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Zusammenfassung

Alle Saugetiere besitzen circadiane Uhren, die als integrale zellulare Bestandteile ihre
Rhythmik autonom aufrechterhalten und hierarchisch organisiert sind. Die zentrale Uhr
im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus wird durch Licht Gber den
retinohypothalamischen Trakt mit der Umwelt synchronisiert. Periphere Uhren in
Organen wiederum werden durch den SCN mithilfe neuronaler Verbindungen und
Hormonsekretion gestellt. Circadianen Uhren als Element fast jeder ausdifferenzierten
Korperzelle liegt ein molekularer Mechanismus zugrunde, der sogenannte molekulare
Oszillator. Uhrenproteine steuern dabei ihre eigene rhythmische Genexpression durch
negative Ruckkopplungsschleifen. Die Aktivatorproteine CLOCK und BMAL1 treiben
in der zentralen negativen Ruckkopplungsschleife die Expression von Period- und

Cryptochrome-Repressorgenen an.

In Vorarbeiten des gastgebenden Labors wurde das Uhrengen Per2 als circadianer
Regulator der Autophagie identifiziert. Eine biochemische Reinigung PER2-
enthaltender Proteinkomplexe zeigte, dass PER2 mit GAPVD1, einem Regulator
kleiner G-Proteine, co-immunoprazipitiert. GAPVD1 wurde dariber hinaus von
anderen Arbeitsgruppen in einem Proteinkomplex mit der Caseinkinase CSNK1D
gefunden, die ebenfalls mit PER2 interagiert. Die Interaktion von PER2, CSNK1D und
GAPVD1 koénnte daher eine zentrale Rolle bei der circadianen Regulation der
Autophagie spielen. Das Ziel dieser Arbeit war der Nachweis der Protein-Protein-

Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 sowie deren intrazellularer Lokalisation.

Hierzu wurde der Proximity Ligation Assay (PLA) verwendet, bei dem durch extrem
enge (<40nm) Colokalisation zweier Proteine mikroskopisch detektierbare Signale
entstehen. Um im PLA aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten wurden verschiedene
Antikorper gegen CSNK1D und GAPVD1 zunachst mittels Immunofluoreszenz
hinsichtlich ihrer Antigenaffinitat geprift und deren Spezifitat durch siRNA-Knockdown
und Western Blot bestatigt.

Durch PLA konnte die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 bestatigt werden, die
mehrheitlich im Zytoplasma stattfand, wahrend im Zellkern und dessen Peripherie so
gut wie keine PLA-Signale auftraten. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass
die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 mithilfe einer von der Co-
Immunoprazipitation unanhangigen Methode nachgewiesen werden kann, und dass

sie sich hauptsachlich im Zytoplasma abspielt.



Summary

All mammals have circadian clocks, which are integral cellular components that display
autonomous rhythmicity and are organized hierarchically. The central clock in the
nucleus suprachismaticus (SCN) of the hypothalamus is synchronized with the
environment by light via the retinohypothalamic tract. Peripheral organ clocks, on the
other hand, are set by the SCN via neuronal connections and hormone secretion. The
circadian clock as an element of most differentiated body cells is based on a molecular
mechanism, called a molecular oscillator. Clock proteins regulate their own rhythmic
gene expression through negative feedback loops. The activator proteins CLOCK and
BMAL1 drive the expression of Per- and Cry- repressor genes in the central negative

feedback loop.

Previous work of the hosting laboratory identified the clock gene Per2 as a circadian
regulator of autophagy. Biochemical purification of PER2-containing protein
complexes showed that PER2 co-immunoprecipitates with GAPVD1, a regulator of
small G-proteins. GAPVD1 was shown additionally by other research groups to be in
a protein complex with casein kinase CSNK1D, which also interacts with PER2. The
interaction of PER2, CSNK1D and GAPVD1 could therefore play a central role in the
circadian regulation of autophagy. The goal of this work was to demonstrate the

protein-protein interaction of CSNK1D and GAPVD1 and their intracellular localization.

For this purpose, the Proximity Ligation Assay (PLA) was employed, in which extremely
close (<40nm) colocalization of two proteins results in microscopically detectable
signals. In order to obtain meaningful results with the PLA, various antibodies against
CSNK1D and GAPVD1 were first tested for their antigen affinity by
immunofluorescence and their specifity was verified by siRNA knockdown and
Western blot.

PLA confirmed the interaction of CSNK1D and GAPVD1, which occurred mostly in the
cytoplasm, whereas nearly no PLA signals occurred in the nucleus and its periphery.
In summary, these results show that the interaction of CSNK1D and GAPVD1 can be
demonstrated with a method different from co-immunoprecipitation and that it takes
place mainly in the cytoplasm.
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1 Einleitung
1.1 Die circadiane Uhr

Die circadiane Uhr (lat. circa ,ungefahr®, dies ,Tag") befahigt Lebewesen sich auf
rhythmische Umweltveranderungen einstellen zu konnen und physiologische
Korperfunktionen tageszeitabhangig anzupassen; eine Eigenschaft, die in fast allen
lichtsensiblen Organismen und deren Zellen zu finden ist (Dibner et al. 2010). Da
circadiane Uhren und ihre rhythmischen Oszillationen nur eine ungefahre endogene
Periodenlange von 24 Stunden aufweisen, mussen sie durch externe Stimuli,
sogenannte Zeitgeber, auf exakt 24 Stunden mit dem geophysikalischen Licht-Dunkel-
Rhythmus synchronisiert werden. Hierbei ist Licht als Photoperiode der wichtigste
Zeitgeber (Dibner et al. 2010).

Circadiane Uhren definieren sich durch drei grundlegende Merkmale: freilaufender
Rhythmus, Temperaturkompensation und Entrainment (Johnson et al. 2003). Der
Freilauf beschreibt die Eigenschaft, dass die circadiane Rhythmik unter konstanten
Bedingungen auch ohne externe Zeitgeber fortbesteht (Aschoff 1981). Wenn
endogene circadiane Rhythmen auf verschiedene Zyklen von Zeitgebern stabil und
spezifisch mit einer Phasenverschiebung reagieren, bezeichnet man dies als
Entrainment (Pittendrigh 1981). Entrainment (fr. entrainer ,mit sich reillen®) bedeutet
also, dass die freilaufende circadiane Periode mit der externen Zeitgeberperiode
mitgerissen wird und es infolge dessen zu Oszillationen mit einer Periodenlange von
genau 24 Stunden kommt (Johnson et al. 2003). Nicht zuletzt ist auch die
Temperaturkompensation ein essenzielles Merkmal circadianer Uhren, um ein
Einwirken von verschiedenen Umgebungstemperaturen auf die endogene

Periodenlange zu verhindern (Pittendrigh 1954).

1.2 Hierarchische Organisation des circadianen Systems

1960 stellte Pittendrigh die Theorie eines lichtempfindlichen Hauptschrittmachers und
peripherer Oszillatoren auf (Pittendrigh 1960). Lasionsexperimente in Ratten konnten
den Nucleus Suprachiasmaticus (SCN), eine bilaterale Hirnstruktur im Hypothalamus,
als Schrittmacher fur die Aufrechterhaltung eines zyklischen Corticosteron-Rhythmus

der Nebennieren (Moore und Eichler 1972) und fur die Erzeugung eines rhythmischen
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Trinkverhaltens zeigen (Stephan und Zucker 1972). Neurale
Transplantationsexperimente konnten darlegen, dass durch die Implantation von
fetalem SCN in adulte, arrhythmische Hamster mit SCN-Lasionen die circadiane
Rhythmik wiederhergestellt wurde (Lehman et al. 1987). Eine ahnliche Studie mit SCN-
Transplantaten in Hamstern mit verkurzter circadianer Periode zeigte aul3erdem, dass
der wiederhergestellte Rhythmus immer durch den Genotyp des Spenders bestimmt
wird (Ralph et al. 1990). Auch erfolgreiche artibergreifende Transplantationen des
SCN wurden durchgefuhrt (Saitoh et al. 1991), sodass diese und weitere Erkenntnisse
bestatigten, dass der SCN in der circadianen Uhr von Saugetieren als zentraler

Schrittmacher anzusehen ist.

Licht trifft auf die Netzhaut von Saugetieren und wird als Signal von verschiedenen
Photorezeptoren wahrgenommen. Fir das photische Entrainment des SCN sind vor
allem nicht-visuelle Photorezeptoren in intrinsisch photosensitiven retinalen
Ganglionzellen (ipRGCs) von Bedeutung, da visuelle Blindheit durch Verlust der
Zapfen und Stabchen im Tiermodell keinen Einfluss auf circadiane Reaktionen auf
Licht zeigte (Foster et al. 1991). Die ipRGCs sind entscheidend fur die lichtabhangige
Synchronisierung der circadianen Uhr, indem sie bei Licht depolarisieren (Berson et
al. 2002). Das von ihnen exprimierte Photopigment Melanopsin bewirkt die intrinsische
Lichtempfindlichkeit dieser Zellen (Hattar et al. 2002; Hannibal et al. 2002). Eine
fehlende Melanopsin-Expression fuhrt zu einer stark abgeschwachten
Phasenverschiebung durch Licht (Panda et al. 2002b). Die ipRGCs ubermitteln ihre
photischen Informationen direkt tGber den retinohypothalamischen Trakt (RHT) an die
suprachiasmatischen Kerne (Moore und Lenn 1972). Bei dieser Signalprojektion nach
photischer Stimulation der ipRGCs werden Glutamat (Castel et al. 1993) und
hypophysares Adenylatzyklase-aktivierendes Peptid (PACAP) (Hannibal et al. 1997)
als Neurotransmitter im synaptischen Spalt freigesetzt. Dadurch kommt es u.a. auch
zur Induktion von Uhrengenen im SCN (Shearman et al. 1997) und letztlich zur

Phasenverschiebung und Anpassung des SCN an den Licht-Dunkel-Rhythmus.

In fast allen peripheren Geweben auflerhalb des SCN wurden zusatzlich autonome
circadiane Oszillatoren entdeckt, beispielsweise konnten in Leber, Lunge und der
Skelettmuskulatur durch Explantatkulturen robuste und autonome circadiane
Rhythmen identifiziert werden (Yamazaki et al. 2000; Yoo et al. 2004; Yamamoto et al.
2004), wobei diese gewebespezifische Abweichungen in der circadianen Periode

aufweisen (Yoo et al. 2004). Sogar kultivierte immortalisierte Rat-1 Fibroblasten
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weisen nach Serumschock circadiane Genexpression auf (Balsalobre et al. 1998).
Viele Gene in peripheren Organen zeigen eine gewebeabhangige circadiane
Transkriptions-Rhythmik (Panda et al. 2002a; Zhang et al. 2014). In Zusammenschau
dieser Ergebnisse und nicht zuletzt durch den Nachweis, dass SCN-abhangige
Verhaltens- oder Blutsignale ausreichen, um circadiane Rhythmen in peripheren
Organen wie Leber und Niere zu synchronisieren (Guo et al. 2005), spricht man bei
Saugetieren von einem hierarchischen Aufbau der circadianen Uhr mit dem SCN als
zentrale Uhr, welche die autonomen peripheren Uhren Uber verschiedene Signale

synchronisiert (siehe Abb.1).
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Abb. 1: Hierarchischer Aufbau der circadianen Uhr

K

Die circadiane Uhr unterliegt einem hierarchischen Aufbau mit einer zentralen circadianen Uhr im SCN,
die durch Licht tber den RHT synchronisiert wird. Periphere Uhren wiederum werden durch den SCN
Uber verschiedene Signalwege durch die zentrale Uhr synchronisiert. Bearbeitet nach (Reinke und
Asher 2019).

Das Entrainment der peripheren circadianen Uhren erfolgt sowohl durch SCN-
abhangige, als auch SCN-unabhangige Signale (siehe Abb.1). Die SCN-abhangige
Synchronisierung peripherer Uhren geschieht Gber das neuroendokrine und autonome
Nervensystem (Buijs et al. 1999a; Buijs et al. 1999b), durch direkte polysynaptische
Verbindungen zwischen SCN und Organen, wie beispielsweise der Leber (La Fleur et
al. 2000), aber auch Uber Hormone wie Glucocorticoide, fur deren Rhythmus ein
intakter SCN notig ist (Moore und Eichler 1972) und die eine Phasenverschiebung in
peripheren Geweben induzieren kdnnen (Balsalobre et al. 2000). Externe
Umgebungstemperaturrhythmen koénnen ebenfalls dem Entrainment peripherer
Oszillatoren, nicht aber dem des SCN dienen (Brown et al. 2002).Dartber hinaus sind
Ruhe-Aktivitatszyklen und Futterungs-Fasten-Rhythmen fir viele periphere Organe

wichtige Zeitgeber (Dibner et al. 2010). So konnte gezeigt werden, dass die Fltterung
3



von Mausen gegenphasig zum normalen Ruhe-Aktivitatszyklus die Phasen peripherer
Gewebe umkehrt und vom SCN entkoppelt, was der Nahrungsaufnahme als Zeitgeber
eine dominante Wirkung auf periphere Oszillatoren zuschreibt (Damiola et al. 2000;
Stokkan et al. 2001).

1.3 Medizinische Bedeutung circadianer Storungen

Viele, wenn nicht fast alle physiologischen Korperprozesse werden von der
circadianen Uhr koordiniert, wie beispielsweise Korpertemperatur, Urinausscheidung
und Aktivitdtsverhalten (Aschoff 1965), tageszeitabhangiger Blutdruck und
Herzfrequenz (Millar-Craig et al. 1978). Aber auch die Wundheilung durch eine
circadiane Aktindynamik und rhythmische Fibroblastenmobilisierung (Hoyle et al.
2017), die angeborene entziindliche Immunfunktion durch circadiane Uhren in
Makrophagen (Keller et al. 2009) und diverse Stoffwechselvorgange (Reinke und

Asher 2019) werden in Zusammenspiel mit dem circadianen System gesteuert.

Es wird vermutet, dass sich das circadiane System durch adaptive Evolution in
periodischen Umgebungen entwickelt hat und einen Uberlebensvorteil bietet
(Paranjpe und Sharma 2005), da in Tierexperimenten gezeigt werden konnte, dass
eine Lasion des SCN zu einem gestorten Rhythmus des Winterschlafs (Ruby et al.
1996) und zu einer niedrigeren Uberlebensrate eines Angriffs fiihrte (DeCoursey et al.
1997). Zusammenfassend ist es flir Saugetiere und dementsprechend auch fiir den
Menschen essenziell, dass die Maschinerie der circadianen Uhr intakt bleibt und ohne

Storungen ablaufen kann.

Einer funktionierenden circadianen Uhr steht die moderne Lebensweise kontrar
gegenuber, durch die der Mensch nicht mehr nur den natarlichen
Umgebungsveranderungen ausgesetzt ist. Die Zeitumstellung auf die Sommerzeit,
Reisen Uber Zeitzonen hinweg, Schichtarbeit, Social Jetlag, kunstliches Licht in der
Nacht und permanentes Nahrungsangebot konnen zu einer Abschwachung naturlicher
Zeitgeber fUhren und in einer circadianen Fehlausrichtung resultieren, die mit etlichen
somatischen, als auch psychiatrischen Krankheiten assoziiert ist und in Bezug auf
Volkskrankheiten einen neuen Ansatz bieten konnte (Baron und Reid 2014; Finger et
al. 2020). So erfahrt die circadiane Uhr eine enorme Herausforderung durch nachtliche
Lichtverschmutzung, von der mittlerweile 80 % der Menschheit betroffen sind; zwei



Drittel der Weltbevolkerung in einem solchem Malde, dass die Milchstral3e nicht mehr
zu sehen ist (Falchi et al. 2016).

