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KAPITEL 0. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Cirkadianer Rhythmus

Viele Lebewesen zeigen im Verlauf eines Tages unterschiedliche Verhaltensweisen, die
ausschlieBlich von der Tageszeit abhédngen. Darunter fallen z.B. Schlafgewohnheiten
und Fresszeiten. Ursache fiir diese rhytmisch auftretenden Aktionen sind Konzentra-
tionsénderungen bestimmter Proteine. Wiederholt sich dieser Rhythmus téglich, so
spricht man von einem circadianen Rhythmus. Dieser Ausdruck stammt von den la-
teinischen Worten circa, zu deutsch: ungefihr und dies, dem Tag. Der Zyklus wird
durch externe Reize (Umweltreize) synchronisiert und entspricht damit dem Modell
eines endogenen Regelzyklus.

Beschrieben wurde die endogene Uhr 1971 von R.J. Konopka [1], der bei gentechni-
schen Experimenten Fliegen isolieren konnte, die bei konstanter Dunkelheit einen 19 h-,
statt einen 24 h-Zyklus, beibehielten. Konopka machte das zugehorige Gen ausfindig
und nannte es short period (per®).

Im S&uger unterscheidet man zwischen der zentralen Uhr, die im suprachiasmati-
schen Nucleus (SCN) des Hypothalamus angelegt ist, und den peripheren Oszillatoren,
die in anderen Geweben vorkommen. Es wird vermutet, dass sich in nahezu allen Ge-
weben periphere Oszillatoren befinden [3]. Nachgewiesen wurde dies bereits fiir Leber
[2], Herz und Niere [4]. Periphere Uhren sind keine unabhéingigen Oszillatoren, sondern
werden durch die zentrale Uhr synchronisiert. Im Gegensatz zu den Oszillatoren im
SCN klingen die peripheren Osrzillatoren nach einer Zeit ab, wenn sie kein Signal des
suprachiasmatischen Nucleus bekommen.

1.2 Der Regelzyklus auf molekularer Ebene

Der circadiane Tag startet mit der Aktivierung der Uhren-Gene Period (per?/2) und
Cryptochrom (cry) durch den heterodimeren Transkriptionsfaktor CLOCK-BMALL.
PER2 wird im Cytosol durch die Casein-Kinase-I ¢ (CKle) phosphoryliert, im Komplex
mit CRY in den Kern transportiert. CRY wandert - nach verzogerter Synthese - mit-
tels eines CRY/PER-Komplexes in den Zellkern und stoppt die Transkription seiner
eigenen Gene. Weiterhin wird die BMAL1-Transkription PER vermittelt aktiviert. Die
Expression von bmall ist durch diese Riickkopplungs-Schleifen maximal, wenn diejeni-
ge der per- und cry-Gene am niedrigsten ist. BMALI kann so erneut Dimere mit dem
konstant synthetisierten CLOCK formieren, die dann die Transkription von per und
cry wieder anwerfen: Der circadiane Zyklus beginnt von vorn. Das ebenfalls tageszy-
klisch exprimierte PER3 iibertriagt die oszillierenden Signale des zentralen Taktgebers
an nachgeschaltete Ausgabesysteme. [6]



KAPITEL 1. EINLEITUNG

Cytoplasma

Abbau

Ausgangssignale

Abbildung 1.1: Organisation der molekularen Uhr im SCN eines Sidugers. Modifiziert nach [3].
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1.3 Struktur und Rolle von mouse PERIOD 2

Die Struktur vom dPER-Fragment der Aminosduren 232 bis 599 konnte von Yildiz et
al. aufgekldrt werden. Es besteht aus 2 PAS-Doménen (PAS-A und PAS-B) und zwei
zusétzlichen a-Helices (aE und oF), die im Kristall, in Lésung und in der Zelle ein
Homodimer bilden [7]. Dabei ragt aus der PAS-B-Doméne ein Tryptophan des einen
Monomers in die PAS-A-Doméne des anderen Monomers. Auflerdem wird der Komplex
von der aF-Doméne in einer Art Klammer zusammengehalten. Fehlt die aF-Doméine,
so kommt das dPER-Fragment nur als Monomer vor [5].

Da die Struktur von mouse PERIOD 2 (mPer2) noch nicht aufgeklért ist, wurde
ein Sequenzvergleich mit dPER und eine Sekundérstrukturvorhersage durchgefiihrt.
Demnach sind auch in mPer2 zwei PAS-Doménen vorhanden. Untersuchungen der Ar-
beitsgruppe ergaben, dass mPer2 auch ohne eine a-Helix, die als Klammer fungiert,
ein Dimer bildet. Entsprechend der Annahme, dass die Bindung der beiden mPer2-
Molekiile zum Dimer auf die gleiche Weise wie im Drosophila Homolog stattfindet, wur-
de ein Tryptophan (welches dquivalent zum Tryptophan in dPER liegt) zum Glutamat
mutiert. Das mutierte mPer2 trat als Monomer auf.

