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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Innere Uhren sind eine Anpassung an die
Bedingungen auf der Erde

Im Laufe der Evolution hat sich das Leben auf der Erde ahdig neuen Le-
bensmumen und wechselnden Umweltbedingungen angepasst. NureeUm-
weltbedingung ist dabei konstant geblieben und bestimmt biheute ma -
geblich das Leben der meisten Organismen: Der Wechsel zWe&t Tag und
Nacht. Sehr frih in der Evolution hat sich herausgestellt, dass eine Anpas
sung an diesen Umweltein uss die biologische Fitness ertetdend verbes-
sert. Daher besitzen nahezu alle rezenten Organismen { voingellern bis
zu den SQwugetieren { eine innere Uhr, die den Tagesablauf der Orgamen
steuert.

Bereits im 18. Jahrhundert wurde die circadiane Rhythmik bie® anzen ent-
deckt. De Mairan beschrieb die circadiane Blattbewegung d&limose (Mi-
mosa pudica de Mairan, 1729), die sich auch in konstanter Dunkelheit fo
setzt und Carl von Linre p anzte 1745 seine Blumenuhr im boanischen Gar-
ten von Uppsala. Aufgrund der Koevolution zwischen Besatiber und P anze

© nen etliche P anzen ihre Bluten nur zu bestimmten, artspezi schen Tages-
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zeiten. Von Linre nutzte diese Beobachtung und arrangieet entsprechende
Blumen in Form eines Zi ernblattes so, dass er anhand der gaeten Bl eten
die Uhrzeit abgelesen konnte. Heute dienen Vertreter der tamschiedlichsten
Aste des Stammbaumes als Modellorganismear fdie circadiane Rhythmik.
Neben der Frucht iege Drosophila melanogaster(siehe unten) dienen z.B.
Synechococcysein Vertreter der Cyanobakterien (Review: lwasaki and Kon
do, 2004), Brotschimmel Neurospora crassaReview: Dunlap and Loros,
2006), der Kreuzbutler Arabidopsis thaliana(Review: Gardneret al., 2006)
und Vertreter der Sauger, wie die Maus (Review: Ko and Takahashi, 2006)
als Modellorganismen.

Obwohl die aufilligste Funktion der inneren Uhr bei Tieren darin besteht,
den Aktivit ats- und Ruhephasenrhythmus zu steuern, geht die Bedeutung
der inneren Uhr und der Ein uss auf den Organismus weit daber hinaus.
Sie dient vor allem dazu, den Organismus auf die zu erwartegrd Anfor-
derungen rechtzeitig vorzubereiten. Daher stehen sehr Mephysiologische
Bereiche unter der Kontrolle der inneren Uhr, wie z.B. der $twechsel und
Teile des Immunsystems, um nur zwei zu nennen (Pandsa al., 2002).

Dass eine gut funktionierende innere Uhr taechlich einen Selektionsvorteil
bietet, wurde eindrucksvoll in Versuchen an Cyanobaktenegezeigt. Ver-
schiedene Kulturen, deren innere Uhren aufgrund einer Muian im selben
Gen unterschiedliche Periodeahgen haben, wurden miteinander gemischt
und in verschiedenen w#nstlichen Licht / Dunkel-Zyklen kultiviert. Nach
27 Tagen in Kultur zeigte sich, dass von dem urspnglichen Gemisch aus
zwei Semmen nur noch ein Stamm in der Kultur vorhanden war, amlich
der Stamm dessen Periode der inneren Uhmher an der Dauer der Licht /
Dunkel-Zyklen lag. Dieser Stamm war in der Lage den anderenagm zu
eiberwachsen (Ouyanget al., 1998).
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1.2 Die Grundstruktur von inneren Uhren

