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Zusammenfassung

Circadiane Rhythmik entsteht durch zellautonome biologische Uhren, die in so gut wie
allen lichtsensitiven Organismen vorhanden sind. Circadiane Uhren in Saugetieren
sind hierarchisch organisiert. Ein zentraler Schrittmacher im Nucleus suprachiasmati-
cus des Hypothalamus wird Uber die Augen durch Licht mit der Umwelt synchronisiert.
Der zentrale Schrittmacher synchronisiert seinerseits zelluldre Uhren in fast allen an-
deren Kdrperzellen durch neuronale, endokrine und metabolische Mechanismen. Der
zugrunde liegende molekulare Mechanismus beruht auf Uhrengenen, die durch nega-
tive Rickkopplungsschleifen miteinander verbunden sind und dadurch ihre eigene
rhythmische Expression antreiben. Den Kern des molekularen Oszillators bilden die
Aktivatorproteine CLOCK und BMAL1 zusammen mit den Per- und Cry-Repressorge-
nen. Die zentrale negative Rickkopplungsschleife durchlauft innerhalb von 24 h ein-
mal den folgenden Zyklus: CLOCK und BMAL1 bilden Heterodimere und aktivieren die
Transkription der Gene Per1/2 und Cry1/2. Mit steigender Konzentration der Proteine
PER1/2 und CRY1/2 im Zytoplasma bilden sich PER-und CRY-enthaltende Protein-
komplexe, die in den Kern transportiert werden und dort durch Bindung an die CLOCK-

BMAL1-Heterodimere ihre eigene Expression reprimieren.

In Vorarbeiten wurde gefunden, dass das Uhrengen Per2 eine zentrale Rolle bei der
circadianen Regulation der Autophagie spielt, und dass PER2 mit GAPVD1, einem
Regulator kleiner G-Proteine, assoziiert ist. Da GAPVD1 vesikularen Transport und
Autophagie reguliert, konnte dieses Protein ein Schnittpunkt zwischen der circadianen
Uhr und diesen Prozessen sein. Ziel dieser Arbeit war die Bestatigung der Interaktion
von PER2 und GAPVD1 durch eine unabhangige Methode sowie die intrazellulare Lo-
kalisierung der GAPVD1-PER2-Interaktionen.

Mittels Immunfluoreszenzfarbung und RNA-Interferenz wurden unterschiedliche Anti-
korper gegen PER2 oder GAPVD1 auf ihre Bindungsaffinitat sowie ihre Spezifitat hin
untersucht. Geeignete Antikorper wurden anschliellend im Proximity Ligation Assay
(PLA) genutzt. Bei dieser Methode entstehen bei extrem enger Colokalisierung zweier

Proteine mikroskopisch nachweisbare Fluoreszenzsignale.

Durch den PLA konnte die Interaktion der Proteine PER2 und GAPVYD1 bestatigt wer-
den. Zudem weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Interaktionen von PER2 und

GAPVD1 so gut wie ausschlief3lich im Zytoplasma stattfinden.



Summary

Circadian Rhythms are generated by cell-autonomous biological clocks, which exist in
basically all light sensitive organisms. Circadian clocks in mammals are organized hi-
erarchically. A central pacemaker located in the suprachiasmatic nucleus in the hypo-
thalamus is synchronized by environmental light that falls on the retina. The central
pacemaker synchronizes cellular clocks in almost all body cells by neuronal, endo-
crine, and metabolic mechanisms. The underlying molecular mechanism is based on
clock genes, which are connected through negative feedback loops and thereby drive
their own rhythmic expression. The core of the circadian clock consists of the activator
proteins CLOCK and BMAL1 together with the Per- and Cry- repressor genes. Within
24 hours this central negative feedback loop completes one time the following cycle:
Heterodimers of CLOCK and BMAL1 stimulate the transcription of the genes Per1/2
and Cry1/2. With rising concentrations of PER1/2 and CRY1/2 in the cytoplasm, PER-
and CRY'-containing complexes are formed. These complexes are transported to the
nucleus where they repress their own expression through binding to CLOCK-BMAL1-

heterodimers.

Preliminary studies showed that the clock gene Per2 plays a central role for the circa-
dian regulation of autophagy. Furthermore, they demonstrated that PER2 is associated
with GAPVD1, a regulator of small G-proteins. Since GAPVD1 regulates vesicular
transport and autophagy, this protein could act at the intersection between the circa-
dian clock and these processes. The aim of this work was to confirm the interaction
between PER2 and GAPVD1 by an independent method and to localize the GAPVD1-
PER2-interactions within the cell.

Various antibodies against PER2 and GAPVD1 were tested by immunostaining and
RNA-interference for their binding affinity and specificity. Suitable antibodies were then
used for the Proximity Ligation Assay (PLA). This method produces microscopically

detectable fluorescent signals when two proteins are extremely closely colocalized.

Interaction of PER2 and GAPVD1 was confirmed by PLA. Furthermore, the results
indicate that PER2 and GAPVD1 interact almost exclusively in the cytoplasm.



Abkurzungsverzeichnis

Die Nomenklatur von Proteinen und Genen wird im Flieltext wie folgt gehandhabt:
Gennamen und deren Abkurzungen werden mit einem GrolAbuchstaben beginnend
und von Kleinbuchstaben folgend kursiv geschrieben. Proteinnamen, sowie ihre Ab-

kurzungen, werden durchgehend grof3 und nicht kursiv geschrieben.
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1 Einleitung

So gut wie alle physiologischen Prozesse in Saugetieren unterliegen circadianen Os-
Zillationen. Diese Oszillationen basieren wiederum auf der endogenen circadianen
Uhr, einem selbsterhaltenden, zellautonomen Mechanismus, dessen Rhythmizitat un-
ter konstanten Bedingungen nur geringfligig von 24 h abweicht (lat. circa = ungefahr,
dies = Tag) und der durch relevante Umweltsignale mit der Aullenwelt synchronisiert
wird (Reinke and Asher, 2019).

Alle circadianen Uhren zeichnen sich durch drei definierende Eigenschaften aus: Frei-

lauf, Entrainment und Temperaturkompensation (Johnson et al., 2003).

Freilauf bedeutet, dass die Rhythmizitat ohne dultere Einflisse bestehen bleibt, und
das in der Regel Uber die gesamte Lebensspanne eines Organismus (Aschoff et al.,
1967). In Analogie zu mechanischen Uhren konnte man den Freilauf als die kontinu-

ierliche Bewegung des Uhrwerks und der Zeiger verstehen.

Da ihre endogene Periodenlénge in der Regel leicht vom 24-stindigen Tag-Nacht-
Rhythmus abweicht, muss die circadiane Uhr standig mit der Umwelt synchronisiert
werden. Dieser Prozess wird Entrainment genannt, und Signale mit der Fahigkeit zur
Synchronisierung circadianer Unhren werden als ,Zeitgeber’ bezeichnet (Golombek and
Rosenstein, 2010). Bleibt man bei der oben erwahnten Analogie, entspricht das Ent-

rainment dem Stellen einer mechanischen Uhr.

Schliellich sind circadiane Uhren molekulare Mechanismen (Shearman et al., 2000b,
Zehring et al., 1984), worauf spater noch detaillierter eingegangen wird, und damit, wie
alle chemischen Reaktionen und Gleichgewichtsverhaltnisse, grundsatzlich tempera-
turabhangig (Liu et al., 1998). Um dem entgegenzuwirken und einen gleichbleibenden
Gang der inneren Uhr bei unterschiedlichen Temperaturen zu garantieren, sind cir-
cadiane Uhren temperaturkompensiert (Pittendrigh, 1954). Darluber hinaus existieren
weitere Kompensationsmechanismen wie beispielsweise die transkriptionelle Kom-
pensation (Dibner et al., 2009), die man in ihrer Gesamtheit als das robuste Gehause

einer mechanischen Uhr sehen kénnte.

Unter den physiologischen Prozessen, die von der circadianen Uhr gesteuert werden,
ist der Schlaf-Wach-Rhythmus von besonderer Bedeutung. Tatsachlich unterliegen die
meisten anderen Kdrperfunktionen ebenfalls einer circadianen Kontrolle, wie z.B. die
Korpertemperatur, der Glucosestoffwechsel und der Blutdruck, um nur wenige zu nen-
nen (Fleur, 1999, Refinetti and Menaker, 1992, Millar-Craig et al., 1978).



1.1 Hierarchischer Aufbau des circadianen Systems
Saugetiere besitzen ein hierarchisch aufgebautes System zur Aufrechterhaltung des
circadianen Rhythmus. Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) wird durch Licht mit der
Aulenwelt synchronisiert und erfullt die Aufgabe einer ,Master Clock'. Diese synchro-
nisiert periphere Oszillatoren, die in beinahe jeder Zelle des Korpers vorhanden sind
(Dibner et al., 2010).

Lichtsignale, die auf die Retina treffen, werden durch drei verschiedene Typen von
Photorezeptoren wahrgenommen: Den Zapfen und Stabchen, sowie den intrinsisch
photosensitiven retinalen Ganglionzellen (ipRGCs) (Hattar et al., 2002, Berson et al.,
2002). Die retinalen Ganglionzellen, zu denen die ipRGCs als Untergruppe gehdoren,
befinden sich in der inneren Schicht der Retina (Stratum ganglionare), welche an den
Glaskdrper grenzt. Die ipRGCs exprimieren Melanopsin, ein Opsin-Protein (Provencio
et al., 2000). Sie sind fur die sogenannten nicht bildgebenden Sehfunktionen (non-

image-forming vision) verantwortlich (Guler et al., 2008) (Abb. 1).

MELANOPSIN weist die hochste Spektralempfindlichkeit bei ~480 nm auf (Walker et
al., 2008), was blauem/cyanfarbenem Licht entspricht. MELANOPSIN ist bei Dunkel-
heit an das Chromophor 11-cis Retinal gebunden. Dieses isomerisiert bei Anregung
durch Licht zu all-trans Retinal, was zu einer Anderung der Proteinkonformation des
MELANOPSINS fuhrt (Walker et al., 2008). Hierdurch wird eine Kaskade von Signal-
proteinen aktiviert, die schlielich in der Depolarisation der Zellen resultiert (Berson et
al., 2002). Das elektrische Signal wird tber die Axone der ipRGCs aus der Retina Uber
den Tractus opticus und das Chiasma opticum weitergeleitet und in verschiedene Hirn-
regionen, darunter den SCN, projiziert (Hannibal and Fahrenkrug, 2004, Hattar et al.,
2002, Hattar et al., 2006).
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Abbildung 1: Die verschiedenen Zelltypen der Retina und ihre Verbindung mit dem Tractus opticus

Horizontalzellen (H); Bipolarzellen (B); Amakrinzellen (A); retinale Ganglienzellen (RGC); intrinsisch
photosensitive Ganglienzellen (ipRGC); retinales Pigmentepithel (RPE); dulfere plexiforme Schicht
(APS); innere nukledre Schicht (INS); innere plexiforme Schicht (IPS); Ganglienzellschicht (GZS); be-
arbeitet nach (Hatori and Panda, 2010).

Der SCN steuert periphere Uhren mittels neuronaler Verbindungen und Hormonsek-
retion (Buijs et al., 2003). Auf neuronaler Ebene scheinen direkte Verbindungen des
SCN zu neuroendokrinen Neuronen zu bestehen, welche beispielsweise CORTI-
COTROPIN-RELEASING-HORMONE (CRH) oder GONADOTROPIN-RELEASING-
HORMONE sezernieren (de la Iglesia et al., 1995, Vrang et al., 1995). Uber Zwischen-
neurone erreicht der SCN indirekt Gebiete, die neuroendokrine Pfade regulieren, wie
den medialen praoptischen Kermn (MPN) und den dorsomedialen Hypothalamus (DMH)
(Deurveilher and Semba, 2003, Berk and Finkelstein, 1981) (Abb. 2). Der MPN ist in
die Regulation des Reproduktionszyklus involviert (Shughrue et al., 1997) und der
DMH ist an der Regulation der CRH-Sekretion beteiligt (Ter Horst and Luiten, 1987,
Raadsheer et al., 1993). Uber direkte neuronale Verbindungen wird die subparaventri-
kulare Zone des Hypothalamus (SPZ) erreicht (Watts et al., 1987). Die SPZ reguliert
mit ihrem ventralen Anteil den Schlafrhythmus und die Bewegungsaktivitat, mit inrem
dorsalen Anteil leitet sie Signale des SCN weiter, die den Rhythmus der Korpertempe-
ratur kontrollieren (Lu et al., 2001). Daruber hinaus existieren Projektionen des SCN
Zu extrahypothalamischen Regionen, beispielsweise zum Nucleus paraventricularis
des Thalamus (PVT) und zum Corpus geniculatum laterale (LGN) (Vrang et al., 1995,
Watts et al., 1987). Die Rolle der Projektionen zum PVT und LGN sind noch nicht
geklart (Buijs and Kalsbeek, 2001). Insbesondere Projektionen zum autonomen Nu-
cleus paraventricularis (aPVN) beeinflussen das autonome Nervensystem, Uber wel-
ches die peripheren Organe mit dem Rhythmus des SCN synchronisiert werden
(Hermes et al., 1996, Swanson and Sawchenko, 1980, Cailotto et al., 2009) (Abb. 2).
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Abbildung 2: Neuronale Projektionen des SCN

Nucleus suprachiasmaticus (SCN); Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH); medialer préoptischer
Kern (MPN); autonomer Nucleus paraventricularis (aPVN); Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH};
dorsomedialer Hypothalamus (DMH); Nucleus paraventricularis (PVT); subparaventrikulare Zone
(SPZ); Corpus geniculatum laterale (LGN); griine Pfeile: Faserverlaufe des SCN zu Neuronen, die den
Reproduktionszyklus regulieren; gelber Pfeil: neuronale Projektion des SCN zu Neuronen des autono-
men Nucleus paraventricularis (aPVN); violette Pfeile: Verbindungen des SCN zu CRH-produzierenden
Meuronen, direkt und indirekt liber den DMH; blaue Pfeile: Verbindungen des SCN zu den extrahypo-
thalamischen Regionen PVT und LGN, sowie zu den Zwischenneuronen der SPZ des Hypothalamus;
bearbeitet nach (Buijs and Kalsbeek, 2001).

Der SCN kann zudem VASOPRESSIN (AVP), PROKINETICIN-2 (PK2) und TRANS-
FORMING GROWTH FACTOR ALPHA (TGFa) sezernieren (Tonsfeldt and Chappell,
2012). Der AVP-Spiegel weist einen rhythmischen Verlauf auf, der bei fehlendem Ent-
rainment durch Licht-/Dunkelsignale fur drei Wochen aufrechterhalten wird (Isobe and
Nishino, 1998). Ebenfalls kontrolliet AVP Uber den dorsomedialen Hypothalamus
(DMH) die Freisetzung von Corticosteroiden in der Hypothalamus-Hypophysen-Ne-
bennierenrinden-Achse (Kalsbeek et al., 1996). Sezerniertes PK2 |6st Signale in ver-
schiedenen Hypothalamusregionen aus, die PK2-Rezeptoren exprimieren, besonders
im Nucleus preopticus, aber auch im Broca-Band und dem Nucleus arcuatus (Zhang
et al., 2009). TGFa sezernierende Zellen sind im gesamten SCN vorhanden, jedoch
zu einem grofteren Anteil im Kern als im Randgebiet des SCN (Van der Zee et al.,
2005). Der Wachstumsfaktor TGFa greift in Prozesse wie das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung ein und fordert Uber die Bindung an Uberexprimierten Epidermal
Growth Factor Receptor das Wachstum und die Metastasierung von Krebszellen
(Vassar and Fuchs, 1991, Hynes and Lane, 2005, Zhang et al., 2017).



Neben den beschriebenen Outputfunktionen erhalt der SCN als Kerngebiet des Hypo-
thalamus Informationen von peripheren Organen, die ihre eigenen Uhren besitzen.
Buijs und Kalsbeek vermuten, dass dies Uber neuronale und hormonelle Verbindungen
gleichermalen geschieht (Buijs and Kalsbeek, 2001) (Abb. 3). Vagale sensorische In-
formationen laufen Uber den Nucleus tractus solitarii und Uber den Nucleus parabra-
chialis (PBN) (Felder and Mifflin, 1988). Es bestehen Verbindungen des PBN zum Hy-
pothalamus, Uber die auch die vagalen Informationen laufen konnten (Saper and
Loewy, 1980, Buijs and Kalsbeek, 2001). Sensorische Informationen erreichen das
Hinterhorn des Rickenmarks. Vom Hinterhorn aus verlaufen Projektionen zum PBN,
Uber welche auch diese Informationen zum Hypothalamus weitergeleitet werden konn-
ten (Cechetto et al., 1985, Saper and Loewy, 1980, Buijs and Kalsbeek, 2001). In dem
Modell von Buijs und Kalsbeek gelangen auch hormonelle Signale von peripheren Uh-
ren ausgehend an den Hypothalamus (Buijs and Kalsbeek, 2001). Diese Hypothese
konnte allerdings noch nicht belegt werden (Abb. 3). Die beschriebenen Verbindungen
wurden es erlauben periphere Prozesse mit den Lichtinformationen aus der Umwelt
zu koordinieren. Signale aus der Peripherie haben fur den SCN allerdings im Vergleich

mit dem Lichtsignal nur eine untergeordnete Bedeutung (Blume et al., 2019).

