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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Unsere Umwelt ist durch stete Veranderungen gepragt. Periodisch wiederkehrende
Ereignisse wie der Jahreszeitenwandel oder der 24-Stunden-Rhythmus von Tag und
Nacht, aber auch pldtzlich auftretende Anderungen der Temperatur, der
Nahrungsverflgbarkeit oder der UV-Einstrahlung stellen uns immer wieder vor grofB3e
Herausforderungen. Um in beiden Situationen angemessen reagieren zu kdnnen, haben
Lebewesen im Laufe der Evolution zwei unterschiedliche Mechanismen entwickelt:
sogenannte innere Uhren und das Stress-System. Wa&hrend erstere unseren
Organismus auf sich regelmaBig wiederholende Anforderungen unseres Alltag
vorbereiten, ermdglicht uns das Stress-System auf unvorhersehbare und plétzlich
auftretende Ereignisse schnell und angemessen zu reagieren.

Ein in vergangenen Jahren h&ufig erforschter Stress-Signalweg stellt die durch die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38 vermittelte Antwort des Organismus auf
Stress dar. Neben der Rolle im Stresssystem postulieren neuere Studien eine
Beteiligung von p38 an der Signalweiterleitung zur inneren Uhr in S&ugern (Hayashi et
al., 2003), sowie eine Uhr-regulierte rhythmische Aktivierung von p38 (Vitalini et al.,
2007; Lamb et al., 2011) und belegen zugleich eine Interaktion von innerer Uhr und
Stress-System. Eindeutige Belege, dass mit p38 eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase
als méglicher Verknupfungspunkt beider Systeme fungiert, fehlen jedoch bis heute.

1.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

1.1.1 MAPKSs und ihre Bedeutung fiir den Organismus

Proteinkinasen zahlen zu den wahren Alleskénnern in der Zelle. Der Stellenwert, den sie
im Organismus einnehmen, wird bei Betrachtung der eukaryotischen Genome und
Proteome deutlich. So werden nach neueren Schatzungen 30-50 % aller Proteine einer
eukaryotischen Zelle durch Proteinkinasen mittels Phosphorylierung reguliert (Ptacek
und Synder, 2006; Sefton und Shenolikar, 2001). Zuséatzlich machen Proteinkinasen mit
575 Genen etwa 2% des gesamten humanen Genoms aus (Lander, 2001; Manning et
al., 2002). Eine bedeutende Gruppe innerhalb der Kinasen stellt hierbei die Superfamilie
der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK oder auch MAP-Kinasen) dar, welche
basierend auf ihren strukturellen und biochemischen Eigenschaften in drei
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Untergruppen unterteilt werden kann (Kyriakis und Avruch, 1996; Robinson und Cobb
1997; Ip und Davis, 1998): die Extrazellular-Signal regulierten Kinasen (ERK), die c-Jun-
N-terminalen Kinasen (JNK) und die p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinasen. Wenn
auch in unterschiedlichen Signalwegen agierend, so haben doch alle drei MAPK-Typen
eins gemein. Mit ihrer Rolle im Zellzyklus, bei der Apoptose, der intrazellularen
Kommunikation, der Genexpression sowie der Stress- und Immunantwort verfligen sie
nicht nur Uber ein breites Wirkungsspekirum sondern fungieren dartber hinaus in Pro-
und Eukaryoten als bedeutender Regulator zahlreicher physiologischer Prozesse. Im
Mittelpunkt eines jeden Prozesses steht eine durch eine Proteinkinase vermittelte
Phosphorylierungsreaktion. In dieser Ubertragen als Proteintransferase agierende
Kinasen den y-Phosphatrest eines Adenosintriphosphats (ATP), in seltenen Fallen auch
eines Guanosintriphosphats (GTP), auf Serin-, Threonin- und Tyrosin-Aminosaurereste
eines Targetproteins (Lindberg et al.1992). Sie fUhren auf diese Weise zu einer
Konformationsanderung in dessen Polypeptidkette und final zu einer Anderung der
Proteineigenschaften (Johnson, 1994; Johnson & Richard, 2001; Cohen, 2002a). So
wird neben einer Erhéhung oder Verminderung der enzymatischen Aktivitat des Proteins
(Johnson & Barford, 1991; Johnson et al., 1996) mitunter dessen zellulare Lokalisation
(Beals et al., 1997) sowie Lebensdauer und Fahigkeit zur Interaktion mit anderen
Bindepartnern, wie DNA und Proteinen (Faux & Scott, 1996; Hubbard & Cohen, 1993;
Brunet et al., 1999), beeinflusst. In Anbetracht der grundlegenden Bedeutung der
Phosphorylierungsreaktionen fur Targetprotein und Zelle, aber auch fiir den gesamten
Organismus, ist es nicht  verwunderlich, dass Stérungen dieses
Regulationsmechanismus, wie z.B. durch konstitutive Aktivierung von Proteinkinasen,
mitunter schwerwiegende Erkrankungen wie Krebs, Diabetes oder Immunschwéache zur
Folge haben oder deren Entwicklung negativ beeinflussen kénnen (Blume-Jensen and
Hunter, 2001; Cohen, 2002b). Ein besseres Verstandnis des
Phosphorylierungsnetzwerkes mit seinem weitreichenden Einfluss auf
unterschiedlichste biologische Prozesse ist daher von groBer Bedeutung.

1.1.2 MAPK Signalwege — Wege intrazellularer Kommunikation

MAP-Kinasen agieren in der Zelle nicht autonom, vielmehr sind sie Teil eines
intrazellularen Kommunikationssystems. Fir die Funktion eines mehrzelligen
Organismus ist die Kommunikation seiner Zellen untereinander, ebenso wie mit seiner

Umwelt, von essentieller Bedeutung. Um Anderungen ihrer extrazellularen Umgebung
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wahrnehmen und in Folge entsprechend darauf reagieren zu kénnen, haben Zellen
unterschiedliche, phylogenetisch hochkonservierte MAPK-Signalwege entwickelt
(Garrington & Johnson, 1999).

Stimulus  Rezeptor MAPKKK MAPKK MAPK

o -~> -> ‘®@ -> d®@ = o ‘®9 => Zellantwort

Abbildung 1: MAPK-Signalweg

Am Anfang einer jeden Signaltransduktionskaskade (Abb. 1) stehen extrazellulére
Signalmolekile, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, Hormone oder
Stressoren,  welche an  membranstdndige = Rezeptoren  binden,  deren
Konformationsénderung induzieren und damit das Signal an die intrazellulare Doméne
weiterleiten (Schafer und Williams, 2000). Die anschlieBende Signallbertragung zum
Zellkern erfolgt typischerweise tber eine dreistufige Phosphorylierungskaskade (Su und
Karin, 1996; Widmann et al., 1999). In dieser spielen Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
eine entscheidende Rolle. Im Zellinneren aufeinanderfolgend geschaltet,
phosphorylieren und aktivieren sich MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK), MAP-
Kinase-Kinase (MAPKK) und MAP-Kinase (MAPK) nach dem ,Domino-Prinzip“ und
transportieren auf diese Weise das Signal weiter ins Zellinnere. Ist dabei eine Kinase
innerhalb der Signalkette in gréBerer Menge vorhanden als ihr vorausgeschalteter
Regulator, kommt es zusétzlich zu einer Verstarkung des Signals (Pearson et al., 2001).
Eine Aktivierung der MAP-Kinase erfolgt daruber hinaus nur wenn sowohl Threonin als
auch Tyrosin in der Konsensussequenz Thr-Xaa-Tyr durch die vorgeschaltete MAPKK
phosphoryliert wird (Keyse, 2000; Cobb und Goldsmith, 1995). Der letzte Schritt der
intrazellularen Signalweiterleitung mindet schlieBlich, neben der Phosphorylierung von
Targetproteinen, meist in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Diese binden an
spezifische DNA-Sequenzen, induzieren die Transkription bestimmter Gene und leiten
damit die Zellantwort auf auBere Veranderungen der Umwelt ein (Johnson und Lapadat,
2002).
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Obwohl ERK, JNK und p38, in getrennt ablaufenden MAPK-Signalwegen agieren, ist
dennoch ein gewisses Maf3 an ,cross-talk* innerhalb des Kommunikationssystems zu
beobachten (Cowan und Storey, 2003). So setzen nicht nur dieselben Signalmolekile
unterschiedliche MAPK-Signalwege in Gang, sondern kdnnen auch Signalkomponenten
eines Weges oftmals gleichzeitig Komponente und Regulator einer weiteren
Phosphorylierungskaskade sein (Abb. A1 im Anhang). Der Zelle wird so die vielfache
Maoglichkeit der Modulation und des ,Feintunings® der Zellantwort auf unterschiedliche
Signale gegeben. Durch diese Regulierbarkeit des Signalweges auf jeder Stufe sowie
der Vernetzung miteinander, entsteht ein sehr flexibles und komplexes
Kommunikationssystem zur Weiterleitung intrazellularer Information (Robinson und
Cobb, 1997).

1.1.3 MAPK p38 in Drosophila melanogaster

Die Klasse der p38 MAP-Kinasen umfasst 42kDa groBBe Serin/Threonin-Kinasen, die in
Drosophila melanogaster durch drei Gene codiert werden (Han ZS et al., 1998): p38a,
p38b und p38c. Die Tatsache dass der gesamte kodierende Bereiche hierbei in nur
einem Exon vorliegt, schlieBt die Mdglichkeit alternativer Splicevarianten aus und Iasst
das p38 Modul in der Fliege, im Vergleich zu vier p38-Isoformen im Sauger, ein Stlick
weit Ubersichtlicher erscheinen (Belozerov et al., 2012). Darlber hinaus existieren
widerspriichliche Aussagen zu einer mdglichen Funktion von p38c. So messen
bisherige Publikationen lediglich p38a und p38b eine Bedeutung bei der Stressantwort
und der antimikrobiellen Immunitat (Craig et al, 2004; Chen et al., 2010) bei und weisen
auf eine mdglichen Funktion beider Isoformen bei der Regulation von ZellgréBe (Cully et
al., 2010), Lebensdauer (Vrailas-Mortimer et al., 2011) sowie epigenetischer Vererbung
(Seong et al., 2011) hin. Ebenso gibt es Berichte Gber ein Mitwirken beider Isoformen in
der Decapentaplegic (dpp)-regulierten Fligelgestaltung (Adachi-Yamada et al., 1999)
und bei der Erzeugung axialer Polaritdt wahrend der Oogenese (Inoue et al., 2001). Die
Tatsache das p38a und p38b Nullmutanten unter normalen Bedingungen lebensfahig
sind, wahrend Doppelmutanten bereits im Laufe ihrer larvalen Entwicklung sterben, lasst
zudem eine mdogliche funktionellen Redundanz beider Isoformen vermuten (Adachi-
Yamada et al., 1999; Vrailas-Mortimer et al., 2011). Im Gegensatz dazu handelt es sich
bei p38c nach weit verbreiteter Meinung lediglich um ein Pseudogen. So beinhaltet die
genomische Sequenz Mutationen in essentiellen Motivregionen, die eine Codierung
einer funktionellen Kinase nach Caillie Craig (siehe persdnl. Korrespondenz mit FlyBase
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unter http:/flybase.org/reports/FBgn0267339.html) unmdglich machen: dabei handelt es
sich um einen Aminosaurenaustausch im hochkonservierten Phosphorylierungsmotiv
der eine Anderung von TGY =zu TDH bewirkt, sowie einen zweifachen
Aminosaurenaustausch im katalytischen Zentrum von p38c. Kirzlich veréffentlichte
Studien weisen zwar auf eine Rolle von p38c im Fettstoffwechsel (Chakrabarti et al.,
2014) sowie bei der Kontrolle der weiblichen Fruchtbarkeit und der Expression der
Decarboxylase DOPA in Fliegen (Davis et al., 2008) hin, ob p38c jedoch tatséchlich eine
funktionelle Kinase reprasentiert bleibt in Forschungskreisen weiterhin umstritten. Aus
diesen Grund, aber auch weil anatomische mRNA-Studien fir p38c im Vergleich zu
p38a und p38b insbesondere im Gehirn der Fliege extrem geringe mMRNA
Expressionslevel offenbaren (Abb. A2-A4), wurde in der hier vorliegenden Arbeit eine
Funktion von p38c flir die innere Uhr von vornherein nicht in Betracht gezogen und die
Isoform von jeglichen experimentellen Ansatzen ausgeschlossen.

Die Signalkaskade von p38 in Drosophila setzt sich, wie im vorangegangen Abschnitt
bereits erwahnt, aus einer dreistufigen Phosphorylierungskaskade mit 3
Proteinkinasetypen zusammen — MAPKKK, MAPKK und MAPK. Wé&hrend der p38-
Signalweg im Sauger bereits gut erforscht ist, sind Signalwegskomponenten der Fliege
kaum bekannt. So konnten in Drosophila mit D-MEKK1 und D-TAK1 bisher nur zwei
MAPKKKs identifiziert werden. D-TAK1 Fliegenmutanten offenbaren groBe Defizite in
ihrer Immunreaktion (Vidal et al, 2001), wahrend Tiere mit mutierten D-MEKK1 Gen im
Vergleich zum Kontrollstamm auf extreme Hitze und osmotischen Stress verandert
reagieren (Inoue et al, 2001). Die Tatsache, dass in D-MEKK1 Nullmutanten die
Aktivierung von p38 als Folge von Hitzeschock und osmotischen Stress reduziert, aber
nicht vollstandig unterbunden ist, lasst weitere MAPKKKs im p38-Signalweg vermuten.
D-MKKS3, auch Licorne genannt, reprasentiert eine MAPKK auf zweiter
Phosphorylierungsebene und stellt somit einen direkten Regulator und Aktivator der p38
Isoformen dar (Han SJ et al, 1998; Han ZS et al, 1998). Fir vollstdndige enzymatische
Kinaseaktivitét ist auch hier eine Phosphorylierung sowohl des Threonin'* (Thr'®) als
auch Tyrosin'® (Tyr'®®) im ,Thr-Gly-Tyr-Motiv* der Aktivierungsdomane von p38
zwingend notwendig (Su und Karin, 1996). Liegt hingegen anstelle einer dualen nur eine
einfache Phosphorylierung vor, besitzt p38 keinerlei enzymatische Funktion. In
Ubereinstimmung mit der vielfaltigen Funktion von p38 konnte in den vergangenen
Jahren von Transkriptionsfaktoren wie Mef2 (Vrailas-Mortimer et al., 2011) und D-ATF2
(Sano et al.,, 2005; Adachi-Yamada et al., 1999) Uber Wachstumsfaktoren und
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Zellzyklusregulatoren (Cully et al., 2010; Shi et al., 2005) bis hin zu untergeordneten
Kinasen wie MK2 (Seisenbacher et al., 2011; Belozerov et al., 2012), ein breites
Spektrum an nukledren und zytoplasmatischen Targetproteinen identifiziert werden.
Hinweise auf potentielle p38-Targetproteine im circadianen System der Fliege gibt es
aktuell jedoch noch keine.

1.2 Die innere Uhr von Drosophila melanogaster

1.2.1 Neuronale Organisation

Im Gegensatz zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN), dem Sitz des circadianen
Systems im Sauger, umfasst die innere Uhr der Fliege keinen kompakten Komplex
sondern setzt sich vielmehr aus rund 150 rhythmisch oszillierenden Uhrneuronen
zusammen (Ewer et al., 1992; Taghert und Shafer, 2006; Helfrich-Férster et al., 2007).
Uber beide Hemispharen verteilt, bilden sie ein circadianes Uhrneuronennetzwerk aus
und lassen sich, basierend auf Lage und GrdBe, in 7 Untergruppen einteilen (Abb. 2):
die im dorsalen Bereich lokalisierten dorsalen Neurone, DNy, DN, und DN3, sowie die
seitlich gelegenen lateralen Neurone, LNg, I-LN,, s-LN, und LPN (zusammengefasst in
Helfrich-Férster 2003 und 2004; Kaneko und Hall, 2000; Helfrich-Férster et al. 2007).

Abbildung 2: Lokalisation der Uhrneurone und ihre mutmaBlichen Projektionsbereiche im Gehirn
von Drosophila melanogaster.

Laterale (s-LNy, I-LNy, LNg und LPN) und dorsalen Schritmacherneurone (DN, DN> und DNs) sind
zusammen mit ihren Fortsatzen in verschiedenen Farben gekennzeichnet: dorsolateral Neurone: LNg
(orange); groBe ventrolaterale Neurone: I-LN, (dunkelrot); kleine ventrolaterale Neurone: s-LN, (hellrot);
finfte kleine ventrolaterale Neuron: 5th s-LN, (violett); laterale posteriore Neurone: LPN (griin); dorsale
Neurone: DNy (lila und hellblau), DNz (tirkis) und DNs (dunkelblau); akzessorische Medulla: aMe;
posteriorer optischer Trakt: POT (nach Helfrich-Férster et al., 2007)
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Alle Uhrneurone zeichnen sich durch eine zyklische Expression von sogenannten
Uhrproteinen aus, ein molekularer Mechanismus auf welchen im Detail im
anschlieBenden  Abschnitt  eingegangen  wird  (siehe  Abschnitt  1.2.2).
Verhaltensanalysen und morphologische Studien der vergangenen Jahren machten es
sich vor allem zum Ziel, die Funktion der einzelnen Uhrneurongruppen zu identifizieren.
Demnach exprimieren die I-LN, und s-LN, zur Synchronisation der Uhrproteinoszillation
innerhalb des circadianen Systems (Helfrich-Foérster, 2005), aber auch zur Weiterleitung
circadianer Signale an nachgeschaltete Neurone, den circadianen Neurotransmitter
PDF (Pigment Dispersing Factor) (Helfrich-Forster, 1995; Park & Hall, 1998; Renn et al.;
1999). Einzige Ausnahme bildet das auf Hohe der I-LN, liegende flnfte s-LN,, das keine
Expression des Signalpeptids zeigt (Kaneko et al., 1997). Die Hauptaufgabe der PDF-
exprimierenden |-LN, liegt vermutlich in der Kopplung der Oszillationen beider
Hemisphéaren. Mit ihren Nervenfortsdtzen projizieren sie nicht nur in die ispilaterale
akzessorische Medulla sondern ziehen Uber den posterioren optischen Trakt (POT)
auch auf die contralaterale Seite, wo sie ein weit verzweigtes Netzwerk Uber der
Medulla ausbilden (Helfrich-Foérster et al., 2007). Zusammen mit der Tatsache, dass
unter konstanten Bedingungen das Uhrproteincycling in den I-LN, nach einigen Tagen
verschwindet (Shafer et al., 2002; Yang und Sehgal, 2001), spricht dies, neben der
Kopplungsfunktion, eher fir eine Vermittlung rhythmischer Signale an die optischen
Ganglien und Augen als fir ein Mitwirken an der Entstehung circadianer
Verhaltensrhythmen (Helfrich-Forster et al., 2007). Diese Aufgabe scheinen hingegen
die s-LN, und LNy, die mutmaBlichen Hauptschrittmacherzellen der inneren Uhr,
innezuhaben.  So reicht ein circadianes  Uhrproteincycling in  diesen
Uhrneuronengruppen aus, um auch in Abwesenheit von Zeitgebern rhythmisches
Laufverhalten zu erzeugen (Ewer et al., 1992, Frisch et al., 1994). Darlber hinaus
senden die s-LN,, neben ihren Projektionen in die akzessorische Medulla, zusammen
mit den LNy auch Nervenfortsatze ins dorsale Protocerebrum des Fliegenhirns (Helfrich-
Forster et al., 2007). Dieser Teil des Gehirns enthélt neben vielen neurosekretorischen
Zellen auch zahlreiche neuronale Verbindungen zu anderen Bereichen im Gehirn und
bietet der inneren Uhr so die Mdglichkeit circadiane Signale sowohl Uber den
elektrischen als auch Uber den hormonellen Output-Weg an Zielorgane weiterzuleiten
(Engelmann, 2004). Im Gegensatz dazu ist die Funktion der dorsalen Neurone im
circadianen System, ebenso wie die Rolle der LPN, abgesehen von deren Beitrag zum
Temperaturentrainment (Shafer et al., 2006; Yoshii et al., 2005), noch weitgehend
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ungeklart (Helfrich-Férster 2005). Die DN, tragen zwar unter LD-Bedingungen zur
rhythmischen Abendaktivitéat der Fliegen bei (Veleri et al., 2003), sind daflir jedoch nicht
zwingend notwendig (Ewer et al., 1992, Frisch et al., 1994). Nicht anders verhalt sich
der Einfluss der groBten Gruppe der dorsalen Neurone, der DN; (ca. 40 Zellen pro
Hemisphare) auf das circadiane System. Die schlieBlich letzte Gruppe der dorsalen
Neurone, die DN, (bis zu 15 Zellen), I&sst sich aufgrund ihrer Lage und ihres Auftretens
wahrend der Entwicklung in 2 Untergruppen aufteilen: DN;, (anterior) und DNy,
(posterior). Die DN;, treten bereits im Larvenstadium auf und exprimieren das
Neuropeptid IPNamid (Shafer et al., 2006). Aufgrund ihrer Projektionen in die
akzessorische Medulla adulter Fliegen stehen sie in engem Kontakt mit den LN,, was
die Hypothese einer noch unbekannten Funktion in der inneren Uhr verstarkt.

1.2.2 Molekularer Mechanismus

Das circadiane Cycling der Uhrproteine beruht auf einem komplexen molekularen
Mechanismus. Herzstiick und eigentlicher Motor der rhythmischen Uhrproteinexpression
ist eine sich selbst erhaltende Ruckkopplungschleife (Abb. 3). In ihr unterliegen die
Uhrproteine Period (PER) und Timeless (TIM) einer rhythmischen Expression da sie in
Folge von cytoplasmatischer Ansammlung und anschlieBender nuklearer Translokation
schlieBlich mit einer zeitlichen Verzdgerung ihre eigene Transkription hemmen (Hardin
et al.,, 1990; Glossop et al., 1999). PER und TIM sind jedoch nicht die einzigen
Komponenten dieses regulatorischen Kreislaufs. So konnten wissenschaftliche Studien
der letzten 30 Jahren neben PER (Konopka and Benzer, 1971) und TIM (Seghal et al.,
1994) mit Clock (CLK) (Allada et al., 1998), Cycle (CYC) (Rutila et al., 1998),
Doubletime (DBT) (Price et al., 1998), Vrille (VRI) (Blau und Young, 1999), Shaggy
(SGG) (Martinek et al., 2001), Pdp1 (Cyran et al., 2003), CK2 (Akten et al., 2003; Blau
et al.,, 2003; Lin et al.,, 2002) und PP2A (Sathyanarayanan et al., 2004) zahlreiche
weitere Uhrproteine identifizieren. Bei CLK und CYC handelt es sich hierbei um zwei
basische Helix-Loop-Helix-PAS Transkriptionsfaktoren.
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Abbildung 3: Molekulare Riickkopplungsschleife sowie relative PER und TIM Proteinlevel im
Tagesverlauf.

A zeigt eine vereinfachte Darstellung der molekularen PER/TIM-Rickkopplungsschleife (fiir eine detaillierter
Beschreibung siehe FlieBtext), B reprasentiert rhythmische Schwankungen relativer PER (rot) und TIM
(blau) Proteinlevel in der inneren Uhr von Drosophila melanogaster im Tagesverlauf (modifiziert nach
Helfrich-Forster, 2002 ).

Am Beginn der Rickkopplungsschleife stehend dimerisieren CLK und CYC in der Mitte
des Tages, binden an E-Box Elemente in den Promotorregionen von period und
timeless sowie weiterer ccg (clock controlled genes) und fungieren auf diese Weise als
Aktivatoren der Uhrgenexpression (Darlington et al., 1998; Hao et al., 1997). Nach
anschlieBender Translation im Cytoplasma, sammeln sich PER und TIM im
Tagesverlauf an, bevor sie nach Erreichen ihres Proteinmaxiums gegen Mitte der Nacht
in den Zellkern wandern (Hardin et al., 1990; So und Rosbash, 1997; Zerr et al., 1990;
Edery et al., 1994) und dort durch Binden von PER an CLK ihre eigene Transkription
unterbinden (Lee et al., 1999). An dieser Stelle kommen die Proteinkinasen SGG, CK2,
DBT und NEMO sowie die Proteinphosphatase PP2A ins Spiel. Uber ein Wechselspiel

aus Phosphorylierung und Dephosphorylierung sorgen sie fir eine dynamische
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Regulation des Phosphorylierungsgrades von PER und TIM und steuern so deren
cytoplasmatische Akkumulation, nukledre Translokation und gezielte Degradation (Kloss
et al,, 1998; Lin et al.,, 2002; Cryan et al., 2005; Sathyanarayanan et al., 2004; flr
detaillierte Angaben siehe Abschnitt 1.2.3). Auf diese Weise wird nicht nur die Menge
und Lokalisation der Uhrproteine kontrolliert, sondern zeitgleich der molekularen
Zustand der Zelle auf die aktuelle Tageszeit abgestimmt (Hardin, 2005).

Die Synchronisation des molekularen Uhrwerks an den Tag-Nacht-Rhythmus
gewahrleistet der Blaulichtrezeptor Cryptochrom (CRY; Emery et al., 1998; Stanewsky
et al.,, 1998). Im GroBteil aller wichtigen Uhrneurone zugegen (Yoshii et al., 2008),
bindet CRY in Folge seiner Aktivierung durch Licht an TIM, induziert dessen
Degradation (Helfrich-Forster, 2002; Busza et al.,, 2004) und stellt somit neben
posttranslationalen Modifikationsmechanismen einen weiteren, licht-abh&ngigen Weg
zur Steuerung der molekularen Rickkopplungsschleife dar.

1.2.3 Proteinphosphorylierung als Regulationsmechanismus im molekularen
Uhrwerk

Die inhibitorische Wirkung der Uhrproteine PER und TIM auf ihre eigene Transkripition
ist ein grundlegender Mechanismus der circadianen Rlckopplungsschleife der inneren
Uhr, kann jedoch nicht allein verantwortlich flr die Entstehung eines 24 Stunden
Rhythmus sein. Biochemische Reaktionen laufen meist in Sekunden oder Minuten ab.
Um die enorme zeitliche Verzdgerung von Transkription und Autoinhibiton zu
gewahrleisten und zeitgleich eine Anpassung des Rhythmus an 24 Stunden zu
ermdglichen, sind neben der transkriptionellen Regulation (Cheng und Obrietan, 2007;
Cheng et al., 2007) weitere Regulationsmechanismen von groBer Bedeutung:
posttranslationale Modifikationen (Vanselow und Kramer, 2007; Gallego und Virshup,
2007; Bae und Edery, 2006). Diese steuern die subzellularer Lokalisation, Stabilitét,
Aktivitat sowie Komplexbildung der Uhrproteine und gewahrleisten auf diese Weise die
circadiane Dynamik des Systems. So fihrt die konstitutive Expression von per in
arrhythmischen per®” Fliegen zur Wiederherstellung circadianer Rhythmen auf
Verhaltens- sowie molekularer Ebene. Zeitgleich zeigen Tiere rhythmische PER
Proteinlevel sowie eine rhythmische nukledre Akkumulation des Uhrproteins (Yang und
Sehgal, 2001). Neben Acetylierung (Choudhary et al., 2009), Glykosylierung (Spiro,
2002) und Ubiquitinierung (Grima et al., 2002; Ko et al., 2002) wurde insbesondere die
Proteinphosphorylierung (Lee et al., 2001) als posttranslationaler Prozef3 in der inneren
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Uhr beschrieben. Mit 25-35 identifizierten Phosphorylierungsstellen bietet PER eine der
Hauptansatzstellen fir Phosphorylierungsreaktionen (Vanselow et al., 2006; Chiu et al.,
2008; Garbe et al., 2013) im circadianen System und fungiert darliber hinaus als eine
Art ,Phospho-Timer* (Gallego und Virshup, 2007; Bae und Edery, 2006). Am Ende des
Tages noch wenig phosphoryliert, durchlauft neu synthetisiertes PER im Laufe der
Nacht mehrere Phosphophorylierungsprozesse bevor es schlie3lich kurz vor seinem
Abbau, gegen Ende der Nacht in seiner hyperphosphorylierten Variante vorliegt (Edery
et al. 1994). Ging man in der Vergangenheit noch davon aus dass allein die Anzahl der
Phosphatreste diesen Abbau und folglich die Geschwindigkeit der inneren Uhr reguliert,
weil3 man heute dass vielmehr der Ort und nicht das AusmaB der Phosphorylierung
Uber die Funktion, Stabilitat und nukledre Translokation der Uhrproteine entscheidet
(Chiu et al., 2008; Ko et al., 2010; Chiu et al., 2011; Garbe et al., 2013). So existieren in
den Uhrproteinen mehrere Phosphorylierungsdoménen, welche, selbst wenn durch
diesselbe Kinase aktiviert, unterschiedliche Wirkungsweisen besitzen. Das beste
Beispiel hierfir liefert das Uhrprotein Period (Abb. 4). Wahrend DBT durch
Phosphorylierung von Serin 47 (Ser47) die Bindung des F-Box Proteins SLIMB an PER
beginstigt und damit den proteasomalen Abbau des Uhrproteins induziert (Ko et al.,
2002; Grima et al., 2002), fihren DBT-vermittelte Phosphorylierungen von Ser585,
Ser589 und mdoglicherweise auch Threonin 583 (Thr583) in der ,PER-Short® Doméne
stattdessen zu einem gegenteiligen Effekt, der Hemmung des Ser47-vermittelten
Abbaus von PER (Chiu et al., 2011). Vielmehr noch, Chiu und Kollegen (2011) sehen in
der ,PER-Short® Doméne sogar eine Art Hauptkontrollzentrum des PER-
Phosphorylierungsprogramms, welches Phosphorylierungsreaktionen der Kinase DBT
an weit entfernteren Regionen zeitlich hinauszdgert. So hat der Austausch von Serin-
und Threonin-Phosphorylierungsstellen mit Alanin in der ,PER-Short® Doméne eine
Zunahme der DBT-vermittelten Phosphorylierungen im N- und C-Terminus von PER
sowie einen schnelleren Wechsel von der hypophosphorylierten  zur
hyperphosphorylierten Form und folglich einen beschleunigten DBT-vermittelten Abbau
von PER zur Folge. Auch treten bei Fliegenmutanten mit “missense”-Mutationen in
dieser Region, Phanotypen mit kurzer Freilaufperiode auf (Baylies et al., 1992;
Rothenfluh et al., 2000). Neben den bereits genannten Thr583, Ser585 und Ser589
exisitiert in der ,PER-Short* Doméane noch eine weitere Phosphorylierungsstelle,
Ser596. Durch die Prolin-gerichtete Kinase NEMO phosphoryliert, férdert diese die DBT-
vermittelte Phosphorylierung der Ubrigen Phosphorylierungsstelle der ,PER-Short*
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Domane (Chiu et al., 2011). Dariiber hinaus mehren sich Hinweise auf eine Interaktion
von Ser596 mit einer weiteren Phosphorylierungsdoméne in PER, der ,PER-SD (PER
Short Downstream)“ Domane (Garbe et al., 2013).

Ser47-vermittelter Abbau

SGG
Lenaa, / ‘..
/ \‘ o, / ’// / Prolin-gerichtete
Ki
. 7 ,P . NEMO -~ ' Inase
%, EXA NN ES S N
k) D% % ? > S G
SLIMB- PER-Short PER-SD
Bindestelle

Abbildung 4: Phosphorylierungsdoménen im Uhrprotein Period

Gezeigtes Modell repréasentiert ein schematisches Darstellung der Peptidsequenz des Drosophila
Uhrproteins Period (PER) samt bereits charakterisierter Phosphorylierungsstellen und dazugehériger
Kinasen (blau). Fiir detaillierte Beschreibung siehe FlieBtext. (modifiziert nach Garbe et al., 2013)

Diese umfasst einen Bereich von 26 Aminosduren und beinhalten mit Ser604, Ser607,
Thr610, Ser613 und Ser629 finf potentielle Phosphorylierungsstellen (Kivimae et al.,
2008). Thr610 und Ser 613 stellen hierbei die am besten charakterisiertesten dar. Durch
DBT phosphoryliert, kontrollieren sie das Timing der Phosphorylierung wie die Stabilitat
von PER und regulieren auf diese Weise die Taktgeschwindigkeit der inneren Uhr. Dies
geschieht entweder (ber Hemmung der Phosphorylierung der ,PER-Short* Doméne,
oder Uber einen noch unbekannten Mechanismus parallel zu ,PER-Short". Unabhangig
davon, weisen Fliegen mit Alanin anstelle von Thr610 und/oder Ser613 neben einem
verzégertem PER-Abbau um bis zu 4 Stunden langer hyperphosphoryliertes CLK sowie
eine verspatete CLK-vermittelte Transkription von PER auf und zeigen dariiber hinaus
lange Freilaufperioden unter konstanten Bedingungen (Garbe et al., 2013). Ahnlich
lange Freilaufrhythmen, jedoch aufgrund eines verzégerten Kerneintritts von PER,
zeigen Fliegenmutanten mit modifizierter Ser661 Phosphorylierungsstelle (Ko et al.,
2010). Eine verminderte Hyperphosphorylierung von PER in Ser661 Mutanten Iasst
zudem in der Phosphorylierungstelle ein  Schlusselsignal fir  weitere
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Phosphorylierungsreaktionen in PER vermuten. Diese Hypothese konnten Ko et al.
(2010) bestatigen und mit Ser657 eine Phosphorylierungsstelle von SGG identifizieren,
einer Kinase die fur ihre Phosophorylierungsreaktion einen Phosphatrest 4 Aminosauren
entfernt von ihrer eigentlichen Phosphorylierungsstelle benétigt (Cohen und Frame,
2001). Als mdgliche Vermittler der Phosphorylierung von Ser661 und damit ,Vorreiter-
Kinase“ fir SGG kommt laut Ergebnissen von in vitro Kinasenassays die Prolin-
gerichtete MAP-Kinase ERK in Frage (Ko et al. 2010). Entsprechende Nachweise in
vivo fehlen jedoch bis heute und lassen die Mdglichkeit einer Phosphorylierung von
Ser661 durch eine andere Prolin-gerichtete MAP-Kinase, wie beispielsweise die Stress-
aktivierte Kinase p38, weiter offen.

1.3 Stress, innere Uhr und MAP-Kinasen

Die innere Uhr beeinflusst nahezu alle physiologischen und psychologischen Systeme.
Stérungen des circadianen Systems haben daher oft weitreichende Auswirkungen auf
das Wohlbefinden und den Gesundheitszustands des Organismus. So weisen
depressive Menschen nicht nur einen veranderten Plasma-Cortisolrhythmus auf,
sondern zeigen zugleich gestérte Schlaf-Wach-Rhythmen (Deuschle et al., 1997). In
Ubereinstimmung hiermit postulieren zahlreiche Studien ein erhdhtes Risiko fiir
Depressionen, Krebs- und Stoffwechselerkrankungen infolge von gestérten Tag-Nacht-
Rhythmen (Winkler et al., 2005; Blume-Jdensen and Hunter, 2001; Lee, 2006; Rudic et
al., 2004). Ebenso kann Stress auch Ausléser und aufrechterhaltender Faktor gestérter
circadianer Biorhythmen sein. So ist in Mausen und Ratten die chronischen Stress
ausgesetzt wurden, eine reduzierte Amplitude im circadianen PER2 Proteincycling im
SCN zu beobachten (Jiang et al., 2011; Kinoshita et al., 2012). Darlber hinaus mehren
sich Berichte Uber Auswirkungen von wiederholtem nicht-psychosozialem Stress auf die
Laufaktivitat (Gorka et al., 1996), den Schlaf (Moreau et al., 1995), die Kérpertemperatur
(Ushijima et al., 2006) sowie den Plasma-Glukokortikoidspiegel (Ottenweller et al.,
1994). Dass dabei die Antwort des Organismus auf den Stressfaktor in Abhangigkeit
von der Tageszeit variieren kann, zeigen erst klrzlich durchgefiihrte Stress-Studien an
Mausen. So fanden Bartlang et al. (2012) einen deutlichen Effekt auf physiologische
Parameter (ACTH-Empfindlickkeit und Nebennierengewicht) wenn Mé&use ,social
defeat” Stress wahrend des Tages ausgesetzt wurden. Immunologische Parameter
(IFNg Sekretion und Schweregrad einer Dextran-Sodium-Sulfat induzierten Kolitis) und
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Verhaltensweisen (Heimkafig- und Sozialverhalten) hingegen wurden am starksten von
psychosozialem Stress wahrend der Nacht beeinflusst. Angesichts dieser vielseitigen
und auch zeitabhangigen Wechselwirkungen von innerer Uhr und Stresssystem, wird
die Frage nach einem Zusammenhang sowie den mdglichen Kommunikationswegen
beider Systeme immer dréngender.

Als mdgliches Bindeglied zwischen Stress- und circadianen System kdnnten MAP-
Kinasen fungieren. Neben ihrer Funktion bei der Stressantwort, deuten neuere Studien
auch auf eine entscheidende Rolle im circadianen System hin. Im SCN von S&augern
exprimiert, unterliegen ERK und p38 einer circadian und einer lichtregulierten
Aktivierung und stehen daruber hinaus im Verdacht den Licht-input an die innere Uhr zu
koppeln und auf diese Weise das Licht-Entrainment zu steuern (Obrietan et al., 1998;
Butcher et al., 2002; Butcher et ., 2003; Pizzio et al., 2003; Nakaya et al., 2003). So fihrt
eine Hemmung des ERK-Signalwegs im SCN von Saugern zu einer Abschwéachung der
lichtinduzierten Phasenverschiebung (Butcher et al. 2002; Coogan and Piggins 2003),
sowie zu einer Dampfung der Expression friiherer Gene (Butcher et al. 2002; Dziema et
al. 2003; Akashi und Nishida 2000). Letztere besitzen eine cAMP response element
(CRE) Konsensussequenz in ihrer Promotorregion - so auch mPer1, einen Sauger-
Homolog des Drosophila Uhrgens period. Durch Bindung des aktivierten
Transkriptionsfaktor CREB (CRE Bindeprotein) an diese Sequenz, wird die Transkription
von mPer1 und somit der lichtinduzierte ,,Reset” der inneren Uhr eingeleitet (Gau et al.,
2002; Tischkau et al., 2003). Initiator und Ausgangspunkt dieses lichtinduzierten Reset-
Vorgangs ist die MAP-Kinase ERK. Der CREB-Aktivierung vorausgeschaltet,
phosphoryliert und aktiviert ERK die p90 ribosomale S6 Kinase (p90 RSK), den
eigentlichen Aktivator der CREB-Phosphorylierung (Roberson et al., 1999). In diesem
Zusammenhang bietet sich fir p90 RSK und somit indirekt auch fir ERK, eine weitere
Mdglichkeit Einfluss auf das circadiane System zu nehmen. So ist die ERK-Bindestelle
in S6KII, ein Homolog von p90 RSK in Drosophila, nicht nur fir die Aktivierung von
S6KIl, sondern mitunter auch fur die Interaktion von S6KII mit der ,Uhrkinase* CK2 und
die Modulation des circadianen Verhaltens von groBer Bedeutung (Akten et al., 2009;
Tangredi et al., 2012).