Die innere Uhr ist ein Mechanismus zur Messung der Zeit, dehnlich ei-
ner Uhr im technischen Sinn, durchau ere Ein esse, sogenannte Zeitgeber,
gestellt werden kann. Diese Zeitgeber ergeben sich aus deMgEn des Tag-
Nacht-Rhythmus. Der wichtigste Zeitgeber ist Licht, aber ach der Tem-
peraturunterschied zwischen Tag und Nacht, sowie bebheren Organismen
soziale Ein usse, wie z.B. die Nahrungsaufnahme (Stephatal., 1979), sind
in der Lage die innere Uhr neu zu stellen. Diesen Vorgang biehmmet man
in der circadianen Rhythmik alsEntrainment. Obwohl die Zeitgeber in der
Natur die innere Uhr taglich neu synchronisieren, ist die innere Uhr auch
in der Lage unter konstanten Bedingungen, ohne ere (exogene) Zeitgeber,
mit einer Periodenknge von ca. 24 h weiterzulaufen. Wie auch bei ei-
ner Uhr im technischen Sinn, besitzt also die innere Uhr einészillator, der
selbsendig , tickt\. Die t agliche Synchronisation in der Natur durch die Zeit-
geber ist aber wahrscheinlich auch der Grund, warum die inreeUhr unter
konstanten Bedingungen meist nur eine Periodearige von_ca24 h aufweist.
Da es in der Natur einen Zustand ohne Zeitgeber nicht gibt, fa im Laufe
der Evolution keine Optimierung der Freilaufperiode auf geau 24 h statt
(Mohr and Schopfer, 1992).

Der Oszillator erzeugt im Signalausgang (Output) messbarenter konstan-
ten Bedingungen ungegthr taglich ablaufende (circadiane) Rhythmen z.B. in
der Genexpression, in Aktiviat / Ruhe und Anderungen des Sto wechsels.
Der Mechanismus, der der inneren Uhr zugrunde liegagst sich also folglich
in drei funktionale Bereiche gliedern: (Signaleingang) put { Oszillator {
Output (siehe Abb. 1.1).

Um den Anforderungen in der Natur gerecht zu werden, muss dienere
Uhr noch eber eine weitere Rhigkeit verfugen, die Temperaturkompensati-

on. Die Temperatur unterliegt in der Natur ja nicht nur einer circadianen
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re’h s Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der
&raq s . . . L

lr P drei funktionalen Teile des circadianen Systems.

Der temperaturkompensierte endogene Oszilla-

Aok S
\,\C"(\ W {. tor wird laufend eber exogene Zeitgeber wie
eC/)S

e/ Licht und Temperatur mit der Umwelt synchro-
endogener . :

Input Oszillator  Output nisiert und erzeugt messbhare Rhythmen z.B. im
Verhalten oder in biochemischen Prozessen.

Schwankung zwischen Tag und Nacht sondern auch einer saslem Schwan-
kung, bestimmt durch generell kltere Temperaturen im Winter und warmere
Temperaturen im Sommer. Zudem gibt es im Sommer kalte und im Mter
vergleichsweise warme Tage.

Biochemische Prozesse, auf denen auch die innere Uhr beruind in ih-
rer Reaktionsgeschwindigkeit stark temperaturabéingig. Eine Ertehung der
Temperatur fehrt eblicherweise zu einer zwei- bis dreifachen Reaktionsge-
schwindigkeit. Weirde diese Gesetzmigkeit auch fer die innere Uhr als
Ganzes gelten, so wrde sich die Geschwindigkeit mit steigender Temperatur
erhohen und sich die Periodeminge damit verleirzen, womit die innere Uhr
unbrauchbar ware. Die innere Uhr ist jedoch in der Lageber einen weiten
Temperaturbereich die Periodereinge relativ konstant zu halten (Pittend-
righ, 1954, siehe Kap. 1.7).

Die innere Uhr verkigt also eber drei grundlegende Eigenschaften. Sie ist
(i) wber au ere Reize,,Zeitgeben, mit der Umwelt synchronisierbar, (ii) sie
verfugt eber einen endogenen Oszillator, der unter konstanten Beadiungen
mit einer Periodenknge von ca. 24 h weiteduft, und (iii) sie ist tempera-
turkompensiert, also in der Lage die Periodeahgeewber einen weiten Tem-

peraturbereich konstant zu halten (Pittendrigh and Bruce, 1957).
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1.3 Drosophila melanogaster als Modellor-

ganismus f ur die circadiane Rhythmik

Die Fruchtiege Drosophila melanogastetist aus zahlreichen Ganden, wie
z.B. einfache Zucht, kurze Generationsdauer, leichte geisehe Manipulier-
barkeit, einer der wichtigsten Modellorganismen in der Blogie. Auch in der
Erforschung der circadianen Rhythmik spielDrosophila daher eine entschei-
dende Rolle.