Uber neuronale und hormonelle Wege steuert der SCN den PVT an, von welchem laut
Buijs und Kalsbeek drei verschiedene Pfade ausgehen und Einfluss auf periphere Uh-
ren nehmen konnten (Hermes et al., 1996, Tousson and Meissl, 2004, Buijs and
Kalsbeek, 2001). Der PVT setzt Thyreotropin-Releasing-Hormone (TRH) frei (Fliers et
al., 1994). TRH erhéht die neuronale Feuerungsrate des Nucleus dorsalis nervi vagi
(Travagli et al., 1992), welcher als moglicher circadianer Schrittmacher gilt und perip-
here Uhren synchronisieren konnte (Mieda et al., 2006). Diese Stationen bilden den
ersten moglichen Pfad zu den peripheren Uhren (Buijs and Kalsbeek, 2001). Vom PVT
aus laufen autonome Fasern zur Columna intermediolateralis (IML) (Ono et al., 1978).
Autonome Fasern von der IML ziehen zu den Grenzstrangganglien und von dort zu
peripheren Organen (Appel and Elde, 1988). Die beschriebenen autonomen Signale,
die uber den PVT und IML laufen, kénnten als zweiten Pfad periphere Uhren beein-
flussen (Buijs and Kalsbeek, 2001). Die dritte Mglichkeit zur Synchronisation periphe-
rer Uhren mit dem SCN lauft ausschlieBlich uber Hormone. Von dem durch den SCN
getakteten PVT gelangt TRH zur Hypophyse (Fliers et al., 1994). Circadian kontrol-
lierte Hypophysenhormone kénnten Uber diesen Weg periphere Uhren synchronisie-
ren (Buijs and Kalsbeek, 2001).
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Abbildung 3: Modell der Interaktion zwischen zentraler Uhr und peripheren Uhren

Nucleus suprachiasmaticus (SCN); Nucleus paraventricularis (PVT); Nucleus parabrachialis (PBN); Nu-
cleus tractus solftarii (NTS); Nucleus dorsalis nervi vagi (DMV); Hinterhorn/Comu posterius medullae
spinalis (CPMS); Columna infermediolateralis (IML); grin hinterlegter Bereich: Hypothalamus; durchge-
zogene Pfeile: Signale des SCN an periphere Uhren, blau: hormonelle Signale, rot: autonome Signale,
rosa: Signale via Hypophysenhormone; gestrichelte Pfeile: Signale peripherer Uhren an den SCHN, hell-
blau: vagale sensorische Informationen, orange: sympathische sensorische Informationen, rosa: hor-
monelle Signale; bearbeitet nach (Buijs and Kalsbeek, 2001).

1.2 Regulation der inneren Uhr durch Melatonin

Vom SCN verlauft eine neuronale Verbindung Uber das sympathische Nervensystem
zur Zirbeldruse (Glandula pinealis) (Moore, 1996) (Abb. 4). Bei Dunkelheit setzen die
noradrenergen Fasern Noradrenalin frei und fihren in der Zirbeldriise zu einer Frei-
setzung von intrazelluldr gespeicherter N-Acetyltransferase (NAT) (Wurtman et al.,
1967, Klein et al., 1983b). Die NAT katalysiert die Umwandlung von SEROTONIN zu
N-ACETYLSEROTONIN, dem Vorlaufer von Melatonin (Weissbach et al., 1960, Klein,
2007). Da die Aktivitat der NAT durch Licht reprimiert wird (Klein et al., 1997), kann
MELATONIN nur bei Dunkelheit produziert werden und wird daher auch als ,Dunkel-
heitshormon’ bezeichnet (Utiger, 1992).

MELATONIN wird von der Zirbeldrise sekretiert und bindet an Melatoninrezeptoren in
hypothalamischen Bereichen wie dem PVT sowie im SCN (Weaver et al., 1989). Die

Bindung von Melatonin an seine Rezeptoren im SCN fuhrt zur Phasenverschiebung
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der circadianen Uhr (Hunt et al., 2001a). MELATONIN ist nach Licht der zweitwich-
tigste Zeitgeber fur den SCN (Lewy et al., 2003).

4

Abbildung 4: Wechselseitige Regulation von Melatonin und SCN

Das Auftreffen von Licht auf der Retina filhrt zu neuronalen Signalen idber folgende Schaltpunkte: Nu-
cleus suprachiasmaticus (SCN), Nucleus paraventricularis (PVT), Columna intermediolateralis (IML),
Ganglion cervicale superius (SCG), Glandula pinealis (PG). Hier wird Melatonin freigesetzt, das {iber
Melatoninrezeptoren im SCN eine riickkoppelnde Wirkung besitzt; bearbeitet nach (Genario et al.,
2019), modifiziert nach (Klein et al., 1983a, Hunt et al., 2001b).

MELATONIN sowie seine Abbauprodukte kdnnen zur Bestimmung der circadianen
Phase herangezogen werden. Ein rhythmischer Melatoninspiegel liegt im Blutplasma
und Speichel vor (Kennaway and Voultsios, 1998). Ein Abbaumetabolit kann zudem
im Urin gemessen werden (Benloucif et al., 2008). Andere Marker flr den circadianen
Rhythmus sind Cortisol (Kobberling and zur Muhlen, 1974) und die Koérperkerntempe-
ratur (Refinetti and Menaker, 1992).

Der Melatoninrezeptor-Agonist ,Tasimelteon' kann zur Behandlung des Non-24-Syn-
droms, einem Leiden vorrangig vollblinder Menschen, eingesetzt werden (Lockley et
al., 2015). Fur den circadianen Rhythmus betroffener Personen funktioniert Licht nicht
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als Zeitgeber, wodurch deren circadiane Uhr und damit auch der Schiaf-Wach-Rhyth-
mus nicht mit der Umwelt synchronisiert werden kann (Okawa and Uchiyama, 2007).
Die Behandlung mit dem Melatoninrezeptor-Agonisten kann in diesen Fallen zur Syn-

chronisierung mit der Auenwelt genutzt werden (Lockley et al., 2015).

Zudem kann MELATONIN Jetlag-Symptome bei Fligen Uber mehrere Zeitzonen lin-
dern, wenn es nahe der gewunschten Einschlafzeit eingenommen wird (Lewy, 2003).
In der Européaischen Union (EU) hat die ,Europaische Behorde fur Lebensmittelsicher-
heit” MELATONIN als ,Lebensmittelbestandteil (food constituent)' eingeordnet und
empfiehlt bei Jet Lag-Symptomen eine Dosis von 0,5-5 mg wahrend der ersten Tage
der Reise zur Einschlafzeit (EFSA Panel on Dietetic Products and Allergies, 2010). Als
Medikament ist MELATONIN in der EU unter der Bezeichnung ,Circadin® lediglich zur
Behandlung von Patienten ab 55 Jahren mit primarer Insomnie zugelassen (Grossman
etal., 2011).

1.3 Der molekulare Mechanismus der inneren Uhr

Die circadiane Uhr selbst ist ein molekularer Mechanismus, der sich in Saugetieren in
fast jeder ausdifferenzierten Zelle befindet (Partch et al., 2014). Das wichtigste Ele-
ment des molekularen Oszillators sind sogenannte transkriptionelle/translationelle ne-
gative Rickkopplungsschleifen (Takahashi, 2017). Die Proteine CIRCADIAN LOCO-
MOTOR OUTPUT CYCLES KAPUT (CLOCK) und BRAIN AND MUSCLE ARNT-LIKE
1 (BMAL1) bilden Heterodimere (CLOCK/BMAL1) und aktivieren die Transkription der
Period1-, Period2-, Period3- (Per1, Per2, Per3) und Cryptochrome 1/2-Gene (Cry1/2)
(Gekakis et al., 1998, Jin et al., 1999). Wenn die PER- und CRY-Proteine eine be-
stimmte zelluldre Konzentration erreicht haben, reprimieren sie ihre eigene Transkrip-
tion indem sie an CLOCK/BMAL1 binden (Kume et al., 1999, Ye et al., 2014). Diese
zentrale Ruckkopplungsschleife wird durch weitere Rickkopplungsschleifen beste-
hend aus nukledren Rezeptoren der Typen RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR
(ROR) (RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR ALPHA, RAR-RELATED ORPHAN
RECEPTOR BETA, RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR GAMMA), NUCLEAR RE-
CEPTOR SUBFAMILY 1, GROUP D, MEMBER 1 (NR1D1) und NUCLEAR RECEP-
TOR SUBFAMILY 1, GROUP D, MEMBER 2 (NR1D2), welche die Bmal1-Expression
regulieren, erganzt (Abb. 5) (Preitner et al., 2002, Sato et al., 2004, Ueda et al., 2002,
Guillaumond et al., 2005). Posttranskriptionelle Regulation der Uhrenproteine sorgt fur

eine Feinabstimmung der inneren Uhr, indem die Periodenlange des Oszillators durch
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phosphorylierungsabhangige Ubiquitinierung von PER und CRY Uber zwei verschie-
dene Mechanismen reguliert wird (Eide et al., 2005, Lamia et al., 2009, Gatfield and
Schibler, 2007). An diesem Prozess sind hauptsachlich die Kinasen CASEIN KINASE
1 DELTA (CSNK1D) und CASEIN KINASE 1 EPSILON (CSNK1E) beteiligt (Camacho
et al., 2001, Keesler et al., 2000). Ohne posttranskriptionelle Regulation hatte der mo-
lekulare Oszillator eine Periodenlange von deutlich weniger als 24 h, daher muss eine
Verzogerung zwischen Aktivierung und Repression der Transkription erfolgen. Rever-
sible Phosphorylierung und andere posttranskriptionelle Mechanismen regulieren Vor-
gange wie subzellulare Lokalisation von Uhrenproteinen, Bildung von Proteinkomple-
xen und Proteinabbau. In ihrer Gesamtheit tragen diese Prozesse zur Verlangerung

der Periodenlange auf ungefahr 24 h bei (Gallego and Virshup, 2007).
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Abbildung 5: Aufbau des molekularen Oszillators

Der molekulare Oszillator besteht im Kern aus negativen Riickkopplungsschleifen. Die Aktivatorproteine
CLOCK und BMAL1 aktivieren die Expression von Cry, Per, ROR und Rewv-Erb (Nr1d1, Nr1d2) dber E-
boxen in deren Promotorregionen. PER und CRY reprimieren ihre eigene Transkription. Die Proteine
REV-ERB (NR1D1, NR1D2) und ROR. bilden eine unterstiitzende Rickkopplungsschleife, welche die
Expression von BMAL1 reguliert; bearbeitet nach (Reinke and Asher, 2016).



Uhrenproteine haben Funktionen innerhalb und aulterhalb des molekularen Oszilla-
tors, da sie auch Zielgene aulterhalb der circadianen Uhr regulieren. Mutationen ver-
schiedener Uhrengene rufen daher sehr unterschiedliche physiologische Phanotypen
hervor (Marcheva et al., 2010, Viswambharan et al., 2007, Gamsby et al., 2013, Miller
et al., 2004).

1.4 Zentrale Stellung von PER2 und CSNK1D/E im moleku-
laren Oszillator

Insbesondere die Interaktion von PER2 und CSNK1D/E spielt eine essentielle Rolle
im molekularen Oszillator, da sie grundlegende Eigenschaften der circadianen Uhr be-
einflusst (Meng et al., 2010). Herunterregulation von PER2 oder CSNK1D/E verlangert
die Periodenlange in kultivierten Osteosarkom-Zellen (Baggs et al., 2009). Des Weite-
ren bestimmt die temperaturabhangige Phosphorylierung spezifischer Proteindoma-
nen von PER2 durch CSNK1D/E die Geschwindigkeit des Abbaus von PER2. Dies
macht einen wesentlichen Bestandteil des Temperaturkompensationsmechanismus
aus und beeinflusst dartiber hinaus auch Periodenlange und Phasenverschiebungsei-
genschaften des Oszillators (Badura et al., 2007, Isojima et al., 2009, Qin et al., 2015).
Der beschriebene Vorgang wird eindrucksvoll am Beispiel des Familial Advanced
Sleep Phase Syndrome verdeutlicht. Betroffene besitzen eine stark vorverlagerte
Schlafphase, bei der eine sehr frUhe Einschlafzeit mit frihmorgendlichem Erwachen
einhergeht (Jones et al., 1999). Zwei Punktmutationen in entweder PerZ2 oder
Csnk1d/e, die beide zu einer Hypophosphorylierung von PER2 flhren, rufen hierbei
einen identischen Phanotyp hervor (Toh et al., 2001, Xu et al., 2005).

Saugetiere besitzen drei Per-Gene: Per1, Per2 und Per3 (Albrecht et al., 1997, Takumi
et al.,, 1998). PER1/2/3, CRY1/2 und CSNK1D bilden mit weiteren Proteinen einen
Komplex, der im Kern mit dem CLOCK/BMAL1-Heterodimer interagiert. Dadurch wird
die Transkription der Per- und Cry-Gene reprimiert (Aryal et al., 2017). Ausschalten
von Per1 und/oder Per2 beeinflusst wesentliche Eigenschaften der circadianen Uhr
wahrend Ausschalten von Per3 nicht in die Regulation der circadianen Uhr eingreift
(Zheng et al., 2001, Shearman et al., 2000a). Neben ihrer Rolle in der Ruckkopplungs-
schleife der circadianen Uhr sind PER-Proteine an Prozessen wie dem Zellzyklus und
dem zelluldren Metabolismus beteiligt und stehen damit in Verbindung zu verschiede-

nen pathophysiologischen Vorgéngen wie Altern und der Tumorentstehung (Kalfalah
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etal., 2016, Gu et al., 2012). Ein besseres Verstandnis aller zellularer Funktionen von
PER-Proteinen ist daher wesentlich fur die Entwicklung von Therapien gegen metabo-

lische und maligne Erkrankungen.

1.5 PER2 und Autophagie

PERZ2 hat eine wichtige Funktion bei der Regulation von Alterungsprozessen. In geal-
terten primaren humanen Fibroblasten ist PER2 geringer exprimiert als in Fibroblasten
von jungen Individuen. Die reduzierte PER2-Expression korreliert in diesen Zellen
stark mit verminderten Autophagieleveln. In murinen Fibroblasten fuhrt die Herunter-
regulation von PER2 ebenfalls zu emiedrigten Autophagieleveln, was wiederum ein
schnelleres Fortschreiten von Alterungsprozessen bewirkt (Kalfalah et al., 2016). Die
Autophagie ist ein kataboler Prozess, bei dem Zellen ihre eigenen Bestandteile ab-
bauen (De Duve, 1963). Dieser Mechanismus wird durch verschiedene Arten von zel-
luldrem Stress induziert und dient zum einen der Energiebereitstellung und hat zum
anderen zytoprotektive Funktion indem er potentiell schadliches Material, wie bei-
spielsweise Proteinaggregate, aus dem Zytosol eliminiert (Lum et al., 2005, Kroemer
et al., 2010, Fortun et al., 2003). Neben ihrer Funktion zur Aufrechterhaltung der zel-
luldaren Homoostase greift die Autophagie in den Nahrstoffmetabolismus in Hunger-
phasen ein indem Autophagie bei Nahrstoffmangel induziert wird (Mizushima et al.,
2004). Ist der Prozess der Autophagie gestort, so kommt es zu einem emniedrigten
Plasma-Glucosespiegel (Ezaki et al., 2011). Niedrige Autophagielevel stehen im Zu-
sammenhang mit unterschiedlichen Erkrankungen wie Krebs, Diabetes, He-
patosteatose, skeletaler Myopathie und Neurodegeneration (Liang et al., 1999, Kaniuk
et al., 2007, Lin et al., 2013, Grumati et al., 2010, Komatsu et al., 2006).

Die Induktion der Autophagie fuhrt zur Rekrutierung von Autophagieproteinen zur Pha-
gophore Assembly Site (Kim et al., 2002, Suzuki et al., 2001). Dort wird eine Doppel-
membran geformt, welche eine Vertiefung bildet und Phagophor genannt wird
(Mizushima, 2007). Die Membranbestandteile hierflr kénnen aus verschiedenen zel-
lularen Quellen stammen, beispielsweise aus dem endoplasmatischen Retikulum oder
dem Golgi-Apparat (van der Vaart and Reggiori, 2010, Hayashi-Nishino et al., 2009).
Die Phagophormembran schlieftt sich um die abzubauenden Zellbestandteile und das
resultierende Vesikel wird Autophagosom genannt (Mizushima, 2007). Anschlie*end

verschmilzt das Autophagosom mit dem Lysosom zu einem Autolysosom (Mizushima,
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2007). Die innere, nun im Autolysosom liegende, Autophagosomenmembran wird zu-
sammen mit den Zielmolekilen durch das hydrolytische Milieu abgebaut (Dunn, 1994)
(Abb. 6).
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Abbildung 6: Ablauf der Autophagie

Ablauf der Autophagie von der Bildung des Autophagosoms mit Einschluss der zu verdauenden Mole-
kile, iber die Fusion mit Lysosomen, bis zum Abbau der Vesikelbestandteile, bearbeitet nach (Menzies
etal., 2015).

Die Autophagie wird durch die circadiane Uhr rhythmisch aktiviert, wobei insbesondere
das Uhrenprotein PER2 eine zentrale Rolle spielt (Kalfalah et al., 2016). PER2 scheint
den Autophagieprozess allerdings nicht Uber transkriptionelle Steuerung von Autopha-
giegenen zu regulieren, zumindest konnte keine Deregulation von mit der Autophagie
in Verbindung stehenden Genen nach Herunterregulation von PER2 gefunden werden
(Janke und Reinke, unverdffentlicht). Aus diesem Grund wurde eine Regulation der

Autophagie durch PERZ2 Uber Protein-Protein-Interaktionen in Betracht gezogen.

1.6 Interaktion von PER2 und GAPVD1 in Immunprazipita-
tion und Massenspektrometrie

Um potenzielle PER2-Interaktoren mit Funktionen im Autophagieprozess zu identifi-
Zieren wurden mit PER2 assoziierte Proteine durch Immunprazipitation angereichert
und anschliefend durch Massenspektrometrie identifiziert. In diesem Experiment
wurde unter anderem GTPASE-ACTIVATING PROTEIN AND VPS9 DOMAIN-CON-
TAINING PROTEIN 1 (GAPVD1) als Interaktionspartner von PER2 gefunden.
GAPVD1 wurde innerhalb eines Konfidenzintervalls von einer Anreicherung >5x mit
p<0.0005 identifiziert, in das auch die Uhrenproteine fallen, die bekanntermalen einen
Proteinkomplex mit PER2 bilden (Abb. 7) (Aryal et al., 2017, Ibrahim et al., 2021).
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Abbildung 7: Identifikation mit PER2 interagierender Proteine

Streudiagramm von Proteinen, die als Interaktoren von PER2 identifiziert worden sind. GAPVDA1 liegt
mit bekannten PER2-Interaktoren in einem Konfidenzintervall (Anreicherung >5x, T-Test p<0,00005);
(Ibrahim et al., 2021).