Zusatzlich zu ERK kann auch p38 die circadiane Rhythmen entscheidend beeinflussen.
So konnten Hayashi et al. (2003) nach chronischer Applikation eines reversiblen und
selektiven p38-Inhibitors auf kultivierte Zirbeldrisenzellen, deutlich verlangerte
Melatonin-Freisetzungsrhythmen beobachten. Zudem flUhrte ausschlieBlich eine



EINLEITUNG 15

kurzzeitige Inhibitorapplikation ~wahrend des subjektiven Tages zu einer
Phasenverschiebung des Rhythmus und I&sst damit einen Tageszeit-spezifischen Effekt
von p38 auf die innere Uhr vermuten. Weitere unabhangige Studien wiederum sehen im
p38-Signalweg einen ,Outputweg® der inneren Uhr, der zum Beispiel die Anpassung und
Vorbereitung des Organismus auf hyperosmotischen Stress in Neurospora crassa
steuert (Vitalini et al. 2007; Lamb et al., 2011; zusammengefasst in de Paula et al.,
2008). Neben der Reaktion auf osmotischen Stress scheint jedoch auch die oxidative
Stressantwort uhrgesteuert zu sein. So treten im Vergleich zu Wildtypfliegen in
Uhrmutanten keine tageszeitlichen Schwankungen in der Empfindlichkeit gegeniber
Wasserstoffperoxid, einem Ausléser von oxidativen Stress, auf (Krishnan et al., 2008).
Stattdessen scheinen per”’ Nullmutanten sensibler auf oxidativen Stress zu reagieren,
ein Effekt der sich in einer erhdhten Sterberate duBert und erst durch eine zusatzliche
Expression von PER im per’- Hintergrund ,gerettet® werden kann. In diesem
Zusammenhang deuten Daten von Zheng et al. (2007) auf ein Regulation der
Empfindlichkeit der inneren Uhr gegeniber oxidativem Stress durch FOXO hin, ein
Protein welches durch p38 und ERK phosphoryliert und aktiviert wird (Asada et al.,
2006) und liefern somit einen weiteren Hinweis flr p38 als mdgliche Schnittstelle

zwischen circadianem und Stress-System.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Basierend auf Hinweisen zu einer Interaktion von p38 MAPK mit Komponenten des
circadianen Systems von Vertebraten und Pilzen, sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Frage geklart werden ob p38 in Uhrneuronen von Drosophila melanogaster exprimiert
wird und wenn ja, welche Rolle die Stress-aktivierte Kinase gegebenenfalls im
circadianen System der Fliege einnimmt.

Hierzu wurden zunachst Reporterlinienstudien durchgefihrt, um das Expressionsmuster
von p38 MAPK im Gehirn und Auge der Fliege im Generellen, sowie im
Uhrneuronennetzwerk im  Speziellen, zu untersuchen. AnschlieBende p38-
Antikérperfarbungen von Canton S Wildtyp- und Kontrollfliegen sollten diese
Expressionsdaten bestatigen und in Kombination mit quantitativen RT-PCRs und
Westernblots zugleich Aufschluss Uber mégliche rhythmische Schwankungen im
Proteinlevel sowie im Aktivierungsprofil von p38 geben. Um einer méglichen Rolle von
p38 im circadianen System der Fliege nachzugehen, wurde dariiber hinaus ein
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verhaltensorientierter Ansatz gewahlt. So sollte mittels Aufzeichnung der Laufaktivitat
von Fliegen mit modifiziertem p38a bzw. p38b Level in den Uhrneuronen die Bedeutung
und Notwendigkeit von p38 MAPK fiir die Aufrechterhaltung und Entstehung circadianer
Verhaltensrhythmen untersucht werden. Zugleich sollten Verhaltensdaten erste
Hinweise auf mdgliche Ansatzpunkte von p38 im circadianen System liefern. Nicht-
radioaktive in vitro Kinasenassays sowie immunhistochmische Untersuchungen zur
Phosphorylierung und nukledren Translokation des Uhrproteins PER in p38 Mutanten
sollten abschlieBend der Frage nach einer Uhr-spezifischen Funktion von p38
nachgehen und mdogliche Interaktionspartner wie  potentielle in  vitro
Phosphorylierungsstellen von p38 identifizieren.
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2 Material

2.1

Fliegenstamme

Tabelle 1: Verwendete Fliegenstamme.

Wildtyp, Balancer und Mutanten

Genotyp Details Herkunft Referenz
Canton S (CS) Wildtypstamm Canton Special Stammsammlung g?jlsl%gg d
1118 5 Lindsley und
w white-Mutante, ABC-Transporter Stammsammlung Grell. 1968
p38a-Nullmutante im w-Hintergrund, Craiq et al
w8 ; p3gat’ generiert Uber p-Element- R. Cagan 2002 v

Mutagenese

y1 VV67C23; p38bA45

p38b-Nullmutante im y w-Hintergrund,
generiert Uber p-Element-
Mutagenese

A. Vrailas-Mortimer

Vrailas-Mortimer
etal., 2011

y1 V'ﬁ7023; p38bpex41

Kontrollstamm fiir p38b**° mit exakter

p-Element-Transposition

A. Vrailas-Mortimer

Vrailas-Mortimer
etal., 2011

1 Vlﬁ 7c23,

0386°%5/CyO-GFPW';
p38a"!

Doppelknockoutmutante | (DKO IZ,
hypomorphes p38b Allel im p38a"'-
Hintergrund, homozygot nur 5%
lebensfahig

A. Vrailas-Mortimer

Vrailas-Mortimer
etal., 2011

T wPe; Doppelknockoutmutante Il (DKO 11), . .
p38b**°/CyO-GFPw'; | Nullmutante fiir p38a und p38b, A. Vrailas-Mortimer ;/trasllasé-g{llqlrtlmer
p38a"'/TM3 Ser-GFP | homozygot nicht lebensfahig »

w; ScO/Cy0O; Doppelbalancer-Stamm fir 1. und IIl.

MKRS/TM6B Chromosom im w-Hintergrund Stammsammiung
GAL4-Treiberlinien, UAS-Responderlinien und weitere Stdmme

Genotyp Details Herkunft Referenz

W1 1 18,. UAS_p38bRNAi

Responderlinie, p38b RNA unter
UAS-Kontrolle

VDRC (#108099)

w8 UAS- 38 FINAI

Responderlinie, p38a RNA unter
UAS-Kontrolle

VDRC (#52277)

W1118, UAS' 38bHNAI_

Kombination aus VDRC #108099 und

UAS-p38a™ #50077 vorliegende Arbeit
4 Responderlinie, p38b cDNA unter . Adachi-Yamada
UAS-p38b UAS-Kontrolle T. Adachi-Yamada | 4 al., 1999
Responderlinie, Expression eines
dominant negativen p38b Allels unter Adachi-Yamada
UAS-p38bDN'S/FM7C UAS-Kontrolle, generiert durch T. Adachi-Yamada ot al. 1999
Austausch des Thr-183 im TGY-Motiv ”
mit Ala
Responderlinie, Expression zwei
UAS-p38b*P%/ unterschiedlich starker p38p/™as¢ Pead Vrailas-Mortimer
CyO-GFP; UAS- Allele unter UAS-Kontrolle, generiert A. Vrailas-Mortimer

p38b"P/TM3, Sb

durch Austausch des Lys-53 der
katalytischen Domé&ne mit Arg,

etal., 2011
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Substratbindung noch méglich aber
Kinasenaktivitat geblockt (persénliche
Mitteilung A. Vrailas-Mortimer)
W Pt Responderlinie, zytoplasmatische Stammsammiun
=UAS- Expression von GFP unter UAS- (BL, #1522) 9
GFP*%T)gglT" Kontrolle :

w; UAS-nuclacZ®®°

Responderlinie, nukledre Expression
von lacZ unter UAS-Kontrolle

Stammsammlung

p38b-GAL4/CyO

Enhancer trap-Linie zur p38b
spezifischen Expression von Gal4

A. Vrailas-Mortimer

Vrailas-Mortimer
et al., 2011

w; P!
=cry- GAL4-39}

Treiberlinie zur CRY spezifischen
Expression von GAL4 (u.a. im Auge

Stammsammlung

Klarsfeld et al.,

(w; cry-GAL4-39) und CRY*-Uhrneuronen) F. Rouyer 2004
Vo pawtme Treiberlinie zur PDF spezifischen Stammsammiun Renn et al
=pdf-GAL4} Expression von GAL4 (in s-LNys und J. C. Hall 9 1999 v

(v w; Pdf-GAL4)

I-LN,s)

UAS-dicer2; Pdf-
GAL4

Pdf-Treiberlinie in Kombination mit
UAS-dicer2 zur Verstarkung der RNA
Interferenz

Stammsammlung
T. Yoshii

W: Pt
=tim-UAS-GAL4]
(w; tim(UAS)-GAL4)

Treiberlinie zur TIM spezifischen
Expression von GAL4 (u.a. im Auge,
Uhrneuronen und Gliazellen)

Stammsammlung
M. Young

Blau and Young,
1999

UAS-dicer2;
tim(UAS)-GAL4

tim-Treiberlinie in Kombination mit
UAS-dicer2 zur Verstarkung der RNA
Interferenz

Stammsammlung
T. Yoshii

Hermann et al.,
2011

w:; daughterless-
GAL4
(w;; da-GAL4)

Treiberlinie zur Expression
in allen Geweben

Stammsammlung

Smith und
Cronmiller, 2001

w; p38b-lacZ

an lacZ gekoppeltes 1184bp groBes
Fragment inklusive p38b-
Promotorregion (-901 bis +208)

M. Yoo

Park et al.
(2003)

VDRC: Vienna Drosophila RNAi Center; BL: Bloomington Stock Center

Fliegenaufzucht und —haltung erfolgte in Glasern mit Drosophila-Standardmedium (0,8%
Agar, 2,2% Zuckerrtibensirup, 8,0% Maismehl, 1,0% Sojamehl, 8,0% Malzextrakt, 1,8%
Hefe und 0,3% Methyl-4-hydrobenzoat) in einem 12 stindigen Licht-Dunkel-Wechsel
(LD 12:12) bei 18°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-65%. Alternativ wurden
Kreuzungen bei 25°C durchgefihrt. Das Entrainment und die Aufzeichnung der

Laufaktivitat der Fliegen erfolgte bei 20°C.

2.2 Bakterienstamme

Far die Klonierung und Expression der Konstrukte Hisg-p38a und Hiss-p38b kamen zwei

unterschiedliche Bakterienstimme zum Einsatz: One Shot TOP10, ein Stamm mit hoher
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Transformationsrate fir die anfanglichen Transformation in E.coli, sowie der
Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS. Letzterer wurde ausschlieBlich zur heterologen
Proteinexpression verwendet und besitzt ein T7 Expressionssystem. Hier befindet sich
das zu exprimierende Zielgen unter Kontrolle eines T7-Promotors. Zusétzlich erlaubt
eine T7 RNA Polymerase unter Kontrolle eines lac UV5 Promotors eine IPTG-induzierte
Expression des Zielgens wahrend ein pLysS Plasmid mit T7-Lysozym, einem T7 RNA
Polymerase Inhibitor, einer mégliche Hintergrundexpression entgegenwirkt. Die Anzucht
der Bakterienstimme erfolgte in der Regel fir 14 bis 16 Stunden bei 37°C auf
Agarplatten oder in Flissigkultur auf einem Rundschattler bei 220 rpm. Zur langfristigen
Verwahrung wurden 500 pl Bakteriensuspension 1:1 mit sterilem Glycerin versetzt und
bei -80°C gelagert.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme.

Art, Stamm Genotyp Herkunft

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 gall gaK Invitrogen (#C4040-10)
rpsL (StrR) endA1 nupG

Escherichia coli,One
Shot TOP10

Escherichia coli,

BL21(DE3)pLysS F ompThsdSg (rs” mg) decmgal (DE3) pLysS Cm Promega (#L1191)

2.3 Medien

Tabelle 3: Verwendete Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung

10 g/l BactoTryptone; 10 g/l NaCl; 5 g/l Bacto Yeast Extract; 3 ml/l 1
M NaOH; pH 7 (Kulturmedium)

LBamp-Medium LBo-Medium mit 50-100 pg/ml Ampicillin (Selektivmedium)

LBo-Medium

LBamp-Medium (100 pg/ml Ampicillin) mit 8 g/| Bacto-Agar

LBamp-Platten (Selektivplatten)

Trikinetics-Medium 4% Sucrose; 2% Agar-Agar

LB: Lysogenybroth

2.4 Vektor

Zur Herstellung von Fusionsproteinen mit amino-terminalem Hexahistidin Tag wurde der
Expressionsvektor pHEHTN HisgHalo Tag T7 (Abb. 5; Promega; #G797A) verwendet.
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17 EcoRl
rrnB transcriptional His,
terminator His HaloTag® Open
Reading Frame

TEV site

pHEHTN His HaloTag®T7 Sacll
Vector EcoRV

(4014bp) PspOMI

T7 terminator Sbfl
ori region Notl

Amp’

- —

Abbildung 5: Expressionsvektor pH6HTN HisgHalo Tag T7

Der verwendete Expressionsvektor pH6HTN HisgHalo Tag T7 umfasst 4014bp und besitzt neben einer
multiple cloning site (MCS), ein Ampicilin-Resistenz-Gen sowie einen T7 Promotor zur in vivo Expression in
E.coli mit T7 RNA Polymerase. Eine der MCS benachbarte Tag-Sequenz erlaubt dariiber hinaus die
gezielte Expression N-terminal markierter Fusionsproteine mit HisgHalo Tag. Zuséatzlich ermdglicht eine der
MCS und Tag-Sequenz zwischengeschaltete TEV Sequenz ein spateres Entfernen des Proteintags vom
Fusionsprotein unter Verwendung einer Halo TEV Protease.
(https://www.promega.de/resources/protocols/product-information-sheets/g/ph6htn-his6halotag-t7-vector-
protocol/)

2.5 Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurde im Reinheitsgrad
.entsalzt* von der Firma Sigma bezogen und sind in der nachfolgenden Tabelle

aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz 5’ — 3’ _A_I_nenrﬁg!ing Verwendung
gg:ﬁocﬁ_? 913- tctgegattcgatggtgeccttaa 60°C i(r;:zlrjr;igllt’s(ésnl;ontrolle
a-tub CG1913- ggatcgcacttgaccatctggtggg 60°C interne gPCR Kontrolle
control-3’ c (Haushaltsgen)

p38a wue S gcccgtagacaaatggaagga 53°C gPCR p38a

p38a wue AS aacctgagcatacgatggtgg 52°C gPCR p38a

p38b wue S gagatggtcttcagcgaggt 53°C qPCR p38b

p38b wue AS agcatcattgaacggagaggg 53°C qPCR p38b
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gaaaaggtg tag o
p38b forward2 gcgcageggaatag 61°C gPCR p38b
p38b reverse2 ttgatggccaccttcgtgetggtt ¢ 60°C gPCR p38b

p38a Mpk2-RA-Pvul-
Bac-5’

tcgatcggcaataccatgtcagtgt
ccatt ac

5’ Primer flir p38a mit Pvul Ss;
Klonierung p38a in pH6HTN
HisgHaloTag® T7

p38a Mpk2-RA-Apal-
Bac-3’

tgggccctgtic act tta cat
cctttagaacct gag

3’ Primer flir p38a mit Apal Ss;
Klonierung p38a in pH6HTN
HisgHaloTag® T7

p38b-RA-Pvul-Bac-5’

ccgatcgaaatgtcgcgcaaaat
ggccaaattc

5’ Primer fir p38b mit Pvul Ss;
Klonierung p38b in pH6HTN
HisgHaloTag® T7

p38b-RA-Notl-Bac-3’

ggcggccgcgattactgctctitg
ggcaggagctca

3’ Primer fir p38b mit Notl Ss;
Klonierung p38b in pH6HTN
HisgHaloTag® T7

pHB6HTN HisgHalo
Seq-5’

gca aga aga caa ccc gga
cctgatc

Sequenzierung der Konstrukte im
pHBHTN HisgHalo Vektor

p38a_455 Seq-5’

gga tcg ctg gag aac ttc caa
cagg

Sequenzierung p38a

p38a_1075 Seq-5’

gga ggc tct tic cca tce ata
tct gg

Sequenzierung p38a

p38b_460 Seq-5'

ttg gtc tgc tgg atg tct tic atc
c

Sequenzierung p38b

p38b_1061 Seq-5’

cat cga ttt gct gga gaa gat
gctg

Sequenzierung p38b

Enzymschnittstellen sind hervorgehoben. Ss: Schnittstelle

2.6 Antikorper und Seren

Alle Antikérper (Tab. 5) wurden nach Herstellerangaben gelést und gelagert. Um
haufige Tau-Gefrier-Zyklen bei sekundaren, fluoreszenz-markierten Antikérpern zu

vermeiden, wurden diese zusatzlich 1:1 mit Glycerol versetzt.

Tabelle 5: Verwendete primére und sekundére Antikorper.

.. - . Anwendung .
Primare Antikdrper (Wirt) (Verdiinnung) Eigenschaften/Verwendung Herkunft/Referenz
anit-lacZ (40-1a) . - . . Santa Cruz
(Maus) IHC (1:100) anti-B-Galaktosidase; monoklonal (#65670)
anti-TIM anti-timeless; polyclonal; generiert
(Ratte) IHC (1:1000) gegen Polyhistidin markiertes |. Edery

Timeless (AS 222-577)

anti-PER IHC(1:1000) anti-beriod: Stanewsky et al.,
(Kaninchen) WB(1:5000) period; 1997
anti-PDF(c7) IHC (1:1000) anti-Pigment DispersingFactor DSHB
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(Maus) (PDF);generiert gegen amidiertes
Drosophila PDF
(NSELINSLLSLPKNMNDA-NH2)
anti-phospho-p38; monoklonal;
o generiert gegen menschliches .
anti-p P38 IHC (1:100) phosphoryliertes p38; detektiert Invitrogen
(Kaninchen) ! . (#4631)
auch zweichfach phosphorylierte
Drosophila p38 Isoformen
anti-p38 (dN-20) IHC (1:50) i gg{t'ggt%gegreo”s;hﬂa Santa Cruz
(Ziege) WB(1:200) 038; (#15714)
anti-p38b IHC (1:100) bindet neben Drosophila p38b Adachi-Yamada et
(Kaninchen) vermutlich auch p38a al., 1999
anti-GFP . anti- Green Fluorescent Protein
(Huhn) IHC (1:100) (GFP); polyklonal Abcam (Ab13970)
. . . bindet die B-Isoform des
anti-B-Aktin WB (1:2500) Strukturproteins Aktin S. Schneuwly
anti-Rh1(4C5) . . o
(Maus) IHC (1:100) anti-Rhodopsin1; monoklonal DSHB
Sekundare Antikérper Anwendung .
(Wirt - Reaktivitat) (Verdiinnung) Details Herkunft/Referenz
Alexa Fluor 488 . Invitrogen
(Ziege anti-Huhn) IHC (1:200) (#A11039)
Alexa Fluor 488 ;
(Ziege anti- IHC (1:200) Invitrogen
. (#A11073)
Meerschwein)
Alexa Fluor 488 . Invitrogen
(Ziege anti-Maus) IHC (1:200) (#A11029)
Alexa Fluor 488 . Invitrogen
(Ziege anti-Kaninchen) | '€ (1:200) (#A11034)
Alexa Fluor 555 . Invitrogen
(Ziege anti-Kaninchen) IHC (1:200) (#A21429)
Alexa Fluor 555 . Invitrogen
(Ziege ant-Ratte) IHC (1:200) (#A21434)
Alexa Fluor 555 . Invitrogen
(Affe anti-Ziege) IHC (1:200) (#A21432)
Alexa Fluor 635 . Invitrogen
(Ziege anti-Maus) IHC (1:200) (#A21076)
Alexa Fluor 635 fluoreszenz-markiertes Phallotoxin Invitrogen
Phalloidin IHC (1:200) Phalloidin aus Amanita phalloides; (#A34854)
bindet F-Aktin
Alexa Fluor 647 . Invitrogen
(Affe anti-Maus) IHC (1:25) (#A31571)
Alexa Fluor 680 . Invitrogen
(Ziege anti-Kaninchen) | WB(1:5000) (#A2116)
LI-COR
IRDye680 Y
g WB(1:5000) Biosciences (#926-
(Affe-anti-Ziege) 30004)
Anwendung

Seren

(Verdiinnung)

Details

Herkunft/Referenz
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Normal Goat Serum IHC zum Blocken unspezifischer Sigma
(NGS) (5%) Bindungen (#G9023)
Normal Donkey Serum IHC zum Blocken unspezifischer Sigma
(NDS) (5%) Bindungen (#D9663)

IHC: Immunhistochemie; WB: Westernblot; DSHB: Developmental Studies Hybridoma Bank; IgG:
Immunglobulin G; AS: Aminoséure

2.7 Kitsysteme

Tabelle 6: Verwendete Kitsysteme.

Bezeichnung Verwendung Herkunft

Quick-RNA™ MicroPrep RNA Extraktion Zymo Research

(#R1051)
SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit quantitative Real-time PCR Bioline (#98020)
QuantiTectReverse Transcription Kit cDNA Synthese Qiagen (#205311)

DNA-Aufreinigung aus PCR-Anséatzen; | Sigma

™ - i
GenElute™ PCR Clean-Up Kit Klonierung (#NA1020)

DNA-Aufreinigung aus PCR-Anséatzen; | Invitek

MSB® Spin PCRapace Sequenzierung (#1020220300)

Plasmid DNA Extraktion

™ i ini i
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Minipraparation)

Sigma (#PLN70)

Phusion High-Fidelity PCRKit Klonierung Thermo Scientific

(#F553)
2.8 Puffer und Losungen
Tabelle 7: Verwendete Puffer und Lésungen.
Bezeichnung ‘ Zusammensetzung/Verwendung Herkunft
Agarose-Gelelektrophorese
TAE (Tris-acetate-EDTA) 400 mM Tris-Acetat and 10 mM EDTA, pH 8.3; Sigma
(10x Konzentrat) Agarose-Gelelektrophorese: 0,5x (#T9650)
6x DNA Ladepuffer 0,001 M EDTA; 50% Glycerol (v/v); 0,25%
Bromphenolblau (w/v); 0;25% Xylencyanol (w/v)
Restriktionsverdau
10x Fast Digest Buffer Puffer flr Restriktionsverdau Thermo Scientific
(#FD0274)
10x Fast Digest Green Puffer fiir Restriktionsverdau; beinhaltet Farbstoffe Thermo Scientific
Buffer und erlaubt direktes Laden auf ein Agarosegel (#FD0274)

Immunhistochemie
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PBS (Phosphate buffered 7 mM NazHPO4; 3 mM NaH2POy4; 154 mM NaCl; pH | Sigma
saline) 7.4 (#P5493)
PBST (0,1% oder 0,5%) PBS mit Triton X-100 (0,1% oder 0,5%; v/v); pH 7,4
Paraformaldehyd (PFA) 4% PFA in PBS oder PBST 0,1% (hier: 4% PFA in Affimetrix

PBS mit Triton X-100 versetzt; 0,1%; v/v) (#199431)
Blocklésung 5% NGS bzw. 5% NDS in PBST 0,5% (v/v) ; frisch

angesetzt
Proteinextraktion
Stammldsung fur 20 mM HEPES (pH 7,5); 100 mM KCI; 5% Glycerol
Proteinextraktionspuffer (v/v); 10 mM EDTA; 0,1% Triton X-100 (v/v); 20 mM
(Kbpfe) B-Glycerophosphat; 0,1 mM Natriumorthovanadat

(pH 10-12);steril filtriert; Lagerung bei -20°C
Proteinextraktionspuffer 1ml (frisch ansetzen): 854ul Proteinextraktionspuffer
(Kbpfe) | (Stammlsg.); 142 ul 7x cOmplete Proteaseinhibitor;

1 yl 1M Dithiothreitol; 1 pl Pepstatin (10 mg/ml); 2ul

Aprotinin (10 mg/ml)
cOmplete, Mini, EDTA-free 7x Stammlésung: 1 Tablette cOmplete, Mini, EDTA- Roche
(Proteaseinhibitor) free Proteaseinhibitorcocktail auf 1,5 ml mit Hz20pidest (#04693159001)

Lysispuffer (Bakterien)

50mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 5mM Imidazol

SDS- und Harnstoff-PAGE

Tris-Glycin Lésung

240 mM Tris; 2,13 M Glycin

2x Harnstoff-Ladepuffer

0,5 ml (frisch ansetzen): 0,273g Harnstoff; 45 pl Tris-
Glycin-Lésung; 1,5 yl 500mM EDTA (pH 7.5); 1 pl
500mM Dithiothreitol (frisch angesetzt); 0,04%
Bromphenolblau (w/v); auf 500 pl mit H20pidest

5x SDS-Ladepuffer

312 mM Tris; 10% SDS (w/v); 50% Glycerol (v/v);
20% B-Mercaptoethanol (v/v); 0,1% Bromphenolblau
(w/v)

Harnstoff-Trenngel 9%

10 ml (kleines Gel): 4,89 Harnstoff; 3,3ml 30%
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1); 833 pl Tris-Glycin-
Lésung; auf 10ml mit HoOpigest; 50 pl 10% APS; 5 p
TEMED

Harnstoff-Sammelgel 5%

10ml (kleines Gel): 4,8g Harnstoff;1,7ml 30%
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1); 715 pl 1M Tris (pH
6,8); auf 10 ml mit Hz0pidest; 50 pl 10% APS; 10 pl
TEMED

SDS-Trenngel 6%

25 ml (groBes Gel): 12,21 ml H20pigest; 6,5 ml 1,5 M
Tris (pH 8,8); 250 ul 10% SDS; 4,9 ml 30%
Acrylamid; 1 ml 2% Bisacrylamid; 125 pl 10% APS;
15 ul TEMED

SDS-Trenngel 10%

25ml (groBes Gel): 9,78 ml Hz0pidest ; 6,5 ml 1,5 M
Tris (pH 8,8); 250ul 10% SDS; 8,33 ml 30%
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1); 125 ul 10% APS;
15 ul TEMED

SDS-Sammelgel 4,5%

10 ml (groBes Gel): 7,08 ml Hz0pigest ;1 ml 1 M Tris
(pH 6,8); 100 pl 20% SDS; 1,48 ml 30% Acrylamid;
300ul 2% Bisacrylamid; 50 ul 10% APS; 10 pl
TEMED

Elektrophoresepuffer |
(SDS-PAGE)

25 mM Tris; 200 mM Gilycin; 0,1% SDS (v/v)

Elektrophoresepuffer Il

20mM Tris; 178 mM Glycin
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(Harnstoff-PAGE)

Western Blot und Coomassie-Farbung

Transferpuffer 25 mM Tris; 200 mM Glycin; 20% Methanol (v/v);
(Wet-blot) 0,2% SDS (v/v)
Transferpuffer 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% Methanol (v/v);

(Semi-Dry-Blot)

0,04% SDS (vV/v)

TBS (Tris buffered saline)

10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl

TBST

TBS mit 0,1% Tween20 (v/v)

Blocklésung

50% Odyssey Blocking Buffer in TBS

Coomassie-Farbeldsung

0,14% Coomassie Birilliant Blau R-250 (w/v); 9%
konz. Essigsaure (v/v); 45% Ethanol (v/v)

Entfarbeldsung

7% konz. Essigsaure (v/v); 5% Ethanol (v/v)

Ni-Chelat Affinitatschromatographie

Agjlibrierungs-/Waschpuffer

50mM NaH2POy4; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol

Elutionspuffer |

50mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 150 mM Imidazol

Elutionspuffer Il

50mM NaH2POy4; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol

Elutionspuffer Il

50mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 500 mM Imidazol

In vitro Kinasenassay

10x Kinasepuffer

500 mM Tris-HCI (pH 7,5); 300 mM Mgz"; 50 mM
Dithiothreitol (frisch angesetzt); 10 mM ATP; 1 mM
Natriumorthovanadat (pH 10-12); 25 mM B-
Glycerophosphat

SDS :Sodiumdodecylsulfat; PAGE: Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.9 GroBenstandards, Enzyme und Proteine

Tabelle 8: Verwendete GréBenstandards, Enzyme und Fusionsproteine.

Bezeichnung | Details / Verwendung ‘ Herkunft
Enzyme / Proteine
Proteinase K Extraktion von Einzelfliegen-DNA Roche

FastAP Thermosentive Alkaline
Phosphatase

Dephosphorylierung von Vektoren

Thermo Scientific
(#EF0654)

T4 DNA Ligase Ligation Thermo Scientific
(#ELOO14)
Restriktionsenzyme Restriktionsverdau Thermo Scientific
cOmplete Mini EDTA-free Proteaseinhibitoren-Gemisch Roche
Protease inhibitor cocktail (#04693159001)
MBP (Myelin Basic Protein) in vitro Kinasenassay Sigma (#M1891)
GST Glutathion-S-Transferase; in vitro T. Raabe
Kinasenassay (Dusik et al., 2014)
GST-PER'"™ GST-gebundenes rekombinates PER | T. Raabe

(AS 1-700); in vitro Kinasenassay

(Dusik et al., 2014)
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GST-PER®® 12 GST-gebundenes rekombinates PER | T. Raabe
(AS658-1124); in vitro Kinasenassay (Dusik et al., 2014)
JumpStart REDTaq ReadyMix Kolonie-PCR; Test-PCRs zur Sigma
PCR Reaction Mix Optimierung der Annealing-Temperatur | (#P0982)
Phusion High-Fidelity DNA Sequenzierung; Klonierung von p38a- Thermo Scientific
Polymerase Hise und p38b-Hise (#F530)
GroBenstandards
GeneRuler 1kb DNA Ladder DNA-GréBenstandard fir Agarose- Fermentas
Gelelektrophorese (# SM0311)
Roti-Mark Standard Protein-GréBenstandard fir SDS- Carl Roth
PAGE; GroBenbereich: 14-212 kD (#T851.1)
Prestained Protein Marker Protein-GréBenstandard fir SDS- New England BiolLabs
PAGE; GroBenbereich: 7-175 kD (#P7708S)
AS: Aminosaure; kD: Kilo-Dalton
2.10 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Tabelle 9: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.
Bezeichnung Zusammensetzung/Verwendung Herkunft

Midori Green Advance

DNA-Farbemittel fir Agarose-Gelelektrophorese

NIPPON Genetics
EUROPE GmbH

Odyssey Blocking Buffer

Blocklésung fiir Western-Blot

LI-COR Bioscience
(#927-40003)

Rotiphorese Gel 30

30% Acrylamid/Bisacrylamid im
Mischungsverhéltnis 37,5:1

Carl Roth
(#3029.1)

Rotiphorese Gel A

30%ige Acrylamidlésung

Carl Roth (#3037.1)

Rotiphorese Gel B

2%ige Bisacrylamidlésung

Carl Roth (#3039.1)

HIS Select Nickel Affinity
Gel

Nickel-Chelat-Affinitdtschromatographie; als
Séaule zur Bindung von Poly-Histidin gebundenen
Proteinen

Sigma (#P6611)

Triton X-100

Detergenz

Carl Roth (#3051.4)

Vectashield

Immunhistochemie; Einbettmedium fir
Fluoreszenzmikroskopie

Vector Laboratories
(#H-1000)
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3 Methoden

3.1 Verhalten

3.1.1 Entrainment und Aufzeichnung der Laufaktivitat

Entrainment bezeichnet die Synchronisation der Fliegen an ein vorgegebenes Licht-
Dunkel-Regime und ermdglicht das Absammeln der Versuchtiere fir Folgeexperimente
zu bestimmten Tageszeiten. Hierfir wurden, wenn nicht anders angegeben, 3-7 Tage
alte Fliegen in zeitlich versetzt geschalteten Lichtboxen (Abbildung 6) 4 Tage auf
Standardmedium bei 20°C, 60% (+/- 1%) Luftfeuchtigkeit und WeiBlicht der Intensitat
100 lux an einen 12h:12h Licht-Dunkel-Wechsel (LD 12:12) synchronisiert. Nach
chronobiologischem Standard wurde der Zeitpunkt fir ,Licht-an“ mit Zeitgeber-Zeit 0
(zeitgeber time; ZT), der Zeitpunkt ,Licht-aus” mit ZT12 definiert. Die Aufzeichnung der
Laufaktivitdt von 3-7 Tage alten adulten Mannchen erfolgte mit dem Drosophila Activity
Monitoring (DAM) System (Trikinetics; Waltham; MA) nach Hermann et al. (2012). Eine
detailierte Beschreibung und graphische Darstellung der Aufzeichnungsanlage ist in
Abbildung 6 wiedergegeben. Jedes Verhaltensexperiment setzte sich aus 2
Versuchsabschnitten zusammen: einer Woche in einem LD 12:12 sowie zwei weiteren
Wochen unter konstanten Dauerdunkel-Bedingungen (DD). Wé&hrend mit Hilfe des
kiinstlichen Lichtregimes die Anpassungsfahigkeit der inneren Uhr  an einem
vorgegebenen  Tag-Nacht-Rhythmus untersucht wurde, diente der zweite
Versuchsabschnitt dazu die individuelle Taktgeschwindigkeit der inneren Uhr, die
sogenannte Freilaufperiode, unter Abwesenheit externer Zeitgeber zu berechnen.
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Abbildung 6: Lichtbox und Drosophila Activity Monitoring (DAM) System

Das Entrainment und die Aktivititsmessung erfolgten in eigens konstruierten, lichtundurchlassigen und Uber
ein Ventilationssystem bellfteten Lichtboxen (A). Bis zu 144 an der Deckenplatte angebrachte WeiBlicht-
LED (11000mcd, Lumitronix, LED-Technik, Hechingen, Deutschland) sorgten fir eine gleichméaBige
Beleuchtung der Versuchstiere. Flr die Aufzeichnung der Laufaktivitdit kamen zusatzlichen DAM-
Aktivitdtsmonitore (B) der Firma Trikinetics (Trikinetiks, Waltham, MA) zum Einsatz. Letztere verfligen Uber
Steckplatze fur insgesamt 32 Aufzeichnungseinheiten sowie einen Infrarotstrahl an jedem einzelnen
Steckplatz. Als Aufzeichnungseinheit wurde pro Fliege ein mit einer Agar-Zucker-Mediums (2% Agar; 4%
Zucker) gefiilites Glasréhrchen (C) gewahlt und so innerhalb des DAM-Aktivitdtsmonitors plaziert dass der
Infrarotstrahl den Freilaufbereich der Fliege in zwei gleichmaBige Bereiche unterteilte. Jede Unterbrechung
des Infrarotstrahl wurde in Folge als Aktivitat registriert und in 1-Minuten-Aktivititswerte zusammengefasst.
Ein Tag entspricht demnach 1440 Messpunkten.

3.1.2 Auswertung der Aktivitatsdatendaten

Zur Analyse der Laufaktivitdt wurden, wie im Folgenenden n&her beschrieben,
Aktogramme und Durchschnittstage erstellt um daraus die Freilaufperiode bzw. den
Beginn der Abendaktivitat zu bestimmen.

Aktogramm
Das Aktogramm beschreibt die graphische Darstellung des Aktivitatsprofils einer

einzelnen Fliege Uber den gesamten Aufzeichnungszeitraum. Die Laufaktivitéat des Tiers
wird durch einen Balken auf der Zeitachse wiedergegeben, die H6he des Balken
reprasentiert das Aktivitatsniveau zum jeweiligen Zeitpunkt (Abb. 7A). Die im Rahmen
dieser Arbeit illustrierten Aktogramm sind als Doppelplots dargestellt. Die einzelnen
Tage werden hierbei nicht nur untereinander abgebildet, sondern zeitlich versetzt auf
der linken Seite wiederholt. Die Berechnung und Darstellung erfolgte aus den 1-
Minuten-Aktivtatswerten des gesamten Datensatzes mit Actogram J (Schmid et al.,
2011), einem kostenfreien, frei zuganglichen Java-Plug-in der Grafiksoftware Image J
(http://imagej.nih.gov/ij/, Wayne Rasband, NIH, USA). Um atypisches Laufverhalten der



METHODEN 29

Fliegen aufgrund von CO,-Begasung oder neuer Umgebung auszuschlieBen, wurde der
erste  Tag eines LD-Experiments grundsatzlich von jeglicher Auswertung
ausgeschlossen. Ebenso wurden Fliegen, die wahrend der Aufzeichnung starben oder
nicht an einen LD 12:12 synchronisierten, fir die weitere Auswertung nicht
berlcksichtigt.

Durchschnittstag

Die Darstellung der Aktivitatsdaten in Form eines 24h-Aktivitatsprofils (Durchschnittstag)
erfolgte durch Auswertung der LD-Daten mit Microsoft Excel. Hierfir wurden zun&chst
Rohdaten von Tag 2-7 des LD-Abschnitts einer Fliege fur jede Minute gemittelt und zu
einem Einzel-Durchschnittstag zusammengefasst. Um die Genotypen untereinander
besser vergleichen zu kénnen, wurden im Anschluss die Einzel-Durchschnittstage aller
entrainter Fliegen eines Genotyps zu einem Durchschnittstag (Abb. 7BAbbildung
7Abbildung 7) vereint. So reprasentieren alle im Rahmen dieser Arbeit illustrierten
Durchschnittstage stets das 24h-Aktivitatsprofil eines Genotyps und nicht einer
einzelnen Fliege. Zur Glattung des Aktivitatsprofils wurde zusétztlich der gleitende
Mittelwert aus jeweilis 11 benachbarten Aktivitdtswerten gebildet. Die graphische
Darstellung erfolgte mit dem freien Open-Source-Programm QtiPlot (http:/qgtiplot.com,

lon Vasilief, Rumanien).
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Abbildung 7: Aktogramm und Durchschnittstag des Wildtypstamm Canton S

A zeigt ein exemplarisches Doppelblot-Aktogramm einer einzelnen Canton S (CS) -Fliege in einer Woche
LD 12:12 und zwei Wochen DD, B reprasentiert das durchschnittliche 24h-Aktivitatsprofil des Wildtypstamm
CSin LD 12:12. Die Anzahl n der ausgewerteten Fliegen in B ist oben rechts im Graphen wiedergegeben.
Die virtuelle Zeitgeber Time (ZT) wird auf der x-Achse, die zum Tagesaktivitaitsmaximum normalisierte
durchschnittliche Laufaktivitat auf der y-Achse abgebildet. Uber den Graphen dargestellten Balken in A und
B repréasentieren das verwendete Lichtregime — schwarz symbolisiert ,Licht-aus®, hellgrau ,Licht-an®.
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Abendaktivitatsbeginn

Die Ermittlung des Aktivitdtsbeginns am Abend erfolgte zunadchst fir jede einzelne
Fliege mit Hilfe der Einzel-Durchschnittstags. Um den abendlichen Aktivitatsanstieg im
Graphen deutlicher darzustellen und somit die zeitliche Bestimmung des Aktivitatsstarts
zu erleichern, wurden Einzel-Durchschnittstage diesmal aus 15-Minuten-Aktivitatswerten
berechnet. Die ermittelten Minutenwerte wurden im Anschluss innerhalb des Genotyps
gemittelt und in die MaBeinheit Zeitgeber-Zeit (ZT) umgerechnet. Die statische
Auswertung der Daten erfolgte wie in Abschnitt 3.6 beschrieben.

