikorper ist entweder goat anti-rabbit 1:10 000 oder goat anti-
mouse 1:5 000. Es wird dreimal 10 min in TBS gewaschen und mit Luminol entwickelt. Dazu
kommt 3 ml Luminol I [Luminol & p-Cumarinsdure] und 3 ml Luminol II [H,O;] auf den
Blot und wird fiir 2 min inkubiert.

Eventuell wird ein kommerzieller Enhancer 300 pl Enhancer 1 und 300 pl Enhancer 2
hinzugefiigt und dann wird fiir S min entwickelt.

FRQ (~120-130 kD) | erkennt einsetzen 2. AK Enhance
T

3G11 N terminales Peptid 1:10 2 h RT) o-mouse (ON) )

WC-1 (~150-170

kD)

145 WC-1 C200 1:30 — 1:100 (ON) o-rabbit

4H 4 WC-1 C200 1: 10 (ON) o-mouse +

Pineda Tier 1 Peptid 1: 1000 o-rabbit

Pineda Tier 2 Peptid 1: 1000 o-rabbit
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WC-2 (~70 kD)
165 GST- WC-2 1:500 [mind. 1h] o-rabbit -
Pineda Tier 1 Peptid 1: 2000 o-rabbit
Pineda Tier 2 Peptid 1: 2000 o-rabbit
VVD (~22 kD)
Pineda Tier 1 Peptid 1:25 o-rabbit
Pineda Tier 2 Peptid 1:25 o-rabbit
b - Tubulin
1:1000 O-1Mouse -
NIT2
[Feng & Marzluf '98, Mol. Cell. 1:1000 o-rabbit -
Biol. 18, 3983]

Zum Strippen des Blots wird der Blot mit Stripping Losung bedeckt 30 min bei 70°C
inkubiert und anschlieBend mehrfach griindlich mit TBS gewaschen.

10x TBS (pH 7,5)

Tris 242 ¢

NaCl 180 g
21

Luminol

Stock: 0,44 g Luminol in 10 ml DMSO (1 ml Aliquots, store @-20°C)
0,15 g p-Cumarinsaure in 10 ml DMSO (0,44 ml Aliquots, store @-20°C)

Losung I: -1ml Luminol
- 0,44 ml p-Cumarinsaure
-@ 100 ml 100 mM Tris/HCL, pH 8,5
Losung 1I: - 60 ul 30% H,0O,
-@ 100 ml 100 mM Tris/HCL, pH 8,5
Stripping:
50 ml 100 ml
2 % SDS 10 ml (10%) 20 ml (10%)
62,5 mM Tris pH 6,8 3,125 ml (1M) 6,25 ml (1M)
- Mercaptoethanol 357 ul 714 ul

4.7.17) Gelfiltration: Superose 6

Die Proteinextrakte sollten mindestens eine Konzentration von 11 ug/ul aufweisen. Zunéchst
werden sie vorinkubiert mit DNase und RNase, um die DNA und RNA Interaktionen mit den
Proteinen zu unterbinden.

Preincubate protein extracts: Superose 6 buffer: (1 1)
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0.1 M MgCl 25 ul 25 mMHepes pH 7.4 25 ml 1M Hepes/ NaOH 7.4
I mM Distamycin 5 ul 1% glycerol 10 ml

200 pg/ ul DNasel 10 pl 137 mM NaCl 27.4 ml 5 M NaCl

100 pg/ ul RNase A 5 ul 1 mM EDTA 2ml 0.5MEDTA pH 8.0

6 mg protein
- adjust to 600 ul with superose 6 buffer

Die Inkubation erfolgt fur 30 min auf Eis. Danach werden unlosliche Bestandteile
abzentrifugiert bei 45 000 rpm fiir 20 min bei 4°C im TLA 45 Rotor. 500 pl werden auf die
Superose 6 Saule geladen. Der Rest wird als load TCA getillt.

Die Fraktionen werden TCA gefillt und auf ein Gel aufgeladen.

4.7.18) Aufreinigung von GST Fusionsproteinen

GST bildet Dimere. GST und MBP erhoht im allgemeinen die Loslichkeit von
Fusionsproteinen. Man erhélt auch einen geringeren Hintergrund als bei His Tags. Aus einem
groflen Ansatz kann man 1 bis 3 mg (bis zu 100 mg) Protein aufreinigen.

Es wird eine tiber Nacht Kultur angesetzt. Von dieser wird eine 1 1 Kultur 1/100 angeimpft.
Sie wichst bis zu einer OD von 0,5 bis 0,8. Dann wird induziert mit 1 mM IPTG. Nach 4 h
Induktion wird geerntet in einem JA 10 Rotor mit 6500 rpm fiir 10 min. Pro Liter Kultur wird
das Pellet in 50 ml PBS aufgelost und dann nochmals pelletiert. Das Pellet wird bei -20°C
eingefroren. Das hilft beim Zellautbruch. SchlieBlich wird das Pellet in 100 ml Lysepuffer
resuspendiert.

Lysepuffer: PBS with 15% glycerol, | mM PMSF, 1 mM EDTA, 5 mM DTT

Zellen mit pLYS werden kurze Zeit (5 bis 10 Sekunden) mit Power Setting 7 mit einem
Mikrotip beschallt. Zellen ohne pLYS werden mit 500 pg/ml Lysozym versetzt und ldnger
sonifiziert (dreimal 30 Sekunden) mit Power Setting 7 mit einem Mikrotip.

Das Ganze wird in eine 250 ml Zentrifugenrohrchen gegeben und mit 1% Tx-100 (alternativ
2-4% Sarkosyl), 30 bis 50 U (10 pg) DNase I/ml und 10 mM MnCl, versetzt und fiir 15 min
auf Eis inkubiert. Dann wird abzentrifugiert und der Uberstand in 2 50 ml Falcons transferiert.
Es werden 2 ml 50% GSH Agarose slurry zum Uberstand gegeben. Das Ganze wird 2 h bei
4°C rotiert. Dann wird abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die beads wird in eine Prep
Saule gefullt und mit PBS 15% Glycerol 3 mal 1 ml gewaschen. Jetzt gibt es zwei
Moglichkeiten. Einmal eine Elution mit GSH und einmal eine Thrombinspaltung.

Elution mit GSH:

Verwendet werden 5, 10, 15 bis zu 50 mM GSH. Es wird 1,5 ml Elutionspuffer auf die Séaule
gegeben und fiir 2 h im Kihlraum rotiert. Dies ist die Fraktion 1. Es wird nachgewaschen mit
4 mal 500 pl Elutionspuffer. Dies sind die Fraktionen 2 bis 5. Die Konzentration wird
bestimmt. Es wird gegen PBS 15% Glycerol dialysiert oder eine NAP 25 Saule verwendet.
Die Proteinhaltigen Fraktionen werden eingefroren.

Thrombinspaltung:

Es wird 3 mal mit 1 ml Thrombinspaltungspuffer (TCB) gewaschen. Dann kommen 2 ml
TCB und 20 U/ml Thrombin in TCB hinzu. Das Ganze rotiert 1 h bei RT oder 2 h bei 4°C. Es
wird als Fraktion 1 eluiert. Es wird mit 4 mal 500 pl PBS nachgewaschen. Das sind die
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Fraktionen 2 bis 5. Die Konzentration wird bestimmt. Es wird gegen PBS 15% Glycerol
dialysiert oder eine NAP 25 Siule verwendet. Die Proteinhaltigen Fraktionen werden
eingefroren.