1.4 Fragestellung

Aus der Strukturvorhersage und der Monomerisierung der mPer2 W419E-Mutante er-
gibt sich die Uberlegung, ob mPer2 eine ihnliche Bindetasche wie dPER aufweist. Aus
diesem Grunde wurden in dieser Arbeit verschiedene Mutationen in die hypothetische
Bindetasche eingefiigt. Voruntersuchungen in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
eine T241E-Mutante weiterhin ein Dimer bildet. Da eine geladene Aminoséure in der
Bindetasche nicht zur gewiinschten Monomerenbildung gefiihrt hat, wurden in dieser
Arbeit aufgrund struktureller Uberlegungen folgende Mutanten untersucht:

e T241Y, sterische Hinderung durch aromatischen Ring

e T241F, sterische Hinderung durch aromatischen Ring; hydrophober (um die
Loslichkeit zu steigern)

e Doppelmutante T241F /F237W weitere sterische Hinderung
e Doppelmutante T241F/V232W weitere sterische Hinderung

Fiir diese Untersuchungen sollen:

e die Expressionsbedingungen optimiert und die Loslichkeit gesteigert,
e 16sliche Proteine gereinigt und

e der Oligomerisierungsgrad mittels Groflenausschluss-Chromatographie analysiert
werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Die folgenden Gerite wurden fiir die beschriebenen Experimente verwendet:

Gerit Quelle/Fa.

Tischzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg (BRD)
Tischzentrifuge Heraeus instruments Biofuge 13 mit Rotor 3757  Heraeus, Hanau (BRD)
Laborzentrifuge Hettich Universal 32 R mit Rotor 1619 Hettich, Bich (CH)

Ultrazentrifuge Beckmann 32-HS Centrifuge mit Rotor JA 201 Beckmann Instruments, Miinchen (BRD)
Feinwaage Mettler PM480 Delta Range Mettler-Toledo, Giessen (BRD)
Schiittler Infors Multitron Infors HT GmbH, Bottmingen (CH)
Gelkammern BioRad Power PAC 300 BioRad, Miinchen (BRD)

Branson sonifier 450 Branson, Danbury (USA)

Eppendorf Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg (BRD)
Amersham pharmacia biotech AKTA prime Amersham Pharmacia, Freiburg (BRD)
Amersham pharmacia biotech AKTA explorer Amersham Pharmacia, Freiburg (BRD)

Tabelle 2.1: Verwendete Geriite.

2.2 Mikroorganismen

Die folgenden FEscherichia coli (E. coli) Stémme wurden fiir die beschriebenen Expe-
rimente verwendet.

Escherichia coli

Stamm Genotyp
TG1 supE hsdd5 thi 6 (lac-proAB) F’[traD36proABT lacl? lacZs M15]
BL21(DE3)  hsdS gal (AcIts857 indl Sam7 ninb lacUV5-TT7 gene 1)

Tabelle 2.2: Verwendete E. coli Stamme.

2.3 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden fiir die beschriebenen Experimente verwendet.
Alle Oligonukleotide wurden von Fa. Metabion, Martinsried (BRD) synthetisiert.

Name Sequenz
Primer mPer2 [128-473] T241F s 5-GTGTGTTCCACAGCTACTTCACCCCTTACAAGCTTC-3’
Primer mPer2 [128-473] T241F _as 5-GAAGCTTGTAAGGGGTGAAGTAGCTGTGGAACACAC-3

Primer mPer2 [128-473] F237TW-T241F _s 5-GTGTGTGGCACAGCTACTTCACCCCTTACAAGCTTC-3’
Primer mPer2 [128-473] F237TW-T241F_as 5-GAAGCTTGTAAGGGGTGAAGTAGCTGTGCCACACAC-3’
Primer mPer2 [128-473] Flankierend_s 5-GCTGGCGGCCGCTATGAATGGATACGTGGAC-3’

Primer mPer2 [128-473] Flankierend_as 5-TGGCCTCGAGTCACGTCTGGGCCTCTATCCTG-3’

Tabelle 2.3: Verwendete Oligonukleotide.
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2.4 Vektor

_GST
Prescission Protease
* BamHI (947)

lac |

mPer2 128-473 in pGEX-6P2

6022 bp mPer2 128-473 wt

—_EcoRI (1994)

rAmp

Abbildung 2.1: Vektorkarte von pGEX-6P2 mit integriertem Fragment [128-473] aus mPer2.

Der verwendete Vektor pGEX-6P2 hingt an das, in die MCS eingefiigte, Genfrag-
ment eine GST-Bindedoméine iiber einen Linker mit einer Schnittstelle fiir die Pro-
tease Prescission an. Bei der Translation entsteht somit ein Fusionsprotein aus dem
gewiinschten Protein und GST. Léasst man dieses Fusionsprotein iber eine GSH-S&ule
laufen, so bindet es iiber schwache Wechselwirkungen an die Sdule und kann mit GST
eluiert werden. Um aus dem Fusionsprotein wieder das reine Protein zu gewinnen,
kann der Linker zwischen beiden Proteinteilen mit der Protease Prescission geschnit-
ten werden.