Freilaufperiode

Verhaltensversuche unter konstanten Dauerdunkel-Bedingungen, lassen Rickschlisse
auf den eigentlichen Rhythmus der inneren Uhr (Freilaufperiode) des Organismus zu.
So wurden Fliegen nach einer Woche LD, zusatzlich zwei weitere Wochen in DD
aufgezeichet. Die Berechnung der Freilaufperiode jeder Fliege erfolgte aus den DD-
Rohdaten von Tag 9-18 nach Sokolove und Bushell (1978) unter Verwendung der Chi*-
Periodogrammanalyse mit einem Signifikanzniveau von 5%. Ein entsprechendes Makro
fir Microsoft Excel wurde von Taishi Yoshii zur Verfigung gestellt. Die ebenfalls
berechnete Power, als Prozentsatz der Varianz festgelegt, galt als MaB fur die
Rhythmizitdt der Fliegen. So wurden Fliegen mit einer Power kleiner zwanig als
arrhythmisch gewertet. Die ermittelten Freilaufperioden rhythmischer Fliegen hingegen
wurden innerhalb des Genotyps gemittelt und statistisch ausgewertet.

3.2 Methoden auf DNA-Ebene

3.2.1 DNA-Extraktion und Reinigung
3.2.1.1 Extraktion von Plasmid-DNA (DNA-Minipraparation)

Die Isolierung extrachromosomaler Plasmid-DNA im kleinen MaBstab (Minipraparation)
erfolgte in der Regel aus 2 ml einer Ubernacht-Fliissigbakterienkultur und diente vor
allem der Uberpriifung gewachsener Bakterienkolonien einer vorangegangenen
Transformation. Hierzu wurde am Vortag nach erfolgreicher Kolonie-PCR (siehe
Abschnitt 3.2.2) je 3 ml LBamp-Medium mit einer ,positiven” Bakterienkolonie angeimpft
und bei 37°C und 180 rpm fir 14-16 h inkubiert. Die anschlieBende Zelllyse und
Plasmid-Praparation wurde gemafB Herstellerangaben unter Verwendung des



METHODEN 31

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma) durchgefiihrt. Die Methode basiert auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse nach Sambrook und Russell (2001) in Kombination mit
einer Aufreinigung durch Silikat-Membran Saulen. Zur Erhéhung der finalen Plasmid-
DNA-Konzentration erfolgte die Elution grundsatzlich mit 50 pl leicht angewarmten
DNase-freiem Wasser und nach zweiminutiger Inkubation. Nach Bestimmung der
Konzentration (siehe Abschnitt 3.2.1.2) wurde die DNA mittels Restriktionsverdau (siehe
Abschnitt 3.2.5) und Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.2.8) auf Richtigkeit geprift und
bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

3.2.1.2 Bestimmung von Konzentration und Reinheit

Die Bestimmung der Konzentration sowie Reinheit geléster DNA erfolgte mit Hilfe des
Spektralphotmeters Nanodrop 2000c (Peglab). Diese Messmethode macht sich die
Eigenschaft von Nukleinsduren zu Nutzen, Licht der Wellenldange 260nm zu
absorbieren. Somit entspricht eine optische Dichte von 1 einer Lésung bei 260nm, einer
Konzentration von ca. 50 ng/ul an doppelstrangiger DNA bzw. ca. 40 ng/ul an RNA. Da
Proteine im Gegensatz zu Nukleinsduren Licht einer Wellenlange von 280nm
absorbieren, kann das Verhéltnis der Absorptionskoeffizienten bei 260nm und 280nm
(Aseo/A2go) zusatzlich zur Ermittlung des Reinheitsgrads der Probe herangezogen
werden. Der errechnete Wert sollte fir eine ausreichend reine DNA-Préparation bei 1,8 -
2,0 liegen. Kleinere Werte deuten auf eine Kontamination der Probe mit Proteinen und
Phenol hin, wohingegen ein Quotient >2 auf eine Verunreinigung mit RNA hinweist. In
der hier vorliegenden Arbeit wurde fir die spektralphotmetrische Messung 1 ul Probe
sowie die entsprechende Menge an DNase-freiem Wasser als Referenz eingesetzt. Die
Auswertung erfolgte automatisch durch die entsprechende Software des
Spektralphotometers.

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die  Polymerase-Kettenreaktion = (PCR) bietet die  Mdoglichkeit, gezielte
Nukleotidsequenzen innerhalb kurzer Zeit in vitro zu amplifizieren (Mullis et al.,1986).
Far die Vervielféltigung eines definierten DNA-Bereichs werden definierte Starter-
Oligonukleotide (sogenannte Primer) bendtigt, welche zu einem der beiden DNA-
Strange komplentér sind und an die entgegengesetzten Enden des zu amplifizierenden
Bereichs binden. Durch die Wiederholung eines Reaktionszyklus, der aus der
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Denaturierung der DNA, der Hybridisierung der Primer (Annealing) und der Elongation,
sprich der am 3'-Primerende fortlaufenden DNA-Synthese durch hitzestabile DNA-
Polymerase, besteht ist eine exponentielle Amplifikation des gewlnschten DNA-
Bereichs mdglich. Nach Abschluss des letzten Reaktionszyklus schlieBt sich eine
zehnminltige Synthesephase an, in der die Matrizen in doppelstrangige Produkte
dberfuhrt werden.

Je nach Anwendungsbereich kamen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
unterschiedliche DNA-Polymerasen zum Einsatz. Wahrend die Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific) aufgrund ihrer “Proof-Reading”-Funktion
hauptséachlich bei PCR-Reaktionen mit anschlieBender Klonierung oder Sequenzierung
verwendet wurde, kam die Tag-DNA Polymerase (JumpStart RedTag ReadyMix, Sigma)
hauptsachlich bei PCR-Reaktionen zum Einsatz, die dazu dienten die Anwesenheit
einer bestimmten DNA-Sequenz in einem Plasmid zu Gberprifen (Kolonie-PCR) und bei
denen folglich auf eine geringer Fehlerrate verzichtet werden konnte.

Standard-PCR

Die Standard-PCR diente vor allem der Amplifikation von DNA-Fragmenten flr eine
anschlieBende Sequenzierung oder Kloniernung. Im letzteren Fall wurden mit Hilfe der
Insertionsmutagenese durch Modifizierung der Oligonukleotide an ihrem 5°-Ende
zusatzlich Restriktionsschnittstellen an die zu amplifizierende DNA-Sequenz angeflgt.
Die aufgereinigten PCR-Produkte konnten somit in Folge mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut und fir weitere Klonierungsschritte verwendet werden. Als
Matrize fir die PCR diente die fir die Herstellung von p38-Konstrukten synthetisch
hergestellete cDNA. Es wurden folgender Ansatz und Programm verwendet:

Ansatz (50 pl): Programm:

Matrize 1-2 yl (ca. 100nQ) Initialisierung 98°C 30s

5x HF Buffer 10 pl Denaturierung 98°C 30s

5 mM dNTPs 2l Annealing x°C  20s }35x

10uM 5’ Primer 2,5l Elongation 72°C y min

10uM 3’ Primer 2,5l Elongation(final) 72°C 10 min

DMSO 1,5 ul

Phusion High-Fidelity x: abhangig von der Annealingtemperatur der
DNA Polymerase 0,5 pl verwendeten Primer; y: je nach Lange des

H20bidest ad 50 pl PCR-Produkts
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Kolonie-PCR

Eine Abwandlung der Standard-PCR stellt die Kolonie-PCR dar. In der hier vorliegenden
Arbeit kam sie bei der Klonierung von Hisg-p38a und Hisg-p38b zum Einsatz und diente
der Identifizierung von positiven Bakterienklonen nach Transformation mit
rekombinanter Plasmid-DNA. Hierbei wurde je eine Bakterienkolonie mit einer Spitze
aufgenommen, in 1 ml LBamp-Fllissigmedium Uberfihrt und bei 37°C inkubiert. Nach 1 h
wurden 5 pl Bakterienkultur in ein PCR-Reaktiongefal pipettiert, 3 min im Ultraschallbad
sonifiziert und 5 min bei 95°C erhitzt. Im Anschluss folgte die PCR-Reaktion unter
folgenden Bedingungen:

Ansatz (50 pl): Programm:

Bakterienkultur 5ul Initialisierung 94°C 2 min

2x RedTaq PCR Mix 10 pl Denaturierung 94°C 30s

10uM 5’ Primer 0,5 ul Annealing 60°C 30s :|»35x
10uM 3’ Primer 0,5 pl Elongation 72°C 45s

H20pidest ad 20 pl Elongation (final) 72°C 10 min

Nach erfolgreicher ldentifikation positiver Bakterienklone wurden fur die DNA-
Miniprgparation am Folgetag je 3 ml LBam,-Flissigmedium zu den entsprechenden
positiven Bakterienkulturen gegeben und diese Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm
inkubiert.

3.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1-2%igen
Agarosegelen (1 bzw 2% (w/v) Agarose in 0,5x TAE) unter Verwendung des DNA-
Farbstoff Midori-Green Advance (NIPPON Genetics). Nach kompletter Aushartung des
Gels wurden 5 pl DNA-GréBenstandard und je 10 yl PCR-Ansatz auf das Gel
aufgetragen. Wéhrend die zu analysierenden Proben mit JumpStart RedTag ReadyMix
direkt geladen werden konnten, mussten die PCR-Ansatze mit Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase zuvor noch mit 6x DNA Ladepuffer (0,001 M EDTA; 50% Glycerol;
0,25% Bromphenolblau; 0;25% Xylencyanol) versetzt werden. Die Auftrennung erfolgte
bei 80 bis 120 Volt in 0,5x TAE-Puffer. Zur Detektion und Dokumentation von
Nukleinsduren unter UV-Licht diente das Geldokumentationssystem E-Box VX2 (Vilber).



34 METHODEN

3.2.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde entsprechend den Herstellerangaben das
GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) oder das MSB® Spin PCRapace Kit (Invitek)

verwendet.

3.2.5 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung

Der enzymatische Verdau von DNA kam in dieser Arbeit aus unterschiedlichen Grinden
zum Einsatz. Zum einem diente er dazu den pH6HTN HisgHalo Tag T7
Expressionsvektor sowie die amplifizierte PCR-Produkte p38a und p38b auf die
anschlieBende Klonierung vorzubereiten, zum anderen wurde er genutzt um
rekombinante Plasmide nach der Transformation auf ihre Richtigkeit zu Uberprifen. Je
nach Verwendungsgrund wurden folgende Restriktionsanséatze verwendet:

Restriktionsansatz — Insert (Klonierung): Restriktionsansatz - Vektor (Klonierung):
PCR-Produkt 43 pl Vektor (bis zu 2,5 pg) Xl
10x Fast Digest Buffer 5ul 10x Fast Digest Buffer 5ul
Restriktionsenzym | 1l Restriktionsenzym | 1l
Restriktionsenzym |l 1l Restriktionsenzym |l 1l
50 i Alkalische Phosphatase 1ul
H20bidest ad 50 ul

Restriktionsansatz (Plasmid-Uberpriifung):
Plasmid-DNA 10 pl
10x Fast Digest Green Buffer 2.l

Restriktionsenzym | 1l

Restriktionsenzym |l 1ul

H20bidest 6 ul
20 pl

Zum Schneiden des PCR-Produkts p38a wurden die Restriktionsenzyme Pvul und Apal,
fir p38b die Restriktionsenzyme Pvul und Notl (alle von Thermo Scientific) verwendet.
Der Vektor pH6HTN HisgHalo Tag T7 (Promega) wurde mit beiden Restriktionsenzym-
Kombinationen verdaut. Desweiteren wurde dem Vektor-Ansatz zusétzlich alkalische
Phosphatase (Thermo Scientific) zugegeben, ein Enzym welches Phosphate am 5'-
Ende der Schnittstellen entfernt und somit eine Religation der Schnittstellen verhindert.



METHODEN 35

Der enzymatische Verdau erfolgte fir 30 min bei 37°C. Im Anschluss wurden die
Reaktionsanséatze zum Inaktivieren der Enzyme fir weitere 10 min bei 80°C inkubiert
und aufgereinigt (Abschnitt 3.1.4). Restriktionsansatze zur Uberpriifung rekombinanter
Plasmide wurden direkt nach dem Inaktivierungsschritt auf ein Agarosegel aufgetragen
und mittels elektrophoretische Auftrennung auf Richtigkeit Gberprift.

3.2.6 Ligation

Zur Herstellung rekombinanter Plasmid-DNA (pH6HTN-HissHalo-p38a bzw. pHEHTN-
HissHalo-p38b) wurde geschnittenes p38a (bzw. p38b) in je zwei getrennten Ansatzen
mit dem geschnittenen, dephosphorylierten Expressionsvektor pH6HTN HisgHalo Tag
T7 gemaB Herstellerangaben (Thermo Scientific) ligiert. Hierfir wurden Insert und
Vektor im molaren Verhéltnis 3:1 in den Ligationsansatz eingesetzt und zusammen mit
T4 DNA Ligase in einer entsprechenden Menge 10x Ligationspuffer fir mindestens 10
min bei RT inkubiert.

3.2.7 Hitzeschocktransformation von E.coli

Das Einbringen von pH6HTN-HissHalo-p38a bzw. pHE6HTN-HissHalo-p38b in Bakterien
erfolgte mittels Hitzeschock-Transformation. Hierbei wurde mit One Shot TOP10
(Invitrogen) zunachst ein E. coli Stamm mit hoher Transformationsrate verwendet. Nach
erfolgreicher Uberpriifung der rekombinanten Plasmid-DNA mittels Restriktionsverdau
und Sequenzierung wurden diese zur spateren heterologen Proteinexpression in
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Promega), einen Bakterienstamm mit hoher
Expressionsrate, transformiert. In beiden Fallen wurden bei -80°C gelagerte
Hitzeschock-kompetente Zellen (50 pl Aliquots) des jeweiligen Stammes vorsichtig auf
Eis aufgetaut und mit 5 pl Ligationsansatz bzw. 0,5 pl Plasmid-DNA far 30 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss folgten ein Hitzeschock von 1 min bei 42°C und ein erneutes
Abkuhlen fir 2 min auf Eis. Nach Zugabe von 300 pl kaltem LBy-Medium und weiteren
60 min bei 37°C, wurden die Zellen auf vorgewérmten LBan,-Platten ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle diente ein Transformationsansatz ohne
Ligationsprodukt bzw. Plasmid-DNA (Negativ-Kontrolle), sowie ein vom Hersteller
bereitgestellter Ansatz kompetenterZellen samt Kontroll-DNA (Positiv-Kontrolle). Die auf
den Selektionsplatten gewachsenen Kolonien wurden am Folgetag in einer Kolonie-
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PCR und mittels DNA-Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.2.8) auf positive Bakterienklone
getestet.

3.2.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurden von den Firmen LGC Genomics und Eurofins MWG
Operon GmbH durchgefiihrt. Die Proben wurden entsprechend den Herstellerangaben
vorbereitet und eingeschickt.

3.3 Methoden auf RNA-Ebene

3.3.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Isolierte Gesamt-RNA diente der Bestimmung des wildtypischen Expressionslevels von
p38a bzw. p38b mRNA im Tagesverlauf sowie der Aufdeckung von
Transkriptionsunterschieden in p38 Mutanten. Die RNA-Extraktion erfolgte aus adulten
Fliegenkdpfen mit Hilfe des Quick-RNA™ MicroPrep Kit (Zymo Research). Hierflr
wurden 5 Fliegen auf Eis dekapitiert und die Koépfe in 350 pl kaltem
Homogenisierungsbuffer 20 s mit einen StdéBel handisch zerdrickt. Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten nach Herstellerangaben.

3.3.2 Reverse Transkription der mRNA

Die reverse Transkription extrahierter mRNA in cDNA erfolgte unter Verwendung des
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) nach Protokoll des Herstellers. Nach
photospektrometrischer Bestimmung der Konzentration wurde die synthetisierte cDNA
bis zur Weiterverwendung auf -20°C gelagert.

3.3.3 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Mit ihrer Mdglichkeit DNA in einem Schritt zu amplifizieren, zu detektieren und
gleichzeitig zu quantifizieren stellt die quantitative real-time PCR (qPCR) ein schnelles
und vollautomatisiertes Verfahren zur Genexpressionsanalyse dar. Die nach der
reversen Transkription gewonnene cDNA dient hierbei als Ausgangsmatrize und lasst,
entsprechend der Menge urspriinglich extrahierter mRNA, spéater Ruckschlisse auf die
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eigentliche Transkriptionsrate des entsprechenden Gens zu. Die Detektion der Menge
an PCR Produkten erfolgt mittels des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green (SensiFAST™
SYBR No-ROX Kit; Bioline). Dieser lagert sich in doppelstrangige DNA ein und reagiert
in Folge mit einer Verstarkung der Fluoreszenz. Das nach jedem Reaktionszyklus
gemessene Fluoreszenzsignal ist somit proportional zur Menge an vorhandener DNA
und erlaubt so eine kontinuierliche Aufzeichnung der Produktbildung. Zur Amplifikation
der gewlinschten Produkte wurde der Rotor-Gene Q Thermocycler (Qiagen) und die in
Tab. X aufgelisteten Primer verwendet. Nachfolgend sind die Zusammensetzung des
finalen QPCR Ansatzes sowie die verwendeten Reaktionsbedingungen aufgelistet:

Ansatz (20 pl): Programm:

2x SensiFAST SYBR Initialisierung 95°C 2 min
No-ROX Mix 10 pl Denaturierung 95°C 5s

5’ Primer 0,1-0,5puM Annealing x°C  10s :|»40x
3’ Primer 0,1-0,5puM Elongation 72°C y min

Matrize 100ng Elongation I 72°C 10 min
H20bidest ad 20 ul

x: abhangig von der Annealingtemperatur der
verwendeten Primer; y: je nach Lange des
PCR-Produkts

Parallel zu den gewinschten Produkten wurde zusatzlich das Haushaltsgen B3-Tubulin
amplifiziert. Konstitutiv exprimiert, stellte es eine geeignete interne Kontrolle fur die
tatsachlich eingesetzte gesamte cDNA-Menge dar und ermodglichte zugleich eine
relative Quantifizierung der Expressionsdaten. Um auch die biologische Varianz sowie
mogliche Pipettierfehler zu berlcksichtigen wurden desweiteren pro Probe je 3
biologische und 3 technische Replikate angefertigt. Die Auswertung der
Expressionsdaten erfolgte mit der AACT-Methode nach Pfaffl et al. (2001) unter
Verwendung der Rotor-Gene Q Software (Qiagen) und Microsoft Excel.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Expression rekombinanter Proteine in E.coli
3.4.1.1 Kultivierung und Induktion der Proteinexpression

Die Expression der Fusionproteine Hisg-p38a und Hise-p38b erfolgte in  E.
coliBL21(DE3)pLysS unter aeroben Bedindungen bei 37°C wie nachfolgend
beschrieben. Als Expressionsvektor wurde der pH6HTN His¢Halo Tag T7 Vektor
(Promega) verwendet. Mit einen T7 RNA Polymerase Promotor vor der mutiple cloning
site erlaubt dieser eine in vivo Expression des gewlinschten Gens in Bakterienstdmmen
mit T7 RNA Polymerase. BL21(DE3)pLysS besitzt das Gen fir die T7 RNA Polymerase
unter Kontrolle eines lacUV5Promotors. Durch die Zugabe von IPTG, eines Aktivators
des lac-Operons, kann somit die Expression zu einen definierten Zeitpunkt induziert
werden. Zur heterologen Proteinexpression wurden in der hier vorliegenden Arbeit
zunéchst 2 | LBan, Fliissigmedium mit 200 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und auf
einem Horizontalschittler bei 180 rpm und 37°C inkubiert. Nach Erreichen einer ODgg
von 0,45 bis 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 0,3 mM IPTG induziert.
Nach weiteren 3 h bei 37°C und 180 rpm wurde die Bakterienkultur fir 10 min bei 4000
rom und 4°C in sechs 50 ml-Falconrdhrchen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Pellets wurden in 20 ml eiskaltem PBS (Sigma) resuspendiert. Nach
erneuter 40-mindtiger Zentrifugation wurden die Pellets entweder in Lysiypuffer gel6st
oder bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.4.1.2 Herstellung von Bakterienlysat

Zur Herstellung des Bakterienlysats wurden die tiefgefrorenen Pellets auf Eis aufgetaut
und in Lysispuffer (50 mM NaH,PQO,; 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol) mit 1 mM PMSF, 10
pug/ml Leupeptin und cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (2 Tabletten
auf 50 ml Puffer) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte im Ultraschallbad fir 5x 5 s
bei 70 W mit zwischenzeitlichen Ruhepausen auf Eis. Im Anschluss wurde das Lysat mit
1% Triton X-100 versetzt und bei 10000 g und 4°C fir 30 min abzentrifugiert. Die im
Pellet enthaltene Zelltrimmer und unlésliche Zellbestandteile wurden verworfen und der
I6sliche Uberstand zur Extraktion von Hiss-p38a und Hiss-p38b auf eine Ni-Chelat-Saule

aufgetragen.
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3.4.1.3 Proteinaufreinigung mittels Ni-Chelat Affinitdtschromatographie

Die Nickel-Chelat-Affinitdtschromatografie stellt ein Trennverfahren fir heterolog
exprimierte Proteine mit Poly-His-Tag dar und beruht auf der spezifischen reversiblen
Bindung von Histidinresten an Ni?* lonen. Letztere sind Uber Nitrilotriessigsdure (NTA)
an eine Tragermatrix gebunden und kdénnen im Austausch gegen Wasser Uber zwei
Bindestellen mit den Histidin-Resten des Fusionsproteins interagieren, dieses an die
Tragermatrix binden und aus dem Bakterienlysat herausfiltern. Die Bindung erfolgt
hierbei liber den Imidazolrings des Histidins. Imidazol allein, bindet ebenfalls an Ni** and
kann folglich, aufgrund seines kompetitiven Effekts, auch zur Elution gebundener
Proteine verwendet werden.

Fir die Isolation rekombinanter Proteine mit N-terminalem Hisg-Tag kamen in dieser
Arbeit HIS-Select Nickel Affinity Gel (Sigma) und eine 14 ml Protino Saule (Macherey-
Nagel) mit Filterporendurchmesser von 50 ym zum Einsatz. Um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden, erfolgte die Aufreinigung von Hisg-p38a und Hisg-p38b stets getrennt auf
zwei unterschiedlichen Nickel-Chelat-Saulen. Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders
angegeben, nach Protokoll des Herstellers sowie unter nativen Bedingungen bei
konstanten 4°C. Um die Bindung von nicht getagten, histidin-haltigen
Hintergrundproteinen an die S&ulenmatrix zu reduzieren, wurde sowohl der Lysispuffer
(siehe 3.4.1.2) als auch der zur Aquilibrierung und zum Waschen dienende Saulenpuffer
(50 mM NaH,PQO,; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) mit einer geringen Menge Imidazol
versetzt. Die Elution gebundener His-getaggter Proteine erfolgte hingegen Uber einen
Imidazolgradienten mit je 2ml Elutionspuffer I, Il und 11l (50 mM NaH,PQO,; 300 mM NaCl;
150 mM / 250 mM / 500 mM Imidazol). Desweiteren wurde zur Uberpriifung der
Effektivitdt des Trennverfahrens der Saulendurchfluss des Lysats, sowie der Wasch-
und Elutionsschritte getrennt aufgefangen und am Ende mittels SDS-PAGE (siehe
3.4.3.1) und Coomassie-Farbung (siehe 3.4.4) auf seinen Reinheitsgrad hin analysiert.
Die Eluate mit der h6chsten Konzentration an Fusionsprotein Hise-p38a bzw. Hise-p38b
wurden anschlieBend vereint und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert, entsalzt und von
Imidazol gereinigt (siehe 3.4.1.4). Da laut Hersteller eine bis zu zwanzigfache
Wiederverwendung der Nickel-Chelat-Saule méglich ist, wurde diese im Anschluss nach
Herstellerangaben gereingt und bis zum nachsten Gebrauch in 30% Ethanol bei 4°C

verwahrt.
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3.4.1.4 Pufferaustausch und Konzentrierung gereinigter Proteine mittel Ultrafiltration

Die Ultrafiltration diente der Aufkonzentrierung der rekombinanten Proteine Hise-p38a
und Hise-p38b sowie der weitreichenden Entfernung von Salz und Imidazol (< 3 mM)
aus der LOsung. Das Prinzip beruht auf der Abtrennung grdBerer Proteine sowie
niedermolekularer Substanzen von FlUssigkeiten (ber eine semipermeable
Filtermembran mit definierter PorengréBe unter Anwendung der Zentrifugalkraft. Das
Eluat wurde hierfir in Amicon Ultra Centifugal Filterréhrchen (MWCO 30kDa; Merck)
dberfihrt und bei 3500 rpm und 4°C so lange zentrifugiert bis die Filtermembran nur
noch zu 50% mit FlUssigkeit bedeckt war. Nachfolgend wurde der Filterdurchfluss
verworfen, PBS mit 1 mM DTT (immer frisch angesetzt) im Verhéltnis 1:1 zum Resteluat
im Filter pipettiert und die Lésung ein weiteres Mal abzentrifugiert. Nach 8 weiteren
Wiederholungen wurde das verbleibende Konzentrat mittels Pipette aus dem Filter in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefa3 Uberfuhrt. AbschlieBend wurde mit einem Spottest
(siehe 3.4.1.5) die Proteinkonzentration bestimmt.

3.4.1.5 Proteinmengenbestimmung mittels Spottest

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 1 pl des zu bestimmenden
Konzentrats mit jeweils 1 pl BSA-Losungen einer Eichreihe (0,01 — 2 pg/ul) auf
Whatman Filterpapier aufgetragen und bei RT getrocknet. Nach 3s Inkubation in
Coomassie-Farbelésung (0,14% Coomassie Brilliant Blau R-250; 9% konz. Essigsaure;
45% Ethanol) wurde das Filterpapier solange in Entfarbelésung (7% konz. Essigséaure;
5% Ethanol) entfarbt bis, abgesehen von den Auftragsorten, keine unspezifische
Hintergrundfarboung  mehr  sichtbar ~war. Coomassie  Briliant  Blau st
Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die basischen Seitenketten der Aminosauren
anlagert und damit Proteine unspezifisch anfarbt. Je intensiver die Blaufarbung am
Auftragungsort desto héher ist die Proteinkonzentration der Probe. Im Anschluss wurde
die Proteinkonzentration der zu untersuchenden Probe durch Vergleich mit den
Farbintensitaten der BSA-Eichreihe abgeschatzt und das Konzentrat auf -20°C gelagert.

3.4.2 Proteinisolierung aus adulten Fliegenkodpfen

Zur Untersuchung des Uhrproteincyclings in p38 Mutanten sowie der Expression von
p38 im Tagesverlauf, wurden 3-7 Tage alte Fliegen fir mindestens 4 Tage an einen LD
12:12 entraint und zu den angegebenen Zeitgeber-Zeitpunkten in flissigem Stickstoff
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abgesammelt. Im Anschluss wurden die tiefgefrorenen Tiere durch Vortexen dekapitiert
und 25 Képfe pro Zeitpunkt auf Trockeneis abgezahlt. Nach Uberfiihrung in vorgekiihite
1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe wurden die Képfe in kaltem Proteinextraktionspuffer
(50 pl) homogenisiert und flir 6 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Der
Extraktionspuffer zur Proteinisolierung wurde stets frisch aus einer Stammlésung (20
mM HEPES; 100 mM KCI; 5% Gilycerol; 10 mM EDTA; 0,1% Triton X-100; 20 mM -
Glycerophosphat; 0,1 mM Natriumorthovanadat), 7x cOmplete Proteaseinhibitor, 1 mM
Dithiothreitol, 10 pg/ml Pepstatin und 20 pg/ml Aprotinin angesetzt. Um unlésliche
Zellbestandteile vollstandig zu entfernen, wurde das Pellet verworfen, der Uberstand in
ein  neues  vorgekihltes  Eppendorf-Reaktionsgefa3  dberfuhrt und  der
Zentrifugationsschritt  ein  weiteres Mal wiederholt. Zur Auftrennung des
Proteingemisches unter denautierenden Bedingungen wurde der Uberstand mit 5x SDS-
Ladepuffer (312 mM Tris; 10% SDS; 50% Glycerol; 20% B-Mercaptoethanol; 0,1%
Bromphenolblau) versetzt, fir 3 min bei 95°C aufgekocht und im Anschluss direkt auf
das Gel aufgetragen oder bei -20°C gelagert.

3.4.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
3.4.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein
Verfahren aus der Proteinanalytik und dient der Trennung von Stoffgemischen nach
Molekllmasse in einem elektrischen Feld. In der hier vorliegenden Arbeit wurde sie
verwendet um die Phosphorylierung von PER sowie die Expression von p38 im
Tagesverlauf zu untersuchen. Hierzu wurde das Proteingemisch im Vorfeld mit einem
Ladepuffer samt B-Mercaptoethanol und Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt und bei
95°C aufgekocht. Hitze, B-Mercaptoethanol sowie SDS flhren zur vollstdndigen
Denaturierung der Proteine. Durch Anlagerung des anionischen Tensids SDS an die
linarisierte Proteinstruktur mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhaltnis (1,4 g SDS/g
Protein), wird die Eigenladung des Proteins maskiert und dem Protein-SDS-Komplex
eine negative Ladung verliehen. Dies hat zur Folge dass die Auftrennung eines
Proteingemisch im elektrischen Feld rein nach Molekilmasse und nicht nach Ladung
erfolgt. Als Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese diente ein diskontinuierliches
Gel auf Polyacrylamidbasis. So erfolgte die Auftrennung des Uhrproteins PER in einem
4,5% SDS-Polyacrylamid-Sammelgel und einem 6% SDS-Polyacrylamid-Trenngel,
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wahrend zur Untersuchung der p38 Expression im Tagesverlauf ein 10% SDS-
Polyacrylamid-Trenngel verwendet wurde (siehe Tab. 7 in Abschnitt 2.8). Als Protein-
GréBenstandards dienten ein 7-175kD Prestained Protein Marker (New England
BioLabs) und ein 14-212 KD Roti-Mark Standard (Carl Roth). Die Gelelektrophorese
erfolgte in einer geklhlten Hoefer SE600 Gelelektrophorese-Kammer (Hoefer) mit
Elektrophoresepuffer | (25 mM Tris; 200 mM Glycin; 0,1% SDS) Gber Nacht bei 55 V,
150 mA und 5W.

3.4.3.2 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Harnstoff-PAGE)

Wie die SDS-PAGE stellt auch die Harnstoff-PAGE ein Trennverfahren unter
denaturierenden Bedingungen dar. Hierbei werden Proteine durch Zugabe von grof3en
Mengen chaotropen Harnstoffs denaturiert. Im Gegensatz zu SDS maskiert Harnstoff
nicht die Eigenladung der Proteine und ermoglicht so eine elektrophoretische
Auftrennung des Proteingemisch nach GréBe und Ladung: je negativer die Ladung,
desto langer die Laufstrecke im Gel. Da Phosphorylgruppen bei physiologischem pH
negative Ladungen tragen, eignet sich diese Methode besonders zur Trennung
verschieden stark phosphorylierter Proteine, da bereits Unterschiede von einer
Phosphorylgruppe detektiert werden kénnen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
deshalb die Harnstoff-PAGE verwendet um die Phosphorylierungsunterschiede
rekombinater PER Proteine (GST-PER'® und GST-PER®®*''?%) im Anschluss an in
vitro Kinasenassays (Abschnitt 3.4.6) zu untersuchen. Die Proben wurden hierfir direkt
im Anschluss an den in vitro Kinasenassay mit der entsprechenden Menge an 2x
Harnstoff-Ladepuffer (0,273g Harnstoff; 45 ul Tris-Glycin-Lésung; 1,5 pyl 500 mM EDTA
(pH 7.5); 1 pl 500 mM Dithiothreitol; 0,04% Bromphenolblau; ad 500 yl Ha0pigest) VErsetzt
und auf einem 5%igen Harnstoff-Sammelgel und 9%igen Harnstoff-Trenngel (siehe Tab.
7 in Abschnitt 2.8) bei RT und 290 V fir 2 % h in einer Mini-Protean Tetra Cell
Elektrophoresekammer (Biorad) elekirophoretisch aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer
kam ein Puffer mit 20 mM Tris und 178 mM Glycin zum Einsatz. Um ein bestmdgliches
Einlaufen der Proben ins Sammelgel zu gewahrleisten, wurde das Gel vor dem Beladen
durch Anlegen einer Spannung von 200 V fir 30min erwarmt und jede Geltasche
grindlich mit Elektrophoresepuffer ausgespullt. Der Nachweis der aufgetrennten
Proteine erfolgte durch direktes Anfarben im Gel (Abschnitt 3.4.4) oder mittels
Westernblot (Abschnitt 3.4.5).
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3.4.4 Proteinnachweis mittels Coomassie-Farbung

Um Proteinbanden im Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurde eine Farbelésung
mit Coomassie-Brilliant-Blau verwendet, einem anionischen Triphenylmethanfarbstoff
der sich an basischen und aromatischen Seitenketten von Aminosduren anlagert und
folglich Proteine unspezifisch anfarbt. Hierfir wurde das Gel zunachst 1-2 h bei RT in
Coomassie-Farbelésung (0,14% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% Ethanol, 9%
konz. Essigsaure) inkubiert und kurz in Wasser geschwenkt. Zum Sichtbarmachen der
Proteinbanden wurde das Gel anschlieBend Uber Nacht bei RT auf einen Schdittler in
Entfarbelésung (5% Ethanol, 7% konz. Essigsaure) inkubiert und am darauffolgenden
Tag nochmals kurz in Wasser gewaschen. Die Dokumentation der Farbeergebnisse
erfolgte mit einem handelslblichen Farbscanner.

3.4.5 Proteinnachweis durch Western-Blot

Neben dem unspezifischen Proteinnachweis mittels Coomassie-Brilliant-Blau stellt der
Western-Blot mit anschlieBender Immunodetektion (Immunoblot) ein Verfahren zum
gerichteten, spezifischen Nachweis von Proteine dar. Die Proteine werden hierflr aus
dem Polyacrylamidgel auf eine Tragermembran transferiert und im Anschluss mit
spezifischen primaren und fluoreszenz-markierten sekundaren Antikérpern detektiert.
Der Proteintransfer erfolgt unter Anlegen einer Spannung entweder in Puffertanks als
Wet-Blot oder im halbtrockenen Blotverfahren (Semi-Dry-Blot) Uber puffergesattigte
Filterpapiere. Der groBe Vorteil letzterer Methode liegt vor allem in der hdheren
Transfergeschwindigkeit und der geringeren Menge an benétigtem Transferpuffer. Der
Wet-Blot hingegen ist schonender aufgrund besserer Kuhlmechanismen und ist
besonders fir gréBere Proteine geeignet. In der hier vorliegenden Arbeit wurden, wenn
nicht anders angegeben, kleinere Proteine (< 100 kDa) wie p38 stets im Semi-Dry
Verfahren (siehe 3.4.5.2) transferiert, wahrend beim Transfer von PER die Wet-Blot
Methode (siehe 3.4.5.1) zum Einsatz kam. In beiden Fallen wurde direkt im Anschluss
an die Gelelektrophorese das Sammelgel abgetrennt, das Trenngel auf die gewlinschte
GréBe zugeschnitten und zur Entfernung des freien SDS in eine Schale mit
Transferpuffer OberfUhrt. Der Blotaufbau erfolgte der Methode entsprechend wie in
Abschnitt 3.4.5.1 und 3.4.5.2 beschrieben.
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3.4.5.1 Proteintransfer mittels Wet-Blot

Zum Wet-Blot Transfer von Proteinen auf eine Tragermembran wurde ein gekihltes
Transfer-Tank-System (TE62) der Firma Hoefer verwendet. Hierflir wurden zunachst
vier Whatman-Filterpapiere und eine Nitrozellulose-Membran (Protran Nitrocellulose;
Schleicher & Schiill) auf GelgréBe zugeschnitten, in Transferpuffer (25 mM Tris; 200
mM Glycin; 20% Methanol; 0,2% SDS) bzw. H,0pi4est getrankt und wie in Abbildung 8
schematisch dargestellt aufgebaut. Nach Platzierung des Trenngels auf 2 Lagen
Whatman-Filterpapier, wurde die Nitrozellulose-Membran in HxOpgest gewdassert und
vorsichtig auf das Gel aufgelegt. Ein wiederholtes Auflegen und Abziehen der Membran,
sowie die Ausbildung von Luftblasen, welche den Proteintransfer erheblich stéren,
wurde so gut wie méglich vermieden. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden nach
weiteren zwei Lagen Whatman-Filterpapier zusatzlich durch leichtes Walzen mit Hilfe
einer Glaspipette aus dem fertigen Blot-Sandwich entfernt. Im Anschluss wurde der
Aufbau in die mit Transferpuffer geflllite Kammer eingesetzt und der Transfer gestartet.
Da Proteine im elektrischen Feld zur Anode wandern, wurde beim Einsetzen der Blot-
Kassette stets auf die korrekte Ausrichtung des Gels hinsichtlich der Kathode geachtet.
Der Proteintransfer erfolgte bei 1000 mA, 100 V, 200 W fir 2 h in einer 4°C

Klimakammer.