Eine weitere Ursache fir circadiane Stérungen vieler Menschen stellt der Social Jetlag
(SJL) dar, eine chronische Form des Jetlags, der durch eine Diskrepanz der
endogenen, biologischen Uhr und der sozialen Uhr entsteht, die durch das Arbeits-
und Sozialleben vorgegeben wird (Wittmann et al. 2006). Besonders betroffen hiervon
ist der spate Chronotyp, der durch endogene spate Einschlafzeiten und sozial friihe
Aufwachzeiten wahrend der Arbeitswoche ein Schlafdefizit generiert, das an freien
Tagen durch langeren Schlaf kompensiert wird (Roenneberg et al. 2003; Wittmann et
al. 2006). Diese Verschiebung des Schlaf-/Aktivitatszyklus um mehrere Stunden
kommt einem klassischen Jet Lag gleich und wird mit einem Stimulanzienkonsum von
Nikotin, Alkohol und Koffein in Verbindung gebracht (Wittmann et al. 2006). Die
Auswirkungen des SJL sind zahlreich, so korreliert er negativ mit akademischen
Leistungen von Studenten (Haraszti et al. 2014), ist mit einem niedrigeren High Density
Lipoprotein (HDL)-Spiegel und hoéheren Triglycerid- und Nuchtern-Insulin-Werten
assoziiert, die kardiometabolische Risikofaktoren darstellen (Wong et al. 2015). Zudem
ist der SJL ein Risikofaktor flr die Entwicklung einer Depression und ist mit einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit flr depressive Symptome verbunden (Levandovski et al.
2011; Islam et al. 2020). Interessanterweise konnten wahrend des Lockdowns in der
COVID-19-Pandemie gleichmaligere Schlafzeiten mit einer Schlafverschiebung an

Wochentagen und einem verringerten SJL beobachtet werden (Leone et al. 2020).

Ein weiterer Ausloser circadianer Fehlausrichtungen ist die Arbeit in Nachtschichten
(siehe Abb.2), von der mittlerweile ca. 15-20 % der Menschen in Industrienationen
betroffen sind (Walker, W. H., 2nd et al. 2020). Dabei resultiert Schichtarbeit in einem
partiellen Schlafdefizit, das sich besonders auf Arbeithehmer in 12-Stunden-Schichten
und Dauernachtschichten auswirkt und einen SJL von etwa drei Stunden bei
Schichtarbeitern hervorruft (Casjens et al. 2022). Bei dem Wechsel von
Nachtschichten auf andere Schichten bendétigt die circadiane Uhr ca. zwei Tage flur die
Wiederherstellung eines zyklisch synchronen Cortisolprofils, was fur eine gestorte
circadiane Hormonausschittung durch Nachtschichten spricht (Niu et al. 2015).
Nachtschichtarbeit ist mit weitreichenden gesundheitlichen Folgen verbunden, so ist
die Gesamtmortalitat und die Sterblichkeit aufgrund von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
bei weiblichem Pflegepersonal in rotierenden Nachtschichten signifikant hoher (Gu et

al. 2015). Nachtschichtarbeiter weisen ein héheres Risiko flir Typ-2-Diabetes auf, das
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mit der Anzahl von Nachtschichten pro Monat korreliert (Vetter et al. 2018), und in den
pankreatischen Inselzellen von Typ-2-Diabetes Patienten konnten circadiane Uhren
mit verminderten rhythmischen Amplituden gefunden werden, die vermutlich zu einer
verminderten Insulinsekretion fuhren (Petrenko et al. 2020). Des Weiteren sind
Nachtschichten mit einem héheren Risiko flr psychische Erkrankungen und Asthma
assoziiert (Bara und Arber 2009; Maidstone et al. 2021) aber auch mit einer signifikant
héheren Wahrscheinlichkeit fur Vorhofflimmern im Vergleich zu Tagarbeitern (Wang et
al. 2021a).

Angesichts dieser enormen Auswirkungen von circadianen Fehlausrichtungen, die
einen Grolteil der Bevélkerung betreffen, sollte die moderne Medizin und die
Gesellschaft der circadianen Uhr mit ihren vom Menschen geschaffenen Stérfaktoren
eine bedeutsamere Rolle in Krankheitsentstehungen einrdumen und die notwendige

Intaktheit dieses Mechanismus fur eine gesunde Lebensweise gewahrleisten.

Circadian
Misalignment /\
Circa n drive |

Abb. 2: Nachtschicht als Stérfaktor der circadianen Uhr

Schichtarbeit (unteres Feld) fuhrt zu einer Verschiebung des circadianen Antriebs (blaue Linie) und zu
einem hdheren Schlafverlangen (griin) im Vergleich zur Tagarbeit (oberes Feld) (Linz et al. 2021).



1.4 Funktionsweise des molekularen Oszillators

Circadiane Uhren sind molekulare Oszillatoren, die aus negativen transkriptionellen-
translationalen Rickkopplungsschleifen bestehen und einen 24-Stunden-Zyklus der
Genexpression gewahrleisten (Partch et al. 2014; Takahashi 2017). Der positive
Schenkel der Kernschleife des molekularen Uhrwerks wird gebildet durch das
Heterodimer der Proteine Brain and muscle ARNT-Like 1 (BMAL1) und Circadian
locomotor output cycles protein kaput (CLOCK), das an E-box-Elemente im
Promotorbereich der Period1-, Period2-, Period3-Gene (Per1, Per2, Per3) und der
Cryptochrome1- und, Chryptochrome2-Gene (Cry1, Cry2) bindet und die Transkription
dieser Gene aktiviert (Gekakis et al. 1998; Yoo et al. 2005). Die PER- und CRY-
Proteine stellen den negativen Schenkel der Kernschleife dar, reichern sich im
Zytoplasma an und bilden zusammen mit Caseinkinase 1 (CSNK1) einen
zytoplasmatischen PER-Komplex, der in den Nukleus transloziert wird, wo er durch
Bindung an das BMAL1:CLOCK Heterodimer den nuklearen PER-Komplex formt und
die Expression von Per- und Cry-Genen hemmt (siehe Abb.3) (Kume et al. 1999; Aryal

et al. 2017).

cRY "

BMAL1  CLOCK

. - o
E-box
. Poised state complex CK1 CRY
e
PER p
S
CRY

BMAL1 CLOCK JE*T il
Cry

RGD."@SS{‘C”

— R
Repressor complex

Proteasomal
degradation

Abb. 3: Molekularer Oszillator

Die Basis des molekularen Oszillators bildet eine zentrale Rickkopplungsschleife: Das Heterodimer aus
den Transkriptionsaktivatoren BMAL1 und CLOCK bindet an E-Box-Elemente und aktiviert die
Expression von PER und CRY. PER- und CRY-Proteine reichern sich in einem zytoplasmatischen
Komplex mit CSNK1D und GAPVD1 an und werden in den Nukleus transportiert, wo sie ihre eigene
Expression durch Bindung an BMAL1:CLOCK hemmen. Verandert nach (Narasimamurthy und Virshup

2021).
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CLOCK und BMAL1 haben aber nicht nur in der Kernschleife die Funktion als
Transkriptionsaktivatoren, sondern auch in einer weiteren, stabilisierenden
Ruckkopplungsschleife, in der sie die Expression der nuklearen Rezeptoren RAR-
related orphan receptors (ROR) und REV-ERBa (auch nuclear receptor subfamily 1
group D member 1; NR1D1) antreiben, welche wiederum die Expression von BMAL1
entweder hemmen (REV-ERBa) oder aktivieren (ROR) (Preitner et al. 2002; Sato et
al. 2004; Guillaumond et al. 2005; Ueda et al. 2002).

Neben den transkriptionellen-translationalen  Ruckkopplungsschleifen  des
molekularen Oszillators, deren Durchlaufen ohne die Beteiligung weiterer molekularer
Mechanismen nur wenige Stunden dauern wirde, sind retardierende Mechanismen
wie posttranslationale Modifikationen durch beispielsweise Phosphorylierung,
Ubiquitinierung und Acetylierung notwendig, um eine endogene Periodenlange von
ungefahr 24 Stunden zu generieren (Gallego und Virshup 2007; Hirano et al. 2016).
So ist der Phosphoswitch (siehe Kapitel 1.5) ein wichtiger Prozess, in dem CSNK1D
die Stabilitat und den Abbau von PER2 reguliert und damit auch die Periodenlange
beeinflusst (Zhou et al. 2015).

1.5 CSNK1D in der circadianen Uhr

Die Casein Kinase 1 Delta (CSNK1D) gehort in der Superfamilie der Proteinkinasen
zu den Serin/Threonin-Kinasen. Uber die posttranslationale Modifikation von Proteinen
durch Phosphorylierung ist sie an der Regulation zellularer Prozesse beteiligt und in

eukaryontischen Organsimen ubiquitar vorhanden (Knippschild et al. 2005).

In der circadianen Uhr ist CSNK1D ein wichtiger Bestandteil wesentlicher Ablaufe.
Zusammen mit PER und CRY bildet CSNK1D in der zentralen Riickkopplungsschleife
einen Proteinkomplex, der mit dem CLOCK:BMAL1 Heterodimer den nuklearen PER-
Komplex formt und so die Per- und Cry-Genexpression hemmt (Aryal et al. 2017; Lee
et al. 2001). Auch hat CSNK1D eine regulatorische Funktion in der negativen
Ruckkopplungsschleife. Zusammen mit Casein Kinase 1 Epsilon (CSNK1E) modifiziert
sie Uhrenproteine posttranslational. Beispielsweise werden PER-Proteine durch die
Kinasen phosphoryliert und damit ihre subzellulare Lokalisation hin zum Nukleus
beeinflusst, sowie der Abbau von PER-Proteinen eingeleitet (Lee et al. 2001; Akashi
et al. 2002). Somit beeinflusst die Phosphorylierung die PER2-Stabilitat und den PER-



Abbau, gesteuert von CSNK1D/E und Phosphatasen (Gallego und Virshup 2007;
Virshup et al. 2007).

Durch die Mitwirkung als Uhrenprotein an zentralen Prozessen der circadianen Uhr
konnen Mutationen in Csnk1d auch zu Schlafstérungen durch Verschiebung der
Schlafphase fuhren z.B. bei dem familial advanced sleep phase syndrome (FASPS),
wo der interne Rhythmus betroffener Personen um etwa dreieinhalb Stunden
vorverlagert ist (Reid et al. 2001; Xu et al. 2005).

Es wird angenommen, dass CSNK1D die Bindungsaffinitat von CLOCK:BMAL1 an die
DNA verringert und so die Dissoziation von dieser fordert (Aryal et al. 2017). Dartber
hinaus ist die temperaturunempfindliche CSNK1D-abhangige Phosphorylierung als
einer der wichtigsten, die Periode circadianer Uhren bestimmenden Prozesse
identifiziert worden, da der Knockdown von CSNK1D eine deutliche
Periodenverlangerung auf mehr als 28 h zeigt (Isojima et al. 2009). Auch bei
Vorhandensein eines funktionellen  Csnk1d-Allels konnte eine geringe
Periodenverlangerung beobachtet werden, vermutlich wie auch in CSNK1D-
defizienten Leberzellen durch verringerte PER-Phosphorylierung (Etchegaray et al.
2009). Durch ein Gleichgewicht zwischen CSNK1D/E und Proteinphosphatase 1 wird
die PER2-Phosphorylierung gesteuert, wobei eine Deletion von CSNK1D zu einer
deutlich niedrigeren Phosphorylierungsrate flihrt und es zu einer zytoplasmatischen
Akkumulation von PER2 durch fehlende Translokation kommt (Lee et al. 2011).

PER2 besitzt zwei CSNK-abhangige Phosphorylierungsstellen, eine davon ist die
FASP-Stelle, deren Mutation eine der Grundlagen fir das FASPS ist und eine Priming-
Phosphorylierung dieser Region und somit auch die anschlieliende Phosphorylierung
durch CSNK mit nachfolgender Stabilisierung von PER2 blockiert (Toh et al. 2001,
Vanselow et al. 2006). Bei der zweiten Phosphorylierungsstelle handelt es sich um die
beta-transducin  repeat-containing  protein  (b-TrCP)-Bindungsstelle,  auch
Phosphodegron-Stelle genannt, durch deren Phosphorylierung TrCP binden kann und
den Ubiquitin-vermittelten Abbau von PER2 reguliert (Eide et al. 2005; Zhou et al.
2015; Narasimamurthy und Virshup 2021). Dieser Mechanismus, in dem CSNK1D
durch die Phosphorylierung an den zwei entgegengesetzt wirkenden FASP- und TrCP-
Stellen von PER2 zwischen Stabilisierung und Abbau umschaltet, wird als
Phosphoswitch bezeichnet (Zhou et al. 2015). Somit steuert CSNK1D im
Phosphoswitch-Modell die PER2-Stabilitat, indem die Phosphorylierung an der FASP-
Stelle eine Phosphorylierung an der TrCP-Stelle blockiert (Zhou et al. 2015). Die
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Autoren konnten in ihrer Arbeit ebenso zeigen, dass der Phosphoswitch eine
entscheidende Komponente in der Temperaturkompensation der circadianen Uhr ist,
da eine héhere Temperatur eine erhéhte Phosphorylierung der FASP-Stelle und damit
eine Stabilisierung von PER2 zur Folge hat, wodurch die Periode bei héheren
Temperaturen verldngert wird, was den beschleunigten Reaktionsraten im

molekularen Oszillator entgegenwirkt (Zhou et al. 2015).

Behrend et al. konnten nachweisen, dass CSNK1D dartber hinaus regulatorischer
Bestandteil des Zellzyklus ist, da es in der Interphase mit Mikrotubuli assoziiert ist und
bei DNA-Schéadigung zu den Zentrosomen und dem Spindelapparat mobilisiert wird
(Behrend et al. 2000).

Zudem ist CSNK1D in der DNA-Schadensantwort involviert, indem CSNK1D den
Tumorsupressor p53 phosphoryliert und eine Uberexpression von CSNK1D in einer
Hyperphosphorylierung des N-Terminus von p53 resultiert (Knippschild et al. 1997).
DarUiber hinaus konnte dieselbe Arbeitsgruppe nachweisen, dass zellularer Stress
durch p53 zu einem erhéhten Proteinlevel von CSNK1D fihrt und eine
Ruckkopplungsschleife zwischen CSNK1D und p53 existiert. DNA-Schaden durch
ionisierende  Strahlung resultieren beispielsweise in einer N-terminalen
Phosphorylierung von p53 an Threonin 18 und vorgelagert an Serin 15 durch CSNK1,
die die Interaktion von p53 und seinem Regulator Murine double minute 2 (MDM2)
stark herabsetzt, wodurch die Transkriptionsaktivitat von p53 zunimmt (Shieh et al.
1997; Sakaguchi et al. 2000). Andere Untersuchungen zeigten auf3erdem, dass
CSNK1D als Reaktion auf einen DNA-Schaden in den Nukleus verlagert wird, mit
MDM2 interagiert und dieses an mehreren Stellen phosphoryliert um dessen Abbau
einzuleiten (Inuzuka et al. 2010). Eine Inaktivierung von CSNK1D wiederum |6st eine
MDM2 Anreicherung und damit eine verminderte Aktivitdt von p53 aus, was zu einer

Resistenz gegeniiber Apoptose filhren kann (Inuzuka et al. 2010).