Bisher sind in der Fliege vier verschiedene Rhythmiken bakat. Am bes-
ten untersucht ist die Rhythmik de Lokomotoraktivitat (siehe Kap. 2.4 und
3.2.6). Daneben gibt es die Schlupfrhythmik, wobei mi&chkpfenin diesem
Fall das Schupfen des adulten Tieres aus der Puppe gemeint ist. Die Tiere
sind nach dem Schipfen bis zur vollsendigen Aushartung des Chitinpanzers
sehr angllig gegember Austrocknung. Das Schipfen ndet daher bevorzugt
in den fruhen Morgenstunden statt, wenn die Temperatur noch niedrignd
die Luftfeuchtigkeit relativ hoch ist (Pittendrigh, 1954).

Des Weiteren ist eine circadiane Rhythmik in der Sensitivitt der Antennen
gegember Duftsto en bekannt. Diese zeigt sich in der Amplitude @r elek-
trischen Signale der Antenne als Reaktion auf Duftsto e (Kishnan et al.,
1999). Neu vee entlicht wurde Anfang diesen Jahres eine Rhythmik in
der Morphologie der Enden der Motorneuronen, welche die Fjmuskulatur
innervieren. Die Synapsen dieser Motorneuronen sind am Taggni kant
gre er als in der Nacht, auch unter konstanten Bedingungen. Hstaunlich
an dieser Rhythmik ist die Tatsache, dass die betro enen Zeh selbsteber
kein zelleigenes circadianes System vegen (Mehnertet al., 2007).

Der wichtigste, und am besten untersuchte Zeitgeber des cidianen Sys-
tems von Drosophila ist der Wechsel zwischen Licht und Dunkelheit. Licht
ist unter Anderem in der Lageuber einen Photorezeptor direkt den mole-

kularen Oszillator zu beein ussen (siehe Kap. 1.4). Es wirdaher bei der
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Erforschung der Funktionsweise der inneren Uhr meist als igeber verwen-
det. Die Fiegen werden dabei in einemeistlichem Licht / Dunkel-Zyklus
(LD, 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) gehalten. Die Zeitangabe irdiesem Sys-
tem erfolgt mber die Zeitgebertime(ZT). Zum Zeitpunkt ZTO geht das Licht
an, bei ZT12 beginnt die Dunkelphase. Konstante Dunkelhewird mit DD
angegeben, Dauerlicht mit LL. Neben Licht knnen auch kleine Tempera-
turschwankungen von nur 3  als Zeitgeber vom Organismus erkannt und

zur Synchronisation des Oszillators verwendet werden (Weélker et al., 1993).

1.4 Der molekulare Oszillator von Drosophi-

la melanogaster

Die Untersuchung der molekularen und genetischen Mechamisn der inne-
ren Uhr begann voreber 30 Jahren mit der Isolierung von drei Fliegenlini-
en, bei denen sowohl die Rhythmik des Lokomotorverhaltenals auch des
Schhkipfens gesért ist (Konopka and Benzer, 1971). Es stellte sich heraus,
dass es sich um drei unterschiedliche Mutationen im selbereg period (per)
handelt. Die Linie per’® zeigt kein rhythmisches Verhalten mehr, bei den
Anderen kommt es zu einer Periodenvaryjerung per-) und zu einer Peri-
odenverkirzung (per®). Bei per- ist au erdem die Temperaturkompensation
(siehe Kap. 1.7) gedrt, da sich die Periodendnge im Lokomotorverhalten
bei steigender Temperatur veengert (18 : 27,1 h, 25 : 29,6 h, 29
31,4 h, Huanget al., 1995). Die Sequenzanalyse der drper-Allele zeigte,
dass es sich um drei Punktmutationen handelt, wobei die Mutian in per®
ein verfrehtes Stoppcodon erzeugt und damit zu einem veskztem Polypep-
tid fehrt (Baylies et al., 1987). Mittlerweile sind mehr als ein Dutzend Gene
bekannt, fer die eine Beteiligung am circadianen System nachgewiessar-