Der lac I Bereich im Vektor erméglicht die Induzierung einer Uberexpression mittels
IPTG. Ohne IPTG wird die Expression nicht gestartet. Der origin of replication, ori
bildet den Startpunkt fiir die Replikation des Vektors, damit dieser bei der Zellteilung
an Tochterzellen weitergegeben werden kann.

Der mit rAmp bezeichnete Bereich sorgt in E. coli fiir eine Resistenz gegen das An-
tibiotikum Ampicillin in dem ansonsten anfilligen F. coli-Stamm. Lisst man trans-
formierte E. coli auf einem Nahrboden mit Ampicillin wachsen, so kénnen nur die
Mikroorganismen iiberleben, die auch den Vektor aufgenommen haben.
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Vektor Quelle/Fa.
pGEX-6P2-mPer2 AG Wolf, Dortmund
pGEX-6P2-mPer2-W419E AG Wolf, Dortmund
pGEX-6P2-mPer2-T241Y AG Wolf, Dortmund
pGEX-6P2-mPer2-V232W AG Wolf, Dortmund
pGEX-6P2-mPer2-T241F diese Arbeit

pGEX-6P2-mPer2-T241F-F237TW diese Arbeit
pGEX-6P2-mPer2-T241F-V232W  diese Arbeit

Tabelle 2.4: Verwendete Vektoren.
2.5 Loésungen und Puffer

4 X SDS-Probenpuffer

Substanz Konzentration  Menge fiir 10 ml
Tris-Cl 250 mM 0,30 g

Glycerin 40 % (w/v) 4,00 g

SDS 8 % (w/v) 0,80 g

DTT 20 % (v/v) 2,00 ml
Bromphenolblau 0,2 % (w/v) 0,02 g

- ad 10 ml

- HCI bis pH 6,8

Tabelle 2.5: 4xSDS-Probenpuffer.

5X-DNA-Probenpuffer

Substanz Konzentration Menge fiir 10 ml
87% Glycerin 50 % (w/v) 5,00 g
Bromphenolblau 0,1 % (w/v) 0,10 g

- ad 10 ml (TBE-Puffer)

Tabelle 2.6: 5x-DNA-Probenpuffer.

10 X Maniatis SDS-Laufpuffer

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
Tris-Cl 250 mM 30,30 g
Glycin 1,92 M 144,00 g
20% SDS 1 % 50,00 ml
-—ad 11

- HCI bis pH 8,9

Tabelle 2.7: 10x SDS-Laufpuffer.

10 X-TBE-Puffer

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
Tris-Cl 900 mM 108,90 g
Borsdure 900 mM 55,62 g
EDTA 4 mM 1,49 g
-ad 11

- HCI bis pH 8,0

Tabelle 2.8: 10x-TBE-Puffer.
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50 X TAE-Laufpuffer

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
Tris 200 M 24,20 g
Aceton 0,8 M 57,10 ml
EDTA 0,25 M 50,00 ml
~ad 11

- HC! bis pH 8

Tabelle 2.9: 50x TAE-Laufpuffer.

100X PMSF-Stocklésung

Substanz Konzentration
PMSF 100 mM
- in Ethanol

Tabelle 2.10: 100x PMSF-Stocklésung.

Auftragspuffer-Proteinreinigung-Gelfiltration

Substanz Konzentration Menge fiir 11
Tris-Cl 50 mM 6,10 g
NaCl 400 mM 23,40 g
B-Mercaptoethanol 7 mM 0,50 ml
Glycerol 5 % (v/v) 50,00 ml
—ad 11

- HCI bis pH 7,7

Tabelle 2.11: Auftragspuffer-Proteinreinigung-Gelfiltration.

Auftragspuffer-Proteinreinigung- Anionenaustauschchromatographie

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
HEPES 25 mM 6,00 g

NaCl 50 mM 3,00 g
B-Mercaptoethanol 14 mM 1,00 ml

Glycerol 10 % 100,00 ml

-ad 11

- HCI bis pH 6,8

Tabelle 2.12: Auftragspuffer-Proteinreinigung-Anionenaustauschchromatographie.

Ampicillin-Stocklsung (1:2000)
Substanz Konzentration  Menge fiir 10 ml
Ampicillin 200 mg/ml 2,00 g
- ad 10 ml

Tabelle 2.13: Ampicillin-Stocklésung.

Blocking-Puffer

Substanz Konzentration Menge fiir 100 ml
10x PBS 1x 10,00 ml

10% Tween 20 0,2 % (v/v) 0,20  ml
Milchpulver 2 % (w/v) 2,00 g

- ad 100 ml

-pH 7,5

Tabelle 2.14: Blocking-Puffer.

Bradford-Losung

Substanz Konzentration Menge fiir 100 ml
Coomassie Blue G250 0,01 % (w/v) 0,10 g

Ethanol 50 % (v/v) 50,00 ml

H3PO4 85 % (v/v) 85,00 ml

-ad 11

Tabelle 2.15: Bradford-Losung.
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Coomassie-Firbelsung

Substanz Konzentration Menge fiir 100 ml
Ethanol 40 % (v/v) 40,00  ml
Coomassie Blue R250 0,3 % (w/v) 0,30 g
Coomassie Blue G250 0,3 % (w/v) 0,30 g

- ad 100 ml

Tabelle 2.16: Coomassie-Farbelosung.