3.4.5.2 Proteintransfer mittels Semi-Dry-Blot

Im Gegensatz zum Wet-Blot fand der Proteintransfer beim Semi-Dry Verfahren
ausschlieBlich Uber in Transferpuffer getrénkte Filterpapiere in einem Semi-Dry
Elektroblotter der Firma Peqglab statt. Eine als Anode fungierende platinumhallte
Titanplatte sowie eine Kathoden-Platte aus rostfreiem Edelstahl sorgten flr ein
gleichmaBiges elektrisches Feld und maximale Transfereffizienz. Der Aufbau des Semi-
Dry-Blots erfolgte wie in Abbildung 8 beschrieben in umgekehrter Reihenfolge zum Wet-
Blot. Jeweils drei auf GelgréBe zugeschnittene Whatman-Filterpapiere wurden kurz in
Transferpuffer (48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% Methanol; 0,04% SDS) eingeweicht und
mittig auf der Anodenplatte aufeinander angeordnet. Auf in HoOpgest getrankte
Nitrozellulose-Membran folgten ein Trenngel sowie drei weitere Lagen Transferpuffer
gesattigtes Whatman-Filterpapier. Ein mdglichst Luftblasen-freies ,Blot-Sandwich*
wurde auch hier durch mehrmaliges Walzen des Aufbaus sichergestellt. Zum Schluss
wurde die Kathodenplatte mit konstant leichtem Druck aufgesetzt und die Kammer an
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eine Stromquelle angeschlossen. Der elektrophoretische Transfer erfolgte im Falle von
p38 fiir 1 h bei 400 mA, 30V und 250 W.

Kathode Anode
- Schwamm
W __— Filterpapier = -~ __— Filterpapier

- Gel — ? Nitrocellulosemembran
= Nitrocellulosemembran — = Gel
Filterpapier -~ Filterpapier
~ Schwamm

Anode
Kathode

Abbildung 8: Aufbau von Wet-Bot und Semi-Dry-Blot

3.4.5.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die Nitrozellulose-Membran zunachst kurz in
TBS (10 mM Tris-HCI pH7,5; 150 mM NaCl) gewaschen um verbliebene Gelreste sowie
mogliche Methanolriicksténde vollstdndig zu entfernen. Nach dem Reinigungsschritt
wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer Bindestellen fir 1-2 h bei RT in
Blocklésung (50% Odyssey Blocking Buffer in TBS) geschwenkt und anschlieBend Uber
Nacht in eine Antikérperldsung mit spezifischem Primarantikdrper auf 4°C tberfihrt. Alle
im Rahmen eines Westernblots verwendeten spezifischen Primér- und fluoreszenz-
markierten Sekundarantikérper wurden stets in TBST mit 25% Odyssey Blocking Buffer
und 0,02% Natriumazid gelést und sind, zusammen mit ihrer Konzentration, der Tabelle
5 zu entnehmen. Am né&chsten Tag wurde die Membran zum Entfernen der
Antikérperlésung 3 x 10 min bei RT in TBST (TBS mit 0,1% Tween20) gewaschen und
dann 2 h auf einem Schuttler mit fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper inkubiert.
Nach drei weiteren Waschschritten in TBST und einem letzten kurzen Inkubationsschritt
in TBS wurde die Fluoreszenzfabung mit Hilfe des Odyssey Infrarot Scanner (Odyssey
Infrared Imaging System; LICOR Bioscience) visualisiert. Um eine statistische Aussage

treffen zu kénnen wurde jeder Blot finfmal wiederholt.

3.4.6 In vitro Kinasenassays

Far die Untersuchung einer mdéglichen Phosphorylierung von PER durch p38a oder
p38b wurde ein nicht-radioaktiver in vitro Kinasenassay mit anschlieBender Harnstoff-
PAGE gewahlt. Rekombinante PER-Peptide, GST-PER'® and GST-PER®®'?'8
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wurden freundlicherweise von Benjamin Mentzel (Dusik et al., 2014) zur Verfligung
gestellt, His-getaggtes p38a und p38b hingegen wurde wie in Abschnitt 3.4.1
beschrieben in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Fdr nicht-radioaktive
Phosphorylierungsassays wurden in zwei getrennten Anséatzen zunachst je 5 uM
Substrat (GST-PER' "% bzw. GST-PER®*®'2'8 in Kinasenpuffer (50 mM Tris-HCI; 5 mM
DTT; 30 mM Mgz*; 0,1 mM NazVO,) mit 1 mM ATP Uberflihrt und einige Minuten bei
30°C inkubiert. Die Initiation der Phosphorylierungsreaktion erfolgt im Anschluss Gber
Zugabe von 1 pM Hisg-p38a bzw. Hise-p38b. Zum Nachweis einer mdglichen
Phosphorylierung von GST-PER'® (bzw. GST-PER®®''%) wurden Stichproben aus
den Phosphorylierungsansatzen unverziglich (0 min), sowie 30 min und 60 min nach
Zugabe der Kinase entnommen. Durch Zugabe der entsprechenden Menge an 2x
Harnstoff-Ladepuffer (9 M Harnstoff; 20 mM Tris; 190 mM Glycin; 1,5 mM EDTA pH7.5;
1 mM DTT; 0,016% Bromphenolblau) wurde die Phosphorylierungsreaktion gestoppt.
Als Kontrolle diente ein paralleler Phosphorylierungsansatz ohne Kinase zu den
entsprechenden Zeitpunkten (0 min, 30 min, 60 min). Nach 1 h bei Raumtemperatur
wurden die Proben im Anschluss mittels einer Harnstoff-PAGE aufgetrennt und Uber
Coomassie-Farbung im Gel visualisiert. In einigen Féllen erfolgte der
Phosphorylierungsnachweis zusétzlich mittels Immunoblot (Abschnitt 3.4.5). Hierflr
wurden am Rand des Gels die 60 min-Ansatze mit und ohne Hisg-p38b je zweimal auf
das Harnstoffgel aufgetragen. Vor Behandlung mit Coomassie-Farbel6sung wurde die
zweite Halfte abgetrennt, die Proteine mittels Wet-Transfer auf Nitrozellulose-Membran
Ubertragen und durch Inkubation mit anti-PER und fluoreszierendem
Sekundarantikérper angefarbt. Auf diese Weise war es moglich von den fluoreszenz-
markierten Banden auf der Membran direkt auf die Coomassie-geférbten Banden im Gel
zu schlie3en.

3.5 Immunhistochemische Methoden

3.5.1 Immunfluoreszenzfarbung
3.5.1.1 Féarbung adulter Drosophila Gehirne

Anhand immunhistochemischer Farbungen sollte das 6rtliche und zeitliche
Expressionsmuster von Proteinen in der inneren Uhr von Drosophila melanogaster

sowohl unter ,entrainten als auch unter Freilauf-Bedingungen untersucht werden.
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Hierfir wurden 5-10 Tage alte méannliche Fliegen fir mindestens 4 Tage an einem LD
12:12 synchronisiert und zu den angegebenen ZTs abgesammelt. Fir
Expressionsstudien unter Freilaufbedingungen wurden die Fliegen zunachst 4 Tage in
LD 12:12 gehalten und dann fir einige Tage in DD Uberfihrt. Wahrend das Absammeln
der Tiere im Fall der Lichtpuls-Experimente bereits am ersten Tag DD erfolgte, wurden
zur Untersuchung des nukledren PER-Cyclings die Fliegen erst am vierten Tag DD
(genauer: alle 4 h exakt 96 h nach Licht-an (ZT1) des letzten Tages im LD) fixiert. Um
auch die individuellen Freilaufperioden der Genotypen zu berlcksichtigen, wurden die
Absammelzeitpunkte im Anschluss in Circadian Time (CT) umgerechnet. Der
Aktivitatsbeginn, bei tagaktiven Tieren im Freilauf mit CTO definiert, diente hierbei als
UmrechnungsmalB. So wurden zu den Tieren des Farbeversuchs, Fliegen desselben
Genotyps in parallelem Setup aufgezeichnet und deren Aktivitatsbeginn am 4. Tag DD
bestimmt. Der errechnete Mittelwert wurde spater herangezogen um die eigentlichen
Absammelzeitpunkte in CT-Zeitpunkte umzurechnen.

Die Fixierung der Fliegen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in einer 4% igen
Paraformaldehyd-Lésung (4% PFA in PBS; Affimetrix) mit 0,1% Triton X-100 fir 2,5 h
bei RT auf einem Rotierer und, falls erforderlich, lichtgeschltzt verpackt. Da
Detergenzien wie Triton X-100 Zellmembranen zerstéren und GFP-Signale unter
Umsténden abschwachen, wurde fiir die Fixierung von Fliegen mit GFP-Expression 4%
PFA ohne Triton-X verwendet und die Inkubationszeit stattdessen auf 3 h erhéht. Im
Anschluss wurden die Fliegen 5 x 10 min in PBS gewaschen, die Gehirne in eiskaltem
PBS prépariert und zur Absattigung unspezifischer Bindestellen fir 3 h bei RT oder Uber
Nacht bei 7°C in Blocklésung (5% NGS bzw. 5% NDS in PBST 0,5%) Uberfihrt. Im
Anschluss an den Blockschritt folgte die Inkubation mit spezifischem Prim&rantikdrper in
PBST 0,5% (PBS mit 0,5% Triton-X100) mit 5% NGS und 0,02% Natriumazid fir 24-48
h bei 7°C. Am darauffolgenden Tag wurden die Gehirne zum Entfernen des
Primérantikérpers 5 x 10 min in PBST 0,5% gewaschen und anschlieBend fur 3 h bei RT
mit Fluoreszenz-markierte Sekundarantikérper in PBST 0,5% mit 5% NGS und 0,02%
Natriumazid inkubiert. Eine Auflistung der hier verwendeten Primér- und
Sekundarantikérper sowie deren eingesetzte Konzentration ist der Tabelle 5 (Abschnitt
2.6) zu entnehmen. Nach weiteren 4 x 10 min in PBST 0,5% und einen finalem
Waschschritt mit PBST 0,1% (PBS mit 0,1% Triton-X100) wurden die Gehirne auf
Superfrost  Objekitragern in  VectaShield Einbettmedium (Vector Laboratories)
eingebettet und bei 7°C lichtgeschitzt verwahrt.
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3.5.1.2 Farbung adulter Drosophila Retinas

Die Fixierung und Farbung von Retinas adulter Fliegen erfolgte in der Regel nach
Standardfarbeprotokoll fir Gehirne. Lediglich bei Versuchsansétzen mit rot- oder
orangeaugigen Fliegen wurden die Retinas im Anschluss an die Inkubation mit
Sekundérantikérper anstelle von 4 x 10 min fir 2-4 Tage in PBST 0,5% inkubiert. Der
verlangerte  Waschschritt bei 7°C diente zum  Auswaschen der roten
Augenpigmentierung. Desweitern wurde zum Anfarben der Rhabdomere anstelle
fluoreszenz-markiertes Phalloidin (Alexa Fluor 635 Phalloidin; Invitrogen) verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein toxisches Alkaloid des Knollenblatterpilzes welches an F-
Aktin bindet und dessen Depolymerisation verhindert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
Alexa Fluor 635 Phalloidin stets zusammen mit den Sekundarantikérpern eingesetzt.

3.5.2 Visualisierung und Auswertung der Farbeergebnisse

Aufnahmen von fluoreszenz-markierten Retinas und Gehirnen wurde an einem
konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (Leica TCS SPE) der Firma Leica erstellt. Hierfir
wurden die Praparate mit einem Abstand von 2 um schichtweise gescannt und nach
Rekonstruktion der Einzelbilder als 3D-Aufnahmen (z-Stacks) abgespeichert. Die
graphischen Bearbeitung und Auswertung der Farbeergebnisse erfolgte im Anschluss
mit der Grafiksoftware Image J Uber zwei unterschiedliche Messverfahren: Zum
Bestimmen der zellularen Farbeintensitdt phospho-p38-positiver DNy, wurde die
Methode nach Yoshii et al. (2008) angewendet. Hierfir wurde zunachst eine Messflache
(Area) definierter GréBe (5 Pixel) festgelegt, dann die Zellebene mit der stérksten
Fluorezenz gewahlt und schlieBlich im hellsten Zellbereich die durchschnittliche
Farbeintensitdt gemessen. Um auch eine unspezifische Hintergrundfarbung mit
einzubeziehen,  wurden die  Messwerte  anschlieBend innerhalb  einer
Uhrneuronengruppe gemittelt und mit einem Hintergrund-Mittelwert verrechnet. Dieser
ergab sich aus drei unabh&ngigen Messungen der Farbeintensitat in direkter Umgebung
der untersuchten Zellgruppe. Fir die Untersuchung der nukledren Translokation von
PER in Fliegen mit modifiziertem p38 Level in PDF-positiven Uhrneuronen kam
dagegen das Messverfahren nach A. Burgess
(http://sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-fluorescence-using-imagej/) zum
Einsatz. Im Gegensatz zu Yoshi et al. (2008) wird hier das Messareal nicht von
vornherein fest definiert, sondern bei jeder Messung manuell mit dem ,Freehand
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selection“ Tool neu festgelegt. So wurde firr jede ausgewéhlte Zelle sowohl das Signal
des gesamten Zellkérpers als auch des Nukleus gemessen. Zur Orientierung diente die
PDF-Farbung welche rein zytoplasmatisch ist und im Tagesverlauf nicht schwankt.
Neben der durchschnittlichen Farbeintensitat wurden fir jede Messung desweiteren die
Parameter ,Area“ (GroBe des Messareals) und ,Integrated Density” (Gesamtintensitat
des Fluoreszenzsignals innerhalb des merkierten Bereichs) bestimmt. Unter Anwendung
der Formel CTCFuieus (zele) = Integrated density nukieus (zetie) — (Area nukieus (zelley X Mean
fluorescencegacgrouna kONnte so fir jede Zelle bzw. jeden Nukleus die ,Corrected total
cell fluorescence” (CTCF) — sprich das eigentliche Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit
von Zell- bzw. NukleusgréBBe und Hintergrund — bestimmt werden. Die nukleare
Farbeintensitédt (CTCFyukeus) Normalisiert zum Gesamtsignal der Zelle (CTCFzy) lieB
schlieBlich Rudckschlisse auf nukleare Translokation von PER in den LN,s zu.
Unabhangig von der gewahlten Messmethode erfolgte die Auswertung an je 10
Gehirnen pro Zeitpunkt und Genotyp.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Systat
(Systat Software, Leland Wilkinson, USA). Alle erhobenen Datenséatze wurden zunachst
mit dem Kolmogorov-Smirnov Test (Lilliefors) auf Normalverteilung getestet. Normal
verteilte Daten wurden im Anschluss mit einer one-way ANOVA und einem Post-hoc
Test mit Bonferroni Korrektur statistisch verglichen. Bei nicht normalverteilten Daten
kam der Kruskal-Wallis Test mit anschlieBendem Wilcoxon Test samt Bonferroni
Korrektur zum Einsatz. Daten mit p-Wert kleiner 0,05 (p < 0,05) wurden als signifikant
unterschiedlich, Daten mit p-Wert kleiner 0,001 (p < 0,001) wurden als hochsignifikant
unterschiedlich betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation und Expression von p38 MAPK in Gehirn und
Retina von Drosophila melanogaster

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen verfligen Uber ein breites Spektrum regulatorischer
Funktionen und werden aufgrunddessen in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe-
und Zelltypen exprimiert. Wahrend MAPK-Expressionsstudien der vergangenen Jahre
den Focus vorwiegend auf Expressionsorte hinsichtlich ihrer Funktion bei
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose sowie Immun- und Stressantwort legten,
ist Uber eine mdgliche Expression von MAP-Kinasen im circadianen System nur wenig
bekannt. Um einen Nachweise fiir p38 in der inneren Uhr von Drosophila melanogaster
zu erbringen, wurde im Folgenden das 6rtliche und zeitliche Expressionsmuster der p38
MAP-Kinase im Gehirn sowie im Komplexauge der Fruchtfliege mittels Reporterlinien
und Antikérperfarbung untersucht.

4.1.1 Untersuchung der p38 Expression mittels Reporterlinien

Mit dem Ziel p38 MAPK in der inneren Uhr zu lokalisieren wurden zun&chst
Antikoérperfarbungen mit der Reporterlinie w;p38b-lacZ Linie durchgefihrt. Diese
exprimiert B-Galaktosidase (lacZ) ektopisch unter der Kontrolle des p38b-Promotors und
zeigt neben Darm und Fettkdrper insbesondere eine verstarkte Expression des
Reportergens im larvalen Gehirn, den Ganglien und der Speicheldrise (Park et al.,
2003). p38b mRNA Expressiondaten der Drosophila Genexpression Datenbank FlyAtlas
(http://flyatlas.org) bestatigen dieses Expressionsmuster und weisen auf eine breite
Expression von p38b, mitunter in Gehirn und Komplexauge der Fliege hin (Tab. A2 im
Anhang). Immunhistochemische Farbungen mit anti-TIM und anti-lacZ an Gehirnen der
Reporterlinie w; p38b-lacZ konnten dies jedoch nicht bestatigen. So zeigt w; p38b-lacZ
im Vergleich zu w'’"® keine Unterschiede im Farbemuster (Abb. 9A2 und B2) sowie
keine Co-Lokalisation der Antikérper anti-TIM und anti-lacZ in den Uhrneuronclustern
LN,, LNg, DNy, DNy, und DN3 (Abb. 9A1 und B1).
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Atmydung 9: Antikérperfarbung von ektopisch exprimierten lacZ in Gehirnen von w; p38b-lacZ und

Zweifach-Antikérperfarbungen an Gehirnen von w; p38b-lacZ mit anti-TIM (griin) und anti-lacZ (magenta)
geben keinen Hinweis auf p38b-getriebene lacZ-Expression im circadianen System der Fliege. Zwar zeigt
die Reporterlinie (A) im Vergleich zur Kontrolle (B) ein leicht erhdhtes, wenn auch nicht signifikant
unterschiedliches, lacZ-Hintergrundsignal (A2 und B2), doch findet keine Kolokalisation von anti-TIM und
anti-lacZ in den Uhrneuronen statt (A1). LNv: ventrolaterale Neurone; LNd: dorsolaterale Neurone; DNj:
dorsale Neurone 1; DNz: dorsale Neurone 2; DNs:dorsale Neurone 3; MaBstab: 10 um;

Letzteres kénnte auf eine fehlende Expression von p38b im Uhrnetzwerk hindeuten,
lasst sich aber auch wie folgt erklaren. Mdoglicherweise wurde mit ZT21 ein
Farbezeitpunkt gewahlt, zu dem zwar einerseits eine maximale Menge an TIM Protein in
der Zelle vorhanden ist, zu dem aber andererseits lacZ nur gering exprimiert wird.
Dartber hinaus kdénnte das leicht erhdhte lacZ-Hintergrundsignal in w; p38b-lacZ eine
schwache p38b-gesteuerte lacZ-Expression maskieren. Auch muss in Betracht gezogen
werden, dass die ektopische Expressionen eines Reportergens nicht immer die reelle
Expression des Gens widerspiegelt. Um all diese Méglichkeiten auszuschlieBen wurden
unter Verwendung des UAS/Gal4-Systems UAS-nuclacZ®®/p38b-Gal4 Fliegen
hergestellt und Hirnfarbungen durchgefiihrt. Das UAS/Gal4-Systems nach Brand und
Perrimon (1993) erlaubt durch Kreuzung einer UAS-Effektorlinie (UAS-nuclacZ®®) mit
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einer Gal4-Treiberlinie (p38b-Gal4) die gezielte Expression eines gewlnschten
Konstrukts, in diesem Fall von nukledrem lacZ in p38b-exprimierenden Zellen. Im
Unterschied zu w; p38b-lacZ kann es in UAS-nuclacZ®®*/p38b-Gal4 Fliegen aufgrund
des, in Drosophila auf natlrliche Weise nicht vorkommenden Aktivators Gal4 und
dessen Bindung an die als Enhancer wirkende ,upstream activating sequence” (UAS),

%) kommen. In

jedoch zu einer Verstarkung der Expression von nukleéren lacZ (nuclac
der Tat zeigen UAS-nuclacZ®®*/p38b-Gal4 Fliegen im Gegensatz zu w; p38b-lacZ (Abb.
9A und Abb. 10A) sowie zu ihrer UAS-Kontrolle (Abb. 10A und 10F2) eine breite
Expression von p38b-getriebenen nukledrem lacZ im Zentralhirn, optischen Lobus, sub-
6sophalen Ganglion sowie im Bereich des Pilzkérpers. Eine Kolokalisation von anti-TIM
und anti-lacZ in den DNy, DN, und DN; (Abb. 10B1-B3) sowie den LNy (Abb. 10C) ist
jedoch trotz der groBen Menge an lacZ-positiven Neuronen im Protocerebrum leider
nicht erkennbar. Ein gegenteiliges Bild ergibt sich bei Betrachtung von 2 pym dicke
Einzelschnittaufnahmen der LN,. Wahrend die s-LN, ahnlich der dorsalen Uhrneurone
kein nukleares lacZ exprimieren, scheint eine Expression in den I-LN, nicht véllig
ausgeschlossen (Abb. 10D-E). Eine Kolokalisation beider Antikérper ist jedoch aufgrund
der méglicherweise unterschiedlichen zellularen Verteilung der Proteine (Zytoplasma vs.
Nukleus) nicht eindeutig nachweisbar (Abb. 10E1-E2).

Endiiltige Klarheit sollten Antikdrperfarbungen an Gehirnen von p38-Gal4; UAS-GFP%®"
Fliegen bringen. Diese exprimieren zytoplasmatisches GFP ektopisch unter Kontrolle
einer p38b-Treiberlinie und zeigen in Ubereinstimmung mit UAS-nuclacZ®®/p38b-Gal4
eine breite Expression des Reportergens im optischen Lobus und Zentralhirn, ebenso
wie dem Pars intercerebralis, dem sub-6sophalen Ganglion und dem Pilzkérper (Abb.
11A). Trotz der Vielzahl GFP-positiver Neurone offenbaren p38-Gal4; UAS-GFP®%°"
Fliegen dennoch weder in den Uhrneurongruppen LNy und s-LN, (Abb. 11B) noch in den
DN;, DN, und DN; (Abb. 11D) eine p38b-getriebene GFP-Expression. In den I-LN, (Abb.
11C) hingegen, ist eine deutliche Kolokalisation von anti-GFP, anti-PER und anti-PDF
(einem spezifischen Marker der ventrolateralen Uhrneuronengruppen) zu erkennen.
Diese Dreifachfarbung der I-LN, bestatigt den anfanglichen Verdacht des UAS-
nuclacZ®/p38b-Gal4 Experiments und liefert zugleich einen wichtigen Hinweis auf eine
Expression von p38 in der inneren Uhr von Drosophila melanogaster.
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F1  UAS-nuclacze0 / +

Abbildung 10: lacZ-Expression und Antikérperfiarbung in Gehirnen von UAS-nuclacZ*®’/p38b-Gal4
und UAS-nuclacZ®®.

Zweifachmarkierungen mit anti-lacZ (magenta) und anti-TIM (griin) in UAS-nuclacZ’®/p38b-Gal4 (A-E)
offenbaren eine breite Expression von p38b-getriebenem nukledrem lacZ in Zentralhirn (ZH), optischem
Lobus (OL), sub-6sophalen Ganglion (SOG) und im Pilzkérper (Pi) (A). Wahrend eine Kolokalisation von
anti-TIM und anti-lacZ in den Uhrneuronclustern DNy, DNz und DN3 (B1-B3), sowie den LNg4 (C) und s-LNy
(D) nicht erkennbar ist, zeigen 2 um dicke Einzelschnittaufnahmen der I-LNy (E1 und E2) ein gegenteiliges
Bild. Zwar macht die hohe Dichte lacZ-positiver Zellen am Ubergang vom Zentralhirn zum optischen Lobus
die Identifizierung lacZ-positiver Uhrneurone schwierig, dennoch scheint eine lacZ-Expression in den I-LN,
(E1a und E2a) nicht ausgeschlossen. I-LN,: groBe ventrolaterale Neurone; s-LN,: kleine ventrolaterale
Neurone; LNg: dorsolaterale Neurone; DNs: dorsale Neurone 1; DNa: dorsale Neurone 2; DNs:dorsale
Neurone 3; MaBstab: 10 ym;
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UAS-GFP S5

Abbildung 11: GFP-Expression und Antikérperfarbung in Gehirnen von p38b-Gal4; UAS-GFI 5T und
UAS-GFP™'.

Ahnlich UAS-nuclacZ®®/p38b-Gal4 (Abb.10) zeigen p38b-Gal4; UAS-GFP*®" Fliegen (A) im Gegensatz zur
UAS-Kontrolle (E) ein breites Expressionsmuster des Reportergens im optischen Lobus (OL), Zentralhirn
(ZH), Pars intercerebralis (Pl), sub-6sophalen Ganglion (SOG) sowie im Pilzkérper (PIl). Zwar lassen
Nahaufnahmen der s-LN, und LNy (beides B), sowie der DNy, DN2 und DN3 (D) keine Expression von GFP
erkennen, I-LN, jedoch zeigen eine deutliche Kolokalisation von anti-GFP (grun), anti-PER (magenta) und
anti-PDF (blau). I-LN,: groBe ventrolaterale Neurone; s-LN,: kleine ventrolaterale Neurone; LNg:
dorsolaterale Neurone; DNy: dorsale Neurone 1; DN2: dorsale Neurone 2; DNs:dorsale Neurone 3; MaB3stab:
10 ym; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Neben einer biologischen ,Haupt-Uhr* existieren in jedem Organismus periphere
Oszillatoren. Ahnlich dem Hauptschrittmacherzentrum, weisen auch diese eine
zyklischen Expression der Uhrproteine sowie einen eigenstandigen Rhythmus auf,
agieren jedoch nicht komplett autonom (zusammengefasst von Giebultowicz, 2001;
Plautz et al, 1997). Bei Drosophila wurden periphere Uhren unter anderem in den
Malpigischen GefaBen (Giebultowicz et al., 1997), den Antennen (Krishnan et al., 1999),
dem Fettkérper (Xu et al., 2008) sowie den Komplexaugen (Zerr et al., 1990; Cheng und
Hardin, 1998) nachgewiesen. Ob p38 MAPK neben dem Hauptschrittmacherzentrum im
Gehirn auch in den peripheren Uhren der Fliege, wie dem Komplexauge, exprimiert
wird, sollten Antikérperfarbungen an adulten Retinas der UAS/Gal4-Linie p38-Gal4;
UAS-GFP®®" klaren. Erste Anhaltspunkte liefern Kikuchi et al. (2000) und Jarvis et al.
(1997), deren Studien p38 im Auge von S&ugern sowie in der Retina von Fliegen des
Puppenstadiums nachweisen konnten, diese Expression allerdings in Verbindung mit
dem programmierten Zelltod setzten. Um die retinale Expression von p38 aus
chronobiologischen Standpunkt zu betrachten, wurde unter Verwendung von anti-PER
und Phalloidin, einem Rhabdomer-Marker, der Focus insbesondere auf die
Photorezeptorzellen R1 bis R8 gelegt. In Ubereinstimmung mit Jarvis et al. (1997)
zeigen Langsschnitt- und Querschnittaufnahmen von adulten Retinas der Effektorlinie
p38b-Gald; UAS-GFP®*" eine p38b-induzierte Expression von GFP in den sekundaren
und tertidaren Pigmentzellen (Abb. 12A2 und 12C2), sowie im Bereich der
interommatidialen Borsten (hier nicht abgebildet). Eine Kolokalisation von anti-GFP mit
anti-PER und Phalloidin in den Photorezeptorzellen Zellen R1 bis R8 ist nicht erkennbar.
Da es nach aktuellem Stand der Forschung noch keine Erkenntnisse zu einer Rolle der
Pigmentzellen im peripheren Oszillator gibt, 1&sst dies eine mdgliche Uhr-spezifische
Funktion von p38 im Komplexauge der Fliege weiter offen.
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Abbildung 12: GFP-Expression und Antikorperfiarbung in Retinas von p38b-Gal4; UAS-GFP>®’,

Langsschnitt- (A) und Querschnittaufnahmen (C) adulter Retinas der Effektorlinie p38b-Gal4, UAS-GFP*®"
offenbaren eine deutlich Expression von GFP in den sekundéren (A2) und tertidaren Pigmentzellen (C2),
sowie der interommatidialen Borste (hier nicht abgebildet). Rezeptorzelle R1 — R8 zeigen keine Co-
Lokalisation von anti-GFP (griin) mit anti-PER (magenta) und fluoreszenz-markierten Phalloidin (blau). In
Ubereinstimmung mit Abbildung 11 trat auch in Kontroll-Retinas UAS-GFP*®" keinerlei GFP-Farbung auf,
weshalb auf eine bildliche Darstellung an dieser Stelle verzichtet wurde. B und D repérsentieren den
schematischen Langs- und Querschitt eines Ommatidiums. CO:Cornea; K: Kristallkegel; pPZ: primére
Pigmentzelle; SZ: Semperzelle; sPZ: sekundare Pigmentzelle; R: Rezeptorzelle; BZ: Borstenzelle; tPZ:
tetidqre Pigmentzelle; MaBstab: 10 ym

4.1.2 p38-Antikérperfarbung an wildtypischen Fliegen

Mit einer p38b-induzierten Expression von GFP sowie nukledrem lacZ in den I-LN,
lieferten UAS/Gal4-Reporterlinien erste Hinweise auf eine Expression von p38 MAPK in
der inneren Uhr von Drosophila melanogaster. Wie jedoch bereits erwahnt spiegelt die
ektopische Expressionen eines Reportergens nicht zwingend die reelle Expression des
zu untersuchenden Gens wider. Aus diesem Grund wurden, um die Ergebnisse der
UAS/Gal4-Linien zu bestatigen, immunhistochemische Farbungen an Gehirnen und
Retinas des Wildtyps Canton S (CS) mit 3 unterschiedlichen p38 Antikérpern (Tab. 5)
durchgefiihrt: anti-p38 (Santa Cruz Biotechnology), anti-p38b (Adachi-Yamada et al.,
1999) and anti-p-p38 (Cell Signaling Technology). Wahrend anti-p38 und anti-p38b
speziell gegen Drosophila p38 gerichtet sind und neben nicht-phosphoryliertem auch
phosphoryliertes p38a und p38b detektieren (http://www.scbt.com/datasheet-15714-
p38-dn-20-antibody.html; persénl. Korrespondenz mit T. Adachi-Yamada), handelt es
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sich bei anti-p-p38 um einen synthetisch hergestellten humanen p38 Antikdrper. Dieser
zeigt keine Kreuzreaktion mit p42/44 MAPK und SAPK/JUNK, zwei weiteren Vertretern
der MAPK-Familie, erkennt die Phosphorylierungsstellen Thr180 und Tyr182 und bindet
auschlieBlich an zweifach phosphorylierte p38-Isoformen (Kumar et al., 1999; Miyaji et
al., 2009). Infolge der hohen Sequenzhomologie der p38-Phosphorylierungsstellen
erkennt und detektiert anti-p-p38 dartber hinaus phosphorylierte p38 Isoformen in der
Taufliege (Seisenbacher et al., 2011). Um unspezfische Farbesignale von reeller
Farbungen zu unterschieden dienten bei allen Farbeexperimenten p386°%°; p38a‘
Fliegen als interene Kontrolle. Die eigentliche Doppelknockoutmutante p386**°; p38a"’
ist, aufgrund der entscheidenden Rolle der p38 MAPK wahrend der Entwicklung der
Fliege, nicht lebensfahig. Infolgedessen wurde mit p38t°*%°; p38a"’ ein Stamm gewahit,
der im p38a Knockout-Hintergrund noch eine hypomorphe Expression von p38b zeigt
(siehe Abb. 30 in Abschnitt 4.3.5).

Zu Beginn wurden Mehrfachfarbungen mit anti-p38, anti-PER und anti-PDF zu ZT21 in
CS und p38b*%°; p38a"" durchgefiihrt. Gegensatzlich zu den UAS/GAL4-Reporterlinien
zeigt CS ahnlich w; p38b-lacZ anstelle von einzelnen gefarbten Zellkérpern ein
gleichmaBig Uber das gesamte Gehirn verteiltes p38-Farbemuster (Abb. 13). Visuell
betrachtet scheint das p38-Signal des Wildtyps im Vergleich zur hypomorphen Kontrolle
tendenziell zwar leicht erhéht zu sein (Abb. 13A und D), eine deutliche Expression von
p38 in den Uhrneurongruppen ist jedoch nicht zu erkennen (Abb. 13 A-C). Dies kdnnte
allerdings dem Fehlen einer vollstandigen Doppelknockoutmutante geschuldet sein. So
stechen schwache Farbeunterschiede zwischen Wildtyp und Kontrollstamm aufgrund
der ,Restexpression* in p38b*%°; p38a*’ méglicherweise nicht deutlich ins Auge.
Lediglich bei 2 von insgesamt 12 Wildtyp-Gehirnen trat eine p-p38-positive s-LN, auf
(siehe Stern in Abb. 13C). Ob es sich hierbei um eine unspezifische Farbung oder
moglicherweiser doch um ein relles Signal handelt, ist aufgrund der seltenen
Auftrittshaufigkeit nur schwer zu beurteilen, zumal auch in einem Gehirn der
hypomorphen Knockoutmutante zwei LNy p38-Farbung aufwiesen (siehe Stern in Abb.
13F2). Fakt bleibt, anti-p38-Farbungen kénnen Farbeergebnisse von p38b-Gal4; UAS-
GFP%®**"und UAS-nuclac®®®°/p38b-Gal4 nicht eindeutig bestatigen. Allerdings deuten sie
dennoch auf eine breite Expression von p38 im Zentralhirn ind méglicherweise auch in
den s-LN, hin.
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Abbildung 13: Antikérperfarbungen mit anti-p38 in Canton S und p38b*%’; p38a*’.

Mehrfachfarbungen mit anti-p38 (griin), anti-PER (magenta) und anti-PDF (blau) in Wildtyp (A-C) und
p38bA25; p38a“ (D-F) lassen keine Expression von p38 im Uhrnetzwerk erkennen. Zwar treten im Wildtyp,
zusatzlich zu einem insgesamt starken p38-Farbesignal (vgl. A mit D), in seltenen Fallen auch p38-positive
s-LNy auf (Stern in C2), eine Bewertung dieser Farbung als reelles, positives Signal ist jedoch aufgrund der
geringen Aulftrittshaufigkeit kaum mdglich. So zeigen in einem Fall auch zwei p38-positive LNg im
hypomorphen Kontrollstamm ein positives Farbesignal. I-LNy: groBe ventrolateralen Neurone; s-LN,: kleine
ventrolaterale Neurone; LNg: dorsolaterale Neurone; DNi: dorsale Neurone 1; DNs:dorsale Neurone 3;
MaBstab: 10 uym; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Um diesen Verdacht zu bestatigen wurde in einem zweiten Farbeexperiment die
Expression von p38 in CS Wildtypfliegen unter Verwendung des zweiten p38-
Antikérpers, anti-p38b, untersucht. Da anti-p38b und anti-PER aus demselben
Wirtsorganismus stammen, wurde diesmal neben anti-PDF zusatzlich anti-VRI als
,<UJhrmarker® gewahlt. Ebenso wurde, aufgrund des friheren VRILLE-Maximums im
Proteincycling (Dusik et al., unpublizierte Daten), der Farbezeitpunkt von ZT21 auf ZT19
verschoben. Im Gegensatz zur vorhergehender p38-Farbung zeigen wildtypische
Gehirne mit anti-p38b gegeniiber p38b*%°; p38a'’ (Abb. A2) eine ausgepragte
Expression von p38 im Hirnareal zwischen Zentralhirn und optischem Lobus (Abb. 14A
und 14B) sowie im dorsalen Protocerebrum (Abb. 14C und 14D). VergrbBerte
Einzelschnittaufnahmen dieser Bereiche lassen darlber hinaus ein ausgepragtes
zytoplasmatisches Signal von anti-p38b in den s-LN, (Abb. 14G) sowie den I-LN, (Abb.
14F) erkennen und bestéatigten damit den Anfangsverdacht aus den Versuchen mit den
UAS/Gal4-Linien sowie der p38-Farbung. p38b-positive Neurone in den DNy, DN, DNy
(Abb. 14D) oder LNy (Abb. 14E) traten nicht auf.
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Abbildung 14: Antikérperfarbungen mit anti-p38b in Canton S.

Mehrfachfarbungen mit anti-p38b (griin), anti-VRI (magenta) und anti-PDF (blau) zeigen, &hnlich der
UAS/Gal4-Reporterlinien, eine starke Expression von p38 insbesondere im Bereich der LN, zwischen
Zentralhirn und optischem Lobus (A und B) sowie im dorsalen Protocerebrum (C und D). Dennoch ist keine
Colokalisation von anti-VRI und anti-p38b in den DNy, DNz und DN3 zu erkennen (D). Einzelaufnahmen der
s-LNy (G) und I-LN, (F) offenbaren hingegen eine deutliches zytoplasmatisches p38b-Signal (Sterne in G3
und F3) in den lateralen Uhrneuronen. | LN,: groBe ventrolaterale Neurone; s-LN,: kleine ventrolaterale
Neurone; 5™ finfte s-LNy; LNg: dorsolaterale Neurone; DN;: dorsale Neurone 1; DN2: dorsale Neurone 2;
DNjs:dorsale Neurone 3; MaBstab: 10 ym; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Mit dem Ziel neben den s-LN, und I-LN, noch weitere p38-exprimierende Zellen im
Uhrnetzwerk zu identifizieren, wurden zusatzlich Gehirnfarbungen mit anti-p-p38
durchgefiihrt, einem p38-Antikdrper der auschlieBlich phosphorylierte und damit
aktivierte Isoformen von p38 detektiert. In Anbetracht der Tatsache dass p38 im SCN
von Mausen ein zeitliches Aktivierungsmuster zeigt (Pizzio et al., 2003), wurden Gehirne
von Wildtyp und Kontrolle zu ZT9 und zu ZT21 geféarbt. Im Vergleich mit p38- bzw.
p38b-Antikdrperfarbungen zeigt CS mit anti-p-p38 eine deutliche, jedoch auf wenige
Neuronen begrenzte, Farbung im dorsalen Hirnbereich (Abb. 15). So scheinen mit den
DN, lediglich zwei anterior gelegene Uhrneuronen der DN;-Gruppe phosphorylierte und
somit aktive p38 MAPK aufzuweisen (Abb. 15B und E). Alle {brigen
Uhrneuronengruppen, insbesondere die mittels anti-p38b detektierten s-LN, oder I-LN,,
sind p-p38-negativ. (Abb. 15C wund F). Darlber hinaus deuten auftretende
Farbeunterschiede der DNy, zu ZT9 und ZT21 (Abb. 15B2 und E2) auf ein zyklischen
Aktivierungsmuster von p38 in der inneren Uhr hin und kdnnten zugleich auch das
fehlende p-p38-Signal in den Gbrigen Uhrneurongruppen erklaren.

