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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Biologische Uhren

1.1.1. Definition

Lebende Organismen sind darauf angewiesen, eine Vielzahl verschiedener biochemi-
scher und physiologischer Vorgange zeitlich miteinander zu koordinieren, um sich den
im Laufe eines Tages periodisch &ndernden Umweltbedingungen optimal anpassen zu
kénnen. Zu diesem Zweck entstanden im Laufe der Evolution bei sehr vielen Spezies,
vom Bakterium bis zum Menschen, komplexe zellulare Systeme, die mit einer Periode
von ungefahr 24 Stunden ("circadian”) schwingen und so die astronomische Zeit mes-
sen. Diese Systeme nennt man biologische oder circadiane Uhren.

Die Licht- und Temperaturwahrnehmungen eines Organismus sind eng mit der biologi-
schen Uhr verbunden und ermdglichen es, die subjektiv gemessene, innere, circadiane
Zeit mit der objektiven, aul3eren, astronomischen Zeit abzustimmen. Den Vorgang der
Verstellung der inneren Uhr durch &uf3ere Reize nennt man im Englischen "Entrainment”.
Die beiden wichtigsten dieser Reize, auch "Zeitgeber” genannt, sind Lichtreize und
Temperaturdnderungen. Eine fundamentale Eigenschatft der biologischen Uhren ist ihre
Fahigkeit, einen Rhythmus auch unter konstanten Bedingungen endogen zu generieren
und aufrechtzuerhalten. Die periodische Anderung der Umweltbedingungen durch die
Erdrotation ist fur die Entstehung und Aufrechterhaltung des Rhythmus in einem Lebe-
wesen nicht entscheidend.

Ein weiteres wesentliches Merkmal dieser circadianen Systeme ist ihre Fahigkeit, tber
einen weiten Temperaturbereich konstante Rhythmen zu erzeugen (Hastings und Swee-
ney, 1957). Diese Eigenschaft bezeichnet man als Temperaturkompensation (engl.

Jtemperature compensation®).
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1.1.2. Allgemeines Uhrenmodell
Bei allen Organismen, deren circadiane Uhren bisher naher untersucht wurden, sind

diese in &hnlicher Weise konstruiert. Das Zentrum der Uhr ist ein circadianer Oszillator,

der auf einer Transkriptions-Translations-Rtckkopplungsschleife basiert.

Zentraler Oszillator

Umwelteinflisse: Input” "Output” Stoffwechsel
Licht q q Entwicklung
Temperatur Verhalten

>
=
B
<.
Q
c
=1
Q@

Abb. 1: Vereinfachtes Drei-Komponenten-Modell der biologischen Uhr
UP = Uhrenprotein (negativer Faktor), TF = Transkriptionsfaktor (positiver Faktor), UG = Uhrengen

Wesentlicher Bestandteil des Oszillators ist das sogenannte Uhrenprotein (engl. ,clock
protein®). Die Menge dieses Uhrenproteins und seiner Boten-RNA (mMRNA) unterliegt
unter konstanten Bedingungen im Lauf eines circadianen Tages einer charakteristi-
schen rhythmischen Schwankung, etwa in Form einer Sinusfunktion. Jeder Punkt dieses
Zyklus entspricht einer bestimmten, inneren Zeit.

Definitionsgemal3 beginnt der circadiane Tag mit Sonnenaufgang, der als circadiane
Zeit Null (CT 0 fur "circadian time" 0) bezeichnet wird. Entsprechend gilt CT 6 als Mittag,
CT 12 als Sonnenuntergang und CT 18 als Mitternacht.

Transkriptionsfaktoren aktivieren die Transkription des Uhrengens. Sie werden deshalb
als "positive Faktoren” bezeichnet. Licht- und Temperaturdnderungen wirken sich auch
auf die Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren aus. Das Uhrenprotein selbst, wenn es in
ausreichender Menge in den Zellkern gelangt, schaltet seine eigene Transkription ab
und ist somit ein "negativer Faktor”. Die einzelnen Komponenten des Oszillators bauen

also eine negative Riickkopplungsschleife (engl. "negative feedback loop™) auf.
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Das Zustandekommen der Oszillation kann man sich vereinfacht folgendermal3en vor-
stellen: Das Uhrengen wird transkribiert und translatiert, bis sich eine immer grol3ere
Menge an Uhrenprotein in der Zelle ansammelt. Hat diese einen kritischen Schwellen-
wert Uberschritten, gelangen genug Molekile des Uhrenproteins in den Zellkern, um dort
die eigene Transkription zu inhibieren. Das Unterdriicken der Neusynthese und der
gleichzeitige Abbau des Uhrenproteins bewirken eine Abnahme der Proteinmenge, bis
ein Schwellenwert unterschritten wird ab dem die Transkriptionshemmung nicht mehr

aufrechterhalten werden kann. Der Zyklus beginnt dann wieder von vorne.

Die Wirkung der biologischen Uhr auf Stoffwechsel, Entwicklung und Verhalten wird
Uber Gene vermittelt, deren Transkription zu bestimmten, von der biologischen Uhr vor-
gegebenen Zeitpunkten an- bzw. abgeschaltet wird. Man hat diesen Genen, deren Tran-
skription rhythmisch erfolgt, deren Inaktivierung dabei aber ohne Einflu3 auf das Funk-
tionieren der biologischen Uhr bleibt, den Namen Uhren-kontrollierte-Gene (engl. ,clock-

controlled-genes” = ,ccg’s”) gegeben (Loros et al., 1989).

Alle beschriebenen molekularen Bestandteile eines circadianen Oszillators sind inner-
halb einer einzelnen Zelle vorhanden und funktionsfahig, unabhéangig von der Komplexi-

tat eines Organismus.

Biologische Uhren sind nicht zum unmittelbaren Uberleben eines Organismus notwen-
dig. Eine biologische Uhr, deren Periode in etwa mit der des Licht-Dunkel-Zyklus tber-
einstimmt, verschafft aber dem Organismus, der sich ihrer bedient, einen evolutionaren
Vorteil (Ouyang et al., 1998), da er mit ihrer Hilfe Ereignisse in der Umwelt antizipieren

kann.

1.1.3. Effekte der circadianen Uhr im Menschen

Viele physiologische, aber auch zahlreiche pathologische Vorgange im menschlichen

Korper weisen eine circadiane Rhythmik auf (Abb. 2).
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Wahrscheinlichster Menstruationsbeginn
Geringste Serumkonzentration von Insulin
Beginnender Anstieg von Blutdruck und Puls
Beginnender Anstieg von Kortison

Beginnende Abnahme von Melatonin Karpertemperatur, Puls und
Blutdruck am héchsten

Griffstarke, Atemfrequenz und
Reflexbereitschaft am hdchsten

Wahrscheinlichster Wehenbeginn ) ) )
GroRte Menge an T-Helferzellen o Hdchste Hamoglobin- Héchste Urinproduktion

Niedrigste Menge konzentration im Blut
Hochste Serumkon- an T- Helferzellen

Schmerzschwelle am niedrigsten
zentlration von STH

S mw—

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 0 Tageszeit
| |
Hochste Wahrscheinlichkeit Hochstes Herzinfarkt- und Schlaganfallrisiko Hochste Wahrscheinlichkeit
fiir Asthmaanfalle Symptome der rheumatoiden Arthritis am fir allergische Reaktionen
schlimmsten

Heuschnupfensymptome am schlimmsten

Abb. 2: Einige Auswirkungen der biologischen Uhr im Menschen (nach Young, 2000a)

Das auffalligste circadiane Phanomen ist der Schlaf-Wach-Rhythmus, aber es gibt wohl
kaum einen Bereich unseres Stoffwechsels, unserer Immunabwehr oder unseres Ver-
haltens, der keinen circadianen Schwankungen unterliegt. Jeder der schon einmal unter
dem ,jet-lag” nach einem Transatlantikflug gelitten hat, weil3 was es bedeutet, wenn die
innere Uhr nicht mit den auf3eren Gegebenheiten Ubereinstimmt. Es gibt Erkrankungen,
die direkt die circadiane Uhr betreffen und zu einer Stérung des normalen Schlaf-Wach-
Rhythmus fuhren (z.B. das ,Familial Advanced Sleep Phase Syndrome®, siehe unten).
Bei vielen anderen Erkrankungen ist ein gestorter circadianer Rhythmus Teil der Sym-
ptomatik. Patienten mit Depressionen leiden unter Einschlaf- und Durchschlafstrungen
und eine kurzzeitige Besserung der depressiven Symptomatik kann durch Schlafentzug,
der sicher nicht ohne Einflu3 auf die innere Uhr bleibt, erreicht werden. Demente Pati-
enten zeigen haufig eine Verschiebung des Schlaf-Wach-Rhythmus, mit vermehrter
nachtlicher Aktiviat, was fur pflegende Angehdérige sehr belastend sein kann.

Wenn man die Grundlage dieser Phdnomene versteht, wird man diesen Patienten bes-
ser helfen kdnnen. Ein besseres Verstandnis der circadianen Phanomene wird auch
eine Arzneimitteltherapie ermdglichen, die sich an der tageszeitabhdngigen Wirksam-
keit von Medikamenten auf bestimmte pathologische Prozesse orientiert und so uner-

winschte Nebenwirkungen reduziert.
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1.2. Die biologische Uhr von Neurospora crassa

1.2.1. Neurospora crassa als Modellorganismus

Der heterothallische, d.h. mehr als einen Paarungstyp bei der sexuellen Fortpflanzung
aufweisende, filamenttse Pilz Neurospora crassa (N. crassa) ist einer der Modellorga-
nismen der Forschung Uber biologische Uhren. Seine Apathogenitét, leichte Kultivier-
barkeit und die Mdglichkeiten zur genetischen Manipulation haben ihn schon in den fri-
hen funfziger Jahren fur die Molekularbiologie interessant gemacht. So wurde etwa die
~ein-Gen-ein-Protein-Hypothese" aufgrund friher genetischer Beobachtungen an N.
crassa aufgestellt (Beadle und Tatum, 1945). 1953 wurde festgestellt, dal3 die Sporula-
tion von N. crassa in Absténden erfolgt, die etwa der Lange eines Tages entsprechen
(Brandt, 1953) und sechs Jahre spater konnte Colin Pittendrigh, einer der Vater der
circadianen Forschung, zeigen, daf} dieses Phanomen auch unter konstanten Tempe-
raturbedingungen und andauernder Dunkelheit beobachtet werden kann (Pittendrigh et
al., 1959). AuRerdem erkannte man, dal3 die Periodizitat von ungefahr 22 Stunden Uber
einen Temperaturbereich von 18°C bis 31°C erhalten bleibt.

Mit dieser Entdeckung wurde N. crassa zum Modellorganismus fur die Erforschung der

molekularen Grundlagen der biologischen Uhr.

1.2.2. Rhythmische Sporulation von N. crassa

Die auffalligste und fur Beobachtungen am leichtesten zugéngliche Auswirkung der Uhr
in N. crassa ist ihr Einflul3 auf den asexuellen Fortpflanzungszyklus des Pilzes. L&t man
die Pilzhyphen auf einer Agaroberflache wachsen, so setzt die biologische Uhr einmal
am Tag die Bildung von Konidien in Gang. Zur wissenschaftlichen Beobachtung werden
Stamme verwendet, die die sogenannte band (bd) Mutation tragen, die den Sporulati-
onsrhythmus klarer zum Vorschein bringt, sonst aber keinen Einflu3 auf die Funktion der
Uhr besitzt.
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Abb. 3 : Periodische Konidienbildung von N. crassa in einem "race tube”

Konidien werden an einem Ende eines "race tube” ("race tubes" sind 30 bis 40 cm lan-
ge Glasrohren mit nach oben gebogenen Enden, die einen Agarndhrboden enthalten)
angeimpft und bei konstantem Licht und 25°C einen Tag lang angezogen (Abb. 3). An-
schlie3end werden die "race tubes” in konstante Dunkelheit bei 25°C transferiert, wo-
durch die innere Uhr in allen Zellen synchronisiert und auf Sonnenuntergang (CT 12) ge-
stellt wird. Zu einem Zeitpunkt am spaten Abend wird der asexuelle Fortpflanzungsweg
eingeschlagen, beginnend mit der Bildung von aufstrebenden Hyphen und schlieflich
von Makrokonidien. Einige Zeit spater wird die Konidienentwicklung eingestellt und das
Wachstum findet wieder in Form undifferenzierter Hyphen statt. Da N. crassa mit kon-
stanter Geschwindigkeit wachst, kann man aus dem Abstand der Konidien und den alle

24 Stunden angebrachten Markierungen auf die Periodenlange schliel3en.

1.2.3. Molekulare Grundlagen der circadianen Uhr von N. crassa

Wie oben beschrieben war man auf das Phanomen der periodischen Sporulation von
N. crassa schon vor 40 Jahren aufmerksam geworden. In den frilhen Siebzigern wurden
dann erste Mutanten mit verandertem circadianem Phanotyp der Sporulation identifi-
ziert. Sie wiesen Mutationen in einem Gen auf, das Frequency (frq) genannt wurde. Die-
ses Gen wurde 1989 kloniert und charakterisiert (McClung et al., 1989). Heute sind
mehr als 30 verschiedene Mutationen in 14 Genen bekannt, welche den circadianen

Rhythmus von N. crassa beeinflussen.
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Das Frequency-Protein (FRQ) ist das zentrale Uhrenprotein, das den circadianen Os-
zillator in N. crassa aufbaut.

Die biochemische Funktion von Frequency ist bisher noch unbekannt. Es enthélt jedoch
ein Kernlokalisierungssignal (engl. ,nuclear localization signal“, ,NLS"), was auf eine
Beteiligung an der Genregulation hinweist (Lewis und Feldman, 1996; Aronson et al.,
1994a; Luo et al., 1998). AuRerdem besitzt Frequency zwei Bereiche, die reich an den
Aminosauren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) sind, sogenannte
PEST-Sequenzen, die vermutlich Signale fir den proteolytischen Abbau von Proteinen
darstellen (Rogers et al., 1986).

Frequency existiert in der Zelle in zwei Formen. Eine aus 989 Aminoséaureresten beste-
hende lange Form (als IFRQ fir "long” FRQ) und eine aus 890 Aminosaureresten be-
stehende kurze Form (als sFRQ fir "small" FRQ), die durch alternativen Translationsbe-
ginn an einem internem ATG-Kodon (ATG#3) entsteht (Garceau et al., 1997). Beide
Translationsprodukte von FRQ sind fur einen stabilen Rhythmus notwendig.

Um Mitternacht sind nur sehr wenig frg mRNA und FRQ in der Zelle vorhanden. Nun
beginnt die Menge an frg mRNA in der Zelle anzusteigen, bis sie 10-12 Stunden spéater
ihr Maximum erreicht. Dieser Anstieg ist vermutlich Folge der Aktivierung der Transkrip-
tion durch einen heterodimeren Komplex von zwei Transkriptionsfaktoren, genannt

White Collar 1 (WC-1) und White Collar 2 (WC-2) (Crosthwaite et al., 1997).