19 277 o o095

trosomal oca Zaton sgnal

Abb. 4:Struktur von CSNK1D

Es existieren zwei CSNK1D-Isoformen unterschiedlicher Proteinlangen (hellblau) mit einer Kinase-
Domane (dunkelblau) und autoinhibitorischen Phosphorylierungsstellen am C-Terminus des Proteins
(rot). Verandert nach (Schittek und Sinnberg 2014).
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1.6 GAPVD1 als Komponente des PER-Komplexes

Das Protein GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1
(GAPVD1) ist eine Komponente des PER-Komplexes und als Interaktionspartner von
PER2 im Zytoplasma identifiziert worden (siehe Abb.3) (Ilbrahim et al. 2021; Aryal et
al. 2017). Es wurde sowohl auf intrazellularen Vesikeln als auch auf der
Plasmamembran lokalisiert und besitzt zwei funktionelle Doménen (siehe Abb.5): eine
Rab-GEF-Domane, auch als VPS9-Doméane bezeichnet, am C-Terminus des Proteins
und eine Ras-GAP-Domane am N-Terminus, die eine Spezifitat fur Ras aufweist und
dessen GTP-Hydrolyseaktivitat stimuliert (Hunker et al. 2006). Durch die katalytische
Rab-GEF-Domane wirkt GAPVD1 als GTP-Austauschfaktor (GEF) und interagiert mit
Ras-related protein in brain 5 (RABS), indem es dieses aktiviert (Hunker et al. 2006;
Sato et al. 2005). RAB5 ist an der Endozytose beteiligt und wurde an der
Plasmamembran und frithen Endosomen nachgewiesen (Chavrier et al. 1990). RABS
reguliert in der Endozytose den u.a. Clathrin-vermittelten Transport zwischen diesen
beiden Zellorganellen (Bucci et al. 1992). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
RABS die Endosomenmotilitat entlang der Mikrotubuli und damit auch die intrazelluléare
Verteilung der friihen Endosomen steuert (Nielsen et al. 1999). Uber eine Interaktion
mit CIP4 ist GAPVD1 zudem ein Regulator des insulinstimulierten GLUT4-Transport
in Adipozyten (Lodhi et al. 2007). Es wird auch angenommen, dass die Regulierung
von RAB5 an altersbedingten Veranderungen der neuronalen Funktion beteiligt ist
(Sann et al. 2012). Somit ist GAPVD1 ein Protein, das Uber seine katalytischen

Domanen in zahlreichen Zellprozessen und Signalwegen integriert ist.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde GAPVD1 als neuer Bestandteil des reifen
zytoplasmatischen PER-Komplexes identifiziert, in dem auch CSNK1D enthalten ist
(Aryal et al. 2017), und die Frage wurde aufgeworfen, welche Funktion aus dieser

madglichen Protein-Protein-Interaktion im zytoplasmatischen PER-Komplex resultiert.

1 1478
142 356 1184 1478

Abb. 5: Struktur von GAPVD1
GAPVD1 weist zwei funktionelle Domanen, eine Ras-GAP-Domane am N-Terminus und eine

VPS9/Rab-GEF-Domane am C-Terminus, auf. Diese befinden sich an den dargestellten
Aminosaurepositionen des Proteins, angefertigt nach (Hunker et al. 2006).
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1.7 Zielsetzung

Unsere Arbeitsgruppe konnte durch biochemische Reinigung PERZ2-enthaltender
Proteinkomplexe zeigen, dass PER2 mit GAPVD1 co-immunoprazipitiert und durch
weitere Versuche, dass GAPVD1 mit PER2 im Zytoplasma interagiert (Ibrahim et al.
2021). Zusatzlich wurde in anderen Vorarbeiten GAPVD1 in einem Proteinkomplex mit
CSNK1D und PER?2 identifiziert (Aryal et al. 2017; Kategaya et al. 2012). Daher sollte
in dieser Arbeit die Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 in der
circadianen Uhr durch eine unabhangige Methode, den sogenannten Proximity
Ligation Assay (PLA) nachgewiesen und deren intrazellularen Lokalisation identifiziert
werden. Die subzellulare Charakterisierung der moglichen Interaktion durch den PLA
konnte neben einer Bestatigung der Interaktion auch einen Ansatz bieten, um die
Funktion eines Zusammenspiels von CSNK1D und GAPVD1 in der circadianen Uhr

und deren gegenseitigen Einfluss aufeinander genauer verstehen zu kdnnen.
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2 Material
2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung

HT1080

Humane Fibrosarkomzellen,
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), #DSM ACC 315, Braunschweig,

Deutschland

HT1080 PER2-GFP

Exprimieren stabil PER2-GFP,
(Kalfalah et al. 2016)

2.1.2 Medien und Losungen

Tabelle 2: Zellkulturmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

Antibiotikumfreies Medium

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)+GlutaMAX-| versetzt mit 10 % fetales
Kalberserum (FCS)

Einfriermedium

10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 40 % Nahrmedium,
50 % FCS

Nahrmedium

DMEM+GlutaMAX-I versetzt mit 10 % FCS, 100 U/mL
Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin

Selektionsmedium

DMEM+GlutaMAX-| versetzt mit 10 % FCS, 100 U/mL
Penicillin, 100 pyg/mL Streptomycin und 100 pg/mL
Hygromycin B

Serumfreies Medium

DMEM+GlutaMAX-I versetzt mit 100 U/mL Penicillin
und 100 pg/mL Streptomycin

Tabelle 3: Zellkulturlésungen

Bezeichnung

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Sigma, St.Louis, USA
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fetales Kalberserum (FCS)

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

Hygromycin

Sigma, St.Louis, USA

Penicillin- (10.000 U/mL) und
Streptomycinlosung (100 pg/mL)

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

(Ca2+-; Mg2+-frei)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

(EDTA)-Lésung (0,5 %)

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

2.2 Puffer und Stammlosungen

Tabelle 4: Puffer und Stammlésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

10x Laemmli-Puffer

312mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)/HCI (pH 6,8), 50 % Glycerin,
10 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,4 %

Bromphenolblau

10x PBS (Phosphat-gepufferte

Salzlésung)

1,4 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na2HPO4 2H20,
18 mM KH2PO4

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

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

6x Laemmli-Ladepuffer (1 mL)

600 uL 10x Laemmli-Puffer, 20 % SDS, 1M
Dithiothreitol (DTT), 250 mM Pefa, 260 uL H20

5x Laemmli-Puffer

Tris/HCI pH 6, 156,25 mM 25 % Glycerin, 5 %
SDS, 50 mM DTT, ad 10 ml H20, 1 Spatelspitze

Bromphenolblau

1x Laemmli-Ladepuffer (1 mL)

200 pL 5x Laemmli-Puffer, 100 pL 10 % SDS,
10 uL DTT, 10 uL Pefa, 680 uyL H20

1x TGS-Laufpuffer

100 mL 10x TGS, 900 mL H20

Phosphat-gepufferte Salzl6ésung
mit Tween20 (PBS-T) (1 L)

100 mL 10x PBS, 1 mL Tween20 (0,1 %), 999 mL
H20

Tris-gepufferte Salzlésung mit
Tween20 (TBS-T)

10x Tris-gepufferte Kochsalzlésung,
0.1% Tween20

Transferpuffer Western Blot

48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20% Methanol
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2.3 Antikorper

2.3.1 Primare Antikorper

Tabelle 5: Primare Antikorper

Antikorper | Antigen | Ur- Verdiinnung | Produkt- | Hersteller
sprung | IF, PLA/WB nummer
Anti- Calnexin | Kanin- -/1:10000 in C4731 Sigma, St.Louis,
Calnexin chen (K) | 2,5 % Milch USA
Anti- CSNK1D | Maus 1:2500/1:1000 | ab85320 | Abcam,
CSNK1D (M) in 5 % Milch Cambridge,
England
Anti- CSNK1D | K 1:100 -1:300/- | #12417 Cell Signaling
CSNK1D Technology,
Danvers,Massa-
chusetts, USA
Anti- GAPVD1 | K 1:300/1:2000 | NBP1- Novusbio,
GAPVD1 in 5 % Rinder- | 19156 Centennial,
serumalbumin Colorado, USA
(BSA)
Anti-GFP GFP M 1:400/1:1500 | G6539 Sigma, St.Louis,
in 2,5 % Milch USA
Anti-PER2 | PER2 K 1:150/1:200 in | 20359-1- | Proteintech,
5 % BSA AP Rosemont,
lllinois, USA
2.3.2 Sekundare Antikorper
Tabelle 6: Sekundare Antikorper
Antikorper Ursprung | Verdinnung | Produkt- | Hersteller
nummer
Cy3-gekoppelter Anti- | Ziege 1:3200 111-166- | Jackson
Kaninchen IgG 003 ImmunoResearch,
Antikorper Ely, England
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Cy3-gekoppelter Anti- | Ziege 1:3200 115-165- | Jackson
Maus IgG Antikorper 205 ImmunoResearch,
Ely, England

ECL Anti-Kaninchen Esel 1:10000 NA934V | GEHealthcare,
IgG Antikorper, mit Buckinghamshire,
Meerrettichperoxidase England
gekoppelt
ECL Anti-Maus IgG Schaf 1:40000 NA931V | GEHealthcare,
Antikorper, mit Buckinghamshire,
Meerrettichperoxidase England
gekoppelt

2.4 siRNA

Tabelle 7: siRNAs
Bezeichnung Produkthummer Hersteller

siCSNK1D Pool

L-003478-01-0005

Dharmacon, Lafayette,
Colorado, USA

siGAPVD1 Pool

L-026206-01-0005

Dharmacon, Lafayette,
Colorado, USA

siNT Pool

D-001810-10-05

Dharmacon, Lafayette,
Colorado, USA

2.5 Sonstige Proteine

Tabelle 8: Sonstige Proteine

Protein

Hersteller

Milchpulver (fettarm)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, St.Louis, USA

Ziegenserum

Sigma, St.Louis, USA
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2.6 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 9: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

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

Sigma, St.Louis, USA

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenol-Blau

Merck, Darmstadt, Deutschland

dH20

Merck, Darmstadt, Deutschland

DharmaFECT 1 Transfection Reagent

Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Sigma, St.Louis, USA

Dithiothreitol (DTT)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
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
Na2HPO4 Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaCl VWR International, West Chester,

Pennsylvania, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma, St.Louis, USA

Pefa

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Polyacrylamid Rotiphorese Gel 30

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Sigma, St.Louis, USA

Trypanblau Farbstoff 0,4%

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Tween20

Sigma, St.Louis, USA
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2.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

4 Chamber Polystyrene Vessel Tissue
Culture Treated Glas Slide BD Falcon

BD Biosciences Bedford, USA

15 mL BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

50 mL BD Falcon Tube

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

6-Well-Zellkultur-Multischale,Nunclon
Delta Surface’

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

Danemark

Color Prestained Protein Standard,

Broad Range

New England Biolabs, Frankfurt am

Main, Deutschland

Countess®-Cell-Counter Slides

Invitrogen, Carlsbad, USA

Fast and Shiny Base and Top Coat

KIKO Milano, Bergamo, Italien

Gel Kassetten Novex, 1 mm

Invitrogen, Carlsbad, USA

High Precision Microscope Cover Glas-
ses, 24x60 mm, 170 £5 ym No. 1.5H

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Immobilon-P Polyvinylidenfluorid (PVDF)

Transfermembran

Millipore, Bedford, USA

KB+-Marker Invitrogen, Carlsbad, USA

p-Slide 4 Well Ibidi, Martinsried, Deutschland
p-Slide 8 Well Ibidi, Martinsried, Deutschland
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago,

USA

Petrischale 100x100x20 mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

PVDF-Transfermembran

Millipore, Bedford, USA

Whatman Filterpapier

GEHealthcare, Buckinghamshire,

England

Zellkulturflasche (klein, T25)

Thermo Scientific, Ntrnbrecht,

Deutschland

Zellkulturschale (9@ 15 cm)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
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2.8 Kits

Tabelle 11: Kits

Bezeichnung

Hersteller

Duolink In Situ Detection Reagents
Red

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

5x Duolink Amplification Red

5x Duolink Ligation

1x Duolink Ligase (1 U/uL)

1x Duolink Polymerase (10 U/pL)

Duolink In Situ PLA Probe Anti-Mouse
MINUS

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

5x Duolink PLA Probe Anti-Mouse
MINUS

1x Duolink Antibody Diluent

1x Duolink Blocking Solution

Duolink In Situ PLA Probe Anti-Rabbit
PLUS

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

5x Duolink PLA Probe Anti-Rabbit PLUS

1x Duolink Antibody Diluent

1x Duolink Blocking Solution

Duolink In Situ Wash Buffers,

Fluorescence

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3x Duolink Wash Buffer A

1x Duolink Wash Buffer B

Pierce ECL PLUS Western Blotting
Substrate

Thermo Scientific, Rockford, USA

Pierce ECL PLUS Solution A

Pierce ECL PLUS Solution B
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2.9 Gerate

Tabelle 12: Geréte

Bezeichnung

Hersteller

63x/1,25 NA Olimmersionsobjektiv

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Autoklav V150

Systec, Wettenberg, Deutschland

CO2-Inkubator Hera Cell

Heraeus, Hanau, Deutschland

Countess®-Cell-Counter

Invitrogen, Carlsbad, USA

Einfrierbehalter Cryo 1 °C Freezing

Container

Nalge Nunc, Rochester, New York, USA

Electrophoresis Power Supply EPS 301

GEHealthcare,
England

Buckinghamshire,

Feinwaage AE-166

Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Horizontale Gelelektrophoresekammer
Horizon 11.14

Biometra, Géttingen, Deutschland

Kippschuttler WT 16

Biometra, Gottingen, Deutschland

Luminescent image analyzer LAS4000

Fujifilm, Tokyo, Japan

Magnetruhrer IKAMAG RCT

IKA-Werke, Staufen, Deutschland

Orbitalschuttler GFL 3015

Gesellschaft fur Labortechnik,

Burgwedel, Deutschland

pH-Meter Climatic 766

Knick, Berlin, Deutschland

Sterilbank Herae Safe

Heraeus, Hanau, Deutschland

TransBlot SD SemiDry Transfer Cell

BioRad, Hercules, USA

Vertikale Polyacrylamidgel-
Elektrophoresekammer: Novex-Mini-
Cell-Gelkammer

Invitrogen, Carlsbad, USA

Ultrasound Homogenizer Sonopuls

Bandelin, Berlin, Deutschland

Vortex Genie 2

Bender und Hobein AG, Minchen,

Deutschland

Wasserbad WB20

Medingen, Dresden, Deutschland

Zentrifuge Galaxy MiniStar

VWR

Deutschland

International, Darmstadit,

Zentrifuge Rotixa/P

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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2.10 Software

Tabelle 13: Software

Bezeichnung Hersteller

Adobe Photoshop Adobe, San Jose, USA

GraphPadPrism® 7 GraphPad Software Inc., LaJolla, USA

Imaged National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA

LAS4000 Fuijifilm, Tokyo, Japan

MetaMorph V6.3r6 Molecule Devices, Sunnyvale, USA

Microsoft Office Microsoft, Redmond, Washington, USA

Multi-Gauge GE, Healthcare, Chalfont St. Giles,
England
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung humaner Zellen

Die Kultivierung der verwendeten humanen Zelllinien (siehe Kapitel 2.1.1) fand bei
37 °C, feuchtigkeitsgesattigter Luft und 5 % CO2 in Medien statt (siehe Kapitel 2.1.2).
Fur den Wildtyp HT1080-Zellen wurde Nahrmedium verwendet, fur die HT1080-PER2-
GFP-Zellen hingegen Selektionsmedium. Beide Zelllinien wurden alle zwei bis drei
Tage passagiert. Hierzu wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und dann mit
0,5 % Trypsin/EDTA von der Kultivierungsflache gelost. Anschliefend wurden die
geldsten Zellen in entsprechendem Medium resuspendiert. Je nach Experiment und
Zelldichte wurde ein Funftel oder ein Zehntel der Zellsuspension in die neue

Zellkulturflasche gegeben.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Durch das Einfrieren, der sogenannten Kryokonservierung, kénnen Zellen zeitlich
unbefristet gelagert werden. Zum Konservieren wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen und dann mit 0,5 % Trypsin/EDTA von der Kultivierungsflache gelost. Die
entstandene Zellsuspension wurde in ein 15 mL BD Falcon Tube geflllt und
anschlieRend fir 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Danach konnte der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet in Einfriermedium (siehe Kapitel 2.1.2) resuspendiert
werden. Je 1 mL der Suspension wurden in ein Kryokonservierungsrohrchen gegeben.
Es folgte die Temperatursenkung auf -80 °C in einem mit Isopropanol gefillten
Kryobehalter. Nach 24 Stunden wurden die Zellen zur Lagerung in den -130 °C
Stickstofftank Uberfuhrt.