Dialysepuffer
Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
HEPES 25 mM 6,00 g
NaCl 50 mM 2,93 g
B-Mercaptoethanol 14 mM 1,00 ml
Glycerin 10 % 100,00 ml

—ad 11
- HC! bis pH 6,8

Tabelle 2.17: Dialysepuffer.

Elutionspuffer-Proteinreinigung-GSH-Sepharose

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
HEPES 25 mM 6,00 g
NaCl 400 mM 23,40 g
B-Mercaptoethanol 14 mM 1,00  ml
Glutathion 20 mM 6,20 g

-—ad 11

- HCI bis pH 6,8

Tabelle 2.18: Elutionspuffer-Proteinreinigung-GSH-Sepharose.

Entfarbelosung
Substanz Konzentration Menge fiir 11
Methanol 10 % (v/v) 100,00 ml
Essigsidure 7 % (v/v) 70,00 ml
-ad 11

Tabelle 2.20: Entfirbelosung.

Entwicklerldsung
Substanz Menge fir 0,5 1
Natriumcarbonat (anhydr.) 30,00 g
37% Formaldehyd 250,00  pl
Natriumthiosulfat-5 Ho O 2,00 mg
- ad 0,5 1 Millipore
- bei 4°C verwenden

Tabelle 2.21: Entwicklerlésung.
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Elutionspuffer-Proteinreinigung-Anionenaustauschchromatographie

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
HEPES 25  mM 6,00 g

NaCl 1 M 58,50 g
B-Mercaptoethanol 14 mM 1,00  ml

Glycerol 10 % 100,00 ml

-—ad 11

- HCI bis pH 6,8

Tabelle 2.19: Elutionspuffer-Anionenaustauschchromatographie.

Lysispuffer-Proteinreinigung I

Substanz Konzentration Menge fiir 1 1
HEPES 25 mM 6,00 g
NaCl 400 mM 23,40 g
B-Mercaptoethanol 20 mM 6,20 g
EDTA 1 mM 0,30 g

-ad 11

- HCI bis pH 6,8

Tabelle 2.22: Lysispuffer-Proteinreinigung I.

Lysispuffer-Proteinreinigung II

Substanz Konzentration Menge fiir 11
Tris-Cl 50 mM 6,10 g
NaCl 400 mM 23,40 g
B-Mercaptoethanol 14 mM 1,00  ml
EDTA 1 mM 0,30 g

-ad 11

- HCI bis pH 7,7

Tabelle 2.23: Lysispuffer-Proteinreinigung II.

Sammelgelpuffer
Substanz Konzentration Menge fiir 100 ml
Tris-C'l 0,5 M 6,10 g
SDS 04 % (w/v) 0,40 g

- ad 100 ml
- HC bis pH 6,8

Tabelle 2.24: Sammelgelpuffer.

SOC-Medium

Substanz Konzentration Menge fiir 0,1 1
Hefeextrakt 0,5 % (w/v) 0,5 g
Trypton 2,0 % (w/v) 20 g

AM NaCl 10 mM 250 pl

1M KC1 2,5 mM 250 pl

1M MgCls 10 mM 1,0 ml

1M MgSO4 10 mM 1,0 ml
Glukose 20 mM 04 g

- ad 100 ml

Tabelle 2.25: SOC-Medium.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

TG-Puffer
Substanz Konzentration Menge fiir 11
Tris 0,25 M 30,30 g
Glycin 1,92 M 144,00 g
-ad 11
Tabelle 2.26: TG-Puffer.
Trenngelpuffer
Substanz Konzentration  Menge fiir 100 ml
Tris-C'l 1,5 M 18,20 g
SDS 04 % (w/v) 0,40 g
- ad 100 ml

- HC bis pH 8,8

Tabelle 2.27: Trenngelpuffer.

‘Waschpuffer-Proteinreinigung-GSH-Sepharose

Substanz Konzentration Menge fiir 11
Tris-Cl 50 mM 6,10 g
NaCl 400 mM 23,40 g
B-Mercaptoethanol 7 mM 0,50 ml
-—ad 11

- HCI bis pH 7,7

Tabelle 2.28: Waschpuffer-Proteinreinigung-GSH-Sepharose

Waschpuffer-Pulldown-GSH-Beads

Substanz Konzentration  Menge fiir 1 1
HEPES 25 mM 6,00 g
NaCl 200 mM 11,70 g
DTE 2  mM 0,30 g

—ad 11

- HCI bis pH 7,7

Tabelle 2.29: Waschpuffer-Pulldown-GSH-Beads.

2.6 Quantitative analytische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde photometrisch bei einer Wellenlénge von 600 nm bestimmt. Eine
optische Dichte von 1 entspricht dabei ca. 1 x 10° E. coli-Zellen pro ml.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Bestimmungen der Proteinkonzentration wurden mit dem Bradford-Assay durchge-
fithrt. 1 ml Bradfordlésung (s. Lsg. 2.15) wird mit 1-10 ul der Proteinlésung gemischt,
OD bei 595 nm gemessen und Konzentration an Hand einer BSA-Kalibrierkurve be-
stimmt.