den konnte und ihre Anzahl steigt stetig.
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Mechanistisches Grundprinzip der inneren Uhr, nicht nur vo Drosophila me-
lanogaster ist die genetische negative #&ckkopplungsschleife basierend auf
folgendem Prinzip: Ein Gen wird abgelesen (transkribiertynd das dann in
der Translation gebildete Protein hemmt die Transkriptiondes eigenen Gens.
In der inneren Uhr der Fliege sind bisher zwei solcher Schii, die inein-
ander greifen, bekannt und gut untersucht. Mehrere Arbeitguppen haben
jedoch keirzlich ein neues Genclockwork orangé isoliert, das eine dritte ne-
gative Reickkopplungsschleife darstelleneénnte (Lim et al., 2007, Matsumoto
et al., 2007 und Kadeneret al., 2007).

Die erste Schleife besteht im wesentlichen aus vier Faktoreden beiden
basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren Clock (CIk, Allada
et al., 1998) undcycle (cyc, Rutila et al., 1998) und dem Repressgoer und
dessen Bindungspartnetimeless (tim, Sehgalet al., 1994). Die Proteine
CLK und CYC dimerisieren mittels ihrer PAS-Domanen (PER-ARNT-SIM,
Crews and Fan, 1999), binden an die E-Boxen der Promotorenrvper, tim
und andererccgs (clock controlled gene) und aktivieren so deren Transkrp
tion (Darlington et al., 1998). Bei ZT15 erreichen die mRNAs beider Gene
ihr Expressionsmaximum und 4-6 h Stunden #per die Proteine. Nach der
Translation halten sich beide Proteine zuerst im Cytoplasmauf, wo sie auch
dimerisieren. Der Heterodimer trennt sich jedoch wieder, avauf PER und
TIM getrennt in den Zellkern gehen, wo sie erneut dimerisien (Meyer and
Young, 2006). Im Zellkern bindet der Komplex, wahrscheirdh eber PER,
an den CLK:CYC-Komplex an, der sich daraufhin von der DNA#@st, worauf
die Transkription von per, tim und andererccgs eingestellt wird (Chang and
Reppert, 2003). In S2-Zellen wurde jedoch auch gezeigt, daBER in Ab-
wesenheit von TIM in der Lage ist eine CLK:CYC aktivierte Transkription
zu reprimieren (Rothen uh et al., 2000, Weber and Kay, 2003, Nawathean
and Rosbash, 2004). Dies weist darauf hin, dass die Repreaktvit at von
PER:TIM hauptsachlich auf PER zurickzufehren ist.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des molekularen Oszillators vo®rosophila
melanogaster Abkerzungen siehe Text. Aus Geinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle
Faktoren, die am molekularen Oszillator beteiligt sind, dargestellt.

In einer zweiten Schleife wird die Transkription vorClk durch den Aktivator
Par Domain Protein 1 (PDP1) und den Repressor VRILLE (VRI) reguliert.
SowohlPdpl, als auchvri sind ccgs, die durch den CLK:CYK-Komplex ak-
tiviert werden. Sowohl dievri-mRNA, als auch das VRI-Protein erreichen
jedoch das Maximum 3-6 h vor dePdpl-mRNA und dem PDP1-Protein,
wodurch VRI in der Lage ist die Expression vorClk zu hemmen. Erst dann
kann durch die vermgerte Akkumulation von PDP1 dieClk-Expression wie-
der gestartet werden (Cyranet al., 2003). Die Expression des Partners von
CLK, CYC, ndet jedoch kontinuierlich statt. Das cyc-mRNA-Level unter-
liegt keiner circadianen Schwankung (Rutileet al., 1998).