A
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M f RNA .
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Abb. 4 : Circadiane Oszillation von Frequency mRNA und Protein
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Abb. 5 : Schematische Darstellung der biologischen Uhr von N. crassa
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WC-1 und WC-2 enthalten beide sogenannte PAS-Domanen, die fur die Dimerisierung
verantwortlich sind (Ballario et al., 1998). PAS steht fur die Anfangsbuchstaben der
Transkriptionsfaktoren PER, ARNT und SIM, in denen sie zuerst beschrieben wurden
(Huang et al. 1993; Reisz-Porszasz et al., 1994). Die PAS-Domanen bestehen aus un-
gefahr 100 Aminosauren und vermitteln Protein-Protein-Interaktionen zwischen PAS-
enthaltenden Proteinen. WC-1 besitzt drei solche Doménen (PAS A, PAS B und LOV
(siehe unten)), WC-2 dagegen nur eine.

PAS-Domaéanen wurden in vielen Transkriptionsfaktoren entdeckt, die am Aufbau biolo-
gischer Uhren in héheren Eukaryonten beteiligt sind (z.B. dCLOCK und CYCLE in Dro-
sophila melanogaster, mCLOCK und BMALL in der Maus). Sowohl WC-1 als auch
WC-2 weisen ein Zink-Finger-Motiv auf, Uber das die Interaktion mit DNA vermittelt wird
(Ballario et al., 1996; Linden und Macino,1997).

Das Frequency-Protein erreicht seine maximale Konzentration kurz nach Mittag, vier bis
sechs Stunden spater als die mMRNA, deren Menge zu diesem Zeitpunkt schon wieder
abnimmt (Abb. 4). Schon bald nach der Synthese ist Frequency im Kern zu finden (Luo
et al., 1998), wo es seine eigene Transkription flr den Rest des Tages inhibiert, wahr-
scheinlich, indem es die Aktivierung der Transkription durch WC-1 und WC-2 unter-
druckt (Dunlap, 1999).

Das WC-1 Protein wird im Gegensatz zur wc-1 mRNA rhythmisch exprimiert und er-
reicht sein Maximum um Mitternacht, ungeféhr acht circadiane Stunden nach FRQ (Lee
et al., 2000) (Abb. 6). Wahrscheinlich stimuliert FRQ die Translation der WC-1 mRNA,
wodurch eine weitere negative Rickkopplungsschleife aufgebaut wird (Lee et al.,
2000).
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Abb. 6: Die FRQ-WC1-Oszillation
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Die Menge an wc-2 mRNA und an WC-2 Protein unterliegt keinen dedektierbaren cir-
cadianen Schwankungen (Dunlap, 1999). Das WC-2 Protein liegt zu jedem Zeitpunkt
des Zyklus in wesentlich héherer Menge (5-30 fach) vor als FRQ und WC-1 (Denault et
al., 2001). Es vermittelt die Interaktion zwischen FRQ und WC-1 (Denault et al., 2001).

Friher Morgen: Spéter Nachmittag:
-wenig FRQ -viel FRQ
-viel WC-1 -wenig WC-1
-hohe Aktivitat des -geringe Aktivitat des
WC-1/WC-2 Komplexes WC-1/WC-2 Komplexes
w2
we-1 (WG 2 WC-2
WC-1 (Wi
W2
W2 2
U wer (We2 (w2 » W

Vi 2 WC-1 [(Wi# el w-:;q; wc.z we-1 w-::z

N

WC-1 [ Witk
_} —>,..
T Gen frq Se-

Abb. 7: Modell der Interaktion zwischen WC-2, WC-1 und FRQ (nach Denault et al., 2001)

Nach diesem Modell bilden sich am frilhen subjektiven Morgen, zu einem Zeitpunkt, da in der Zelle viel
WC-1 und wenig FRQ vorliegt, vor allem Komplexe aus WC-1 und WC-2, die die Transkription des frg-
Gens aktivieren. Im Laufe des circadianen Tages nimmt die Menge an WC-1 ab , wahrend die Menge an
FRQ zuimmt. FRQ konnte durch die vermehrte Interaktion mit WC-2 die Bildung aktiver WC-1/WC-2
Komplexe vermindern, was zu einer Abnahme der Transkription des frq-Gens fiihren wirde.

FRQ wird sofort nach seiner Synthese zunehmend phosphoryliert. Der Abbau von FRQ
scheint mit dieser Phosphorylierung einherzugehen (Garceau et al., 1997). Auf die még-
liche Bedeutung dieses Vorgangs wird spater in dieser Arbeit naher eingegangen. Hat
die Menge an FRQ einen bestimmten Wert unterschritten, kann die hhibition der frg-

Transkription nicht langer aufrechterhalten werden, und der Zyklus beginnt aufs Neue.
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Gen
frg wc-1 Wc-2
Funktion* negativer Faktor positive Faktoren
aktivieren frg-Transkription
Protein rhythmische Expression | rhythmische Expres- | Konstitutive Expres-
lange und kurze Form sion sion
(ein ORF) Interagiert mit FRQ
Verhaltnis abh&ngig von und WC-1
Temperatur
Transkriptionsfaktoren
Zn-Finger
PAS-Domane
(Dimerisation von WC-1 und WC-2)
Regulation lichtinduzierbar lichtinduzierbar nicht lichtinduzierbar
Nullmutanten arrhythmisch lichtblind, arrhythmisch,
geringe frq Expression

*Die genaue biochemische Funktion ist von keinem der zentralen Uhrengene bekannt

Tabelle 1: Zentrale Uhrengene in N. crassa

1.2.4. Einflu3 von Licht auf die biologische Uhr von N. crassa

Licht ist ein wichtiges Signal fur die Abstimmung der inneren Uhr mit der astronomi-
schen Zeit. Nach einem Lichtreiz steigt die Menge an frqg mRNA und FRQ innerhalb kur-
zer Zeit an, unabhéngig vom Zeitpunkt des circadianen Zyklus, an dem dies geschieht
(Crosthwaite et al.,, 1995). WC-1 und WC-2 sind fur diesen Effekt notwendig
(Crosthwaite et al., 1997). Es wird vermutet, dal Licht die Dimerisierung von WC-1 und
WC-2 begunstigt (Ballario et al., 1998), und dal} das Heterodimer dann die Transkripti-
on von Frequency aktiviert (Ballario et al., 1998).

Der eigentliche Photorezeptor von N. crassa ist trotz intensiver Suche bisher noch nicht
identifiziert. WC-1 ist ein Kandidat fir den Photorezeptor von N. crassa , da es eine
sogenannte LOV Domaéne (engl. ,Light, Oxygen, Voltage“; Ballario et al., 1998) enthalt.
Die LOV-Domane ist strukturell mit der PAS-Doméne verwandt und kommt in Blau-
lichtrezeptoren anderer Organismen vor. WC-1 wird bei einem Lichtreiz zunehmend

phosphoryliert (Talora et al., 1999).

Ein Lichtimpuls und die damit verbundene Induktion der frq Transkription und Translation

haben unterschiedliche Auswirkungen, je nachdem an welchem Punkt des Zyklus sich
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die biologische Uhr befindet. Gibt man spat nachts einen Lichtreiz, wenn die Menge an
frg mRNA und FRQ gering sind, fuhrt deren Anstieg zu einem Verschieben der Phase

auf Mittag (engl. ,phase advance”) (Abb. 8).

A
relative Vorstellen Zurickstellen Umstellen
Menge an l-4+12 der Uhr
frg mMRNA ~ durch Licht
\\ (in circadianen
\ Stunden)
- +6
\
\
\
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~ 0
.- -
= -6
Nacht subjektiver Tag m
T
CT 18 CTO CT6 CT 12 CT 18

Abb. 8: Auswirkung eines Lichtreizes auf die Menge an frq mRNA (nach Dunlap, 1999)

Ein Lichtreiz am spaten Abend hingegen, wenn frg mRNA und FRQ in der Zelle abneh-
men, fuhrt zu einem Ruckstellen der Uhr auf Mittag (engl. ,phase delay“). Ein Lichtreiz
am subjektiven Mittag hat keine Verstellung der Uhr zur Folge, da frq mRNA und FRQ
zu diesem Zeitpunkt bereits inr Maximum erreicht haben. Umgekehrt fiihrt ein Ubergang
von Licht ins Dunkel zu einer Abnahme von frg mRNA und FRQ (Merrow et al., 1997).
Dieses Modell ist jedoch stark vereinfacht. So wird Frequency nicht zu jeder circadianen
Zeit gleich stark durch einen Lichtreiz induziert (Heintzen et al., 2001). Diese Eigen-
schaft circadianer Uhren, gewiRe Antworten und Verhaltensweisen auf einen auf3eren
Reiz auf bestimmte circadiane Zeiten zu reduzieren, bezeichnet man als ,gating* (Ed-
munds, 1988) (Abb.9).

"gating"

"Input" '

"Output" I

Zentraler Oszillator

Abb. 9: Modell des ,,gating”: der ,Output® der Uhr reguliert die Empfindlichkeit der Uhr fir
»INnput® von aufl3en
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Das erst kurzlich klonierte und charakterisierte Protein VIVID (Heintzen et al., 2001)
scheint ein wichtiges Element bei der Erklarung dieses Ph&dnomens in N. crassa in Be-
zug auf Lichtreize zu sein. Das vivid-Gen und das VIVID-Protein, das wie WC-1 und
WC-2 eine PAS-Domaéne enthélt, bauen aulRerhalb des zentralen Oszillators eine nega-
tive Transkriptions-Translations-Ruckkopplungsschleife auf (Abb. 10), die jedoch nicht

fur das Funktionieren der Uhr notwendig ist.

Aktivierung

"Input"

Hemmung Licht Hemmung

P P \\ // RN N
/, N\ / N
4 S 7 N
/ \ 7 \
% \
Zentraler e X \
e WC-1 | WE-2 VVD

Oszillator // I« .
» , \ Aktivierung L
N ’ \ &
N , >
~ 4 S

| .~
N _ .~ | —> &
Aktivierung v vvd Gan
"Output”

Abb. 10: Modell der Funktion von VVD

Die Transkription des vvd-Gens wird sowohl durch die circadiane Uhr periodisch ge-
steuert als auch durch Lichtreize induziert. Vermutlich interagiert VIVID Uber seine PAS-
Domane mit dem WC-1/WC-2 Komplex und vermindert dessen Aktivitat als Transkripti-
onsfaktor. Auf diese Weise schwacht VIVID in N. crassa die Reaktion auf einen
Lichtreiz ab. Das Ausmal dieser Dampfung héngt von der circadianen Zeit ab, zu der

der Lichtreiz gegeben wird.

1.2.5. EinfluR von Temperaturanderungen auf die Uhr von N. crassa

Die Rotation der Erde um ihre Achse bewirkt nicht nur rhythmische Anderungen von

Licht und Dunkel, sondern geht auch mit erheblichen Temperaturunterschieden zwi-
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schen Tag und Nacht einher. Diese Temperaturverdnderungen sind ein zweiter Reiz,
Uber den ein Organismus seine innere Uhr auf die astronomische Zeit abstimmen kann.
Bemerkenswerterweise kdnnen Temperaturanderungen die circadiane Zeit in Neu-

rospora sogar starker beeinflussen als Lichtreize (Liu et al., 1998).

FRQ Oszillation bei

Relative P
Menge Sonnenaufgang _ll'emperaturelmlerdngungm hoher Temperatur
an FRQ (z.B.28°C)

4V,

- _ A
/4 IA LA
’ N
S N FRQ Oszillation bei
7 Temperaturerhohung® niedriger Temperatur

(z.B. 21°C)

0 12
Abb. 11: Effekt von Temperaturanderungen auf die FRQ-Oszillation (nach Dunlap, 1999)

Wie bereits erwahnt, sind biologische Uhren in der Lage, Uber einen weiten Tempera-
turbereich eine konstante Periode aufrechtzuerhalten. In N. crassa scheinen bei dieser
Kompensation die zwei unterschiedlichen Translationsprodukte von Frequency (SFRQ
und IFRQ) eine Rolle zu spielen. Bei niedrigen Temperaturen macht sFRQ einen signi-
fikanten Anteil des geamten FRQ aus, wahrend hohe Temperaturen die Expression der
langen Form (IFRQ) beginstigen (Liu et al., 1997). Nicht nur das Verhéltnis der beiden
Formen zueinander wird von der Temperatur beeinflu3t, auch die absolute Menge von
FRQ ist von ihr abhangig. Je héher die Temperatur, desto mehr Frequency wird gebil-
det. Bringt man nun Zellen, die bei 21°C gewachsen sind, in eine Umgebung von 28°C,
so wird die Menge an FRQ neu interpretiert. Bei 28°C ist wahrend eines Zyklus das Mi-
nimum an FRQ groRRer als das Maximum bei 21°C. Nach dem Temperaturwechsel wird
die Menge an FRQ, die unabhangig davon, zu welchem Zeitpunkt des Zyklus der Tem-
peraturwechsel stattgefunden hat, geringer ist als bei einem normalen Zyklus bei 28°C,

als Minimum und somit ungefahr als Sonnenaufgang interpretiert. Umgekehrt flhrt ein
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Temperaturwechsel von 28°C auf 21°C zum Verstellen der Uhr auf Sonnenuntergang
(Abb. 11).

1.2.6. Auswirkungen der Uhr in N. crassa

Der EinfluR der Uhr auf den Organismus wird Uber rhythmisch transkribierte “uhrenkon-
trollierte Gene” (ccgs) vermittelt, von denen mehr als ein Dutzend in N. crassa bekannt
sind (Loros et al. 1989; Lauter und Yanofsky, 1993; Bell-Pedersen et al., 1996a). Per
Definition sind sie fur das Funktionieren der Uhr nicht notwendig (Loros et al., 1989). In
Mutanten mit ge&ndertem circadianen Rhythmus &ndert sich auch die Periode der Tran-
skription der ccgs. Viele dieser Gene erreichen ihre maximale Transkription zu einem
Zeitpunkt, an dem die Konidienbildung einsetzt (ungefahr CT4), was auf ihre Beteiligung
an diesem Vorgang hinweisen konnte (Bell-Pedersen et al., 1996a).

Andere ccg’s, deren Funktion bekannt ist, kodieren flir Enzyme des Kohlenhydratmeta-
bolismus. Das Gen ccg-7 zum Beispiel kodiert fur das Protein Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein zentrales Enzym der Glykolyse (Shinohara et
al., 1998) und das Gen ccg-1 fir die Trehalose-Synthase. Ccg’s sind auch bei der Ant-
wort auf Stress (Kupfer Metallothionen (ccg 12)) beteiligt.