Um die Mdglichkeit auszuschlieBen dass es sich bei der zytoplasmatischen Farbung der
DN, zu ZT21 um ein unspezifisches Signal handelt, wurden im Folgenden zusétzlich
zum Wildtyp sowohl p38a (w; +; p38a"’) als auch p38b Knockoutfliegen (w; p386**°) mit
anti-p-p38 und anti-TIM gefarbt. Im Gegensatz zu CS zeigen sowohl w; +; p38a"’ als
auch w; p38b** eine signifikante Reduktion der p-p38-Farbeintensitat in den DN, auf
50 % (Abb. 16; ANOVA, p<0,001). Diese Halbierung der Farbeintensitat ebenso wie die
Tatsache, dass beide Knockoutmutanten neben der fehlenden Expression des jeweils
mutierten Gens stets noch eine wildtyypische Expression der zweiten p38-Isoform
zeigen (siehe Abb. 28 in Abschnitt 4.3.4), bestéatigt nicht nur die Spezifitdt des
Antikdrpers sondern lasst zudem eine Expression beider p38 Isoformen in den DNj,

vermuten.
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Abbildung 15: Antikérperfarbungen mit anti-p-p38 in Canton S.

Mehrfachfarbungen von CS mit anti-p-p38 (griin), anti-TIM (magenta) und anti-PDF (blau) zu ZT9 (A-C) und
ZT21 (D-F) offenbaren phosphorylierte und aktivierte p38 MAPK vor allem im Protocerebrum (D), dem
optischen Lobus (Stern in A und D) sowie im Zytoplasma der DN+, (E).zu ZT21. Der Unterschied in der p-
p38-Farbeintensitat zwischen ZT9 und ZT21 deutet zudem auf eine zyklische Aktivierung von p38 in der
inneren Uhr der Fliege hin (vgl. B2 und E2). Im Gegensatz dazu lassen DNip, DN3; und LNg (A und D)
ebenso wie s-LN, und I-LNy (C und F), keine aktivierte p38 MAPK erkennen. |-LN,: groB3e ventrolaterale
Neurone; s-LNy: kleine ventrolaterale Neurone; LNg: dorsolaterale Neurone; DNia: anterior gelegenen
dorsalen Neurone 1; DNjyp: posterior gelegenen dorsalen Neurone 1; DNs: dorsale Neurone 3; OL: optischer
Lobus; MaBstab: 10 ym; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Abbildung 16: p-p38-Antik6rperféirbung und normalisierter Spiegel aktiver p38 MAPK zu ZT21 in den
DN1a von CS, w; ; p38a"’ und w; p38b**~.

DN1a der Knockoutmutanten w; ; p38a*" und w; p38b**° zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine hoch
signifikante Reduktion in phosphorylierter p38 um 50% und bekréftigen die Spezifitat des p-p38 Antikdrpers.
DNia: anterior gelegene dorsale Neurone 1; anti-p-p38: griin.; anti-TIM: magenta; MaBstab: 10 ym; **:
p<0,001; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Retinas von p38b-Gald; UAS-GFP°®" Fliegen lieferten erste Hinweise auf eine
Expression der MAPK p38, insbesondere in den sekundaren und tertidren
Pigmentzellen der Fliege. Um dieses Ergebnis in Antikdrperfarbungen zu bestatigen,
wurden Fliegenretinas zu ZT21 prépariert und Gber Nacht in Farbelésung mit anti-p-p38,
anti-PER und anti-Rh1 inkubiert. Da rote Augenpigmente im konfokalen Lasermikroskop
fluoreszieren und zugleich langwierige Waschschritte zum Entfernen der Pigmentierung
vermieden werden sollten, wurden anstelle von Canton S Retinas des weiBaugigen
Stammes w'’’® Fliegen verwendet. Diese zeigen im Unterschied zu hypomorphen
Doppelknockoutkontrolle p386*%°; p384"" ein deutliches p-p38-Signal in den sekundaren
Pigmentzellen (weiBe Pfeile in Abb. 17) und bestatigen somit das Expressionsmuster
von p38b-Gal4; UAS-GFP®®*". Ein Nachweis von aktivierter, phosphorylierter p38 MAPK
in weiteren Bereichen der Retina, wie zum Beispiel den tertidren Pigmentzellen oder
Photorezeptorzellen Rh1 bis Rh8 war hingegen nicht méglich. Dies kdnnte jedoch an
einem generell schwachen p-p38-Signal in Verbindung mit der ungeeigneten,
hypomorphen Kontrolle (p386*%°; p38a'") liegen, sowie an unglnstig gewéhlten
Farbezeitpunkten.
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Abbildung 17: Retinafarbung mit anti-p-p38 in w''"® und p38b*%; p38a*' zu ZT21.

A und D zeigen Langsschnitte, B und C Querschnitte von Retinas des weiBaugigen Wildtypstamm w'’’® (A,
B) sowie der weiBaugigen hypomorphen Doppelknockout p38b*%°; p38a"' (C, D). Dreifachfarbungen mit
anti-p-p38 (griin), anti-PER (magenta) und anti-Rh1 (blau) weisen auf aktivierte p38 MAPK in den
sekundéren Pigmentzellen hin (weiBer Pfeil in A3, B2 und B3). sPZ: sekundare Pigmentzelle; Rha:
Rhabdomer (ungefillter Pfeil); MaBstab: 10 ym

4.1.3 Endogene Expression von p38 im Tagesverlauf

Deutliche Farbeunterschiede mit anti-p-p38 in den DNy, zu ZT9 und ZT21 (Abb. 15)
kénnten sowohl auf eine zeitabhangige Aktivierung, als auch auf eine zeitlich
variierende Expression von p38 zurlickzufihren sein. Um zum einen letztere Méglichkeit
auszuschlieBen und zum anderen die Expression von p38 MAPK in der inneren Uhr der
Fliege besser zu charakterisieren, wurde im néchsten Schritt die Transkriptionsrate von
p38a und p38b im Tagesverlauf untersucht. Hierflr wurde Gber den Tag verteilt alle 4
Stunden die p38 mMRNA-Menge in Kopfextrakten bestimmt und zum Haushaltsgen a-

Tubulin normalisiert. a-Tubulin zeigt im Tagesverlauf eine konstitutive Transkription
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ohne internen oder externen regulatorischen Einflissen zu unterliegen und eignet sich
somit hervorragend um Schwankungen im Transkriptionsspiegel in Folge von
Variationen in der Ausgangsmenge zu eliminieren. Quantitative real-time PCR-Daten
offenbaren, dhnlich dem Haushaltsgen a-Tubulin, eine konstante Transkription von p38a
und p38b im Tagesverlauf (Abb. 18).
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Abbildung 18: Relative p38a und p38b mRNA Level in Kopfextrakten von CS.

Zur Untersuchung der Transkription von p38 im Tagesverlauf, wurden mittels quantitativer real-time PCR
p38a und p38b mRNA Level zu ZT1, ZT5, ZT9, ZT13, ZT17 und ZT21 bestimmt und flr jeden Zeitpunkt
relativ zum Haushaltsgen a-Tubulin gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler von
jeweils drei Ansatzen mit je flinf K&pfen. Der wei3-schwarze Balken oberhalb des Graphen reprasentiert
das wahrend dem Entrainment verwendete Lichtregime. Sowohl p38a als auch p38b mRNA Level zeigen
keine circadiane Schwankungen im Tagesverlauf und deuten auf eine konstitutive Transkription beider p38
Isoformen hin. Zudem weist p38b Uber den gesamten Tag ein héheres Transkriptionslevel als p38a auf
(modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Ebenso zeigen mMRNA Expressionsdaten einen Uber den Tag verteilt bestéandig héheren
Transkriptionsspiegel von p38b gegenlber p38a, eine Tatsache die auf eine
bedeutende Rolle in der inneren Uhr hinweisen kénnte. Jedoch muss angemerkt
werden, dass das verwendete Ausgangsgewebe nicht exklusiv das Expressionsmuster
der inneren Uhr widerspiegelt. Im Gegenteil, so machen p38-positive Uhrneurone im
Vergleich zu Ubrigen p38-exprimierenden Zellen in Gehirn (Abb. 10 - 11 vs. Abb. 13 -
15) und Komplexauge der Fliege nur einen geringen Prozentsatz aus. Eine circadiane
Regulation der Transkription von p38a und p38b in der Uhr kénnte demzufolge durch
die Expression in den Ubrigen Geweben maskiert werden. Konstante p38 Proteinlevel in
Zirbeldrtse (Chik et al., 2003; Hayashi et al., 2003) und SCN (Pizzio et al., 2003) stehen
allerdings in Einklang mit den hier gezeigten mRNA-Daten und Uberstitzen die
Hypothese einer konstitutive p38a und p38b Expression im circadianen System. Selbst
wenn die geringe Anzahl an durchgefihrten qPCR keine Ruickschlisse auf die
Repréasentativitat des Ergebnisses zuldsst ist, so weisen doch Expressionsdaten der
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Drosophila Genexpression Datenbank FlyAtlas (http:/flyatlas.org) in die gleiche
Richtung.

4.2 Aktivierung von p38 im circadianen Systems

In Anbetracht konstanter p38 mRNA- (Abb.18) und Proteinlevel (Chik et al., 2003;
Hayashi et al., 2003; Pizzio et al., 2003) lassen p-p38 Intensitatsunterschiede in den
DNy, zu ZT 9 und ZT21 auf tagliche Schwankungen im Aktivitdtszustand der MAPK
schlieBen. Um diese Hypothese zu prifen, aber auch um einen grundsatzlichen
Eindruck Uber das Phosphorylierungsmuster von p38 im Gehirn zu gewinnen, wurden
Proteine aus Kopfextrakten alle 2 Stunden Ulber den Tag verteilt isoliert, mittels
Westernblot aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran mittels
immunhistochemischer Farbung detektiert. Als visuelle Ladekontrolle diente das
Strukturprotein Aktin. Konstitutiv exprimiert, eignet sich Aktin ausgezeichnet um
mogliche Schwankungen aufgrund von Ladungs/Mengenunterschieden auszuschlieBen.
Entgegen den Erwartungen konnten vier unabhangige Westernblots die Hypothese
einer zyklischen Aktivierung von p38 MAPK nicht bestédtigen. So sind keinerlei
zyklischen Schwankungen im Phosphorylierungsmuster von p38 (schwarzer Pfeil in
Abb. 19) im Tagesverlauf zu erkennen.
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Aktin
475
———————— — — — — <« p-p38
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Abbildung 19: Westernblot aktivierter p38 MAPK aus Kopfextrakten von CS im Tagesverlauf.

Dargestellt ist ein reprasentativen Westernblot mit phosphorylierter p38 MAPK (p-p38; schwarzer Pfeil) aus
Kopfextrakien von CS. Proteinisolate aus 25 Fliegenkdpfen je Zeitgeber Time (ZT) wurden in einem SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Semi-Dry Blotverfahren auf Nitrozellulosemembran
transferiert und im Anschluss unter Verwendung von anti-p-p38 und anti-B-Aktin immunhistochemisch
detektiert. Konstitutiv exprimiertes Aktin (grauer Pfeil) diente hierbei als visuelle Ladekontrolle. p38 MAPK
zeigt keine zyklischen Schwankungen in ihrem Aktivierungszustand im Tagesverlauf.
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Dies muss jedoch nicht bedeuten dass p38 MAPK in Fliegenkdpfen Uber den Tag
verteilt in seiner konstitutiv aktiven Form vorliegt. Vielmehr enthalten die aufgetragen
Proteinextrakte einen Pool aus unterschiedlichsten p38-exprimierenden Neuronen bzw.
Zellgruppen (siehe Abb. 10 - 11), welche in sich durchaus eine zyklische Aktivierung von
p38 (Abb. 15) aufweisen kdnnen. Ebenso detektiert anti-p-p38, neben phosphoryliertem
p38a auch phosphoryliertes p38b und kénnte demnach mdgliche antizyklische
Aktivierungskurven beider Isoformen ,miteinander verrechnen®. In beiden Féllen wirde
in der Summe betrachtet Schwankungen im p-p38 Level nicht zu Tage treten. Zwar
konnten Chik et al.(2003) und Pizzio et al. (2003) eine zyklische Aktivierung von p38 im
circadianen System von Huhnern und Hamstern mittels Westernblots nachweisen,
allerdings handelt es sich bei den hierbei untersuchten Geweben, der Zirbeldrise und
dem SCN, um zwei lokal abgegrenzte und somit isolierbare Schrittmacherzentren. Die
innere Uhr von Drosophila melanogaster hingegen setzt sich aus bis zu 150, Uber das
gesamte Gehirn verteilte Neuronen zusammen. Ein Westernblot Ubermittelt demnach
lediglichen einen Eindruck Uber das mégliches Aktivierungsmuster von p38 im Kopf der
Fliege, erlaubt im Detail aber keine Schllisse auf die Phosphorylierung von p38 in der
inneren  Uhr. Um letzteres zu untersuchen, wurden immunhistochemische
Dreifachfarbungen mit anti-p-p38, anti-VRI und anti-PDF an adulten Fliegengehirnen in
LD 12:12 durchgefiihrt. In der Hoffnung neben den DN;, noch weitere p-p38-positive
Uhrneurone zu detektieren, wurden die Fliegen Uber den Tag verteilt alle 4 Stunden
fixiert und prapariert. Entgegen den Erwartungen war trotz des im Vergleich zum
Vorversuch (siehe Abb. 15 in Abschnitt 4.1.2) gewahlten engeren Zeitintervalls, neben
den DNy, (Abb. 20), in keinem weiteren Uhrneuronencluster phosphorylierte p38 MAPK
zu erkennen (Daten nicht gezeigt). In den DN;, zeigt sich jedoch, ahnlich dem
Vorversuch, in der Nacht ein, im Vergleich zum Tag, signifikant héherer Level an
phosphoryliertem p38 (Abb. 20A; ANOVA, p<0,05 bzw. p<0,001). Dies bestétigt den
Anfangsverdacht einer zyklischen Aktivierung der p38 in den DNys.

Zeitgleich fiel bei der Messung der p-p38-Farbeintesitat auf, dass die Anzahl p-p38-
positiver DN, pro ZT vereinzelt stark variierte. So treten bei Nacht-Zeitpunkten
durchschnittlich 1-2 deutlich gefarbte DN;, auf, wahrend Praparate in der Lichtphase nur
in seltenen Fallen p-p38-Farbung in ein oder zwei DN, aufweisen. Trotz dieser leichten
Variationen bleibt die durchschnittliche Anzahl geféarbter DN, wahrend der gesamten
Nacht stets signifikant héher als wahrend des Tages (Abb. 20B; ANOVA, p<0,001).
Dieser Unterschied ebenso wie die signifikant hdhere durchschnittliche p-p38-
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Farbeintensitdt wahrend der Nacht sprechen eindeutig flr eine zyklisch regulierte
Phosphorylierung von p38 MAPK im circadianen Sytem von Drosophila.
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Abbildung 20: Phosphorylierte p38 MAPK und Anzahl p-p38-positiver DN, in CS Wildtyp in LD
12:12.

Gezeigt sind neben Nahaufnahmen von VRI- und p-p38-markierter DNi,, relativer p-p38 Level im
Tagesverlauf (A) sowie die Anzahl p-p38-positiver DN+, pro Hirnhemisphare (B). Zur Auswertung der p-p38
Farbung, wurde die Farbeintensitat der DN1a in 10 Hirnen pro ZT bestimmt, die Messwerte gemittel und zum
héchsten Mittelwert der Zeitreine (ZT21) normalisiert. Im Anschluss erfolgte die Uberprifung auf signifikante
Unterschiede innerhalb der Zeitreihe mittels 1-way-ANOVA. Dargestellt sind p-Werte der Tageszeitpunkte
im Vergleich zum niedrigsten Mittelwert der Nacht (ZT17). Wahrend in der Lichtphase kaum aktives p38
vorliegt, zeigen die DNis einen signifikanten Anstieg sowie konstant hohes Level phosphorylierter p38
MAPK wahrend der Nacht. Trotz circadianer Variationen in der Menge p-p38-positiver DNy, unterscheiden
sich die Mittelwerte der Tageszeitpunkte von ZT17, dem Nachtzeitpunkt mit der durchschnittlich geringsten
Anzahl p-p38-positiver DN1a. MaBstab: 10 um, *: p<0,05; **: p<0,001; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Ob es sich hierbei um eine uhrvermittelte Phosphorylierung handelt oder lediglich um
eine direkte Reaktion auf Dunkelheit, sollten Gehirnfarbungen in DD zeigen (Abb. 21).
Hierfir wurden die Tiere zundchst 4 Tage auf einen LD 12:12 synchronisiert und nach
Uberfiihrung in konstante Dauerdunkel-Bedindungen am ersten Tag zu CT6 und CT18
prapariert. Ahnlich den LD-Daten offenbaren Doppelfarbungen mit anti-p-p38 und anti-
VRI signifikante Unterschiede im p-p38 Level mit signifikant mehr phosphoryliertem p38
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in der subjektiven Nacht (CT18) als wahrend des subjektiven Tages (CT6) und
bestatigen damit die Hypothese einer Uhr-kontrollierten Phosphorylierung von p38
MAPK (Abb. 21A; ANOVA, p<0,001). Da vorausgehende Studien bei Mausen (Obrietan
et al., 1998; Butcher et al.,2003; Nakaya et al., 2003) und Hamstern (Pizzio et al., 2003)
insbesondere eine Licht-abhangige Regulation des Aktivitatszustands von MAP Kinasen
wie ERK und p38 beschreiben, wurden Fliegen zu CT6 und CT18 zuséatzlich einem 15-
minutigen Lichtpuls von 100 lux ausgesetzt und direkt im Anschluss fixiert und
prapariert. Tiere ohne Lichtpuls-Behandlung dienten dabei als entsprechende Kontrolle.
Interessanterweise fihrt ein Lichtpuls zu CT18 zu einer signifikanten Abnahme von p-
p38 in den DNy, (Abb. 21B; ANOVA; p<0,05), wahrend am subjektiven Tag die Menge
an aktivem p38 trotz Lichtpuls-Behandlung konstant bleibt (ANOVA, p=1,000). Dieses
Ergebnis deutet neben einer Uhr-regulierten Phosphorylierung zusatzliche auf ein Licht-
gesteuerte Regulation (Inhibierung) von p38 hin und steht zudem im Widerspruch zur
Licht-induzierten Aktivierung von p38 im SCN von Hamstern (Pizzio et al., 2003).
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Abbildung 21: Uhr- und lichtgesteuerte Aktivierung von p38 MAPK in den DN..

Abbildung A zeigt repasentative Nahaufnahmen der DN+, mit anti-p-p38 und anti-VRI zu CT6 und CT18. P-
p38-Farbeintensitédten aus 10 Fliegenhirnen pro Zeitpunkt wurden gemessen, gemittel und zum Wert bei
CT18 normalisiert. Der signifikante Anstieg von phosphorylierter, aktivierter p38 setzt sich, ahnlich dem LD
(siehe Abb. 20A), auch in DD fort und deutet zugleich auf eine uhrgesteuerte Phosphorylierung von p38
MAPK hin (A). Dass dieser Anstieg rein Uhr-induziert und nicht lichtgesteuert ist zeigen 15-Minuten-
Lichtpulse zu CT6 bzw. CT18. Wahrend sich Fliegen nach einem 15-mindtigen Lichtpuls (LP) wahrend des
subjektiven Tages (CT6) nicht in ihrer p-p38-Farbeintensitdt von der unbehandelten Kontrolle
unterscheiden, bewirkt ein Lichtpuls wahrend der subjektiven Nacht eine deutliche Reduzierung des p-p38
Levels in den DN+, (B). MaBstab: 10 ym, *: p<0,05; **: p<0,001; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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4.3 Einfluss des p38 Expressionslevels auf das rhythmische
Laufverhalten

Immunhistochemische Farbungen im Rahmen dieser Dissertation konnten erstmals eine
Expression von p38 MAPK in einzelnen Uhrneuronen von Drosophila melanogaster
nachweisen. Um neben einer Lokalisation zusétzlich auch eine funktionelle Rolle von
p38 im circadianen System aufzudecken, wurden mittels RNA Interferenz (RNAi) sowie
durch ektopische Expression mutierter Kinasenkonstrukte mRNA Level, Proteinmenge
und Aktivitdt von p38 MAPK in einzelnen Uhrneurongruppen manipuliert und die
mutanten Fliegenstdmme fur 6 Tage in LD 12:12 gefolgt von 14 Tagen DD
aufgezeichnet. Aktivitatsaufzeichnungen stellen in der Chronobiologie eine géngige und
einfache Methode dar, circadiane Verhaltensrhythmen in Drosophila zu untersuchen
und auf diese Weise die mdgliche Bedeutung eines Proteins flr die innere Uhr
aufzuklaren. So zeigen Wildtypfliegen in LD 12:12 ein typisches bimodales
Aktivitadtsmuster (siehe Abb. 7 in Abschnitt 3.1.2) mit verstarkter Morgenaktivitat zu
Licht-an (ZT0) sowie einem weiteren zweiten Aktivitdtsmaximum zu Licht-aus (ZT12).
Dieses rhythmische Laufverhalten setzt sich auch im Dauerdunkel fort. Die individuelle
physiologische Periode dieses Aktivitatsrhythmus reflektiert hierbei die eigentliche
Geschwindigkeit des ,Uhrwerks” und betragt bei Wildtypfliegen etwa 24 Stunden. Durch
Mutationen einzelner Proteine  hervorgerufene  Abweichungen von diesen
~Aktivitatscharakteristika“, wie zum Beispiel eine Verschiebung der Aktivitatsphase in LD
oder eine Periodenverlangerung in DD, deuten meist auf Stérungen des circadianen
Systems hin und erlauben oft erste Ruckschlisse auf die Bedeutung des jeweiligen
Proteins fUr die innere Uhr und deren molekularen Mechanismus.

4.3.1 Aktivitatsrhythmik von Fliegen mit herunterreguliertem p38b Signalweg

Mit dem Ziel, die Rolle von p38 MAPK innerhalb des circadianen Systems aufzukl&ren,
wurde zunachst w; UAS-p38b™: + mit unterschiedlichen Uhrneuronen-Treiberlinien
kombiniert. Jede dieser Treiberlinien besitzt neben ihrer spezifischen Gal4-Sequenz
zusatzlich das Gen dicer unter Kontrolle einer UAS-Sequenz (UAS-dicer2; abgekltzt
dicer2). Dicer, ist eine in eukaryotischen Zellen vorkommende Endoribonuklease,
welche durch Schneiden von doppelstrangige RNA in 20-25-Nukleotid-gro3e Stlicke die
RNA Interferenz einleitet (Bernstein et al., 2001) und auf diese Weise durch
Uberexpression auch zu einer Verstarkung des RNAi-vermittelten Knockdowns fiihren
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kann. Um mdglichst alle Uhrneuronen abzudecken und so die Chance auf einen
sichtbaren Effekt im Verhalten zu erhdhen, wurde mit dicer2;tim(UAS)-Gal4;+ zunachst
eine Treiberlinie mit einem mdglichst breiten Expressionsmuster gewahlt. Entgegen den
Erwartungen unterscheidet sich dicer 2; UAS-p38b™4/tim(UAS)-Gal4;+ unter LD-
Bedingungen jedoch nicht von seinen Kontrollen und zeigt im Durschnitistag ein
wildtypisches Aktivitdtsmuster mit verstarkter Laufaktivitdt zu Licht-an und Licht-aus
(Abb. 22A). Ein mdglicher Grund hierfiir kénnte eine fehlende oder nicht ausreichend
starke RNAi-vermittelte Reduktion von p38b mRNA sein. Um die Effektivitdt des p38b
RNAi-Transgens zu Uberprifen, wurde eine real-time PCR mit Kopfextrakten von dicer
2: UAS-p38b™4/tim(UAS)-Gal4;+ Fliegen durchgefiihrt. Zwar zeigen diese sowohl im
Vergleich mit CS als auch mit den entsprechenden Kontrollen keine signifikante
Reduktion ihres p38b mRNA Levels (Abb. A3; Kruskal-Wallis; p=0,790), der fehlende
Unterschied kdnnte jedoch auf die, im Vergleich zur Gesamtzahl an p38b-
exprimierenden Neuronen im Gehirn, geringe Anzahl an p38b-positiven Uhrneuronen
zurlckzufiihren sein (siehe Abb. 11 vs. Abb. 14). Um diesem Verdacht nachzugehen
wurde w;UAS-p38b™™ -+ zusatzlich mit da-Gal4 kombiniert, einer Treiberlinie die Gal4 in
nahezu allen Geweben im Laufe der Entwicklung exprimiert (Wodarz et al., 1995). Wider
Erwarten zeigt w;UAS-p38b™*/+:da-Gal4/+ eine Reduktion seines p38b mRNA Levels
auf bis zu 50% des Wildtyplevels (Abb. A3B; Wilcoxon; p<0,05). Dieses Ergebnis
unterstreicht eindeutig die Effektivitait des p38b™*-Konstrukts, legt jedoch im
Umkehrschluss auch einen ausbleibenden LD-Phénoytp trotz funktionierendem RNAI-
Knockdowns in dicer 2; UAS-p38b™4/tim(UAS)-Gal4;+ nahe. Aufgrund dieser
fehlenden Auffélligkeiten unter LD-Bedingungen, wurde der Focus als nachstes auf
Lokomotorrhythmen unter Freilaufbedingungen gelegt. Im Gegensatz zu LD, offenbaren
x*-Periodogrammanalysen in nahezu 93% der dicer2;UAS-p38b™"*//tim(UAS)-Gal4;+
Fliegen ein arrhythmisches Verhalten in DD (Tab. A4). Lediglich 7% zeigen rhythmische
Laufaktivitat mit signifikant verlangerter Freilaufperiode von 25,3 h (Abb. 22A; ANOVA,;
p<0,001; Tab. A4).
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Abbildung 22: Laufaktivitdtsrhythmen von p38bRNAi-FIiegen und entsprechenden Kontrollstammen.

Fur die Untersuchung der Aktivitatsrhythmen wurden Fliegen zunéchst 6 Tage in LD 12:12 gefolgt von 14
Tagen DD aufgezeichnet. Die Aktivitdtsdaten von Tag 2-7 in LD wurden pro Genotyp zu einem
Durchschnittstag zusammengefasst und sind (lber den représentativen Doppelplot-Aktogramm von
Einzelfliegen abgebildet (linke Spalte in A und B). Zusétzlich wurde fir jeden Genotyp der Beginn der
Abendaktivitat in LD (oberer rechter Graph in A und B) sowie die durchschnitiliche Freilaufperiode in DD
(unterer rechter Graph in A und B) bestimmt und als Boxplot graphisch dargestellt. Wahrend dicer2;,UAS-
p38b™tim(UAS)-Gal4;+ (A) im Durchschnittstag ein wildtypisches LD-Verhalten mit Aktivitatsmaxima zu
Licht-an und Licht-aus zeigt, ist der Beginn der Abendaktivitat von dicer2;UAS-p38b™4/Pdf-Gal4;+ (B) im
Vergleich zu den Kontrollen signifikant verzdgert (p<0,05). Nach Transfer in DD, wird dicer2;UAS-
p38bRNA’/tim(UAS)-Ga/4;+ zunehmend arrhythmisch (rechtes Aktogramm in A; Tab. A4). Lediglich 7% der
Fliegen bleiben rhythmisch und zeigen im Gegensatz zu den Kontrollfliegen eine signifikante Verlangerung
ihrer Freilaufperiode (unterer rechter Graph in A). Ein etwas anderes Bild liefert der p38b™*-vermittelter
Knockdown in PDF-positiven Uhrneuronen. Hier zeigt dicer2;UAS-p38bRNA’/Pdf-GaI4;+ in 58% der Falle
rhythmisches Verhalten sowie eine signifikant l1angere Freilaufperiode als ihre enstprechenden Kontrolle
(rechtes Aktogramm in B; Tab. 4A). Die Balken oberhalb der Durchschnittstag und Aktogramm stellen die
verwendeten Lichtregime dar. Die seitlichen schwarzen Pfeile markieren den Ubergang von 12:12 LD zu DD
Schwarze Linien im Durchschnittstag-Graphen reprasentieren die durschnittliche relative Aktivitat, graue
Linien den Standardfehler und gestrichelte graue Linien den errechneten Startpunkt der Abenddaktivitat.
ZTO0 gibt den Zeitpunkt fir Licht-an, ZT12 den Zeitpunkt fir Licht-aus wieder. Graue Linien innerhalb der
Boxplots symbolisieren den Median, Rechtecke markieren den Bereich zwischen oberer und unterer
Quartile und T-Fortsédtze den Bereich in dem 10-90% der Werte liegen. UAS bzw. GAL4 sind Abkurzungen
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fir die entsprechende UAS- bzw. Gal4- Kontrolle, UAS>GAL4 hingegen bezeichnet die Experimentallinie.
Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch *, hoch signifikante (p<0,001) durch ** gekennzeichnet. ,n“
gibt die Anzahl der flr die Auswertung herangezogenen Tiere wider (modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Da dicer2;tim(UAS)-Gal4,+ nicht nur in den Uhrneuronen, sondern auch in den
Gliazellen eine Genexpression induziert, stellt sich die Frage ob es sich hier
moglicherweise um einen reinen Glia-spezifischen Effekt auf Rhythmizitdt und
Periodenlange handelt. Um dieser Frage nachzugehen, wurde w; UAS-p38b™#: +
zuséatzlich mit dicer2;Pdf-Gal4,+ kombiniert, einer rein Uhr-spezifischen Treiberlinie
welche mit den s-LN, und I-LN,, den RNAi-vermittelten p38b Knockdown einzig und
allein auf 2 PDF-exprimierende Uhrneuronengruppen beschrankt. Interessanterweise
zeigt dicer2;UAS-p38b™/Pdf-Gal4;+ im Gegensatz zu dicer2:UAS-p38b™ " //tim(UAS)-
Gal4,+, lediglich in weniger als der Halfte der Falle arrhythmisches Verhalten (Tab. A4).
58% der Tiere hingegen sind rhythmisch und offenbaren in ihrem Durchschnittstag im
Vergleich mit ihren Kontrollen einen verspateten Beginn der Abendaktivitat sowie eine
insgesamt langer anhaltende Laufaktivitat nach Licht-aus (Abb. 22B; Wilcoxon; p<0,05).
Diese Phasenverschiebung setzt sich auch unter DD-Bedingungen fort und resultiert
letztendlich in einer signifikant I&ngeren Freilaufperiode von 24,8 h (Abb. 22B; Wilcoxon;
p<0,05 und p<0,001; Tab. A4).

Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse erste Hinweise fir eine Rolle von p38b
innerhalb des circadianen Sytstems der Fliege und legen die Vermutung nahe, dass
eine gezielte Herunterregulierung von p38b in der Uhr zu einer Verschiebung der
Abendaktivitat sowie zu verlangerten Freilaufperioden fihrt. Dennoch diirfen potentielle
,off-target“-Effekte - eine haufige Problematik der RNA Interferenz - nicht auBer Acht
gelassen werden. So besteht die Mdglichkeit dass neben der gewlinschten Ziel-mRNA
auch andere Sequenzen prozessiert werden, ein auftretender Phanotyp wirde
infolgedessen zu einer falschen Genotyp-Phanotyp-Assoziation fihren. Um derartige
Fehlinterpretationen zu vermeiden, empfiehlt es sich grundsatzlich verschiedene
unabhangige p38b™*- Linien zu verwenden. Da dies im Zuge dieser Arbeit nicht
maoglich war, wurden zur erneuten Manipulation von endogenem p38b im circadianen

bN weitere p38b-Konstrukte in PDF- und TIM-positiven

System neben p38
Uhrneuronen exprimiert: zwei UAS-p38b kinase-dead Transgene, das schwéachere
UAS-p38b"P% und das starkere UAS-p38b"™%, sowie ein dominant-negatives UAS-p38b
Transgen (UAS-p38b°V9). Letzteres besitzt in seiner MAPKK Zielsequenz an Stelle 183

die Aminosaure Alanin anstelle von Threonin. Dieser Aminosaurenaustausch fihrt zu
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einem kompletten Verlust der enzymatischen Aktivitédt von p38b (Adachi-Yamada et al.,
1999). Im Gegensatz dazu wurden die UASp38b"° Konstrukte durch Austausch von
Lysin53 in der Kkatalytischen Domé&ne mit Arginin hergestellt. Auch dieser
Aminosaurenaustausch hat einen Aktivitatsverlust zur Folge, erlaubt jedoch weiterhin
die Bindung von Substrat (persénliche Korrespondenz mit A. Vrailas-Mortimer).
Interessanterweise fiihrt die simultane Expression von UAS-p38b"™® und UAS-p38b"™®
in PDF- als auch TIM-exprimierenden Neuronen unter LD-Bedingungen im direkten
Vergleich mit den Kontrollen zu einem verspateten Aktivitatsbeginn am Abend (Abb. 23;
Wilcoxon; p<0,05 bzw. p<0,001), sowie zu einer um 1 h verldngerten Freilaufperiode in
DD (Abb. 23; Wilcoxon; p<0,001). Dies bestatigt die bereits durch RNA Interferenz von
p38b gefundenen Phanotypen. Allerdings tritt, anders als beim RNAi-vermittelten
Knockdown, in UASp38b"P-Fliegen keine Arrhythmizitit unter konstanten Bedindungen
auf (Tab. A4).

Noch deutlicher wird dieser Phanotyp, wenn ein dominant-negatives p38b Transgen
(UAS-p38b°"®) in allen Uhrneuronen (mit w; tim(UAS)-Gal4; +) oder ausschlieBlich in
den LN, (mit yw; Pdf-Gal4; +) exprimiert wird. So zeigen beide Experimentallinien
gegenlber ihren Kontrollen einen sichtbar verzégerten Beginn der Abendaktivitat in LD
(Abb. 24; jeweils Wilcoxon; p<0,001), und eine deutlich verlangerte Freilaufperiode in
DD. Wahrend UAS-p38b°"; tim(UAS)-Gal4/+ im Vergleich zu UAS-p38b°"°; +; + und
w; tim(UAS)-Gal4/+; + mit 25,9 h eine um bis zu 2 Stunden langere Freilaufperiode
aufweist (Abb. 24; Wilcoxon; p<0,001), betragt der Unterschied in UAS-p38b°"°; Pdif-
Gal4/+; + sogar bis an die 2,5 Stunden (Abb. 24; Wilcoxon; p<0,001; Tab. A4). Dartiber

bK D

hinaus ist, ahnlich wie in UASp38b™"-Fliegen, auch bei Expression von dominant-

negativen p38b kein arrhythmisches Laufverhalten zu beobachten (Tab. A4).



ERGEBNISSE 75

A W Median [J 25%-75%
W;UAS-p38D<03/x.; UAS-p38b/03/tim(UAS)-Gald; T 10%-90%
= UAS-p38b108/4 w,tim(UAS)-Gald/++ UAS-p38b1P8/+ x X%
b 10, —*——
25 b
2, 31 32 29 B 9
i =N
£° TRl R
3 2 g % =
= [
1 L 7
2 A : =
ao ,
770 ZT0 ZTi2 6
I T .
IR L i s 2T *%
e g8 2
(e —Ty 29
,EeE R ] 20 (29)
T - FIRETYT W @
A e c 25 30
T e —— R 3 (7 (32) =
PRT TV T WA = —
TP ey Lt (0] 241 T =
h G | il o ==
e Vo P i S W T T Ty —— - T — ' 23
TN TITTTT W TRNIR -y b‘
\s \ Cl
VTePT oA
B w;
w;UAS-p38b03/.; UAS-p38bK03/Pdf-Gal4;
UAS-p38b"08/+ w;Pdf-Gald/+ + UAS-p38bKPs/+
E 5 , 10 *k
£ 31 31 g
5 T =
% 3 Zc 8
2 g3
A . : 52 7| L
5 daahal )
. zmi2 ZT0 ZT12 6
I TN N T .
B BUosS e SIS B = Ll Kk
i = e e e e et B e 2
A= msr =T Sl = Sl == & 2 (30)
W77y gl B 011 11— — i gl R 7Y 17— 17 1177 @ T
P LD = L e e e 1 1177 P VI T ATV T ) c 25 (29)
T B e [ v S T i — 47— T | ] (@7) -
T TR [reve RPN VTS S T - AL AL T INTIEY g l
Tid L MR R T T M | AT sk i e T | TRy [N TRYN TR T i [0] 241 T j:’
S T T T e U T T VST Y T o
1 CETTRRTITEN B LA Bk kL ‘1\“ ..:L“J”IL.l‘I‘Ii“\ ‘l:" [N TR ,I II\Iu:h:II“MIIJIHlI I TR T PR T R TR 23
o

b 7
o og‘;m

Abbildung 23: Laufaktivitatsrhythmen von p38b*°-Fliegen und entsprechenden Kontrollstimmen.

Sowohl w; UAS-p38b"P%/timUAS-Gal4; UAS-p38b"™°/+ (obere Reihe in A) als auch w; UAS-p38b*P%/Paf-
Gal4; UAS-p38b D8y (obere Reihe in B) zeigen wildtypisches Verhalten in LD mit Aktivititsmaxima zu ZT0
und ZT12, sowie einen signifikant spateren Aktivitdtsbeginn am Abend als die entsprechenden
Kontrollstdmme. Diese Tendenz setzt sich in beiden Fallen in einer signifikanten Verlangerung der
Freilaufperiode unter DD-Bedingungen fort (untere Reihe in A und B). Signifikante Unterschiede (p<0,05)
sind durch *, hoch signifikante (p<0,001) durch ** gekennzeichnet. ,n“ gibt die Anzahl der fir die
Auswertung herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details zu Abbildungslegende, Aktivitdtsaufzeichnung
und Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Abbildung 24: Laufaktivitatsrhythmen von p38b™"5-Fliegen und entsprechenden Kontrollstimmen.