Zudem gibt es neben PER und TIM noch einen weiteren Repressder durch
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das Genclockwork orange(cwo) kodiert wird (Lim et al., 2007, Matsumoto
et al., 2007 und Kadeneret al., 2007). Im Gegensatz zu PER:TIM, deren
Repressioreber die Bindung an CLK:CYC vonstattengeht, bindet CWO di-
rekt an die E-boxen in den Promotorregionen. CWO kann daduncsowonhl
die eigene, als auch die Transcription anderaxcgs direkt beenden und bil-
det somit eine weitere negative Bckkopplung. Es wird angenommen, dass
cwo-abhangige Rickkopplung die Amplitude der Schwingung der molekula-
ren Uhr reguliert (Lim et al., 2007).

PER unterliegt wahrend der Zeit einer steigenden Phosphorylierung, durch
zwei Kinasen, der Casein Kinase 2 (CK2, Liet al., 2005) und DOUBLE-
TIME (DBT, Kloss et al., 1998), die im Cytoplasma beginnt und sich im
Zellkern fortsetzt. Durch die steigende Phosphorylierungvird PER desta-
bilisiert und schlie lich durch die Ubiquitin Ligase SLIMB (SLMB, Grima
et al.,, 2002) zum Abbau durch das Proteasom markiert. Auf PER wirkt
jedoch auch eine Phosphatase durch direkte Dephosphorgliag stabilisie-
rend ein. Es handelt sich dabei um die Protein Phosphatase 2RP2A,
Sathyanarayananet al., 2004), die aus den Untereinheiten TWINS (TWS)
und WIDERBORST (WDB) besteht. Ferner scheinen die beiden Rutei-
ne DBT und PP2A auch CLK zu phosphorylieren bzw. dephospholigren.
DBT gelangt in einem Komplex mit PER in den Zellkern, und bei ér Bin-
dung des DBT:PER:TIM-Komplexes an CLK:CYC, wird neben PER ach
CLK phosphoryliert, was zum Abbau von PER und CLK #hrt (Kim and
Edery, 2006, Yuet al., 2006). TIM wird von der Kinase SHAGGY (SGG),
dem Drosophila-Ortholog der des &ugerproteins Glycogen Sythase Kinase-3
(GSK-3) phosphoryliert, was vor allem seinen Kerneintritbewirkt. (Marti-
nek et al., 2001).

Das System, wie es bisher dargestellt ist, ist zwar schon ierd_age, selbsin-
dig zu schwingen, es fehlen jedoch noch die Schnittstellerit olen Zeitgebern,

die eine Synchronisation mit der Umwelt erraglichen. Uber die Synchroni-
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sation des molekularen Oszillators mit dem Zeitgeber Lichist mittlerweile
einiges bekannt. Der Blaulichtrezeptor CRYPTOCHROME (CRY, Stanew-
sky et al., 1998) wird durch Licht aktiviert und bindet dann TIM (Ceriani
et al., 1999, Buszaet al., 2004), was zu einem Abbawber das Proteasom
fuhrt (Naidoo et al., 1999, Grimaet al., 2002). Vermittelt wird dieser Pro-
zess durch das Protein JETLAG (JET, Kohet al., 2006, Peschett al., 2006),
das unter Anderem #&r die Ubiquitinierung von TIM wichtig ist (Koh et al.,
2006). Dieser durch Licht forcierte Abbau von TIM, zusammemit der Hy-
perphosphorylierung, bewirkt dann auch den Abbau von PER.

Neben CRY, das direkt Ein uss auf den molekularen Oszillatonimmt, gibt
es in der Fliege noch weitere Photorezeptoren, die an d8bertragung des
Lichts in die innere Uhr beteiligt sind: Die Komplexaugen, & Ocellen und
das Hofbauer-BuchneAuglein (H-B-eyelet, Hofbauer and Buchner, 1989).
Erst in Abwesenheit dieser Photorezeptoren und CRY sind Egen nicht
mehr in der Lage mit Licht / Dunkel-Zyklen zu synchronisiera (Helfrich-
Ferster et al., 2001).