Buffers & Solutions

Lysis buffer 50 ml 300 ml

1x PBS 5ml 10x 30ml  10x
15% Glycerol 94ml 80% 56.4ml 80%

1 mM EDTA 100l 05M 600 05M
5mMDTT 250ul 1M 15ml 1M

1 mM PMSF 500 ul 100 mM 3 ml 100 mM
DNase I storage

- 1 mg in 1 ml 50% Glycerol, 20 mM Tris/ HCI pH 7.5, 1 mM MgCl, (store at -20°C)
-~2000 - 3000 U/ mg , use 10 pl/ ml

TCB (Thrombin cleavage buffer) 50 ml

50 mM Tris pH 8 25ml 1M
5 mM CaCl, 250ul 1M
250 mM KAc 125ml 1M
15% Glycerol 94ml 80%
[2% Octylglucoside] lg

use ~4 mg Thrombin in 1 ml TCB (Boehringer)

GST elution buffer 10 ml
50 mM GSH (Sigma Ultra, fresh!) 153 mg
100 mM Tris/ HC1 pH 8 1ml 1M
120 mM NaCl 240ul 5M
5mMDTT 50 ul 1M
2% Octylgucoside 2 ml 10 %
15% Glycerol 1.9ml 80%
1 mM PMSF 100 ul - 100 mM
1 mM EDTA 20l 500 mM
Storgae buffer 2
(no EDTA, no DTT, can be used for Ni- NTA)

50 ml
20 mM Hepes pH 6.8 1 ml 1M
5 mM MgAc 250ul 1M
15% Glycerol 94ml 80%

160 mM KAc 8 ml 1M
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5) Ergebnisse

5.1) Molekulare Analyse von WC-2, WC-1 und FRQ

Die zentrale Fragestellung fiir das Verstdndnis der inneren Uhr ist, wie interagieren FRQ,
WC-1 und WC-2 auf molekularer Ebene um den Transkriptions-/ Translations Feedbackloop
zu bilden. Der Schlusselschritt ist die negative Riickkopplung von FRQ auf den WCC, um
diesen abzuschalten. Um zu analysieren, wie die negative Rickkopplung funktioniert, wurde
mit einer detaillierten molekularen Analyse von FRQ, WC-1 und WC-2 begonnen. Ziel war es
mehr Uber die Funktionen zu erfahren. Dabei wurden die Verteilung zwischen Cytosol und
Kern zu verschiedenen circadianen Zeiten, die molaren Verhéltnisse zwischen den Proteinen
in Totalextrakten, im Cytosol und im Kern sowie die Organisation in hochmolekulare
Komplexe zu verschiedenen Zeiten analysiert. AnschlieBend wurden die Modifikationen der
Proteine charakterisiert. Dabei wurde die Analyse auf die Phosphorylierung von WC-1 und
WC-2 fokussiert, da sich diese als ein Teil des Feedbackmechanismus herausstellte.

5.1.1) Subzelluliire Lokalisierung der Uhrenproteine

Um die subzelluldre Lokalisierung zuverldssig zu analysieren musste zunichst die
Fraktionierung der Zelle zuverlédssig funktionieren. Das bestehende Protokoll wurde optimiert,
wobei sowohl auf die quantitative Ausbeute, als auch auf die Qualitat der Fraktionierung
geachtet wurde.

Es wurden 6 g Neurosporazellen aufgebrochen. Dabei wurden 22 ml Totalhomogenat
erhalten, welches etwa 5 mg/ml Protein enthielt. Das entspricht 110 mg Gesamtprotein.
Davon wurden 20 ml Cytosol mit 4,5 mg/ml und 300 pl Kerne mit 10 mg/ml erhalten.
Demnach waren in unserer Fraktionierung 82% der Proteine cytosolisch und 3%
Kernproteine.

AnschlieBend musste die Giite der Trennung zwischen Cytosol und Kern bestimmt werden.
Dazu wurden spezifische Markerproteine verwendet. Der Kernmarker Nit-2 (Feng et al. 1998)
war nach unserem Fraktionierungsprotokoll fast ausschlieBlich im Kern zu finden, wahrend
B-Tubulin fast ausschlieBlich cytosolisch war. Beide Kompartimente waren klar voneinander
getrennt.

Damit war das Fraktionierungsprotokoll etabliert.
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Die subzelluldre Verteilung der Uhrenproteine wurde mittels Western Blot Analyse bestimmt
(siehe Abbildung 1).

QQa O QQO) QQQ QQ Qq QQ
S QQ S S S &
o ’LQ 3 & ¥ SN
A N ) o @ @ @
A (8] o O 9 QO
PP S e RS
FRQ protein . Y ' . h
Abb. 1:
Fraktionierung eines lichtgewachsenen Wildtyp-
stammes
WC-1 protein el . - - Es zeigt die Verteilung von FRQ (oben), WC-1
(Mitte) und WC-2 (unten) zwischen
Totalhomogenate, Cytosol und Kernfraktion.
Die angegebenen Proteinmengen wurden mittels
_ ‘ SDS PAGE und Western Blotting analysiert.
LUE2sl - . - . ‘ FRQ befindet sich fast ausschlieilich im Cytosol,
WC-1 ist ein Kernprotein und WC-2 ist in beiden
Kompartimenten.

Sehr erstaunlich fiir uns war die Verteilung von FRQ. Weit tiber 95% von FRQ befand sich
im Cytosol. Lediglich ein kleiner Anteil befand sich im Kern. Dieser Anteil ist jedoch
spezifisch. Es handelt sich weder um Verunreinigungen durch anhaftendes Cytosol, wie durch
einen Vergleich mit [B-Tubulin klar erkennbar war, noch waren die Kerne bei der
Fraktionierung defekt, so dass FRQ aus dem Kern ins Cytosol transportiert wurde. Dies kann
man anhand von WC-1 und auch durch die Kontrolle mit Nit-2 erkennen. Die Kerne blieben
bei unseren Fraktionierungen intakt. FRQ ist ein sehr grof3es Protein. Es ist demnach nicht zu
erwarten, dass es wihrend der Fraktionierung aus dem Kern hinausdiffundiert. SchlieBlich
wollten wir noch ausschlieBen, dass es einen aktiven Transportvorgang fiir FRQ gibt, der
FRQ wihrend des Protokolls aktiv aus dem Kern transportiert. Dazu wurde ein spezifischer
Inhibitor des Kernexports Leptomycin B verwendet. Das Ergebnis war das gleiche. Somit ist
der GroBteil von FRQ tatsidchlich cytosolisch, was fir uns erstaunlich war, da seine
Hauptaufgabe das Abschalten des WCC ist, welcher sich im Kern befindet.

WC-1 befindet sich zu iber 95% im Kern. WC-2 findet sich in beiden Kompartimenten.
Dabei finden sich ca. 40- 50% im Cytosol (sieche Abbildung 2). Auf die unterschiedliche
elektrophoretische Mobilitat wird spater im Detail eingegangen.

Zur besseren Vergleichbarkeit sind jeweils mehrere Mengen an Totalhomogenat, Cytosol und
Kern aufgetragen.

Das gleiche Ergebnis erhélt man zu verschiedenen circadanen Zeitpunkten.



5) Ergebnisse Seite 64

Total Cytosol Nuclear % cytosolisch

100 200 100 200 S50 100 200 pg

" afgnm w¥

Wwe-1 s > . 0-5%
WC-2

- — -—.- 40%
Abb.2:

Fraktionierung eines lichtgewachsenen Wildtypstammes, 2

Es zeigt die Verteilung von FRQ (oben), WC-1 (Mitte) und WC-2 (unten) zwischen
Totalhomogenate, Cytosol und Kernfraktion. Es sind jeweils verschiedene Mengen
aufgetragen. Berechnet ist der prozentuale cytosolische Anteil.

5.1.2) Quantifizierung der Uhrenproteine

Nachdem die Verteilung ein so erstaunliches Ergebnis im Bezug auf FRQ aufgezeigt hat,
interessierte uns die Quantifizierung der Uhrenproteine. Dabei wollten wir wissen, wie ein
Protein, was sich Uberwiegend 1im  Cytsosol befindet, im Kern einen
Transkriptionsfaktorkomplex ausschalten kann.

FRQ, WC-1 und WC-2 wurden in vitro in Anwesenheit von *>S-Methionin translatiert und als
Standard in Verdiinnungsserien auf die gleichen Gele aufgeladen wie die zu quantifizierenden
Totalextrakte, Cytosole und Kernextrakte, die jeweils mindestens als Duplikate aufgetragen
wurden (sieche Abbildung 3). Zunichst wurden mit einem Phosphoimager die relativen
Proteinmengen der Standards berechnet. Dazu wurden die radioaktiven Signale quantifiziert.
Die relativen Mengen an FRQ, WC-1 und WC-2 konnten berechnet werden, da bekannt war
wie viele Methioninreste in den jeweiligen Proteinen vorhanden sind.
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Phosphoimageranalysis | Analyse mit den entsprechenden Antikérpern
(35S labeled Proteins) Retikylocyte lysates

Kerne Cytosol Total
400 ng300 pug300 ug

FRO qumewee — | Seue=THEAARRAAN

50 ug 400 pg300 pg

WC-1 P - — L X - e

50 pug 200 pg200 ug
WE-2 WD - - -t e D e o
Abb. 3:

Unterschiedliche Mengen in vitro synthetisiertes FRQ, WC-1 und WC-2 wurden zusammen mit
Kernfraktionen, cytosolischen Fraktionen sowie Totalhomogenaten und Totalextrakten (jeweils in
Duplikaten) fiir die Quantifizierung aufgetragen. Analysiert wurde mit Phosphoimager und mit den
Antikorpern.