1.7 Funktionen des Proteins GAPVD1

Das Protein GAPVD1 enthalt eine VACUOLAR PROTEIN SORTING-ASSOCIATED
PROTEIN 9 (VPS9)-Domane mit Rab-GEF-Aktivitat am C-Terminus und eine Ras-
GAP-Domane am N-Terminus, die durch einen Proteinabschnitt ohne bekannte Do-
manenstruktur getrennt sind (Abb. 8) (Delprato et al., 2004, Hunker et al., 2006). Durch
die Kombination dieser Domanen konnte GAPVD1 eine Verbindung zwischen den

Rab- und Ras-Signalwegen herstellen.

8 P 1478
142 356 1184 1478
RasGAP VPSS

Abbildung 8: Struktur von GAPVD1 (human)

Das humane Protein GAPVD1 besteht aus 1478 Aminosauren. Am N-Terminus verfiigt es {iber eine
RasGAP-Domane und am C-Terminus befindet sich eine VPS9-Domane; erstellt nach (Hunker et al._,
2006).
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Das Motiv der VPS9-Domane findet sich ebenfalls in der katalytischen Domane von
GTP-Austauschfaktoren fur GTPasen der RAS-RELATED PROTEIN IN BRAIN 5
(Rab5)-Familie (Camey et al., 2006, Delprato et al., 2004). Rab5 ist an Transportpro-
zessen durch Vesikelbildung beteiligt, beispielsweise der Clathrin-vermittelten En-
docytose sowie nachfolgenden Ablaufen in frihen Endosomen (Gorvel et al., 1991,
Bucci et al., 1992). Die Rolle von GAPVD1 in der Phagozytose steht im Einklang mit
der Lokalisation des Proteins (Kitano et al., 2008). Es befindet sich vorwiegend im
Zytoplasma, wobei ein nicht konstanter Anteil im Bereich der Plasmamembran zu fin-
den ist (Lodhi et al., 2007). Sollte PER2 tatsachlich in Zellen mit GAPVD1 interagieren,
wurde diese Interaktion PER2 mit GAPVD1-regulierten Prozessen in Verbindung brin-
gen. Da PER2 die Autophagie reguliert (Kalfalah et al., 2016) und Autophagie eng mit
vesikularem Transport verbunden ist (Papandreou and Tavernarakis, 2020), kdnnte
PER2 seine Funktion in der Autophagie Uber die Interaktion mit GAPVD1 ausuben.

1.8 Ziele der Arbeit
GAPVD1 wurde in Vorarbeiten als potenzieller Interaktionspartner von PER2 identifi-

Ziert. Es war zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit essentiell zunachst durch eine
unabhangige Methode zu Uberprifen, dass diese Interaktion tatsachlich existiert, be-
vor an weitere Untersuchungen zu deren Funktion gedacht werden konnte. Zur Uber-
prufung der Protein-Protein-Interaktion von PER2 und GAPVD1 durch eine alternative
Methode eignet sich der ,Proximity Ligation Assay (PLA)', der in meiner Arbeit zur An-

wendung gekommen ist.

Der PLA ist eine Methode, um in kultivierten Zellen oder Gewebepraparaten eine ext-
rem enge Colokalisation zweier Proteine nachzuweisen. Ein PLA-Signal wird dann pro-
duziert, wenn der Abstand zweier Proteine weniger als 40 nm betragt (Hegazy et al.,
2020). Da dieser Abstand im Bereich der Gréltenordnung von Proteinkomplexen liegt,
impliziert ein positives Signal im PLA stark, dass die Proteine direkt interagieren, be-
Ziehungsweise zumindest im gleichen Proteinkomplex vorliegen (Hegazy et al., 2020).
Darluber hinaus bietet der PLA die Maglichkeit die Lokalisation der Interaktion auf sub-
zellularer Ebene sichtbar zu machen (Soderberg et al., 2006), was den Beginn einer
Antwort auf die Frage nach der Funktion der PER2-GAPVD1 Interaktion darstellen

konnte.
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2 Material

2.1 Zellkultur
2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Zelllinien

HT1080

Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen

HT1080 PER2-GFP

(Kalfalah et al., 2016)

2.1.2 Losungen und Antibiotika fur die Zellkultur

Falls nicht anderweitig spezifiziert, wurden die aufgelisteten Produkte von der Firma
Gibco® (ThermoFisher), Carlsbad, Kalifornien, USA bezogen.

2.1.3 Medien

Tabelle 2: Medien fiir die Zellkultur

Nahrmedium

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (1x) + GlutaMAX™.-| ([+] 4,5g/l
D-Glucose, [+] Pyruvate), 10 % fetales
Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

Selektionsmedium

DMEM (1x) + GlutaMAX™-| ([+] 4,5g/1 D-
Glucose, [+] Pyruvate), 10 % FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
500 pl Hygromycin B

Einfriermedium

50 % FCS, 40 % Nahrmedium, 10 % Di-
methylsulfoxid (DMSO)

DMEM (1X) + GlutaMAX™-|

Gibco (ThermoFisher), Carlsbad, Kali-
fornien, USA

2.2 Puffer und Stammldésungen

Tabelle 3: Puffer und Stammldsungen

10x Laemmili-Puffer

312 mM  Tris(hydroxymethyl)aminome-
than (Tris)/Salzsaure (HCI) (pH 6,8),
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50 % Glycerin, 10 % Natriumdodecylsul-
fat (SDS), 0,4 % Bromphenolblau

10x Phosphat-gepufferte-Salzldsung
(PBS)

1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM

Naz:HPO4 2H20, 18 mM KHzPO4

10x TGS-Puffer (Tris-Glycin-SDS-Puffer)

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1 % SDS

1x Laemmli-Ladepuffer (1 ml)

200 pl 5x Laemmli-Puffer, 100 pl 10 %
SDS, 10 pl Dithiothreitol (DTT), 10 pl
Pefabloc®, 680 pl H20

1x TGS-Laufpuffer

100 ml 10x TGS, 900 ml Hz0

5 x Laemmli-Puffer

Tris/HCI pH 6, 156,25 mM 25 % Glyce-
rin, 5 % SDS, 50 mM DTT, ad 10 ml Hz0,
1 Spatelspitze Bromphenolblau

6x Laemmli-Ladepuffer (1 ml)

600 pl 10x Laemmli-Puffer, 20 % SDS,
1MDTT, 250 mM Pefabloc®, 260 pl
H.0O

Duolink In Situ Wash Buffer A

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Duolink In Situ Wash Buffer B

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PBS-T (11)

100 ml  10x PBS,
(0,1 %), 999 ml H20

1Tml Tween® 20

Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween®
20

10x Tris-gepufferte Kochsalzlosung,
0.1% Tween® 20

Transferpuffer

48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20% Metha-
nol

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

4'.6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Boehringer Ingelheim,
Rhein, Deutschland

Ingelheim am

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

DharmaFECT 1 Transfection Reagent

Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA

DMSO Sigma, St. Louis, USA
DTT AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
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Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland

HCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland

KCI Roth, Karlsruhe, Deutschland

KH2PO4 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland

NaCl VWR International, Darmstadt, Deutsch-
land

NazHPO4 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA) Sigma, St. Louis, USA

Pefabloc® AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Polyacrylamid Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tetramethylethylendiamin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100 Sigma, St. Louis, USA

Trypanblau Farbstoff 0,4% Invitrogen, Carisbad, Kalifornien, USA

Tween® 20 Sigma, St. Louis, USA

2.4 Antikorper
2.4.1 Primare Antikorper

Tabelle 5: Primére Antikdrper

Anti-Cal- Calnexin | Kanin- 1:10000 | C4731 Sigma,
nexin chen in 2,5% St. Louis,
Milch USA
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Anti- GAPVD1 | Kanin- 1:300 1:2000 | NBP1- Novusbio,
GAPVD1(K) chen in 2,5% | 19156 Centen-
bovinem nial, Colo-
Serum- rado, USA
albumin
(BSA)
Anti- GAPVD1 | Maus 1:400 5 pg/ml | SAB1401 | Sigma,
GAPVD1(M) in 2,5 % | 626- St. Louis,
BSA 50UG USA
Anti-PER2 PER2 Kanin- 1:150 1:200 20359-1- | Protein-
chen in 2,5% | AP tech, Ro-
BSA semont, |-
linois, USA
Anti-GFP green flu- | Maus 1:400 1:1500 | G6539 Sigma,
orescent in 2,5 % St. Louis,
protein Milch USA
(GFP)
2.4.2 Sekundare Antikorper
Tabelle 6: Sekundire Antikérper
Cyanine-3 (Cy3)-ge- | Ziege 1:3200 115-165-205 | Jackson Immuno-
koppelter Anti-Maus Research, Ely,
(lgG) Antikdrper England
Cy3-gekoppelter Ziege 1:3200 111-166-003 | Jackson Immuno-
Anti-Kaninchen IgG Research, Ely,
Antikorper England
ECL™ Anti-Maus Schaf 1:10000 NA931V GE Healthcare,
IgG Antikorper, mit Chalfont St. Giles,
Meerrettichperoxi- England
dase gekoppelt
ECL™ Anti-Kanin- Esel 1:10000 NA934V GE Healthcare,
chen lgG Antikor- Chalfont St. Giles,
per, mit Meerret- England
tichperoxidase ge-
koppelt
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2.5 siRNA

Tabelle 7: siRNAs

siGapvd1 Pool | L-026206-01-0005 Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA
siPer2 Pool L-012977-00-0005 Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA
siNT Pool D-001810-10-05 Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA

2.6 sonstige Proteine

Tabelle 8: sonstige Proteine

Milchpulver (fettarm)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

BSA

Sigma, St. Louis, USA

2.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

6 Well Zellkultur-Multischale ,Nunclon
Delta Surface’

Thermo Fischer Scientific, Roskilde,

Danemark

8 Well p-Slide Kammerobjektager

Ibidi, Martinsried, Germany

15 ml BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

50 ml BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Color Prestained Protein
Broad Range (11-245 kDa)

Standard,

New England Biolabs, Frankfurt am
Main, Deutschland

Deckglaser ‘High Precision Microscope
Cover Glasses’ 100 Stck. 24x60 mm 170
+5 uym No. 1.5H (170 nm High perfor-
mance)

Ibidi, Martinsried, Germany

Gel Kassetten ,Novex', 1 mm

Invitrogen, Carlsbad, USA

Kryordhrchen VWR Temperature Free-
zer Vials — Self-Standing 2 ml*

VWR International, Radnor, Pennsylva-
nia, Vereinigte Staaten

Nagellack ,FAST & SHINY BASE AND
TOP COAT

KIKO Milano, Bergamo, ltalien

Objekttrager mit abnehmbaren Kam-
mern 4 Chamber Polystyrene Vessel

BD Falcon (BD Biosciences), Bedford,
USA
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Tissue Culture Treated Glass Slide (In-
cludes Chamber Removal Devices)’

Petrischale 100x100x20 mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Pipette ,Costar Stripette 5 ml Serological
Pipet’

Corning Incorporated, Corning, New
York, USA

Pipette ,Costar Stripette 10 ml Serologi-
cal Pipet’

Corning Incorporated, Corning, New
York, USA

Pipette ,Costar Stripette 25 ml Serologi-
cal Pipet’

Corning Incorporated, Corning, New
York, USA

Pipettenspitze ,Tip One 10 pl Bevelled
Tip’

Starlab, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze ,Tip One 200 pl Bevelled
Tip’

Starlab, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitze ,Tip One 1000 pl Bevelled
Tip’

Starlab, Hamburg, Deutschland

Polyvinylidenfluorid
membran

(PVDF)-Transfer-

Millipore, Bedford, Massachusetts, USA

Transfermembran ,Immobilon-P (PVDF)
Transfer Membrane'

Millipore, Bedford, Massachusetts, USA

Whatman Filterpapier

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Eng-
land

Zahlkammer ,Countess cell

chamber slide’

counting

Invitrogen, Eugene, USA

Zellkulturflasche (klein, 25cm?)

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Zellkulturschale ,Tissue Culture Dish,
Tissue Culture-Treated by Vacuum Gas
Plasma, 100x20 mm’

Corning Incorporated, Corning, New
York, USA

2.8 Kits

Tabelle 10: Kits

Duolink in Situ PLA Probe Anti-Rabbit
PLUS

Sigma, St. Louis, USA

Duolink PLA probe anti-Rabbit PLUS
(5x)
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Duolink Antibody Diluent (1x)

Duolink Blocking Solution (1x)

Duolink in Situ PLA Probe Anti-Mouse
MINUS

Sigma, St. Louis, USA

Duolink PLA probe anti-Mouse MINUS
(5x)

Duolink Antibody Diluent (1x)

Duolink Blocking Solution (1x)

Duolink In Situ Detection Reagents
Red

Sigma, St. Louis, USA

1x Ligase (1 U/pl)

Duolink Ligation (5x)/Ligation-Stammlo-
sung

1x Polymerase (10 U/pl)

Duolink Amplification Red
kation- Stammldsung

(5x)/Amplifi-

ECL™ Prime Western Blotting Detec-
tion Reagent

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Eng-
land

Lésung A ,Amersham™ ECL™ Prime
Luminol Enhancer Solution’

Lésung B ,Amersham™ ECL™ Prime
Peroxide Solution’

2.9 Gerate

Tabelle 11: Gerite

63x/1,25 NA Olimmersionsobjektiv

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Autoklav ,V150°

Systec, Linden, Deutschland

Automatisierter Zellzdhler ,Countess@®-
Cell-Counter*

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Bildanalysesystem ,Luminescent Image
Analyzer LAS-4000°

Fujifilm, Tokio, Japan

COz-Inkubator ,Hera Cell’

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Einfrierbehalter ,Cryo 1°C Freezing

Nalge Nunc Intermational, Rochester,

Container New York, USA
EPS-Netzteil ,Electrophoresis Power | GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Eng-
Supply EPS 3071 land

Farbetrog nach Coplin fur 5 Objekte mit
Glasdeckel

Glaswerk Wertheim, Wertheim, Deutsch-
land

Feinwaage ,AE-166"

Mettler-Toledo, Gielien, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop ,Axiovert 100°

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Horizontale Gelelektrophoresekammer
,Horizon 11.14*

Biometra, Gottingen, Deutschland

Kippschuttler WT 16°

Biometra, Gottingen, Deutschland

Magnetrihrer IKAMAG RCT"

IKA-Werke, Staufen, Deutschland

Mikrozentrifuge ,Galaxy MiniStar’

VWR International, Darmstadt, Deutsch-
land

Orbitalschuttler ,GFL 3015°

GFL Gesellschaft fur Labortechnik, Burg-
wedel, Deutschland

pH-Meter ,Climatic 766"

Knick, Berlin, Deutschland

Sterilbank ,Hera Safe’

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tank-Blot-Behalter ,Mini-PROTEAN Te-
tra System’

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifor-
nien, USA

Ultraschallhomogenisator ,Sonopuls’

Bandelin, Berlin, Deutschland

Vertikale Polyacrylamid-Gelelektropho-
resekammer ,Novex-Mini-Cell’-Gelkam-
mer

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Vortex ,Bio Vortex V1°

Biotechnology Lab4you, Berlin, Deutsch-
land

Wasserbad MWB20'*

Labortechnik
Deutschland

Medingen, Dresden,

Zentrifuge ,Rotixa 50 RS’

Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutsch-
land
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2.10 Software

Tabelle 1: Software

Adobe Photoshop

Adobe, San José, Kalifornien, USA

GraphPad Prism® 8

GraphPad Software, LaJolla, USA

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA
LAS4000 Fujifilm, Tokyo, Japan

MetaMorph V6.3r6

Molecular Devices, San Jose, Kalifor-
nien, USA

MultiGauge GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Eng-
land
Office Microsoft, Redmont, Washington, USA
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3 Methoden

3.1 Zellkultur
3.1.1 Kultivierung der Zellen

Beide verwendeten Zelllinien (siehe Kap. 2.1.1) wurden in Medium (siehe Kap. 2.1.3)
bei einer Temperatur von 37 °C, einer maximalen Feuchtigkeitsséttigung und 5 % CO2

kultiviert.

Die HT1080-Zelllinie bendtigt einfaches Nahrmedium (siehe Kap. 2.1.3) und wurde in
einem Abstand von zwei Tagen passagiert. Die HT 1080-PER2-GFP-Zelllinie wurde in
Selektionsmedium (siehe Kap. 2.1.3) kultiviert, wahrend die Passage in einem Abstand

von drei Tagen stattfand.

Die Passage fand wie folgt statt: Um die Zellen von der Flache der Zellkulturflasche
I6sen zu kénnen wurden sie mit PBS gewaschen und daraufhin mit 0,5 % Trypsin/
Ethylendiamintetraessigsaure aus ihrem Verbund geldst. Anschlieftend erfolgte eine
Resuspendierung in dem entsprechenden Medium. Abhangig von der Zelldichte, die
in der alten Flasche bestand und in der neuen erreicht werden sollte, wurden unter-

schiedliche Konzentrationen in neue Flaschen Uberfihrt.

Um eine stete Zelldichte zu erreichen war eine Konzentration von 1/10 der Suspension
aus HT1080-Zellen nétig, wahrend von der HT1080-PER2-GFP-Suspension 1/5 in die
neue Kultivierungsflasche pipettiert wurde. Anschlielfend wurde die neue Flasche mit

dem der Zelllinie entsprechenden Medium aufgefullt (siehe Kap. 2.1.3).

3.1.2 Kryokonservierung der Zellen

Die Kryokonservierung dient der langfristigen Lagerung von Zellen (Mazur, 1970).
Dazu werden die Zellen in Einfrierbehalter gefillt in einem mit flissigem Stickstoff be-

fullten Tank gelagert.

Um die Zellen einzufrieren wurden sie wie zu Zwecken der Kultivierung von dem Fla-
schenboden gelost (siehe Kap. 3.1.1). Anschlielfend wurde die Suspension in einen
15 ml BD Falcon Tube pipettiert und darin 3 min lang bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach
der Entfernung des Uberstandes des Zentrifugats schloss sich die Resuspensierung
des Zellpellets in Einfriermedium (siehe Kap. 2.1.3) an. Von dieser Suspension wurde

je 1 ml in ein Kryordhrchen gefullt. In Isopropanol enthaltenden Kryobehaltern erfolgte
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die Lagerung bei -80 °C flur 24 h. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Behalter in den
Stickstofftank Uberfuhrt.