1.3. Kinasen in circadianen Systemen

1.3.1. Problem der Verzégerung der Ruckkopplung

Ein Problem des Modells der Transkriptions-Translations-Ruickkopplungsschleife ist die
Frage nach dem Zustandekommen einer Periode von ungefahr 24 Stunden, wenn die
daran beteiligten Vorgange in der Zelle auch wesentlich schneller ablaufen kénnten. Aus
Rekonstruktionsexperimenten in einer frg-Nullmutante mit einem induzierbarem trans-
genen frg-Gen ist bekannt, daf3 die Transkriptions-Translations-Rickkopplungsschleife
schon innerhalb von sechs Stunden ablaufen kann, und daf’ dazu weniger als 25 FRQ-
Molekile im Zellkern benétigt werden (Merrow et al., 1997). FRQ ist schon wenige

Stunden nach seiner Synthese im Zellkern nachzuweisen (Luo et al., 1998). Wirde die
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Inhibition der Transkription durch das Translationsprodukt sofort einsetzen, kdme keine
Oszillation zustande.

Vermutlich sind posttranslationale Prozesse daran beteiligt, die friihzeitige Ruckkopp-
lung zu verhindern. Die im Laufe des circadianen Tages zunehmende Phosphorylierung

von FRQ (Garceau et al., 1997) konnte Bestandteil einer solchen Regulation sein.

1.3.2. Familie der Caseinkinasen 1 (CK1)

Eine Gruppe von Kinasen, die fir die Phosphorylierung der Uhrenproteine in Frage
kommt, sind Caseinkinasen 1 (CK1). Caseinkinasen stellen eine Gruppe konservierter,
monomerer Serin/Threonin Proteinkinasen dar, die in fast allen eukaryontischen Spezi-
es vorkommen. Sie sind an einer Vielzahl zellularer Prozesse, wie DNA-Reparatur
(Hoekstra et al., 1991; Dhillon und Hoekstra, 1994), Zellzykluskontrolle (Gross et al.,
1997) und Vesikeltransport (Panek et al. 1997) beteiligt. In Saugetieren kdnnen sieben
CK1-Untergruppen unterschieden werden.

Alle Mitglieder der CK1 Familie besitzen eine ungefahr 300 Aminoséaurereste lange,
hoch konservierte N-terminale katalytische Doméane (Rowles et al., 1991). Die C-
terminalen Domanen sind hingegen variabel und an der subzellularen Zielsteuerung
(Vancura et al., 1994) und der Aktivitatsregulierung (Carmel et al., 1994; Graves und

Roach, 1995) beteiligt.

Die Substratspezifitat dieser Kinasen ist sehr weit, wobei die verschiedenen Isoformen
wahrscheinlich eine unterschiedliche Substratspezifitat aufweisen.

Die postulierte Konsensussequenz fir die Phosphorylierung von Substraten, die bereits
einen Phosphatrest tragen (engl. ,phosphate directed phosphorylation®), lautet
SITIY(P)X1.S/T, wobei S/T/Y(P) fur einen beliebigen phosphorylierten Serin-, Threonin-
oder Tyrosinrest und X fir einen beliebigen Aminosaurerest steht (Flotow et al., 1990;
Flotow und Roach, 1991; Meggio et al., 1991, 1992; Songyang et al., 1996). Es ist je-
doch auch eine Phosphorylierung von unphosphorylierten Proteinen mdoglich und zwar
bevorzugt in sauren Bereichen einer Polypeptidkette an Serinen und/oder Threoninen

(Tuazon und Traugh, 1991; Pulgar et al., 1999).
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Was die Regulation der CK1 angeht, so ist von der Isoform CK1le bekannt, daf? sie ei-
ner Autophosphorylierung im C-terminalen Bereich unterliegt, die zu einer deutlichen
Abnahme der Aktivitat fihrt (Cegielska et al., 1998). Unter physiologischen Bedingun-
gen wird CKle jedoch im dephosphorylierten, aktiven Zustand gehalten (Rivers et al.,

1998).

1.3.3. Funktion von Doubletime in Drosophila melanogaster

In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, einem anderen Modellorganismus der
Uhrenforschung, ist mehr Utber die Rolle der Phosphorylierung der Uhrenproteine be-
kannt. Der fur das circadiane Verhalten entscheidende, zentrale Oszillator von D. mela-
nogaster befindet sich in zwei Gruppen von lateralen Neuronen im Gehirn der Fliege
(Hall, 1995, 1998). Er bewirkt unter anderem eine periodische Anderung der lokomoto-
rischen Aktivitat der Tiere, an der Mutanten erkannt werden kénnen .

Die molekularen Vorgange, die in D. melanogaster den Oszillator aufbauen, entspre-
chen weitgehend denen in N. crassa. Abbildung 12 gibt einen schematischen Uberblick

Uber die biologische Uhr von D. melanogaster.

Die Rolle von FRQ als negatives Element Gbernehmen in D. melanogaster zwei Pro-
teine, genannt Period (dPER) und Timeless (dTIM). dPER und dTIM dimerisieren mit-
einander und nur als Dimere gelangen sie in den Zellkern (Saez und Young, 1996). Dort
dissoziieren sie wieder und vor allem dPER inhibiert die Transkription der dPER- und
dTIM-Gene durch die positiven Faktoren CLOCK (dCLK; Allada et al.,1998) und
CYCLE (CYC; Darlington et al., 1998; Ruitila et al.; 1998). dCLK und CYC entsprechen
formal WC-1 und WC-2 in N. crassa und besitzen ebenfalls PAS Doméanen, tber die

sie dimerisieren kdnnen.

Anders als in N. crassa erreicht die Menge der Uhrenproteine dTIM und dPER etwa um
Mitternacht (CT 18) ihr Maximum (Max. FRQ ~CT 8-12). Ein Lichtreiz fuhrt zu einer

Destabilisierung und verstarktem Abbau der negativen dTIM/dPER-Elemente und nicht
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zu ihrer Induktion (Hunter-Ensor et al., 1996). Dieser Effekt wird Uber den Photorezeptor
Cryptochrome (dCRY) (Emery et al., 1998) vermittelt, der dTIM in lichtabhangiger Weise
bindet und zum Abbau freigibt (Ceriani et al., 1999).
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Abb. 12: Schematische Darstellung der biologischen Uhr von Drosophila melanogaster

Bei der Suche nach Genen in D. melanogaster, deren Mutation zu einem veranderten
circadianen Phanotyp fuhrt, wurde das Gen Doubletime (dbt) identifiziert, das fur eine
zur humanen Caseinkinase 1e homologen Kinase kodiert (Kloss et al., 1998; Price et
al.,, 1998). Das Genprodukt Doubletime (DBT) phosphoryliert dPER. Dies geschieht
sowohl im Cytosol als auch im Zellkern, allerdings nur wenn dPER sich nicht in einem
Komplex mit dTIM befindet (Price et al., 1998). Phosphoryliertes dPER wir verstarkt
abgebaut. In Mutanten mit teilweisem Verlust der Doubletimefunktion flhrt die Hypo-

phosphorylierung von dPER zu seiner Akkumulation in der Zelle. Mutationen im Double-
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time-Gen koénnen sowohl zu einer Verlangerung als auch zu einer Verkurzung der circa-

dianen Periode fuhren (Price et al., 1998).

1.3.4. Die tau-Mutante in Mesocricetus auratus

Auch in Saugetieren gibt es Hinweise fur die Bedeutung postranslationaler Prozesse
bei der Regulation der biologischen Uhr.

Obwohl Saugetiere phylogenetisch weit von Pilzen und Insekten entfernt sind, unter-
scheidet sich das Prinzip ihres circadianen Oszillators nicht wesentlich von dem in D.
melanogaster und N. crassa. Es sind allerdings deutlich mehr Faktoren am Aufbau der

molekularen Uhr beteiligt.

Neurospora | Drosophila Maus (Saugetiere)
negative Faktoren | frq dPer, mPerl, mPer2, mPer3,
dTim mCryl, mCry2
positive Faktoren |wc-1, wc-2 dClIk, cyc mCIk, bmall

Tabelle 2: Ubersicht tiber die wesentlichen circadianen Gene der verschiedenen Modellorga-
nismen

Die beiden Nuclei suprachiasmatici (SCN) im Bereich des Hypothalmaus, bestehend
aus jeweils etwa 10000 Zellen, bilden das tibergeordnete circadiane Zentrum bei Sau-
getieren (Klein et al., 1991). Dabei sind einzelne Neurone in der Lage eine circadiane
Oszillation aufzubauen (Welsh et al., 1995). Durch interzellulare Kommunikation wird die
Aktivitat dieser Neurone synchronisiert (Shirakawa et al., 2000). In S&ugetieren wurden
Homologe fir die meisten Uhrengene aus Drosophila identifiziert. Im Laufe der Evoluti-
on haben jedoch Genduplikationen zu einer Zunahme der am Aufbau der Uhr beteiligten
Faktoren gefuihrt, so dal? die meisten Uhrengene aus Drosophila durch zwei oder mehr
Homologe in Saugetieren reprasentiert sind (Reppert und Weaver, 2001). Aul3erdem
hat eine teilweise Verschiebung der Aufgaben strukturell homologer Proteine stattge-
funden. Das Prinzip der negativen Translations-Transkriptions-Ruckkopplungsschleife

als Basis des Oszillators bleibt aber auch in Saugetieren erhalten.
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Es sind bisher finf negative Faktoren, mPERL1 (Tei et al., 1997), mPER2 (Takumi et al.,
1998), mPER3 (Zylka et al., 1998), mCRY1 und mCRY2 (Kume et al., 1999) und zwei
positive Faktoren, mCLK (King et al., 1997) und BMAL1 (Ikeda und Nomura, 1997),
bekannt, die diese Rickkopplungsschleife aufbauen. Die genaue Funktion der jeweili-
gen Proteine ist allerdings noch nicht im Detail erforscht und die Interaktion der einzel-
nen Faktoren ist bisher nur unvollstandig verstanden. Im Gegensatz zu Drosophila sind
die Cryptochrome in Saugetieren nicht nur Photorezeptoren, sondern wesentliche Ele-
mente der Uhr, wohingegen das Homolog zu Timeless (mTIM) (Koike et al., 1998) in

Saugetieren keine Rolle zu spielen scheint.

Beim Goldhamster Mesocricetus auratus weisen Tiere, die die sogenannte tau-
Mutation tragen, eine vekirzte circadiane Periode auf. Die tau-Mutation wurde als
Punktmutation in einem zu DBT und zur humanen Caseinkinase le homologen Gen
identifiziert (Lowrey et al., 2000). Diese Mutation fuhrt zu einer verminderten Aktivitat der
Kinasefunktion des Genprodukts und zur Verkirzung der circadianen Periode von 24

auf 20 Stunden in homozygoten Tieren.

Auch bei der Maus, dem Saugetier dessen circadianes System am besten untersucht
ist, scheint ein Homolog der humanen CK1le an der Regulation des circadianen Rhyth-
mus beteiligt zu sein. Das Uhrenprotein mPER1 wird von CKle in vitro und in vivo
phosphoryliert, wodurch wahrscheinlich der Transfer von mPER1 in den Zellkern regu-
liert wird (Vielhaber et al., 2000).

Die menschlichen Caseinkinasen 1e und 1d phosphorylieren die menschlichen Uhren-
proteine hPER1 und hPER2 in vitro und in vivo und fihren zu derem verstarkten Abbau

in vivo (Keesler et al., 2000, Camacho et al., 2001).

Kirzlich wurde bei einer Familie, deren Mitglieder unter dem seltenen, autosomal domi-
nant vererbten ,Familial Advanced Sleep Phase Syndrome* leiden, eine Mutation in
dem menschlichen Uhrengen hPer2 festgestellt (Toh et al., 2001). Bei diesem Syndrom
ist der Schlaf-Wach-Rhythmus um durchschnittlich vier Stunden nach vorne verschoben,
so daf3 die betroffenen Patienten schon am friihen Abend das Bedurfnis zum Schlafen

verspuren, dann aber bereits friih morgens aufwachen. Die Mutation im hPer2-Gen liegt
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im Bindungsbereich von hPER2 mit der Caseinkinase 1e und fuhrt in vitro zu einer Hy-
pophosphorylierung von hPER2 durch CK1e (Toh et al., 2001).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 selbst bei Spezies, deren evolutionare Ent-
wicklung sich schon vor Jahrmillionen getrennt hat, dieselben postranslationalen Pro-
zesse am Zustandekommen der circadianen Periode beteiligt sind. Insbesondere die
Phosphorylierung der Uhrenproteine einhergehend mit deren verstarktem Abbau scheint
dabei einen wesentlichen Anteil zu haben.

Drosophila melanogaster
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Abb. 13: Die Rolle von CK1e-Homologen in D. melanogaster und M. auratus.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die Rolle von Caseinkinasen bei der Regulation der biologischen Uhr von Fruchtfliege
und Hamster legt die Vermutung nahe, dal? auch in N. crassa ein Mitglied dieser Kina-

senfamilie an der Regulation der circadianen Oszillation beteiligt sein kbnnte.

Cytosol
Hemmung —
_————— - -
g
7 N
7/ AN
/ N\
l \
Phospho- Abbau -
rylierung ’ ,-\j Transkription
—
@ ® 1 tam2a o
Kinase
(CK1 27??)
Zellkern
— ———

Abb. 14 : Modell der méglichen Funktion eines DBT-Homologen in N. crassa

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine zu Doubletime homologe Caseinkinase 1 in N.
crassa zu identifizieren. Diese sollte kloniert und tberexprimiert werden. Die Aktivitat
und Spezifitat dieser Kinase fur verschiedene Substrate kénnte anschlieRend in vitro
getestet werden. Insbesondere sollte untersucht werden, ob Komponenten der Uhr in N.
crassa Substrate fur diese Kinase darstellen. Damit wéaren die Grundlagen geschaffen
fur eine weitergehende Untersuchung der Bedeutung dieser Kinase fur die biologische

Uhr in vivo.
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2. Ergebnisse

2.1. Identifizierung, Klonierung, Uberexpression und Reinigung des
Doubletime Homologen CK-1a in N. crassa

2.1.1. Identifizierung des Doubletime Homologen in N. crassa

Um ein zu Doubletime (DBT) homologes Protein in Neurospora crassa (N. crassa) zu
identifizieren, wurde in der Neurospora crassa cDNA Datenbank der University of
New Mexico und der Datenbank des deutschen Neurospra crassa Genomprojekts
nach homologen Proteinsequenzen gesucht. Die Suche ergab zwei in Frage
kommende Sequenzen, die Ahnlichkeit mit kodierenden Sequenzabschnitten von
DBT hatten. Die entsprechenden Gene wurden CK-1a und CK-1b genannt.

Die genomische DNA von CK-1b war im Rahmen des N. crassa Genomprojekts
sequenziert worden und als Contig 3L13 in der Datenbank abgelegt. Das Contig
3L13 hat eine Lange von 21 kb und kodiert vermutlich fur vier Gene. Das Gen fur
CK-1b enthélt drei Introns (Abb. 15). Das vorhergesagte Protein weist Ahnlichkeit zu

Caseinkinase 1 auf.