AnschlieBend wurden die gleichen Blots mit den jeweiligen Antikorpern dekoriert. Mit Hilfe
der Standards wurde fur jeden Antikorper eine Eichgerade erstellt. Vorher wurde der lineare
Bereich des Antikorpers ermittelt. Es wurde nur im linearen Bereich des Antikorpers und
auch im linearen Bereich der ECL Reaktion gearbeitet. Die relativen Mengen an FRQ, WC-1
und WC-2 wurden in Totalextrakten, im Cytosol und in Kernextrakten in mehreren
unabhingigen Versuchen bestimmt. Der Mittelwert wurde gebildet. In unserem Versuch
erhilt man ein genaues Ergebnis, da Standard und zu quantifizierende Probe immer auf einem
Gel sind, da mindestens Duplikate verwendet werden und da auf den linearen Bereich
geachtet wurde.

Fur Totalextrakte erhélt man folgendes Ergebnis fiir das Mengenverhéltnis der Uhrenproteine:
FRQ:WC-1:WC-2 wie 4:1:5. Im Cytosol verhilt sich FRQ zu WC-2 wie 3:1 und in
Kernextrakten ist FRQ:WC-1:WC-2 wie 1:6:18.

Damit bestéatigt dieses Ergbnis zum Teil die Ergebnisse von Dennault et al. (2000) und Liu et
al.(2002). Es geht aber auch dariiber hinaus, da die Verteilung der Proteine berticksichtigt
wird. Kombiniert man die Ergebnisse der Verteilung und die Quantifizierung der
Totalextrakte so erhdlt man die Werte der Quantifizierung im Cytosol und in Kernextrakten.
Damit bestatigt dieses Ergebnis auch die Ergebnisse der Verteilung.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass der WCC im Kern in einem 6-fachen
UberschuB iiber FRQ vorhanden ist.
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5.1.3) Die Komplexe

——frq
——wec-1
—A—we-2

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Fraction Number
* * * *
970 kD 669 kD 443 kD 150 kD
Abb. 4:

Gezeigt ist das typische FElutionsprofil einer Superose 6 Siule fiir einen Totalextrakt eines
Wildtypstammes. FRQ ist in Rot dargestellt, WC-1 in Blau und WC-2 in Griin. Die GréBen wurden
mit Hilfe eines seperaten Markerlaufes bestimmt.

Um die Wechselwirkungen der Uhrenproteine zu untersuchen, wurden Gelfiltrationsanalysen
durchgefiihrt.

Die Uhrenproteine FRQ, WC-1 und WC-2 sind in groflen hochmolekularen Komplexen
assembliert (siche Abbildung 4). FRQ eluiert von einer Gelfiltrationssiule (Superose 6) als
sehr breiter Peak mit einem apparenten MW von 1 MDa bis 440 kDa. Der Komplex ist in so
fern inhomogen, weil die unterschiedlich phosphorylierten Formen von FRQ in verschiedenen
Fraktionen eluieren. Daher sieht es so aus, als ob es mehrere Komplexe von FRQ gibt, die
sich in ihrem Phosphorylierungsstatus unterscheiden. Vermutlich ist FRQ ein Tetramer, d.h.
ein Dimer von Dimeren. Zunichst assembliert es vermutlich iiber die coiled coil Region im
aminoterminalen Bereich zu einem Dimer (Cheng et al. 2001). Beide Dimere assemblieren
uiber eine weitere Region am C-Terminus. Gestiitzt wird diese Behauptung von der Tatsache,
dass ein C-terminal deletiertes FRQ’ Protein, von der Superose 6 als Dimer eluiert (nicht
gezeigt).

WC-1 eluiert als ein scharfer Peak mit einem apparenten MW von 440 kDa.
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WC-2 hingegen eluiert in 2 Peaks von einer Superose 6 Saule. Der erste Peak ist recht breit
und umfasst damit den WCC und noch einen weiteren Komplex. Beide Komplexe werden nur
in Anwesenheit von WC-1 gebildet, da in einem AWC-1 Stamm nur der hintere kleinere Peak
sichtbar ist. Gestiitzt wird diese Behauptung ausserdem von der Analyse von Cytosolen, die
ebenfalls beide Peaks von WC-2 enthalten, jedoch kein WC-1 aufweisen.

Als néchstes wurden unterschiedliche circadiane Zeitpunkte untersucht. Wir wéhlten DD16
und DD28 aus. Einmal ist dies ein Zeitpunkt, wo die frg RNA ein Minimum aufweist und
einmal ein Maximum. Zu diesen untersuchten circadanen Zeitpunkten konnten wir keine
Verdnderung in der Anzahl, der Zusammensetzung oder aber sonstiger Art in diesen
Komplexen feststellen. Die Gelfiltrationen zeigen, dass FRQ und der WCC in getrennten
Fraktionen eluieren.

Es gibt keinen stabilen Komplex zwischen FRQ und dem WCC. Die Untersuchung wurde im
Dunkeln wiederholt. Kernextrakte zu verschiedenen circadianen Zeiten wurden unter Rotlicht
hergestellt und unter Rotlicht auf einer Superose 6 Séule untersucht. Damit sollte die
Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass ein FRQ-WCC Superkomplex existiert und nur
lichtinstabil ist. Das ist nicht der Fall. Die Ergebnisse unterschieden sich nicht von den in
Licht gewonnenen Daten.

5.1.4) Die Komplexe im Cytosol und im Kern

Anschlielend sollte untersucht werden, wie sich die Komplexe auf Cytosol und Kernfraktion
verteilen. In einem Kernextrakt finden sich alle Komplexe wie auch im Totalextrakt (siehe
Abbildung 5).

Kernextrakt 669 kD 443 kD 150 kD

ooy
ol TTTES

Abb 3:

WC-1 - x.‘ 4 Elution einer Superose 6 Siule fiir
™ ‘ Wildtypkernextrakie. Gezeigt ist FRQ
(oben), WC-1 Mitte) und WC-2

WC-2 - . ' ” ' "B (Unten). Unten ist das Elutionsvolumen
’ '] aufgetragen.
10 11 12 13 14 15 16

Der einzige Unterschied zu Totalextrakten liegt in Elutionsverhalten von WC-2. Dieses ist
jetzt primér in dem vorderen breiteren Peak zu finden. Der kleinere Peak ist fast gar nicht
detektierbar. Somit ist der kleinere Komplex primér im Cytosol anzutreffen.
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669 kD 443 kD 150 kD
CytOSOl l l l

FRQ '””“'ﬂ _ Abb. 6

Elutionsprofil einer Superose 6 Siule

WC-2 fiir Cytosol eines Wildtypstammes.
Pl "; — Gezeigt ist FRQ (oben) und WC-2
(unten).

Im Cytosol hingegen findet man kein WC-1 (sieche Abbildung 6). Trotzdem ist das
Elutionsverhalten von WC-2 im Vergleich zu Totalextrakten nicht wesentlich verdndert.
Beide Komplexe existieren also auch im Cytosol. FRQ verhilt sich in Totalextrakten, im
Cytosol und in Kernextraktion genau gleich.

5.1.5) Die Stochiometrie des WCC

Als nichstes sollte die genaue Stochiometrie des WCC untersucht werden. Dazu wurde aus
einem Kernextrakt WC-1 quantitativ gefillt (sieche Abbildung 7). WC-2 konnte mitgefallt
werden. Jedoch verblieben ungefihr 1/3 im Uberstand. Mit Hilfe der Quantifizierungsdaten
lasst sich die Stochiometrie des WCC bestimmen. SchlieBlich kann man auch die genaue
Zusammensetzung eines Komplexes abschétzen, da die Gro3e des WCC bekannt ist.

Input Uberstiinde Immunoprezipitate

0o 1 2 3 0 1 2 3 Vol. a-WC-1 Ab

Abb. 7:

) ~ ~ WC-1 Kernextrakte eines Wildtyp-

. stammes wurden mit o-WC-1

immungefallt. Gezeigt ist der
Input der Reaktion, die Uber-
WwWC-2 stinde der Fallung sowie das

' n | gefillc Material in o- WC-1

md a-WC-2

Da im Kern WC-1 zu WC-2 wie 1:3 vorliegt und nur 2/3 des WC-2 mit WC-1 co-
immungefallt werden konnen, betragt die Stochiometrie des WCC 1:2. Demnach kommen im
Komplex auf 1 WC-1 Molekiil 2 WC-2 Molekiile. Der Komplex hat eine Grofle von 440 kDa.
Er enthédlt somit wahrscheinlich 2 Molekiille WC-1 und 4 Molekile WC-2. Das ergibt eine
ungefahre Grof3e von 540 kDa.
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Beachtet werden sollte auch die Tatsache, dass phosphoryliertes und nicht phosphoryliertes
WC-2 gleich verteilt ist. Es gibt im WCC keine Préferenz fur eine Spezies. Auch freies
nukledres WC-2 liegt phosphoryliert und nicht phosphoryliert vor. Darauf wird spater noch
genauer eingegangen.

5.1.6) Die Phosphorylierung von WC-2: Im Cytosol und im Kern

Uns fiel auf, dass die elektrophoretische Mobilitdt von WC-2 im Kern anders ist als die im
Cytosol. Dies sollte nidher charakterisiert werden.