Um die Zellen aufzutauen, wurden die Kryokonservierungsrohrchen aus den Kryobe-
haltern entnommen und bei 37 °C im Wasserbad erwarmt. Die Zellsuspension wurde
in einen 15 ml BD Falcon Tube gefillt und nach der Zugabe von Medium pelletiert.
Nachdem der DMSO-haltige Uberstand entfernt worden war, wurde das Zellpellet in
(Selektions-)Medium resuspendiert. Die Kultivierung erfolgte anschlieltend in Zellkul-
turflaschen (siehe Kap. 3.1.1.).

3.1.3 RNA-Interferenz

Zur RNA-Interferenz-Behandlung wurden die Zellen in einer Dichte von 1x10° Zel-
len/Kammer in ,6 Well Zellkultur-Multischalen® ausgesat und fur 24 h bei 37 °C, feuch-
tigkeitsgesattigter Atmosphére und 5 % CO; inkubiert.

Es wurde eine 5 uyM Stammlosung der small interfering RNA (siRNA)/ non-targeting
siRNA (siNT) mit Ribonuklease-freiem Wasser hergestelit. Um eine Konzentration der
siRNA/sINT von 100 nmol/l zu erreichen wurde die Stammlosung, ,DharmaFECT 1
Transfection Reagent’, serumfreies Medium, antibiotikafreies Medium und die
siRNA/sINT der Stammlosung zusammengeflihrt. Nach Absaugen des Mediums aus
den ,6 Well Zellkultur-Multischalen® wurde jede Kammer mit 3 ml dieser Transfektions-
I6sung gefillt. Zur Negativkontrolle wurde die jeweilige Kammer mit antibiotikafreiem
Medium gefulit.

Nach 24 h Inkubation unter den zuvor beschriebenen Bedingungen wurde der Inhalt
der Kammern der ,6 Well Zellkultur-Multischalen® abgesaugt und 3 ml antibiotikafreies
Medium pro Kammer eingefulit. Nach 48 h Inkubation bei den beschriebenen Bedin-
gungen wurden die Zellen zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten genutzt (siehe
Kap. 3.2.1).

3.2 Proteinanalytische Methoden

3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und trypsiniert, die entstandene Zellsuspension
wurde in ein 15 ml ,BD Falcon Tube’ gefllt, und die Zellzahl mit dem Zellzahler be-
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stimmt. Die Suspension wurde drei Minuten lang bei 1200 rpm zentrifugiert, anschlie-
Bend wurde der Uberstand abgenommen. Pro 1x108 Zellen wurden 100 pl 1xLaemmli-
Puffer verwendet, in dem die Zellen resuspendiert wurden. In einem 1,5 ml fassendes
Eppendorfreaktionsgefal® folgte die Homogenisierung der Suspension fur 10 s bei 20
% Power durch den Ultraschallhomogenisator. Die Proben konnten nun direkt fur den

Western Blot verwendet werden oder bei -20 °C bis zur Nutzung gelagert werden.

3.2.2 Western Blot Analysen

3.2.2.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-
Polacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli genutzt, bei welcher eine Trennung
vorwiegend nach Molekulargewicht erfolgt (Laemmli, 1970). Dazu wurde in eine ,No-
vex' Gel Kassette ein Trenngel mit 8 % Acrylamid gegossen und anschliel}end eine
Schicht Sammelgel mit 5 % Acrylamid in die Kassette geflllt. Die Gesamtproteinex-
trakte in 1xLaemmli-Puffer werden zur Denaturierung fir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt
und dann auf das Gel aufgetragen. Als Grolenmarker diente die ,Color Prestained
Protein Standard, Broad Range (11-1245 kDa)'. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 60-
150 mV in 1xTGS-Laufpuffer.

3.2.2.2 Elektrophoretischer Transfer

Fur den Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran wurde der Tank-
Blot-Behalter ,Mini-Protean Tetra System' verwendet. Auf die schwarze Seite der Hal-
terung wurde ein in Transferpuffer getrankter Schwamm gelegt. Hierauf folgte ein
1 mm dickes, ebenfalls mit Transferpuffer vollgesogenes, Whatman-Filterpapier und
das SDS-Polyacrylamid-Gel, welches zuvor 20 min lang in Transferpuffer equilibriert
worden ist. Auf das Gel wurde die mit Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt, auf
welche ein vollgesogenes Whatman-Filterpapier und ein in Transferpuffer getrankter

Schwamm gelegt wurde.

Die Halterung wurde verschlossen, in den in ein Eisbad gestellten Tank-Blot-Behalter
wurde ein Ruhrfisch gelegt und die beflllte Halterung wurde eingehangt. Der mit
Transferpuffer aufgefllite Behalter wurde im Eisbad auf einen Magnetrihrer gestelit.
Der Transfer fand bei 4 °C, 30 VV und 90 mA fur 20h statt.
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3.2.2.3 Immunchemische Detektion mittels Chemolumineszenz

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran in einer 5%igen
entfetteten Milchpulverlosung fur 1 h bei Raumtemperatur (RT) geschwenkt. Beides
erfolgte, wie auch bei den spateren Waschschritten, auf einem Kippschuttier bei 20

rpm. Danach wurde die Membran dreimal fur je 10 min mit PBS-T gewaschen.

Der Primarantikorper wurde je nach Eignung in 2,5 % BSA (geldst in PBS-T) oder in
2,5 % Milchpulver (geldst in PBS-T) verdunnt und bei 4°C Uber Nacht bei 20 rpm inku-
biert (siehe Kapitel 2.4.1, Tabelle 5). Anschliefend wurde die Membran dreimal mit

PBS-T fur jeweils 10 min gewaschen.

Der Sekundarantikorper, ein mit der Meerrettichperoxidase konjugierter Immunkom-
plex, wurde auf die Membran aufgetragen (siehe Kap. 2.4.2, Tabelle 6). Die Inkubati-
onszeit der Membran betrug 1 h bei RT und 20 rpm. Die Membran wurde ermneut drei-

mal je 10 min lang mit PBS-T gewaschen.

Mittels des ,ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent‘-Kits und dem Bildana-
lysesystem ,Luminescent Image Analyzer LAS-4000° folgte die Detektion der von den

Antikorpern gebundenen Proteine.

3.2.2.4 Auswertung mittels ,MultiGauge‘ und ,GraphPad Prism® 8°

Die Intensitat der Autoluminiszenz wurde mit dem Programm ,MultiGauge’ gemessen.
Hierzu wurden die zu Uberprifenden Proteinbanden als Region of Interest (ROl) mar-
kiert. Ein Bereich aulterhalb der Banden mit der gleichen Flache wurde als Hintergrund
definiert. Bei hohem oder unregelmafigem Hintergrund wurde der Hintergrund jeweils
in der Spur Uber den Banden gewahlt und einzeln in Verhaltnis zu der Bande gesetzt.
Nach der Messung der Autoluminiszenz der definierten Bereiche durch ,MultiGauge'

wurde der Wert des Hintergrundes von den Messwerten der ROls abgezogen.

Danach wurden die Ergebnisse zuerst auf die CANX-Ladekontrollen normalisiert bevor

auf die siNT-Kontrollen normalisiert worden sind.

Von allen Replikaten eines Versuchs wurden die Ergebnistabellen von ,MultiGauge’ in
,GraphPad Prism® 8' Ubernommen und als Graphen dargestellt. Auch das Signifikanz-

niveau wurde mit dieser Software bestimmt.

27



3.3 Mikroskopie

3.3.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Das folgende Protokoll weicht in wesentlichen Teilen von gangigen Standardmethoden

ab und wurde im Zuge dieser Arbeit etabliert.

Zur Fixierung und Farbung der Zellen zu Zwecken der Immunfluoreszenzmikroskopie
wurden die Zellen in ,8 Well y-Slide Kammerobjektagern' mit einer Dichte von 2x10%
Zellen/Kammer ausgesat. Nach 24 h Inkubationszeit bei 37 °C, maximaler Feuchtig-

keitssattigung und 5 % CO2z wurde mit der Farbung begonnen.

Die Zellen wurden zweimal mit 37°C warmem PBS gewaschen, daraufhin mit 4 % PFA
in PBS welches auf eine Temperatur von 37 °C gebracht worden war, fur 10 min fixiert
und danach mit PBS bei RT gewaschen. Es folgte eine dreimalige Permeabilisierung
mit 0,1 % Triton-X-100 in PBS fir je 5 min, sowie ein weiterer Waschschritt mit PBS
bei RT.

In jede Kammer wurden zu Zwecken des Blockierens 2 Tropfen ,Duolink Blocking So-
lution (1x)" gegeben. Es schloss sich eine Inkubationszeit von 60 min bei 37 °C, maxi-
mal feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare und 5 % COz in einer vorgewarmten Feuch-
tigkeitskammer an. Die Feuchtigkeitskammer setzt sich zusammen aus einer Zellkul-
turschale mit einem Durchmesser von 10 cm und einem in destilliertem Wasser ge-

trankten Whatman-Filterpapier, welches in die Schale gelegt wurde.

Anschliel’end wurden die Primarantikérper verdinnt in ,Duolink Antibody Diluent’ auf
die Kammern aufgetragen und Uber Nacht auf einem Kippschittler bei 20 rpm und 4

°C belassen.

Daraufhin wurden die Zellen viermal fur je 10 min mit PBS gewaschen, der Sekun-
darantikdrper im Verhaltnis 1:3200 in ,Duolink Antibody Diluent’ verdiinnt auf die Zellen
aufgetragen und fur 1,5 h bei RT auf dem Kippschittler (20 rpm) inkubiert. Die Zellen
wurden 4 min lang mit DAPI in einer Verdinnung von 1:1000 in PBS gegengefarbt und

viermal fur je 10 min mit PBS bei RT gewaschen.

Daraufhin wurden die Zellen in PBS mit einem ,Axiovert 100‘-Mikroskop und dem Olim-
mersionsobjektiv mit 63xVergrofierung mikroskopiert. Es wurden Durchlichtaufnah-
men angefertigt. Um den Zellkern mittels der Kemfarbung ,DAPI' darzustellen, wurde

mit einem Anregungsfilter der Wellenlangen 325-375 nm und einem Emissionsfilter der
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Wellenlangen 435-485 nm gearbeitet. Die Cy3™-Farbung wurde mit einem Anre-
gungsfilter der Wellenlangen 533-557 nm und einem Emissionsfilter der Wellenlangen
570-620 nm detektiert.

Von den Zellen der Linie HT1080-PER2-GFP wurden zudem Aufnahmen mit einem
Anregungsfilter der Wellenlangen 470-490 nm und einem Emissionsfilter der Wellen-
langen 505-545 nm angefertigt um PER2-GFP zu lokalisieren.

3.3.1.1 Darstellung mittels ,MetaMorph V6.3r6‘ und ,Photoshop’

Zur farbigen Darstellung der Immunfluoreszenzaufnahmen mussten diese eingefarbt
werden. Hierzu wurde ,MetaMorph® verwendet. In dem Fenster Overlays erstellen’
wurde die Datei gedffnet und die Farbe ausgewahlt. Die Gbrigen Farbkanéle wurden
freigelassen und eine neue Datei wurde erstellt. Die Aufnahme wurde allein mit der
ausgewahlten Farbe gefullt. Um Overlays herzustellen wurden mehrere Farbkanale

mit unterschiedlichen Farben belegt.

Durchlichtaufnahmen wurden in Graustufen abgebildet, DAPI-Aufnahmen in Cyan,
Aufnahmen der PLA-Signale in Rot, und GFP-Darstellungen in Hellgriin eingefarbt.

Mit Photoshop wurde die Auflosung auf 300 Pixel/Zoll gesetzt und die Grdlke nach
Bedarf verandert.

3.3.2 Proximity Ligation Assay

Fiir den PLA wurden 3,4x10* Zellen/Kammer auf einen Objekttrdger mit abnehmbaren
Kammern ausgesat. Bis einschliel3lich zum Schritt der Inkubation der Primarantikorper
wurde wie bei der Inémunfluoreszenzmikroskopie verfahren (siehe Kap. 3.3.1). Dabei
wurden beide Primarantikorper in der Konzentration, die fur die Immunfluoreszenzfar-
bung optimal war, verwendet (siehe Kap. 2.4.1). Es war hierbei notwendig, dass beide
Antikorper von verschiedenen Spezies stammten. Die beiden Primarantikorper, wel-
che jeweils an die zu Uberprifenden Proteine binden, stammten daher von Maus und

Kaninchen.

Die Waschschritte wurden bis auf die im folgenden erwahnten Ausnahmen auf einem
Orbitalschittler bei 120 rpm, abgedeckt durch Aluminiumfolie, durchgefihrt. Als

Feuchtkammern fiir die Inkubation wurden Zellkulturschalen mit einem Durchmesser
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von 10 cm genutzt, die mit in destilliertem Wasser getranktem Whatman-Filterpapier

ausgelegt wurden.

Die PLA-Probes und das ,Antibody Diluent’ wurden gemischt und im Verhaltnis 1:5
verdunnt. Der Primarantikorper wurde aus den Kammern gesaugt und jede einzelne
Kammer mit 510 pl Waschpuffer A gefiillt. Der Waschpuffer wurde aus den Kammern
entfernt und die Kammern mit dem Trennschieber von dem Objekttrager abgetrennt.
Die Objekttrdger wurden zweimal fur 5 min in dem Farbetrog nach Coplin mit Wasch-
puffer A gewaschen. Danach wird die PLA-Probe-L6sung auf die Felder der vorherigen
Kammern gegeben (70 pl/Feld) und der Objekttrager wurde 1 h lang in der vorgewarm-
ten Feuchtigkeitskammer bei 37 °C inkubiert.

Die Ligation-Stammlésung wurde im Verhaltnis 1:5 in destillietem Wasser verdinnt
und gevortext. Auf jede Kammer wurde von der entstandenen Ligation-Ligase-Ldsung
70 pl pipettiert und der Objekttrager in eine vorgewarmten Feuchtigkeitskammer gelegt
und bei 37 °C fur 30 min inkubiert.

Die Amplifikation-Stammlésung wurde 1:5 in destillietem Wasser verdinnt und ge-
mischt. Die Ligation-Ligase-Losung wurde von dem Objekttrager genommen und die
Objekttrager zweimal fur 2 min mit Waschpuffer A im Farbetrog nach Coplin auf dem
orbitalen Schittler gewaschen. Der Farbetrog wurde zum Schutz vor Licht mit Alufolie
Uberdeckt. Die Polymerase wurde im Verhaltnis 1:80 in der Amplifikation-Lésung ver-
dunnt, woraus die Amplifikation-Polymerase-Losung resultierte. Nachdem der Wasch-
puffer A komplett von den Feldern genommen worden war wurden 70 pl der Ampilifi-
kation-Polymerase-L6sung auf jedes Feld pipettiert. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C
Uber 100 min in einer vorgewarmten Feuchtigkeitsschale. Die Amplifikation-Poly-
merase-Ldsung wurde vom Objekttrager genommen und der Objekttrager zweimal fur
10 min mit Waschpuffer B im Farbetrog nach Coplin bei RT auf dem orbitalen Schittler
gewaschen. Der Farbetrog wurde mit Alufolie abgedeckt.

Anschlielfend wurde tber Nacht mit 0,01x Waschpuffer B bei 4 °C auf einem Kipp-
schittler gewaschen. Darauffolgend wurde mit DAPI in PBS in der Konzentration von
1:1000 gefarbt. Abgedeckt mit einem Deckglas, welches durch Nagellack seitlich fixiert
worden war, wurde die Probe mit dem Mikroskop ,Axiovert 100° mikroskopiert. Um die
PLA-Signale zu lokalisieren wurde ein Anregungsfilter der Wellenlangen 553-587 nm
und ein Emissionsfilter der Wellenlangen 590-650 nm verwendet. Die Filter fur die Auf-
nahmen der DAPI-Farbung und GFP-Signale waren die gleichen, die bei der Immun-

fluoreszenzmikroskopie verwendet wurden (siehe Kap. 3.3.1).
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3.3.2.1 Darstellung mittels ,Adobe Photoshop’, ,imageJ‘ und ,Meta-

Morph V6.3r6°

Die Ergebnisse des PLA wurden als Overlays dargestelit. Hierzu wurden die Aufnah-
men einer Tonwertkorrektur mit ,Adobe Photoshop' unterzogen, welche den gesamten
Tonwert erfasst. Anschliefend wurde von den Aufnahmen der PLA-Signale der Hin-
tergrund mit ,ImageJ’ abgezogen, wobei flir jedes Replikat eines Versuchs derselbe
Rolling ball radius verwendet wurde. Dann wurden bei ,MetaMorph V6.3r6" Overlays
mit der Farbe ,Cyan’ fur die DAPI-Aufnahmen, ,Red’ fur PLA-Aufnahmen und ,New
Hue' fur GFP-Aufnahmen erstelit.

Mit Adobe Photoshop wurde die Grolte angepasst und die Auflosung auf 300 Pixel/Zoll
gesetzt.

3.3.2.2 Auswertung mittels ,ImageJ*

Zur Quantifikation der Interaktionspunkte wurde die Software ImageJ genutzt.

Die Aufnahmen der PLA-Signale wurden als Rohdaten in /ImageJ eingespeist und die
Punkte mit der Anwendung Find Maxima gezahlt. Anhand der Negativkontrollen der
Versuche wurde jeweils fur ein Replikat eines Versuchs eine Noise Tolerance festge-
legt, bei dem maoglichst alle Interaktionspunkte gemessen wurden und keine Messun-

gen fernab der Punkte stattfanden.