Intron 11 (56 bp)
TGC CGTGAG ... ACAGCT GGG

+1 +133  +221 +496 +557 +1528

-

ATG GTA GGT ... ATG TAGCTG

Intron Il (61 bp)

TTC GTATGT ... TTATAG GAG
Intron 1 (70 bp)

Abb. 15: Schematische Darstellung der genomischen DNA von CK-1b

Das Gen kodiert fir eine Kinase mit 441 Aminosadureresten. Es enthélt drei Introns (schwarze
Bereiche) von 56, 61 bzw. 70 bp Lange an den angegebenen Stellen und vier Exons (weif3e Bereiche).
Die Exon-Intron-Ubergéange sind jeweils als Sequenz angegeben. Die zum Intron gehérende Sequenz
ist kursiv und unterstrichen dargestellt. Die konservierten Basen der Donorstelle (NGTNNGN) und
Akzeptorstelle (NNNAGN) der Introns sind fett markiert.
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Die Sequenz von CK-1a wurde in einer cDNA Datenbank gefunden. Da die Sequenz
von CK-1a unvollstdndig war, wurde der entsprechende Klon bei der University of
New Mexico bestellt und vollstandig sequenziert. Der offene Leserahmen von CK-1a
kodiert fur ein Protein mit 363 Aminosdureresten, das signifikante Ahnlichkeit zu
Caseinkinase 1 aufweist. Abb. 16 A zeigt ein Dendrogramm von Caseinkinase 1
Sequenzen aus verschiedenen Organismen. Abb. 16 B zeigt einen
Sequenzvergleich von CK-1a und CK-1b mit Doubletime und Caseinkinasen 1 aus
dem Menschen und Hefe. Neurospora CK-1a scheint ndher mit Doubletime verwandt

zu sein als CK-1b. Daher sollte CK-1a exprimiert und naher charakterisiert werden.

S.c. CK2

N.c. CK-1a

S.c. HRR 25

D.m.

M..a. TAU

H.s. CK

H.s. CK13

H.s. CK1a

N.c. CK-1b

S.c. CK

S.c. CK3

Abb. 16 A: Dendrogramm von Sequenzen verschiedener Caseinkinasen aus unterschiedlichen
Organismen (aus Gorl et al., 2001)

CK-1a und CK-1b aus Neurospora crassa sind unterstrichen dargestellt

H.s. = Homo sapiens, D.m. = Drosophila melanogaster, N.c. = Neurospora crassa, S.c. =
Saccharomyces cerivisiae, M.a. = Mesocricetus auratus
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N.c. CK-la MTTMDLRVGNKYRIGRKIGSGSFGDIYLGTNIISGEEIAIKLESVKAKHPQLEYEARVYKSLAGGVGIPFV 71
S.c. HRR25  ...... Reveenrennnnnnnnns HeeLiueeeneenonnn IRSR....D..S...RY.S....... I 68
H.s. CK-1g AP A.Ai.eenn.. C..T..... HI.SKF..MMQ...... SI 68
H.s. CK-19 Bttt D.AA......... C..T..... HI.SKI..MMQ...... TI 68
D.m. DBT Eeevunn.. P T.NT......... CIRT..... HI.SKF..TMQ...... RI 68
H.s. CK-10. MASSSSGSKAEFI..G..KLV............. AT..TN.......... Q..R....L..SKL..I.Q...... HI 77
N.c. CK-1b MASS.SSNV..VH..V.K...E....V.FE...LLNNQQV...F.PR.SDA...RD.Y.T..I.V.CP...N. 73
N.c. CK-la RWFGTECDYNAMVLDLLGPSLEDLFNFCNRKFSLKTVLLLADQLISRIEYIHAKSFIHRDIKPDNFLMGIGKRGNQV 148
S.c. HRR25 ..F.R.G...AM.ID........... Y.H.R..F...IM..L.MFC..Q...GR."vvuuuuuunnnnn V.R..ST. 145
H.s. CK-1¢ K.C.A.G...VM.ME........... F.S.Kueveeeenennn. Meeuunn.. S.N..... Veeeuwunnn L..K..L. 145
H.s. CK-1§ ..C.A.G...VM.ME........... FuSevrrnnennennnn 1 S S.N..... Veeeueunnn L..K..L. 145
D.m. DBT I.C.S.G...VM.ME........... F.S.Revueueenennn. M....D...SRD.veuuuuennnnnn L..K..L. 145
H.s. CK-100 ..Y.Q.K...VL.MD........... F.S.R.TM....M....M...... "% 5 RHC.KL 151
N.c. CK-1b YY..Q.GLH.IL.ID.......... DH...R...... VMV.K.ML..VQT..E.NL.Y......... I.RQGTKTAN 150
N.c. CK-la --NVIDFGLAKKYRDPKTHFHIPYRENKNLTGTARYASINTHLGVEQSRRDDMESLGYVMLYFCRGSLPWQGLKAAT 221
S.c. HRR25 --H...... Sevnn. FN..R........ Serinnnnn. Ve oeeeeeennnnn | PR LI...Keveeeuenn. TT 218
H.s. CK-1€ --YI........... AR..Quveeeennnnnnnnnnn Ve oeeeeeeennnn | P LM..NL...veueunnn. 218
H.s. CK-18 --YI........... AR..Quveeeenrnnnnnnnnn Ve oeeeeeeennnn | PR LM..NL...veueuonnn. 218
D.m. DBT --YI...iie.... ARSLK. .vvveenennnnnnnnn Ve oeeeeeeennnn | PR LM..NL.A......... N 218
H.s. CK-100 --FL........... NR.RQ:'veueenennennnnnn VB ettt it ienennnnn LM. . N.T..veueunnn. 224
N.c. CK-1b VIH.V...M..Q...... KQ...... R.S.S..... Meouun.. Reevun.. L.A..H.FM..L..G..v0vuuvun.. 225
N.c. CK-la ATKKQKYDRIMEKKMTTPTEVLCRGFPNEFAIYLNYTRSLRFDDKPDYSYLRKIFRDLFVREGFQYDYVFDWTVYKY 298
S.c. HRR25 TT.....eueuenn. LNVSVET..S.L.L..QE.MA.CKNLK. .E....LF.ARL.KD.SIKLEYHN.HL. . . .MLRY 295
H.s. CK-1& ...R...E..S....S..I....K.Y.S..ST..NFC..vuvvuruuunnn. QL..N..H.Q..S..YV...NML.F 295
H.s. CK-1§ ...R...E..S....S..I....K.Y¥.S...T..NFC.uvvvvrruuunnn. QL..N..H.Q..S..YV...NML.F 295
D.m. DBT .N.R...E..S...LS.SIV...K...S..VN..NFC.QMH..QR...CH...L..N..H.L..T..YV...NLL.F 295
H.s. CK-100 ...R...E..S....S.PV....K...A...M..N.C.G...EEA...M...QL..I..RTLN.HQ.YT...TML.Q 301
N.c. CK-1b ..N....EK.G...Q..AIKD..E...EQ..Q..T.V.N.G.E.Q...D...EL.SQALKDA.GVE.GEY..MKVNK 302

Abb. 16 B: Sequenzvergleich der N-terminalen Bereiche verschiedener Caseinkinasen aus unterschiedlichen Organismen
mit CK-1a aus N. crassa (aus Gorl et al., 2001)

N.c. = Neurospora crassa, S.c. = Saccharomyces cerivisiae, H.s. = Homo sapiens, D.m. = Drosophila melanogaster

Identische Aminosaurenreste sind durch einen Punkt dargestellt.



2.1.2. Subklonierung der CK-1a cDNA in den E. coli Vektor pGEM4

EE—
Ampicillinresistenz |

pGEM4-CK-1a
3967 bp

SP6
Promoter

—>

Caseinkinase-1a 1092 bp (363AS)

Hindlll

Met Thr Thr Met Asp Leu

ATC CTC TAG AGT CGA CAA GGT ACC ATG ACT ACC ATG GATCTC
Sall

Abb. 17 : Schematische Darstellung des Vektors pGEM4-CK-1a
Die CK-1a cDNA wurde mit den Restriktionsenzymen Sall und Hindlll in den Vektor pGEM4 kloniert.

Die CK-1a cDNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die
Primer hierzu wurden so gestaltet, daB am 5' Ende Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme Sall und Kpnl und am 3' Ende fir Nofl und Hindlll eingefihrt
wurden. Die CK-1a cDNA wurde mit den Restriktionsenzymen Sall und Hindlll
geschnitten und in den Vektor pGEM4 kloniert (Abb. 17).

kDa

66 —

45 —
36 —

29 —
24 —

Abb. 18: In vitro Transkription und Translation von pGEM4-CK-1a

pGEM4 CK-1a wurde in vitro mit SP6 Polymerase transkribiert. Nach Fallen der RNA wurde diese in
vitro in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von [%°S] Methionin translatiert. 2ul Lysat wurden
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die
Translationsprodukte wurden durch Autoradiographie nachgewiesen. CK-1a (39,6 kD) st
gekennzeichnet. Die Molekulargewichtsmarker sind angegeben.
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Positive Klone wurden Uber PCR identifiziert. Durch in vitro Transkription und
Translation wurde Uberpruft, ob ein durchgangiger, offener Leserahmen vorhanden
ist, und ob ein Protein von der erwarteten GréBe von 39,6 kD translatiert wird (Abb.
18).

2.1.3. Expression von Hisg-CK-1a in E. coli

Ziel der Klonierung war es, die CK-1a in E.coli XL1-Blue zu exprimieren und
anschlieBend aufzureinigen. Dazu wurde die CK-1a cDNA aus dem pGEM4-CK-1a
Vektor mit den Restriktionsenzymen Asp718 und Hindlll in den Expressionsvektor
pQE30 umkloniert (Abb. 19). Der pQE30-Vektor fihrt N-terminal einen ,Hexahistidin-
Schwanz“(His-tag) ein, tGber welchen das Protein an Nickel-NTA Agarose (Ni-NTA
Agarose) gebunden werden kann.

—>
Ampicilinresistenz |

pQE30-CK-1a
4544 bp

Caseinkinase-1a 1092 bp (363AS)

Hindlll

Gly Ser Ala Cys Glu Leu Gly Thr Met Thr Thr Met Asp Leu
GGA TCC GCATGC GAG CTC GGT ACC ATG ACT ACC ATG GATCTC
Asp 718

Abb. 19: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pQE30-CK-1a

Die CK-1a cDNA wurde aus dem Vektor pGEM4-CK-1a mit den Restriktionsenzymen Asp718 und
Hindlll in den Expressionsvektor pQE30 subkloniert, der N-terminal einen Schwanz aus sechs
Histidinen einfihrt.

Positive Klone wurden Uber PCR identifiziert. Zum Testen der Expression wurde die
CK-1a Synthese bei OD 0,6 mit 1imM IPTG induziert und je ein Aliquot vor und nach
Induktion abgenommen. Diese Aliquots (0,125 OD Einheiten) wurden tuber SDS-
PAGE und Transfer auf eine Nitrozellulosemembran analysiert. Schon der mit

Ponceau S gefarbte Nitrozellulosefilter zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen
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nicht induzierten und induzierten Zellen (Abb. 20, links). Die Gelspur der induzierten
Probe enthielt groBe Mengen eines Proteins mit einer apparenten Masse von 45
kDa. Dieses Protein wurde von einem monoklonalen Antikérper erkannt, der gegen
den His-tag gerichtet war (Abb. 20, rechts). Dies weist darauf hin, dal3 es sich bei

dem Protein um die CK-1a mit dem N-terminalen His-tag handelte.

kDa - - + IPTG
66 —

gg — : I - “ — CK-1a
29 — cops

24 —

6h 85h 6h 8,5h

Ponceau S Anti-His6

Abb. 20: Induktion von pQE30-CK-1a

E. coli XL1 blue Zellen, die mit pQE30-CK-1a transformiert worden waren, wurden in LB Medium bei
37 °C inkubiert. Zur Induktion der CK-1a Synthese wurde bei OD 0,6 1 mM IPTG zugegeben. Zu den
angegebenen Zeiten wurden Aliquots entnommen und mittels SDS-PAGE analysiert. Pro Spur wurden
0,125 OD-Aquivalente aufgetragen. Die zwei linken Spuren zeigen die mit Ponceau S gefarbte
Nitrozellulosemembran, die beiden rechten Spuren dieselbe Membran nach Immunodetektion mit
monoklonalem Antikérper gegen den Hexahistidinschwanz.

2.1.4. Aufreinigung der exprimierten Hisg-CK-1a tiber Nickel-NTA Agarose

Um zu bestimmen, welcher Anteil der Uberexprimierten CK-1a I6slich war und Uber
Ni-NTA Agarose gereinigt werden konnte, wurden die den Expressionsvektor
pQE30-CK-1a enthaltenden E. coli Zellen in LB-Medium kultiviert und bei einer
optischen Dichte von 0,6 mit IPTG induziert. Nach Isolierung der Zellen durch
Zentrifugation wurden diese in 6% des urspringlichen Volumens resuspendiert, mit
Lysozym behandelt und durch Ultraschall aufgebrochen. Zelltrimmer und unldsliche

Proteine wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand wurde mit Ni-NTA
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Agarose inkubiert, um die I6sliche CK-1a zu isolieren. AnschlieBend wurden die an
die Ni-NTA Agarose gebundenen Proteine mit Imidazol eluiert und mittels SDS-
PAGE analysiert. Abb. 21 zeigt das Ergebnis der Aufreinigung. Nach Aufschluf3 der
Zellen und Zentrifugation befand sich etwa ein Drittel der exprimierten CK-1a im
Uberstand und konnte mit Ni-NTA Agarose inkubiert werden. Das Iésliche Protein

konnte effizient Uber Ni-NTA Agarose gereinigt werden.

kDa

45 — .. — CK-1a

36 —

29 —
24 —

Abb. 21: Reinigung von His-CK-1a liber Nickel-NTA-beads

E. coli XL1 blue Zellen, die mit pQE30-CK-1a transformiert worden waren, wurden in LB Medium bei
37 °C angezogen. Zur Induktion der CK-1a Synthese wurde bei OD 0,6 1mM IPTG zugegeben und 2
Y2 Stunden induziert.

Die Zellen wurden mittels Lysozym (1 mg/ml) und Ultraschall aufgebrochen (GES). AnschlieBend
wurde durch Zentrifugation Prazipitat (PRA) und Uberstand (US) aufgetrennt. Der Uberstand wurde mit
1/15 des Gesamtvolumens Ni-NTA-Agarose 2h bei 4°C inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde vom
Uberstand abgetrennt, der die ungebundene CK-1a enthielt (UG). Nach Waschen der Ni-NTA-Agarose
wurde die gebundene CK-1a zwei mal mit dem 2,5-fachen Ni-NTA-Agarose-Volumen an 200 mM
Imidazol in zwei Fraktionen (1. EL und 2. EL) 30 Minuten bei 4°C eluiert. Die noch gebundene CK-1a
(NG) wurde durch Kochen in Lammli von der Ni-NTA-Agarose abgelost.