100 200 100 5

400 200 400 200

0 25 pg

Total Cytosol Nuclear

Abb. 8:

Analyse von WC-2 auf cinem sehr langem Gelsystem. Gezeigt sind Totalhomogenate in 2
verschiedenen Mengen, Cytosol in 3 verschiedenen Mengen sowie 4 verschiedene Mengen an
Kernfraktion. Dabei fillt deutlich die verinderte elektrophoretische Mobilitit von WC-2 im Cytosol
im Vergleich zum Kern auf. Das gezeigte Gel entspricht dem unteren Teil von Abbildung 1.

Es wurden Aliquots von Totalhomogenat, Cytosol und Kernextrakt auf einem sehr langem
Gelsystem analysiert (siche Abbildung 8). Es fiel auf, dass WC-2 im Cytosol als einheintliche
Bande aufgelost wurde, wihrend in Totalhomogenaten, nicht jedoch in Totalextrakten und
ebenso auch im intakten Kernen mindestens 3 hochstens jedoch 5 Banden sichtbar waren.

Dephosphorylierung von nukleiirem WC-2

. : - -

kurze Exposition

Abb. 9:
. . Dephosphorylierung von Kernextrakten.
k‘ P Wildtypkernextrakte wurden mit o-WC-2
liingere Exposition immungefillt und anschliebend mit 2-
Phosphatase behandelt. Dabei sicht man,

dass die verinderte elektrophoretische
Input Immunopreci. Mobilitiit auf Phosphorylierung von WC-2
- + APPase zuriickzufiihren ist.
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Es sollte untersucht werden, ob es sich dabei um Phosphorylierungen handelt. Dazu wurden
mehrere Aliquots von Kernextrakt mit einem o- WC-2 Antikorper gefillt (siehe Abbildung
9). Dann wurden ein Aliquot als Negativkontrolle nur mit dem entsprechenden Puffer
versetzt. Die anderen beiden wurden mit A- Phosphatase behandelt. Eines davon enthielt noch
zusitzlich 40 mM Vanadat (nicht in der Abb. enthalten) als Inhibitor. Man erkennt deutlich,
dass es sich tatsachlich um Phosphorylierung handelt, da sich die elektrophoretische Mobilitét
durch Phosphatasebehandlung verandert.

5.1.8) Die Phosphorylierung von WC-2: Abhiingigkeit von WC-1

Als nichstes sollte untersucht werden, wovon die Phosphorylierung von WC-2 abhingt. Es
lag nahe zunidchst die Abhédngigkeit von WC-1 zu untersuchen. Dazu wurden Kernextrakte
von Wildtyp und Awc-1 untersucht (sieche Abbildung 10). Es ist klar erkennbar, dass in einem
Awc-1 Stamm, WC-2 nicht phosphoryliert vorliegt.

@
K o
SRS,
NS
Abb. 10:
' e Wildtyp und Awe-1 Kernextrakte im Vergleich von WC-2.
Im Awc-1 Stamm ist WC-2 nicht phosphoryliert.

5.1.9) Die Phosphorylierung von WC-2: Abhiingigkeit von Licht

Wichtig ist es nun zu untersuchen, ob es sich bei der Phosphorylierung von WC-2 um ein rein
lichtabhingiges Phanomen handelt. Die lichtabhéngige Phosphorylierung von WC-1 und WC-
2 wurde bereits mehrfach beschrieben. Dazu wurde eine Lichtinduktion vorgenommen (siehe
Abbildung 11). Zunéchst einmal sieht man, dass beide Proteine auch in kompletter Dunkelheit
teilweise phosphoryliert vorliegen. Nach einer kurzen Lichtinduktion wird WC-1 wie bereits
beschrieben schnell hyperphosphoryliert und abgebaut. Nach 60 Minuten hat bereits die
Neusynthese von WC-1 begonnen. WC-2 hingegen verhélt sich ganz anders. Es wird nur
minimal als Konsequenz der Lichtinduktion phosphoryliert. Die Kinetik der Phosphorylierung
ist viel langsamer und korreliert mit der Neusynthese von FRQ. Wir schlagen daher vor, dass
WC-2 nur minimal lichtabhéngig phosphoryliert wird. WC-1 hingegen wird klar
lichtabhéngig phosphoryliert. Beide Proteine weisen eine ganz unterschiedliche Kinetik der
lichtabhéngigen Phosphorylierung auf. Vielmehr scheint WC-2 FRQ abhéngig phosphoryliert
zu werden. Daher sollte untersucht werden, ob und inwiefern die Phosphorylierung von WC-2
von FRQ abhéangt.
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LL DD24 30° 60°L

t kurze Exposition

wea WRemlip
< langere Exposition
B o b o fingereExe

<
Abb. 11:

; Gezeigt ist FRQ, WC-1 und WC-2 bei einer Lichtinduktion eines
WC-2 . Wildtypstammes. Dabei sicht man die schnelle Phosphorylierung
— [— . und den schnellen Abbau von WC-1. Im Vergleich dazu die

langsame Kinetik der WC-2 Phosphorylierung.

5.1.10) Die Phosphorylierung von WC-2: Abhiingigkeit von FRQ

Untersucht wurden Kernextrakte von Wildtyp, Afrq, frq” und Awc-2 Stimmen. Die Analysen
zeigen, dass sowohl WC-1 als auch WC-2 in den frg-defizienten Stimmen Afiq und frq’ nicht
in gleichem Mal3e phosphoryliert sind wie im Wildtyp (sieche Abbildung 12).

WT  Afrq frq ® Awc-2

FRQ . 7

; Abb. 12:

W1 - Gezeigt sind Kernextrakte von Wildtyp, Afiq, firq’
— und Awc-2 Stimmen im Bezug auf FRQ, WC-1

und WC-2. Man erkennt, dass sowohl WC-1 als

WC-2 auch WC-2 in einem Afirq und im frq" Stamm
— nicht phosphoryliert sind.

Somit ist die Phosphorylierung von WC-2 und WC-1 abhingig von FRQ. Besonders
interessant war die Analyse des WC-1 in einem Rip Stammes von Macino. Hier ist WC-1
durch das Einfithren von Punktmutationen zerstort und fast nicht mehr funktionell. Es
unterstiitzt im Licht jedoch noch die Synthese von FRQ, so dass in Dauerlicht gewachsene
Zellen das gleiche FRQ Level wie der Wildtyp aufweisen. Hier zeigt sich ein interessantes
Phosphorylierungsmuster von WC-2. Es entspricht nicht dem Wildtyp, sieht jedoch auch
anders aus als im Awc-1 oder Afrq Stamm. Damit ist klar gezeigt, dass die Phosphorylierung
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von WC-2 sowohl von WC-1 als auch von FRQ abhingt. In einem AWC-1 und in einem
AFRQ Stamm addieren sich beide Effekte, wohingegen in einem WC-1 Rip Stamm nur der
WC-1 Effekt zu sehen ist (sieche Abbildung 13).

Abb. 13:
. Gezeigt ist die Phosphorylierung von WC-2 im
- - Wildtyp, fiq’, frq10 und im we-1 Rip Stamm.

WT frq’ frq10 we-1 Rip

Als néchstes wurden 2D Gel Elektrophorese Analysen durchgefiihrt, um die Phosphorylierung
genau charakterisieren zu koénnen. Zundchst wurden Wildtyp Kerne sowie fig’ Kerne
untersucht (siche Abbildung 14).

Bei den Wildtyp Kernen erkennt man deutlich 7 Spots. Mit Hilfe von CIP Experimenten
konnte gezeigt werden, dass einer davon dem unphosphorylierten WC-2 entspricht. Somit

T
WT - ¥ Abb. 14:
2D Gelanalyse von Wildtyp und firg’ WC-2 aus
frq9 o o Kernextrakten. Man erkennt im Wildtyp 6 im fig” 2
Phosphorylierungen.

weist WC-2 6 Phosphorylierungsstellen auf. In einem frq” Stamm findet man noch 3, somit
unphosphoryliertes und ein- und zweifach phosphoryliertes WC-2.

In einem frq defizienten Stamm findet man noch 2 Phosphorylierungen. Somit hdngen vier
der sechs Phosphorylierungen von WC-2 von FRQ ab.

5.1.11) Die FRQ abhiingige Phosphorylierung erfolgt nur im WCC

In einem Awc-1 Stamm wurde FRQ mit QA induziert (siche Abbildung 15). Es wurden
dadurch Wildtyplevel an FRQ nach der Induktion erreicht. Die Phosphorylierung von WC-2
veranderte sich hingegen nicht. Somit induziert FRQ zwar die Phosphorylierung von WC-2
im WCC nicht jedoch von WC-2 allein. Somit war alles phosphorylierte WC-2 im Kern
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einmal im WCC. Wird WC-1 abgebaut liegt phosphoryliertes WC-2 frei vor.