Die Messdaten wurden in einer Excel-Tabelle aufgelistet und von dort in das Pro-
gramm ,GraphPad Prism® 8' Ubertragen, mit welchem die Darstellung als Graph und

die Emmittlung des Signifikanzniveaus erfolgte.
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4 Ergebnisse

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die ldentifikation von GAPVD1 als Interaktions-
partner von PER2 in PER2-GFP stabil exprimierenden menschlichen Osteosarkom-
zellen (lbrahim et al., 2021). Obwohl die in diesem Experiment angewandte Methode
— Co-Immunoprazipitation gefolgt von der Identifikation aller mit dem Zielprotein asso-
Ziierten Proteine mittels Massenspektrometrie (Maccarrone et al., 2017) — heutzutage
eine Standardmethode ist, fuhrt sie wie alle Hochdurchsatzmethoden regelmalig zu
falsch positiven Ergebnissen (Malo et al., 2006). Darliber hinaus erlaubt diese Me-
thode keine Aussage daruber wo in der Zelle Protein-Protein-Interaktionen stattfinden,
und ob diese Interaktionen direkt oder indirekt, beispielsweise Uber gleichzeitige Inter-

aktion mit bestimmten zelluldren Strukturen, ablaufen.

Die Proteine PER2 und GAPVD1 sind Teil des zytoplasmatischen PER-Proteinkom-
plexes (Aryal et al., 2017). Auch in unserem Labor wurde GAPVD1 als Interaktions-
partner von PER2 identifiziert (Ibrahim et al., 2021). Ziel meiner Arbeit war es, die In-
teraktion der Proteine GAPVD1 und PER2 mittels des PLA unter der Verwendung spe-
zifischer Antikdrper zu Uberprifen. In dieser Immunfluoreszenzmethode werden Sig-
nale erzeugt, wenn sich zwei Proteine in einer extrem geringen Distanz (<40 nm) zu-

einander befinden (Hegazy et al., 2020).

Als erstes war es ndtig den PLA in unserem Labor zu etablieren und, falls erforderlich,
einzelne Schritte zu optimieren. Zunachst sollten die verwendeten Antikdrper hinsicht-
lich Spezifitat und optimaler Konzentration Uberpruft werden. Spezifische Antikorper
sollten dann in der Konzentration, in der eine Immunfarbung das beste Verhaltnis von
Signal zu Hintergrund ergab, im PLA Anwendung finden. Um zu zeigen, dass die Er-
gebnisse des PLA nicht von einer bestimmten Zelllinie abhangig sind, sollte der Assay
in zwei unterschiedlichen Zelllinien durchgefuhrt werden: Wildtyp-Zellen (HT1080) und
in der Zelllinie HT1080 PER2-GFP, die das Fusionsprotein PER2-GFP stabil exprimiert
(Kalfalah et al., 2016). Damit zusatzlich die Unabhangigkeit der Ergebnisse von den
verwendeten Reagenzien Uberprift werden kann, sollten die Experimente in den un-
terschiedlichen Zelllinien jeweils mit unterschiedlichen Antikérperkombinationen
durchgeflhrt werden. Fur das PLA-Experiment in der Zelllinie HT1080 PER2-GFP soll-
ten ein Antikorper gegen GAPVD1 und ein Antikérper gegen GFP und fur das PLA-
Experiment in den Wildtyp-Zellen ein anderer Antikdrper gegen GAPVYD1 und ein An-
tikorper gegen PER2 verwendet werden.
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4.1 Prinzip des Proximity Ligation Assays

Der PLA dient dem Nachweis der extrem engen Colokalisation zweier Proteine indem
er bei einer Distanz dieser Proteine von maximal 40 nm ein Signal hervorruft (Hegazy
et al., 2020). Durch den extrem geringen Abstand wird stark impliziert, dass zwei Pro-
teine direkt interagieren, beziehungsweise zumindest im gleichen Proteinkomplex vor-
liegen. Der PER-Proteinkomplex beispielsweise hat einen Durchmesser von ca. 25 nm
(Aryal et al., 2017). Fur die potenziell interagierenden Proteine werden zunachst Pri-
marantikorper ausgesucht, die aus verschiedenen Spezies stammen. Die Primaranti-
korper wiederum werden mit sekundaren Antikérpern, die PLA-Probes genannt wer-
den, detektiert (Soderberg et al., 2008). An die PLA-Probes sind Oligonukleotide ge-
bunden (i.), welche als Template fur die Ringbildung durch Konnektor-Oligonukleotide
dienen (ii.). Durch Hinzufligen der Ligase erfolgt die Ligation (iii.) mit anschliel*ender
Rolling Circle Amplification (RCA) durch eine Polymerase (iv.). Die RCA-Reaktion ge-
neriert einen Desoxyribonukleinsaure-Einzelstrang, der an den Antigen-Antikdrper-
Komplex kovalent gebunden ist. Durch Hybridisierung von komplementaren, fluores-
zenzmarkierten Oligonukleotiden kann das RCA-Produkt detektiert werden (Abb. 9)
(Soderberg et al., 2006).

9
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i. PLA-Probes “ii. Ringbildung iv. RCA

Abbildung 9: Prinzip des PLA

i. PLA-Probes binden an die Primarantikbrper an beiden Zielproteinen, ii. nach Zugabe zweier weiterer
Oligonukleotide erfolgt die Hybridisierung zu einer Ringstruktur, iii. Ligation, iv. nach Hinzufligen von
Mukleotiden und fluoreszent markierten Oligonukleotiden, sowie einer Polymerase, erfolgt die RCA;
(Klaesson et al., 2018), bearbeitet.
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4.2 Optimierung der PLA-Schritte Blockieren und Waschen

Da in PLA-Vorexperimenten unspezifische Signale auftraten (hier nicht gezeigt),
musste das Protokoll modifiziert werden. Das Blockieren wurde optimiert indem Ver-
anderungen am Farbeprotokoll (siehe Kapitel 3.3.1), das am Anfang des PLA-Assays
durchgeflhrt wird, vorgenommen wurden. Zum Blockieren vor Zugabe der Primaranti-
korper wurde die ,Duolink Blocking Solution (1x)' aus dem ,Doulink in Situ PLA Probe
Kit' verwendet. Zuvor war im Immunfluoreszenz-Protokoll Ziegenserum zur Blockie-
rung genutzt worden. Verwendung der ,Duolink Blocking Solution (1x)* verringerte un-

spezifische Hintergrundsignale deutlich.

Zusatzlich wurden einige Waschschritte verandert. Anfanglich wurden als Farbekam-
mern Petrischalen verwendet, in die ein ,8 Well p-Slide Kammerobjekttrager' gelegt
wurde, und auf einen Kippschuttler gestellt. Allerdings flhrte diese Behandlung zu un-
spezifischen Signalen insbesondere in der Peripherie der einzelnen Kammern des Ob-
jekttragers. Um stringenter waschen zu kénnen wurde zu flachen Objekttragern mit
abnehmbaren Kammern gewechselt. So konnten die Kammern nicht den Fluss des
Waschpuffers beeintrachtigen. Zudem wurde umgestellt auf Farbetroge nach Coplin,
in denen der Objekttrager senkrecht steht. Damit der Waschpuffer auf dem Praparat
sich nicht nur leicht von einer Seite zur anderen bewegt, sondern um den ganzen Ob-
jekttrager fliefen kann, wurde der Farbetrog auf einen Orbitalschuttler gestellt. Unspe-
zifisch gebundene Antikdrper wurden durch den effektiveren Austausch des Puffers so

besser abgeldst, und die unspezifischen Signale konnten stark verringert werden.

4.3 Test der Antikorperspezifitat

Da viele kommerzielle Antikdrper keine oder nur unspezifische Bindungsaktivitat auf-
weisen, erfolgte zunachst ein Test, ob die Zielproteine von den verwendeten Antikor-
pern identifiziert werden. Die Expression der Zielproteine wurde durch Behandlung mit
small interfering RNA (siRNA) herunterreguliert (Kurreck, 2009), anschliefend wurden
die Proteinmengen durch Western Blot quantifiziert. Dafir wurden Zellen mit small in-
terfering RNA Pools gegen Gapvd1 oder Per2 transfiziert. Als Kontrolle wurde eine
Transfektion mit einem non-target siRNA Pool durchgefihrt sowie eine Kontrolle mit

unbehandelten Zellen.



Behandlung von Zellen mit siRNA fuhrt zur Herunterregulierung des Zielgens und dem-
entsprechend reduzierter Expression des codierten Proteins. Dabei wird siRNA mittels
Lipofektion in die Zellen eingeschleust. Anschlielfend leitet die siRNA den RNA-in-
duced silencing complex (RISC) zum komplementaren messenger RNA (mRNA)-Ab-
schnitt. Die Ziel-mRNA wird durch das Argonautenprotein Protein argonaute-2, einem
Bestandteil von RISC, gespalten. Nun fehlt der Ziel-mRNA respektive die 5-Cap-
Struktur oder die poly(A)-Sequenz, was zu einer Destabilisierung der mRNA fuhrt. Die
gespaltene und destabilisierte mRNA wird abgebaut und nicht mehr translatiert. Somit
wird das entsprechende Protein nicht synthetisiert (Kurreck, 2009).

Verwendet wurden spezifische siRNAs, die die GAPVD1-Expression (siGapvd1) und
PER2-Expression (siPer2) hemmen, sowie als Negativkontrolle non-targeting siRNA
(siNT), fur die keine spezifische Ziel-mRNA in der Zelle existiert. Anschlietend erfolgte
die Quantifizierung der Proteinlevel im Western Blot. Dabei wurden die mit spezifischer
siRNA behandelten Zellen mit zwei Kontrollen verglichen: Unbehandelten Zellen und
mit siNT-behandelten Zellen. Spezifische Antikérper sollten bei erfolgreicher RNA-In-
terferenz zu einer Verminderung des Proteinsignals in mit spezifischer siRNA behan-
delten Zellen flhren.

Getestet wurden vier Antikorper, die fur den PLA infrage kamen: Ein PER2-Antikorper
(anti-PER2), ein GFP-Antikorper (anti-GFP), ein GAPVYD1-Antikorper aus Maus (anti-
GAPVD1(M)) und ein GAPVD1-Antikorper aus Kaninchen (anti-GAPVD1(K)). Als La-
dekontrolle fur den Western Blot diente Calnexin (CANX). Es wurde jeweils die Zelllinie
verwendet, in der anschliefend die Antikdrper fir den PLA eingesetzt werden sollten.
In der Wildtyp-Zelllinie wurden der anti-PER2 und der anti-GAPVD1(M) verwendet, in
HT1080-PER2-GFP der anti-GAPVD1(K). Mit dem anti-GFP wurde anders als mit den
ubrigen Antikérpern verfahren, da fur seine Kontrolle keine RNA-Interferenz durchge-
fuhrt werden musste. Er wurde durch Vergleich mit Wildtyp-Zellen, die kein GFP ent-
halten, mit HT1080 PER2-GFP-Zellen getestet. Von jedem Versuch wurden drei un-
abhangige Replikate angefertigt. Ein Antikorper wurde als spezifisch erachtet wenn er
in unabhangigen Replikaten zuverlassig eine Proteinbande erkennt, die sich in der er-
warteten Hohe befindet und nur durch die spezifische siRNA herunterreguliert wird.
Die Herunterregulation der Zielgene wurde zuséatzlich quantitativ ausgewertet und in
einem Balkendiagramm dargestelit (Abb. 10 und 11). Dabei wurde auf siNT, bezie-

hungsweise bei der Untersuchung des anti-GFP auf Wildtyp-Zellen normalisiert.
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4.3.1 Test der PER2- und GFP-Antikorper mittels RNA-Interferenz
und Western Blot

Nach Herunterregulation von PER2 durch siPer2 hat das PER2-Signal auf der erwar-
teten Hohe von 135 kDa im Western Blot im Vergleich zur siNT-Kontrolle deutlich ab-
genommen. Das auf die Ladekontrolle mit CANX normalisierte Proteinlevel ist im Ver-
gleich zu den mit siNT behandelten Zellen auf 77% reduziert und im Vergleich mit den
unbehandelten Zellen auf 76% zurlckgegangen (Abb. 10A). Das zeigt, dass anti-
PER2 spezifische Bindungsaktivitat fir PER2 aufweist.

Wahrend in HT1080 PER2-GFP-Zellen eine deutliche PER2-GFP Bande auf der er-
warteten Hohe von 245 kDa vorhanden ist, weist der anti-GFP in der HT1080-Zelllinie
auf gleicher Hohe keine Bande auf (Abb. 10B). Das Ergebnis zeigt, dass auch der anti-
GFP sein Zielprotein spezifisch bindet.
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Abbildung 10: Test des anti-PER2 und des anti-GFP im Western Blot

{A) Oben: Western-Blot-Analyse von HT1080 PER2-GFP nach siPer2 unter Verwendung des anti-PER2
aus drei unabhangigen Replikaten (n=3); von links nach rechts: Negativkontrolle mit unbehandelten
Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siPer2; CANX: Ladekontrolle (Laufhéhe bei 90 kDa). Unten: Quantifi-
zierung des auf siNT normalisierten Proteinlevels dreier unabhangiger Transfektionen mit siRNA durch
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Western-Blot-Analysen unter Verwendung des anti-PER2 in PER2-GFP (n=3); von links nach rechts:
Megativkontrolle mit unbehandelten Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siPER2. Balken zeigen Standard-
fehler (SEM), nicht signifikant (n.s.), p=0,1578 (t-Test). (B) Western-Blot-Analyse von HT1080 und
HT1080 PER2-GFP mit dem anti-GFP aus drei unabhangigen Replikaten (n=3), von links nach rechts:
Megativkontrolle mit HT1080, HT1080 PER2-GFP; CANX (Laufhohe bei 90 kDa): Ladekontrolle.

4.3.2 Test der GAPVD1-Antikorper mittels RNA-Interferenz und
Western Blot

Die RNA-Interferenz von Gapvd1 mit anschliefendem Western Blot unter Verwendung
des anti-GAPVD1(K) zeigt eine Reduktion des Signals bei einer Hohe von ca. 240 kDa,
der erwarteten Position von GAPVD1 bei der SDS-Gelelektrophorese (Abb. 11A). Das
auf die Ladekontrolle mit CANX normalisierte Proteinlevel von GAPVD1 in den mit
siGapvd1 behandelten Zellen liegt bei 18 % der mit siNT behandelten Zellen und bei
16 % bezogen auf die unbehandelten Zellen (Abb. 11A).

Auf der gleichen Hohe bei ca. 240 kDa kann man eine Abschwachung des siGapvd1-
Signals mit dem anti-GAPVD1(M) im Verhaltnis zu den Kontrollen erkennen (Abb.
11B). Die Quantifizierung aller drei Replikate zeigt, dass nach der Transfektion mit
siGapvd1 im Vergleich zu den Kontrollen mit der siNT noch 72 % des auf CANX nor-
malisierten Proteinlevels nachgewiesen werden konnte. Es erfolgte eine Senkung des
normalisierten Proteinlevels nach Behandlung mit der siGapvd1 auf 65 % des Protein-
levels der unbehandelten Zellen (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Test des anti-GAPVD1(K) und anti-GAPVD1(M) im Western Blot

{A) Oben: Western-Blot-Analyse von HT1080 nach siGapvd1 unter Verwendung des anti-GAPVD1(K)
aus drei unabhangigen Replikaten im Wildtyp (n=3); von links nach rechts: Negativkontrolle mit unbe-
handelten Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siGapwd1; CANX: Ladekontrolle (Laufhdhe bei 90 kDa).
Unten: Quantifizierung des auf siNT normalisierten Proteinlevels dreier unabhangiger Transfektionen
mit siRMNA durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des anti-GAPVD1(K) im Wildtyp (n=3); von
links nach rechts: Negativkontrolle mit unbehandelten Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siGapvd1. Bal-
ken zeigen Standardfehler (SEM), ***p<0,0001 (t-Test). (B) Oben: Western-Blot-Analyse von HT1080
nach siGapvd1 unter Verwendung des anti-GAPWYD1(M) aus drei unabhangigen Replikaten (n=3); von
links nach rechts: Negativkontrolle mit unbehandelten Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siGapwvdl;
CANX (Laufhohe bei 90 kDa): Ladekontrolle. Unten: Quantifizierung des auf siNT normalisierten Pro-
teinlevels dreier unabhangiger Transfektionen mit siRNA durch Western-Blot-Analyse unter Verwen-
dung des anti-GAPVD1(M) im Wildtyp (n=3); von links nach rechts: Negativkontrolle mit unbehandelten
Zellen, Negativkontrolle mit siNT, siGapvd1. Balken zeigen Standardfehler (SEM), *p=0,0182 (t-Test).
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4.4 Test der Antikorperspezifitat durch Immunfarbung

Um zu untersuchen, ob die PER2- und GFP-Antikérper in der Immunfarbung spezifisch
an ihre Zielproteine binden oder ob sie unspezifische Bindungsaffinitat aufweisen, wur-
den sie mit dem direkten Fluoreszenzsignal von PER2-GFP im gleichen Praparat ver-
glichen. Anti-GAPVD1(K) und anti-GAPVD1(M) wurden in Wildtyp HT1080-Zellen ge-
testet und die Ergebnisse mit GAPVD1-Immunfarbungen aus publizierten Studien ver-

glichen.

4.4.1 Vergleich von Immunfarbungen mit Antikorpern gegen PER2
und GFP mit dem Fluoreszenzsignal von PER2-GFP

Die Menge an endogenem PERZ2 oszilliert in Abhangigkeit von der circadianen Uhr.
Die Lokalisation des Proteins innerhalb der Zelle bleibt dabei jedoch im Wesentlichen
unverandert. Der Uberwiegende Anteil von PER2 befindet sich im Zellkern, und PER2
kann zu keinem Zeitpunkt ausschlieBlich im Zytoplasma nachgewiesen werden
(Smyllie et al., 2016). Die Immunfarbungen von PER2-GFP mit den anti-PER2 und
anti-GFP spiegelten die beschriebene intrazellulare Verteilung von PER2 genau wider.
Der Groliteil von PER2 befand sich im Zellkern, wahrend es im Zytoplasma in deutlich
niedrigerer Konzentration vorhanden war. Vergleicht man aullerdem das direkte Fluo-
reszenzsignal von PER2-GFP mit den Immunfarbungen der jeweiligen Antikorper, so
waren die Signale weitgehend deckungsgleich (Abb. 12). Diese Befunde sprechen flr

eine hohe Spezifitat der Antikdrper in der Immunfarbung.