Nach jedem Schritt wurden 1% (GES, US, PRA, UG) bzw. 3% (1. EL, 2. EL, NG) des jeweiligen
Volumens entnommen und Uber SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und Farben mit
Ponceau S analysiert. CK-1a (39,6 kD) ist gekennzeichnet. ) )

GES = Gesamtansatz nach Aufbruch der Zellen, US = Uberstand, PRA = Prazipitat, UG =
ungebundene CK-1a nach Inkubation mit Ni-NTA-Agarose, 1. EL = 1.Elution von Ni-NTA-Agarose, 2.
EL = 2. Elution von Ni-NTA-Agarose, NG = nach Elution noch gebundene CK-1a
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2.2. Identifizierung verschiedener in vitro Substrate fiir CK-1a
2.2.1. Phosphorylierung von B-Casein durch CK-1a in vitro

Da B-Casein, eine elektrophoretisch auftrennbare Unterfraktion des Milchproteins
Casein, ein bekanntes Substrat fir Casein-Kinasen darstellt, sollte die Aktivitat der
gereinigten CK-1a in vitro an diesem Protein untersucht werden. Dazu wurde j-
Casein far 60 min bei 37°C mit [y—SZP]ATP und CK-1a inkubiert. Zur Kontrolle der
Spezifitdt wurde  gereinigte  Glutathion-S-Transferase  (GST) verwendet.
AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE, Transfer auf eine

Nitrozellulosemembran und Autoradiographie analysiert.

N & <
Q) A 2
<? 0% Qﬁo Q%

kDa N
55 —
45 — [ — CK-1a
36 T e Y - — E-Casein
25 — [aelt i

Ponceau S Autoradiographie

Abb. 22: Phosphorylierung von Beta-Casein

1,5 ug B-Casein wurde in einem 50 pl Volumen 1h bei 37°C mit CK-1a und [y-**P]ATP (5 uCi) inkubiert.
Als Kontrolle wurden GST in gleicher Weise behandelt. 30ul dieses Ansatzes wurden Uber SDS-
PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und Autoradiographie analysiert. Die linke Halfte der
Abbildung zeigt die mit Ponceau S geférbte Nitrozellulosemembran, die rechte das Autoradiogramm
derselben Membran. 3-Casein und GST sind gekennzeichnet.

Wie in Abb. 22 (Spur 3) zu erkennen ist, wird 3-Casein in vitro durch die gereinigte
CK-1a phosphoryliert, wahrend GST kein Substrat fir die CK-1a darstellt. Somit
scheint der N-terminal angefiugte 'His-tag’ keinen erkennbaren EinfluB auf die

Aktivitat der CK-1a zu besitzen. Die Autoradiographie wies in beiden Spuren eine
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Bande auf, die der apparenten Masse der CK-1a entspricht (Abb. 22, Spur 3 und 4).
Dies konnte einer Autophosphorylierung der CK-1a entsprechen, wie sie flr
Caseinkinasen in der Literatur beschrieben ist. Die Autophosphorylierung der
menschlichen Caseinkinase 1e fuhrt zu einer Abnahme der Aktivitat in vitro
(Cegielska et al., 1998). AuBerdem ist bekannt, daB diese Kinase in vivo im

dephosphoryliertem, vermutlich aktivem Zustand gehalten wird (Rivers et al., 1998).

2.2.2. Autophosphorylierung von CK-1a in vitro

Um die Vermutung der Autophosphorylierung aus Abbildung 22 zu bestatigen, wurde
die gereinigte CK-1a mit [y-*P]JATP inkubiert und mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert. Es war eindeutig eine Autophosphorylierung der CK-1a
nachweisbar (Abb. 23). Somit verhalt sich die CK-1a aus N. crassa wie Casein-
Kinasen aus anderen Organismen (Cegielska et al., 1998; Rivers et al., 1998;
Gietzen et al., 1999).

kDa

66 —

o -

Abb. 23: Autophosphorylierung der Kinase

5 ul der gereinigeten CK-1a Fraktion wurden in einem Volumen von 20 ul 1 h bei 30 °C mit [y—32P]ATP
(5 uCi) inkubiert und Uber SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und Autoradiographie
analysiert. CK-1a (39,6 kDa) ist gekennzeichnet.
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2.2.3. Phosphorylierung von Frequency durch CK-1a in vitro

In Drosophila melongaster wird das Uhrenprotein Period durch die Kinase
Doubletime (DBT) phosphoryliert (Kloss et al.,, 1998). Mutationen, welche die
Aktivitdt von DBT beeintrachtigen, fuhren in Drosophila melanogaster zu einer
Vekulrzung der circadianen Periode. Es wird vermutet, daf3 die Phosphorylierung von
PER den Abbau und den Transport des PER/TIM Heterodimers in den Kern
reguliert. Auch im Hamster Mesocricetus auratus wurde ein Gen gefunden, das fur
eine Caseinkinase 1¢ kodiert und dessen Mutation (tau Mutante) die Periodenldnge
des circadianen Tages der Hamster verkurzt (Lowrey et al., 2000).

In N. crassa ist bekannt, da3 das zu Period funktionell analoge Uhrenprotein
Frequency (FRQ) im Laufe des circadianen Tages zunehmend phosphoryliert wird,
und dafB3 diese Phosphorylierung mit einem zunehmenden Abbau von FRQ
einhergeht (Garceau et al., 1997). Da CK-1a Sequenzéhnlichkeiten zu Doubletime
aufweist, sollte Uberprift werden, ob Frequency ein Substrat von CK-1a darstellt.
Dazu wurden verschiedene Sequenzen von Frequency an GST fusioniert. Die
rekombinanten Proteine wurden in E. coli exprimiert und mittels Glutathion-
Sepharose (GSH-Sepharose) aufgereinigt (Donzeau et al., unveréffentlicht). sFRQ9
ist eine C-terminal verklrzte Form des kleinen FRQ (sFRQ), das an Aminoséaurerest
100 (ATG #3) beginnt und an Aminosaurerest 661 durch ein vorzeitiges Stopkodon
endet (GST-sFRQ9).

1 200 400 600 800 989 AS
\ GST }——— FRQ AS1-989
GS ——————-] FRQ AS100-661 (sFRQY)

_____________ \ FRQ AS 369 - 989

[2]
7}
- - —
I
I
I

GS SN I S ----{ FRQ AS544-989

GST hF-—mmmmmmmdmmmm -4 FRQ AS 644 - 989

Abb. 24 : Schema der expremierten und gereinigten Fusionsproteine von Frequency mit GST
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AuBerdem wurden drei N-terminal verklrzte Konstrukte von Frequency verwendet,
die jeweils bei Aminoséaurerest 369 (GST-FRQ-CT621), 544 (GST-FRQ-CT446) und
645 (GST-FRQ-CT346) beginnen und am authentischen Stopkodon von Frequency
enden. Die drei Konstrukte enthalten somit 621, 446 und 345 C-terminale

Aminosauren von Frequency (Abb. 24)

Um zu testen, ob GST-sFRQ9 ein Substrat flr die gereinigte CK-1a darstellt, wurde
GST-sFRQ9 an GSH-Sepharose gebunden und mit [y-**P]JATP und CK-1a inkubiert.
AnschlieBend wurde das Fusionsprotein reisoliert und mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert. GST-FRQ9 wurde durch die gereinigte CK-1a
phosphoryliert (Abb. 25).

kDa

16 — | 1

97— | s  — GST-FRQY
84 — fpoiud

o6 —

Ponceau -CK-1a + CK-1a

Abb. 25: Phosphorylierung von GST-FRQ9

100 pl Ni-NTA-Agarose, an die GST-FRQ9 gebunden war, wurden in einem Volumen von 100 ul 1h bei
30 °C mit [y-*PJATP (5 uCi) einmal mit und einmal ohne CK-1a geschiittelt. 30ul dieses Ansatzes
wurden mittels SDS-PAGE, Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und Autoradiographie analysiert.
GST-FRQ9 ist gekennzeichnet.

Die verschiedenen Konstrukte mit N-terminal verkirzten FRQ (GST-FRQ-CT621,
GST-FRQ-CT446 und GST-FRQ-CT346) wurden ebenfalls mit [y-**PJATP und CK-
1a inkubiert und anschlieBend mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.
Jedes dieser Proteine wurde durch die CK-1a phosphoryliert (Abb. 26). Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, da3 CK-1a Uber die Phosphorylierung von FRQ

an der Regulation der biologischen Uhr von N. crassa beteiligt sein kdnnte.
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Abb. 26: Phosphorylierung der C-terminalen Frequency Konstrukte

In etwa gleiche Mengen an GST-FRQ-CT346, GST-FRQ-CT446 und GST-FRQ621 wurden in 50pl
Ansitzen 1h bei 37°C mit CK-1a und [y-**P]ATP (5 uCi) inkubiert. Je 30ul wurden tber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitozellulosemembran transferiert und durch Autoradiographie analysiert.
GST-FRQ-CT346, GST-FRQ-CT446 und GST-FRQ621 sind gekennzeichnet.

2.2.4. Phosphorylierung der PEST-Sequenzen von Frequency

durch CK-1a in vitro

PEST-Sequenzen sind Bereiche innerhalb einer Polypeptidkette, die reich an den
Aminosauren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) sind (Rogers et al.,
1986). In vielen Féllen stellen solche Bereiche Signale fur den regulierten,
proteolytischen Abbau von Proteinen dar (Rechsteiner und Rogers, 1996). Es wird
vermutet, daf3 unter anderem die Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestes
innerhalb einer PEST-Sequenz das Protein zum Abbau markiert. Frequency enthalt
zwei PEST-Sequenzen, PEST1 (AS 544-559) und PEST2 (AS 844-892) (Merrow
und Dunlap, 1994).

In Hefe scheint die Phosphorylierung von PEST-Sequenzen membranstandiger
Proteine durch CK1 an der Regulation der Endozytose beteiligt zu sein (Feng und
Davis, 2000). So wird zum Beispiel das Enzym Uracil-Permease in Hefe von CK1
innerhalb einer PEST-Sequenz phosphoryliert (Marchal et al., 2000). Um zu
Uberprifen, ob CK-1a die PEST-Sequenzen von FRQ phosphoryliert, wurden
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verschiedene PEST-Konstrukte in E. coli als GST-Fusionsproteine exprimiert und
gereinigt (GST-PEST1 (AS 544-559) (Gorl et al., 2001), GST-PEST2 (AS 844-892)
(Gorl et al., 2001), GST-PEST2-CT (AS 844-989) (Donzeau et al., unverdffentlicht))
(Abb. 27).
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Abb. 27: Schema der Fusionsproteine von GST mit den PEST-Sequenzen von FRQ
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Abb. 28: Phosphorylierung der PEST2-Region von Frequency

In etwa gleiche Mengen an GST, GST-PEST2 und GST-PEST2-CT wurden in einem Volumen von
50ul 1 h bei 37 °C mit CK-1a und [y-**P]JATP (5 uCi) inkubiert. Je 30ul wurden GUber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitozellulosemembran transferiert und durch Autoradiographie analysiert.
GST, GST-PEST2 und GST-PEST2-CT sind gekennzeichnet.
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Abb. 29: Phosphorylierung der PEST1-Region von Frequency

In etwa gleiche Mengen an GST und GST-PEST1 wurden in einem Volumen von 50ul 1 h bei 37 °C
mit CK-1a und [y->PJATP (5 uCi) inkubiert. Je 30ul wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitozellulosemembran transferiert und durch Autoradiographie analysiert (lAngere Exposition als in
Abb. 28). GST und GST-PEST1 sind gekennzeichnet.

Die gereinigten PEST-Konstrukte wurden mit [y-SZP]ATP und CK-1a inkubiert und
mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Die PEST2-enthaltenden
Konstrukte GST-PEST2 und GST-PEST2-CT wurden beide effizient von CK-1a
phosphoryliert., wahrend GST-PEST1 mit geringerer Effizienz als Substrat erkannt
wurde (Abb. 29). Das als Kontrolle verwendete gereinigte GST wurde nicht

phosphoryliert.

In dieser Arbeit konnte die zu Doubletime homologe Caseinkinase -1a in N. crassa
identifiziert werden. CK-1a wurde kloniert und aufgereinigt. Die gereinigte CK-1a ist
in vitro aktiv. Sie phosphoryliert f-Casein und sich selbst. Das zentrale Uhrenprotein
Frequency aus N. crassa wird an mindestens zwei Stellen von CK-1a phosphoryliert,
da sowohl GST-sFRQ9 als auch GST-PEST2, die keine Uberlappenden
Aminosaurenbereiche besitzen, radioaktiv markiert werden. CK-1a kénnte demnach
Uber die Phosphorylierung der PEST-Regionen von Frequency dessen Abbau

regulieren und somit den circadianen Rhythmus von N. crassa beeinflussen.
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3. Diskussion

Die meisten héheren Lebewesen haben im Laufe der Evolution molekulare Systeme
entwickelt, die sie in die Lage versetzen, Zeit zu messen. Biologische Uhren
ermoglichen eine optimale Anpassung von Stoffwechsel und Verhalten an die
periodisch wechselnden Umweltbedingungen.

Die molekularen Mechanismen, die diesen circadianen Systemen zugrunde liegen,
sind bei den bisher untersuchten Spezies sehr dhnlich. Ein Oszillator, der auf einer
Transkriptions-Translations-Ruckkopplungschleife eines sogenannten Uhrenproteins
basiert und mit einer Periode von ungefahr 24 Stunden schwingt, steht im Zentrum
der Uhr.

Die Menge an Uhrenprotein unterliegt einer charakteristischen circadianen
Schwankung. Wenn sie einen kritischen Wert Uberschreitet, wird die Transkription
des Uhrengens unterdrickt. Das Uhrenprotein wird dann abgebaut, bis die Menge an
Uhrenprotein in der Zelle nicht mehr ausreicht, die Inhibition aufrechtzuerhalten.

Dann beginnt der Zyklus aufs Neue.

Im Ascomyceten (Schlauchpilz) N. crassa ist Frequency das zentrale Uhrenprotein.
Es ist ein Element der oben beschriebenen negativen Ruckkopplungsschleife. Die
Lange einer Periode betragt in N. crassa ungefahr 22 Stunden und &uf3ert sich unter
konstanten Bedingungen unter anderem in der periodischen Bildung von Konidien

zur asexuellen Fortpflanzung.

Das Modell der negativen Ruckkopplungschleife als Basis der circadianen Uhren ist
stark vereinfacht, denn zahlreiche weitere Faktoren und Vorgange in- und auf3erhalb
der Zelle beeinflussen den Ablauf der Oszillation des Uhrenproteins. An der
Regulation des frg-Gens sind in N. crassa die Transkriptionsfaktoren WC-1 und WC-
2 beteiligt. Lichtreize und Temperaturanderungen beeinflussen den Ablauf der FRQ-

Oszillation und synchronisieren die subjektive mit der astronomischen Zeit.