WT AWC-1 AWC-1 qaFRQ
vor nach wvor nach

= - e

- WC-2
‘ o ‘

Abb. 15:

In einem Awc-1 Stamm wurde FRQ induziert. Man erreicht nach der Induktion Wildtyplevel (WT) an
FRQ (oberer Teil der Abbildung). Die Phosphorylierung von WC-2 verindert sich dadurch nicht
(unterere Teil der Abbildung).

5.2) Funktionen der Phosphorylierung

Tragen wir zunédchst einmal zusammen, was wir bereits tiber die Phosphorylierung von WC-2
wissen. Die Phosphorylierung ist abhéngig sowohl von WC-1 als auch von FRQ. Sie ist nicht
unmittelbar abhéngig von Licht, sondern folgt in der Kinetik eher der Anwesenheit von FRQ.
Sie ist nicht notwendig fiir die Assemblierung mit WC-1 und sie hat nichts mit dem Transport
in den Kern zu tun. Die einzig logische Schlussfolgerung wére demnach, dass sie die Aktivitét
des WCC reguliert.

WT frq9
LL DD LL DD Abb. 16:
frg RNA Q 5 . - Northern Blot Analyse von firg RNA im Vergleich
o - zu rRNA im Wildtyp und fi-¢’. frg° weist deutlich
rRNA P hohere frqg RNA Level als der Wildytp sowohl im
LL als auch im DD (DD28) auf.

Als nichstes wurden daher frg RNA von Wildtyp und von frg’ unter Dauerlicht (LL) und
Dauerdunkel (DD28) prépariert und mittels Northern Blotting analysiert (siehe Abbildung
16). Hier ist klar zu erkennen, dass in einem frq® Stamm, der viel weniger WCC als der
Wildtyp enthélt, der nicht phosphoryliert vorliegt, deutlich mehr frg RNA im Licht und auch
im Dunkel gebildet wird. Die Synthese von frg RNA ist strikt abhiangig vom WCC, in KO
Stammen wird keine frqg RNA gebildet. Somit sollte weniger WCC weniger frqg RNA
bedeuten. Dies ist erstaunlicherweise jedoch nicht der Fall. Im Gegenteil wird im fiq > Stamm
mehr frqg RNA gebildet. Der einzig erkennbare Unterschied ist der Phosphorylierungstatus des
WCC. Der nicht phosphorylierte WCC ist eindeutig transkriptionell aktiv. Er scheint sogar
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deutlich aktiver zu sein als der phosphorylierte Komplex des Wildtyps. Es ist daher
wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung die Aktivitdit des WCC reguliert. Je stiarker der
WCC phosphoryliert ist, desto inaktiver scheint er zu sein.

Die Funktion von FRQ scheint es demnach zu sein, iiber die Induktion der Phosphorylierung
von WC-2 und WC-1 die Aktivitat des WCC zu regulieren.

5.2.1) Kinetiken

Es ldge demnach auf der Hand, dass die Phosphorylierung des WCC circadian reguliert wird.
Um dies zu untersuchen, wurde ein circadaner Tag fraktioniert und Kernextrakte analysiert
(sieche Abbildung 17). Hier war auffillig, dass in Kernextrakten die Menge an FRQ nicht der
gleichen Art von Schwankung unterliegt wie in Totalextrakten. Zwar verdndert sich das
Phosphorylierungsmuster circadian, die Absolutmenge bleibt jedoch relativ konstant. Damit
folgt fiir unsere Quantifizierung, die ja unter Dauerlichtbedingungen durchgefiithrt wurde, dass
die Werte absolute Hochstwerte sind und dass innerhalb eines circadianen Tages FRQ weitaus
geringer vorliegt. Somit ist das Verhiltnis von 6 WCC zu 1 FRQ, welches in Dauerlicht
bestimmt wurde, deutlich niedriger liegt als die Verhédltnisse wahrend eines circadianen
Tages.

FRQ o \
.M.swya' { B TS

-

DD(t) 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Abb. 17:
FRQ in Kernextrakten im Vergleich eines circadianen Tages. FRQ Level varieren nicht sehr stark,
lediglich das Phosphorylierungsmuster verdndert sich.

Die Phosphorylierung von WC-2 schwankt zwar, ist jedoch nicht eindeutig circadian reguliert
(siche Abbildung 18).

W

c-2 : :
SlEuE . uweLGEEEERA

Abb. 18:
Die WC-2 Phosphorylierung verdndert sich nicht circadian. Dargestellt ist ein circadianer Tag von LL,
DD3, 6, 9 bis DD 48.
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Betrachtet man die drei extremen Zeitpunkte eines circadianen Tages, also lichtgewachsene
Zellen, DD16 (maximale Transkription) und DD28 (maximale Repression der Transkription),
so sieht man jedoch, dass zu Zeiten, wenn die Transkription maximal reprimiert ist, der WCC
deutlich stdarker phosphoryliert ist (siche Abbildung 19). Demnach ist die Phosphorylierung
des WCC mit den hier verwendeten Methoden zwar nicht circadian auflosbar, sie korreliert
aber dennoch mit der unterschiedlichen Aktivitdt des WCC im Verlauf eines circadianen
Tages.

LL DD16 DD28 Abb. 19:
WC-1 - - - WC-1 und WC-2 an den drei extremen Zeitpunkten eines
circadianen Tages: LL, DD16 (maximale Transkription) und
WC-2 DD28 (maximale Repression der Transkription).
Man erkennt deutlich die unterschiedliche Phosphorylierun;
- e — proty £

von WC-2.

5.2.2) Induktion von FRQ in frq’

Um die Aktivitdit des WCC genauer zu untersuchen, wurde ein Wildtyp frq Allel unter
Kontrolle des regulierbaren ga-2 Promotors in einem firq” Stamm exprimiert. Nach Induktion
der FRQ Synthese mit Chinasidure wurde die Expression von FRQ (siehe Abbildung 20) und
die Expression von frq¢’ RNA (siehe Abbildung 21) iiber eine Zeitdauer von 8 h im Licht und
im Dunkeln verfolgt. Man sieht in den Totalextrakten deutlich die leaky Expression bei 0 h.
Bei 2 h wird schon deutlich FRQ gebildet. Die Menge an FRQ steigt kontinuierlich an,
wihrend die Menge an FRQ” konstant bleibt. Von diesen Zeitpunkten wurde ebenfalls RNA
hergestellt und fraktioniert.

LL DD

0 2 4 § 0 2 4 8 h induction

FRQ -—v.. | Fl.-

e '..luuiuu

Abb. 20:

Die Induktion von FRQ in fi¢’. Wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe von QA in
Totalextrakten verfolgt. Man erkennt die leaky Expression zum Zeitpunkt 0 und dann die stufenweise
Induktion mit zunechmender Menge an FRQ bis zum Zeitpunkt von 8 h.
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Abb. 21:
Die endogenen frq mRNA Level bei Induktion von FRQ in frg” im Licht (LLO, LL2, LL4 und
LL8) und im Dunkeln (DDO, DD2, DD4 und DDS).

In den RNA Proben wurde folgendes getestet. Das induzierbare wt- frg Allel enthélt nur den
FRQ ORF. Daher kann die induzierbare wt frq¢ RNA nur durch Sonden innerhalb des ORF's
detektiert werden. Im Gegensatz dazu wird das endogene frq’ Allel unter Kontrolle des frq
Promotors exprimiert und ist daher abhiangig vom WCC. Die fr¢” RNA kann spezifisch durch
Sonden im 5” UTR verfolgt werden. Um nun die Aktivitdt des WCC zu messen wurde eine
Sonde im S5'UTR von frq  verwendet (siche Abbildung 21). Man erkennt, dass mit
zunehmender FRQ Induktion die Menge an fr¢' RNA abnimmt. Schon nach 2h Induktion ist
die Menge an frq” RNA drastisch reduziert.

In den Kernextrakten sieht man nicht den gleichen Anstieg von FRQ wie in den
Totalextrakten (siche Abbildung 22). Man sieht hier bei O h keine leaky Expression. Nach 4 h
ist das Maximum von FRQ im Kern erreicht. Von 4 bis 8 h steigt FRQ im Kern nicht weiter
an. Gleichzeitig, wenn man sich die fr¢” RNA Daten betrachtet, wird der WCC auch nicht
weiter inhibiert. Die Inhibition ist nach 4 h maximal, obwohl FRQ im Totalextrakt noch
weiter ansteigt. Im Kern hingegen scheint es eine Maximalmenge an FRQ zu geben, die nicht
uiberschritten wird.
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Abb. 22:
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Kernextrakte der Induktion von FRQ in einem fi¢” Stamm. Dargestellt ist FRQ und WC-1.
Wihrend WC-1 konstant bleibt, nimmt FRQ stindig zu. Allerdings ist nach 4 Stunden
im Vergleich zu 8 Stunden keine weitere Zunahme mehr zu verzeichnen.