Fir die Rekultivierung der Zellen, wurden die Kryokonservierungsrohrchen fur wenige
Minuten im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die Zellen wurden in entsprechendem
Medium aufgenommen, in ein 15 mL BD Falcon Tube gegeben und pelletiert, sodass
anschlieBend der DMSO enthaltende Uberstand entfernt werden konnte. Zuletzt
wurden die Zellen mit Medium resuspendiert, in neue Zellkulturgefale Uberfuhrt und
kultiviert (siehe Kapitel 3.1.1)
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3.2 Proteinanalyse

3.2.1 RNA Interferenz

Durch das Einbringen von small interfering RNA (siRNA) in die Zellen durch
Transfektion, erfolgte eine experimentelle Herabregulierung der Expression von
Zielgenen. Dazu wurden jeweils 100.000 Zellen pro Wachstumsflache einer 6-Well-

Kulturplatte ausgesat und fur 24 h kultiviert (siehe Kapitel 3.1.1).

AnschlieRend wurde mit Ribonuklease-freiem Wasser eine 5 yM Stammldsung der
siRNA und non-targeting siRNA (siNT) angesetzt. In einem ersten Reaktionsgefal
wurden je siRNA/siNT und serumfreies Medium gemischt, in einem zweiten 15 mL BD
Falcon Tube DharmaFECT 1 Transfection Reagent und serumfreies Medium. Beide
Ansatze wurden 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Inhalt des ersten
Reaktionsgefalles wurde in das zweite Gefald gegeben, gemischt und erneut fir
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von antibiotikumfreiem Medium
und Entfernen des Mediums aus der 6-Well-Kulturplatte, wurden jeweils 3 mL der
entstandenen Losung auf die Zellen der entsprechenden Kammern pipettiert.
Zusatzlich wurden 3 mL antibiotikumfreies Medium in die Kammer der Negativkontrolle

gefullt.

Nach den ersten 24 h im Inkubator bei 37 °C wurde das Medium in allen Kammern
durch frisches, antibiotikumfreies Medium ersetzt und nach weiteren 48 h konnten die
behandelten Zellen fur die folgende Gewinnung von Gesamtproteinextrakten

verwendet werden.

3.2.2 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Um die zellularen Proteine fir die Western Blot-Analyse freizusetzen, wurden die
Zellen zunachst mit PBS gewaschen und trypsiniert. Es folgte das Abstoppen der
Reaktion durch antibiotikumfreies Medium und das Uberfihren der Zellsuspension in
ein 15 mL BD Falcon Tube. Danach wurden 10 pL der Suspension mit 10 pL
Trypanblau 0,4 % vermischt und mittels Countess®-Cell-Counter die Zellzahl und
Viabilitat der zu untersuchenden Zellen bestimmt. Durch das Zentrifugieren der
Zellsuspension fir 3 min bei 1200 rpm, konnte der Uberstand vollstéandig entfernt
werden. Nachfolgend wurden die Zellpellets in 100 pL 1x Laemmli-Puffer pro 1x 10”6

Zellen resuspendiert und in einem 1,5 mL Reaktionsgefal® fur 10 s bei 20 %
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Gerateleistung durch Ultraschall homogenisiert. Die Lysate wurden fur die Western
Blot-Analyse entweder sofort verwendet oder bei -20 °C flr einen spateren Zeitpunkt

gelagert.

3.2.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Far die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht, wurde
die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli (Laemmli 1970) genutzt. Hierzu wurden Trenngele mit 8 % Acrylamid-Anteil
(GAPVD1) oder 12 % Acrylamid-Anteil (CSNK1D) in eine Novex-Gel-Kassette
gegossen und mit Isopropanol tberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das
Isopropanol entfernt, die Trenngele mit einem 5 %igen Sammelgel beschichtet und die
Gelkassette in der Novex-Mini-Cell-Gelkammer eingespannt. AnschlieRend wurde die
Kammer mit 1x TGS-Laufpuffer aufgeflllt und die zuvor in 1x Laemmli-Puffer
eingefrorenen Proben bei 95 °C fur 5 min erhitzt. Danach wurden die Proben und der
Standardgrolienmarker Color Prestained Protein Standard, Broad Range zur
Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine auf das Gel aufgetragen. Bei 50-
150 V erfolgte die Gelektrophorese bis zum Erreichen des Gel-Endes durch die

Lauffront.

3.2.4 Western Blot Analyse

3.2.4.1 Elektrophoretischer Transfer

Nach Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE, wurden diese durch das
TransBlot SemiDry Transfer-System von BioRad auf eine PVDF-Membran ubertragen.
Fur den Transfer wurde das Gel fir 20 min in Transferpuffer equilibriert, wahrend die
PVDF-Membran flr 2 min in Methanol aktiviert, mit H2O gewaschen und ebenfalls kurz
in Transferpuffer equilibriert wurde. Auf die Grundplatte der Blotkammer, die Anode,
wurden zwei mit Transferpuffer getrankte Whatman-Filterpapiere aufeinander gelegt,
darlber die aktivierte PVDF-Membran. Es folgten wieder zwei Whatman-Filterpapiere
und als Abschluss des Aufbaus die Deckelplatte des Systems, die Kathode. Bei jedem
Aufbauschritt war darauf zu achten, dass mogliche Luftblasen entfernt wurden. Der
Transfer lief bei 15 V fir 15 min ab.
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3.2.4.2 Immunchemische Detektion

Es folgte das Blockieren von unspezifischen Proteinbindungsstellen in einer 5%igen
Milchpulverlésung (5 % Milchpulver in TBS-T), in der die Membran fur 1h bei
Raumtemperatur geschwenkt wurde. Der entsprechende Primarantikdrper wurde
entweder in 2,5-5%iger Milchpulverldsung oder 5%iger BSA/TBS-T-LOsung
hinzugegeben und schwenkend Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die
Membran dreimalig fur je 10 min in TBS-T gewaschen, um sie im nachsten Schritt in
einer 2,5%igen Lésung aus Milch/BSA und TBS-T mit dem Sekundarantikdrper zu
inkubieren. Nach 1h bei Raumtemperatur wurde die Membran drei weiteren
Waschschritten mit TBS-T fur je 10 min unterzogen, wonach die Immundetektion
mittels Chemolumineszenz durchgefuhrt wurde. Hierfur wurde das Pierce ECL Plus
Western Blotting Substrate-Kit genutzt, dessen Lésungen auf der Membran verteilt und
fur 4 min lichtdicht inkubiert wurden. Die Chemolumineszenz konnte nun mithilfe des
Kamerasystems ImageQuant LAS-400 detektiert werden, bei einer Expositionszeit von
30 s bis 3 min.

Zur Normierung wurde als Ladekontrolle Calnexin (CANX) eingesetzt und wie in

diesem Kapitel beschrieben verwendet.

3.2.5 Quantifizierung

Um die Western Blot-Analysen interpretieren zu konnen, mussten zunachst die
Intensitaten der Chemoluminiszenz-Bilder ausgewertet werden. Die Banden der
untersuchten Proteine und auch der Hintergrund wurden mit einer Messflache, einer
sogenannten Region of Interest (ROI), mittels der Multi-Gauge-Software hinterlegt und
die Intensitaten der markierten Flachen gemessen. Der Hintergrundwert wurde durch
das Programm subtrahiert, die Ergebnistabelle in Excel exportiert und hier auf siNT
normalisiertes Proteinlevel hin berechnet. Die bearbeiteten Werte konnten dann durch
GraphPad Prism® 7 als Graphen dargestellt und durch einen ungepaarten t-Test das

Signifikanzniveau ermittelt werden.
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3.3 Mikroskopie

3.3.1 Immunfluoreszenzfarbung und -Mikroskopie

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden die HT1080-Zellen mit einer Zelldichte von
2x1074 Zellen pro Wachstumsflache eines y-Slide 8 Well in antibiotikumfreien Medium
ausgesat und flr 24 h unter den beschriebenen Kultivierungsbedingungen inkubiert
(siehe Kapitel 3.1.1).

Nach Absaugen des antibiotikumfreien Mediums folgte ein Waschschritt mit auf 37 °C
erwarmtem PBS. Die Fixierung erfolgte durch Hinzugabe einer Losung aus 4 % PFA
in 37 °C warmen, antibiotikumfreien Medium fir 10 min bei RT. Danach schloss sich
ein Waschschritt mit PBS bei RT an, ehe dreimal fur jeweils 5 min 0,1 % Triton X-100
in die Kammern gegeben und somit die Permeabilisierung durchgeflhrt wurde. Nach
erneutem Waschschritt mit PBS bei RT wurde in jede Kammer 10 % Ziegenserum zum
Blockieren hinzugefligt und flir 60 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde nochmals
mit PBS bei RT gewaschen, bevor der Primarantikorper auf die Zellen gegeben wurde.
Hierzu wurden die verwendeten Antikdrper von verschiedenen Spezies und in
verschiedenen Konzentrationen mit 4 % Ziegenserum in PBS angesetzt und in die
jeweilige Kammer pipettiert, sodass die Oberflache vollstédndig bedeckt war. Uber

Nacht wurde die Kulturplatte dann bei 4 °C schwenkend gelagert.

Im nachsten Schritt wurde viermal fir je 10 min mit PBS gewaschen, der
Sekundarantikorper mit 4 % Ziegenserum in PBS gemischt und auf die
Kammerflachen Uberfuhrt. Unter lichtdichten Bedingungen wurde fur 1,5 h bei
Raumtemperatur auf dem Kippschittler inkubiert und anschlielend die Zellkerne mit
DAPI in einer Konzentration von 1:1000 in PBS gefarbt. Abschlieliend wurde das u-
Slide 8 Well viermal fur je 10 min in PBS gewaschen und die Zellen mit 10 % 10x PBS

in Glycerol eingedeckt, um das Ausbleichen zu verzogern.

Danach konnte mithilfe des Axiovert 100-Fluoreszenzmikroskopes und dem 63x/1,25
NA-Olimmersionsobjektiv mikroskopiert werden. Zuerst wurden Durchlichtaufnahmen
angefertigt, dann folgten die Fluoreszenzaufnahmen, wobei die Anregungs- und
Emissionswellenlangen 325-375 nm/435-485 nm fur DAPI und 533-557 nm/570-
620 nm fur Cy3 betrugen.

Mittels MetaMorph wurden die zuvor aufgenommenen Mikroskopiebilder bearbeitet,

indem die Durchlichtaufnahmen in Grau, die DAPI-Aufnahmen in Cyan und die Cy3-
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Aufnahmen in Rot eingefarbt wurden. Zuletzt wurden durch Photoshop die
Bildauflésung auf 300 Pixel/Zoll geandert und die BildgroRe, den gewinschten

Abbildungen entsprechend modifiziert.

3.3.2 Proximity Ligation Assay

Um die Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 zu charakterisieren
wurde der PLA angewendet. Die Zellen wurden in einer Dichte von 8x10%4 Zellen/mL
mit antibiotikumfreien Medium in ein BD Falcon 4 Chamber Culture Slide ausgesat und

fur 24 h unter Kultivierungsbedingungen inkubiert (siehe Kapitel 3.1.1).

Danach wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zwei Waschschritten mit auf
37 °C erwarmtem PBS unterzogen, bevor sie dann fur 10 min mit 4 % PFA in PBS
fixiert wurden. Anschliel3end konnte das PFA entfernt und die Zellkulturplatte wieder
mit PBS gewaschen werden, um dann die Zellen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS flr
dreimal 5 min unter Raumtemperatur zu permeabilisieren. Vor dem nachsten Schritt
wurde erneut mit PBS gewaschen. Zum Blockieren wurden vier Tropfen der 1x Duolink
Blocking Solution auf jede Wachstumsflache gegeben und die Zellkulturplatte fur
60 min bei 37 °C in einer vorgewarmten Feuchtigkeitskammer inkubiert. Danach wurde
die Lésung aus den Kammern entfernt und der Primarantikorper, in der zuvor durch
Immunofluoreszenzfarbung getesteten Konzentration, mit 1x Duolink Antibody Diluent
angesetzt und in die jeweiligen Kammern gegeben. Uber Nacht wurde das Slide bei

4 °C auf dem Kippschduttler gelagert.

Anschlieltend wurde der Primarantikorper entfernt, die Plastikkammern vorsichtig mit
einem Trennschieber von der Glaskulturplatte abgeldst und die Glasplatte zweimal fur
jeweils 5 min in einem Farbetrog nach Coplin mit dem Duolink Wash Buffer A auf dem
Orbitalschittler gewaschen. Wenn nicht anders beschrieben erfolgten die folgenden
Waschschritte ebenfalls in dem Farbetrog nach Coplin auf einem Orbitalshaker.
Wahrenddessen wurden die Duolink PLA Probes zusammen in einem Verhaltnis von
1:5 in Duolink Antibody Diluent verdinnt und nach dem Waschen auf die markierten
Flachen der Glasplatte gegeben. Die folgende Inkubationszeit bei 37 °C in einer
vorgewarmten Feuchtigkeitskammer betrug 1 h, wobei 20 min vor Ablauf dieser Zeit
die Duolink Ligation-Stammldsung auf Raumtemperatur gebracht wurde und dann 1:5
mit destillietem Wasser verdinnt werden musste. Dann wurden die PLA Probes

entfernt, die Kulturplatte zweimal 5 min in Duolink Wash Buffer A gewaschen und
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danach die Duolink Ligase in einem Verhaltnis von 1:40 mit der Ligation Losung
gemischt. Die entstandene Ligation-Ligase-Losung wurde auf jede Flache der
ehemaligen Kammern verteilt und in einer vorgewarmten Feuchtigkeitskammer flr
30 min bei 37 °C inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde die Ligation-Ligase-Losung von der Glasplatte entfernt und
diese zweimal fur je 2 min in Duolink Wash Buffer A gewaschen. Ab jetzt erfolgte alles
Weitere mdglichst unter Lichtausschluss durch Abdecken mit Aluminiumfolie.
Zwischenzeitlich konnte die Duolink Amplification Red-Stammldsung in einem
Verhaltnis von 1:5 mit destilliertem Wasser verduinnt werden, nach dem Waschen der
Wash Buffer A vollstandig heruntergenommen und die Duolink Polymerase 1:80 in der
Ampilification-Losung verdunnt werden. Von der Amplification-Polymerase-Losung
wurden jeweils 70 uL auf jedes Feld gegeben und dann fur 100 min bei 37 °C in einer
vorgewarmten Feuchtigkeitskammer inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung von
den Kammerflachen entfernt, flr jeweils 10 min zweimal in Duolink Wash Buffer B
gewaschen und danach in 0,01x Duolink Wash Buffer B bei 4 °C Uber Nacht

schwenkend aufbewahrt.