Die EAPressmn einer dominant-negativen Form von p38b (p38bDN'S) sowohl in allen Uhrneuronen (UAS-
p38bD timUAS-Gal4/+; t ; obere Reihe in A), als auch in einer Gruppe von Uhrneuronen, den PDF-
posmven LNy (UAS p38b NS, Pdf-Gal4/+; + ; obere Reihe in B) resultiert in einem bimodalen
Durchschnittstag mit signifikant spaterem Abendaktivitatsstart. Diese zeitliche Verzd erung der
Abendaktivitat geht einher mit einer signifikant verlan%erten Freilaufperiode in DD in UAS-p38b t/mUAS
Gal4/+; + ; (untere Reihe in A) und UAS-p386°V°; Pdf-Gal4/+; + Fliegen (untere Reihe in B). Hoch
signifikante Unterschiede (p<0,001) sind durch ** gekennzeichnet, ,n“ gibt die Anzahl der fir die
Auswertung herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details zu Abbildungslegende, Aktivitdtsaufzeichnung
und Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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4.3.2 Aktivitatsrhythmik von Fliegen mit Giberexprimierten p38b Signalweg

Da der RNAi-vermittelte Knockdown von p38b MAPK, ebenso wie die Expression von
enzymatisch inaktivem p38b (UAS-p38b*° bzw UAS-p38b°"®) im circadianen System
zu verspateter Abendaktivitét in LD und zu langeren Freilaufrhythmen in DD flhrt, stellte
sich die Frage welche mdglichen Auswirkungen eine Expression von funktionalem,
wildtypischem p38b (UAS-p38b*) in unterschiedlichen Uhrneuronengruppen nach sich
zieht (Abb. 25). Uberraschenderweise zeigen UAS-p38b*; Pdf-Gal4/+; + und UAS-
p38b*; tim(UAS)-Gal4/+; +, entgegen allen Erwartungen keine gegenlaufigen p38b™A-
Effekte (d.h. kurze Freilaufperioden) sondern &hnlich p38b™*- und p38b"°-Fliegen eine
deutlich spatere Abendaktivitdt in LD (Abb. 25; Wilcoxon; p<0,001) sowie signifikant
langere Freilaufperioden DD (Abb. 25; Wilcoxon; p<0,001; Tab. A4). Dieses Ergebnis
legt den Schluss nahe, dass ein optimaler Spiegel an p38b in der inneren Uhr

vorhanden sein muss, um wildtypische Laufaktivitat hervorzurufen.
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Abbildung 25: Laufaktivitatsrhythmen von p38b*-Fliegen und entsprechenden Kontrollstimmen.

Die Uberexpression von wildtypischem p38b (p38b') in TIM-positiven Uhrneuronen (UAS-p38b*; timUAS-
Gal4/+; + in A) und PDF-positiven LN, (UAS-p38b*; Pdf-Gal4/+; + in B) fiihrt zu einem signifikant spateren
Anstieg in der Abendaktivitat in LD sowie zu einer verlangerten Freilaufperiode in DD. Hoch signifikante
Unterschiede (p<0,001) sind durch ** gekennzeichnet, ,n“ gibt die Anzahl der fir die Auswertung
herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details zu Abbildungslegende, Aktivitdtsaufzeichnung und
Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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4.3.3 Aktivitatsrhythmik von Fliegen mit herunterreguliertem p38a Signalweg

Studien der vergangenen Jahre heben eine Rolle der p38 MAPK insbesondere bei der
Stressantwort und der antimikrobiellen Immunitat (Craig et al, 2004; Chen et al., 2010)
hervor und messen in diesem Zusammenhang beiden Isoformen, p38a und p38b, eine
entscheidende funktionelle Bedeutung bei. Kontrér hierzu weisen die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Verhaltensaufzeichnungen bisher allein fir p38b auf eine Rolle im
circadianen System der Fliege hin. Die in den DN;, von w; p38t** (Abb. 16) noch
deutlich erkennbare p-p38-Farbung legt jedoch auch die Expression von p38a in den
DNy, nahe und l&sst demzufolge die Frage aufkommen, ob neben p38b ebenso auch
eine bestimmte Menge an p38a zur Generierung und Aufrechterhaltung circadianer
Verhaltensrhythmen essentiell ist. Um dieser Hypothese nachzugehen wurde die
Lokomotoraktivitat von Fliegen untersucht, bei denen p38a entweder in allen
Uhrneuronen (dicer2; tim(UAS)-Gal4/+; UAS-p38a"™*//+), oder nur in den PDF-positiven
Uhrneuronen  (dicer2;  Pdf-Gal4/+;  UAS-p38a™%/+)  herunterreguliert  ist.
Uberraschenderweise zieht eine Herunterregulierung von p38a im Vergleich zu p38b
einen weitaus schwacheren Effekt auf das Laufverhalten nach sich. So zeigen weder
dicer2; tim(UAS)-Gal4/+; UAS-p38a™/+ noch dicer2; Pdf-Gal4/+; UAS-p38a™"/+ eine
signifikante Verschiebung der Abendaktivitdt in LD (Abb. 26). Zwar offenbaren x>
Periodogrammanalysen fir beide Experimentallinien eine signifikante Verlangerung der
Freilaufperiode unter konstanten Bedingungen (Abb. 26; dicer2; tim(UAS)-Gal4/+; UAS-
p38a™4/+: ANOVA; p<0,001; dicer2; Pdf-Gal4/+; UAS-p38a™"*/+: Wilcoxon; p<0,05
und p<0,001; Tab A4), allerdings fallt diese im Gegensatz zu Fliegen mit manipuliertem
p38b-Spiegel (Abb. 22-25; Tab A4) weit weniger drastisch aus. Um zu Uberpriifen, ob
diese Diskrepanz mdglicherweise auf einen uneffizienten Knockdown p38a
zuriickzufiihren ist, wurde eine gqPCR mit Kopfextrakten von w; +; UAS-p38a™*/da-Gal4
durchgefiihrt (Abb. A4A). Diese zeigt bei w; +; UAS-p38a™*/da-Gal4 eine im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollstdmmen deutliche Reduktion an p38a mRNA auf unter
40% des Wildtypspiegels (ANOVA; p < 0.001) und bestatigt damit die Effektivitat des
p38a™*-Konstrukts. Zusammen mit den leicht verlangerten, aber dennoch signifikant
unterschiedlichen Freilaufrhythmen in dicer2; tim(UAS)-Gal4/+; UAS-p38a™*/+ und
dicer2; Pdf-Gal4/+; UAS-p38a™"/+ spricht dies eindeutig auch fiir eine Funktion von
p38a in der inneren Uhr.
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Abbildung 26: Laufaktivitdtsrhythmen von p38aRNAi-FIiegen und entsprechenden Kontrollstammen.

Die Expression von p38a™ in TIM-positiven Uhrneuronen (dicer2; timUAS-Gald/+; UAS-p38a™"*/+ in A)
und PDF-positiven LNy (dicer2; Pdf-Gal4/+; UAS p38aRNA’/+ in B) fuhrt zwar zu signifikant verlangerten
Freilaufperioden in DD, eine Verschiebung des Abendaktivitdtbeginns in LD tritt jedoch nicht auf.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch *, hoch signifikante Unterschiede (p<0,001) durch

*k

gekennzeichnet, ,n“ gibt die Anzahl der fir die Auswertung herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details
zu Abbildungslegende, Aktivitdtsaufzeichnung und Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen
(modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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4.3.4 Aktivitatsrhythmik von p38a"’ und p38b'* Single-Knockoutmutanten

Nachdem eine Reduzierung von p38a ebenso wie von p38b in der inneren Uhr zu
signifikanten Veranderungen im Freilaufverhalten fuhrt, sollte im folgenden Abschnitt
untersucht werden, ob auch der komplette Verlust einer der beiden Isoformen einen
vergleichbaren Phéanotyp im rhythmischen Laufverhalten hervorruft. Dies war jedoch
nicht der Fall. Zwar zeigt die Knockoutmutante p38b**° (w; p38b**; +) unter konstanten
Bedingungen einen leicht erhéhten Prozentsatz arrhythmischer Fliegen, dies trifft jedoch
in gleicher Weise auch auf p38b"**" (w; p38bP**'; +), den dazugehérigen
Kontrollstamm, zu und l&sst eher auf einen Hintergrundeffekt, als auf eine Folge der
Mutation schlieBen (Tab. A4). Dartber hinaus unterscheiden sich beide Fliegenlinien
weder in ihrem LD-Verhalten noch in ihren Freilaufrhythmen signifikant voneinander
(Abb. 27A und Tab. A4). Zwar tritt in p38a*’ (w; +; p38a""), einer p38a Knockoutmutante,

mehr arrhythmisches Verhalten als in w'’®

auf (letzterer Stamm wurde aufgrund des
Fehlens eines dazugehérigen ,precise excision“-Stammes gewahlt), in ihrer
Freilaufperiode unterscheiden sich Knockoutmutante und Wildtyp jedoch nicht
signifikant voneinander (Abb. 27B und Tab A4). Der héhere Prozentsatz arrhythmischer
Fliegen kénnte mit der bedeutenden Rolle von p38a bei der Stress- und Immunantwort
(Craig et al, 2004; Chen et al., 2010), sowie bei Entziindungsreaktionen (Schieven,
2009; Han et al., 1998b) und der Regulation der Lebensdauer (Vrailas-Mortimer et al.,
2011) zusammenhangen. Fehlt Fliegen p38a vollstandig, kdénnten diese anfalliger
gegeniber Krankheiten sein und aus diesem Grund verstarkt arhythmisches Verhalten
an den Tag legen. Fehlende Unterschiede im Freilaufverhalten wiederum, kdnnten
darauf zurickzufhren sein, dass eine der beiden Isoformen unter bestimmten
Bedingungen die jeweils andere funktionell ersetzen kann. So folgern Han et al. (1998b)
auf Basis einer gleichartigen in vivo Aktivierung von p38a und p38b in Folge von Stress-
und Entziindungs-induzierenden Stimuli, eine anteilige funktionelle Redundanz beider
Isoformen. Dies kénnte ebenso auf die Rolle von p38 bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung circadianer Verhaltensrhtyhmen zutreffen.
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Abbildung 27: Laufaktivitatsrhythmen der Knockoutfliegen p38b** und p38a“’ im Vergleich mit
dazugehériger Kontrolle.

Im Gegensatz zu Fliegen mit reduziertem p38a bzw. p38b SPiegeI in TIM- und PDF-positiven Neuronen
zeigen p38 Single-Knockoutmutanten, p38bA45 (A) oder p38a*" (B), keine Abweichungen im Laufverhalten.
Lediglich p38a"’ zeigt im Vergleich zu seiner Kontrolle einen leicht verspateten Aktivitatsbeginn am Abend,
dieser setzt sich jedoch in DD nicht in einer verlangerten Freilaufperiode fort. Als Kontrolle im Fall von
p38b** diente p38b°™*", ein Stamm mit exaktem Jump-out des remobilisierten p-Elements (im Folgenden
auch als precise excision-Stamm bezeichnet). Da fiir p38a*' solch eine Kontrolle nicht zur Verfligung stand,
wurde als Referenz entsprechend des genetischen Hintegrunds von p38a, w'’’®. Hoch signifikante
Unterschiede (p<0,001) sind durch ** gekennzeichnet, ,n“ gibt die Anzahl der fir die Auswertung
herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details zu Abbildungslegende, Aktivitdtsaufzeichnung und
Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen (modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Ob diese Kompensation einer fehlenden Isoform zugleich eine UbermaBige Expression
der anderen bedeutet, sollten mRNA-Expressionsdaten von p38v**° und p38a"’
Singleknockoutfliegen zeigen (Abb. 28). Sowohl p38a mRNA in p38b** als auch p38b
mRNA in p38a"’ offenbaren ein wildtypisches Expressionslevel. Dies spricht eindeutig
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dafir, dass im Falle einer funktionellen Redundanz beider Isoformen eine wildtypische
Menge an p38a bzw p38b ausreichend ist, um circadiane Verhaltensrhythmen in Single-

Knockoutmutanten zu generieren und aufrechtzuerhalten.
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Abbildung 28: Relativer p38a und p38b mRNA Level in Kopfextrakten von p38a"’, p38b**’ und CS.

Zur Untersuchung der p38 Transkription in Single-Knockoutfliegen, wurden mittels quantitativer real-time
PCR p38a und p38b mRNA Level zu ZT21 bestimmt, zum Haushaltsgen a-Tubulin relativiert und im
Anschluss zur Wildtypmenge normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler von jeweils
drei Ansatzen mit je finf Képfen. Expressionsdaten von p38aA’ und p38bA45 bestatigen den p38a bzw. p38b
Knockoutgenotyp und liefern zusétzlich keine Hinweise auf eine mégliche kompensatorische, verstarkte
Expression der jeweils anderen Isoform. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sind durch *, hoch signifikante
(p<0,001) durch ** gekennzeichnet, ,n.s.“ geben nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) wieder (modifiziert
nach Dusik et al., 2014).

4.3.5 Aktivitatsrhythmik von p38b"“’; p38a"' Doppel-Knockoutmutanten

Sollte die Hypothese der funktionellen Redundanz beider Isoformen wirklich zutreffen,
so sollten p38b**; p38a"" Doppel-Knockoutfliegen verlangerte Freilaufperioden unter
konstanten Bedingungen zeigen. Allerdings waren Fliegen mit einer homozygoten
Kombination beider Nullallele, &hnlich Beobachtungen im Rahmen friherer Studien
(Craig et al., 2004; Ha et al., 2009; Park et al., 2003; Shinzawa et al., 2009; Cully et al.,
2009; Vrailas-Mortimer et al., 2011), nicht Uberlebensfahig. Selbst die Zugabe von 500
pg/mL  Ampicillin - und 0,5% Propionsdaure zum Drosophila-Standardmedium
(Zusammensetzung siehe Abschnitt 2.1) flhrte, entgegen Berichten von Chen et al.
(2010), zu keiner Erhdhung der Uberlebensrate von p38b**; p38a*’. So starben alle
Tiere bereits im Laufe des Larven- oder Puppenstadiums (Tab. A4) und machten somit
ein Aufzeichnung der Laufaktivitat unmdéglich. Lediglich heterozygote Kombinationen der
Nullallele p384"" und p38b** (in p38b */+; p38a"'/+, p38b\*/+; p38a"" und p38b**;
p38a*'/+) hatten wildtypische Uberlebensraten zur Folge, Auffalligkeiten im
Verhaltensrhythmus traten in diesen Féllen jedoch nicht auf (Abb. 29 und Tab. A4).
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Atmgldung 29: Laufaktivitatsrhythmen der heterozygoter Doppel-Knockoutfliegen im Vergleich mit
w .

Durchschnlttstage und reprasentative Aktogramme der Genotypen p38bA45/+ p38aA’/+ p38bA45/+ p38a
und p38b ; p38azA /+ offenbaren keine signifikanten Verhaltensunterschiede zwischen heterozygoten
Doppelknockfliegen und w''’® (A). So sind weder Verschiebungen der Abendaktivitit in LD (B) noch
verlangerte Freilaufperioden in DD (C) mnerhalb der Genotypen auszumachen. Lediglich p38b**/+; p38a"’
Fliegen zeigen im Vergleich zu p38b**/+; p38a"'/+ zwar einen signifikant verzégerten Abendaktivitatsstart
(Wilcoxon; p<0,05), dieser ist jedoch aufgrund des Fehlens von Unterschieden in der Periodenlédnge
mdglicherweise als reines Artefakt oder als phanotypische Variabilitit zu interpretieren. Signifikante
Unterschiede (p<0,05) sind durch *, nicht signifikante durch ,n.s.” gekennzeichnet, ,n“ gibt die Anzahl der fir
die Auswertung herangezogenen Tiere wieder. Weitere Details zu Abbildungslegende,
Aktivitdtsaufzeichnung und Datenauswertung sind der Abbildung 22 zu entnehmen.

Mit Ausnahme von p38b°“/+; p38a"’ Fliegen, welche im Vergleich zu p38b**/+;
p38a""/+ gegen Abend eine leicht verspatete Laufaktivitat zeigen (Wilcoxon; p<0,05),
unterscheiden sich die Stdmme in ihren Aktivitdtsphasen ansonsten nicht signifikant von
w'""®. Ebenso war unter DD-Bedingungen keine Verlangerung der Freilaufperiode
erkennbar. Eine mdégliche Erklarung fir fehlende Phanotypen bei den heterozygoten

Doppelknockoutstammen  liefern mRNA-Expressionsdaten der entsprechenden
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Stamme. So hat das heterozygote Vorliegen eines Nullallels (p38b**/+ bzw. p38a"'/+)
kaum Auswirkungen auf die Expressionsrate des entsprechenden Gens und
unterscheidet sich im Wesentlichen nicht vom Wildtyp (Abb. 30).
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Abbildung 30: Relativer p38a und p38b mRNA Level in Kopfextrakten von heterozygoten Doppel-
Knockoutfliegen und w'""%,

Zur Untersuchung der p38 Transkription in 038 */+; p38a"'/+, p38b**I+; p38a’’, p38b**; p38a’'/+ sowie
in p38b*%°; p38a"" in Vergleich zu w''"®, wurden p38a (A) und p38b (B) mRNA Level mittels quantitativer
real-time PCR zu ZT21 bestimmt, zum Haushaltsgen a-Tubulin relativiert und im Anschluss zur
Wildtypmenge normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte inklusive Standardfehler von jeweils drei Ansatzen
mit je fiinf Kdpfen. Die Expressionsdaten von p38b*%/+; p38a’'/+, p38b**’/+; p38a"" und p38b**°; p38a"'/+
bestatigen den vollstdndigen Verlust einer Isoform bei Vorliegen eines homozygoten Nullallels. Zudem
zeigen sie auch eine geringfligige, aber dennoch signifikante Reduktion der mRNA bei Vorliegen eines
heterozygoten Nullallels. Liegt hingegen das hypomorphe p38b Allel p38b"%° im Genom homzozygot vor, so
fihrt dies zu einer drastischen Reduktion der p38b mRNA auf bis zu 50% des Wildtypspiegels. Hoch
signifikante Unterschiede (p<0,001) werden durch **, nicht signifikante (p>0,05) durch ,n.s.“ wiedergegeben
(modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Zwar zeigen p38b**/+; p38a‘'/+, p38b\*/+; p38a‘’ (beide Abb. 30B) und p38b**;
p38a""/+ (Abb. 30A) Fliegen in geringem MaBe signifikante Expressionsunterschiede im
Vergleich zu w''’®, diese Reduktion der mRNA-Menge scheint jedoch nicht groR genug
um Abweichungen im circadianen Laufverhalten nach sich zu ziehen (Abb. 29). Ein
gegensatzliches Bild ergibt sich in Fliegen mit hypomorphem p38b Allel im p38a’
Knockouthintergrund (p38b*%°; p38a‘’). Diese offenbaren neben dem vollstindigen
Fehlen von p38a eine Reduktion ihrer p38b mRNA-Menge auf bis zu 50% des
Wildtyplevels (Abb. 30) und infolgedessen lange Freilaufperioden unter konstanten
Bedingungen (Abb. 31A). Rund 94% der Versuchstiere starben binnen 1-3 Tage nach
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Aufzeichnungsstart. In zwei Fallen Uberlebten die Tiere jedoch bis Tag 6 in DD und
zeigten sichtbar lange Freilaufperioden.
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Abbildung 31: Laufaktivitatsrhythmen von p38b*?°; p38a"’ und dicer2; UAS-p38b™"*/tim(UAS)-Gal4;
UAS-p38aRNA’/+ mit entsprechender Kontrolle.

Gezeigt sind die Aktivitatsdaten von zwei p38b*%°; p38a"’ Fliegen (A) in DD sowie von dicer2; UAS-
p38b™ A tim(UAS)-Gal4; UAS-p38a™*/+ mit entsprechender Kontrolle (B) in LD und DD. p38b*%; p38a"’
lassen trotz des kurzen Aufzeichnungszeitraums von nur 6 Tagen DD, deutlich lange Freilaufperioden
erkennen. Ebenso fihrt der simultante Knockdown von p38b und p38a in TIM-positiven Uhrneuronen zu
einen signifikant spateren Start der Abendaktivitat in LD sowie langen Freilaufrhythmen in DD und bekraftigt
damit die Bedeutsamkeit beider Isoformen fir das circadiane System. Aufgrund der hohen Sterblichkeitsrate
von p38b*?°; p38a"', wurden hypomorphe Doppel-Knockoutfliegen bereits wahrend ihres Puppenstadiums
flr 5-6 Tage an einen LD 12:12 entraint und sofort nach dem Schlipfen in das Verhaltens-Set-up ein/gesetzt
und in DD aufgezeichnet. Die Aufzeichnung von dicer2; UAS-p38b™"/tim(UAS)-Gal4; UAS-p38a™"/+ und
der dazugehdrigen Kontrollen erfolgte hingegen nach Standardprotokoll wie in Abb. 22 beschrieben
(modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Auch wenn eine statistische Auswertung im Falle von p38b*%; p38a*' aufgrund der
hohen Sterblichkeit und Kirze des Aufzeichnungszeitraums nicht mdoglich war,
bestédtigen die DD-Daten eindrucksvoll den Stellenwert von p38a und p38b im
circadianen System. Verhaltensaufzeichnungen von dicer2; UAS-p38b™/tim(UAS)-
Gal4; UAS-p38a™*/+ Fliegen in LD und DD unterstiitzen zusétzlich diese Hypothese.

Eine simultane Reduktion beider Isoformen in allen Uhrneuronen fihrte zu einem
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signifikant spateren Abendaktivitatsbeginn in LD-Zyklen, sowie zu um bis zu 1h langeren
Freilaufperioden unter Dauerdunkel-Bedingungen (Abb. 31B; Wilcoxon; p<0,001).
Demnach ist weder ausreichend p38a noch p38b in der inneren Uhr vorhanden um das
Fortbestehen 24-stiindiger Laufrhythmen zu gewahrleisten.

4.4 Funktion und Bedeutung von p38 fir den molekularen
Mechanismus

Nachdem Antikorperfarbungen und Aktivitdtsaufzeichnungen sowohl die Expression der
p38 MAPK in den Uhrneuronen, als auch deren Notwendigkeit fir die Aufrechterhaltung
von 24-Stunden-Aktivitdtsrhythmen deutlich belegen, stellt sich die Frage inwiefern die
Stress-aktivierte Proteinkinase die innere Uhr auf molekularer Ebene regulatorisch
beeinflusst. Alle bis zum jetztigen Zeitpunkt im Uhrnetzwerk der Fliege identifizierte
Kinasen, so auch DBT (Kloss et al., 1998; Bao et al., 2001; Cyran et al., 2005), SGG
(Ko te al., 2010), CK2 (Lin et al., 2002 und 2005; Akten et al., 2003) und NEMO (Ko te
al., 2010; Chiu et al, 2011), stehen in engem Zusammenhang mit
Uhrproteinphosphorylierungen und fungieren als Justierer innerhalb des molekularen
Uhrwerks. Durch Phosphosphorylierung von PER und TIM, sowie von deren
Interaktionspartnern, regulieren sie den nuklearen Transport, den Abbau sowie die
Komplexbildungen der Uhrproteine und flhren so zur Feinjustierung der Translations-
Transkriptions-Rickkopplungschleife auf einen 24 Stunden-Rhythmus. Mit dem Ziel
auch fir p38 eine &hnliche regulatorische Rolle aufzudecken, wurden in den folgenden
Abschnitten nukleare PER und TIM Spiegel in den Zellkernen der LN, unter LD und DD
untersucht. Zusétzlich wurden Schwankungen im Phosphorylierungsmuster von PER in
p38 Mutanten ausgewertet. AbschlieBend wurde unter Anwendung von in vitro
Kinasenassays der Focus auf potentielle p38-Phosphorylierungsstellen des PER-
Proteins gelegt.

4.4.1 Nukledre Translokation der Uhrproteine PER und TIM in Fliegen mit
manipulierten p38b Spiegel

Verspatete Abendaktivitat und lange Freilaufperioden werden oft mit einer verzégerten
Translokation der Uhrproteine PER und TIM in den Zellkern in Verbindung gebracht.
Dieses Ereignis des molekularen Zyklus wird zum einen Gber Phosphorylierung des
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Uhrproteins PER durch DBT, Prolin-gerichtete Kinasen und CK2 (Bao et al., 2001; Lin et
al., 2002 und 2005; Akten et al., 2003; Cyran et al., 2005; Ko et al., 2010) und zum
anderen durch Phosphorylierung von TIM durch SGG gesteuert (Martinek et al., 2001).
Um zu Uberprifen, ob der Zeitpunkt des Kerneintritts beider Uhrproteine zusatzlich auch
durch p38 MAPK reguliert wird, wurden dicer2; UAS-p38b™"*/Pdf-Gal4; + Fliegen und
die entsprechende UAS-Kontrolle zunachst 6 Tage auf einen LD 12:12 synchronisiert, in
DD Uberfihrt und am 4 Tag DD, exakt 96 Stunden nach letztem ,Licht-an* (ZT1) alle 4
Stunden abgesammelt und fixiert. Zeitgleich wurde in einem zweiten, parallelen Set-up
der Freilaufrhythmus des Experimental- sowie des Kontrollstamms aufgezeichnet, pro
Genotyp die durchschnittliche Periodenlange bestimmt und der Absammelzeitpunkt des
Farbeexperiments wie in Abschnitt 3.5.1.1 beschrieben, in CT-Zeitpunkte umgerechnet.
Die Messung sowie die Auswertung des nukledren Farbesignals der s-LN, und I-LN,
erfolgte nach der Methode von Yoshii et al. (2008). In Ubereinstimmung mit den
Aktivitatsdaten in DD besteht in Fliegen mit reduziertem p38b Spiegel in den PDF-
positiven Uhrneuronen auch im Freilauf das circadiane Uhrproteincycling weiter fort und
zeigt daruber hinaus eine deutliche Phasenverschiebung gegeniber der Kontrolle (Abb.
32). Zwar steht diese prinzipiell in Einklang mit der langen Freilaufperiode der Tiere,
spiegelt jedoch andererseits nicht die gemessene Periodendifferenz von 1,4 h wider
(Tab. A4). Besonders deutlich wird diese Diskrepanz zwischen Perioden- und
Phasenunterschied bei Betrachtung des nukledren Uhrprotein-Cyclings von PER und
TIM unter Freilaufbedingungen in  den s-LN,, den eigentlichen Haupt-
Schrittmacherneuronen zur Kontrolle circadianer Laufaktivitédt. So zeigen Kontrolltiere ihr
Maximum an nukledrem PER am 4. Tag DD gegen CT4. Dicer2; UAS-p38b™*/Pdf-
Gal4; + Fliegen hingegen weisen drei Maxima an nukledrem PER auf: zwei kleinere zu
CT6 und CT21 sowie ein prominentes Maximum zu CT14 (rote Pfeile und rote Kurven in
Abb. 32A). Angesichts eines Freilaufperiodenunterschieds von 1,4 h, ware am 4. Tag
DD jedoch eigentlich eine Phasendifferenz von circa 5,6 h im Uhrproteincycling zu
erwarten, ein Unterschied zwischen Kontrolle und Experimentalstamm der bei Vergleich
zu keinem der drei Maxima auftritt. Ahnlich verhdlt sich das circadiane TIM-Cycling in
den Zellkernen der s-LN,. Auch hier betragt mit CT1 und CT8 im Falle der UAS-
Kontrolle und CT21 bei dicer2; UAS-p38b™/Pdf-Gal4; + die Differenz zwischen den
Maxima beider Stamme stets mehr als 5,6 h (blaue Pfeile und blaue Kurven in Abb.
32A).
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Abbildung 32: Nukledre PER und TIM Proteinspiegel in s-LN, und I-LN, von dicer2; UAS-
p38bRNA’/Pdf-GaI4; + sowie zugehoriger UAS-Kontrolle in DD.

Gezeigt sind Doppelblot-Kurven von nukledrem PER (rot) und TIM (blau) in den s-LNy (A) und I-LNy (B) von
Fliegen mit herunterreguliertem p38b in den PDF-positiven Uhrneuronen (dicer2; UAS-p38bHNA’/Pdf-Ga/4; +;
hier p38b RNAI; untere Graphen in A und B) an Tag 4 in DD. UAS-p38bHNA’/+ dient als entsprechende
Kontrolle (obere Graphen in A und B). Farbeergebnisse von dicer2; UAS-p38b7™"/Pdf-Gal4; + reflektieren
DD-Verhaltensdaten und offenbaren ein Fortbestehen des molekularen Uhrproteincyclings auch unter
konstanten Dauerdunkel-Bedingungen - im Vergleich zum Kontrollstamm jedoch mit deutlich verschobener
Phase. Eine detailierte Beschreibungen aller Proteinkurven ist im FlieBtext wiedergegeben. Subjektiver Tag
(graue Balken) und subjektive Nacht (schwarze Balken) sind durch grau-schwarze Lichtbalken oberhalb der
Graphen dargestellt und werden durch Aktivitatsstart (=CT0) und Aktivitdtsende (=CT12) der Fliegen
definiert. Rote und blaue Pfeile markieren Maxima von nukledrem PER bzw. TIM. Gepunktete rote und
blaue Liniedeuten potentielle Uhrproteinspiegel 12 Stunden und nach der Messung an (modifiziert nach
Dusik et al., 2014).

Im Gegensatz zu den s-LN, und in Ubereinstimmung mit frilheren Studien (Yang und
Sehgal, 2001; Shafer et al., 2002) zeigen die I-LN, von Kontrollfliegen und Fliegen mit
herunterreguliertem p38b keine circadianen Schwankungen von nukledarem PER und
TIM (Abb. 32B). Vielmehr scheint der nukleare Spiegel beider Uhrproteine in einem
ultradianen Rhythmus zu fluktuieren. Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass
selbst wenn der zu erwartende Phasenunterschied im Proteincycling zwischen dicer2;
UAS-p38b™M/Pdf-Gal4; + Fliegen und Kontrollstamm nicht auftritt, das molekulare
Uhrproteincycling in Zellkernen der s-LN, auch bei reduziertem p38b Spiegel in den LN,
weiter fortbesteht. In Ubereinstimmung mit den Verhaltensdaten zeigt es zudem eine
deutliche Phaseverschiebung, eine Tatsache die auf einen verzdgerten Kerneintritt
beider Uhrproteine schlieBen lasst. Darlber hinaus ist, trotz 50% Arrhythmizitat in
dicer2; UAS-p38b™*/Pdf-Gal4; +, kein Amplitudenunterschied im PER- und TIM-Cyling
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zu erkennen. Diese Tatsache legt nahe, dass der p38b-Knockdown ausschlieBlich die
Geschwindigkeit des molekularen Cyclings beeinflusst, nicht aber die Robustheit. Der
hohe Prozentsatz arrhythmischer Fliegen ware demnach auf potentielle RNAi ,off-target*
Effekte von p38b und nicht auf dessen Einfluss auf die molekulare Uhr zurlickzufihren.

Ein Erklarung fir die fehlende Ubereinstimmmung von Perioden- und
Phasenunterschied kénnte mdglicherweise die angewandte Messmethode nach Yoshii
et al. (2008) liefern. So wurde zur Bestimmung des nukledren Farbesignals lediglich ein
5 Pixel groBer Messbereich an der hellsten Stelle im Zellkern gemessen, nicht aber der
gesamte Nukleus. Im Falle einer heterogenen Proteinverteilung innerhalb des Zellkern
kénnte dies zu fehlerhaften Messwerten fiihren und so méglicherweise das Auftreten
mehrerer Maxima sowie die fehlende 5,6 h-Phasendifferenz zwischen den Genotypen
erklaren. Ebenso erlaubt die oben genannte Methode lediglich Ausagen Uber
Schwankungen in der nukledrer Proteinmenge, nicht aber Uber eine nukleare
Translokation dieser Proteine. Um potentielle Auswirkungen reduzierter p38b-Spiegel im
circadianen System auf den Kerneintritt von PER genauer beurteilen zu kénnen, wurden
deshalb Doppelfarbungen mit anti-PER und anti-PDF durchgefihrt. Im Gegensatz zum
vorherigen Experiment wurde diesmal jedoch das PER-Farbesignal des gesamten
Zellkerns gemessen und in Relation zum Gesamtfarbesignal der Zelle gesetzt (siehe
Abschnitt 3.5.2). Als Experimentalstamm wurde UAS-p38b°"°; Pdf-Gal4/+; + gewahlt,
eine Fliegenlinie, die eine dominant negative Form von p38b in den LN, exprimiert.
Fliegen dieses Genotyps zeigen bereits in LD im Vergleich zu ihren Kontrollen eine
deutliche Verschiebung ihrer Abendaktivitat (Abb. 24) und lassen demzufolge auch
unter synchronisierten Bedindungen einen sichtbaren Effekt von p38b auf den
molekuraren Zyklus erwarten. Um auch kleinere Effekte im Uhrproteincycling zu
detektieren, erfolgte die Auswertung des Farbesignals zudem in 1 h-Intervallen. Geman
den Erwartungen zeigen UAS-p38b°N°: Pdf-Gal4/+; + Fliegen im Vergleich zur
zugehérigen Kontrolle (UAS-p38b°N°: + :+ ) ein signifikant spateres Maximum an
nukledrem PER (Abb. 33). Dieser verspatete Kerneintritt von PER tritt sowohl in den s-
LN,, als auch in den I-LN, von UAS-p38b°NS: Pdf-Gal4/+; + auf und korreliert zudem mit
der verspéateten Abendaktivitat in diesen Tieren. Abgesehen davon unterscheiden sich
Proteinkurven von Mutante und Kontrolle ansonsten nicht voneinander und bestatigen
damit den Anfangsverdacht aus den DD-Daten, dass reduzierte p38 Spiegel nur
Auswirkungen auf die Geschwindigkeit, nicht aber auf die Stabiliat und Robustheit der
molekularen Uhr haben. Zusatzlich fallt auf, dass im Gegensatz zum Vorversuch (Abb.
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32) in LD keine weiteren ,Nebenmaxima“im PER-Proteincycling auftreten. Zwar wurden
beide Farbeversuche unter unterschiedlichen Bedingungen (LD vs. DD) durchgefihrt,
dennoch sind die auftretenden Nebenmaxima mit groBer Wahrscheinlichkeiteher auf die

ungeeigneten Messmethode zurlckzufiihren.
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Abbildung 33: Relative nukledre PER Proteinspiegel in den s-LN, und I-LN, von UAS-p38bDN'S; Pdf-
Gal4/+; + sowie zugehoériger UAS-Kontrolle in LD12:12.

A und B zeigen Schwankungen von nukledrem PER in den s-LN, (A) und I-LN, (B) von UAS-p38bDN'S; Pdf-
Gal4/+; + (graue Kurve) und UAS-p38bDN'S; +; + (schwarze Kurve) im Tagesverlauf. GemaRB der verspateten
Abendaktivitat in LD-Bedingungen offenbaren UAS-p38b°V°; Pdf-Gal4/+; + im Vergleich zur Kontrolle in
beiden LN,-Gruppen ein sichtbar spateres Maximum in nukledren PER und lassen auf einen verspéateten
Kerneintritt des Uhrproteins schlieBen. Die Auswertung der Farbeergebnisse erfolgte im 1 h-Intervall.
Nukleare Féarbeintensitaten der s-LNy bzw. I-LN, von 10 Gehirnen pro ZT und Genotyp wurden gemessen
zur Gesamtproteinmenge der s-LN, (bzw. I-LN,) relativiert und innerhalb des Genotyps gemittelt. Fir eine
detailliertere Beschreibung der Auswertmethode siehe Abschnitt 3.5.2. Lichtbalken Uber den Graphen
reprasentieren das Lichtregime, schwarze und graue Pfeile die jeweiligen Maxima (modifiziert nach Dusik et
al., 2014).
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4.4.2 Auswirkungen reduzierter p38b Spiegel auf das circadiane
Phosphorylierungsmuster von PER

Ein GroBteil der Komponenten des circadianen Sytem reguliert Phosphorylierung und
Stabilitat von PER und entscheidet damit Gber Kerneintritt und Abbau des Uhrproteins.
Aufgrunddessen kommt schnell die Frage auf, ob p38 ebenfalls den
Phosphorylierungsgrad von PER beeinflusst und wenn ja, auf welche Weise es die
Geschwindigkeit und Effizienz des Kerneintritts des Uhrproteins reguliert. Eine
Maoglichkeit wére die direkte Phosphorylierung von PER durch p38. Ebenso kénnte p38
aber auch bereits bekannte Uhrkinasen oder —Phosphatasen phosphorylieren und
(de)aktivieren und damit den Phosphorylierungsgrad des Uhrproteins indirekt steuern.
So belegen Studien (Sayed et al., 2000; Kato et al., 2003) die Phosphorylierung und
Aktivierung von CK2, einem wichtigen Regulator fir den Kernimport des PER-TIM
Heterodimers (Lin et al., 2002; Akten et al., 2003), durch p38 und eréffnen damit die
Méglichkeit einer p38-vermittelten Verzégerung der molekularen Rickkopplungsschleife
via CK2 sowie einer verspateten nukledren Translokation. Alternativ oder zusatzlich
kdénnte p38 ebenso mittels Phosphatasen interagieren und den Phosphorylierungsgrad
der Uhrproteine reduzieren. So wird in S&uger-Fibroblasten die Aktivierung von
Proteinphosphatase 2A (PP2A), einer Phosphatase welche PER dephosphoryliert,
stabilisiert und infolgedessen die Wanderung in den Zellkern férdert (Sathyanarayanan
et al., 2004), nachweislich durch p38 (Westermarck et al., 2001) und CK2 (Hériché et
al.; 1997) induziert. Als Folge verminderter PP2A Aktivitat zeigen Tiere zudem lange
Freilaufperioden, denselben Phanotyp der nach Manipulation der p38 Spiegel im
ciracandianen System zu beobachten ist.

Um unabhangig von der Art der Regulation zunachst einen grundlegenden Einfluss von
p38b auf die Phosphorylierung von PER nachzuweisen, wurden Westernblots von
Kopfextrakten unter LD 12:12 Bedingungen durchgefthrt. Studien der vergangenen
Jahre (Edery et al., 1994; Price te al., 1998; Akten et al., 2003; Lin et al., 2005)
bestétigen die ausreichende Sensitivitdt dieses Verfahrens zur Detektion von PER-
Phosphorylierungsunterschieden  im  Tagesverlauf. So  filhren  zusétzliche
Phosphatgruppen zu einer Zunahme der Molekilmasse und damit zu einer
Verringerung der Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins im elektrischen Feld, was
letztlich im Fall von PER zu einer sich verbreiternden, nach oben wachsenden Bande
fuhrt. Auf Grund der Tatsache, dass Homogenate von Képfen hauptsachlich das PER-
Expressions- und Phosphorylierungsmuster der Komplexaugen widerspiegeln (PER-
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Cycling in 150 PER-exprimierenden Uhrneuronen ist unwesentlich im Vergleich zu nahe
1600 PER-exprimierenden Photorezeptorzellen), wurde mit UAS-p38b°N°, cry-Gald/+; +
auBerdem ein Fliegenstamm gewahlt, welcher das dominant-negative p38b Transgen
(UAS-p38b°"°) neben allen Uhrneuronen zusatzlich auch in Photorezeptorzellen
exprimiert. GemaB den Erwartungen, zeigen diese Fliegen &ahnlich dem Wildtyp ein
circadianes PER-Cycling im Tagesverlauf, jedoch ein zu geringerem MaBe
phosphoryliertes PER als der zugehérige Kontrollstamm UAS-p38b°VS, +: + (Abb. 34A).