Damit Uberhaupt eine periodische Schwingung zustande kommen kann, darf die
Ruckkopplung nicht zu frih in Kraft treten. Diese Verzdgerung scheint unter anderem

durch die Phosphorylierung der Uhrenproteine durch Kinasen zustande zu kommen.
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In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist eine zur menschlichen Caseinkinase
le homologe Kinase namens Doubletime (DBT) identifiziert worden, die Uber die
Phosphorylierung des Uhrenproteins Period (dPER), den Abbau des Heterodimers
der Uhrenproteine Period und Timeless (dTIM) reguliert (Kloss et al., 1998; Price et
al., 1998). Mutationen, die die Aktivitat der Kinase verandern, wirken sich auf die
Dauer der circadianen Periode aus. Dabei gibt es sowohl Mutationen, die die
Periodendauer verlangern, als auch solche die sie verkirzen (Price et al., 1998). Im
Goldhamster Mesocricetus aureus besitzt das tau-Genprodukt, das ebenfalls zur
menschlichen Caseinkinase 1le homolog ist, eine &hnliche Funktion wie DBT in D.
melanogaster. Auch bei der Maus und beim Menschen gibt es Hinweise fur eine

Beteiligung der Caseinkinase 1e an der Regulation der biologischen Uhr.

In N. crassa unterliegt Frequency nach seiner Synthese einer zunehmenden
Phosphorylierung. Die in vivo dafur verantwortlichen Kinasen sind bisher noch nicht
vollstandig identifiziert. Eine Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase, CAMK-1,
phosphoryliert FRQ in vitro im Bereich der Aminoséaurereste 501-519, scheint aber in
vivo keine wesentlichen Rolle bei der Regulation der circadianen Uhr zu spielen
(Yang et al., 2001).

Es ist jedoch wahrscheinlich, daf’3 auch in Neurospora der Abbau des Uhrenproteins
Uber Phosphorylierungen reguliert wird, da die Zugabe eines Kinaseinhibitors oder
die Mutation einer Phosphorylierungsstelle von FRQ (Ser-513) den Abbau von FRQ

in vivo vermindern und die Periode der Uhr verlangern (Liu et al., 2000).

Die groRe Ahnlichkeit der circadianen Systeme in allen Organismen und das
ubiquitdre Vorkommen von konservierten Caseinkinasen bei héheren Eukaryonten
lassen es mdglich erscheinen, dal auch in N. crassa eine Kinase dieser Familie an

der Phosphorylierung des Uhrenproteins beteiligt ist.

38



Diskussion

3.1. CK-laisthomolog zu DBT und zur humanen CK-1le

Die Suche nach einer zu Doubletime Homologen Kinase in N. crassa ergab zwei in
Frage kommende Gene, die mit CK-la und CK-1b bezeichnet wurden. Die
Sequenzen beider Kinasen zeigen einen hohen Verwandtschaftsgrad mit der
humanen Caseinkinase 1e und Doubletime. Im Sequenzvergleich weist CK-1a eine
hohere Homologie zu beiden Kinasen auf als CK-1b, so daf} fur CK-1a eine hdhere
Wabhrscheinlichkeit besteht, eine zu DBT &hnliche Funktion zu erfillen.

Das Genom von N. crassa ist zwar vollstdndig sequenziert, jedoch sind die offenen
Leserahmen noch nicht fur alle Abschnitte des Genoms vorhergesagt. Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dal3 in N. crassa moglicherweise noch andere Gene,
deren Sequenzen Homologie zu Caseinkinase 1le aufweisen, existieren. Ein
Vergleich mit Hefe (Saccharomyces cerevisiae), in der vier Caseinkinasen 1
existieren, a3t die Zahl weiterer fur Caseinkinasen 1 kodierende Gene in N. crassa

auf ein bis zwei weitere begrenzt erscheinen.

3.2. CK-laistin vitro aktivund phosphoryliert b-Casein und sich selbst

CK-1a wurde als Fusionsprotein mit einem Hexahistidinschwanz kloniert, exprimiert
und gereinigt. Durch Inkubation von b-Casein mit gereinigter CK-1a und [g->P]JATP
konnte gezeigt werden, daf? b-Casein in vitro ein Substrat fir CK-1a darstellt. Andere
Proteine, mit denen in derselben Weise verfahren wurde, wiesen keine dedektierbare
Phosphorylierung auf. Dies beweist, dal das CK-la-Gen tatsachlich fur eine
Caseinkinase kodiert, die auch in vitro aktiv ist. Die hohe Effizienz, mit der b-Casein
phosphoryliert wird, weist zusatzlich zur Sequenzhomologie darauf hin, da CK-1a
tatsachlich zur Gruppe der Caseinkinasen zu rechnen ist. Die relativ spezifische
Phosphorylierung des Milchproteins Casein hat dieser Kinasenfamilie den Namen
gegeben.

AulRerdem war in vitro eine Autophosphorylierung von CK-1a nachzuweisen, wie sie
auch von Caseinkinasen anderer Organismen bekannt ist (Cegielska et al., 1998;
Rivers et al., 1998; Gietzen et al., 1999).
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3.3. Frequency istin vitro ein Substrat fir CK-1a

Um zu untersuchen, ob CK-1a mdglicherweise Uber die Phosphorylierung von FRQ
an der Regulation der circadianen Oszillation beteiligt sein koénnte, wurden
verschiedene Fragmente von FRQ als Fusionsproteine in E. coli exprimiert, gereinigt
und in vitro mit gereinigter CK-1a und [g->?P]ATP inkubiert. Es konnte gezeigt
werden, dal FRQ an mindestens zwei Stellen innerhalb der 889 C-terminalen
Aminosaurereste von CK-1a phosphoryliert wird.

FRQ besitzt zwei sogenannte PEST Sequenzen (Bereiche innerhalb einer
Polypeptidkette, die reich an den Aminosauren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und
Threonin (T) sind), die als Akzeptorstellen fur die Phosphorylierung durch CK-la
besonders interessant erscheinen. So wird beispielsweise in Hefe das Protein Uracil-
Permease durch eine Caseinkinase 1 innerhalb einer PEST-Sequenz phosphoryliert
(Marchal et al., 2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl FRQ durch CK-1a
in vitro innerhalb der PEST-Sequenzen phosphoryliert wird.

3.4. Weiterfuhrende Experimente

Die oben diskutierten Ergebnisse legen nahe, dal3 Frequency auch in vivo ein
Substrat fur CK-1a darstellen konnte. Dartber hinaus ist, wie oben beschrieben, in
anderen Organismen eine Beteiligung von Caseinkinasen an der Phosphorylierung
der Uhrenproteine bekannt.

CK-la tragt Kkeine Signalsequenzen fir die subzellulare Zielsteuerung
(Endoplasmatisches Reticulum, Mitochondrien). Inzwischen ist bekannt, da3 CK-1a
sowohl im Zytosol als auch im Zellkern vorkommt, und daf3 CK-1a in vivo einen
Komplex mit Frequency bildet (Gorl et al., 2001).

Allein durch in vitro Experimente wird man die physiologische Rolle von CK-1a auf
die circadiane Uhr in N. crassa nicht bestimmen koénnen.

Eine knock-out-Mutante von CK-la ist nicht moglich, da N. crassa ohne CK-1a,
ebenso wie D. melanogaster ohne DBT (Price et al., 1998) nicht lebensfahig ist (Gorl
etal., 2001).
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Inzwischen konnte gezeigt werden, dal} eine Deletion der PEST-1 Sequenz zu einer
Hypophosphorylierung von Frequency in vivo fuhrt und dessen Stabilitat erhéht (Gorl
et al, 2001). In Mutanten mit der PEST-1 Deletion lauft die negative
Ruckkopplungsschleife langsamer - mit einer Periode von ungeféhr 28 Stunden - ab
als im Wildtyp (Gorl et al., 2001). Vermutlich ist dies durch den langsameren Abbau
von Frequency bedingt. Interessanterweise zeigen diese Mutanten trotz der
aufrechterhaltenen Oszillation von Frequency in konstanter Dunkelheit keine
periodische Konidienbildung mehr (Gorl et al., 2001), was die Vermutung nahe legt,
dal die Konidienbildung vom circadianen Oszillator entkoppelt ist.

Es konnte auch gezeigt werden, dal3 CK-1b die PEST-2 Sequenz, nicht aber die
PEST-1 Sequenz in vitro phosphoryliert (Gorl et al., 2001). Die Untersuchung des
Einflusses einer Deletion der PEST-2 Sequenz auf die biologische Uhr in N. crassa
steht noch aus. Auch Mutanten, die eine in ihrer Aktivitat veranderte Kinase besitzen,
kénnten Uber die Veranderung der circadianen Periode AufschluR Uber die Rolle von

CK-1a und CK-1b an der Regulation des circadianen Rhythmus in vivo geben.
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4. Zusammenfassung

Das Uhrenprotein Frequency (FRQ) wird in Neurospora crassa nach seiner Synthese
phosphoryliert. Die daflr verantwortliche(n) Kinase(n) ist (sind) nicht identifiziert. In
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und im Goldhamster Mesocricetus auratus
werden Uhrenproteine durch Enzyme aus der Familie der Caseinkinasen 1

phosphoryliert (Doubletime, tau-Genprodukt).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die zur humanen Caseinkinase 1eund zu
Doubletime (DBT) aus D. melanogaster homologe CK-1a aus N. crassa kloniert und
charakterisiert werden. Es wurde auch eine zweite zur humanen Caseinkinase
1e homologe Kinase - CK-1b - in N. crassa identifiziert. Das fur CK-1a kodierende
Gen ist ndher mit DBT verwandt. Daher wurde CK-1a in E. coli als

Hexabhistidinfusionsprotein kloniert, exprimiert und gereinigt.

Die gereinigte CK-1a ist in vitro aktiv. Sie phosphoryliert B-Casein und unterliegt einer
Autophosphorylierung. FRQ wird in vitro an mindestens zwei Stellen von CK-1a
phosphoryliert. Diese Phosphorylierungsstellen liegen wahrscheinlich innerhalb der
PEST-Sequenzen von FRQ.
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5. Material und Methoden

5.1. Molekularbiologische Methoden

5.1.1. Verwendete Plasmide

FUr die in vitro-Transkription und -Translation von Proteinen wurden Derivate des
Plasmids pGEM4 (Promega) verwendet, in die die jeweilige komplementdre DNA
(cDNA) unter Kontrolle des SP6-Promotors kloniert war. Die ligierten Plasmide
wurden entweder in den E. coli Stamm DH5a (supE44, hsdR17, recA1, endAd,
gyrA96, thi-1, relA1; Hanahan, 1983) oder XL1-blue (supE44, hsdR17, recA1, endA1,
gyrA96, thi-1, relA1 lac [F:Tn10 proA'B" laclg A(lacZ)M15]; Stratagene)
transformiert (s. Kap. 5.1.9.).

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten bzw. hergestellten Plasmide sind in

Tabelle 3 aufgelistet. Die Klonierungstrategien sind unter Kapitel 5.1.11.

beschrieben.
Tabelle 3: Verwendete Plasmide
Plasmid Referenz
pGEM4-CK-1a Diese Arbeit
pQE30-CK-1a Diese Arbeit
pETGEX-CT-FRQ9 Donzeau et al., unveréffentlicht

pGEX-4T-1-FRQ-CT346 Donzeau et al., unveréffentlicht
pGEX-4T-1-FRQ-CT446 Donzeau et al., unveréffentlicht

pGEX-4T-1-FRQ-CT621 Donzeau et al., unveréffentlicht
pGEX-4T-1-FRQ-Pest1 Gorl et al., 2001
pGEX-4T-1-FRQ-Pest2 Gorl et al., 2001

pGEX-4T-1-FRQ-Pest2CT Donzeau et al., unveréffentlicht

5.1.2. Amplifikation von DNA mittels PCR

Die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1985; Saiki et al.,
1988) ermdbglicht es, DNA-Fragmente spezifisch exponentiell zu amplifizieren. Als
sogenannte "Primer" werden zwei kurze Oligonukleotide verwendet, die zu den

entsprechenden Sequenzen einer DNA-Matrize komplementér sind. Durch eine
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thermostabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium
Thermus aquaticus oder Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus mit
"Proofreading"-Aktivitat) werden die freien 3'-Enden der Primer zu zwei neuen,
komplementaren DNA-Stréangen verlangert. Jeder Reaktionszyklus fuhrt so zu einer

Verdopplung des vorhandenen DNA-Fragments.

Das Reaktionsgemisch (100 pl) enthielt 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase (Promega), 50
UM dNTPs sowie 50 pmol Primer 1 und Primer 2 (Ldnge ca. 20-30 Nukleotide; ARK
Scientific) in dem vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer (20 mM Tris/HCI pH 8,8,
10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSOQOyg4, 0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA).
Als Matrize wurde entweder 100 ng Plasmid-DNA oder zu testende E. coli-Klone

verwendet. Eine typische PCR bestand aus folgenden Reaktionsschritten:

e 3 min bei 94°C Inaktivierung von Nukleasen und
vollstdndige Denaturierung
e 30-35 Zyklen:

o 45 sec bei 94°C Denaturierung der DNA
o 45 sec bei (Ty°-5)°C Annealing
o 1-4 min bei 72°C Polymerasereaktion

e 5 min bei 72°C
e Abkihlen auf 4°C

Die Annealingtemperatur T, wurde nach der Regel (G/C x4 + A/T x2) fir jeden
Primer bestimmt. Zur Kontrolle der Reaktion wurde 5 pl des Ansatzes auf einem
Agarosegel analysiert (s. Kap. 5.1.6.). Das PCR-Produkt wurde anschlieBend durch
préparative Agarosegelelektrophorese (s. Kap. 5.1.7.) oder mittels des "QIAquick
PCR Purification Kits" der Firma Quiagen von den Primern und den Nebenprodukten
gereinigt. Dazu wurden 5 Volumen des Puffers PB zum dem PCR-Ansatz gegeben
und auf die mitgelieferten Silicagel-Sdulen gegeben. Nach Zentrifugation (1 min,
13.000 Upm, RT, Tischzentrifuge) wurde das Eluat verworfen und die gebundene
DNA mit 750 pl Puffer PE gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit 30 pl H.O
eluiert. Zur Kontrolle wurden 2 pl der DNA-L6sung auf einem Agarosegel analysiert
(s. Kap. 5.1.6.).
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5.1.3. Isolierung von Plasmid-DNA

5.1.3.1. Minipraparation von DNA

Fir die Préparation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurde der "QlAprep Miniprep Kit"
der Firma Quiagen verwendet. Dazu wurde der entsprechende Klon in 2 ml LBayp-
Medium (Luria Bertani-Medium, 10 g/l Bacto-Trypton, 5 mg/ml Bacto-Hefeextrakt, 10
g/l NaCl, pH 7,4; supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin) Gber Nacht aerob bei 37°C
geschittelt (160 Upm). 1,5 ml der Uber-Nacht-Kultur wurden fiir 1 min in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in 250 pl
Resuspensionspuffer P1 (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert, mit
250 pl Lysepuffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) versetzt, durch mehrmaliges
Invertieren gemischt und maximal 5 min bei RT inkubiert. Das Zell-Lysat wurde mit
350 pl Neutralisationspuffer N3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert. Nach 10 min
Zentrifugation bei RT (13.000 Upm, Tischzentrifuge) wurde der Uberstand auf die
mitgelieferten Silicagel-Saulen gegeben und fur 1 min bei RT zentrifugiert (13.000
Upm, Tischzentrifuge). Das Eluat wurde verworfen und die gebundene Plasmid-DNA
mit 750 pl Puffer PE gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit 50 pl H2O eluiert.
Zur Kontrolle wurden 2 pl der DNA-L6sung auf einem Agarosegel analysiert (s. Kap.
5.1.6.).