Betrachtet man nun die Phosphorylierung des WCC, so sieht man dass mit zunehmender
Inhibition auch die Phosphorylierung von WC-2 zunimmt (siehe Abbildung 23).

2h

8h

5.2.4) Bindung des WCC an den frq Promotor

Abb. 23:

2D Gelanalyse von WC-2 wihrend der Induktion
von FRQ im fi¢” Stamm. Schon 2 Stunden nach
der Induktion erkennt man deutlich mehr
Phosphorylierungen als in einem fiq” Stamm (der
nur 2 Phosphorylierungen besitzt).

Mit Hilfe von Elektropheretic Mobility Shift Assays (EMSA's) sollte die Aktivitat des WCC
genauer charakterisiert werden. Zundchst wurde die Technik etabliert. Als Probe wurde die
distale LRE des frq Promotors mit y-32 ATP markiert verwendet. Dieses wurde mit Wildtyp
oder frq” Kernextrakt inkubiert. Zusitzlich wurden unterschiedliche Mengen an spezifischen
oder aber unspezifischen nicht radioaktiven Oligo mitinkubiert.

Die Ansitze wurden auf einem Nativgel aufgetrennt und mittels Autoradiographie analysiert
(siehe Abbildung 24).
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Abb. 24:

EMSA mit Probes des distalen LRE des firq Promotors. Der EMSA wurde mit Wildtypkernextrakten
und frg° Kernextrakt durchgefiihrt. Dargestellt ist die spezifische Inhibition mit dem gleichen,
ungelabelten Oligo und die unspezifische Inhibition durch ein anderes Oligo.

Im unteren Bereich erkennt man die freie Probe. Dartber sind 4 Shifts zu erkennen, von der
erste und der zweite Shift spezifisch sind. Im Fall der spezifischen Inhibition mit
ungelabeltem Oligo verschwinden beide Shifts, wihrend dies bei unspezifischer Inhibition
durch ein anderes ungelabeltes Oligo nicht der Fall ist. Man erkennt deutlich, dass der fiq’
Kernextrakt aktiver ist. Er produziert bei gleicher Menge eingesetztem Kernextrakt einen
starkeren Shift. Die letzten beiden Spuren zeigen Wildtyp und frq” Kernextrakt mit niedrig
Salz EMSA Puffer (40 mM anstelle von 100 mM KCl). Hier kommen die spezifischen Shifts
deutlicher zur Geltung.

5.3) Die Phosphorylierungsstellen

Um die potentiellen 6 Phosphorylierungsstellen innerhalb von WC-2 zu identifizieren, wurde
zundchst die Sequenz von WC-2 betrachtet. Es wurde Gebrauch von 2 verkirzten WC-2
Mutanten gemacht, die bereits im Labor vorhanden waren (siehe Abbildung 25) (Linden et al.
1997). Die G3 Mutante endet kurz vor der Zinkfinger Doméine von WC-2 und die T13
Mutante endet innerhalb des Zn- Fingers. Diese beiden Mutanten wurden auf ihre
Phosphorylierung hin untersucht.
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G3 Ti13

b

PAS Zn finger

Abb. 25:
Schematische Darstellung von WC-2 mit der PAS Doméine und dem Zn-Finger Motif. Eingezeichnet sind
die vorzeitigen Stops bei der G3 und der T13 Mutante.

Es stellte sich heraus, dass beide deutliche Phosphorylierungsdefekte aufwiesen (siche
Abbildung 26). Deshalb wurde die Sequenz von G3 bis zum Ende von WC-2 auf potentielle
Phosphorylierungsstellen mit Hilfe eines Computerprogramms untersucht.

. ¥ Abb. 26:

- Phosphorylierungsdefekte bei der T13 und
e G3 Mutante. Dargestellt sind Kernextrakte
" vom Wildtyp im Vergleich zu T13 und G3.

WT T13 G3

In diesem Computerprogramm werden die einzelnen Stellen, aufgrund der umgebenden
Sequenzen, nach Phosphorylierungswahrscheinlichkeiten untersucht. Au3erdem werden die
potentiellen Kinasen identifiziert. In unserem Fall handelt es sich um 8 putative
Phosphorylierungssequenzen (sieche Abbildung 27). Von diesen weisen aber nur 4 eine
signifikante Wahrscheinlichkeit auf, so dass nur diese Sequenzen fiir die nachfolgende
Analyse durch Punktmutationen in Betracht gezogen wurden. An diesen Stellen wurden mit
Hilfe eines Mutagenesekits Punktmutationen eingefiihrt, die das Ser, Thr oder Tyr zu Ala oder
zu Glu verdndern. Dadurch sollte die unphosphorylierte bzw. die phosphorylierte Version von
WC-2 nachgeahmt werden.
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PAS Zn finger

AIPLDRDPR GEKKKKIKVAEE_ _VCTDCGTLD_PEWRKGPSGPKTLCNACGLRWAKKEKK
KNANNNNNGGGIGGHNDIHTPMGDHMG

Amino Acid Prediction Substitution
T 453 0,098

Y 466 0,96 Q&E

T 469 0,419

T 473 0,054

S 476 0,86 A&E

(Konserviert in allen GATA Typ Zn Fingern als S oder T)
S 484 0,129

T 488 0,677 A & E
T 523 0,461 A
Abb. 27:

Schematische Darstellung von WC-2. FEingezeichnet sind in Rot alle potenticllen
Phosphorylierungsstellen. Darunter ist eine Tabelle mit der Phosphorylierungswahrscheinlichkeit der
jeweiligen Stelle berechnet mit einem Computerprogramm (NetPhos). Gekennzeichnet sind die Stellen,
die ersetzt wurden.

Es wurden insgesamt 7 Punktmutanten von WC-2 hergestellt und in den AWC-2 Stamm QA
induzierbar eingefiihrt. Die entsprechenden Staimme wurden homokaryotisch gemacht und
analysiert. Die Analyse umfasste physiologische Parameter wie die Funktionalitdt mit Hilfe
von Racetube Assays und proteinbiochemische Parameter wie die Expression von FRQ und
WC-1 (siehe Abbildung 28) sowie die Phosphorylierung des WCC. AuBerdem wurde
molekularbiologisch die putative Stabilitat des WC-2 untersucht, in dem auf Anwesenheit der
putativen Polyadenylierungsstellen mit Hilfe von PCR getestet wurde. Dabei stellte sich
heraus, dass in einem Teil unserer Mutatanten die polyA Sites nicht vorhanden waren. Das
waren auch gleichzeitig die Mutanten die nicht stabil exprimiert wurden. Diese wurden in der
weiteren Analyse zundchst einmal nicht weiter berticksichtigt.

Nicht berticksichtigt werden damit die folgenden Mutanten Y466Q, S476E und T488A.
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Zunichst einmal wurde die Rhythmizitat und die Expression von FRQ und WC-1 betrachtet.
Die Mutante Y466E wurde deutlich stiarker als der Wildtyp exprimiert. Schon die leaky
Expression reichte aus, um FRQ und WC-1 zu induzieren wie im Wildtyp. Damit sind diese
Stamme auch auf Racetubes ohne QA schon rhythmisch. Das gleiche gilt fiur S476A. Bei
beiden Mutanten zeigt sich, dass weniger als die Wildtypmenge an WC-2 ausreichen fiir
normales Physiologie. Die Mutante T488E wird signifikant exprimiert. Sie zeigt vor und nach
der Induktion Wildtypmengen an FRQ und WC-1. Auf Racetubes ist sie rhythmisch. Die
Mutante T523A verhélt sich etwas anders. Hier sind nur nach der Induktion Wildtypmengen
an WC-1, wobei FRQ schon vor der Induktion die Wildtypmenge erreicht. Auch diese
Mutante ist rhythmisch. Von allen Mutanten wurden mindesten 2 unabhingige Klone
betrachtet. Alle Punktmutanten von WC-2 sind rhythmisch. Untersucht man jedoch die
Phasen der einzelnen Mutanten, so sieht man interessante Unterschiede zum Wildtyp.
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WT AWC-2 qaWC-2 Y466Q Y466Q Y466E Y466E
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Abb. 28:

Analyse der WC-2 Punktmutanten auf FRQ, WC-1 und WC-2 Expression. Dargestellt sind die
Wildtypzellen, der AWC-2 Stamm sowie die Mutanten vor und 6h nach der Induktion. Man erkennt, dass
einige Mutanten so gut wie nicht exprimiert werden. Das sind die Mutanten denen die putativen polyA sites

fehlen.
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5.4.Aufreinigung von WC-2 iiber ein TAP Tag

Hierzu wurde das TAP Tag intern in den BstXI Schnitt in WC-2 eingesetzt (siche Abbildung
29).