Am nachsten Versuchstag wurden die Zellkerne mit DAPI in einer Konzentration von
1:1000 in PBS gefarbt und die Zellen mit einem Deckglas abgedeckt. Danach wurde
die Versuchskulturplatte mithilfe des Axiovert 100-Fluoreszenzmikroskopes und dem
63x/1,25 NA-Olimmersionsobjektiv mikroskopiert. Zuerst wurden
Durchlichtaufnahmen angefertigt, dann folgten die Fluoreszenzaufnahmen, wobei die
Anregungs- und Emissionswellenlangen 325-375 nm/435-485 nm fir DAPI, 470-490
nm/ 505-545 nm flr GFP und 553-587 nm/590-650 nm flir die PLA-Signale betrugen.

3.3.3 Auswertung und Statistik

Mittels Photoshop wurde eine Tonwertkorrektur der Mikroskopieaufnahmen
durchgefuhrt und danach von den Aufnahmen des Experiments, also der PLA-Signale,
der Hintergrund durch das Programm ImageJ abgezogen. Dabei wurde fur jede
Aufnahme des gleichen Versuchs derselbe Rolling ball radius ausgewahlt. In
MetaMorph konnten so die PLA-Aufnahmen Ubereinander gelegt werden, sodass
Overlays entstanden. Hierbei wurde Red fur die PLA-Signale, Cyan fur DAPI und New
Hue fur die HT1080-Per2-GFP Zellen der Positivkontrolle genutzt. Wie auch schon bei
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den Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbung, wurde zuletzt mit Photoshop die

Bildauflésung und BildgroRe bearbeitet.

Um den PLA mit seinen Signalen statistisch auswerten zu kdnnen, wurden die
unbearbeiteten Aufnahmen der entsprechenden Kammer der Glaskulturplatte in
Imaged gedffnet. Der Hintergrund wurde abgezogen und dann mithilfe des Werkzeugs
Find maxima die Anzahl der PLA-Signale einer Aufnahme gezahlt, wobei fir die
Aufnahmen der gleichen Kammern eines Versuchs jeweils derselbe Wert fur die Noise
tolerance gewahlt wurde. Anschlieend wurden die so ermittelten Daten fur
Experiment, Negativ- und Positivkontrollen in eine Excel-Tabelle eingespeist und diese
in GraphPad Prism einem ungepaarten t-Test unterzogen. Die graphische Darstellung

der Ergebnisse erfolgte ebenso durch dieses Programm.
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4 Ergebnisse

Vor Beginn dieser Arbeit wurde GAPVD1 als Teil des zytoplasmatischen PER-
Komplexes zusammen mit CSNK1D gefunden, die auch mit PERZ interagiert (Aryal et
al. 2017; Kategaya et al. 2012). Darlber hinaus wurde auch in unserer Arbeitsgruppe
GAPVD1 als Interaktionspartner von PER2 nachgewiesen. Hierzu wurden PER2-
enthaltende Proteinkomplexe zunachst biochemisch gereinigt, dann eine Co-
Immunoprazipitation mit anschlieRender Massenspektrometrie durchgefihrt, in der
interagierende Proteine des Zielproteins, PER2, gezeigt werden konnten (lbrahim et
al. 2021).

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und
GAPVD1 in einer unabhangigen Methode, dem in situ PLA (Soderberg et al. 2006;
Soderberg et al. 2008), nachzuweisen, und deren intrazellulare Lokalisation genauer
zu charakterisieren. Das Prinzip dieses Assays beruht darauf, dass die potentiell
interagierenden Proteine zunachst in fixierten Proben von zwei verschiedenen
Antikdrpern spezifisch gebunden werden. Gegen diese Antikorper sind dann im
nachsten Schritt wieder zwei verschiedene Sekundarantikérper gerichtet, die mit
fluoreszenten Proben gekoppelt sind, die nur dann aufleuchten, wenn beide zu
untersuchende Proteine und somit auch die gebundenen Antikorper sich in groRRer
physikalischer Nahe im gleichen Proteinkomplex (<40 nm) zueinander befinden. Wird
also mit Hilfe dieser Methode ein fluoreszentes Signal erzeugt, so ist dies zum einen
ein Nachweis, dass die beiden Proteine tatsachlich in einer Zelle interagieren. Zum
anderen erhalt man zusatzlich Informationen, in welchem Zellkompartiment die
Interaktion stattfindet, je nachdem, wo das fluoreszente Signal nachgewiesen wird
(Hegazy et al. 2020; Wang et al. 2021b).

4.1 PLA: Eine in situ Methode fluir den Nachweis von

Protein-Protein-Interaktionen

In dieser Arbeit sollte also ein in situ PLA fir den Nachweis der Interaktion von
CSNK1D und GAPVD1 entwickelt und etabliert werden. Fur die Durchfihrung der

Methode wurden Kits der Firma Sigma Aldrich verwendet.

Das Prinzip dieses Assays ist in Abbildung 6 dargestellt. Es werden fixierte Zellen mit
zwei immunfluoreszenzkompatiblen Primarantikérpern inkubiert (Abb. 6 (1)), die auf
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verschiedenen Spezies basieren (Alam 2018). Es folgt die Inkubation mit
Sekundarantikdrpern, den PLA-Probes (PLUS und MINUS), welche an die
Primarantikérper binden und mit Oligonukleotiden konjugiert sind (Abb. 6(2)) (Hegazy
et al. 2020; Soderberg et al. 2008). Befinden sich die zu untersuchenden Proteine in
einer Entfernung von unter 40 nm zueinander, hybridisieren zugesetzte freie
Oligonukleotide mit den PLA-Probes und bilden nach Hinzugabe der Ligase eine
geschlossene Kreiskonformation (Abb. 6 (3)). Im letzten Schritt wird eine Polymerase
zugegeben, um die Rolling-Circle Amplification (RCA) zu bewirken (Soderberg et al.
2008), durch die eine einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure (DNS) entsteht, an die
anschlieBend fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide hybridisiert werden, was bei
erfolgreicher Rolling-Circle-Amplifikation zu fluoreszierenden Signalen flhrt (Hegazy
et al. 2020). Die als Fluoreszenzsignale dargestellten Interaktionen kdénnen durch
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden, und die Anzahl und Intensitat der

Signale kann bestimmt werden (Alam 2018).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des PLA

(1) Primarantikorper aus zwei verschiedenen Spezies werden zu Zielproteinen hinzugefugt; (2) PLA-
Probes und Oligonukleotide binden an Priméarantikérper; (3) nach Hinzugabe von freien
Oligonukleotiden und Ligase entsteht zirkulare DNS; (4) mit einer Polymerase kann die RCA stattfinden
und fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide kdnnen hybridisieren. Bearbeitet nach (Hegazy et al. 2020).
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Vor der Durchfuhrung des PLA (siehe Abb.6) war es notwendig die Bedingungen fur
die Antikorper, die zuvor durch Immunfluoreszenzfarbung getestet werden sollten, zu
optimieren und die beste Antikorperkonzentration zu bestimmen (Donaldson 2015).
Um von Anfang an kompatibel zu dem nachfolgenden PLA zu bleiben, wurde wahrend
der Optimierung der Immunfluoreszenz statt des sonst ublichen Ziegenserums zum
Blockieren die flr den PLA vorgeschriebene Duolink Blocking Solution eingesetzt, um

spezifische Hintergrundsignale zu reduzieren.

4.2 Test der Antikorper durch Immunfarbung

Um den PLA mit dem Nachweis einer Interaktion von CSNK1D und GAPVD1
durchfiihren zu kénnen, musste zunachst ein geeigneter Antikérper gegen CSNK1D
gefunden werden. Mittels Immunfluoreszenzfarbung wurden zwei anti-CSNK1D
verschiedener Spezies in HT1080-Zellen getestet und deren Lokalisation publizierten
Daten gegenubergestellt, fur anti-GAPVD1 erfolgte keine Testung durch
Immunfluoreszenzfarbung, da kein etabliertes Referenzmuster vorlag. Der in der
Arbeitsgruppe schon etablierte Antikérper gegen GAPVD1 (Mundorf 2021) wurde
mittels Knockdown auf Spezifitat Uberpruft (siehe Kapitel 4.3.2).

4.2.1 Uberpriifung verschiedener CSNK1D-Antikérper

In der Immunfluoreszenzfarbung wurden zwei Antikérper gegen CSNK1D getestet. Es
wurden fixierte HT1080-Zellen sowohl mit dem anti-CSNK1D (M), als auch dem anti-
CSNK1D (K) inkubiert und anschliefiend mithilfe des Cy3-Sekundarantikérpers
fluoreszenzgefarbt. Der anti-CSNK1D (K) zeigte ein unspezifisches Hintergrundsignal,
wahrend sich der anti-CSNK1D (M) hauptsachlich zytoplasmatisch, teilweise mit
angefarbtem Zentrosom und wenig Signaldichte im Nukleus darstellte (siehe
Abbildung 7). Fur die Verwendung im PLA wurde daher der CSNK1D-Antikorper (M)
ausgewahlt, da sein Verteilungsmuster mit der publizierten Lokalisation Uberwiegend
im Zytoplasma und Kolokalisation mit dem Golgi-Apparat Ubereinstimmte (Milne et al.
2001).
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urchlict 7 DAPI Cy3

CSNK1D-AK (M)

CSNK1D-AK (K)

Abb. 7: Inmunfluoreszenzfirbung anti-CSNK1D

Immunfluoreszenzaufnahmen zweier Antikérper gegen CSNK1D in HT1080-Zellen (n=1). Von links
nach rechts: Durchlichtaufnahme (grau), Kernfarbung DAPI (blau), Fluoreszenzfarbung mit Cy3 (rot).
Oben: anti-CSNK1D (M) in einer Konzentration von 1:200. Unten: anti-CSNK1D (K) in einer
Konzentration von 1:300.

4.2.2 Bestimmung der optimalen CSNK1D-Antikdrperkonzentration

Nach erster Testung beider CSNK1D-Antikérper, wurde fur den anti-CSNK1D (M) eine
weitere Verdinnungsreihe angefertigt, um die optimale Konzentration fir den PLA zu
etablieren. Bei einer Konzentration von 1:2500 wurde das beste Verhéltnis von
spezifischem Signal zu unspezifischem Hintergrundsignal erzielt (Abb. 8). Das

Verteilungsmuster entsprach dem des Vorversuches (siehe Kapitel 4.2.1).

B Dur‘chlifcillti DAPI Cy3

CSNK1D-AK (M)

Abb. 8: Optimale Konzentration des anti-CSNK1D (M)
Immunfluoreszenzaufnahmen des anti-CSNK1D (M) in HT1080-Zellen (n=1). Von links nach rechts:

Durchlichtaufnahme (grau), Kernfarbung DAPI (blau), Fluoreszenzfarbung mit Cy3 (rot). Hier dargestellt
ist die optimale Konzentration aus der Verdiinnungsreihe von 1:2500.
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4.3 Test der Antikorper durch RNA-Interferenz und
Western Blot

Nachdem die Antikorper in der Immunfluoreszenz getestet worden waren oder zuvor
in unserer Arbeitsgruppe schon etabliert waren, folgte die Uberpriifung, ob diese die
zu untersuchenden Zielproteine CSNK1D und GAPVD1 spezifisch detektieren. Dazu
wurde eine RNA-Interferenz  (RNAi) durchgefuhrt, ein sequenzspezifischer,
posttranskriptioneller Mechanismus zum Stilllegen von Genen, der erstmals in
Nematoden entdeckt wurde (Fire et al. 1998) und durch sequenzspezifische siRNA
auch in Saugetierzellen reproduziert werden konnte (Elbashir et al. 2001). Auf dieser
Grundlage sollte durch die Transfektion von siRNA ein Knockdown der Zielgene
herbeigefuhrt und die entsprechenden Proteinmengen, also die Expression der
Zielproteine, durch Western Blot-Analysen ausgewertet werden. Bei den siRNAs
handelt es sich um synthetisierte, sequenzspezifische Ribonukleinsduremolekile mit
einer Lange von 21 Basenpaaren, die in Saugetieren die RNAi-Antwort auslost
(Elbashir et al. 2001).

Durch Lipofektion dringt die siRNA in die Zelle ein. Die doppelstrangige RNA (dsRNA)
wird direkt appliziert, von den Zellen aufgenommen und in den RNA-Induced Silencing
Complex (RISC) eingebaut (Réhl und Kurreck 2006), wo der Passagierstrang durch
das Protein Argonaute 2 (AGO2) gespalten wird (Rand et al. 2005) und dissoziiert. Der
FUhrungsstrang leitet den RISC zur komplementaren messenger RNA (mRNA)
(Kurreck 2009), die durch die katalytische Komponente des RISC, AGO2, gespalten
wird, wodurch der Abbau eingeleitet wird (Liu et al. 2004). Dies fuhrt zum Knockdown,
also zum meist vollstandigen Abbau der betroffenen mRNA und damit zur

verminderten Proteinsynthese.

Verwendet wurden spezifische siRNA Pools gegen Csnk1d oder Gapvd1, sowie ein
siNT Pool ohne spezifische Ziel-mRNA und unbehandelte Zellen als Negativkontrollen.
Nach Behandlung der Wildtyp HT1080-Zellen mit der entsprechenden siRNA und
Western Blot-Analyse, wurden die Proteinmengen quantifiziert und mit den
Negativkontrollen in einem ungepaarten t-Test verglichen. Untersucht wurden in
jeweils drei unabhangig voneinander durchgefiuhrten Versuchen ein CSNK1D-
Antikorper (M), sowie ein GAPVD1-Antikorper (K).
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4.3.1 Bestatigung der CSNK1D-Antikérperspezifitat

Abbildung 9 zeigt, dass nach RNA-Interferenz-Behandlung der HT1080-Zellen mit
einer siRNA gegen CSNK1D und Hinzugabe des CSNK1D-Antikérpers (M), eine
Proteinbande auf der zu erwartenden Héhe von 47 kDa im Western Blot erscheint.
Neben den Negativkontrollen der mit siNT behandelten und unbehandelten Zellen,
prasentiert sich diese deutlich schwacher. Verglichen mit der siNT-Bande ist das
Proteinlevel der siCSNK1D auf 26,15 % herunterreguliert (siehe Abb. 9). Dies
bestatigt, dass der CSNK1D-Antikérper (M) tatsachlich spezifisch fur CSNK1D ist.
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Abb. 9: Test des anti-CSNK1D durch RNAi

Die Behandlung der Zellen mit siCSNK1D fiuihrt zur Herabregulierung der CSNK1D-Expression. Oben
dargestellt ist die Western Blot-Analyse nach Knockdown mit siCSNK1D und Hinzugabe des anti-
CSNK1D (M); von links nach rechts angeordnet sind die beiden Negativkontrollen mit unbehandelten
und siNT-behandelten Zellen, als auch die Behandlung mit siCSNK1D, darunter die Ladekontrolle mit
CANX auf einer Hohe von 90 kDa. Unten: statistische Auswertung durch auf siNT genormtes
Proteinlevel mit Mittelwerten und Standardfehler (SEM); ****, p<0,0001, N=3.
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4.3.2 Bestatigung der GAPVD1-Antikorperspezifitat

Nach Behandlung der HT1080-Zellen mit der siGAPVD1 und Western-Blot-Analyse
mit anti-GAPVD1 (K), zeigt sich eine Bande in der von GAPVD1 bekannten Hohe bei
245 kDa (Abb. 10). Das Signal stellt sich nach Herunterregulierung entgegen den
Banden der Negativkontrollen reduziert dar. Nach Knockdown mit siGAPVD1 betragt
das Proteinlevel im Vergleich zu den mit siNT behandelten Zellen 52,04 %, d.h. auch

der anti-GAPVD1-Antikorper bindet sein Zielprotein spezifisch.
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Abb. 10: Test des anti-GAPVD1 durch RNAI

Die RNAIi mit siGAPVD1 fuhrt zur Herunterregulierung der GAPVD1-Expression. Oben abgebildet ist
die Western Blot-Analyse nach Knockdown mit siGAPVD1 und Hinzufiigen des anti-GAPVD1 (K); von
links nach rechts dargestellt sind die beiden Negativkontrollen mit unbehandelten und siNT-behandelten
Zellen, sowie die RNAI mit siGAPVD1; darunter die Ladekontrolle mit CANX auf einer Héhe von 90 kDa.
Unten: statistische Auswertung durch auf siNT normalisiertes Proteinlevel mit Mittelwert und SEM; *,
p=0,0188, N=3.
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4.4 Charakterisierung der Interaktion von CSNK1D und
GAPVD1 durch PLA

Um die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 zu bestatigen, wurde nach den oben
genannten Uberpriifungen der Primarantikérper nun der in situ PLA in HT1080-Zellen
durchgefuhrt. Hierbei wurden ebenfalls zwei Negativkontrollen mit jeweils einem der
Primarantikorper angefertigt, um eine unspezifische Detektion durch einen der
Sekundarantikdrper ausschlielen zu kdonnen. Als Positivkontrolle wurden HT1080-
PER2-GFP-Zellen genutzt, die ein Fusionsprotein aus PER2 und dem grin
fluoreszierenden Protein (GFP) exprimieren. Somit ist eine groRtmdgliche Nahe der
beiden Proteine gegeben, und ein PLA mit Antikorpern gegen PER2 und GFP muss

daher ein deutlich sichtbares Signal ergeben.