Daruber hinaus wurden Verdlunnungsreihen beider Antikérper angefertigt, um die Be-
dingungen zu finden, bei denen das Verhaltnis von spezifischem Signal zu Hintergrund
optimal ist (Daten nicht gezeigt). Dabei hat sich herausgestellt, dass anti-PER2 am
besten in einer Verdinnung von 1:150 und der anti-GFP in einer Verdunnung von
1:400 eingesetzt werden sollte (Abb. 12, zeigt ist jeweils nur die optimale Antikor-

perverdinnung).
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Durchlicht/DAPI Cy3 PERZ-GFF

anti-PER2

anti-GFP

Abbildung 12: Immunfiucreszenzfarbungen von PER2 und GFP in HT1080 PER2-GFP-Zellen

Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen mit anti-PER2 in der Kon-
zentration von 1:150 (oben) und dem anti-GFP in der Konzentration von 1:400 (unten) in der Zelllinie
HT1080 PER2-GFP. Von links nach rechts: Overlay von Durchlicht- und DAPIl-Aufnahme, Fluoreszenz-
farbung von PER2 bzw. GFP unter Verwendung des Sekundarantikbrpers Cy3 (gelb), Abbildung des
PER2-GFP-Konstrukts (grin). Das Experiment ist einmal ausgefiihrt worden mit zwei Aufnahmen pro

Konzentration (n=1).

4.4.2 Immunfarbungen mit Antikorpern gegen GAPVD1 und Ver-

gleich mit der publizierten Lokalisation

Da keine Zelllinie verfugbar war, die fluoreszenzmarkiertes GAPVD1 exprimiert, konn-
ten die anti-GAPVD1s lediglich daraufhin getestet werden, ob die resultierenden Ver-
teilungsmuster von GAPVD1 bei der Immunfarbung bereits publizierten Daten entspra-
chen. Zu diesem Zweck wurden erneut Titrationsreihen mit beiden anti-GAPVD1s
durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt). Fur die Immunfarbung mit dem anti-GAPVD1(M)
eignete sich am besten eine Konzentration von 1:400, fur den anti-GAPVD1(K) eine
Konzentration von 1:300 (Abb. 13).

GAPVD1 ist, soweit bisher bekannt ist, ausschlief3lich an zytosolischen Prozessen be-
teiligt. Es reguliert die Clathrin-vermittelte Endozytose (Sato et al., 2005) und Trans-
portprozesse zwischen trans-Golgi-Netzwerk und Endosom (Lodhi et al., 2007). Dem-

entsprechend zeigten die Immunfarbungen mit beiden Antikorpern deutliche Signale
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im Zytoplasma und vereinzelt auch eine gehaufte Signaldichte an der Zellmembran
(Abb. 13).

Beide anti-GAPVD1s sollten daher im PLA eingesetzt werden kénnen, allerdings mit
der Einschrankung, dass der anti-GAPVD1(K) auch im Zellkern deutliche Signale er-
zeugt, und eventuelle nukleare Signale mit diesem Antikérper im PLA einer zusatzli-
chen Uberpriifung durch einen weiteren Antikérper erfordern kénnten (Abb. 13).

13

Durchlicht/DAPI Cy3

anti-GAPVD1(K)

anti-GAPVD1(M)

Abbildung 13: Immunfluoreszenzfarbungen der anti-GAPVD1s in HT1080 Wildtyp-Zellen

Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen mit den anti-GAPVD1s in
HT1080 Wildtyp-Zellen; obere Reihe: anti-GAPVD1(K) (1:300), untere Reihe: anti-GAPVD1(M) (1:400);
von links nach rechts: Overlay von Durchlicht- und DAPI-Aufnahme, Fluoreszenzfarbung von GAPVDA1.
Das Experiment ist einmal ausgefiihrt worden mit zwei Aufnahmen pro Konzentration (n=1).

4.5 Uberpriifung der Interaktion von PER2 und GAPVD1
durch PLA

Um den PLA zu etablieren und zu validieren, sollten vor der Durchfiihrung des eigent-

lichen Experimentes Positiv- und Negativkontrollen durchgefiihrt werden. Der Assay
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wurde in HT1080 PER2-GFP-Zellen etabliert. PER2-GFP diente dabei als eine Posi-
tivkontrolle, da bei gleichzeitiger Verwendung von anti-PER2 und anti-GFP, die aus
verschiedenen Spezies stammen, die beiden linear miteinander verbundenen Epitope
PER2 und GFP <40 nm voneinander entfernt sind. Zusatzlich konnte in dieser Zelllinie
die Uberlagerung der PLA-Signale mit dem GFP-Signal als weitere Kontrolle dienen.
Als zweite Positivkontrolle wurden beide anti-GAPVD1s in einem Versuchsansatz ver-
wendet. Das war moglich, weil die Antikérper ebenfalls von verschiedenen Spezies
stammen und an das gleiche Zielprotein binden. Auch in diesem Fall sollten die Bin-
dungsepitope eine extrem enge raumliche Nahe aufweisen und zur Signalerzeugung
fuhren.

Als Negativkontrolle war fur jede Antikérper-Kombination die Verwendung eines ein-
zelnen Antikorpers statt eines Antikdrper-Paars vorgesehen. Signale im PLA trotz Feh-
len des zweiten Primarantikorpers waren dann auf unspezifische Bindungsaktivitat der
Sekundarantikorper zurickzufuhren. Fur die PER2- und GFP-Antikorperkontrollen
wurde die HT1080 PER2-GFP-Zelllinie genutzt, da Uberlagerte Bilder (Overlays) mit
den PER2-GFP-Aufnahmen angefertigt werden konnten und so als weitere Kontrolle
dienten (Abb. 14).

Es wurden verschiedene Fluoreszenzaufnahmen angefertigt, um die Lage der Signale
im Verhaltnis zum Zellkern und zur Zellmembran durch Overlays darstellen zu kénnen:
Durchlichtaufnahmen zur Beurteilung, ob die Signale innerhalb der Zelle liegen; DAPI-
Aufnahmen, um die Lage relativ zum Zellkern abzubilden; und GFP-Aufnahmen flr
PER2-GFP. Mit diesen Aufnahmen wurden Overlays mit den PLA-Aufnahmen ange-
fertigt, welche die PLA-Signale abbilden. Die PLA-Signale wurden mit ,ImageJ’ gezahit

und in Verhaltnis zur Zellzahl gesetzt.

4.5.1 Etablierung des PLA mit Antikorpern gegen PER2 und GFP

Die Positiv- und Negativkontrollen mit anti-PER2 und anti-GFP ergaben eine unter-
schiedliche Eignung beider Antikdrper im PLA-Assay. Der anti-GFP alleine zeigte eine
deutlich geringere Anzahl an PLA-Signalen pro Zelle als die Positivkontrolle. Der anti-
PER2 alleine wies jedoch nur geringflgig weniger Signale pro Zelle auf als die Posi-
tivkontrolle (Abb. 14). Den Overlays Durchlicht/DAPI/PLA ist zu entnehmen, dass die
Signale der Positiv- und Negativkontrollen erwartungsgemal innerhalb der Zellen la-

gen. Die Overlays DAPI/PLA zeigten deutlich die Lage der PLA-Signale in Bezug zum
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Kern ohne weitere Strukturen der Zelle darzustellen. Die PLA-Signale im Bereich des
Zellkerns waren unscharf abgebildet, wahrend die PLA-Signale im Zytoplasma scharf
abgebildet waren. Dies konnte daflr sprechen, dass Signale, die scheinbar im Kern
lokalisiert waren, tatsachlich auf®erhalb des Kerns lagen und sich in Zellebenen Uber
bzw. unter dem Zellkern befanden. In den Overlays PER2-GFP/PLA ist die Lage der
PLA-Signale im Verhaltnis zu dem GFP-Signal dargestellt. Sowohl in den Negativkon-
trollen, wie auch in der Positivkontrolle befand sich die Mehrzahl der PLA-Signale im

Zytoplasma.

14

Durchlicht/DAPI/PLA DAPI/PLA PERZ2-GFP/PLA

anti-GFP anti-PER2

anti-PER2
und anti-GFP

Abbildung 14: Negativkontrollen und Positivkontrolle von anti-PER2 und anti-GFP im PLA in
HT1080 PER2-GFP

Mikroskopische Aufnahmen der Megativkontrollen (erste Reihe: anti-PER2, zweite Reihe anti-GFP) und
der Positivkontrolle (dritte Reihe: anti-PERZ2 und anti-GFP) des anti-PERZ und anti-GFP im PLA; von
links nach rechts: Overlay aus Durchlichtaufnahme (grau), Zellkern-Farbung (cyan) und PLA-Signalen
(rot), danach Overlay aus Zellkern-Farbung (cyan) und PLA-Signalen (rot), danach Overlay aus PER2-
GFP (griin) und PLA-Signalen (rot). Im Overlay PER2-GFP/PLA der Negativkontrolle mit dem anti-PER2
sind unspezifische Signale vorhanden, die wahrscheinlich von Klebstoffresten der Kammern auf dem
Objekttrager rihren. PLA-Signale, die aus Ebenen Uber oder hinter dem Nukleus in dessen Ebene pro-
jizieren, sind in den Overlays unscharf und weilllich abgebildet.
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Die statistische Auswertung der Negativkontrollen der anti-PER2 und anti-GFP im Ver-
gleich zur Positivkontrolle mit beiden Antikbrpem ist in einem Balkendiagramm darge-
stellt (Abb. 15). Die statistische Auswertung der Kontrollen der anti-PER2 und anti-
GFP im PLA zeigt im Mittel 23,9 Signale pro Zelle in der Positivkontrolle unter Nutzung
der Antikorper gegen PER2 und GFP. In den Negativkontrollen erzeugte der anti-
PER2 20,9 Signale pro Zelle, wahrend der anti-GFP 10,2 Signale pro Zelle hervorrief.
Im ungepaarten t-Test der Negativkontrolle mit dem anti-GFP und der Positivkontrolle
(anti-PER2 und anti-GFP) ergabs sich ein signifikanter Signalunterschied (p=0,0026).
Der Signalunterschied zwischen dem anti-PER2 und der Positivkontrolle war nicht sig-

nifikant (Abb. 15).
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Abbildung 15: Negativ- und Positivkontrollen des anti-PER2 und anti-GFP in HT1080 PER2-GFP

Dargestellt sind die Signale pro Zelle der Negativ- und Positivkontrollen der in dem PLA verwendeten
anti-PER2 und anti-GFP. Von links nach rechts: Negativkontrolle des anti-PERZ2, Negativkontrolle des

44



anti-GFP, Positivkontrolle mit dem anti-PER2 und anti-GFP. Es wurden jeweils 10 Aufnahmen pro Ex-
periment mit im Durchschnitt 4,5 Zellen/Aufnahme ausgewertet.

4.5.2 Etablierung des PLA mit Antikorpern gegen GAPVD1

Die Positiv- und Negativkontrollen der anti-GAPVYD1s ergaben eine ahnliche Eignung
beider Antikorper im PLA-Assay, da die PLA-Signale der Negativkontrollen ahnlich
niedrig waren und die Positivkontrolle mit beiden Antikorpern eine stark erhdhte Anzahl
an PLA-Signalen hervorrief (Abb. 16). Auch hier waren die PLA-Signale im Bereich
des Zellkerns unscharf abgebildet, wahrend die PLA-Signale im Zytoplasma scharf
abgebildet waren. Somit ist es wahrscheinlich, dass scheinbar im Kern lokalisierte Sig-
nale tatsachlich aullerhalb des Kerns lagen und sich in Zellebenen Uber bzw. unter
dem Zellkern befanden. In den Overlays PER2-GFP/PLA ist die Lage der PLA-Signale
im Verhaltnis zu dem GFP-Signal dargestelit. In den Negativkontrollen wie auch in der
Positivkontrolle befand sich der Groliteil der PLA-Signale im Zytoplasma.

16
Durchlicht/DAPI/PLA DAPI/PLA PERZ-GFP/PLA

anti-GAPVD1(M) anti-GAPVD1(K)

beide anti-GAPWVD1s

Abbildung 16: Negativkontrollen und Positivkontrolle der anti-GAPVD1s im PLA in HT1080 PER2-
GFP
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Mikroskopische Aufnahmen der Negativkontrollen (erste Reihe: anti-GAPVD1(K), zweite Reihe: anti-
GAPVD1(M)) und der Positivkontrolle (dritte Reihe: beide anti-GAPWVD1s) der anti-GAPWVD1s im PLA;
von links nach rechts: Overlay aus Durchlichtaufnahme (grau), Zellkern-Farbung (cyan) und PLA-Sig-
nalen (rot), danach Overay aus Zellkemn-Farbung (cyan) und PLA-Signalen (rot), danach Overlay aus
PER2-GFP (griin) und PLA-Signalen (rot). PLA-Signale, die aus Ebenen Uber oder hinter dem Nukleus
in dessen Ebene projizieren, sind in den Overlays unscharf und weiltlich abgebildet.

Die statistische Auswertung der Negativkontrollen der jeweiligen anti-GAPVD1s im
Vergleich zur Positivkontrolle mit beiden Antikérpern ist in einem Balkendiagramm dar-
gestellt (Abb. 17). In den statistischen Auswertungen wies die Positivkontrolle mit
durchschnittlich 4,14 Signalen pro Zelle einen hoheren Wert auf als die Negativkon-
trollen mit anti-GAPVD1(K) (1,7 Signale pro Zelle) und anti-GAPVYD1(M) (1,9 Signale
pro Zelle) alleine. Die Differenz zwischen der Negativkontrolle mit dem anti-
GAPVD1(M) war im Vergleich zur Positivkontrolle im ungepaarten t-Test signifikant (p-
=0,013). Die Differenz zwischen anti-GAPVD1(K) und der Positivkontrolle war im un-
gepaarten t-Test ebenfalls signifikant (p=0,0078).
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Abbildung 17: Negativ- und Positivkontrollen der anti-GAPVD1s im PLA in HT1080 PER2-GFP

Dargestellt sind die Signale pro Zelle der Negativ- und Positivkontrollen der in dem PLA verwendeten
anti-GAPVD1s. Von links nach rechts: Negativkontrolle des anti-GAPWD1(K), Negativkontrolle des anti-
GAPVD1(M), Positivkontrolle mit beiden anti-GAPVD1s. Es wurden 10 Aufnahmen pro Experiment, mit
im Durchschnitt 4,3 Zellen/Aufnahme, ausgewertet.

4.5.3 Uberpriifung der Interaktion von PER2-GFP und GAPVD1 in
HT1080 PER2-GFP durch Proximity Ligation Assay

Um die Interaktion der Proteine GAPVD1 und PERZ2 im PLA zu uberprufen, wurde
zunachst die PER2-GFP-Zelllinie verwendet, da das direkte Immunfluoreszenzsignal
von PER2-GFP die Lage des PER2-Proteins zeigt und dadurch die PLA-Signale mit
der Lokalisation von PER2 verglichen werden konnen. Flr das PLA-Experiment wur-
den anti-GAPVD1(K) und anti-GFP genutzt. Es wurden drei unabhangige Replikate
des Experiments durchgefuhrt.

Die Ergebnisse des PLA in der PER2-GFP-Zelllinie sind in zwei reprasentativen Abbil-
dungen aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Neben dem Experiment wur-
den bei jedem Replikat zwei Negativkontrollen in derselben Zelllinie mit jeweils einem
der beiden Antikorper ausgefuhrt. Es ist jeweils eine reprasentative Abbildung darge-
stellt (Abb. 18). Die Negativkontrollen wurden bereits in Kap. 4.5.1 und Kap. 4.5.2 be-
schrieben. Es sind keine PLA-Signale aulierhalb der Zellen entstanden (Abb. 18,
Durchlicht/DAPI/PLA-Overlays), was die Validitat des Assays unterstutzt. Im Bereich
des Zellkerns waren uberwiegend unscharf fokussierte PLA-Signale vorhanden, wah-
rend die Mehrzahl der Signale in einer Fokusebene aulerhalb der Nuklei lag (Abb. 18,
Durchlicht/DAPI/PLA-Overlays und DAPI/PLA-Overlays). Dies konnte bedeuten, dass
die Mehrzahl der Signale im Bereich des Zellkernes in einer anderen zellulédren Ebene
lag als die Signale im Zytoplasma. Da GAPVD1 ein Protein mit zytosolischer Funktion
ist (Lodhi et al., 2007) und GAPVD1 ausschlief’lich als Bestandteil zytoplasmatischer
PER-Komplexe gefunden wurde (Aryal et al., 2017), ist eine Interaktion von GAPVD1
mit PER2-GFP im Nukleus unwahrscheinlich.

Die zytoplasmatischen PLA-Signale Uberlappten natirlicherweise mit dem Fluores-
zenzsignal von PER2-GFP, da PER2-GFP diffus in der ganzen Zelle verteilt ist (Abb.
18, GFP-PER2/PLA-Overlays). Allerdings liel3 sich keine Korrelation der GFP-Signal-

starke mit den PLA-Signalen beobachten was darauf schliefen lasst, dass die
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GAPVD1-PER2-Interaktionen nicht von der lokalen Konzentration von PER2-GFP ab-
hangig sind. In den Negativkontrollen mit nur jeweils einem Antikérper waren signifi-
kant weniger PLA-Signale vorhanden als in dem eigentlichen Experiment mit beiden

Antikorpern. Dies bestatigt die Hypothese, dass GAPVD1 und PER2 interagieren.