A B
LD | LI
ZT 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 zZr __+ 8 5 7 8 1
b . . By
per IR L e P e |
: : .y
Kontrolle (K) K DNS K DNS K DNS K DNS K DNS K DNS
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ZT 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 ZT' 13 » 15 . 17 i 19 ; 21 ’ 23 .
pen 19 18 B PER e g By
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UASp38bDN'5,'éry-Gal4/+;+ (DNS) K DNS K DNS‘.;( DNS K DNS K DNS K DNS

Abbildung 34: Westernblots mit Kopfextrakten von UAS—p38bDN's, cry-Gal4/+; + und UAS-p38bDN's, +;
+in LD 12:12.

Die Proteinextrakte von UAS-p38b°"S, cry-Gald/+; + (DNS) und UAS-p38b°"S, +; + (K) wurden zum einem
pro Genotyp im Tagesverlauf (A), als auch fir jeden Zeitpunkt alternierend (B) auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die Detektion von PER erfolgte
auf immunhistochemische Weg nach Transfer auf Nitrozellulosemembran mit anti-PER und unter
Verwendung eines fluoreszierenden Sekundarantikdrpers. UAS-p38bDN'S, cry-Gal4/+; + zeigen &hnlich
Kontrollfliegen zyklische Schwankungen von PER im Tagesverlauf (A), sowie in geringerem MaBe
phosphoryliertes PER. Dieser Effekt auf den Phosphorylierungsgrad wird besonders bei alternierenden
Auftragung der Genotypen deutlich (B) und zeigt die stérkste Ausprdgung wéhrend der Dunkelphase, den
Zeitraum mit nachgewiesen vermehrter Aktivitdt von p38 in den Uhrneuronen (siehe Abb. 16 und 17).
Balken oberhalb der Blots symbolisieren das verwendete Lichtregime - schwarz reprasentiert die Dunkel-,
weil3 die Lichgphase. DNS bezeichnet den Experimentalstamm UAS-p38bDN'S, cry-Gal4/+; +, K die Kontrolle
UAS-p38b°V°, +; +; (modifiziert nach Dusik et al., 2014).

Um einen direkteren Vergleich der Genotypen zu ermdglichen und zugleich den
visuellen Unterschied im Phosphorylierungsgrad von PER besser hervorzuheben, wurde
der Westernblot ein weiteres Mal wiederholt und die Proben von Experimental- und
Kontrollstamm pro ZT abwechselnd aufgetragen (Abb. 34B). Ergebisse bestatigen den
Anfangsverdacht und zeigen flr Fliegen mit manipulierten p38b Spiegel zu allen ZT
Uber den Tag verteilt deutlich niedrigere bzw. schmalere PER-Banden und somit
weniger phosphoryliertes PER, als die Kontrolle. Diese Auswirkungen auf den
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Phosphorylierungsgrad von PER sind besonders pragnant in der Dunkelphase (ZT12-
ZT0), ein Fakt der insbesondere mit der beobachteten vermehrten Aktivitdt von p38
wahrend der Nacht in Einklang steht (siehe Abb. 20 und 21).

4.4.3 Nicht-radioaktive in vitro Kinasen Assays zur Identifizierung méglicher p38-
Phosphorylierungsstellen in PER

Aufgrund des nachweislichen Effekts auf den Phosphorylierungsgrad von PER, dréngt
sich die Frage auf ob p38 das Uhrprotein direkt phosphoryliert oder vielmehr Uber
zwischengeschaltete Kinasen oder Phosphatasen wirkt. Massenspektrometrische
Studien von Garbe et al. (2013) offenbaren zahlreiche Phosphorylierungsstellen in PER,
von denen bereits einige als potentielle MAPK Zielsequenzen identifiziert werden
konnten (Tab. A5). So phosphoryliert NEMO, eine Prolin-gerichtete und evolutionar
konservierte, MAPK-verwandte Kinase, PER an dem erst kirzlich identifizierten pershort
Phospho-Cluster, stimuliert dadurch die DBT-vermittelte Phosphorylierung an
benachbarten Stellen und fungiert somit als eine Art ,Vorreiter-Kinase® (Chiu et al., 2008
und 2011). Eine &hnlich Schlisselrolle kommt dem Serin an Position 661 der PER-
Aminosauresequenz  zu. So  zeigen Mutanten mit  blockierter = Ser661
Phosphorylierungsstelle eine verzdégerten nukledren Translokation von PER und lange
Freilaufrhythmen unter konstanten Dauerdunkel-Bedingungen (Ko et al.; 2010). In vitro
Phosphorylierungsassays deuten auf ERK, eine Prolin-gerichtet MAP-Klnase als
maoglichen Verantwortlichen der Phosphorylierung von Ser661 hin, Nachweise in vivo
fehlen jedoch bis heute. Aufgrund der phanotypische Ahnlichkeiten im Verhalten sowie
auf molekularer Ebene von p38 Mutanten und Fliegen mit mutierter Ser661
Phosphorylierungsstelle, stellt sich die Frage ob neben ERK mdglicherweise auch p38,
als weiterer Vertreter Prolin-gerichteter MAP-Kinasen, die Fahigkeiten besitzt PER an
Ser661 zu phosphorylieren. Internetrecherchen und Sequenzanalysen verstarken den
Verdacht und offenbaren mit Ser661 und Ser975 zwei potentielle p38-
Phosphorylierungsstellen in PER (Abb 35).
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Abbildung 35: Potentielle p38 Konsensus-Phosphorylierungssequenzen in Period.

Abbildung 35 zeigt eine schematische Darstellung der Period Proteinsequenz (PER) mit zwei potentiellen
Phosphorylierungsstellen der MAP-Kinase p38 (S). In Period bereits identifizierte phosphorylierte Serine
sind zusatzlich mit einen schwarzen Stern (*) gekennzeichnet, die komplette p38 MAPK Konsensus-
Phosphorylierungssequenz LPXSP* hingegen ist in rot wiedergegeben
(http://www.kinexus.ca/pdf/graphs_charts/ProteinSerKinaseSpecificity.pdf; modifiziert nach Dusik et al.,
2014).

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden nicht-radioaktive in vitro Kinasenassays mit
eigens hergestellten Hexa-Histidin markierte p38a und p38b MAP-Kinasen (Hisg-p38a
und Hisg-p38b) durchgefihrt (Abb. 36). Als Substrate dienten zwei GST-markierte PER-
Peptide, mit aminoterminal angehdngten GST an Aminosédure 1-700 (GST-PER'"%)
bzw. Aminosdure 658-1218 (GST-PER®*®'?'®) (beide angefertigt und zur Verfligung
gestellt von Prof. Dr. Thomas Raabe; Dusik et al., 2014), die zeitgleich eine bzw. beide
potentielle p38-Phosphorylierungsstellen in ihrer Proteinsequenz tragen. Zur Detektion
einer moglichen PER-Phosphorylierung wurden Phosphophorylierungsansatze im
Anschluss an den Assay in 9% Harnstoff-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung angefarbt. Zur Auftrennung der
Ansatzkomponenten wurde das Verfahren der Harnstoff-PAGE gewahlt. Im Gegensatz
zu SDS maskiert Harnstoff nicht die Eigenladung des Proteins und fiihrt so, aufgrund
der negativen Ladung der Phosphatgruppen zu langeren Laufstrecken phosphorylierter
Proteine gegenulber ihrer unphosphorylierten Gegenstiicken. Da das PER-Signal des
Coomassie-gefarbten Gels zusatzlich bestéatigt werden sollte, wurden im Anschluss an
die Gelelektrophorese und vor Durchflihrung der Farbeprozedur, zusatzlich je zwei der
aufgetragene Ansatze vom ubrigen Gel abgetrennt, auf Nitrozellulosemembran geblottet
und immunhistochemisch mittels eines PER-Antikérpers (anti-PER) detektiert. Da in
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vitro Kinasenassays mit Hisg-p38a in Vorversuchen keine Shifts offenbarten (Abb. 5A),
wird im folgenden Abschnitt auschlieBlich auf Phosphorylierungsassays mit Hise-p38b
eingegangen.

A B
GST- PER 1700 GST GST- PER 1700
Hisg-p38b - - - + + + o+ -+
ATP - + + + + + o+ + o+
C 0 60 O 30 60 60 60" 60
C D
GST- PER 6581124 GST GST- PER 6581124
Hisg-p38b - - - + + + + - +
ATP - + + + + + + + +
¥ Mﬂ‘ e 4 h :
0 60 0 30 60 60 60 60'

Abbildung 36: In vitro Phosphorylierung von GST-PER' 7 und GST-PER®*®*"'?* durch Hiss-p38b.

Zur Untersuchung einer mdglichen Phosphorylierung von PER durch p38b wurden GST-PER'"® (A-B) und
GST-PER®®'"® (C-D) in nicht-radioaktiven Kinasensassays mit Hiss-p38b und ATP inkubiert und
Stichproben direkt nach, sowie 30 bzw. 60 min nach Zugabe der Kinase zusammen mit einer
Negativkontrolle (C) mittels Harnstoff-PAGE nach Ladung und GréBe aufgetrennt. Die Visualierung
phosphorylierter PER-Konstrukte erfolgte im Anschluss Gber Coomassie-Farbung im Harnstoffgel (A und C)
und nach Wet-Blot auf Nitrozellulosemembran mittels immunhistochemischer Farbung (B und D). In vitro
Phosphorylierungsassays zeigen eine offensichtliche Verschiebung der GST-PER' "% Bande nach 30 min
und 60 min Inkubationszeit (A) sowie das Auftreten zusatzlicher Banden im Fall von GST-PER®®*"'?* (C).
Letzterer Effekt wird vor allem nach 60 min Inkubationszeit deutlich und &uBert sich in zwei nach unten
verschobenenden Banden im Vergleich Negativkontroll und 0 min-Ansatz. Parallel durchgefiihrte Wet-Blots
mit anschlieBender immunhistochemische Farbung (B und D) bestatigen dieses Ergebnisse und lassen
zudem auf eine p38b-induzierte Mehrfachphosphorylierung von PER schlieBen. Zeitskala unterhalb der
Blots reprasentiert Minutenwerte nach Hise-p38b-Zugabe, Pfeile in C und D markieren GST-PER®® 124
Bandenshitfs, die gestrichelte Linie verdeutlich die Verschiebung von GST-PER'"® (modifiziert nach Dusik
etal., 2014).

So zeigen sowohl GST-PER'"® (Abb. 36A) als auch GST-PER®*®'2'® (Abb. 36C) im
direkten Vergleich mit den Phosphorylierungsansatzen kurz nach Kinasenzugabe (0°)
sichtbare Bandenhifts nach 30 bzw. 60 min Inkubationszeit mit Hiss-p38b. Auch wenn
diese Bandenverschiebung nicht UbermaBig stark ausfallt, so bestatigen zusatzliche
durchgefiihrte Wet-Blots und immunhistochemische Farbungen der 60 min-Ansétze die
Spezifitdt des Signals und bekréaftigen den Verdacht der p38b-gesteuerten
Phosphorylierung von PER (Abb. 36B und D). Fehlende Bandenshifts in Ansétze ohne
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Kinase sowie mehrere auftretende Banden im Fall des GST-PER®®'2* Konstrukts
weisen dariber hinaus auf eine mehrfache Phosphorylierung von PER durch p38b hin.
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5 DISKUSSION

5.1 Retinale Expression von p38 gibt keine Aufschllisse Uber
eine mogliche Rolle im peripheren Oszillator im
Komplexauge

Zahlreiche Studien belegen eine Expression von ERK und p38 in Retinas von
Vertebraten (Kikuchi et al., 2000; Roth et al., 2003; Hasegawa und Cahill, 2004;
Porcnich et al, 2009) und Drosophila (Jarvis et al., 1997), setzen dies jedoch stets in
Verbindung mit einem programmierten Zelltod, sowie einer oxidativen Stressantwort.
Spekulationen die auf einen Zusammenhang von MAPK-Expression und circadianer
Uhrproteinoszillation im Auge schieBen lassen, kamen erstmals im Jahr 2000 auf. So
konnten Harada und Kollegen circadiane in vivo und in vitro Phosphorylierungsrhythmen
von ERK in amakrinen Zellen der inneren nuklearen Retinaschicht von Xenopus laevis
beobachten. Diese rhythmische Schwankungen im Aktivierungsprofil offenbarten ein
Maximum an aktivierter ERK wahrend der Nacht und bestanden auch unter konstanten
DD-Bedingungen weiterfort. Kurzzeitapplikationen eines MAPKK-Inhibitors flhrten zu
einer deutlichen (4-8h) Phasenverschiebung im Phosphorylierungsrhythmus. Da
amakrine Zellen von Vertebraten, ebenso wie Photorezeptorzellen, eine rhythmische
Expression von Uhrproteinen aufweisen (Dorenbos et al., 2007; Ruan et al., 2008; Cahill
und Besharse, 1993), schlussfolgerten Harada et al. fir den ERK-Signalweg eine
bedeutende Rolle im peripheren Oszillator des Froschauges. Diese Hypothese konnten
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Retinaféarbungen der Reporterlinie p38b-Gal4;
UAS-GFP**T sowie weiBaugiger w'’® Wildtypfliegen auf den ersten Blick nicht
bestatigen. Wahrend Froschretinas neben p-ERK-positiven amakrinen Zellen auch eine
durchgangige ERK-Farbung aller retinaler Schichten, so auch der Photorezeptoren,
aufwiesen (Harada et al., 2000), zeigen Retinas von p38b-Gal4; UAS-GFP**" und w''"®
lediglich eine deutliche Farbung der sekundaren und tertidren Pigmentzellen, sowie der
interommatidialen Borste. Eine p38b-getriebene GFP-Expression bzw. p-p38 Farbung in
den Photorezeptorenzellen R1 - R8, dem eigentlichen Sitz des peripheren Oszillators im
Komplexauge von Drosophila (Cheng und Hardin, 1998), ist in beiden Fallen nicht zu
erkennen. Indes fiel bei Betrachtung von p-p38-gefarbeten Gehirnen des Wildtypstamm
CS ein positives Farbesignal im optischen Lobus der Tiere auf (siehe Stern in Abb. 15A
und 15D). Hierbei kdnnte es sich mdglicherweise um p-p38-gefarbete Strukturen der
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Medulla, wie Neurone oder Endigungen der Photorezeptorzellen R7 und R8, handeln.
Zuséatzlich treten, &hnlich dem ERK-Phosphoryierungsrhythmus in amakrinen Zellen von
Xenopus, deutliche Intensitatsunterschiede im p-p38 Farbesignal bei ZT9 und ZT21 auf.
Auf eine Interpretation der Farbung wird an dieser Stelle jedoch verzichtet. Eine
eindeutige Identifizierung des Expressionsortes war aufgrund des Fehlens geeigneter
Marker nicht méglich, eine Auslegung des Farbesignals ware demnach rein spekulativ.
Zudem fungiert die Medulla als wichtigtes Schalt- und Verarbeitungszentralrum visueller
Informationen beim Farb- und Bewegungssehen (zusammengefasst in Morante und
Desplan, 2004). Nachweise fir den Sitz einer peripheren circadiane Uhr in der Medulla
von Drosophila gibt es hingegen keine.

Diese Rolle kommt vielmehr den Photorezeptorzellen im visuellen System der Fliege zu.
Diese offenbaren jedoch bei w''’® weder anti-p-p38 Farbung noch bei p38b-Gal4; UAS-
GFP°®®" Fliegen eine p38b-induzierte Expression des Reporters GFP. Zwar kénnte
diese Diskrepanz im Farbemuster von Xenopus und Drosophila auf einen
artspezifischer Effekt sowie auf Unterschiede im 6rtlichen und zeitlichen
Expressionsmuster von ERK und p38 zurlickzufihren sein, jedoch belegen Studien im
Zusammenhang mit Apoptose und oxidativem Stress eine Expression beider MAP-
Kinasen in denselben retinalen Strukturen (Roth et al., 2003; Kikuchi et al., 2000).
Ebenso gibt es Ubereinstimmung im ERK-Phoyphorylierungsrhythmus amakriner Zellen
von Xenopus und der circadianen Aktivierung von p38 in den DNy, von Drosophila (Abb.
20). Beide zeigen ein Maximum an phosphorylierter MAP-Kinase wahrend der Nacht
und geringe Spiegel am Tag. Der Praparationszeitpunkt der Retinafarbung dirfte mit
ZT24 daher gut gewdhlt sein und sollte bei ausreichender Spezifitdt der p38b-Gal4
Treiberline sowie Funktionalitdt des p-p38 Antikdrpers, einen Expressionnachweis von
p38 durchaus erbringen.

1118 und

Stattdessen ist lediglich in den sekundéren und tertidaren Pigmentzellen von w
p38b-Gal4; UAS-GFPS®" eine Expression von p38 eindeutig nachweisbar und wird
zusétzlich durch Forschungsergebnisse von Pocrnich et al. (2009) bestétigt.
Pigmentzellen dienen zur Abschirmung der Ommatidia und sorgen im allgemeinen fur
eine Reduktion der Lichtempfindlichkeit (Shoup, 1966; Stark und Sapp, 1988), eine
rhythmische Expression von Uhrproteinen konnte noch nicht beobachtet werden. Die
Expression von p38 sowohl in den sekundaren und tertidaren Pigmentzellen, als auch in
den nicht n&her identifizierten Bereichen des optischen Lobus ist daher mit groBer

Wahrscheinlichkeit eher auf eine Rolle von p38 im Rahmen des programierten Zelltod
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sowie der oxidativen Stressantwort zurlckzufihren. Ein Nachweis in den
Photorezeptorzellen R1 — R8 mittels p-p38 Antikdrper sowie der Reporterlinie p38b-
Gal4; UAS-GFP®®" schlug zwar fehl, muss aber nicht zwangslaufig das Fehlen einer
p38-Expression bedeuten. So zeigt der Antikérper anti-p-p38 im Gegensatz zu anti-p38
und anti-p38b in Gehirnen das starkste Farbesignal, detektiert jedoch nur zweifach
phosphorylierte, aktivierte Isoformen von p38. Sollten diese in den Photorezeptorzellen
zu ZT24 unterhalb des Detektionsspiegels, sprich in zu geringer Menge, vorliegen,
kénnte dies die fehlende Farbung erklaren. Um eine Lokalisation in den
Rhotorezeptorzellen sowie eine Beteiligung an der rhythmischer Oszillationen im Auge
fir p38 mit endgdltiger Sicherheit ausschlieBen zu kénnen, wéaren demnach weitere
Retinafarbungen mit zusétzlichen p38-Antikdrpern und mehreren Farbezeitpunkten
zwingend  erforderlich. Ebenso  konnten  Untersuchungen zum  retinalen
~Uhrproteincyclings“ in Fliegen mit reduziertem p38 Spiegel in den Photorezeptoren eine
mogliche Rolle von p38 in der peripheren Uhr im Komplexauge weiter beleuchten.

5.2 Antikorperfarbungen und Reporterlinien offenbaren p38-

Expression in Uhrneuronen von Drosophila

Im Gegensatz zur peripheren Uhr im Komplexauge, existieren mehrere unabhangige
Studien, die eine Expression von p38 im suprachiasmatischen Nucleus (SCN) von
Hamstern (Pizzio et al., 2003) sowie der Zirbeldriise bei Végeln und Ratten (Hayashi et
al., 2003; Chik et al., 2004) eindeutig belegen und zugleich eine wichtige Funktion
dieser MAP-Kinase fiir circadiane Schrittmacherzentren postulieren. Im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrte Antikérperfarbungen offenbaren nun erstmals auch in der inneren
Uhr von Drosophila eine Expression von p38. Zwar Uberlappen die Farbemuster von
Reporterlinien und Wildtypfliegen nicht in allen Bereichen, das Vorliegen der Kinase in
einzelnen Uhrneuronen ist jedoch mehr als wahrscheinlich.

So lasst eine groBe Ansammlung lacZ-gefarbte Zellkerne im Bereich der lateralen
Neurone in UAS-nuclacZ’®°/p38b-Gal4 Fliegen eine Expression in den I-LN, vermuten,
Kolokalisation von anti-TIM und anti-GFP in den I-LN, von p38-Gal4; UAS- GFP%®’
bestétigen diesen anfanglichen Verdacht. Auch wenn die ektopische Expression eines
Reportergens nicht immer die reelle Expression des Gens widerspiegelt,
Antikérperfarbungen an wildytypischen Gehirnen bekraftigen weitestgehend die
Ergebnisse der Reporterlinien. So offenbarten Dreifachfarbungen mit anti-VRI, anti-PDF
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und anti-p38b (einem p38- Antikdrper der nach Aussagen von Adachi-Yamada sowohl
p38b als auch p38a detektiert) p38-Expression in den I-LN, von CS und zeigten dartber
hinaus ein positives Farbesignal in einer weiteren Uhrneurongruppe, den s-LN,. Dass es
sich hierbei mit groBer Wahrscheinlichkeit ebenfalls um ein reelles Farbesignal handelt,
belegen Microarray Studien in Uhrneuronen von Kula-Eversole et al. (2010). Demnach
weisen s-LN, im Vergleich zu anderen Gehirnregionen eine um das Vielfache hdhere
Menge an p38a mRNA auf, eine Tatsache, die nicht nur auf eine Expression von p38a
hindeutet, sondern gleichzeitig auch eine mdgliche Erklarung fir das fehlende Signal
der s-LN, bei p38b-getriebener GFP- bzw. nukledrem lacZ-Expression liefern kénnte.

Zusatzlich sprechen auch Farbeergebnisse des Antikérpers anti-p38 flir eine Expression
von p38 in den s-LNv. So traten in zwei Fallen bei Gehirnen des Wildtypstamms CS
vereinzelt p38-positive s-LN, auf. Zwar war eine Farbung von Uhrneuronen in den
Ubrigen Praparaten nicht zu erkennen, dies kdnnte jedoch auf das homogene p38-
Grundfarbesignal des gesamten Gehirns zurlickzufihren sein. Farbeergebnisse von
UAS-nuclacZ®®°/p38b-Gal4 und p38-Gal4; UAS- GFP°®*" bekraftigen diesbeziiglich eine
Uber das gesamte Gehirn verteilte, breite Expression von p38b und legen somit eine
Spezifitat dieses Farbesignals nahe. Der Umstand dass hierbei in Reporterlinien einzeln
gefarbte Zellen erkennbar sind, wéahrend wildtypische Gehirne, bis auf wenige
Ausnahmen, insbesondere eine homogene, groBflachige Farbung von Gehirnareale
aufweisen, kénnte mit einer Eigenschaft des UAS/Gal4-Systems zusammenhangen. So
fihrt die gezielte, konstitutive Expression eines Gens unter UAS-Kontrolle haufig zu
einer Verstarkung der Transkription. CS Gehirne hingegen reprasentieren stets die
reelle Expression des Gens. Eine mégliche Hypothese ware demnach, dass sich Zellen
mit einer maBigen p38-Transkriptionsrate in ihrer Farbung nicht deutlich vom
,Hintergrund“ absetzen und infolgedessen, wie im Falle von CS, mit schwach p38-
gefarbten Zellen in direkter Nachbarschaft zu einem grofB3flachigen homogenen
Farbesignal ,verschmelzen®. Darlber hinaus diente bei allen Wildtyp-Farbungen mit
p38b*%°; p38a‘’ ein hypomorpher ,Doppelknockoutstamm® als Negativkontrolle. Selbst
bei kompletter Abwesenheit der p38a Isoform, zeigt dieser eine Restexpression von
p38b und kénnte damit fehlende drastische Intensitatsunterschiede im p38-Farbesignal
von CS Wildtypfliegen und Kontrolle erklaren. Ob auf diese Weise auch die einmalige
Farbung zweier LNy in p38b*%°; p38a‘’ erklart werden kann, bleibt jedoch fraglich.
Zumindest sprechen Verhaltensdaten von dicer2; Pdf-Gald4/+; UAS-p38a™"/+ und
dicer2; Pdf-Gal4/UAS-p38b™*/+; + Fliegen eindeutig fir eine Expression beider
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Isoformen in den s-LN, und den I-LN,. So flhrten reduzierte p38a bzw. p38b Spiegel in
PDF-exprimierenden Neuronen zu einer verspateten Abendaktivitat in LD und langen
Freilaufrhythmen unter konstanten DD-Bedingungen (fir eine detaillierte Beschreibung
des Verhaltensphanotyp siehe Abschnitt 5.4).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, Verhaltensaufzeichnungen, Reporterlinien
sowie p38- und p38b-Antikdrperfarbungen deuten eindeutig auf p38-Expression in den
LN, hin und schlieBen zudem ein Lokalisation in weiteren Uhrneurongruppen nicht aus.
So zeigen Reporterlinien neben einer p38-induzierten Expression von GFP bzw.
nukledrem lacZ im Ubergang von Zentralhirn und optischen Lobus, insbesondere eine
breite Expression im Protocerebrum, dem Bereich der dorsalen Neurone. Zwar ist weder
in den DNy noch in den DN, und den DNj eine eindeutige Kolokalisation mit anti-TIM
erkennbar, Nachweise des Transkriptionsfaktors Mef2 - gut untersuchtes Target des
p38 Signalweg im Muskel von Drosophila (Vrailas-Mortimer et al., 2011) sowie in
Myozyten, Lymphozyten und Neuronen von Saugern (Cox et al., 2003; Han et al., 1997;
Zhao et al., 1999; Mao et al., 1999) - in allen Uhrneurongruppen unterstiitzen jedoch die
Hypothese einer Expression von p38 in allen Uhrneuronen (Blanchard et al., 2010).
Einen weiteren Nachweis liefern Antikérperfarbungen an Wildtypgehirnen mit anti-p-p38.
Diese offenbarten ein deutliches Farbesignal in der DN,, zu ZT21, p-p38-Farbung zu
ZT9 hingegen trat nicht auf. Dass es sich hierbei um ein spezifisches Farbesignal
handelt, zeigen Auswertungen p-p38-gefarbter DN, von w;+ ; p38a"’ und w; p38b**
Knockoutmutanten. Um 50% reduzierte p-p38-Farbeintensitaten der DN;, belegen nicht
nur die Authentizitdt des Farbesignals sondern deuten zugleich auch auf eine
Expression beider Isoformen in diesen Neuronen hin. Dennoch bleibt die Frage,
weshalb abgesehen von den DN;,, nicht auch andere Uhrneurongruppen aktivierte p38a
und p38b MAPK aufweisen. So zeigten auch die s-LNv und |-LNv, Uhrneurongruppen
fir die bereits eine p38-Expression nachgewiesen werden konnte, zu beiden
Zeitpunkten kein positives p-p38 Farbesignal. Eine mdogliche Erklarung kénnte eine
zeitlich als auch ortlich unterschiedliche Aktivierung von p38 sein. So lassen auftretende
Farbeunterschiede der DN;, zu ZT9 und ZT21 ahnlich circadianer p38-
Phosphorylierungsrythmen im SCN von Hamstern (Pizzio et al., 2003) auf eine
rhythmische Aktivierung von p38 im circadianen System der Fliege schlieBen. Dass
dieser Prozess in Abhangigkeit vom Expressionsort méglicherweise auch antizyklisch
stattfinden kann, zeigen ERK-Phosphorylierungsstudien an Mausen (Nakya et al.,
2003). Dort traten MAPK Phosphorylierung und Aktivierung in verschiedenen Arealen
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des SCN zu unterschiedlichen Zeiten auf. Wéhrend im zentralen SCN ERK in der
subjektiven Nacht bis zu 8 Stunden in seiner aktiven, phosphorylierten Form vorlag,
zeigten dorsomediale Areale des SCN am subjektiven Tages nur ein fllichtiges
Maximum an p-ERK. In Ubereinstimmung hiermit offenbaren DN, von wildtypischen
Fliegen im Tagesverlauf, einen Uber die gesamte Nacht verteilten erhéhten Spiegel an
aktivierter p38 MAPK, p-p38-Farbung wahrend der Lichtphase hingegen ist nicht zu
erkennen. Ebenso blieb der Nachweis von aktiver p38 MAPK in weiteren
Uhrneurongruppen, wie den s-LN, und den I-LN,, leider erfolglos. Sollten diese ahnlich
dem dorsomedialen SCN nur flichtige Maxima an phosphorylierter p38 aufweisen,
kénnten Farbeabstdnde mit 4 Stunden zu lang gewahlt sein. Eine Wiederholung der
Farbezeitreihe mit halb- bis einstiidigen Zeitabstdnden wiirde sich aus diesen Griinden
anbieten. Dennoch, trotz noch ausstehender Nachweise von aktivierter p38 in den
ventrolateralen Neuronen der inneren Uhr von Drosophila, legen bisherige
Farbeergebnisse von CS Wildtypfliegen sowie der Reporterlinien UAS-nuclacZ®*°/p38b-
Gal4 und p38-Gal4; UAS- GFP°®" nachdriicklich eine Expression von p38 in allen
Uhrneurongruppen nahe.

5.3 Phosphorylierung von p38 im circadianen System
unterliegt einer licht- und uhrgesteuerten Regulation

Wie bereits in Abschnitt 5.2 angedeutet, lassen p-p38 Antikdrperfarbungen an
wildtypischen Gehirnen, circadiane p38-Phosphorylierungsrhythmen in den DN,
erkennen. Dass diese rhythmische Veranderungen in der Farbeintensitat tatséchlich auf
einer Aktivierung von p38 beruhen und nicht auf zyklischen Schwankungen im p38-
Expressionsspiegels zurtckzufihren sind, belegen p38 mRNA Expressionsdaten aus
CS Kopfextrakten. So offenbaren Wildtypfliegen im Tagesverlauf konstante p38a und
p38b mRNA Spiegel. Zwar spiegeln Kopfextrakte nicht exakt die Expression der inneren
Uhr wieder, sondern reprasentieren vielmehr das Expressionsmuster aller p38-
exprimierender Neurone im Gehirn und Komplexauge der Fliege, Westernblots mit
SCN- (Pizzio et al., 2003) und Zirbeldriisenextrakten (Hayashi et al., 2003) bestatigen
jedoch eine konstante Expression von p38 in Schrittmacherneuronen. Der Tatsache,
dass es sich bei Kopfextrakten um ein Proteingemisch eines ,Zellpool“ handelt, kénnte
auch die Diskrepanz zwischen den in Westerblots beobachteten konstanten p-p38
Spiegeln und den in den DN;, auftretenden rhythmischen Schwankungen in
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phosphoryliertem p38 erklaren. Letztere konnten bereits im SCN von Hamstern
beobachtet werden und sind nach Pizzio und Kollegen (2003) auf eine licht-induzierte
sowie uhrgesteuerte Aktivierung von p38 zurlickzufihren. Mit einem ansteigenden p-
p38 Spiegel bereits ab Mitte Tages bis hin zu einem Abfall gegen Ende der Nacht
unterscheidet sich diese Oszillation jedoch vom p38-Phosphorylierungsrhythmus in den
DN, der Fliege (niedrigem p-p38 Level am Tag und hohen Level wahrend der Nacht),
eine mogliche Erklarung hierfir kénnten Forschungsergebnisse von Nakaya et al.
(2003) liefern. So zeichnen sich im SCN von Mausen Unterschiede im ERK-
Phosphorylierungsrhythmus in Abhangigkeit vom Expressionsort hinsichtlich Zeit und
Verlauf ab. Wéahrend in dorsomedialen Bereichen des SCN die MAP-Kinase ERK zu
Beginn des Tages in seiner aktiven Form vorliegt, zeigen das SCN-Zentrum ein
rhythmisches Phosphorylierungsmuster ahnlich der DN, von Drosophila. Kontrér hierzu
untersuchten Pizzio und Kollegen (2003) nur Proteinextrakte aus ganzen SCN-
Praparaten, eine Differenzierung in zentralen und dorsomedialen SCN fand nicht statt.
Im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte p-p38-Hirnfarbungen unter konstanten
Bedingungen bringen schieBBlich den endgiltigen Nachweis einer Uhr-regulierte
Aktivierung von p38 im circadianen System der Fliege. So bestanden auch in DD
Phosphorylierungsrhythmen von p38 in den DN;, weiter fort und offenbarten zudem
einen signifikant héheren p-p38 Spiegel zu CT18 als gegen Mitte des subjektiven Tages
(CTe). Diese nachtliche Aktivitat von p38 ebenso wie die Uber den Tag verteilten
niedrigen Spiegel an aktiver p38 MAPK, deuten entgegen Berichten von Pizzio et al.
(2003) nicht auf ein zusétzliche lichtinduzierte Phosphorylierung hin. Vielmehr legen 15
Minuten-Lichtpulse zu CT6 und CT18 eine Hemmung der p38-Aktivitat durch Licht nahe.
Dies steht in Einklang mit einem reduzierten p-ERK Spiegel infolge eines nachtlichen
Lichtpulses im zentralen SCN (Nakaya et al., 2003; Sanada et al., 2000) und wilrde
zugleich fur ein Nacht-spezifische Funktion von p38 in den DN, sprechen. Allerdings
bleibt an dieser Stelle zu erwdhnen, dass 15 Minuten-Lichtpulse zu CT14 in den
dorsomedialen Bereichen des SCN auch zu einer Aktivierung von ERK fihrten. Ein
plétzlich auftretendes p-p38-Signal in weiteren Uhrneuronen der Fliege hingegen war zu
CT18 nicht zu erkennen. Nichtsdestotrotz kann eine tagaktive p38 MAPK in der inneren
Uhr der Fliege neben der in DN;, vorliegenden nachtaktiven Form nicht komplett
ausgeschlossen werden, da eine Detektion von phosphorylierter p38 in weiteren
Uhrneuronen, wie den s-LN, und den I-LN,, bisher fehlschlug.



DISKUSSION 105

5.4 Modifizierte p38 Spiegel in Uhrneuronen fiihren zu
Veranderungen in der rhythmischen Laufaktivitat

Nachdem die Expression und uhrgesteuerte Phosphorylierung von p38 bereits erste
Hinweise auf eine bedeutende Rolle dieser MAPK im circadiane System von Drosophila
melanogaster lieferten, komplementieren durchgeflhrte Aktivitdtsaufzeichnungen von
Fliegen mit modifizierten p38 Level schlussendlich diese Hypothese. Grundsétzlich
stellen Laufaktivitatsrhytmen einen zuverlassigen und robusten Output der inneren Uhr
dar, Abweichungen lassen daher meist auf Stérungen innerhalb des biologischen
Chronometers schlieBen. So deuten auch der verspatete Abendaktivitatsanstieg in LD
sowie die verlangerte Freilaufperioden unter DD-Bedindungen in p38a™* und p38b™*
Fliegen verstarkt auf gestérte Rhythmen im circadianen Schrittmacherzentrum hin. Die
Tatsache, dass p38b™*-Fliegen langere Freilaufperioden als p38a™*-Fliegen
aufweisen und zudem der p38b mRNA-Spiegel in CS Kopfextrakten im Vergleich zu
p38a mRNA deutlich erhéht ist, weist darliber hinaus auf einen bedeutendere Rolle der
p38b Isoform fir die inneren Uhr hin.

Neben der verspateten Abendaktivitdt und einer Freilaufperiode von 25,3 h fiel in
dicer2;UAS-p38b""/tim-Gal4;+ dariber hinaus eine vergleichsweise hohe Anzahl
arrhythmischer Fliegen auf. In Anbetracht der Tatsache dass Arrhythmizitat
grundsatzlich ausschlieBlich infolge eines RNAi-vermittelten Knockdown nicht aber bei
Expression von p38b'P- bzw. p38b°MS-Konstrukten auftrat, kénnte dies auf einen
potentiellen ,off-target“ Effekt von p38b™*' hindeuten. Wie bereits in Abschnitt 4.3.1 kurz
erwahnt, kénnen ,off-target Effekte bei Anwendung der RNAi Technologie nie vdllig
ausgeschlossen werden. Zudem macht die RNAi Expression in einer groB3en Anzahl an
Zellen, wie zum Beispiel im Falle von dicer2;UAS-p38b™*/tim-Gal4;+, das Auftreten
dieser Effekte sogar noch wahrscheinlicher. In Ubereinstimmung damit sank die Zahl

b™ A" auf allein 16 Neurone

arrhythmischer Fliegen um 50%, als die Expression von p38
im Gehirn (dicer2;UAS-p38b™*/Pdf-Gal4:+) beschrankt wurde (yx*-test: x* = 17.02; p <
0.001). Zusétzlich zeigen dicer2; UAS-p38b™"/Pdf-Gal4; + Fliegen im Vergleich mit
ihrer UAS-Kontrolle nur eine Phasenverschiebung nicht aber Amplitudenunterschiede im
PER- und TIM-Cyling der s-LN,. Der Hohe Prozentsatz arrhythmischer Tiere in
dicer2;UAS-p38b™/Pdf-Gal4;+ und dicer2;UAS-p38b™/tim(UAS)-Gal4;+ ist deshalb
mit groBer Wahrscheinlichkeit auf einen sog. ,off-target* Effekt des p38b™ ' Konstrukts
zurtickzufiihren. Periodenverlangerung und verzdgerter Abendaktivitatsbeginn hingegen

scheinen in der Tat eine Folge reduzierter p38 Leveln in der inneren Uhr zu sein. So ist
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in w; UAS-p38b"®°/timUAS-Gal4; UAS-p38b/%/+ und w; UAS-p38b"P%/Pdf-Gal4; UAS-
p38b"P%/+ Fliegen der gleiche Verhaltensphanotyp zu beobachten. Ebenso fiihrt die
Expression eines dominant-negatives UAS-p38b Transgens in PDF- bzw. TIM-
exprimierenden Neuronen (UAS-p38b°"S; Pdf-Gald/+; + bzw. UAS-p38b°NS; tim-Gal4/+;
+) zu einem verzdgerten Anstieg der Abendaktivitat in LD und verursacht zugleich, im
Falle von UAS-p38b°"°: Pdf-Gal4/+; +, mit einer Periodenldnge von bis zu 26,5 h unter
allen aufgezeichneten p38 Mutanten den starksten Effekt auf das Freilaufverhalten.
Uberraschenderweise zeigen w; p38b**; + und w; +; p38a"’ Singleknockoutmutanten
ebenso wie heterozygote Doppel-Knockoutkombinationen (p386°%/+; p38a‘'/+,
p38b°/+; p38at" und p38H**°; p38a‘'/+) wildtypisches Laufverhalten ohne
Auffalligkeiten. Dies ist moglicherweise auf die redundante Eigenschaft beider Isoformen
zurlckzufihren, Spekulation hierzu werden jedoch detaillierter in Abschnitt 5.5
diskutiert. Im gleichen MaBe erstaunlich ist die Tatsache, dass ein Uberexpression von
p38b im circadianen System nicht zu kurzen Freilaufperioden und den somit erwarteten
gegenteiligen p38b™* Effekt fiihrt.