10



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

2.7 Kultivierung von E. coli

2.7.1 Medien zur Anzucht von E. coli

Die autoklavierten Medien wurden in den in Tabelle 2.31 und 2.32 angegebenen Mi-
schungen zur Verfiigung gestellt. Bei Medien, in denen transformierte Stdmme einge-
setzt wurden, wurde auBerdem eine Ampicillinkonzentration von 100 & eingestellt.

Das Antibiotikum lag in einer 500x Stocklosung vor.

Standard I Néhrbouillon

Substanz Konzentration Menge fiir 11
Spezialpepton 1,56  %(w/v) 15,6 g
Hefeextrakt 0,28  %(w/v) 28 g

NaCl 0,56  %(w/v) 56 g
D(+)-Glukose 0,10  %(w/v) 1,0 g

-ad 11

Tabelle 2.30: Standard I Néhrbouillon.

Standard I Medium

Substanz Konzentration Menge fiir 1,5 1
Néahrbouillon 2,5 %(w/v) 375 g
Vitamin B1 10,01 %(w/v) 1 Spatelspitze
Thymin i 0,01 %(w/v) 1 Spatelspitze
-ad 1,51

Tabelle 2.31: Standard I Medium.

TB-Vollmedium

Substanz Konzentration Menge fiir 11
1
Trypton 1,2 %(w/v) 12 g
Hefeextrakt 2,4 %(w/v) 24 g
Glycerin 0,1 %(v/v) 4  ml
- ad 900 ml
2
KHoPOy 170 mM 2,31 g
K>;HPO,4 720 mM 12,564 g
- ad 100 ml
- nach autoklavieren 1 und 2 mischen
Tabelle 2.32: TB-Vollmedium.
LB-Vollmedium

Substanz Konzentration Menge fiir 11

Hefeextrakt 0,5  %(w/v) 500 g

Bacto Trypton 1,0 %(w/v) 10,00 g

NaCl 1,0 %(w/v) 10,00 g

-—ad 11

- NaOH bis pH 7,5

Tabelle 2.33: LB-Vollmedium.

11
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2.7.2 Wachstum in Fliissigkultur zur Expressionsanalyse

Der E. coli Stamm wurde in Erlenmeyerkolben im Brutschiittler bei 37°C iiber 14 h
angezogen. Die Kolbengrofe richtete sich nach dem Kulturvolumen und entsprach ca.
einem Drittel des Gefiflvolumens.

Zur Induktion der heterologen Expression wurden transformierte FE. coli BL21-
(DE3)-Zellen 2.2 aus einer Glycerinkultur oder direkt nach Transformation aus einer
Kolonie verwendet. Damit wurde eine 100 bis 300 ml Vorkultur unter selektiven Bedin-
gungen angeimpft und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Das Beimpfen
der Hauptkultur von 5 oder 10 1 TB-Vollmedium erfolgte mit der Vorkultur auf eine
optische Dichte (bei 600 nm) von 0,1. Nach etwa 4 Stunden erfolgte die Induktion mit
0,1-0,3 mM sterilfiltriertem IPTG bei einer optischen Dichte (bei 600 nm) von un-
gefidhr 0,7. Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 18°C im Schiittler inkubiert. Danach
erfolgte die Sedimentation der Zellen bei 4°C, 4000 rpm fiir 15 Minuten. Anschlielend
wurde das Zellsediment bei -20°C gelagert.

2.8 Molekularbiologische Methoden

Die Mutationen wurden mittels iiberlappender PCR(2.8.1) in das Genfragment(Ami-
nosiduren 128 bis 473) von mPer2 eingefiigt. Das mutierte Fragment wurde mit BamHI
und FcoRI geschnitten, in den Vektor pGEX-6P2 ligiert(2.8.3) und in einen TGI-
Stamm(2.2) transformiert(2.8.2). Nach anschliefender Reinigung(2.8.4) und Sequen-
zierung(2.8.5) wurde das Plasmid zur Proteinexpression verwendet.

2.8.1 Uberlappende PCR

Bei einer PCR (Polymerase Kettenreaktion) werden mittels DNA-Polymerasen und
Nukleotiden Genfragmente amplifiziert. Damit die Polymerase arbeiten kann, miissen
sogenannte Primer dem Gemisch hinzugefiigt werden. Ein Primer setzt ein flankieren-
des Ende des zu amplifizierenden Fragmentes, deshalb miissen zwei Primer zugesetzt
werden, die auf gegeniiberliegenden Stréingen die beiden Enden des Fragmentes bilden.

In einer ersten PCR wurden in zwei Reaktionsgefafien, mit jeweils einem flankieren-
den und einem mutagenen Primer, Mega-Primer hergestellt, die schon die gewiinschte
Mutation enthielten. Es folgte eine Aufreinigung der DNA mittels PCR purification
set der Fa. GENOMED (Lohne, BRD). Die beiden erstellten Mega-Primer wurden
mit den flankierenden Primern zusammengegeben und erneut eine PCR, gestartet. Die
erhaltenen DNA-Doppelstidnge besitzen die gewiinschte Punktmutation.