18

Durchlicht/DAPI/PLA DAPI/PLA PERZ-GFP/PLA

anti-GAPVD1(K)

anti-GFP

anti-GAPVD1(K)
und anti-GFP

anti-GAPVD1(K)
und anti-GFP

Abbildung 18: PLA der Proteine PER2-GFP und GAPVD1 in HT1080 PER2-GFP mit Negativkon-
trollen

Mikroskopische Aufnahmen nach PLA mit anti-GAPVD1({K) und anti-GFP mit Negativkontrollen in der
Zelllinie HT1080 PER2-GFP. Von links nach rechts: Overay aus Durchlichtaufnahme (grau), DAPI
(cyan) und PLA-Signalen (rot) (erste Spalte), Overlay aus DAPI und PLA-Signalen (zweite Spalte),
Overlay aus PER2-GFP und PLA-Signalen (dritte Spalte). Es sind reprasentative Abbildungen dreier
unabhangiger Replikate des Experiments dargestellt (n=3).
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In der statistischen Auswertung ergab sich bei der Negativkontrolle mit anti-
GAPVD1(K) ein Mittelwert von 4,2 PLA-Signalen pro Zelle und bei der Negativkontrolle
mit dem anti-GFP einen Mittelwert von 3,4 Signalen pro Zelle. Das Experiment wies
mit 14,4 Signalen pro Zelle im Vergleich zu beiden Kontrollen einen um den p-Wert
<0,0001 statistisch signifikanten Unterschied in der Anzahl der PLA-Signale pro Zelle
auf (Abb. 19). Diese Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass die Proteine
GAPVD1 und PER2-GFP interagieren.
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Abbildung 19: Statistische Auswertung des PLA mit anti-GAPVD1(K) und anti-GFP in HT1080
PER2-GFP-Zellen

Dargestellt ist die statistische Auswertung der Signale pro Zelle der PLAs mit anti-GAPVD1(K) und dem
anti-GFP in der Zelllinie HT1080 PER2-GFP, sowie der Negativkontrollen mit den einzelnen Antikor-
pern. Von links nach rechts: Anti-GAPVD1(K) allein, anti-GFP allein, anti-GAPVD1(K) und anti-GFP
(n=3). Die Ergebnisse des Experiments mit anti-GAPYD1(K) und dem anti-GFP sind im Vergleich zu
beiden Negativkontrollen im ungepaarten t-Test um den p-Wert <0,0001 signifikant. Der Standardfehler
(SEM) ist im Balkendiagramm angegeben. Es wurden 9-11 Aufnahmen pro Experiment, mit im Durch-
schnitt 5,5 Zellen/Aufnahme, ausgewertet.
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4.5.4 Uberpriifung der Interaktion von PER2 und GAPVD1 in
HT1080 durch Proximity Ligation Assay

Das vorausgegangene Experiment zeigt, dass GAPVD1 mit Uberexprimiertem PER2-
GFP interagieren kann. In der letzten Versuchsreihe sollte gezeigt werden, dass auch
die beiden endogenen Proteine GAPVD1 und PER2 in der Wildtyp-Zelllinie HT1080

interagieren.

Als Antikorper wurden anti-PER2 und anti-GAPVD1(M) verwendet. Neben dem Expe-
riment wurden bei jedem Replikat zwei Negativkontrollen in derselben Zelllinie mit je-
weils einem der beiden Antikérper ausgefuhrt. Das Experiment und die Negativkon-
trollen wurden in drei unabhangigen Replikaten durchgefuhrt. Auch in diesem Experi-
ment lagen alle PLA-Signale innerhalb der Zellen, und innerhalb des Nukleus vorhan-
dene PLA-Signale schienen in einer anderen Ebene als der Fokusebene zu liegen
(Abb. 20). Daraus kann geschlossen werden, dass auch die endogenen Proteine
PER2 und GAPVD1 ausschlieBlich im Zytoplasma interagieren.
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Abbildung 20: PLA der Proteine PER2 und GAPVD1 in HT1080 Wildtyp-Zellen mit Negativkon-
trollen




Mikroskopische Aufnahmen nach PLA mit anti-GAPWYVD1(M) und anti-PERZ2 mit Negativkontrollen in
HT1080 Wildtyp-Zellen. Von links nach rechts: Overay aus Durchlichtaufnahme (grau), Zellkern-Far-
bung (cyan) und PLA-Signalen (rot); Overlay aus Zellkern-Farbung (cyan) und PLA-Signalen (rot). Es
sind reprasentative Abbildungen dreier unabhangiger Replikate des Experiments dargestellt (n=3).

Die statistische Auswertung ist in einem Punktediagramm dargestellt (Abb. 21). Ver-
gleicht man die Ergebnisse vom PLA-Experiment mit den Negativkontrollen, so lag die
Anzahl der Signale pro Zelle bei beiden Negativkontrollen deutlich unter der Anzahl
der Signale im Experiment. Anti-GAPVD1(M) alleine rief 0,8 PLA-Signale pro Zelle
hervor, der anti-PER2 alleine rief im Mittel 0,7 PLA-Signale pro Zelle hervor. Mit einer
Anzahl von 2,5 Signalen pro Zelle im Experiment mit beiden Antikdrpern war die Dif-
ferenz zu beiden Kontrollen jeweils statistisch signifikant mit einem p-Wert <0,0001
(siehe Abb. 21). Dies bestatigt die Interaktion der endogenen Proteine PER2 und
GAPVD1 in der Zelllinie HT1080.
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Abbildung 21: Statistische Auswertung des PLA mit anti-GAPVD1(M) und anti-PER2 in Wildtyp
HT1080-Zellen.

Dargestellt ist die statistische Auswertung der Signale pro Zelle der PLAs mit anti-GAPWVD1(M) und dem
anti-PER2 in der Zelllinie HT1080, sowie der Megativkontrollen mit den einzelnen Antikdrpern. Von links
nach rechts: Anti-GAPVD1(M) allein, anti-PER2 allein, anti-GAPVD1(M) und anti-PER2 (n=3). Die Er-
gebnisse des Experiments mit anti-GAPYD1(M) und dem anti-PER2 sind im Vergleich zu beiden Nega-
tivkontrollen im ungepaarten t-Test um den p-Wert <0,0001 signifikant. Der Standardfehler (SEM) ist im
Balkendiagramm angegeben. Es wurden in 10-20 Aufnahmen pro Experiment, mit im Durchschnitt 7.8
Zellen/Aufnahme, ausgewertet.
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5 Diskussion

Da die Identifikation von GAPVD1 als Interaktionspartner von PER2 potenziell weitrei-
chende Implikationen fur die Funktion der zirkadianen Uhr beziehungsweise flr
GAPVD1-assoziierte Prozesse hat, war es unabdingbar die neue Interaktion mithilfe
einer unabhangigen Methode zu Uberprifen. Zu diesem Zweck wurde die Methode
,Proximity Ligation Assay (PLA)' im Labor etabliert und durchgefihrt.

5.1 Positiver Test auf Interaktion von GAPVD1 und PER2
durch Proximity Ligation Assay

5.1.1 Eignung der verwendeten Antikorper

Die Aussagekraft des PLA beruht zu einem nicht unwesentlichen Teil auf der Qualitat
der verwendeten Antikorper. Die Verwendung von Antikdrpern mit schwacher Affinitat
fuhrt potentiell zu falsch negativen Ergebnissen im PLA. Im Gegensatz dazu verursa-
chen unspezifische Antikérper falsch positive PLA-Signale. Aus diesem Grund wurden
die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper durch zwei unabhangige Methoden getes-
tet.

Dabei hat sich gezeigt, dass sowohl der PER2- als auch der GFP-Antikorper in der
Immunfluoreszenzfarbung von PER2-GFP-Zellen ein mit dem GFP-Signal weitgehend
identisches Signal erzeugen. Fusionsproteine von PER2 mit fluoreszierenden Protei-
nen sind gut charakterisierte und in vielen Studien verwendete Proteine, deren subzel-
luldre Verteilung mit der des endogenen PER2 Ubereinstimmt (Nagoshi et al., 2004,
Lee et al., 2015, Smyllie et al., 2016). Fur den Test der GAPVD1-Antikorper stand
keine Zelllinie zur Verfigung, die fluoreszenzmarkiertes GAPVD1 exprimiert. Dennoch
bestatigten die Versuche, dass die subzellulare Verteilung von GAPVD1 mit publizier-
ten Daten Ubereinstimmt. Der Uberwiegende Teil befand sich im Cytoplasma, insbe-
sondere in Kernnahe, was wahrscheinlich einer Lokalisation im Golgi-Apparat ent-
spricht (Hermle et al., 2018). Dafir spricht auch, dass das Farbemuster auf eine Loka-
lisation von GAPVD1 in vesikularen Strukturen hindeutet, was wiederum in Einklang
steht mit dessen Rolle bei Endozytose (Sato et al., 2005) und vesikularem Transport

(Lodhi et al., 2007). Es wurde dennoch insofern ein geringer Unterschied zwischen
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den beiden GAPVD1-Antikdrpemn festgestellt, als dass anti-GAPVD1(K) mehr Signal
im Zellkern als anti-GAPVD1(M) erzeugte. Da sich anschliefend herausstelite, dass
GAPVD1-PER2-Signale im PLA unabhangig von den verwendeten Antikorpern so gut
wie ausschlielflich im Zytoplasma auftreten, blieb dieser Befund flir die PLA-Experi-

mente folgenlos.

Daruber hinaus fuhrte die Herunterregulierung von PER2 und GAPVD1 durch siRNA
zu einer spezifischen Abnahme der Signalintensitaten im Western Blot. Ein GFP-Sig-
nal war ausschlief3lich in Zellen zu detektieren, die auch GFP exprimieren. Hier muss
einschrankend angefuhrt werden, dass der Test mittels Western Blot im Vergleich zur
Immunfluoreszenzfarbung geringere Aussagekraft fur die Eignung eines Antikorpers
im PLA besitzt, da Antigene auf einer Proteinmembran vollstdndig denaturieren, im

PLA aber wie auch in der Immunfarbung nativ oder schwach denaturiert vorliegen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich in diesen Vorversuchen alle Anti-
korper hinsichtlich Spezifitat und Affinitat als fuir den PLA geeignet herausstellten, was
sich in den anschlieffend durchgefuhrten PLA-Experimenten durchgehend bestatigt
hat.

5.1.2 Starken und Schwachen des PLA

Der PLA ist eine im Jahr 2002 entwickelte — und damit relativ neue — Methode, die mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat Interaktionen zwischen zwei Proteinepitopen detek-
tiert, wobei die Epitope sich auf ein und demselben oder auf zwei unterschiedlichen
Polypeptiden befinden kénnen (Fredriksson et al., 2002, Zatloukal et al., 2014). In die-
ser Arbeit wurde der PLA fur beide Zwecke eingesetzt. Die erste Variante, namlich die
Detektion zweier unterschiedlicher Proteinepitope auf PER2-GFP oder GAPVD1,
diente als Positivkontrolle im Zuge der Etablierung der Methode. Diese Art der Positiv-
kontrolle ist allerdings nicht zwangslaufig erfolgreich aufgrund bestimmter Eigenschaf-
ten der PLA-Methode.

Beispielsweise konnten sich Primarantikérper mit gleicher oder Uberlappender Bin-
dungsstelle gegenseitig sterisch blockieren (Mocanu et al., 2011). Diese Maglichkeit
bestand prinzipiell bei gleichzeitiger Verwendung der beiden GAPVD1-Antikorper. Das
Antigen zur Herstellung von anti-GAPVD1(K) umfasste die Aminosauren 550-600 von
GAPVD1 wahrend das komplette GAPVD1-Protein als Antigen zur Herstellung von
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anti-GAPVD1(M) benutzt wurde. Die deutlich hohere PLA-Signalstarke bei Verwen-
dung beider Antikérper im Vergleich zur Verwendung jeweils nur eines Antikdrpers

zeigt jedoch, dass beide Antikorper gleichzeitig GAPVYD1 binden kdnnen.

Annliche Effekte wéren auch bei den nachgeschalteten Reaktionen im PLA médglich.
Beispielsweise konnten sich die Oligonukleotid-konjugierten Sekundarantikorper ge-
genseitig sterisch blockieren. Eine solche Situation konnte dafir verantwortlich sein,
dass die gleichzeitige Verwendung der PER2- und GFP-Antikorper ein PLA-Signal er-
zeugte, das nur unwesentlich starker war als das Signal mit dem PER2-Antikorper al-
leine, da in diesem Fall die Primarantikérper nachgewiesenermalten unterschiedliche
Proteinepitope binden. Lokal unterschiedliche sterische Blockade wvon Primar-
und/oder Sekundarantikérpem kdnnte auch eine Erklarung dafir sein, dass die PLA-
Signale innerhalb einer Zelle in der Regel heterogen in Bezug auf Grolte und Helligkeit
sind, sowie dass die Signale oft nicht homogen in der Zelle verteilt sind obwohl von
einer uniformen Verteilung der Proteininteraktionen im Zytoplasma ausgegangen wer-
den darf.

Wichtig ist auch eine korrekte Interpretation der Ergebnisse der PLA-Methode. Obwohl
die Methode allgemein als Nachweis von Proteininteraktionen gilt, erlaubt sie streng
genommen nur die Schlussfolgerung, dass ein positives PLA-Signal eine Distanz von
<40 nm zwischen zwei Molekllen bedeutet (Hegazy et al., 2020). Es ist daher maglich,
dass GAPVD1 und PERZ2 trotz positivem PLA-Signal nicht direkt miteinander intera-
gieren, sondern beispielsweise beide gleichzeitig an ein drittes Protein binden. Daflr
kame insbesondere CSNK1D in Betracht, das sowohl mit PER2 (Aryal et al., 2017) als
auch mit GAPVD1 (Kategaya et al., 2012) interagiert. Aligemein wird angenommen,
dass zwei im PLA interagierende Proteine zumindest im gleichen Proteinkomplex ent-
halten sind.

Auch muss die absolute Signalstarke in PLA-Experimenten zurlickhaltend interpretiert
werden: Intermolekulare PLA-Signale erreichen bei hoher Expression der Zielproteine
eine Séttigung. Bei systematischer Anderung der Dichte der oligonukleotidkonjugier-
ten Antikorper durch Zugabe unkonjugierter Antikérper wird das PLA-Signal ebenfalls
gesattigt. Diese Sattigung kann auch nicht durch Verringerung der Dauer der RCA
beseitigt werden. Die Ergebnisse des PLA lassen sich daher nur semiquantitativ aus-
werten, da in der Reaktion eine Reihe nichtlinearer Effekte auftritt (Mocanu et al.,
2011).
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In mehreren Experimenten traten vereinzelte punktformige PLA-Signale im Zellkern
auf. Dabei fiel auf, dass bei Fokussierung auf die zytoplasmatischen Signale die Sig-
nale im Zellkern unscharf erschienen und umgekehrt. Eine mogliche Erklarung dafur,
dass nicht alle Signale innerhalb einer Zelle gleichzeitig fokussiert werden konnten,
konnte sein, dass die Signale in verschiedenen zellularen Ebenen liegen, und dass
unscharfe Signale im Bereich des Zellkerns tatsachlich in einer tieferen Zellschicht au-
ferhalb des Zellkemns liegen. Um diese Hypothese zu bestdtigen konnten in einem
nachsten Schritt PLA-Experimente nicht wie in dieser Arbeit mit einem Weitfeld-Fluo-
reszenzmikroskop, sondern mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop, das Licht
aus Schichten oberhalb und unterhalb der fokussierten Ebene ausblendet, durchge-
fuhrt werden.

Der PLA ist auch anfallig dafur, falsch positive und scheinbar spezifische Signale fur
Antigene, die in keiner funktionellen Verbindung zueinander stehen, zu erzeugen. Ver-
suche von Alsemarz, 2018 haben gezeigt, dass Antigenpaare, die keine direkte oder
indirekte Interaktion aufweisen, jedoch teilweise Uberlappende Immunfluoreszenzsig-
nale zeigen, positive Ergebnisse erzeugen konnen. Somit ware es maoglich, dass ein
positives Signal erzeugt wird, wenn die Primarantikorper aus stochastischen Griinden
nahe genug beieinander liegen, ohne dass ihre Zielproteine miteinander interagieren
(Alsemarz, 2018).

Einen weiterer Kritikpunkt stellen die Kontrollen dar: Ublicherweise wird — wie auch in
dieser Arbeit — als Negativkontrolle der PLA mit jeweils nur einem der beiden Primaran-
tikdrper durchgefihrt. Dieses Vorgehen kontrolliert jedoch nur, ob die Sekundaranti-
korper spezifisch binden, aber nicht die komplette PLA-Methode (Alsemarz, 2018). Um
PLA-Ergebnisse durch noch bessere Kontrollen absichern zu kénnen ware es notwen-
dig Kontrollen nach Kriterien zu erschaffen, die die ,Nahe’ der Proteine zueinander als
aussagekraftigen Beleg flr eine Interaktion definieren (Alsemarz, 2018). Es ist aller-
dings noch offen wie solche Kontrollen aussehen kénnten, da es sich um eine intrinsi-
sche Schwache der Methode handelt.

Auf der anderen Seite besitzt der PLA eine Reihe von Eigenschaften, die ihn zu einer
wertvollen Methode zur Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen, Uber die
noch keine oder sehr wenig weitere Informationen vorliegen, machen. Die maximale
Distanz von 40 nm zwischen den Primarantikérpern, die bendtigt wird um ein positives
Signal zu erhalten, erreicht die makromolekulare Ebene und liegt damit unter der opti-

schen Auflosung (Hegazy et al., 2020). In anderen Worten, ein submikroskopischer
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Vorgang wird mikroskopisch sichtbar gemacht. Das bedeutet, dass man gleichzeitig
die Lokalisation der Interaktionen innerhalb der Zelle bestimmen kann. Im Fall der
GAPVD1-PER2-Interaktion war diese Information sehr wertvoll, da GAPVD1 vornehm-
lich im Zytoplasma und PER2 mehrheitlich im Zellkern vorliegt. Der PLA hat gezeigt,
dass GAPVD1-PER2 fast ausschliellich im Zytoplasma interagieren. Da PERZ2 seine
biologische Funktion Uberwiegend im Zellkern und GAPVD1 im Zytoplasma ausubt,
sind diese Ergebnisse ein erster Hinweis darauf, dass die PER2-GAPVD1-Interaktion

der Regulation von GAPVD1 dienen kénnte.

Ein weiterer Vorteil des PLA ist, dass er mit endogenen Proteinen in jeder Zell- und
Gewebeart durchgefihrt werden kann (Soderberg et al., 2008). Das unterscheidet ihn
von einer Reihe verwandter mikroskopischer Methoden, beispielsweise einfachen Co-
lokalisationsstudien mittels Immunofluoreszenzmikroskopie oder Forster-Reso-
nanzenergietransfer (FRET)-Mikroskopie, da die Proteine in diesen Fallen fluores-
zenzmarkiert sein mussen. Die hier erhaltenen Ergebnisse kénnten daher ohne zu-

satzlichen Aufwand in anderen Zellarten oder Gewebeschnitten Uberprift werden.