BstXI BstXI

TAP-Tag PAS-Doméne Zn-Finger
Abb. 29: Schematische Darstellung des TAP getaggten WC-2 Proteins

Der Vektor wurde in einen AWC-2 Stamm integriert und aus diesem wurde WC-2 nach
Induktion mit QA aufgereinigt. Das TAP-Tag WC-2 band sehr gut an die IgG beads und lies
sich sehr gut aufreinigen (sieche Abbildung 30).

Input U beads

s € TAP-Tag WC-2
Abb. 30:

—

“ - s ¢— TAP-Tag short WC-2 Aufreinigung von TAP-Tag WC-2
Dargestellt ist der Input, der Uberstand und
das gebundene Material.

5.5) Ausblick

Nachfolgend sollten noch folgende Analysen durchgefiihrt werden. Zunédchst einmal miissen
die Punktmutanten von WC-2 noch genauer charakterisiert werden. Dazu gehort auch eine 2D
Gelanalyse. Dabei lasst sich erkennen, ob es sich bei den jeweiligen Aminoséduren tatsachlich
um Phosphorylierungsstellen des WC-2 Proteins handelt. Die jeweils positiven Mutanten
miissten dann detailliert charakterisiert werden. Dabei konnte die Stabilitdt des WC-2 Proteins
in einem Cycloheximidexperiment gemessen werden. Die Lichtinduktion des WCC konnte
gemessen werden, indem man den Anstieg der frg mRNA im Vergleich zu einem
Wildtypstamm bestimmt. Dabei konnte auch die Retention des WCC in den Ausgangszustand
der Lichtperzeption anhand der Abflachungskinetik bestimmt werden.

Das TAP-Tag WC-2 sollte in gro3en Mengen aufgereinigt werden. Damit konnte zum einen
eine spektrale Analyse des WC-2 Proteins durchgefithrt werden, um zu klaren, ob WC-2
noch Co-Faktoren gebunden hat. Zum anderen konnten tiber Massenspektrometrie Analysen
die Phosphorylierungsstellen bestimmt werden. Die entsprechenden Aminosédurereste sollten
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dann, sofern noch nicht geschehen, ausgetauscht werden. Die Mutanten sollten dann
umfassend charakterisiert werden.

SchlieBlich sollten die Komplexe genau untersucht werden. Auch das gelingt mit Hilfe des
Tap-Tag WC-2. Wichtig ist die Natur des zweiten WC-2 Komplexes aufzuklaren, der kein
WC-1 enthélt aber WC-1 abhéngig gebildet wird. Dabei ist es auch wichtig zu erfahren, ob
bereits Kinasen oder aber Phosphatasen an das WC-2 bzw. den WCC gebunden sind. Diese
sollten dann genau charakterisiert werden. Dabei ist es essentiell zu erfahren, welche Bereiche
des WCC sie phosphorylieren bzw. dephosphorylieren, wann genau und in Abhéngigkeit
wovon sie dies tun. Zum Schlul3 kann WC-2 oder aber der WCC kristallisiert werden. Damit
kann die genaue Struktur und auch die Stochiometrie des Komplexes bestimmt werden. Die
genaue Struktur wire sehr wichtig fir das Verstandnis der Funktionsweise des WCC.
AuBlerdem kann ein GFP-WC-2 Konstrukt hergestellt werden. Damit kann in vivo die
Verteilung von WC-2 unter verschiedenen Bedingungen, wie z.B. wihrend eines circadianen
Tages, bei einem Lichtpuls 0.4. untersucht werden. Das ist sehr wichtig, da die Daten hier
alles in vitro Daten sind und nichts iiber die Verhéltnisse in vivo aussagen konnen.

Weiterhin ware es interessant, die kurze Isoform von WC-2 zu untersuchen. Es ist nur
bekannt, dass eine ca. 10-15 kDa kirzere Form von WC-2 existiert. Diese ist vermutlich am
C-Terminus verkiirzt. Es ist nicht bekannt, ob diese im WC- Komplex enthalten ist und
welche Funktion sie erfiillt. Dies konnte untersucht werden. Ebenso ist nicht klar, ob es
tatsachlich eine seperate Form von WC-2 oder aber ein Abbauprodukt ist.

Alle diese Untersuchungen konnten sich nahtlos an die hier vorliegende Arbeit anschliessen
und Bestandteil oder aber Thema weiterer Doktorarbeiten oder Diplomarbeiten sein.
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6) Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die molekulare Natur des negativen Feedbacks von FRQ auf
den WCC aufgeklart. Dies war bisher nicht bekannt. Publiziert war, dass FRQ einen stabilen
Komplex mit dem WCC bildet und diesen so inaktiviert. Die Daten dafiir waren, eine Co-
Immunféllung und eine Hemmung des EMSA mit in vifro translatiertem WC-1 und WC-2
durch in vitro translatiertes FRQ (Froehlich, 2003). Es wurde nie gezeigt, dass eine solche
Bindung von FRQ an den WCC zu einer Inaktivierung des WCC in vivo fithrt. Die Tatsache,
dass FRQ nie in signifikanten Ausmall mit dem WCC co-immungefillt werden konnte
widersprachen hingegen diesem Modell. Das wurde jedoch nicht entsprechend diskutiert.

Hier wurde qualitativ und quantitativ gezeigt, dass FRQ keinen stabilen Komplex mit dem
WCC bilden kann. Ein FRQ-WCC Superkomplex konnte nicht nachgewiesen werden, obwohl
verschiedene Methoden wie z.B. Gelfiltration, (Sedimentationsanalyse und Nativgelanalyse)
sowie Co-Immunfillung verwendet wurden. Anhand der Quantifizierung ist klar ersichtlich,
dass zu jedem circadianen Zeitpunkt der WCC in groBem UberschuB3 zu nukleirem FRQ
vorliegt. Auch daher kann keine Hemmung des WCC durch einen stabilen Komplex mit FRQ
erfolgen. Vielmehr wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der WCC (WC-1 und auch
WC-2) FRQ abhingig phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung ist in ithrer Kinetik klar von
der lichtabhiangigen Phosphorylierung zu trennen. Wir konnten weiterhin zeigen, dass es
insgesamt 6 Phosphorylierungsstellen im WC-2 gibt, von denen 4 von FRQ abhéngen.

Die hier gemachte Quantifizierung von FRQ, WC-1 und WC-2 ist zum einen genauer als die
bisherigen und geht zum anderen tber die bisher publizierten Quantifizierungen hinaus.
Bisher hatte man die Uhrenproteine lediglich in Totalextrakten quantifiziert und ihre
Verteilung zwischen Kern und Cytosol nicht beachtet. Hier wurde in Totalextrakten, im Kern
und im Cytsosol quantifiziert. Zudem ist die hier gemachte Quantifizierung genau, da
Standards und zu quantifizierende Proben immer auf einem Gel analysiert wurden.

Eine weitere Studie von Liu et al quantifiziert WC-1 und WC-2 zueinander und kommt zu
einem molaren Verhéltnis von 1:5 und bestatigt somit das erste Ergebnis von Dennault et al.
In Totalextrakten haben wir FRQ:WC-1:WC-2 wie 4:1:5 bestimmt. Dies wurde 6fach
verifiziert und kann als sehr genaues Ergebnis angesehen werden.