Uber den Mechanismus der circadianen Thermorezeption istmwenig be-
kannt. Einzig die Beteiligung des neu isolierten Gensocte (no circadian
temperature_atrainment) und der Phospholipase C (PLC), in der Fliege ko-
diert durch das GennorpA, an diesem Vorgang ist gesichert (Glaser and
Stanewsky, 2005).

Neben diesem Prozess und der Beteiligung an der Phototrangtion, wo
NORPA wuber G-Proteine durch photoaktiviertes Rhodopsin aktivig wird
(Hardie and Raghu, 2001), spielhorpA auch eine Rolle bei der Anpassung
an saisonaleAnderungen der Temperatur und Photoperiode (Collingt al.,
2004 und Majercaket al., 2004). Diese Anpassung an die saisonalen Schwan-
kungen stellt ein temperaturabmngiges Spliceereignis dger-mRNA dar. Es
handelt sich dabei um ein nicht translatiertes Intron im 3' R, das entweder

vorhanden ist (Typ A) oder durch Splicen entfernt wird (Typ B). Bei 18
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wird verstarkt Typ B’ gebildet, bei 29  Typ A. Die Bildung von Typ B' bei
kalten Temperaturen #ihrt zu einer verfrahten PER-Akkumulation und einer
Bevorzugung der Lichtphase im LD-Verhalten vor allem bei kzen Lichtpha-
sen (Majercaket al., 1999).

1.5 Die Uhrneuronen sind f wr das rhythmi-

sche Verhalten verantwortlich

Viele Gewebe der Fruchtiege vemigen eber autonome innere Uhren, die
anhand der rhythmischen Expression vomper und tim nachgewiesen wer-
den kennen. Mit Hilfe von Reportergenen widuciferase oder GFP, die die
Expression vonper widerspiegeln, wurden verschiedene isolierteskperteile
von Drosophila auf rhythmische Biolumineszenz untersucht. Dabei wurde im
Kopf, den Antennen, dem Thorax, dem Abdomen, im Rigel und in Beinen
rhythmische Biolumineszenz nachgewiesen (Plaugt al., 1997). Auch in den
Malpighischen Geé en konnte durch Antikerperfarbungen eine rhythmische
Expression von PER und TIM nachgewiesen werden (Gibultowdacand He-
ge, 1997). Die gote Gruppe an Zellen mit per- und tim-Expression im
Kopf sind die Photorezeptorzellen im Komplexauge mitber 12.000 Zellen
(Helfrich-Ferster, 2002). Im Vergleich dazu ist die Zahl der Zellen, didas
rhythmische Lokomotorverhalten bestimmen mit ca. 150 Zah eher gering.
Bei dieser Gruppeper- und tim -exprimierender Zellen handelt es sich um die
sog. Uhrneuronen, die im Zentralgehirn der Fliege lokalesit sind.

Diese Neuronen werden aufgrund ihrer Lage und &e traditionell in sechs
Gruppen eingeteilt: Drei Gruppen lateraler Neurone, (LN) od drei Gruppen
dorsaler Neurone (DN) (Eweret al., 1992, Frischet al., 1994, Kaneko and
Hall, 2000, Helfrich-Ferster, 2003). Die lateralen Neuronen setzen sich aus

den dorsalen (LN), den kleinen ventralen (s-LN) und den gro en ventralen
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compound
eye

Abbildung 1.3: Lokalisation der Uhrneuronen im Fliegengehirn (Abb. aus Héfrich-
Ferster et al., 2007). Laterale Neuronen: LN; (orange), I-LNy und s-LNy (rot), und 5
s-LNy (violett); dorsale Neuronen: DNi, DN,, DN3 (blau); lateral posteriore Neuronen:
LPN (gren); aMe: akzessorische Medulla; H-B: Hofbauer-Buchner, RPhotorezeptorzel-
len.