PLA-Signale konnen auf einfache Weise automatisch gezahlt werden, was als Vorteil
gegenuber der manuellen Auswertung angesehen werden kann. Auch wenn das
menschliche Auge gut Muster erkennen kann, fehlt ihm die Sensitivitat um geringe
Anderungen in der Dichte von Partikeln zu identifizieren, was Computerprogramme
sehr effektiv und ohne Bias leisten kdnnen, beispielsweise mit der Funktion ,Find Ma-

xima“in ImageJ (Brocher, 2019).

5.1.3 Alternative Methoden fiir die Uberpriifung von Protein-Pro-

tein-Interaktionen

Um zu Gberprifen, ob GAPVD1 mit PER2 interagiert, kommen mehrere Methoden in-
frage. Die Immunfarbung kann beispielsweise dariber Aufschluss geben, ob Proteine
in der Zelle colokalisiert sind, was zwar wie beim PLA nicht zwangslaufig bedeutet,
dass zwei Proteine interagieren, jedoch einen Hinweis darauf liefern kann. Immunfar-
bungen sind einfach durchzuflihren, haben jedoch den Nachteil, dass sie keine Aus-
sagekraft besitzen, wenn der Grofiteil der Zielproteine gleichmalig im Zytoplasma
oder im Zellkern verteilt ist, was der Fall ist fur PER2 und GAPVDA1. In diesem Fall ist

der PLA einer einfachen Immunfarbung deutlich Uberlegen.
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Eine weitere Methode um eine potentielle direkte Protein-Protein-Interaktion zu unter-
suchen ist die FRET-Mikroskopie. FRET erzeugt fluoreszierende Signale bei einer in-
termolekularen Entfernung der Proteine von 1-10 nm zueinander (Jares-Erijman and
Jovin, 2003). Um die Interaktion zweier Proteine detektieren zu kénnen, werden vorab
Fusionsproteine mit verschiedenen fluoreszierenden Proteinen bendtigt, sogenannten
FRET-Paaren (Bajar et al., 2016). Dabei muss das FRET-Paar so gewahlt werden,
dass nach Anregung des einen Fluoreszenzprotein dessen Lichtemission ausreicht

um das zweite Fluoreszenzprotein anzuregen.

FRET-Mikroskopie von PER2 und GAPVD1 wurde bereits durchgefihrt, zeigte jedoch
keine positiven Ergebnisse (Kalfalah und Reinke, unveréffentlicht). Dafur gibt es meh-
rere Erklarungsmadglichkeiten. Prinzipiell schlief3t ein negatives Ergebnis im FRET eine
direkte Interaktion zweier Proteine nicht aus, da unter Umstanden die Fluoreszenzpro-
teine bei bestehender Protein-Protein-Interaktion nicht nahe genug beieinander liegen.
Das Fluoreszenzprotein konnte auch in das Zielprotein eingefaltet werden, so dass es
nicht angeregt werden kann. Da der Versuch bisher nur mit PER2-GFP und GAPVD1-
GFP durchgeflhrt wurde, musste er mit verschiedenen Kombinationen von Fusions-
proteinen wiederholt werden, die das fluoreszierende Protein auch am N- oder C-Ter-
minus tragen. Alternativ konnte dieses Ergebnis auch darauf hinweisen, dass die In-
teraktion zwischen PER2 und GAPVD1 nicht direkt ist, sondern beispielsweise Uber
CSNK1D als Bindeglied erfolgt (Aryal et al., 2017, Kategaya et al., 2012).

Schliefilich ist eine nicht auf Mikroskopie beruhende Methode zum Nachweis von Pro-
tein-Protein-Interaktionen die Co-Immunoprazipitation (Co-IP). Am aussagekraftigsten
ist dieses Experiment, wenn es gelingt zwei endogene Protein zu co-immunoprazipi-
tieren. Steht fur ein Protein kein geeigneter Antikérper zur Verfligung, kann versucht
werden dieses Protein mit einer geeigneten Markierung, z.B. Flag oder Myc, in Zellen
zu exprimieren und die Co-IP dann mit einem Antikorper, der gegen den Protein-Tag
gerichtet ist, durchzufuhren. Eine Variante dieses Experiments kann sehr hilfreich sein
um direkte Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Dabei werden die Zielproteine
mit oder ohne Tag in Bakterien exprimiert und dann wird eine Co-IP durchgeflhrt.
Diese Strategie hat den Vorteil, dass in der Regel keine Proteine in Bakterienzellen
vorhanden sind, die als Zwischenglieder bei der Interaktion dienen konnen, wie bei-
spielsweise CSNK1D im Fall von PER2 und GAPVD1 (Aryal et al., 2017, Kategaya et
al., 2012).
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5.2 Mogliche biologische Funktionen der Interaktion von

PER2 und GAPVD1
Die Interaktion von PER2 und GAPVD1 kdnnte prinzipiell dazu fuhren, dass die biolo-

gische Funktion eines der Proteine durch das andere Protein beeinflusst wird, oder
dass sich beide Proteine gegenseitig in ihrer Funktion beeinflussen. Die hier durchge-
fuhrten Experimente geben nur wenig Aufschluss dariber in welche Richtung solch
eine Regulation erfolgen kdnnte. Die PER2-GAPVD1-Interaktion wurde durch den PLA
allerdings im Wesentlichen im Zytoplasma lokalisiert. Da GAPVD1 zytoplasmatische
Prozesse reguliert und im Kern so gut wie nicht vorhanden ist (Lodhi et al., 2007, White
etal., 1999), wogegen PER2 hauptsachlich im Kern lokalisiert ist und dort seine Haupt-
funktion als transkriptioneller Repressor ausubt (Kume et al., 1999, Smyllie et al.,
2016), ist es gegenwartig wahrscheinlicher, dass PER2 die Funktion von GAPVD1 be-

einflusst, als umgekehrt.

Es stellt sich die Frage wie so eine Regulation aussehen koénnte. Die Interaktion mit
einem anderen Protein kann beispielsweise Lokalisation, enzymatische Aktivitat, post-
translationelle Modifikationen und weitere Eigenschaften eines Proteins beeinflussen.
Ein moglicher nachster Schritt ware daher PER2 durch siRNA herunterzuregulieren
und anschliefend zu Uberprifen welchen Einfluss das auf die Funktion von GAPVD1
hat. Relevant ist bei dieser Fragestellung besonders die Tatsache, dass PER2 als Uh-
renprotein rhythmisch exprimiert wird. Dessen Rhythmik konnte daher GAPVD1 eben-

falls eine circadiane Rhythmik verleihen.

Neben der untersuchten Interaktion von PER2 mit GAPVD1 verfigen beide Proteine
Uber weitere Interaktionspartner. So bilden die Proteine PER2 und GAPVD1 einen zy-
tosolischen Komplex mit den Proteinen CSNK1D, PER1, PER3, CRY1 und CRY2
(Aryal et al., 2017). Das Protein CSNK1D reguliert mehrere Proteine durch Phospho-
rylierung, darunter auch PER2 (Camacho et al., 2001). Somit ware es denkbar, dass
CSNK1D durch eine Interaktion mit GAPVD1 ebenfalls die Phosphorylierung von
GAPVD1 beeinflusst.

Im Hinblick auf die Ausgangsfragestellung nach der Rolle von PER2 bei der Regulation
der Autophagie sind insbesondere GAPVD1-abhangige Prozesse interessant, die mit
dem Autophagiemechanismus in Verbindung stehen. GAPVD1 ist an der Regulation
des vesikularen Transports beteiligt, der mechanistisch eng mit dem Autophagieme-

chanismus verbunden ist. GAPVD1 férdert die Entpackung von Stachelsaumblaschen
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(clathrin coated vesicles) bei der CLATHRIN-vermittelten Endozytose, die wiederum
mechanistisch an Autophagie gekoppelt ist (Semerdjieva et al., 2008, Dwivedi et al.,
2011). Daruber hinaus greift PER2 in den vesikularen Glutamattransport ein. Neuro-
transmitter werden von VESICULAR GLUTAMATE TRANSPORTER (VGLUT) in sy-
naptische Vesikel Gberfuhrt. Die Menge des gespeicherten Neurotransmitters richtet
sich nach der Anzahl an VGLUTs pro Vesikel. Hierdurch wird die postsynaptische Re-
aktion beeinflusst. Die Menge an VGLUT1 (VESICULAR GLUTAMATE TRANSPOR-
TER 1) in der vesikuldren Fraktion oszilliert mit einem 24h-Rhythmus in Abhangigkeit
von PER2 (Yelamanchili et al., 2006, Darna et al., 2009).

Einem circadianen Rhythmus unterliegt auch die Interaktion von VGLUT1 und Endop-
hilin, einem Membran-Bindungsprotein bei der Clathrin-abhangigen Endozytose sy-

naptischer Membranvesikel (Milosevic et al., 2011, Richter et al., 2018).

Uberexpression von GAPVD1 férdert die Retention von GLUCOSE TRANSPORTER
TYPE 4 (GLUT4) in Adipozyten, indem es die Fusion GLUT4-enthaltender Vesikel mit
der Zytoplasmamembran verhindert (Lodhi et al., 2007). Der insulinsensitive GLUT4
spielt in der postprandialen Glucoseverwertung eine wichtige Rolle (Stenbit et al.,
1997). GLUT4 wird vor allem in den Muskelzellen und Adipozyten exprimiert, wo er die
insulininduzierte Glucoseaufnahme durch Translokation in die Zellmembran ermog-
licht (Bryant et al., 2002). Der Glucosestoffwechsel wird in starkem Malte von der cir-
cadianen Uhr reguliert (Kalsbeek et al., 2014), und Modulation der GAPVD1-Aktivitat
durch PER2 kdnnte eine mechanistische Verbindung zwischen diesen Prozessen sein.
Zusammenfassend ist es also denkbar, dass eine rhythmische Steuerung von
GAPVD1 durch PER2 zu circadianer Regulation des vesikularen Transports fuhrt und

dadurch Prozesse wie Autophagie oder Glucosestoffwechsel steuert.

PER2 und GAPVD1 stehen ebenfalls in Bezug auf das nephrotische Syndrom in Ver-
bindung miteinander. Bei an membranoser Glomerulonephritis Erkrankten ist die Ex-
pression des MELATONIN RECEPTOR TYPE 1A (MTNR1A) in renalen Tubu-
lusepithelzellen signifikant herunterreguliert. Der Transkriptionsfaktor PITUARITY
HOMEBOX-1 (PITX1) bindet an den Promotor fur MTNR1A und foérdert dadurch die
MTNR1A-Expression. Verminderte Expression von MTNR1A, PITX1 oder dem CYC-
LIC ADENOSINE MONOPHOSPHATE RESPONSE ELEMENT BINDING PROTEIN
reguliert die Expression von Per2 hoch. In beschadigtem Gewebe fluhrt verringerte

PITX1-Expression zu niedrigeren Spiegeln von MTNR1A in renalen Tubulusepithelzel-
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len. Dies erhoht das Risiko an membrandser Nephropathie zu erkranken, einem hau-
figen Grund des nephrotischen Syndroms bei Erwachsenen (Huang et al., 2018). Auch
eine rezessive Mutation von Gapvd1 fuhrt zur Auspragung eines nephrotischen Syn-
droms, jedoch der hereditdren Form. Bei dieser Ursache wird die Podozytenmigrati-
onsrate vermindert (Hermle et al., 2018). PER2 kdénnte so auch Einfluss auf die Ent-

stehung eines nephrotischen Syndroms Uber dysfunktionales GAPVD1 besitzen.

Schlussfolgerungen
Die Colokalisation der Proteine PER2 und GAPVD1 wurde durch den PLA bestatigt,

damit ist die Protein-Protein-Interaktion beider Proteine wahrscheinlich.

Ausblick
Um eine potentielle rhythmische Aktivierung von GAPVD1 durch PER2 zu Uberprifen

ware es sinnvoll bekannte Funktionen von GAPVD1 auf circadiane Aktivitat zu testen.
Zunachst sollten solche Untersuchungen am Protein GAPVD1 selbst ansetzen. In
Frage kommen dessen GAP- und GEF-Aktivitaten, die mithilfe von enzymatischen As-
says (z.B. GTPase-Glo™ Assay, (Mondal et al., 2015)) analysiert werden kénnen. An-
derungen der subzelluldren Lokalisation von GAPVD1 kénnten mithilfe von fluores-
zenzmarkiertem GAPVD1 und Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. In
einem nachsten Schritt konnten zellulédre Prozesse, an denen GAPVYD1 beteiligt ist,
analysiert werden. Hier kommen insbesondere Clathrin-vermittelte Endozytose, vesi-
kularer Transport und Autophagie in Betracht. Wird einer dieser Prozesse als rhyth-
misch identifiziert, beispielsweise in Zellen, deren circadiane Uhr durch Dexamethason
synchronisiert wurde (Balsalobre et al., 2000), sollte im nachsten Schritt GAPVD1 her-
unterreguliert werden. Hangt die Rhythmizitat eines Prozesses von GAPVD1 ab, istes
wahrscheinlich, dass die PER2-GAPVD1-Interaktion dabei eine zentrale Rolle spielt.

Da PER2 von CSNK1D phosphoryliert wird (Camacho et al., 2001), GAPVD1 ebenfalls
mit CSNK1D interagiert (Kategaya et al., 2012), und GAPVD1, PER2 und CSNK1D in
einem Proteinkomplex vorliegen (Aryal et al., 2017), konnte eine Funktion der PER2-
GAPVD1-Interaktion sein, GAPVD1 in den PER-Komplex zu rekrutieren, um dessen
Phosphorylierung durch CSNK1D zu ermdglichen. Um zu untersuchen, ob GAPVD1
von CSNK1D phosphoryliert wird, konnte die Menge an phosphoryliertem GAPVD1 in
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humanen Zellen gemessen werden. Mittels Immunprazipitation konnte GAPVD1 an-
gereichert werden und anschlief®end durch Massenspektrometrie potentielle Phospho-
rylierungsstellen von GAPVD1 bestimmt werden. Anschlielend kénnte mithilfe von
CSNK1D-Inhibitoren untersucht werden, welche Phosphorylierungsstellen von
CSNK1D abhangen.

Abschlief’end stellt sich die Frage welche Rolle die Wechselwirkung zwischen PER2
und GAPVD1 auf die Entstehung von Krankheiten haben konnte. Sollte GAPVD1 Uber
seine Funktion in der Endozytose zu einer circadianen Vesikelbildung beitragen, dann
konnte eine Fehlfunktion der circadianen Steuerung von GAPVD1 diese Vesikelbil-
dung beeinflussen. In diesem Zusammenhang sind extrazellulare Vesikel (EVs), die
von fast jeder Zelle — auch von Tumorzellen — gebildet werden, von besonderem Inte-
resse. EVs beinhalten eine grofte Auswahl an Molekillen wie Nukleinsauren, Proteine,
Lipide und Kohlenhydrate. EV's transportieren ihre Fracht zwischen benachbarten und
auch weiter voneinander entfernten Zellen und dienen so der interzellularen Kommu-
nikation. Zudem scheinen Nukleinsaduren wie microRNAs (miRNAs), die von EVs
transportiert werden, zu einer zutraglichen Tumorumgebung beizutragen (Tkach and
Théry, 2016). Da miRNAs mit Bezug zu EVs gewebespezifisch ausgepragt sind
(Lagos-Quintana et al., 2002) und gleichzeitig in Kérperflissigkeiten vorhanden sind
(Weber et al., 2010), haben sie grofes Potential fir die frihe Krebsdiagnostik, die

Prognosestellung und die Kontrolle des Behandlungserfolgs von Nutzen zu sein.

Auch PER2 ist an der Tumorentstehung beteiligt. PER2 besitzt Tumorsuppressorei-
genschaften und ist bei verminderter Expression in die Genese onkologischer Erkran-
kungen involviert (Fu et al., 2002). In Brustkrebszellen, sowie in von chronisch myelo-
ischer Leukamie betroffenen Zellen, wird die Expression von PER2 durch Promotor-

methylierung herunterreguliert (Chen et al., 2005, Yang et al., 2006).

Die Proteine PER2 und GAPVD1 sind neben der Tumorentstehung in die Genese wei-
terer Erkrankungen eingebunden. So wird die Per2-Expression bei der membrandsen
Glomerulonephritis hochreguliert (Huang et al., 2018). Bei der Genese der experimen-
tellen membrandsen Glomerulonephritis (Heymann-Nephritis) spielen ebenso Vor-
gange in clathrinbeschichteten Vertiefungen der glomerularen Epithelzellen eine Rolle
(Kerjaschki et al., 1987). Die Entpackung von clathrin coated vesicles wird wiederum
durch GAPVD1 gefordert (Semerdjieva et al., 2008).
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Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass GAPVD1 in Neuronen von Alz-
heimerpatienten erhdht exprimiert wird (Scheper et al., 2007). GAPVD1 ist in Trans-
portprozesse durch Vesikelbildung involviert und PER2 ist speziell an dem Glutamat-
vesikeltransport GUber den VGLUT1 beteiligt (Stenmark, 2009, Yelamanchili et al.,
2006). Da der hippocampale Glutamatspiegel bei Alzheimerpatienten reduziert ist
(Rupsingh et al., 2011), kdnnten die Proteine PER2 und GAPVD1 einen Einfluss auf
den Glutamatspiegel im Hippocampus von Alzheimererkrankten haben. Proteine, die
mit GLUT4 assoziiert sind, konnten als Ziele neuer Therapieansatze des Diabetes mel-
litus Typ Il dienen (Morgan et al., 2011). So kdnnte auch eine Phosphorylierung von
GAPVD1, einem mit GLUT4 assoziierten Protein (Lodhi et al., 2007), durch PER2 bei
circadianer Vesikelbildung neue Erkenntnisse hinsichtlich der Behandlung von Diabe-

tes mellitus Typ Il liefern.
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