2.8.2 Hitze-Schock-Transformation

Um den Vektor in die Zelle zu transportieren, wurde eine Hitze-Schock-Transformation
benutzt. Dabei nutzt man die Eigenschaft der verwendeten Organismen, bei plotzli-
cher Temperaturdnderung genetisches Material aus dem umgebenden Medium aufzu-
nehmen und im Falle eines geeigneten Vektors, diesen zu integrieren. Dafiir wurden
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die Zellen 30 min auf Eis gelagert, anschliefend fiir 45 sec auf 42°C erhitzt und so-
fort wieder fiir 5 min auf Eis gegeben. Zur Regeneration wurden 500 pl SOC-Medium
zugegeben und fiir 30 min auf 37°C erhitzt.

2.8.3 Ligation eines DNA-Doppelstranges in einen Vektor

Die Ligationsanséitze enthielten ca. 50 ng Vector-DNA, ca. die dreifache Menge an
DNA-Fragmenten, Ligasepuffer und 1 U T4-DNA-Ligase der Fa. Gibco (BRD) bei
einem Ansatzvolumen von 20 pl. Die Reaktion wurde fiir 16 h bei 16°C inkubiert.

2.8.4 Reinigung von DNA-Fragmenten und Plasmiden

Die DNA-Fragmente wurden entsprechend der Anleitung zur PCR Purification mit
einem Kit der Fa. GENOMED (Lohne, BRD) durchgefiihrt.

2.8.5 DNA-Sequenzanalyse

Zur Verifizierung der klonierten Gene wurden DNA-Sequenzierungen mittels fluores-
zenzmarkierten Nukleotiden bei der Fa. Qiagen (Hilden, BRD) in Auftrag gegeben.

2.9 Proteinreinigung

2.9.1 Aufschluss

Der Aufschluss geschah sonorisch mit einem Branson sonifier 450. Um eine Uberhitzung
zu vermeiden, wurde der Aufschluss auf Eis durchgefithrt und die Dauer auf anfiingli-
che 1,5 min und anschliefende 5x30 sec, unterbrochen von kurzen Durchmischungen,
begrenzt.

2.9.2 Aufreinigung

Nach Ultrazenrifugation fiir 1 h bei 28000 rpm in Beckmann 32-HS Zentrifuge mit
einem JA 201 Rotor wurde der Uberstand vom Sediment dekantiert und das Sedi-
ment verworfen. Der Uberstand wurde in eine 25 ml-(Fast-Flow)-GSH-Siule bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2 rﬁl gegeben und mit Waschpuffer(Tab. 2.28) gereinigt. Die
Elution erfolgte mittels Elutionspuffer(Tab. 2.18) bei einer Flussgeschwindigkeit von

ml
min*

2.9.3 Prescission-Verdau

Die Protease Prescission trennt den Linker zwischen den beiden Teilen des Fusions-
proteins. Sie wird in 3,3 xfacher Masse zum gereinigten Fusionsprotein zugegeben und
bei 4°C iiber 4 h inkubiert.
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2.9.4 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration fand an einer Amersham pharmacia AKTA explorer statt.
Die Absorption wurde bei 280 nm und 220 nm gemessen.
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3 Ergebnisse

Um eine schnelle und kontrollierbare Expression zu garantieren, wurde ein B121(DE3)-
E. coli-Stamm(Kap. 2.2) mit pGEX-6P2(Kap. 2.4) verwendet.

3.1 Prdparation der Vektoren

Der Vektor pGEX-6P2-mPer2-T241Y war in der Arbeitsgruppe schon vorhanden,
so dass nur noch die Vektoren pGEX-6P2-mPer2-T241F, pGEX-6P2-mPer2-T241F-
F237W und pGEX-6P2-mPer2-T241F-V232W angefertigt werden mussten. Die dafiir
bendtigten Primer sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. Fiir die T241F/V232W-Doppelmu-
tante wurde der Vektor pGEX-6P2-mPer2-V232W als Vorlage verwendet.

Die Konstruktion geschah entsprechend Kapitel 2.8.

3.2 Expressionstest und Loslichkeit

Um ideale Expressionsbedingungen fiir das gesuchte Protein zu finden, wurden Kom-
binationen aus Temperatur und IPTG-Konzentration herangezogen. Dabei wurden
Temperaturen von 18°C, 25°C und 30°C und IPTG-Konzentrationen von 0,03 mM, 0,1
mM und 1 mM verwendet. Die Inkubationszeitraume wurden entsprechend vorheriger
Annahmen auf 4 h, 8 h und 16 h gesetzt. Dabei wurde der in Kapitel 2.2 beschrie-
bene BL21-Stamm von E. coli verwendet. Die verwendete Kultur enthielt den Vektor
pGEX-6P2 (siehe 2.4) mit eingefiigtem mPer2-Fragment (Aminosiren 128 bis 473)
und der T241Y-Punktmutation. Das Anzuchtvolumen betrug in allen Fillen 100 ml.