(I-LN,) lateralen Neuronen zusammen. Bei diesen Zellen handeltsésh um
die Hauptschrittmacherzellen, denn diese Zellen sind natwdig und ausrei-
chend, rhythmisches Lokomotorverhalten, auch in Abweseal von Zeitge-
bern zu erzeugen (Eweet al., 1992, Frischet al., 1994). Sowohl die s-LN
als auch die I-LN, exprimieren das Gemigment dispersing factor(pdf, Renn
et al., 1999) mit dessen Hilfe auch die Projektionen dieser Zellenfgeklart
werden konnten (Helfrich-Ferster, 1995). Einzige Ausnahme bildet die sog.
5" s-LN,, welche keine PDF-Expression zeigt (Kaneket al., 1997). Das
Neuropeptid PDF ist wichtig fer die Aufrechterhaltung von rhythmischem
Verhalten in konstanten Bedingungen. Eine Nullmutation de pdf-Gen fuhrt
zu einer Periodenverkrzung im Lokomotorverhalten und die Tiere werden
mit der Zeit arhythmisch (Renn et al., 1999).

Die dorsalen Neuronen unterteilen sich in die DNNDN, und DN3. lhre Funk-

tion ist weniger gut verstanden. Sie tragen zwar zum rhythrechen Verhalten
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unter LD-Bedingungen bei (Veleriet al., 2003, Klarsfeldet al., 2004) sind je-
doch datir nicht zwingend notwendig (Eweret al., 1992, Frischet al., 1994).
Die Lokomotoraktivit at von Drosophilaunter LD-Bedingungen ist durch zwei
Aktivit atspeaks gekennzeichnet, dem Morgenpeak und dem Abendpésik-
he Kap.: 2.4 und 3.2.6). Der Morgenpeak scheint haugpishlich von den
s-LN,, gesteuert zu werden, whrend #ir den Abendpeak einige LIy, die 5"
s-LN, und Teile der DN; beteiligt sind (Grima et al., 2004, Stoleruet al.,
2004, Riegeret al., 2006).

Neu hinzugekommen ist die Gruppe der lateral posterioren Nenen (LPN,
Shafer et al., 2006), die vielleicht eine Rolle bei der Synchronisation mi
Temperaturzyklen spielen (Yoshiiet al., 2005).

1.6 Der Aufbau und die Funktion von PERI-
OD

1.6.1 Dom anen von PER und deren Funktion

Uber einen Zyklus der inneren Uhr hinweg interagiert das Ptein PERIOD
mit verschiedenen anderen Faktoren der inneren Uhr und wesgit au er-
dem vom Cytoplasma in den Zellkern. Es vesfyjt daher wber eine Vielzahl
verschiedener Doranen, die diese Interaktionen, sowie den Kompartiments-
wechsel, vermitteln (siehe Abb. 1.4).

Als erster Interaktionspartner von PER wurde in einem Yeastwo-Hybrid-
Screen das Protein TIMELESS isoliert (Gekakigt al., 1995). Als notwen-
diger Bereich #r eine Bindung von PER an TIM wurden die Aminoguren
(AA) 233-365 in PER identi ziert. Es scheint jedoch noch eien zweiten
Interaktionsbereich zu geben, AA 448-512, der mit einem Gyplasma Lo-
kalisationssignal (CLD, siehe unten) zusammeslit (Saez and Young, 1996).
Au erdem wird PER durch das Homolog der Casein Kinase IDOUBLE-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von PERIOD. &ber dem Protein sind die
Interaktionspunkte mit DOUBLETIME (DBT), TIMELESS (TIM), CRYPTOCHROM

(CRY) und CLOCK:CYCLE (CLK:CYC) dargestellt. NLS: Nuclear Localization Do-
main, CK2: Phosphorylierungsstelle der Casein Kinase 2 (3849, 151 und 153), A: PAS-A,
B: PAS-B, CLD: Cytoplasmatic Loalization Domain, NES: Nucl ear Export Signal, S/M:
Short Mutable Region, C: C-Domain, T/G: Threonine/Glycine Repeat Region, : Re-
gion wichtig fur Phosphorylierung und Kerntransport, CCID: CIOCK:CYCLE Inhibition

Domain.