5.1.3.2. Midipraparation von DNA

Fir die Préaparation gréBerer Mengen Plasmid-DNA (bis ca. 0,2 mg) wurde der
“Jetstar-Kit” der Firma Genomed (modifiziet nach Birnboim und Doly, 1979)
verwendet. Eine Anionentauscher-Saule wurde mit 10 ml Lésung E4 (0,6 M NaCl,
100 mM Natriumacetat, pH 5,0, 0,15% Triton X-100) aquilibriert. Wahrenddessen
wurden die Bakterien aus 50 ml einer Uber-Nacht-Kultur in LBamp-Medium durch
Zentrifugation (5 min, 4400xg, RT, Beckman JA10-Rotor) sedimentiert. Die Zellen
wurden in 4 ml Lésung E1 (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert
und anschlieBend durch Zugabe von 4 ml Lésung E2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
durch Inkubation fir maximal 5 min bei RT lysiert. Das Zell-Lysat wurde durch

Zugabe von 4 ml Lésung E3 (3,2 M Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert. Nach
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Zentrifugation (10 min, 15.000xg, RT, Beckman JA20-Rotor) wurde der Uberstand
auf die aquilibrierte Saule gegeben. Die Saule wurde dann zweimal mit 10 ml Lésung
E5 (0,8 M NaCl, 100 mM Natriumacetat, pH 5,0) gewaschen. Die Plasmid-DNA
wurde anschlieBend mit 5 ml Lésung E6 (1,25 M NaCl, 100 mM Tris/HCI, pH 8,5)
eluiert, durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation
(30 min, 15.000xg, 4°C, Beckman JA20-Rotor) sedimentiert. Die DNA wurde mit 70%
Ethanol gewaschen, bei 37°C fir 10 min getrocknet und in 200 pl H>O resuspendiert.
1 pl des isolierten Plasmids wurde auf einem Agarosegel analysiert (s. Kap. 5.1.6.).

Die erhaltene Menge an Plasmid-DNA betrug 80-160 pg.

5.1.4. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
bestimmt. Dabei entspricht eine Einheit optischer Dichte (OD) 50 pg/ml
doppelstréangiger DNA bzw. 33 pg/ml einzelstrangiger DNA (linearer Bereich OD 0,1-
1; Sambrook et al., 1989).

5.1.5. Phenolextraktion und Ethanolféllung

Durch Phenolextraktion werden Proteinverunreinigungen, die sich an der
Grenzschicht zwischen wéssriger und phenolischer Phase ansammeln, aus DNA-
haltigen Lésungen entfernt (Sambrook et al., 1989). Das Phenol wurde mit 1/20
Volumen Tris/HClI pH 8,0 &quilibriert. Die DNA-Lésung wurde mit demselben
Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschuttelt und zur
Phasentrennung zentrifugiert (1 min, 14.000 Upm, RT, Tischzentrifuge). Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaB Uberfiihrt, mit 1 Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschuttelt und erneut abzentrifugiert. Die DNA
wurde anschlieBend durch Ethanolfadllung konzentriert und von unerwinschten
Salzen befreit. Dazu wurde die DNA-L&sung durch Zugabe von 1/10 Volumen einer 3
M Natriumacetat-L6sung pH 6,0 und dem 2,5 fachen Volumen Ethanol geféllt (30
min, -70 °C), durch Zentrifugation (20 min, 15.000xg, 4 °C) isoliert. Das DNA-Pellet

wurde mit 70% Ethanol gewaschen, bei 37°C getrocknet und in H,O resuspendiert.
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5.1.6. Gelelektrophorese von DNA

Zur Trennung, Reinigung und Identifizierung von DNA-Fragmenten wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). Dabei werden die
DNA-Fragmente in horizontalen Agarosegelen nach ihrer GréBe aufgetrennt. Zur
Detektion der DNA-Banden wurde der DNA-Interkalator Ethidiumbromid (0,5 pg/ml)
verwendet, der unter UV-Licht (366 bzw. 254 nm) fluoresziert. Als Langenstandard
wurde eine DNA-Praparation mit bekanntem Restriktionsmuster verwendet. Die DNA
wurde vor dem Auftragen mit 4 Volumen 5x Auftragspuffer (30% (v/v) Glycerin,
0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol) versetzt. Die Konzentration der
Agarose richtete sich nach der Gré3e der aufzutrennenden Fragmente und betrug 1-
2% in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 7,5, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA).
Die Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei einer Spannung bis zu 13 V/cm, je
nach GréRe des Gels bei 60-120 V.

5.1.7. Praparative Gelelektrophorese

Zur praparativen Isolierung von DNA aus einem Agarosegel, wurde unter UV-Licht
(366 nm) ein Gelfragment herausgeschnitten, das die entsprechende DNA enthielt.
Die Reinigung der DNA aus dem Gelstuck erfolgte mit Hilfe des "QIAquick Gel
Extraction Kits" der Firma Quiagen. Dazu wurde das Gelfragment gewogen und mit
dem 3 fachen Volumen des Puffers QG versetzt und flir 10 min bei 50°C inkubiert,
bis das Gel geschmolzen war. Die Loésung wurde auf die mitgelieferten Silicagel-
Saulen gegeben und zentrifugiert (1 min, 13.000 Upm, RT, Tischzentrifuge). Das
Eluat wurde verworfen und die gebundene Plasmid-DNA erst mit 500 pl Puffer QG,
dann mit 750 pl Puffer PE gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit 30 pl H,O

eluiert.
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5.1.8. Enzymatische Modifikation von DNA

5.1.8.1. Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen  erkennen in  doppelstrangigen  DNA-Molekullen
spezifische Basensequenzen und spalten die DNA entsprechend ihrer
Erkennungssequenz  (Sambrook et al., 1989). Die DNA wurde mit
Restriktionsendonukleasen der Firmen Gibco/BRL und Boehringer Mannheim geman
den Angaben der Hersteller in den entsprechenden, mitgelieferten Puffern verdaut.
Die jeweilige Enzymkonzentration entsprach ca. 2-3 U pro pg DNA. Der
Restriktionsansatz wurde fir 2-24 h bei der fur das entsprechende Enzym
angegebenen Temperatur inkubiert. Zur Beendigung des Restriktionsverdaus wurde
der Reaktionsansatz flir 10 min je nach Enzym bei 65° oder 72°C inkubiert. Die DNA
wurde anschlieBend Uber ein praparatives Agarosegel (s. Kap. 5.1.7.) gereinigt.

5.1.8.2. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verknupfung von DNA-Enden wurde die Bakteriophagen T4 DNA-Ligase
(Gibco/BRL) verwendet. Maximal 1 pg DNA wurde im mitgelieferten 5x
Ligationspuffer (250 mM Tris/HCI, pH 7,6, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 50 mM MgCl,,
25% (w/v) PEG-8000) mit 1 U Enzym in einem Volumen von 20 pl tGber Nacht bei
16°C inkubiert. Sollte in einen linearisierten und dephosphorylierten Vektor ein DNA-
Fragment inseriert werden, so lag dieses in einem 2-4 fachen molaren Uberschuf
vor. 1 pl des Ligationsansatzes wurde anschlieBend in den gewlnschten
Bakterienstamm transformiert (s. Kap. 5.1.9.).

5.1.9. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von E. coli wurde die Methode der Elektroporation angewendet.
Kompetente E. coli-Zellen wurden nach einem modifiziertem Protokoll nach Dower et
al. (1988) hergestellt. Eine E. coli Uber-Nacht-Kultur wurde 1:100 in 500 ml LBamp-
Medium verdinnt und auf eine ODs7g von 0,5-0,8 angezogen. AnschlieBend wurden
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die Zellen 30 min auf Eis gekuhlt, in einen sterilen JA10-Zentrifugationsbecher
dberfihrt und sedimentiert (15 min, 4400xg, 4°C, Beckman JA10-Rotor). Nach
dreimaligem Waschen der Zellen mit kaltem 10% Glycerin (500 ml, 250 ml, 50ml)
wurden die Zellen in 500 pl 10% Glycerin aufgenommen und in 40 pl Portionen bei -

80°C eingefroren.

Die Transformation wurde mit einem Elektroporationsgerdt der Firma Bio-Rad
durchgefiihrt. Dazu wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 pl eines
Ligationsansatzes oder 1 pg Plasmid-DNA versetzt und in auf Eis vorgekinhlte
Elektroporations-Kivetten (0,2 cm Elektrodenabstand) Uberfihrt. AnschlieBend
wurde die Elektroporation bei Standardeinstellung (2,5 kV, 400 W, 25 uF,
Zeitkonstante 8-9 ms) vorgenommen. Nach dem elektrischen Puls wurden die Zellen
sofort in 1 ml SOC-Medium (0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,2% (w/v) Trypton, 20 mM
Glucose, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO,, 10 mM NaCl) verdinnt, in ein

1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt, 30-60 min bei 37°C geschittelt und kurz
zentrifugiert (1 min, RT, Tischzentrifuge). 80% des Uberstandes wurden verworfen
und die Zellen im verbleibenden SOC-Medium resuspendiert. Die Zell-Suspension
wurde auf einer LBamp-Platte (LBamp mit 15 g/l Bacto-Agar, s. Kap. 5.1.3.)
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden ca. 20
Transformanten der Platte ausgewahlt, um positive Klone Gber Restriktionsverdau (s.
Kap. 5.1.8.1.) oder direkt mittels PCR (s. Kap. 5.1.2.) zu identifizieren.

5.1.10. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde von der Firma TopLab (Martinsried) auf
einem Perkin Elmer Cylce Sequencer (ABI377) durchgefuhrt. Daflr wurde ein
pGEM4-Plasmid verwendet, das die zu sequenzierende DNA enthielt. Als
Sequenzierungsprimer wurden Sp6- (CGA TTT AGG TGA CAC TAT AG) und T7-
Primer (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGQG) benutzt, die zu den entsprechenden

Promotoren komplementar sind.
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5.1.11. Klonierungsstrategien

Um eine bessere Ausbeute bei der in vitro-Translation zu erhalten, wurde, falls nétig,
vor das Start-AUG-Codon ein Basentriplett eingeftihrt (ACC oder GCC), um eine der
Kozak-Sequenz CCRCCAUGG entsprechende optimale Umgebung flar das

Initiations-Codon zu schaffen (Kozak, 1987).

Die jeweiligen Restriktionsschnittstellen sind in den Primern unterstrichen, die

komplementaren Bereiche der Primer zum Template sind "fett" markiert.
5.1.11.1. pGEM4-CK-1a

Die kodierende Sequenz von CK-1a wurde mittels PCR (s. Kap. 5.1.2.) mit den
Primern ,CK-1a-Hin3" (5'-Primer CCC CGT CGA CAA GGT ACC ATG ACT ACC
ATG GAT CTC) und "CK-1a-Rick3" (3'-Primer CCC CAA GCT TGC GGC CGC TTA
TCG CAA AAT CCT GTC) aus dem Klon NM6F2-T3 amplifiziert. Das PCR-Produkt
wurde mit den Restriktionsenzymen Sall und Hindlll verdaut und in einen mit
denselben Enzymen geschnittenen pGEM4-Vektor subkloniert (nGEM4-CK-1a).

5.1.11.2. pQE30-CK-1a

Die kodierende Sequenz von CK-1a wurde aus dem Vektor pGEM4-CK-1a mit den
Restriktionsenzymen Asp718 und Hindlll herausgeschnitten und in einen mit

denselben Enzymen geschnittene pQE-30 Vektor subkloniert (pQE30-CK-1a).

5.2. Proteinchemische Methoden

5.2.1. TCA-Fallung von Proteinen

Um Proteine aus wéssrigen Losungen zu féllen, wurde 12% (w/v) TCA zugesetzt.
Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die denaturierten Proteine durch
Zentrifugation sedimentiert (20 min, 15.000 Upm, 2°C, Sigma 12154-Rotor), das
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Pellet mit -20°C kaltem Aceton gewaschen, 5 min bei 56°C getrocknet und in 1x

Laemmli-Puffer (s. Kap. 5.2.4.) aufgenommen.

5.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (1976) durchgefihrt,
der die Bindung des Farbstoffes Coomassie Blau G-250 an Proteine zugrunde liegt.
Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595
nm. Alle Proben wurden mit je 1 ml eines 1:5 verdunnten Farbstoffkonzentrats (Bio-
Rad-Proteinassay-Kit) versetzt und 5-10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde
die Absorption bei 595 nm bestimmt. Die Quantifizierung wurde mit Hilfe einer
Eichkurve mit einem Proteinstandard (Immunglobulin G (IgG) aus Rind, Bio-Rad)

vorgenommen.

5.2.3. Synthese von Proteinen in vitro

5.2.3.1. In vitro-Transkription

Die in vitro-Transkription wurde nach der Methode von Melton et al. (1984) mit
Modifikationen in Anlehnung an Stueber et al. (1984) und Sambrook et al. (1989)
durchgeflhrt.

Far die in vitro-Transkription wurden pGEM4-Plasmide (Promega) verwendet, die die
kodierende Sequenz flr das entsprechende Protein unter der Kontrolle des SP6-
Promotors enthielten (s. Kap. 5.1.1.). Ein typischer in vitro-Transkriptionsansatz
bestand aus 120 pl Pramix (40 mM HEPES/KOH pH 7,4, 6 mM Magnesiumacetat, 2
mM Spermidin, 100 pg/ml BSA, 10 mM DTT, 100 uM GTP, je 500 uM ATP, CTP,
UTP), 250 pM m’G(5')ppp(5’)G, 200 U RNasin, 50 U SP6-RNA-Polymerase, 10-20
pg Plasmid und H2O zu einem Endvolumen von 200 pl. Der Ansatz wurde flir 1 h bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die synthetisierte RNA durch Zugabe von 1/10
Volumen 10 M LiCl und 3 Volumen Ethanol fir 30 min bei -70°C geféllt. Die RNA
wurde durch Zentrifugation (15 min, 36700xg, 4°C, Sigma 12154-Rotor) sedimentiert,
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mit 70% Ethanol gewaschen, fir 5 min bei 37°C getrocknet, in 100 pl Wasser mit 0.5
U/ul RNasin gelést und bei -80°C aufbewahrt.