Die Anzucht der Zellen, die Expression und die Aufreinigung wurde entsprechend
der Angaben in Kapitel 2.7.2 angezogen und entsprechend Kapitel 2.9 gereinigt. Der
Vorgang ist in Abb. 3.1 anschaulich gemacht worden. Abbildung 3.2 zeigt die Auf-
reinigung des Proteins in sechs Schritten. Die erste Bande zeigt die Zellbestandteile.
Nach Zentrifugation sind im Uberstand(2) und im Sediment(3) einzelne Banden von-
einander zu unterscheiden. Auffillig ist, das im Bereich von 60 kDa im Sediment(3)
eine hohe Konzentration an Proteinen zu erkennen ist. Da fiir weitere Untersuchun-
gen gelostes mPer2 bendétigt wird, sollte die Konzentration an prézipitiertem mPer2
moglichst gering sein. Das Eluat der GSH-Sepharosematrix in Spalte 6 wird in drei
Banden aufgetrennt.

Aus Abbildung 3.3 ist zu entnehmen, dass die hochste Ausbeute an verwertbarem
Protein bei einer 16 h Expression mit einer IPTG-Konzentration von 0,03 mM in auf
18°C temperiertem TB-Medium die héchste Ausbeute erbringt.
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Abbildung 3.1: Schematischer Verlauf des Expressionstests.
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=T241Y

-—GST

Abbildung 3.2: Reinigungsverlauf der T241Y-Mutante von mPer2 bei 18°C Inkubation iiber 8 h und
einer Expressionsinduktion mit 0,1 mM IPTG. Die Trennung der Proteine erfolgte in einem 12%igem
SDS-Polyacrylamidgel und anschlieBender Coomassiefirbung. 1: Zellbestandteile nach Induktion, 2: Uber-
stand nach 15000xg Zentrifugation iiber 1 h, 3: Sediment, 4: Uberstand nach Zentrifugation der GSH-
Sepharosematrix, 5: letzter Waschschritt, 6: Eluat.
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Abbildung 3.3: Ausbeute 16slichen Proteins in pg fiir einen Ansatz von 100 ml Medium bei den angegeben
Bedingungen. Die Beschriftung ist wie folgt geschliisselt: Ansatz / Temperatur / IPTG-Konzentration /
Expressionsdauer / Medium.
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Abbildung 3.4: Eluate der T241Y-Mutante von mPer2. Darstellung von zwei 12%igen SDS-
Polyacrylamidgelen mit anschlieBender Coomassiefdrbung. Die Nummerierung ist aus Abbildung 3.3 zu
entnehmen.

3.3 Thermische Stabilitat

Viele Proteine sind sehr anfillig gegeniiber thermischer Zersetzung und Proteasen. Da-
mit das unter optimalen Bedingungen gewonnene Protein nicht bei weiteren Schritten
auf Grund dieser Anfilligkeiten verloren geht, wurde ein Stabilitdtstest durchgefiihrt,
der Aufschluss iiber die thermische Belastbarkeit geben soll. Abbildung 3.5 zeigt die
T241Y-Mutante von mPer2 bei verschiedenen Bedingungen. In Abbildung 3.5 ist in
der ersten Spur eine unbehandelte Probe aufgetragen. Die Proben in den Spalten zwei
bis vier wurden iiber 16 h bei verschiedenen Temperaturen gelagert. Die gefrorene und
wieder aufgetaute Probe ist in Spalte zwei zu erkennen. In Spalte drei befindet sich
mPer2, welches iiber 16 h bei Raumtemperatur, in Spalte vier bei 4°C gelagert wurde.
Zu erkennen ist, dass die eingefrorene Probe die gleiche Intensitéit wie die Referenz-
Probe aufweist. Spalte vier zeigt leichte Abbauspuren, die sich durch eine schwéchere
Intensitdt auszeichnen. In Spalte drei ist dies noch stérker der Fall.

3.4 Analyse der quartdaren Struktur

Zu Beginn wurde die T241Y-Mutante analysiert. Die Expression aus einem 5 1 Ansatz
war zuvor durch die Arbeitsgruppe geschehen, so dass diese Arbeit mit der Aufrei-
nigung des Proteins aus einem gefrorenen Zellsediment begann. Entsprechend der in
Kapitel 2.9.2 beschriebenen Methode fand die Aufreinigung an einer 25 ml GSH-(Fast
Flow)-Saule bei einer Durchlaufrate von 2 % statt. Eluiert wurde mit 1 % Glutathi-
on in 4 ml Fraktionen. Entsprechend einer Konzentrationsbestimmung nach Bradford,
konnten 6,34 mg Protein aufgefangen werden. Es wurde 1 ul Prescission zugegeben
und auf eine Proteinkonzentration von 1,8 =% eingeengt. Dabei war zu beobachten,
dass ein Versuch der weiteren Einengung zum Prézipitieren des Proteins fithrt. Ab-
bildung 3.2 zeigt Proben vom Verlauf der Aufreinigung in einem 15%igen Gel. Eine

Analyse des Oligomerisierungsgrades war auf Grund der geringen Konzentration und
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Abbildung 3.5: Stabilitdtstest der T241Y-Mutante von mPer2. Darstellung eines 15%igen SDS-
Polyacrylamidgels mit anschlieender Coomassiefarbung. 1: Referenz, 2: gefroren und aufgetaut, 3: 16 h
bei Raumtemperatur, 4: 16 h bei 4°C.