Zusammen mit den Aktivititsdaten der p38a™ p38b™* p38b'® sowie der p38b°V°
Fliegen deutet dies daraufhin, dass die in den Uhrneuronen vorkommende wildtypische
Menge an p38 vermutlich einen kritischen Schwellenwert reprasentiert. Wird dieser nicht
erreicht, gerat das sensible Zusammenspiel von p38 und innerer Uhr auBer Kontrolle
und die Folgen werden als verspatete Abendaktivitdt und lange Freilaufperioden im
Verhalten sichtbar.

5.5 Funktionelle Redundanz als mdéglicher Grund fehlender
Verhaltensphanotypen in p38a und p38b Single-
Knockoutmutanten

Ein auf den ersten Blick nicht zu erwartendes Ergebnis der Aktivitatsaufzeichnungen
war der fehlende Verhaltensphanotyp (verspateter Abendaktivitatsbeginn, lange
Freilaufperiode) in p38a"" und p38b** Single-Knockoutmutanten. Diese beruhen jedoch
vermutlich auf der funktionelle Redundanz beider p38-Isoformen, einer Eigenschaft die
insbesondere bei Signalwegsproteinen weit verbreitet ist (Cutler and McCourt, 2005). In
diesem Fall Ubernimmt bei Verlust eines Proteins ein gleichwertig anderes dessen
Aufgabe und Funktion. Dieser lebensnotwendige, kompensatorische Mechanismus

kommt jedoch vermutlich nur zum Tragen, wenn bei Anwesenheit einer p38-Isoform die
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anderen komplett fehlt, nicht aber wenn sie in reduzierter Menge vorliegt. So traten in
den hier durchgefiihrten Verhaltensexperimenten lange Freilaufperioden nur dann auf,
wenn Uhrneurone, wie beispielsweise im Falle von dicer2;UAS-p38b™*/Pdf-Gal4,+
bzw. dicer2; Pdf-Gal4/+; UAS-p38a™/+, entweder einen reduzierten p38a bzw. p38b
Spiegel aufwiesen, nicht aber wenn die jeweilige Isoform vollstandig im gesamten
Organismus fehlte. In diesem Fall zeigten Single-Knockoutmutanten wildtypische
Aktivitatsrhythmen. Eine mdgliche Erklarung konnte die Tatsache liefern, dass p38
MAP-Kinasen als essentielle Regulatoren zahlreicher physiologischer und
metabolischer Prozesse schon frih in der Entwicklung (Inoue et al., 2001) und zugleich
in vielen Zellen eine entscheidende, Uberlebensnotwendige Rolle spielen. Fehlt eine
Isoform vollstandig, ist der Organismus gezwungen diesen Verlust mdglichst effizient
ausgleichen um so das eigene Uberleben zu sichern. Eine Isoform von p38 (ibernimmt
in Anbetracht dessen zusatzlich die Funktion der anderen. Liegt hingegen wie in
dicer2;UAS-p38b™/Pdf-Gal4;+ Fliegen p38b nur in reduzierter Menge vor bzw. treten
reduzierte Expressionsspiegels von p38b nur in den fir das Uberleben nicht
notwendigen Uhrneuronen auf, sind diese Auswirkungen fur den Organismus potenziell
nicht lebensbedrohlich. p38a ,springt® nicht ein und Auswirkungen reduzierter p38b
Spiegel werden auf Verhaltensebene sichtbar.

Die Lebensnotwendigkeit von funktioneller Redundanz wird auch bei Betrachtung der
Uberlebensrate von Fliegen mit einer homozygoten Kombination beider Nullallele
(p38b**>; p38a"") deutlich. So sind Doppel-Knockoutmutanten nicht Giberlebensfahig und
sterben bereits frih im Laufe ihrer embryonalen Entwicklung (siehe Tab. A4; Craig et al.,
2004; Adachi-Yamada et al., 1999; Vrailas-Mortimer et al., 2011). p38a*' und p38b**
Single-Knockoutmutanten  hingegen offenbaren normale Uberlebensraten und
wildtypische Verhaltensrhythmen. Da in beiden Fliegenlinien zudem weder p38b mRNA
Level noch p38a mRNA Level erhéht sind, scheint eine wildtypische Proteinmenge an
p38b bzw p38a auszureichen, um circadiane Verhaltensrhythmen zu generieren und
aufrechtzuerhalten. Ebenso belegen mRNA-Expressionsdaten in Kombination mit
Verhaltensdaten von p38b**’/+; p38a"'/+, p38b'*/+; p38a"’ und p38b**; p38a"'/+, dass
das Vorliegen eines wildtypischen Allels im heterozygoten Zustand allein schon
ausreicht, um eine anndhernd wildtypische Menge an mRNA und folglich Protein zu
erzeugen und wildtypische Verhaltensrhythmen hervorzurufen. Wird hingegen, wie im
Falle von dicer2; UAS-p38b™//tim(UAS)-Gal4; UAS-p38a™"/+ oder der hypomorphen
Knockoutmutante p38b*%°/+; p38a’, ein kritischer Schwellenwert an p38 mMRNA
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unterschritten, kommt dieser kompensatorische Mechanismus zwischen den Isoformen

nicht mehr zum Tragen. Der Verlust auf Proteinebene wird auch im Verhalten sichtbar.

5.6 p38 phosphoryliert PER und steuert dessen Wanderung in
den Zellkern

Lange Freilaufperioden im Verhalten werden haufig mit mutierten ,Uhr-Kinasen“ (Preuss
et al., 2004; Lin et al., 2002; Cyran et al., 2005), Mutationen in Phosphorylierungsstellen
des Uhrproteins PER (Lin et al., 2005; Garbe et al., 2013), sowie mit dessen verzdgerter
Wanderung in den Zellkern (Akten et al., 2003; Cyran et al., 2005; Ko et al., 2010) in
Verbindung gebracht. Dreh- und Angelpunkt in allen Fallen ist stets eine fehlende bzw.
fehlerhafte Phosphorylierung von PER. Dass dieser Prozess auch in den hier
verwendeten p38 Mutanten betroffen ist, bestatigen Westernblots von Kopfextrakten des
Stammes UAS-p38b°"S, cry-Gal4/+; +. So zeigen Fliegen mit modifiziertem p38b
Spiegel in innerer Uhr und Komplexaugen zwar rhythmische Schwankungen im Protein-
wie Phosphorylierungsgrad von PER, der Phosphorylierungsgrad des Uhrproteins bleibt
jedoch zu allen Zeitpunkten deutlich unter dem der UAS-Kontrolle. Am stérksten tritt
dieser Effekt in der Dunkelphase in Erscheinung. Dieser Umstand Kkorreliert
hervorragend mit der im Rahmen dieser Arbeit beobachteten, auf die Nacht
beschrankten Aktivitdt von p38, und legt zudem die Vermutung nahe, dass p38 die
Phosphorylierung von PER in der Nacht begtinstigt. Eine Reduzierung von p38 und
folglich auch der PER-Phosphorylierung, koénnte demzufolge den in der Nacht
erfolgendenKerneintritt des Uhrproteins verzégern und auf diese Weise zu signifikant
langeren Freilaufperioden im Verhalten flhren.

Einen p38-abhangigen Effekt auf molekularer Ebene bestatigen auch verlangerte
Perioden im Uhrproteincycling von kultivierten S&ugerzellen nach in vitro Applikation
eines p38-Inhibitors (Yagita et al., 2009). Ebenso offenbaren s-LN, von dicer2; UAS-
p38b™4/Pdf-Gal4; + Fliegen in DD, neben zusatzliche ,Nebenmaxima“ im PER- und
TIM-Cycing insbesondere eine deutliche Phasenverschiebung beider Kurven im
Vergleich zum Kontrollstamm. Auch wenn die Phasenverschiebung nicht exakt den
Periodenunterschied zwischen dicer2; UAS-p38b™*/Pdf-Gal4; + und Kontrollstamm
wiedergibt, so steht sie doch im Einklang mit der langen Freilaufperiode der Mutante.
Dennoch muss an dieser Stelle erwdhnt werden, dass Farbedaten nur das nukleare
Signal der s-LN, repasentieren und nicht in Relation zum Gesamtsignal der Zelle gesetzt
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wurde. Es kann daher lediglich von einem Effekt auf das Uhrproteincycling, nicht aber
auf den Kerntransport der Uhrproteine gesprochen werden. Diesen Nachweis erbringen
s-LN,- und I-LN,-Daten von UAS-p38b°NS; Pdf-Gal4/+; + in LD 12:12. So zeigt das
nukledre Farbesignal in beiden Fallen, auch nach erfolgter Normalisierung zum
zellularen PER-Signal, fir UAS-p38b°NS; Pdf-Gal4/+; + Fliegen ein deutlich spateres
Maximum an nukledren PER als in der UAS-Kontrolle. Da sich die Kurven beider
Stdmme ansonsten nicht signifikant voneinander unterschieden, spricht dies in
Anbetracht des verzdgerten Kernimports von PER flur einen Effekt von p38 auf die
Geschwindigkeit, nicht aber auf die Stabiliat und Robustheit der molekularen Uhr.

Mit dem Uhrprotein PER konnten im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte in vitro
Phosphorylierungsassays zudem gleichzeitig ein potentielles Target von p38 im
molekularen Uhrwerk identifizieren. So lassen GST-PER'’® und GST-PER®®'2'8
Konstrukte nach Inkubation mit Hexa-Histidin markiertem p38b und ATP deutliche
Bandenshifts nach 30 und 60 Minuten erkennen. Im Falle von GST-PER®®'#'8 waren,
sowohl auf dem Coomassie gefarbeten Harnstoffgel, als auch auf der mit einem PER-
Antikérper inkubierten Nitrozellulosemembran, darlber hinaus mehrere definierte
Banden auf Héhe des PER-Signals zu erkennen. Eine Tatsache die explizit auf eine
Mehrfach-Phosphorylierung von GST-PER®®'?'® durch p38 schlieBen lasst. Diese
mogliche Phosphorylierung an unterschiedlichen Stellen in der PER-Proteinsequenz
kébnnte PER auf eine Phosphorylierungen durch weitere Kinasen vorbereiten und
zugleich die, insbesondere wahrend der Dunkelphase, geringere Menge an
phosphoryliertem PER in Fliegen mit veranderten p38b Level erkldren (Abb. 34). Als
Folge dieser verminderten Phosphorylierung kénnte PER verspétet in den Zellkern
wandern und so durch Verdnderung des molekularen Rhythmus zu einer verspateten
Aktivitat unter LD- oder Freilauf-Bedingungen fuhren.

In Ubereinstimung mit dieser Hypothese einer Mehrfach-Phosphorylierung durch p38,
offenbaren Web-Tools zur ldentifizierung potentieller Phosphorylierungsstellen in der
Tat mit Ser®®' und Ser”” zwei mutmaBliche p38-Phosphorylierungsstellen im GST-
PER®® 28 peptid. Fiir erstere konnte bereits eine in vitro Phosphorylierung durch ERK
nachgewiesen werden (Ko et al, 2010). Da ERK- und p38-Signalwege im
Kommunikationsnnetzwerk jedoch eng mit einander verschaltete sind (Abb. A1) und
Mutanten mit blockierter Ser661 Phosphorylierungsstelle @hnlich der hier getesteten
p38-Mutanten eine verzégerte nukledren Translokation von PER sowie lange

Freilaufrhythmen unter konstanten Dauerdunkel-Bedingungen aufweisen, wéare auch
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eine Phosphorylierung von Ser® durch p38 durchaus denkbar. Radioaktive
Kinasenassays (Abb. 37) mit mutierten GST-PER®®'?'® Peptiden (GST-PER®®
'218661G, GST-PER®®'?'%975G und GST-PER®®'?'8%661/975G) erharten diesen
Verdacht (Dusik et al., 2014).
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Abbildung 37: Nachweis in vitro phosphorylierter mutanter GST-PER®*®*'%'® Konstrukte mittels
radioaktiven Kinasenassays und Autoradiographie.

Radioaktive Kinasenassays wurden mit den angegebenen GST-PER Fusionsproteinen und GST-p38b
durchgefiihrt. Kontrollreaktionen fanden in Abwesenheit von GST-p38 oder mit GST in Verbindung mit GST-
p38b statt. Das Coomassie-gefarbte Gel diente als Ladungskontrolle flir die angegeben
Proteinkombinationen, Phosphorylierungen von GST-PER hingegen wurden mittels Autoradiographie
nachgewiesen. Zur Quantifizierung des Signals (rechte Spalte) wurden 5 unabhéngige in vitro
Kinasenassays durchgefuhrt und ausgewertet. Fir jede Reaktion innerhalb eines Experiments wurde das
Autoradiographiesignal zur entsprechenden Coomassie-gefarbten Proteinbande normalisiert. Die Werte im
Graph sind als Prozentsatz der GST-PER®*®'#'® Phosphorylierung angegeben (100%; * p,0.05, ** p,0.005)
(nach Dusik et al., 2010).

So lies die deutliche Reduktion im Phosphorylierungsgrad aller drei Peptide nach
Inkubation mit GST-p38b, die Autoren auf eine in vitro Phosphorylierung von Ser®®' und
Ser®”® durch p38 schlieBen. Ob dies auch in vivo der Fall ist, milssen weitere Studien
zeigen.

Zusammenfassend weisen hier gezeigte Daten auf einen direkten Effekt von p38 auf
das circadiane Laufverhalten wie den molekuaren Mechanismus der inneren Uhr hin.
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Neben Auswirkungen auf den Phosphorylierungsgrad von PER sowie dessen
Wanderung in den Zellkern, kdnnte p38 aufgrund der Menge an potentiellen Targets im
circadianen System von Drosophila, das Uhrwerk jedoch auf unterschiedliche Weise
beeinflussen. Mit das wichtigste Zielprotein von p38 kbénnte wie hier gezeigt
moglicherweise das Uhrprotein PER sein. Alles in allem rickt dies p38 ins Zentrum
zahlreicher Signalweg, welche circadiane Rhythmen kontrollieren kénnen. In Anbetracht
seiner bekannten Rolle in der Stressantwort, kénnte p38 dariiber hinaus sogar als eine
Art Faktor fungieren, der die Antwort auf externe Stimuli von innerer Uhr und
Stresssystems miteinander verrechnet. Weitere Studien sind jedoch nétig um diese
interessante mdégliche Verbindung beider Systeme im Detail weiter zu entschlisseln.
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MAPK-Signalwege im Sauger (https://de.wikipedia.org/wiki/MAP-Kinase-Weg).

Abbildung A1:

Dargestellt sind ERK-, JNK- und p38-Signalweg des Saugers. Gemeinsame Signalwegskomponenten
verdeutlichen nicht nur die Komplexitat des intrazellularen Kommunikationnetzwerks, sondern lassen auch

die Variabilitdt des Systems und die Méglichkeit zum ,Feintuning” erkennen.
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Tabelle A1:  Anatomisches Expressionsprofil von p38a mRNA in Drosophila melanogaster
(http://flyatlas.org)

|Tissue |mRNA Signal |Present Call |Enrichment |Aﬂ:y Call
|Brain 44 £ 2 4 of 4 10,30 IDown
|Head |96 £ 3 |4 of 4 |0.60 [Down
|Eye |86 £ 7 4 of 4 |0.56 [Down
|Thoracicoabdominal ganglion |50 +1 |4 of 4 |O.30 |Down
[salivary gland 180 £ 18 [4of 4 11.16 [None
|crop 441 £ 12 |4 of 4 |2.90 lup
[Midgut 343+ 12 |4of4 [2.20 lUp
[Tubule 107 £3  [40of4 |0.70 [Down
[Hindgut 261+ 11 |40of4 11.70 IUp
[Heart 217 £ 15 |4 of 4 11.40 lup
|Fat body 130+ 13 |[4of4 0.84 [Down
[Ovary 260 £2  |40of4 [1.70 lup
|Testis 165+7  |4of4 11.10 [None
[Male accessory glands |98 + 3 |4 of 4 |0.60 [Down
|Virgin spermatheca |81 +3 |4 of 4 |O.53 |Down
|Mated spermatheca |92 +2 |4 of 4 |O.60 |Down
[Adult carcass 133 £6 |4 of 4 10.90 [Down
Larval CNS 109 £8  |40of4 071 [Down
|Larva| Salivary gland |205 +9 |4 of 4 |1.33 |Up
[Larval midgut 358 £ 34 [40of4 |2.32 [Up
|Larval tubule 220+7  |4of4 11.40 lup
|Larval hindgut 344+7  |4of4 [2.23 lUp
[Larval fat body 190 £ 10 |4 of 4 [1.20 [Up
|Larvel trachea 311 +27 |40of4 12.01 IUp
|Larva| CArcass |241 +5 |4 of 4 |1.56 |Up
[s2 cells (growing) 365 £ 11 [40of4 |2.37 [Up

[Whole fiy [154+4 [aof4 | |
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Tabelle A2: Anatomisches Expressionsprofil von p38b mRNA in Drosophila melanogaster
(http://flyatlas.org)

|Tissue |mRNA Signal |Present Call |Enrichmemt |19\ny Call
|Brain 2024 |daof4 0.70 [Down
[Head 221 £3 |4of4 10.80 [Down
|Eve 267 £6  [d4of4 0.99 INone
|Thoracicoabdominal ganglion |214 6 |4 of 4 |O.80 |Down
[salivary gland 540 £ 19 |4 of4 11.99 IUp
|Crop 468 £5  [40of4 11.70 IUp
(Midgut 430 £ 16 |4 of 4 11.60 Up
[Tubule 7348 |d4of4 |2.70 IUp
[Hindgut 384 +7  [4of4 11.40 IUp
IHeart 2a2+4  |daof4 0.90 [Down
|Fat body 240 £ 21  |[40of4 l0.89 INone
|Qvary 324 5  |d4of4 11.20 IUp
|Testis 29 £ 3 |4 of 4 0,10 [Down
|Male accessory glands |288 +7 |4 of 4 |1. 10 |Nor'|e
|Virgin spermatheca |222 + 10 |4 of 4 |O.82 |Down
|Mated spermatheca |259 + 9 |4 of 4 |O.96 |None
[Adult carcass 276 £ 10 |4of4 [1.00 [None
|Larval CNS 271 + 14 [d40of4 11.00 INone
|Larva| Salivary gland |273 6 |4 of 4 |1.0l |Nor'|e
[Larval midgut 504 +4 |4of4 11.86 IUp
|Larval tubule 574 £20 |40of4 2,10 IUp
|Larval hindgut 369 £ 16 |4 0of4 11.36 IUp
[Larval fat body 131 £ 10 [4of4 10.50 Down
|Larval trachea 303 +7  |d4of4 .12 IUp
|Larua| carcass |279 +7 |4 of 4 |1.03 |None
[s2 cells (growing) 346 £ 10 |4 of4 11.28 IUp

[Whole fly 271 +2 [40of4 | |
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Tabelle A3: Anatomisches Expressionsprofil von p38c mRNA in Drosophila melanogaster
(http://flyatlas.org)

|Tissue |mRNA Signal |Present Call |Enrichment |AFF\/ Call
|Brain 3+0 0 of4 l0.10 [Down
[Head |20 + 3 |4 of 4 [0.60 [Down
[Eye B £1 3 of 4 l0.25 [Down
|Thoracicoabdomina| ganglion |5 0 |1 of 4 |O.20 |Down
|Sa|ivarv gland |4 + 2 |O of 4 |O. 14 |Down
|crop 3£1 1 of 4 lo.10 [Down
[Midgut 313+9  |4of4 |9.30 IUp
[Tubule 319 £ 11 |4of4 [9.50 IUp
[Hindgut 70 £5 |4 of 4 |2.10 IUp
[Heart 36 £ 2 4 of 4 [1.10 INone
[Fat body 106 £ 15 |4 of 4 [3.18 IUp
|Ovary 3+0 12 of 4 lo.10 [Down
|[Testis 2£0 0 of 4 l0.10 [Down
[Male accessory glands 9+ 2 11 of 4 [0.30 [Down
|Virgin spermatheca |104 + 3 |4 of 4 |3. 10 |Up
|Mated spermatheca |147 + 26 |4 of 4 |4.38 |Up
|adult carcass 38 +£3 |4 of 4 [1.10 None
Larval CNS 3+1 12 of 4 lo.11 [Down
|Larva| Salivary gland |6 0 |O of 4 |O. 19 |Down
|Larval midgut 226 £ 14 |4 0of4 6.73 IUp
[Larval tubule 202+9 |[4of4 l6.00 IUp
|Larval hindgut 71 £2 4 of 4 [2.12 lUp
|Larval fat body 169 £ 13 |4 0of4 [5.00 IUp
Larval trachea 2+ 1 0 of 4 |0.06 [Down
|Larva| Carcass |5 +0 |O of 4 |O. 16 |Down
[52 cells (growing) 1919  |[40of4 [5.68 Up

[Whole fly 33 +3 |4 of 4 | |
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anterior posterior

Canton S

p38b25; p38at’ p38b°A%5 p38at’

C2 D2

Abbildung A2: p38b-Antikorperfiarbung in CS und p38b*%; p3sa*’.

Gezeigt sind reprasentative anteriore (rechts) und posteriore Ansichten von §)38b gefarbten Gehirnen des
Wildtyps Canton S (A und B) sowie der hypomorphen Doppelknockout p386*%°; p38a"" (mittlere C und D) zu
ZT19. CS zeigt eine deutliche p38b-Farbung im Bereich zwischen Zentralhirn und optlschen Lobus (Pfeile in
A) sowie im dorsalen Protocerebrum (Pfeile in B). Diese tritt zu Teilen zwar auch im hypomorphen
Kontrollstamm auf, ist aber deutlich weniger schwach ausgepragt (C und D) und deutet damit auf ein reelles
Farbesignal hin. anti-p38b:griin; anti-VRI: magenta; anti-PDF:blau; MaBstab: 10 uym; (modifiziert nach Dusik
et al,, 2014).
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Abbildung A3: p38b mRNA Expression in dicer2; UAS-p38b™ " /timUAS-Gal4;+

Gezeigt sind Standardfehler und zum Wildtyp normalisierte Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten pro
Genotyp. Expressionsdaten von dicer2; UAS-p38b™*/timUAS-Gal4;+ offenbaren keinen sichtbare
Reduktion in p38b mRNA im Vergleich zum Wildtyp sowie zu den entsprechenden Kontrollen. Nicht
signifikante Unterschiede (p>0,05) sind durch ,n.s.” gekennzeichnet.

A B
1,2 - . 1,2 - — *
% 1,0 A | % 1,0
E 0,8 T E 0,8 T
© 0,6 - 2 06 -
@ o Y
2 04 - I 3 04 - B
T 0,2 - ° 02
0,0 - 0,0 -
\ 6 ' . 5
& ffﬁ\ @'&b‘\x I O
SRl P
Q’Q X4 @ = X4 '&b‘
Na W o2 1 & ST ¢
X4 & \)P~ \) 6’0
W ng? KR o
o »

Abbildung A4: p38a und p3sb mRNA Expression in w; + ;UAS-p38a™%/da-Gal4 und w; UAS-
p38b™4/s.; da-Gald/+.

Expressionsdaten von 3 biologischen Replikaten pro Fliegenlinie wurden innerhalb des Genotyps gemittelt
und zur wildtypischen Expression normalisiert. Quantitative real-time PCR legen eine hoch S|gn|f|kante
Reduktion in p38a mRNA in w; +;UAS-p38a ANA/da-Gal4 dar und bestatigen die Effektivitdt des p38a ANA
Transgens (A). Selbes Bild ergibt sich bei Betrachtung p38b mRNA in w; UAS-p38b™"/+; da-Gal4/+ (B).
Auch hier spricht die signifikante Reduktion auf 50% der urspriinglichen wildtypischen p38b mRNA-Menge
eindeutig fir die Wirksamkeit des p38bRNA’ Transgens. *: p<0,05; **: p<0,001; (modifiziert nach Dusik et al.,
2014).
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Tabelle A4: Rhythmizitat und Freilaufperiode aller in DD aufgezeichneter Genotypen.

Genot arrhythmisch'  rhythmisch Periode Power?
yp (%) (%) (h+SEM)  (%V + SEM)

w;UAS-p38b™/4 ;+ 32 3 97 23,4+0,04 354+1,49
dicer2;Pdf-Gald/+ ;+ 31 0 100 24,3+0,05 385+1,84
dicer2;tim(UAS)-Gald/+ ;+ 32 3 97 24,1+0,06 385191
dicer2;UAS-p38b™*/ Pdf-Gal4;+ 31 42 58 24,8 +0,11 38,3 £3,23
dicer2;UAS-p38b™*/ tim(UAS)-Gal4;+ 28 93 7 25,3+0,35 42,4 +8,00
w;UAS-p38b'%/+ ;UAS-p38b""%/+ 31 13 87 23,8+0,04 339+1,52
w;Pdf-Gald/+ + 30 3 97 24,0+0,07  356+225
w;tim(UAS)-Gal4/+ ;+ 32 0 100 24,1+0,04 40,1 +2,05
w;UAS-p38b'®%/ Pdf-Gal4;UAS-p38b""%/+ 32 6 94 25,1+0,07 355+1,48
w;UAS-p38b'%/ tim(UAS)-Gal4; UAS-p38b/™°/+ 30 3 97 25,1+0,08  356+1,89
UAS-p38b™" 514+ 32 6 94 24,0+0,04 342+1,56
UAS-p38b°"S:Pdf-Gald/+ ;+ 32 3 97 26,5+0,09  30,0+0,93
UAS-p38b°" 5 tim(UAS)-Gald/+ ;+ 30 3 97 259+0,06 34,1+1,93
UAS-p38b*++ 32 22 78 232+0,06 222+1,07
UAS-p38b* ;Pdf-Gald/+ ;+ 31 0 100 253+0,04 355+1,85
UAS-p38b*;tim(UAS)-Gald/++ 29 0 100 255+0,06  41,7+224
w;+;UAS-p38a™A/s 32 0 100 23,8+0,05 44,7 +257
dicer2;Pdf-Gal4/+;UAS-p38a™"/+ 32 0 100 246+0,06 47,9+2,62
dicer2;tim(UAS)-Gal4/+;UAS-p38a™/s 32 6 94 24,5+0,07  39,1+1,81
dicer2;UAS-p38b™4/ +;,UAS-p38a™/+ 32 12 88 23,9+0,05 26,3+1,37
dicer2;UAS-p38b™tim(UAS)-Gal4;

- 27 41 59 24,9+0,08  26,3+1,99
UAS-p38a™""/+
w;UAS-p38b™"/+; UAS-p38a™"/s 32 12 88 23,9+0,05 26,3+1,37
dicer2;UAS-p38b™*/ tim(UAS)-Gal4;
UAS 938 32 41 59 24,9+0,08  26,3+1,99
w''’® 32 10 90 23,3+0,07 24,5+1,05
p38a"’ 29 47 53 232+0,10 237+1,35
38" 29 14 86 236+0,08  324+1,30
p38b°**° 28 21 79 23,7+0,07  283+1,91
p38b**/+; p38a'/+ 32 19 81 23,4+0,04 31,2+2,80
p38b°**/+; p38a’! 32 32 68 23,4+0,07 29,2+2,06
p38b°**; p38a"/+ 31 13 87 23,4+0,06 259+1,03
p38b°%; p38a’ * 0 - - - -

Pro Genotyp wurden je 32 Fliegen aufgezeichnet. n gibt die Anzahl noch lebender Tiere am Ende des
Verhaltensexperiments wieder. Power und Periodenldnge rhythmischer Fliegen wurden mittels x -
Periodogrammanalyse bestimmt, innerhalb eines Genotyps gemlttelt und sind mit Standardfehler (SEM)
Fliegen mit einer Power < 20 wurden als arrhythmisch deklariert. > Power ist ein MaB der Rhythleltat und
wird als % der Varianz angegeben. * Alle Tiere des hypomorphen Doppelknockoutstamms p38b* 2 p38a
verstarben wahrend der Verhaltensaufzeichnungen. Nur insgesamt 2 Fliegen Uberlebten die ersten 6 Tage
in DD — eine Auswertung der DD-Daten war aufrgund des kurzen Aufzeichnungszeitraum jedoch nicht
mdglich (modifiziert nach Dusik et al., 2014).
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Tabelle A5: Mittels Massenspektrometrie identifizierte phosphorylierte Serin- und Threoninreste in
der Period Proteinsequenz von Drosophila melanogaster (Garbe et al., 2013)

Residue A-Score PPase Predicted i Residue A-Score PPase Predicted
Inhibitor Kinase' Inhibitor Kinase'
S§422 <10 PP2A DBT/CK1 i Teos? 10~19 PP2A Many
503 >19 PP2A CK1, AGC, GRK T610235 >19 None DBT/CK1
S972 10~19  None CK1, TKL i 561338 >19 None DBT/CK1
§109 >19 PP2A PKC T633 10~19 PP2A GSK3, CDK, MAPK
51492 >19 None Many, CK1, ATM, IKK: S7732 >19 PP2A Many
51512 >19 None Many, CK2 T808 >19 PP2A/PP1 Many
51532 >19 None Many, CK2 S815 >19 PP2A ATM
S174 >19 PP2A  Many, cdc2, MAPK | S8262 10~19 PP2A Many
S177 >19 PP2A IKK, i S865 10~19 None MLK
5199 >19 PP2A NA 58762 10~19 PP2A MLK, Wnk
T207 >19 PP2A MLK, CAMK i T883? >19 PP2A/PP1 Many, cdc2, MAPK, CDK
T219 >19 PP2A STE, : T1077 >19 PP2A Many, MAPK
T228 >19 PP2A STE, 51080 >19 PP2A TKL, PKC
S§516 >19 PP2A Many, PKG {os1102 <10 PP2A Many, CK2
S542 >19 PP2A Many i 811032 10~19 PP2A Many, ATM, IKK
T5834 >19 None DBT/CK1 i 51148 <10 PP2A AGC, GRK
§58524  >19  None DBT/CK1 ¢ s1187 >19 None Many, ATM, MAPK
859624  »19  None NEMO/NLK i
Substrat- Negativ-
zugabe kontrolle
. -
Hisg-p38a + + + + + - +
ATP - + + + + + -
GST- PER 700 - - + + + + +

0 100 10° 300 60° 300 30

Abbildung A5: In vitro Phosphorylierung von GST-PER'® durch Hiss-p38a.

Nicht-radioaktive in vitro Kinasensassays mit Hisg-p38a und anschlieBender immunhistochemischer
Farbung mit anti-PER und anti-p38 zeigen im Gegensatz zu Hise-p38b keine augenscheinlichen
Bandenshifts fir GST-PER'®. Durchfiihrung der Phosphorylierungsassays erfolgte wie in Abschnitt 3.4.6
und Abbildung 31 beschrieben. Zahlenwerte unterhalb des Blots reprasentieren Minutenwerte nach
Kinasenzugabe bzw. im Fall von Ansatz 2 Minutenwerte nach Zugabe von ATP.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Circadianes und Stress-System sind zwei physiologische Systeme, die dem
Organismus helfen sich an Veranderungen ihrer Umwelt anzupassen. Wahrend
letzteres spontane und schnelle Antworten auf akute, unvorhersehbare Umweltreize
liefert, sagt das circadiane System taglich wiederkehrende Ereignisse vorher and
bereitet den Organismus so vorzeitig auf diese nahende Umweltverdanderung vor.
Dennoch, trotz dieser unterschiedlichen Reaktionsmechanismen agieren beide Systeme
nicht komplett autonom. Studien der vergangen Jahre belegen vielmehr eine Interaktion
beider Systeme. So postulieren sie zum einem Unterschiede in der Stressantwort in
Abhéngigkeit von der Tageszeit zu der der Reiz auftritt und weisen zugleich auf eine
Zunahme von gestorten biologischen Tagesrhythmen, wie zum Beispiel
Schlafstérungen, in Folge von unkontrollierten oder exzessiven Stress hin. Ebenso
liefern kurzlich durchgefiihrte Studien an Vertebraten und Pilzen Hinweise, dass mit
p38, eine Stress-aktivierte Kinase, an der Signalweiterleitung zur inneren Uhr beteiligt ist
(Hayashi et al., 2003), sogar durch dieses endogene Zeitmesssystem reguliert wird
(Vitalini et al., 2007; Lamb et al., 2011) und deuten damit erstmals eine mdgliche
Verbindung zwischen Stress-induzierten und regularen rhythmischen Anpassungen des
Organismus an Umweltverdnderungen an. Molekulare und zelluldre Mechanismen
dieser Verknupfung sind bisher noch nicht bekannt.

Wahrend die Rolle von p38 MAPK bei der Stress- und Immunantwort in Drosophila
melanogaster gut charakterisiert ist, wurden Expression und Funktion von p38 in der
inneren Uhr hingegen bislang nicht untersucht. Die hier vorliegende Arbeit hatte daher
zum Ziel mittels immunhistochemischer, verhaltensphysiologischer und molekularer
Methoden eine mégliche Rolle der Stress-aktivierten Kinase im circadianen System der
Fliege aufzudecken. Antikérperfarbungen sowie Studien mit Reporterlinien zeigen
deutliche Farbesignale in den s-LN,, I-LN, und DN, und erbringen erstmals einen
Nachweis fur p38 Expression in den Uhrneuronen der Fliege. Ebenso scheint die
Aktivitat von p38 MAPK in den DN;, uhrgesteuert zu sein. So liegt p38 vermehrt in
seiner aktiven Form in der Dunkelphase vor und zeigt, neben seiner circadian
regulierten Aktivierung, zusétzlich auch eine Inaktivierung durch Licht. 15-Minuten-
Lichtpulse in der subjektiven Nacht fihren zu einer signifikanten Reduktion von
aktivierter, phosphorylierter p38 MAPK in den DN;, von Canton S Wildtypfliegen im
Vergleich  zu  Fliegen ohne Lichtpuls-Behandlung.  Aufzeichnungen  der
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Lokomotoraktivitat offenbaren zusétzlich die Notwendigkeit von p38 MAPK far
wildtypisches Timing der Abendaktivitdt sowie zum Erhalt von 24-Stunden-
Verhaltensrhythmen unter konstanten Dauerdunkel-Bedindungen. So zeigen Fliegen mit
reduzierten p38 Level in Uhrneuronen einen verzégerten Beginn der Abendaktivitat und
stark verlangerte Freilaufperioden. In Ubereinstimmung mit Effekten auf das
Laufverhalten scheint darGber hinaus die Expression einer dominant-negativen Form
von p38b in Drosophilas wichtigsten Uhrneuronen eine verspatete nukleédre
Translokation von Period zur Folge zu haben. Westernblots legen zusétzlich einen
Einfluss von p38 auf den Phosphorylierungsgrad von Period nahe und liefern damit
einen mogliche Erklarung fur den verspateten Kerneintritt des Uhrproteins.
AbschlieBende Stlitzung der Westernblotergebnisse bringen in vitro Kinasenassays und
deuten auf p38 als eine potentielle ,Uhrkinase® hin, welche auch in vivo Period an Serin
661 sowie weiteren potentiellen Phosphorylierungsstellen phosphorylieren kénnte.
Zusammengenommen deuten die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit eindeutig auf
eine bedeutende Rolle von p38, neben dessen Funkion im Stress-System, auch im
circadianen System der Fliege hin und offenbaren damit die Mdglichkeit, dass p38 als
Schnittstelle zwischen beider Systeme fungiert.
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8 SUMMARY

The circadian and the stress system are two distinct physiological systems that help the
organism to adapt to environmental challenges. While the latter elicits reactive
responses to acute environmental changes, the circadian system predicts daily
occurring alterations and prepares the organism in advance. However, despite of these
differences both responses are not mutually exclusive. Studies in the last years
obviously prove a strong interaction between both systems showing a strong time-
related stress response depending on the time of day of stressor presentation on the
one hand and increased disturbances of daily rhythms, like sleep disorders, in
consequence of uncontrolled or excessive stress on the other. In line with this fact,
recent studies in vertebrates and fungi indicate that p38, a stress-activated Kinase, is
involved in signaling to the circadian clock (Hayashi et al., 2003) and in turn is
additionally regulated by this timekeeping system (Vitalini et al., 2007; Lamb et al., 2011)
providing an interesting link between stress-induced and regularly rhythmic adaptations
of the organism to environmental changes. However, little is known about molecular and
cellular mechanisms of this interconnection.

In Drosophila melanogaster the role of p38 MAPK is well characterized in terms of
immune and stress response, p38 expression and function in the circadian clock has not
been reported so far. Therefore, the present thesis aimed to elucidate a putative role of
the stress-activated Kinase in the fly’s circadian system using an immunohistochemical,
behavioral as well as molecular approach. Surprisingly, for the first time antibody as well
as reporterline studies cleary prove p38 expression in Drosophila clock neurons showing
visible staining in s-LN,s, I-LN,s and DN,s. Moreover p38 MAPK in DN;,s seems to be
activated in a clock-dependent manner. p38 is most active under darkness and, besides
its circadian activation, additionally gets inactivated by light. 15 minutes light pulse
applied during the dark phase lead to a significant reduction in phosphorylated and
activated p38 MAPK in Canton S wildtype flies compared to flies without light pulse
treatment. In addition, locomotor activity recordings reveal that p38 is essential for a
wild-type timing of evening activity and for maintaining ~24h behavioral rhythms under
constant darkness. Flies with reduced p38 activity in clock neurons show delayed
evening activity onsets and drastically lengthened the period of their free-running
rhythms. In line with these effects on locomotor behavior, the nuclear translocation of
the clock protein Period is significantly delayed on the expression of a dominant-
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negative form of p38b in Drosophila’s most important clock neurons. Western Blots
reveal that p38 affects the phosphorylation degree of Period, what is likely the reason for
its effects on nuclear entry of Period. In vitro kinase assays additionally confirm the
Western Blot results and point to p38 as a potential “clock kinase” phosphorylating
Period at Serin 661 and putative phosphorylation sites.

Taken together, the results of the present thesis clearly indicate a prominent role of p38
in the circadian system of the fly besides its function in stress-input pathways und open
up the possibility of p38 MAPK being a nodal point of both physiological systems.
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