Mithilfe des Fluoreszenzmikroskops wurden verschiedene Aufnahmen erstellt, um die
Interaktion der Proteine, sowie ihre intrazellulare Lokalisation darstellen und
anschlielend statistisch auswerten zu kdnnen. Sowohl das Experiment, als auch die
jeweiligen Kontrollen wurden viermal unabhangig voneinander durchgefuhrt (N=4) und

in jedem Well wurden ca. 15-20 Aufnahmen zufallig ausgewahlter Stellen angefertigt.

4.4.1 CSNK1D interagiert mit GAPVD1 in HT1080-Zellen

Far den Nachweis der Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 wurde
der in situ PLA angewandt. Das Experiment wurde mit fixierten HT1080-Zellen
durchgefuhrt, die zunachst mit CSNK1D- (M) und GAPVD1-Primarantikorper (K)
inkubiert wurden. Dieselbe Zelllinie wurde auch fur die beiden Negativkontrollen
verwendet, in denen die Zellen mit jeweils nur einem der beiden Primarantikorper anti-
CSNK1D (M) oder anti-GAPVD1 (K) inkubiert wurden. Jede Wiederholung des
Experiments wurde auch von einer Positivkontrolle begleitet (siehe Abb. 13). Die
Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen des Experiments und der Kontrollen sind in zwei
reprasentativen Abbildungen dargestellt (siehe Abb. 11 und 13). Die entstandenen
PLA-Signale erscheinen nur intrazellular, wobei die Signale im Zytoplasma scharf
erscheinen, wahrend sich solche im Bereich des Zellkerns weniger scharf
prasentieren, was auf eine andere Fokusebene dieser Signale zurlckzufihren sein

konnte. Verglichen mit dem Experiment mit beiden Antikorpern, zeigten sich in den
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Negativkontrollen deutlich weniger PLA-Signale (siehe Abb.11), was darauf hinweist,
dass der PLA die Interaktion zwischen CSNK1D und GAPVD1 spezifisch nachweist.

Durchlicht dsRed DAPI

CSNK1D-AK GAPVD1-AK

CSNK1D-AK
und GAPVD1-AK

Abb. 11: PLA von CSNK1D und GAPVD1 mit Negativkontrollen

Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen des PLA mit anti-CSNK1D (M) und anti-GAPVD1 (K) mit zwei
Negativkontrollen in HT1080-Zellen. Von links nach rechts: Durchlichtaufnahme (grau), PLA-Signale
(rot) Kernfarbung DAPI (blau). Von oben nach unten: Negativkontrolle mit anti-GAPVD1 (K),
Negativkontrolle mit anti-CSNK1D, Experiment mit anti-CSNK1D (M) und anti-GAPVD1 (K).

Nach Quantifizierung der insgesamt vier unabhangig voneinander durchgefiihrten
Replikate zeigte die statistische Auswertung der Negativkontrolle mit anti-GAPVD1 (K)
im Mittel 2,77 PLA-Signale pro Zelle (n=76 Aufnahmen) und die Negativkontrolle mit
anti-CSNK1D (M) einen Mittelwert von 2,85 PLA-Signalen pro Zelle (n=77
Aufnahmen). Im Gegensatz dazu entstanden im Experiment mit anti-CSNK1D und
anti-GAPVD1 im Durchschnitt 50,27 PLA-Signale pro Zelle (n=80 Aufnahmen). Dieser
statistisch signifikante Unterschied mit einem p-Wert <0,0001 bestatigt im ungepaarten
t-Test die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 (siehe Abb.12).
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Abb. 12: Bestitigung der Interaktion von CSNK1D und GAPVD1

Statistische Auswertung des PLA mit anti-CSNK1D (M) und anti-GAPVD1 (K) in HT1080-Zellen und
dessen Negativkontrollen. Von links nach rechts: Negativkontrolle mit anti-CSNK1D (M) mit einem
Mittelwert von 2,85 PLA-Signalen pro Zelle (n=77 Aufnahmen); Negativkontrolle mit anti-GAPVD1 (K)
mit einem Mittelwert von 2,77 PLA-Signalen pro Zelle (n=76 Aufnahmen); Experiment mit anti-CSNK1D
(M) und anti-GAPVD1 (K) mit einem Mittelwert von 50,27 PLA-Signalen pro Zelle (n=80 Aufnahmen).
Verglichen mit den Negativkontrollen, ist das Ergebnis des Experiments mit beiden Antikdrpern im
ungepaarten t-Test statistisch signifikant. Dargestellt sind PLA-Signale pro Aufnahme mit Mittelwert und
SEM; **** p<0,0001, N=4.

Als Positivkontrolle des Experiments dienten PER2 und GFP in HT1080-PER2-GFP-
Zellen, die stabil PER2-GFP exprimieren (Kalfalah et al. 2016). Hierbei wurde ein
PER2-Antikérper (K) und ein GFP-Antikérper (M) verschiedener Spezies als
Primarantikérper genutzt. Die entstandenen PLA-Signale erscheinen hauptsachlich im
Zytoplasma und sind dort scharf dargestellt, wahrend die Signale im Bereich des
Zellkerns weniger scharf sind und mdéglicherweise in einer anderen Zellebene
lokalisiert sind (siehe Abbildung 13).
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Durchlicht/DAPI/PLA DAPI/PLA PER2-GFP/PLA

PER2-AK
und GFP-AK

Abb. 13: PLA Positivkontrolle in HT1080-PER2-GFP-Zellen

Fluoreszenzmikroskopie der Positivkontrolle mit anti-PER2 (K) und anti-GFP (M) in HT1080-PER2-
GFP-Zellen. Von links nach rechts dargestellt sind Overlays aus Durchlicht (grau), Kernfarbung DAPI
(cyan) und PLA-Signalen (rot), in der Mitte Overlays aus Kernfarbung DAPI (cyan) und PLA-Signalen
(rot), sowie Overlays aus PER2-GFP (griin) und PLA-Signalen (rot). Im Bereich des Zellkerns sind die
PLA-Signale unscharfer als im Zytoplasma.

Die statistische Auswertung der Positivkontrolle (siehe Abbildung 14) von Per2-GFP
zeigte im Mittel 307 PLA-Signale im Zytoplasma und 108,1 PLA-Signale im Nukleus
pro Aufnahmen (n=67 Aufnahmen). Somit ist die zytoplasmatische Lokalisation der
PLA-Signale im ungepaarten t-Test statistisch signifikant (p<0,0001). Ebenso konnte
durch diese Kontrolle der in situ PLA verifiziert werden.
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Abb. 14: Statistische Auswertung der PER2-GFP Positivkontrolle

Das Balkendiagramm zeigt die PLA-Signale pro Aufnahme der Positivkontrolle in HT1080-PER2-GFP-
Zellen. Von links nach rechts: Anzahl der PLA-Signale im Zytoplasma, im Nukleus und insgesamt.
Dargestellt sind Mittelwerte und SEM, ****, p<0,0001, N=4.

4.4.2 CSNK1D und GAPVD1 interagieren im Zytoplasma

Nach Bestéatigung der Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 (siehe Kapitel 4.4.1),
sollte der Interaktionsort der Proteine bestimmt werden, nachdem in den
Mikroskopieaufnahmen (siehe Abb. 11) die Uberwiegende Anzahl der PLA-Signale im
Zytoplasma auftraten, wahrend die Signale in der Nahe des Zellkerns weniger und
unscharfer erschienen. Die Statistik zeigte im Mittel 251,9 PLA-Signale pro Aufnahme
(n=80) im Zytoplasma und 48,56 PLA-Signale pro Aufnahme (n=80) im Bereich des
Zellkerns. Der Unterschied beider Lokalisationen ist mit einem p-Wert <0,0001
statistisch signifikant und zeigt, dass die Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und
GAPVD1 mehrheitlich im Zytoplasma stattfindet.
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Abb. 15: Lokalisation der Interaktion von CSNK1D und GAPVD1

Statistische Auswertung des PLA mit anti-CSNK1D (M) und anti-GAPVD1 (K) in HT1080-Zellen. Von
links nach rechts: PLA-Signale im Zytoplasma, PLA-Signale im Nukleus, PLA-Signale insgesamt.
Verglichen mit der Anzahl der PLA-Signale im Nukleus, ist die Lokalisation der PLA-Signale und damit
auch die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 im ungepaarten t-Test statistisch signifikant. Dargestellt
sind PLA-Signale pro Aufnahme (n=80) mit Mittelwert und SEM; **** p<0,0001, N=4.
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5 Diskussion

5.1 Bestatigung der Interaktion von CSNK1D und GAPVD1
durch PLA

5.1.1 Validierung der in der PLA eingesetzten Antikorper

Die Primarantikdrper gegen die zu untersuchenden Proteine, in dieser Arbeit CSNK1D
und GAPVD1, sind ein zentraler Bestandteil der PLA-Methode. |Ihre Spezifitat ist
entscheidend fur die Aussagekraft des PLAs (Debaize et al. 2017), weshalb die

Antikorper zuvor durch zwei unabhangige Methoden validiert wurden.

Im PLA werden zwei Immunfluoreszenz-kompatible Primarantikérper gegen die
Zielproteine bendtigt (Alam 2018), in diesem Fall gegen CSNK1D und GAPVD1. Der
anti-GAPVD1 (K) war zuvor schon in der Arbeitsgruppe etabliert und fir den PLA
standardisiert (Mundorf 2021). Um einen geeigneten anti-CSNK1D-Antikorper zu
etablieren, wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit zwei unterschiedlichen CSNK1D-
Antikérpern in HT1080-Zellen durchgeflihrt. Da keine Zelllinie vorhanden war, die
fluoreszenzmarkiertes CSNK1D exprimierte musste das erhaltene Muster mit
publizierten Daten verglichen werden. Hierbei zeigte der anti-CSNK1D (M) eine
subzellulare Lokalisation hauptsachlich im Zytoplasma und in der Peripherie des
Nukleus. Dies entspricht auch der publizierten zell- und speziesunabhangigen
Lokalisation im Zytoplasma und perinuklear und weist auf eine Lokalisation am Golgi-
Apparat hin (Milne et al. 2001; Behrend et al. 2000). Im Gegensatz dazu zeigte der
anti-CSNK1D (K) Uberwiegend diffuse und weniger starke Signale, weshalb dieser flr
den PLA weniger geeignet schien. Wie von Donaldson (2015) beschrieben, wurde eine
Verduinnungsreihe des anti-CSNK1D (M) angefertigt, um CSNK1D optimal zu
markieren. AnschlieBend wurde die vermutliche Spezifitat der Antikorperfarbung in
einem Western Blot bestatigt, um die Farbung auf das Vorhandensein von CSNK1D
zuruckfihren zu kénnen. Der gleiche Test wurde parallel auch mit dem bereits
etablierten anti-GAPVD1-Antikorper durchgefuhrt.

In der Western Blot-Analyse der Knockdown-Experimente von CSNK1D und GAPVD1
durch siRNA, kam es zu einer signifikanten Abnahme der Expression beider Proteine
und damit auch zu einer reduzierten Signalintensitat durch die getesteten Antikorper.
Jedoch muss kritisch festgehalten werden, dass es durch die SDS-PAGE mit Erhitzen

der Proben bei 95 °C zur Denaturierung der Proteine kommt, wahrend sowohl in der
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Immunfluoreszenzfarbung, als auch im PLA die Proteine weitestgehend nativ
vorliegen. Es ist also mdglich, dass ein Antikdrper das Zielprotein in der
Immunfluoreszenz detektiert, wahrend die aufgetrennten und denaturierten Proteine
im Western Blot durch denselben Antikorper nicht erkannt werden (Donaldson 2015).
Eine andere Methode, um die besten Paare der Primarantikdrper zu validieren, nutzen
Debaize et al. (2017). Sie nutzten einfach eine Reihe kommerziell erhaltlicher
Antikdrper und testeten alle mdoglichen Kombinationen an Antikérperpaaren auf die
Signalstarke bei dem PLA. Die beste Kombination wurde weiterverwendet. Das
Antikorperpaar mit den wenigsten PLA-Signalen wurde so interpretiert, dass
wahrscheinlich ein Antikorper nicht nahe genug an dem anderen das Zielprotein band

und daher fur den PLA nicht genutzt werden sollte.

In der Zusammenschau der Untersuchungen beider primaren Antikorper gegen
CSNK1D und GAPVD1 zeigten sich vor allem der anti-CSNK1D (M) und der anti-
GAPVD1 (K) als spezifisch und affin flr die Zielproteine und damit als wahrscheinlich
geeignet fur den PLA. Diese Einschatzung wurde durch den nachfolgenden sehr
effektiven PLA bekraftigt, denn die Spezifitat des PLAs ist abhangig von der Qualitat
der Antikorper und wird durch den am wenigsten spezifischen Primarantikorper limitiert
(Debaize et al. 2017; Wang et al. 2021b; Bagchi et al. 2015).

5.1.2 Nutzen und Limitationen des PLA

Der PLA ist eine hochsensitive Methode, um Protein-Protein-Interaktionen in Zellen
oder Geweben nachzuweisen, ohne zuvor die Zellen genetisch zu manipulieren (Alam
2018). Jedoch gibt es auch Kritikpunkte der Methode, die an dieser Stelle diskutiert

werden sollten.