Da FRQ zu tiber 90% im Cytosol vorliegt, sind im Kern zu jedem Zeitpunkt eines circadianen
Tages weit weniger FRQ vorhanden als WCC. Es ist also ausgeschlossen, dass ein 1:1
Komplex aus FRQ und WCC den WCC inhibiert. Zusétzlich lasst sich sagen, dass ein solcher
Komplex mit keiner der verwendeten Methoden nachweisbar war. Mit einer Co-
Immunféllung konnte eine kleine Menge des nukledren FRQ spezifisch mit dem WCC gefillt
werden, jedoch reicht die Menge nicht aus, um die Hemmung des WCC durch FRQ zu
erklaren. Mit einer Gelfiltration, mit Sedimentationsanalyse oder aber mit Nativgelen war ein
solcher Superkomplex nicht detektierbar.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es eine FRQ abhédngige Phosphorylierung des WCC
gibt. Dies betrifft die Phosphorylierung von WC-1 und von WC-2. In beiden Féllen war die
FRQ abhéngige Phosphorylierung klar von der lichtabhidngigen Phosphorylierung getrennt.
Bisher war lediglich eine lichtabhingige Phosphorylierung des WCC publiziert. Eine FRQ
abhédngige Phosphorylierung wurde noch nie untersucht, so dass unsere Daten einen vollig
neuen Aspekt der Regulation aufzeigen. Vergleicht man eine lichtabhingige
Phosphorylierung mit der FRQ abhingigen Phosphorylierung so sieht man vollig
unterschiedliche Kinetiken. Die lichtabhingige Phosphorylierung von WC-1 erfolgt sehr
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schnell und fihrt zu einem Abbau von WC-1. WC-2 wird akut nicht lichtabhingig
phosphoryliert. FRQ wird jedoch auch lichtabhingig induziert. Als nichstes beobachtet man
daher eine FRQ induzierte Phosphorylierung von WC-2. Die FRQ induzierte
Phosphorylierung von WC-1 erfolgt noch spéter. Somit lassen sich innerhalb einer
Lichtinduktion 3 Phosphorylierungskinetiken auflosen: die unmittelbare lichtinduzierte
Phosphorylierung des WCC, die Phosphorylierung von WC-2 (FRQ induziert) und die sehr
spate Phosphorylierung von WC-1 (FRQ induziert). Der Phosphorylierungsstatus des WCC
korreliert mit dessen Aktivitdt. Der lichtabhidngig phosphorylierte WCC ist transkriptionell
aktiv. Der FRQ abhéngig phosphorylierte Komplex ist nicht aktiv. Dies wurde mit mehreren
unabhingigen Experimenten untersucht. In einem frg® Stamm liegt sehr viel weniger,
allerdings niedrig phosphorylierter WCC vor. Dieser ist viel aktiver als der hoch
phosphorylierte WCC in einem Wildtypstamm, der dort in groBerer Menge vorkommt. Die
Menge an frqg mRNA in einem frq’ Stamm ist sehr viel hoher als im Wildtyp. Induziert man
Wildtyp FRQ in einem fiq® Stamm, so wird der WCC abgeschalten und parallel dazu wird er
phosphoryliert. Die Abschaltung korreliert mit einer Phosphorylierung und die Aktivierung
korrelliert mit einer Dephosphorylierung. Auch im Verlauf eines circadianen Tages schwankt
die Phosphorylierung des WCC. Zu DD28 ist der Komplex relativ stark phosphoryliert,
wiahrend er bei DD16 kaum phosphoryliert vorliegt. Dabei handelt es sich um die zwei
Extrempunkte der maximalen Repression (DD28) und der maximalen Transkription (DD16).
WC-2 weist insgesamt 6 Phosphorylierungsstellen auf. Von diesen hidngen 4 von FRQ ab. Es
wurde versucht die FRQ abhingigen Phosphorylierungen ndher zu charaktersieren. Dafiir
wurden zwei verkiirzte WC-2 Mutanten benutzt. Die G3 Mutante kodiert fur ein verkiirztes
WC-2 Protein, welches kurz vor dem Zinkfinger endet und ist nicht phosphoryliert. In dem
fehlenden C-terminalen Teil von WC-2 liegen 8 Phosphorylierungsstellen, von denen 4 eine
einigermallen hohe Vorhersage mit einem Computerprogramm hatten. Diese 4 wurden
ausgetauscht. Eine abschlieBende Einschédtzung kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
vorgenommen werden.

Zusitzlich wurde WC-2 mit Hilfe eines TAP Tags aufgereinigt. Mit dem aufgereinigten WC-
2 konnen nun viele in vifro Charakterisierungen vorgenommen werden und auch die
Phosphorylierungsstellen konnen mit Hilfe von massenspektrometrischen
Charakterisierungen bestimmt werden.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Funktion von FRQ nicht darin besteht im
Kern an den WCC zu binden und diesen so zu inaktivieren, sondern dass FRQ die
Phosphorylierung des WCC vermittelt und diesen so inaktiviert. Diese FRQ abhéngige
Phosphorylierung ist der Abschaltmechanismus.

Wie erfolgt dies molekular? Dafiir gibt es mehrere Moglichkeiten.

Zum einem kann FRQ eine Kinase in den Kern rekrutieren. FRQ hitte damit eine Cyclin
dhnliche Funktion, indem es eine Kinase rekrutiert dhnlich den Cyclin abhingigen Kinasen im
Zellzyklus (CDK- cyclin dependent Kinase). Fir diesen Mechanismus muss FRQ nicht
notwendigerweise mit dem WCC interagieren. Moglich ist auch, dass FRQ eine Phosphatase
im Cytosol festhilt bzw. ins Cytosol transportiert und so die Phosphorylierung des WCC
indirekt beeinfluft. Dies ist moglich, da FRQ stets zu einem grof3en Teil im Cytosol vorliegt.
Moglich ist auch, dass Kinasen und/ oder Phosphatasen ein stabiler Bestandteil des WCC sind
und FRQ transient an den WCC bindet und so eine Konformationsidnderung auslost, die zu
einer Aktivierung der Kinasen oder aber zu einem Ablosen und damit Inaktivieren der
Phosphatasen fiihrt.
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Die FRQ abhédngige Phosphorylierung fithrt nicht zu einer Verdnderung des
Molekulargewichtes. Sie filhrt demnach nicht zu einer Dissoziation des WCC. Auflerdem
fuhrt sie nicht zu einem Export des WCC aus dem Kern. Moglich ist eine
Konformationsverdnderung oder aber eine geringfiigige Verdnderung in der
Zusammensetzung des WCC, die so klein ist, dass sie nicht durch Gelfiltration nachgewiesen
werden kann. Die Phosphorylierung fithrt dazu, dass der WCC nicht mehr an den frg
Promotor bindet. Wahrscheinlich fiihrt sie also zu einem Ablosen des WCC von der DNA.
Eine Phosphorylierung im Bereich des Zn-Fingers konnte solche Auswirkungen haben und
mit der DNA Bindung interferieren.

FRQ Komplex
Niedrig phosphorylierter WCC Hochphosphorylierter WCC
transkriptionell aktiv transkriptionell inaktiv
Mogliche Mechanismen
FRQ Komplex
(R Jexo )
G )
Niedrig phosphorylierter WCC Hochphosphorylierter WCC
transkriptionell aktiv transkriptionell inaktiv

FRQ Komplex

Phosphatase

Niedrig phosphorylierter WCC
transkriptionell aktiv

Hochphosphorylierter WCC
transkriptionell inaktiv
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Ein solches Modell der FRQ abhingigen Phosphorylierung, das zu einer sequentiellen
Abschaltung der WCC fiihrt, stellt einen neuartigen Aspekt in der Regulation fiir circadiane
Uhren dar. Bisher ist in keinem Modellsystem diskutiert wie das negative Feedback
funktionieren soll. Unsere Daten weisen dafiir mehrere Moglichkeiten aus. Klar ist dass FRQ
nicht stabil mit dem WCC interagiert und dass FRQ abhédngig mehrere Phosphorylierungen
induziert werden. Die zunehmende Phosphorylierung korreliert mit einem Abschalten des
WCC.
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8) Abkiirzungsverzeichnis

ul Mikroliter

AA-mix Aminosdurenmix

AK Antikorper

a-FRQ anti-FRQ

a-WC-1 anti-WC-1

a-WC-2 anti-WC-2

BSA Bovine Serum Albumin, Rinderserumalbumin
CRY Cryptochrom

CT Circadian Time, circadiane Zeit
D Tage

DD Dauerdunkel

DMSO Dimethylsulfoxid

DANN Desoxyribonukleinsidure

dNTP Desoxyribonukleinsdurenukleotide
DTT Dithiothreonid

EDTA Ethylenendiamintetraessigsdure
EGTA Ethylen- bis- glykol-tetraessigsaure
EtBr Ethidiumbromid

FAD Flavinadenindinukleotid

FGCS Fungal Genetic Stock Centre
Frq frequency

FRQ Frequency

g Gramm

GSH Glutathion

GST Glutathion S Transferase
HMW High Molecular Weight

IeG Immunglobulin G

IPTG Isopropylthiogalactosid

kB Kilobase

kDa Kilodalton

LB Luria Bertani

LD Licht Dunkel

IFRQ long Frequency

LL Dauerlicht

LMW Low Molecular Weight

LOV Light Oxygen Voltage

LRE light responsive elements

M Molar

MBP Maltosebindeprotein

Min Minuten

Ml Milliliter

OD Optische Dichte

PAS Per Arnt Sim

PBS Phosphate buffered Saline
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PCR
PMSF
PVDF
RNA
Rpm
RT
SDS
sFRQ
TAP
TCA
TCB
Tris
VVD
WC-1
WC-2
WCC

Polymerasekettenreaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinséure
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat

short Frequency

Tandem Affinity Purification
Trichloressigsidure
Thrombinspaltungspuffer
Trihydroxymethylsulfonséure
Vivid

White Collar 1

White Collar 2

White Collar Komplex