5.2.3.2. In vitro-Translation

Die in vitro-Translation wurde nach der Methode von Pelham und Jackson (1976)
durchgeflhrt.

Die Translation der in vitro synthetisierten RNA wurde in Kaninchen-
Retikulozytenlysat (Promega) in Gegenwart von [**S]Methionin (ICN) durchgefiihrt.
Ein Standardtranslationsansatz enthielt 100 pl Lysat, 25 pl RNA, 3 pl Aminosauremix
(alle proteinogenen Aminosauren auf3er Methionin, je 1 mM), 40 U RNasin, 12 pl
[33S]Methionin (10 uCi/pl). Die Translation erfolgte fur 75 min bei 30°C. Der Einbau
des radioaktiven Methionins wurde anschlieend durch Zugabe von 5 mM Methionin
gestoppt. Der Ansatz wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -

80°C gelagert.

5.2.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden in Abh&ngigkeit von ihrer Groé3e durch diskontinuierliche vertikale
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Es wurden
Elektrophorese-Systeme unterschiedlicher GréBe verwendet. GroBe Gele setzten
sich aus Bodengel (0,5 x 15 x 0,8 cm), Trenngel (8 x 15 x 0,8 cm) und Sammelgel (2
x 15 x 0,8 cm) zusammen. Minigele (Mini-PROTEAN II, Bio-Rad) hatten die
Abmessungen 1 x 7,2 x 0,75 cm fir das Sammelgel und 7 x 7,2 x 0,75 cm fir das
Trenngel. Es wurden verschiedene Konzentrationen von Acrylamid und N,N-
Methylenbisacrylamid verwendet, um Gele mit unterschiedlichen Trenneigenschaften

zu erhalten.
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Bodengel Trenngel Sammelgel
Acrylamid 7,5-16% (w/v) 7,5-16% (w/v) 5% (w/v)
Bisacrylamid  0,02%-1% (w/v)  0,02%-1% (w/v)  0,033% (w/v)
Tris/HCI pH8,8/375mM pH38,8/375mM pH6,8/60mM
SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 0,1% (w/v)
APS 0,1% (w/v) 0,05% (w/v) 0,05% (w/v)
TEMED 0,1% (v/v) 0,05% (v/v) 0,1% (v/v)

Tabelle 4: Zusammensetzung von Boden-, Trenn- und Sammelgel

Die Proben wurden in 1x Laemmli-Puffer (60 mM Tris/HCI pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 5%
(v/v) B-Mercaptoethanol, 10% (v/v) Glycerin, 0,02% (w/v) Bromphenolblau) gelést
und 3 min auf 95°C ehitzt. Die Vertikalelektrophorese erfolgte in Elektrophoresepuffer
(50 mM Tris/HCI pH 8,3, 384 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei 27 mA pro Gel, bzw,
far Minigele 25 mA. Als GréBenstandard wurden verschiedene Proteinmarker (MMW,
LMW, HMW, Boehringer) verwendet. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden
die Proteine entweder mit Coomassie Blau gefarbt (s. Kap. 5.2.5.) oder auf
Nitrocellulose transferiert (s. Kap. 5.2.6.).

5.2.5. Coomassie-Farbung von Gelen

Zur Anfarbung von Proteinen wurden die Gele fir 30 min in Farbelésung (0.1% (w/v)
Coomassie Blau R-250, 10% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v) Methanol) geschittelt und
anschlieBend der Hintergrund 0,5-2 h mit Entfarberlésung (10% (v/v) Essigséure,
40% (v/v) Methanol) entfarbt. Die Gele wurden fur 2-3 h unter Vakuum bei 80°C

getrocknet.

5.2.6. Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE (s. Kap. 5.2.4.) wurden diese
nach der Methode von Towbin et al. (1979) und Kyhse-Anderson (1984)
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elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu wurde das Gel
zusammen mit einer Nitrocellulose-Membran (0,2 pm PorengréBBe) zwischen
mehreren mit Blotpuffer (20 mM Tris-Base, 150 mM Gilycin, 20% (v/v) Methanol,
0,08% SDS) getrankten Whatman-3MM Filterpapieren gelegt und diese zwischen
zwei Graphitelektroden angeordnet ("Semi-dry"-Methode). Die Proteine wurden fur
75 min mittels eines elektrischen Feldes bei 1 mA/cm2 (200 mA) auf die
Nitrocellulose Ubertragen. Die transferierten Proteine wurden mit Ponceau S (0,2%
(w/v) Ponceau S in 3% (w/v) TCA) auf der Membran angeféarbt und diese unter

Rotlicht getrocknet.

5.2.7. Autoradiographie

Radioaktiv markierte Proteine wurden durch Autoradiographie nachgewiesen. Dazu
wurde ein Réntgenfilm (Fuji New RX, Kodak BioMax MR) auf ein getrocknetes Gel
oder auf eine Nitrocellulose-Membran aufgelegt und fir die entsprechende Zeit

exponiert. Die Rontgenfilme wurden entwickelt (Gevamatic 60, Agfa-Gevaert).

5.2.8. In vitro Phosphorylierung mit [\-*’P]ATP

Um die in vitro Phosphorylierung von Proteinen durch CK1 zu untersuchen, wurden
die als Substrat in Frage kommenden Proteine mit [y-*P]JATP (10 mCi/ml) und 1 ug
gereinigter Hise-CK1 1 h bei 37°C inkubiert.

Ein typischer 50 ul Phosphorylierungsansatz bestand aus Kinasepuffer (75 mM
Tris/HCI; pH 7,5; 6 mM Magnesiumacetat; 1 mM EDTA; 0,4 mM EGTA; 1 mM -
Mercaptoethanol; Zhai et al., 1995), 1 ug gereinigter Hisg-CK1, 0,5 ul [y-2P]ATP (5
uCi) und 1-5 mg des zu untersuchenden Proteins. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von Laemmli-Puffer (s. Kap. 5.2.4.) und Erhitzen auf 95°C fir 3 min
gestoppt. AnschlieBend wurden die Proteine Uber SDS-Page (s. Kap. 5.2.4.),
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (s. Kap. 5.2.6.) und Autoradiographie (s.

Kap. 5.2.7.) analysiert.

54



Material und Methoden

5.2.9. Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli
5.2.9.1. Induktion der Proteinexpression in E. coli

Die Expression der hier verwendeten rekombinanten Proteine stand unter der
Kontrolle des lac-Promotors aus E. coli. Die entsprechenden pQE-Plasmide wurden
in den E. coli Stamm XL1-blue transformiert. Uber Nacht wurde jeweils ein positiver
Klon in LBamp-Medium bei 37°C als Vorkultur angezogen. Mit dieser Vorkultur wurden
500 ml LBamp-Medium auf eine OD von 0,05 angeimpft und bei 37°C kultiviert. Bei
Erreichen einer OD von 0,5-0,8 erfolgte die Induktion des Fusionsproteins mit 1 mM
IPTG bei 37°C fir 2 bis 4 Stunden. Die Zellen wurden mit 5000 Upm fiir 10 min bei
4°C im JA-10 Rotor (Beckman) geerntet und anschlieBend eingefroren.

5.2.9.2. Reinigung von Histidinhexapeptid-Fusionsproteinen aus E. coli

Crowe, J., Masone, B.S. und Ribbe, J. (1996).

Die nach der Induktion geernteten Zellen wurden in 1 ml Puffer (75 mM Tris/HCI, pH
7,5, mit Proteaseinhibitoren) pro 20 OD-Einheiten im Wasserbad aufgetaut.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 mg/ml Lysozym 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde Triton X-100 auf eine Endkonzentration von 1% und NaCl auf eine
Endkonzentration von 150 mM zugegeben. Die Zellen wurden unter Eiskihlung mit
Ultraschall (10 x 10 s, Branson Sonifier 250, Stufe 5, 80% Leistung) behandelt und
zentrifugiert (45000 Upm, 30 min, Rotor Ti 70). Der Uberstand wurde drei mal auf
eine  &quilibrierte  Nickel-NTA-Agarose-Saule  (Saulenvolumen: 10%  des
Auftragsvolumens) mit einer Geschwindigkeit von 2 ml/min aufgetragen. Die Saule
wurde mit dem gleichen Volumen Waschpuffer (75 mM Tris-Base, 10 mM Imidazol)
gewaschen. Eluiert wurde mit vier Sdulenvolumen 200 mM Imidazol. Die Fraktionen

wurden gesammelt und mit 10% Glycerin (v/v) tiefgefroren.
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5.3. Inmunologische Methoden

5.3.1. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Um Proteine immunologisch nachzuweisen (Westernblotting), wurden diese per
SDS-PAGE (s. Kap. 5.2.4.) aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert (s. Kap. 5.2.6.). Alle folgenden Inkubationen wurden unter
Schutteln bei RT durchgefuhrt. Zunachst wurden unspezifische Bindungsstellen auf
der Nitrocellulose-Membran durch Inkubation fiar 30 min mit 5% (w/v)
Magermilchpulver in TBS (10 mM Tris/HCI pH 7,4, 150 mM NacCl) abgesattigt. Dann
wurden einzelne Proteine durch 1-18 h Inkubation mit spezifischen Antiseren oder
gereinigten Antikérpern, die je nach Titer 1:50 bis 1:20000 in Milchpulver/TBS
verdinnt worden waren, immunodekoriert. Die Membran wurde nacheinander flr
jeweils 10 min in TBS, TBS/0,05% (w/v) Triton X-100 und TBS gewaschen. Zum
Nachweis der gebundenen Antikorper wurde ein gegen Kaninchen- oder Maus-
Immunglobulin G gerichteter Antikbrper aus Ziege verwendet, welcher mit
Meerrettich-Peroxidase konjugiert war (Bio-Rad). Der zweite Antikbrper wurde
1:5000 in Milchpulver/TBS verdinnt und 1 h mit der Membran inkubiert.
AnschlieBend wurden die Waschschritte wiederholt. Die gebundene Peroxidase
wurde mit einem auf Chemolumineszenz basierenden Detektionssystem (ECL,

Amersham) auf einem Réntgenfilm nachgewiesen (Vacherau, 1989).
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5.4. Chemikalien und Gerate

5.4.1. Chemikalien und Enzyme

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwickler, Fixierer fur Réntgenfilme
Amersham-Buchler, Braunschweig: ECL-Reagenz fur Western Blots

ARK Scientific, Darmstadt: PCR-Primer

Bio-Rad, Miinchen: Reagenzien zur Proteinbestimmung, Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelte Anti-Kaninchen- und Anti-Maus-IgG aus Ziege

Boehringer, Mannheim: dNTP, DTT, Ethidiumbromid, NTP, Restriktionsenzyme,
Tris

DIFCO, Detroit, USA: Bacto-Agar, Hefeextrakt, Pepton

Fluka, Buchs, CH: Trichloressigséure

Genomed, Bad Oeyenhausen: "Jetstar"-Kit fiir Plasmid-DNA-Praparation

Gerbu, Gaiberg: Acrylamid, Ampicillin, DTT

GIBCO-BRL, Eggenstein: Agarose (ultra pure, low endoosmosis), Restriktions-
enzyme, T4-DNA-Ligase

ICN Pharmaceuticals, Eschwege: [y->*PJATP (4000 Ci/mmol), [**S]Methionin (1.1-
1.4 Ci/mol)

Neosystem, StraBburg, Frankreich: Oligopeptide

Nestle-Alete, Miinchen: Magermilchpulver

New England Biolabs, Schwalbach: Restriktionsenzyme

Pharmacia, Freiburg: 7-Methyl-guanosin-triphosphat (m’G(5')ppp(5')G)

Pierce, Rochester, USA: MBS

Promega, Heidelberg: Aminosauremix  ohne Methionin, Kaninchen-
Retikulozytenlysat, pGEM4-Vektor, Pfu-DNA Polymerase, RNasin, SP6-Polymerase,
TNT-Kaninchen-Reticulozytenlysat

Quiagen, Hilden: "QlAquick Gel Extraction Kit", "QIAquick Nucleotide Removal Kit",
"QIAquick PCR Purification Kit", "QlAprep Miniprep Kit"

Serva, Heidelberg: Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blau R-250,
Ethanol, Harnstoff, HEPES, Lysozym, Ponceau S, SDS, Spermidin, TEMED,
Xylenxyanol

Sigma, Miinchen: Aminosauren, Ammoniumperoxodisulfat, Ampicillin, BSA Grade
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VIl (fettsaurefrei), B-Casein,  Ethidiumbromid, Glycerin, B-Mercaptoethanol,
Standards fur SDS-PAGE, PMSF, Triton X-100

Stratagen, Heidelberg: E. coli Stamm XL1-blue

United States Biochemical Corp., Cleveland, Ohio, USA: Pepton, Trypton, Yeast
Nitrogen Base (ohne Aminoséauren)

Alle Ubrigen Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen von der Firma Merck

(Darmstadt) bezogen.

5.4.2. Gerate und sonstige Materialien

Abimed, Dusseldorf: Kolbenhubpipetten

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwicklermaschine Gevamatic 60
Appligene, Heidelberg: Agarosegel-Imaging-System "The Imager™"

BDK, Hamburg: Sterilbank

Beckman Instruments, Miinchen: Kuhlzentrifugen J2-21, Tischultrazentrifuge TL-
100, einschlieBlich der Rotoren und Zentrifugenréhrchen, Ultrazentrifugen (L8-Serie)
Bender und Hobein, Miinchen: ,Vortex“-Mixer

Bio-Rad, Minchen: "Gene Pulser" fir Elektroporation, "Mini-PROTEAN I
Electrophoresis Cell"

Braun, Melsungen: "Certomat"-Schuttler, Schittelwasserbader

Eppendorf, Hamburg: Photometer, Reaktionsgefal3e, Schuttler, Thermostate,
Tischzentrifugen 5415

Fuji: "Super RX" Fuji Medical X-Ray Film 100 MF 13 x 18 cm

Genser, Rothenburg: Geltrockner Jet1

Heraeus Christ, Osterode: Bactifuge, Brutschranke, Inkubatoren

Ika, Staufen: Magnetrihrer

Kodak, Miinchen: "Bio Max MR" Kodak TR-1 Film 13 x 18 cm

Kontron, USA: Spectrophotometer Uvikon 930

Memmert, Hannover: Warmeschranke

MWG-Biotech, Ebersberg: Primus 25/96-Thermocycler

Pharmacia, Freiburg: Spannungsgerate

Sartorius, Mainz: Feinwaagen, Sterilfilter
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Schleicher & Schuell, Dassel: Protran Nitrocellulosemembran BA83 (0.2 pm
Porengrée), Whatman-3MM Filterpapier

Schiitt, Géttingen: "Bioclav"-Autoklav

Shimadzu, Kyoto, Japan: Photometer UV-240 und UV-120-02

Sigma, Miinchen: Tisch-Kihlzentrifugen

Werkstatt, Institut fiir Physiologische Chemie, Miinchen: Gelapparaturen, "Semi-
dry"-Blotkammern, Uberkopfschiittler
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