In der Literatur besteht ein Konsens daruber, dass neben dem PLA mit den AntikGrpern
gegen die zu untersuchenden Proteine auch Kontrollen durch dieselbe Methode
durchgefuhrt werden sollten. Als Positivkontrolle konnen Proteine dienen, die
nachgewiesenermallen kolokalisieren oder interagieren (Bagchi et al. 2015), sowie
Zellen, die eben diese Proteine endogen oder auch nach Transfektion exprimieren
(Leuchowius et al. 2011). Daher wurden in dieser Arbeit als Positivkontrolle HT1080-
PER2-GFP-Zellen mit einem anti-PER2 (K) und einem anti-GFP (M) erfolgreich
verwendet. Wie auch in dieser Arbeit, erfolgen in der Regel die Negativkontrollen durch

Hinzugabe nur einer der beiden Primarantikorper. Zu viele Hintergrundsignale in dieser
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Kontrolle konnen auf einen fehlerhaft durchgefihrten PLA hinweisen, wahrend durch
eine Negativkontrolle mit RNAi-behandelten Zellen die Antikorperspezifitat und auch
der PLA beurteilt werden kdonnten (Bagchi et al. 2015; Leuchowius et al. 2011). Diese
Durchfuhrung der Negativkontrollen stellt jedoch fur Alsemarz et al. (2018) einen
Diskussionspunkt dar, da unter ihren Versuchsbedingungen in den Negativkontrollen
immer nur keine bis wenige PLA-Signale entstanden. Laut ihrer Auffassung kann so
nur die Spezifitdt der Antikdrper kontrolliert werden, nicht aber die PLA-Methode
selbst. Daher sollten zukunftig Negativkontrollen entwickelt werden, die den PLA als

solchen validieren kbnnen.

Der in situ PLA wird seit seiner Entwicklung (Soderberg et al. 2006; Soderberg et al.
2008) fur den Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt, kann aber
letztlich nur die Nahe zweier Epitope von unter 40 nm und damit keine direkte
Interaktion von zwei Proteinen nachweisen (Leuchowius et al. 2011). So ist es moglich,
dass CSNK1D und GAPVD1 trotz der signifikanten Ergebnisse im PLA nicht direkt
miteinander interagieren, sondern indirekt Uber andere Proteine, wie z.B. PER2 im
reifen zytoplasmatischen PER-Komplex (Aryal et al. 2017). Damit wird das Problem
falsch positiver PLA-Signale offengelegt, die keine spezifische Aussage erlauben. So
beschreiben einige Autoren, dass positive Signale auch ohne jegliche Interaktion
entstehen kdnnen, wenn sich zwei Proteine aufgrund einer hohen Konzentration nah
genug aneinander befinden (Leuchowius et al. 2011) und so auch die entsprechenden
primaren Antikdrper lokal in groRer Menge binden (Alsemarz et al. 2018). Ein falsch
positives Signal kann ebenso durch einen flr das Zielprotein unspezifischen
Primarantikorper entstehen, der ahnliche Epitope in anderen, unbekannten Proteinen
bindet (Wang et al. 2021b).

Dartber hinaus muss die absolute Signalanzahl in den PLA-Aufnahmen vor dem
Hintergrund einiger Beobachtungen beurteilt werden. Normalerweise sollte jedes
Signal eine Nahe zweier Proteine darstellen. Jedoch kénnen bei sehr hoher
Signaldichte aufgrund einer hohen Expression der Zielproteine die PLA-Signale
verschmelzen und die absolute Anzahl verzerren (Leuchowius et al. 2011). Alam
(2018) weist darauf hin, dass es zu solch einer Signalkoaleszenz auch durch eine hohe
Konzentration des primaren Antikorpers oder durch eine Uberbelichtung wahrend der
Mikroskopieaufnahmen kommen kann. Zudem ist es unwahrscheinlich, dass die
Anzahl der PLA-Signale die tatsachlichen Protein-Protein-Interaktionen widerspiegeln.

Beispielsweise kdonnen Proteine nicht detektiert werden, wenn ihre Epitope sterisch
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blockiert sind (Leuchowius et al. 2011; Mocanu et al. 2011). Ebenso wurde ein
nichtlinearer Sattigungseffekt der Signale beobachtet, der vermutlich wahrend des
RCA-Schrittes ablauft, aber noch genauer untersucht werden muss (Mocanu et al.
2011).

Eine weitere Schwache ist, dass es zu einer Antigenmaskierung innerhalb dichter
Strukturen, wie dem Zellkern kommen kann und verschiedene Bestandteile des in situ
PLAs eine unterschiedlich begrenzte Diffusionsfahigkeit und damit Zugang zu diesem
haben (Alsemarz et al. 2018). Dies konnte dazu fuhren, dass die PLA-Signale leichter
und damit Uberwiegender im Zytoplasma entstehen. Auch in dem hier durchgefuhrten
PLA von CSNK1D und GAPVD1, stellten sich die Signale hauptsachlich
zytoplasmatisch dar, wahrend nur wenige im Bereich des Nukleus auftraten. Auffallig
war, dass die nuklearen PLA-Signale in allen Experimenten unscharf im Vergleich zu
den zytoplasmatischen Signalen schienen und eine scharfe Fokussierung beider
Signallokalisationen in einer Aufnahme nicht mdéglich war. Dies kénnte auf eine
Lokalisation in unterschiedlichen Zellebenen zurlckzufihren sein. Um dieses
Phanomen genauer zu untersuchen, konnten die Bildaufnahmen der PLA-Signale in
zukunftigen Versuchen durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie erstellt werden,
wodurch die Signale jeweils in ihrer Fokusebene auch beziglich ihrer subzellularen
Verteilung objektiver beurteilt werden konnen und Fluoreszenzpunkte anderer Ebenen

ausgeblendet werden.

Aufgrund der Schwachen der in situ PLA-Methode, die teilweise auch intrinsischen
Ursprungs sind, sollte ein positives Ergebnis und damit eine mogliche Protein-Protein-
Interaktion durch eine zusatzliche Methode bestatigt werden. Empfohlen wird von
Leuchowius et al. (2011) die Immunprazipitation. Tatsachlich konnte in unserem Labor
mit Hilfe dieser Methode die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 nachgewiesen und
die PLA-Ergebnisse mit anti-CSNK1D (M) und anti-GAPVD1 (K) verifiziert werden
(Ibrahim et al. 2021).

Demgegenuber bietet der in situ PLA einige Vorteile, um Proteine und Protein-Protein-
Interaktionen zu untersuchen und ist inzwischen in vielen Forschungsbereichen als
Methode etabliert.

Ein Vorzug der PLA-Methode ist, dass die detektierten Fluoreszenzsignale mithilfe von
Programmen automatisiert ausgewertet werden konnen und in einem spateren Schritt
einfacher statistisch aufzubereiten sind (Hegazy et al. 2020). Hierfur stehen einige

kommerzielle Programme zur Verfigung, wobei in dieser Arbeit ImageJ u.a. mit der
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Funktion Find Maxima zum Zahlen der Signale verwendet wurde. Somit konnten alle

Versuchsreplikate standardisiert quantifiziert werden.

Einer der bedeutsamsten Vorteile des PLAs im Vergleich zu anderen Methoden ist,
dass Protein-Protein-Interaktionen endogener Proteine mit hoher Spezifitat und
Sensitivitat nachgewiesen werden konnen (Fredriksson et al. 2002; Gullberg et al.
2004; Soderberg et al. 2006). Zudem kann der PLA in allen Zellen und Geweben - in
situ — und mit allen Proteinen durchgefiuihrt werden, flr die geeignete Antikoérper
genutzt werden konnen, was die Wiederholbarkeit des Experiments vereinfacht
(Soderberg et al. 2008). Auch ist die Methode sensitiv fur niedrig exprimierte Proteine,
sodass PLA-Signale entstehen kénnen, auch wenn Proteine oder Protein-Protein-
Interaktionen zuvor in anderen Methoden nicht nachgewiesen werden konnten
(Leuchowius et al. 2011). So kdnnen auch neue Proteininteraktionspartner identifiziert
und die subzelluldre Lokalisation bestimmt werden, da die entstehenden PLA-
Fluoreszenzsignale leicht unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht und

ausgewertet werden kdénnen (Debaize et al. 2017).

5.1.3 Weitere Methoden zur Uberpriifung von Protein-Protein-

Interaktionen

Alternativ zum PLA gibt es auch weitere Methoden um eine Interaktion zweier Proteine
nachzuweisen. Dazu eignet sich die Co-Immunoprazipitation (Co-IP), eine
biochemische Methode, die 1975 entwickelt (Kessler 1975) und durch den Western
Blot erganzt wurde (Towbin et al. 1979). Sie kann in vivo mit Proben aus Geweben
oder in vitro aus Zellkulturen durchgeflihrt werden und neue Interaktionspartner
identifizieren (Isono und Schwechheimer 2010). Der Erfolg der Co-IP ist abhangig von
der Antikorperspezifitat und der Menge der Proteine im Gesamtzellextrakt, da die
relative Haufigkeit der Proteine deren Fahigkeit zur Koprazipitation beeinflussen kann
(Elion 2007). Wichtig ist, dass gegen die nativen Zielproteine ein spezifischer
Antikorper vorhanden ist oder die Proteine mit einem Epitop markiert werden, das von
einem spezifischen Antikorper erkannt wird (Elion 2007; Kuroda et al. 2006),
beispielsweise Myc oder FLAG (Evan et al. 1985; Hopp et al. 1988; Knappik und
Plickthun 1994). Der Nachteil der klassischen Co-IP besteht darin, dass z.B. bei
niedriger endogener Proteinexpression, schwacher oder fllichtiger Protein-Protein-
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Interaktion und wenig spezifischen Antikdrpern eine Wechselwirkung der untersuchten

Proteine nicht zu identifizieren ist (Tang und Takahashi 2018).

Eine weitere Alternative ist der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET), ein
strahlungsfreier Energietransfer zwischen einem Donor in angeregtem Zustand und
einem Akzeptor im Grundzustand (Forster 1948), wenn diese sich in einem Abstand
von bis zu 10 nm befinden (Stryer 1978; Jares-Erijman und Jovin 2003). FRET gilt im
Nanometerbereich bei Benutzung von Fluoreszenzfarbstoffen als molekulares Lineal
und eignet sich zur Identifizierung makromolekularer Strukturen, wie Protein-Protein-
Interaktionen (Stryer und Haugland 1967; Algar et al. 2019).

5.2 Funktionen der Interaktion von CSNK1D und GAPVD1

Zu Beginn meiner Experimente 2017 wurden CSNK1D und GAPVD1 zusammen
neben PER1, PER2, PER3, CRY1 und CRY2 in einem zytoplasmatischen PER-
Komplex entdeckt (Aryal et al. 2017; Ibrahim et al. 2021). Im Laufe der Arbeit konnte
eine Protein-Protein-Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 in situ durch den PLA
nachgewiesen werden, wobei diese signifikant im Zytoplasma identifiziert wurde. Es
stellte sich also die Frage, welche Funktion diese Interaktion austbt und vor allem, ob
eines der Proteine das andere modifizieren kann und somit in seiner Funktion

verandern konnte.

Da CSNK1D, wie in Kapitel 1.5 beschrieben, als Proteinkinase durch Phosphorylierung
als posttranslationale Modifikation an zahlreichen Prozessen innerhalb und auch
aulBerhalb der circadianen Uhr eine Rolle spielt (Knippschild et al. 2005), war es
wahrscheinlich, dass durch die Interaktion der beiden Proteine CSNK1D die Funktion

von GAPVD1 durch eine Phosphorylierung beeinflusst.

Seit langem wird vermutet, dass CSNK1D besonders aktiv bei geprimten Substraten
ist, in deren Sequenz eine Phosphatgruppe oder saure Gruppe (Anion) vor dem
Zielthreonin oder -Serin liegt, beispielsweise wie das geprimte Substrat pSxxS (Flotow
et al. 1990). Andererseits existieren auch Substrate, die keine voranstehende,
negative Ladung besitzen, also nicht geprimed sind, wie die Phosphodegronstelle in
PER2 (Eide et al. 2005). CSNK1D kann also geprimte und nicht-geprimte
Aminosaurereste in PER2 mit unterschiedlicher Effizienz phosphorylieren
(Narasimamurthy und Virshup 2021), aber auch selbst als Priming-Kinase fur die

FASP-Stelle diese phosphorylieren und gewinnt dadurch eine noch grollere
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Bedeutung in der Regulation von PER2 und der circadianen Uhr (Narasimamurthy et
al. 2018).

Besonders in Bezug auf die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 kdnnten die neu
gewonnenen Erkenntnisse zur Substratspezifitat von CSNK1D eine wichtige Rolle
spielen. Anders als bei anderen Proteinkinasen wird die Substratspezifitat von
CSNK1D namlich durch eine flexible Aktivierungsschleife reguliert, die auf ihrer
Oberflache drei Anionenbindungsseiten besitzt und im Wildtyp in der loop down
Position konformiert ist, in welcher der Substratbindungsspalt geo6ffnet ist
(Longenecker et al. 1996; Philpott et al. 2020). Anhand von Untersuchungen mit dem
CSNK1E-Tau-Allel, welches zu einer Verkirzung der Periodenlange auf 20 h fuhrt
(Ralph und Menaker 1988; Lowrey et al. 2000), konnte gezeigt werden, dass durch die
Tau-Mutation an der Anionenbindungsseite 1 der Anionenbindungstasche das Priming
und die FASP-Phosphorylierung reduziert werden, wahrend es zu einer Zunahme der
Aktivitat an der Phosphodegronstelle kommt (Philpott et al. 2020). An der
Kristallstruktur von CSNK1D-Tau wurde nicht nur eine Stérung der
Anionenbindungsseite 1, sondern auch eine sterische Blockade der
Anionenbindungsseite 2 durch eine alternative /loop up Konformation der
Aktivierungsschleife in Tau festgestellt, sodass insgesamt eine Umkehr der
Substratselektivitat von CSNK1D und ein erhdhter PER2-Abbau durch die Tau-
induzierte Konformationsanderung stattfindet (Philpott et al. 2020; Narasimamurthy
und Virshup 2021). Tau stabilisiert die loop up Stellung der Aktivierungsschleife von
CSNK1D und fuhrt zu einem Verlust der Kinaseaktivitat bei geprimten Substraten oder
beim Priming selbst durch Verhinderung der Anionenbindung an Seite 2, wohingegen
die Kinaseaktivitat an der Phosphodegronstelle von PER2 erhdht wird, weil in dieser
Konformation zusatzlich der Substratbindungsspalt durchgangiger gedffnet ist
(Philpott et al. 2020). Nicht nur dieser beschriebene Konformationsschalter der
Aktivierungsschleife kann die Kinaseaktivitat von CSNK1D und damit auch die PER2-
Stabilitdt regulieren, sondern auch die Autophosphorylierung des C-terminalen
Schwanzes, wodurch die Kinaseaktivitdt von CSNK1D gehemmt wird (Graves und
Roach 1995; Philpott et al. 2020).

Besonders bedeutsam fur die Interaktion von CSNK1D und GAPVD1 sind die
Untersuchungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe, durch die eine neue Funktion des
PER-Komplexes identifiziert ~werden  konnte: die @ CSNK1D-abhangige
Phosphorylierung von GAPVD1 (lbrahim et al. 2021). Fur den Grad der
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Phosphorylierung spielt die Kinaseaktivitat von CSNK1D eine wesentliche Rolle; fur
die dynamische Phosphorylierung als solche sind aber CSNK1D und PER2
erforderlich (Ibrahim et al. 2021). Auch lassen die Ergebnisse vermuten, dass PER2
der autoinhibitorischen Aktivitat am C-Terminus von CSNK1D entgegenwirkt und auf
diese Weise die GAPVD1-Phosphorylierung antreibt (lbrahim et al. 2021). Diese
Interaktion kdnnte Gegenstand zukulnftiger Forschungen sein, ebenso die Frage, wie
sich die Phosphorylierung von GAPVD1 auf zellulare Prozesse auswirkt. Es wird
vermutet, dass CSNK1D durch die Phosphorylierung von GAPVD1 die Endozytose

beeinflussen kann (Guillen et al. 2020).