Masse mittels GroBlenausschlusschromatographie nicht moglich.

Unter der Annahme, dass die in Kapitel 3.2 gewonnen idealen Expressionsbedin-
gungen auch fiir die T241F-Mutante giiltig sind, wurde die Expression entsprechend
durchgefiihrt. Die Aufreinigung geschah unter obigen Bedingungen. Das Ergebnis der
Gelfiltration fiir diese Mutante ist in einer vergleichenden Grafik in Abbildung 3.6
aufgetragen. Der in blau aufgetragene Wildtyp des mPer2-Fragments[128-473] tritt
nach 13,61 ml Elutionsvolumen maximal aus. Dabei handelt es sich um ein Homo-
dimer. Die in griin aufgetragene W419E-Mutante ist als Vergleich fiir das Monomer
aufgetragen. Die T241F-Mutante ist rot dargestellt. Sie schneidet zwar die Fldche der
W419E-Mutante, liegt jedoch mit 15,65 ml Elutionsvolumen unter den 16,73 ml der
W419E-Mutante.
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Abbildung 3.6: Laufverhalten bei der analytischen Grofenausschlusschromatographie. Aufgetragen sind Mu-
tationen und der Wildtyp des mPer2-Fragments [128-473].
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4 Diskussion

Im Hinblick auf die grofien Gemeinsamkeiten im Sequenzvergleich(alignment), zwi-
schen dem in Drosphila vorkommenden dPER und mPer2, besteht die grole Wahr-
scheinlichkeit, dass die in dPER nachgewiesene Bindetasche auch in mPer2 zu fin-
den ist. Die bisherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten, dass ausschliellich
die W419E-Mutante in monomerer Form in wvitro auftritt. Da eine bei Aminoséure
241 durchgefiihrte Punktmutation von Threonin zu Glutamat ein génzlich unlosliches
Protein hervorbringt, wurde versucht an dieser bedeutsamen Stelle weniger polare
Aminosduren zu verwenden, um die Loslichkeit zu steigern. Eine genaue Zuordnung
der T241Y-Mutante des mPer2-Fragments zu einem Oligomerisierungsgrad ist jedoch
auf Grund der geringen Menge und Konzentration nicht moglich. Eine Expression in
grofferem Volumenmafstab wird nicht zu einer genaueren Analyse fithren, da auch in
diesem Fall keine Konzentration von iiber 1,8 =% erreicht werden kann.

Auch die T241F-Mutante war nur schlecht 16slich, jedoch scheint die hydrophobe
Gruppe des Phenylalanins die Loslichkeit zu steigern. Eine klare Zuordnung zum Mo-
nomer kann jedoch nicht geschehen, da die Elution in diesem Falle erst nach einem
Volumen von ca. 16 ml geschehen sollte.

Die beiden Doppelmutanten werden von der Arbeitsgruppe weiter bearbeitet und
analysiert.

Die in Kapitel 3.2 gewonnenen Ergebnisse zu idealen Expressionsbedingungen schei-
nen sich auf andere Mutanten iibertragen zu lassen, da in anderen Versuchen mit diesen
Werten auch hinreichend gute Ergebnisse erzielt wurden. Eine Expression iiber 16 h
bei 18°C mit einer IPTG-Konzentration von 0,03 mM scheint somit fiir das mPer2-
Fragment der Aminosiuren 128 bis 473 ideal zu sein.
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5 Zusammenfassung

Betrachtet man den circadianen Zyklus der Maus, so stellt sich heraus, dass mouse
PERIOD 2 eine Schliisselposition in diesem einnimmt. Dabei spielt vor allem die Kom-
plexbildung und die Oligomerisierung eine entscheidene Rolle, da hieriiber verschiedene
Mechanismen miteinander verschaltet werden kénnen. Da eine Strukturaufklirung am
Kristall bei diesem Protein bisher erfolglos blieb, wurde in dieser Arbeit die Charak-
terisierung einer moglichen Bindestelle auf molekulargenetischem Wege untersucht.
Voruntersuchungen haben gezeigt, dass die Aminosédure Tryptophan-419 im unter-
suchten mPer2 Fragment[128-473] mafigeblich an der Bildung eines Homodimers be-
teiligt ist. Es ist anzunehmen, dass sich dieses wie bei dPER in einer Bindetasche
einer PAS-Domiéne befindet. Mutationen innerhalb der hypothetischen Bindetasche
haben bisher keine Homodimerisierung verhindert. Dabei wurde eine genaue Charak-
terisierung erschwert, da die meisten Mutationen nur unzureichend l6sliche Proteine
bildeten. Um dennoch eine Charakterisierung zu ermoglichen, wurden in dieser Arbeit
optimale Expressionsbedingungen fiir eine der untersuchten Mutanten entdeckt.
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