5.3 Relevanz in der Pathogenese

CSNK1D und GAPVD1 sind nicht nur Bestandteile der circadianen Uhr und Uben in ihr
wichtige Funktionen in zentralen Ablaufen aus, sondern sie sind beide auch in
vielfaltige andere Prozesse involviert. Darlber hinaus kdnnen beide Proteine in der

Genese von Krankheiten, aber auch in Therapieansatzen integriert sein.

So scheint CSNK1D in der Lymphozytenphysiologie und lymphoiden Neoplasmen
beteiligt zu sein, da nach mitogener Stimulation die Kinaseaktivitats- und Proteinwerte
von CSNK1D zunehmen und so eine Rolle in der Lymphozytenproliferation moglich ist
(Maritzen et al. 2003). Die Autoren konnten dartber hinaus in hyperplastischen B-
Follikeln und fortgeschrittenen B-Zell-Lymphomen p53 defizienter Mause eine erhdhte
Expression von CSNK1D nachweisen. In verschiedenen Lymphomzelllinien ist
bestatigt worden, dass alle CSNK1D stark exprimieren und eine nicht mutierte
kodierende Sequenz aufweisen, weshalb CSNK1D-Inhibitoren eine neue

Therapieoption bei malignen Lymphomen darstellen kdnnten (Winkler et al. 2015).

Auch in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas wird CSNK1D verstarkt exprimiert
und kann vermutlich zu einem aggressiven Tumorwachstum beitragen, das durch
einen CSNK1D-Inhibitor reduziert wird (Brockschmidt et al. 2008). Dieser erhdht die
Apoptoserate, verringert das Tumorwachstum ahnlich stark wie die Behandlung mit
Gemcitabin und koénnte daher ein neuer Ansatzpunkt in der Therapie sein
(Brockschmidt et al. 2008). Die R342H-Mutation in der C-terminalen Domane von
Csnk1d férdert unabhangig vom Wnt-/B-Catenin-Weg die Entstehung von kolorektalen
Adenomen und wird daher als potenziell onkogen angesehen (Tsai et al. 2007).

Ebenfalls Wnt/B-Catenin-unabhangig, aber abhangig von inaktivem p53 und
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aktiviertem RAS induziert der CSNK1D/E spezifische Inhibitor 1C261 einen
Zellzyklusstillstand und Apoptose von Krebszellen (Cheong und Virshup 2011; Cheong
et al. 2011).

Eine weitere Mutation von Csnk1d, die T67S-Mutation, fuhrt zu einer hdheren
Kinaseaktivitdt, sowie erhdohtem Wachstum und Proliferation in kolorektalen
Tumorzellen mit verstarkter Koloniebildung auf Agarplatten (Richter et al. 2015). Mit
Fokus auf das kolorektale Karzinom konnte gezeigt werden, dass eine verringerte
CSNK1D-Expression im Gewebe von niedriggradigen rechtsseitigen Tumoren mit
einer langeren Uberlebensrate korreliert und CSNK1D in Zukunft als prognostischer
Biomarker und Ansatz neuer Therapien des kolorektalen Karzinoms genutzt werden
konnte (Richter et al. 2016). CSNK1D koénnte zusatzlich auch in der Pravention des
kolorektalen Karzinoms wichtig sein, da sieben Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP) des Gens im Wnt-/B-Catenin-Signalweg mit einem signifikanten
Darmkrebsrisiko verbunden sind (Hildebrandt et al. 2016).

Auch in der Genese des Brustkrebs wird CSNK1D eine wichtige Rolle zugeschrieben,
da eine verringerte Aktivitdt einer Csnk1d-Mutation die Simian-Virus 40 (SV40)
vermittelte Zelltransformation und die SV40-induzierte Mammakarzinogenese in der
Maus abschwacht (Hirner et al. 2012). CSNK1D kann ein aussichtsreiches Ziel fir die
Therapie von Brustkrebs sein (Rosenberg et al. 2015). Die Autoren konnten
nachweisen, dass CSNK1D in allen wichtigen menschlichen Brustkrebs-Subtypen
amplifiziert oder Uberexprimiert wird und dass der spezifische CSNK1D-Inhibitor SR-
3029 selektiv zur Apoptose von CSNK1D-Uberexprimierenden Brustkrebszellen, zur
Hemmung des Tumorwachstums und einer langeren Uberlebenszeit fiihrt. Darliber
hinaus berichten sie, dass CSNK1D-exprimierende Brustkrebszellen mit dem Wnt-/B-
Catenin-Signalweg verbunden sind, was dadurch unterstitzt wird, dass die
Ausschaltung oder Hemmung von CSNK1D die Expression von endogenen [-
Catenin/TCF-Zielgenen schwacht und die Apoptose von Brustkrebszellen eingeleitet
werden kann. Interessanterweise zeigen auch Uber 70 % der Patienten mit papillaren
Nierenzellkarzinom und etwa 50 % der Patienten mit Blasenkrebs eine erhohte
Genamplifikation von Csnk1d und eine erhohte CSNK1D-Expression in
Datensatzanalysen (Rosenberg et al. 2015). Dartber hinaus ist CSNK1D nicht nur in
primaren Brustkrebstumoren, sondern auch in metastatischen Lymphknoten und in
triple negativen Brustkrebszellen stark exprimiert (Toffoli et al. 2014; Bar et al. 2018).

Die Ausschaltung von CSNK1D bewirkt in triple negativen Brustkrebszellen eine
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Hemmung der Zellmigration und -Invasion und erhoht die Expression von Tight
Junction-Bestandteilen, weshalb angenommen wird, dass CSNK1D die
Metastasierung beeinflussen kann und seine Rolle im Einklang mit den anderen
Autoren ein wichtiges therapeutisches Ziel darstellt (Bar et al. 2018). Eine kurzlich
veroffentlichte Metaanalyse identifizierte einen positiven statistischen Zusammenhang
zwischen Nachtarbeit als circadianer Storung und Brustkrebsrisiko bei
Kurzzeitnachtschichtarbeiterinnen, der bei der Brustkrebsvorsorge bedacht werden
sollte (Manouchehri et al. 2021).

Eine bioinformatische Analyse identifizierte differenziell exprimierte Rhythmusgene
(DERG) in Zusammenhang mit dem hepatozellularem Leberkarzinom, zu denen
Csnk1d gehdrt (Liu et al. 2021). Mit einer hohen Expression von CSNK1D bei
Patienten mit hepatozellularem Leberkarzinom war eine niedrigere Uberlebensrate
verbunden, weshalb CSNK1D als Biomarker genauer untersucht und diagnostisch

eingesetzt werden kénnte (Liu et al. 2021).

CSNK1D wird aber auch mit Stoffwechselkrankheiten assoziiert und koénnte als
maogliches therapeutisches Ziel weiter erforscht und genutzt werden, da die CSNK1D-
abhangige Phosphorylierung von Peroxisome Proliferator-acitvated Receptor gamma
Coactivator 1-alpha (PGC-1a) seine Transkriptionsfunktion in Hepatozyten und somit
auch die Induktion der Glukoneogenese-Genexpression hemmt (Li et al. 2011). In
Modellen fur ernahrungsbedingte und genetische Adipositas verbesserte die tagliche
Verabreichung eines CSNK1D-Inhibitors die Glukosetoleranz (Cunningham et al.
2016). Darlber hinaus wird CSNK1D beispielsweise im subkutanen und omentalen
Fettgewebe krankhaft adipdser Patienten exprimiert und diese Expression korreliert
mit der von Adiponektin, welches durch CSNK1D phosphoryliert wird (Xu et al. 2015)

und dessen Plasmalevel bei Adipositas vermindert ist (Arita, Y., et al. 1999).

Durch  Hemmung von CSNK1D wird die basale und insulinstimulierte
Glukoseaufnahme in Adipozyten erhdht, weshalb eine Involvierung von CSNK1D in

dem adipozytaren Stoffwechsel angenommen wird (Xu et al. 2015).

Aulerhalb der Tumorgenese konnten spezifische Hemmstoffe von CSNK1D
therapeutisch auch bei Drogenabhangigkeit und Alkoholmissbrauch eingesetzt
werden, da CSNK1D/E-spezifische Inhibitoren im Tiermodell den rickfallartigen
Alkoholkonsum verhindern und zu einem schwacheren drogensuchendem Verhalten
bei Ratten fuhren, die trainiert sind, sich das Opioid Fentanyl zu verabreichen

(Perreau-Lenz et al. 2012; Wager et al. 2014).
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Auch GAPVD1 ist an pathologischen Prozessen beteiligt und konnte als Therapieziel
in Zukunft genauer erforscht werden. So wurden kurzlich Mutationen in GAPVD1 und
Ankyrin Repeat and FYVE Domain Containing 1 (ANKFY1) von Patienten mit
hereditarem nephrotischen Syndrom als eine neue genetische Ursache beschrieben
(Hermle et al. 2018). Die Autoren zeigten, dass die beiden Proteine Interaktionspartner
sind und in Podozyten exprimiert werden, wobei Mutationen in GAPVD1 diese
Interaktion abschwachen. Mit Nephrin besteht eine weitere Protein-Protein-Interaktion
von GAPVD1, welche ebenfalls durch Mutationen in GAPVD1 beeintrachtig wird
(Hermle et al. 2018). Wahrend Mutationen in GAPVD1 von Patienten mit
nephrotischen Syndrom die ANKFY 1- und Nephrin-Interaktion schwachen, starken sie
andererseits die Bindung von GAPVD1 an aktives RAB5 (Hermle et al. 2018).
AbschlieRend konnten die Autoren GAPVD1 und ANKFY1 als erforderlich fur die
Podozytenmigration in Nephrozyten identifizieren und auf diese Weise darlegen, dass
Mutationen dieser Gene eine funktionelle Bedeutung im nephrotischen Syndrom
haben (Hermle et al. 2018).

Interessanterweise wurde GAPVD1 auch als einer von funf Gen-Loci entdeckt, die mit
einem Risiko fur obstruktive Schlafapnoe assoziiert sind und zeigen, dass diese

Erkrankung eine genetische Komponente hat (Strausz et al. 2021).

In der Behandlung der Multiplen Sklerose sind drei SNPs in der Nahe von GAPVD1
mit dem Ansprechen und Wirkmechanismus von Interferon beta (IFN-B) assoziiert
(Mahurkar et al. 2017) und der SNP rs2291858 steht in einer neueren Studie im Fokus
der Forschungen (Khademi et al. 2021). Die GAPVD1-Expression ist bei Responder-
Patienten mit Multipler Sklerose und INF-B3-Therapie im Vergleich zu Non-Responder-
Patienten signifikant hoher und auch die Verteilung der Expression von GAPVD1 in
verschiedenen Genotypen der Responder- und Non-Responder-Patienten zeigt einen
signifikanten Unterschied mit der héchsten mMRNA-Konzentration im AA-Genotyp der
Responder-Gruppe (Khademi et al. 2021). Der GAPVD1-Genotypstatus kdnnte somit
zur Vorhersage fur das Ansprechen auf eine INF-B-Therapie dienen, um Patienten

einer besser abgestimmten Therapie zuzufihren (Khademi et al. 2021).

CSNK1D und GAPVD1 sind beide auch in neurologische Pathologien eingebunden.
So konnte gezeigt werden, dass GAPVD1 in Hirngewebe von Patienten mit Alzheimer-
Demenz stark erhoht ist und die Regulierung der Membranassoziation von GAPVD1
Presenilin 1 (PS1)-abhangig ist (Scheper et al. 2007; Scheper et al. 2004). Mutationen
in PS1 sind eine haufige Ursache flr familiare Alzheimer-Demenz (Schellenberg et al.
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1992; St George-Hyslop et al. 1992; van Broeckhoven et al. 1992; Sherrington et al.
1995). Auch das Proteinlevel von CSNK1D ist im Hippocamus von Alzheimer
Patienten im Vergleich zu Kontrollen als 30-fach erhéht nachgewiesen (Ghoshal et al.
1999) und der Grad der Hochregulierung des CSNK1D mRNA-Gehalts korreliert mit
dem Grad der regionalen Pathologie (Yasojima et al. 2000). Daruber hinaus
kolokalisiert CSNK1D mit neurofibrillaren Lasionen und granulovakuolaren
Degenerationskorpern im Hippocampus von Alzheimer Patienten, sodass CSNK1D
einen Biomarker bei Alzheimer-Demenz darstellen konnte (Ghoshal et al. 1999). Das
Tau-Protein wurde als Hauptbestandteil neurofibrillarer Tangles in Gehirngewebe mit
Alzheimer identifiziert (Grundke-Igbal et al. 1986) und CK1 ist mit Tau-Filamenten
assoziiert (Kuret et al. 1997). Es konnte gezeigt werden, dass CSNK1D Tau
phosphoryliert und seine Bindung an Mikrotubuli verhindert (Li et al. 2004). So ist eine
Kombination der Aktivitaten von CSNK1D und der Glycogen Synthase Kinase 3 Beta
(GSK3B) fir mehr als drei Viertel der in Tau identifizierten Serin/Threonin-
Phosphorylierungsstellen verantwortlich, weshalb CSNK1D in der Pathogenese von
Alzheimer involviert ist und ein mogliches Therapieziel sein kann (Hanger et al. 2007).
Neuere Studien-Ergebnisse mit Einsatz des CSNK1D/E-Inhibitors PF-670462 zeigen
im Alzheimer-Mausmodell ein verbessertes Arbeitsgedachtnis, die Normalisierung des
circadianen Verhaltensrhythmus und damit das Potenzial zur Behandlung von

kognitiven und circadianen Storungen bei Patienten mit Alzheimer (Adler et al. 2019).

5.4 Schlussfolgerung

Durch den PLA konnte eine lokale Nahe von unter 40 nm zwischen CSNK1D und
GAPVD1 in vivo nachgewiesen werden, sodass eine Protein-Protein-Interaktion dieser

Proteine angenommen werden kann.

Die Erkenntnis dieser Interaktion hat dazu beitragen koénnen, die bedeutsamen
Funktionen von CSNK1D in der circadianen Uhr noch genauer in den Fokus zu
nehmen. Vor allem seit dem Nachweis, dass GAPVD1 durch CSNK1D phosphoryliert
wird (lbrahim et al. 2021), sollten zukunftig die Auswirkungen und moglichen
Funktionsanderungen dieser posttranslationalen Modifikation auf GAPVD1 untersucht
werden. Insbesondere stellt sich die Frage, welche Auswirkungen die
Phosphorylierung von GAPVD1 auf den Ablauf der circadianen Uhr hat. So kénnten

Untersuchungen mit Genvarianten von GAPVD1 mit  veranderten
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Phosphorylierungsstellen helfen, den Einfluss von GAPVD1 auf die molekulare Uhr
besser zu verstehen. Auch stellt sich die Frage, inwieweit die Interaktion von CSNK1D
und GAPVD1 ursachlich fir die im vorherigen Kapitel beschriebenen Einflisse auf
Organfunktionen und Krankheitsgenese hat. Vertiefende Untersuchungen in dieser
Richtung werden Erkenntnisse liefern, die unter Umstanden neue Therapieansatze

eroffnen kbnnen.
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