TIME phosphoryliert. DBT kann an die AA 1-365 von PER binden Kloss
et al., 1998) und destabilisiert PER durch Phosphorylierung. Au edem wird
von der Region (AA 761-787) (Nawatheanet al., 2007) angenommen, dass
sie ebenfalls Interaktionen mit DBT vermittelt. Sie ist ®ir die Phosphorylie-
rung und den Kerntransport wichtig. Eine Phosphorylierungdurch Casein
Kinase 2 (CK2) ndet an den Serinen 149, 151 und 153 statt (Liret al.,
2005). Die Interaktionspunkte mit der Protein Phosphatasa (PP2a) sind
noch nicht bekannt, liegen aber wahrscheinlich im Bereiched Interaktions-
punkte von PER mit DBT und CK2 (Sathyanarayananet al., 2004).

Seine Funktion als Transkriptionsrepressor euflt PER im Zellkern durch sei-
ne Bindung an den aus CLOCK und CYCLE bestehenden Transkrifutnsfak-
torkomplex CLK:CYC. PER bindet mit der CLK:CYC Inhibition D omain
(CCID, AA 764-1034) an die Transkriptionsaktivatoren CLKCYC, wodurch
sich diese vermutlich von der DNA#sen und stoppt dadurch die eigene Tran-
skription, sowie die vontim und anderer Gene (Chang and Reppert, 2003).
Der Wechsel des PER-Proteins aus dem Cytoplasma in den Kerrrevne-
ben der Phosphorylierung noch durch weiter Doemen und Signalsequenzen
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im PER-Protein gesteuert. Experimentell begitigt sind bisher zwei, die
Cytoplasmatic Localization Domain (CLD, Saez and Young, B%) und ein
Nuclear Localization Signal in der CCID (Chang and Reppert2003). Das
CLD umfasst auch eine Interaktionsdorane von PER mit dem Protein TIM
(siehe oben). Durch eine Bindung von TIM an PER wird diese Doame
wahrscheinlich verdeckt, und PER kann vermittelt durch dasNLS in den
Zellkern wandern. Aufgrund von Sequenzhomologien vermtitman in PER
noch ein weiteres Kernlokalisierungssignal (NLS: AA 73-7CZhang and Rep-
pert, 2003), sowie ein Nuclear Export Signal (NES), das eine&kernexport
vermitteln kennte. Ein solches NES ndet sich auch in den homologen PER-
Proteinen der Maus (MPER1, mPER2 und mPERS3) im Anschluss anire
CLD (Vielhaber et al., 2005). Seine Fuktionaliat ist jedoch experimentell
noch nicht bewiesen.

Eine weitere wichtige Donane des PER-Proteins ist die Threonine/Glycine
Repeat Region (T/G). Dieser Bereich ist in seiner &ange variabel und be-
ginnt mit der AA 697. Die T/G-Region ist ein Bereich der eine Rlle bei
der Temperaturkompensation, und damit bei der Anpassung averschiede-

ne Klimazonen, spielt (Sawyeeet al., 1997, siehe Kap. 1.7).

1.6.2 Hinweise f ur die Homodimerisierung von PER
1.6.2.1 Altere Studien, die auf eine Homodimerisierung hinweisen

Bereits vor einiger Zeit wurde untersucht, ob das PERIOD-Ritein einen phy-
siologisch wichtigen Homodimer bildet. In zwei Studien (Hang et al., 1993
und 1995) wurde die Dimerisierung von PER-Fragmenten, diealiptsachlich
aus den PAS-Domnen PAS-A und PAS-B bestehen, untersucht.

In der ersten Studie (Huanget al., 1993) wurde durch Coimmunop&zipi-
tation (ColP) gezeigt, dassin vitro transkribierte und translatierte PER-

Fragmente dimerisieren knnen, wenn sie jeweils eine volishdige PAS-Do-
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mane (A und B) besitzen. In dieser Studie wurde au erdem di@er--
Mutation (Konopka and Benzer, 1971, Baylie®t al., 1987) untersucht. Es
wurde gezeigt, dass ein Austausch der Aminagre Valin243 in ein Aspartat
(D, per-) oder in ein Arginin (R) eine Dimerisierung der Fragmente fst ganz-
lich verhindert. Der Austausch in die ebenfalls neutrale Amosaure Leucin
fuhrte nur zu einer verminderten Dimerisierung. Den ersteniAweis auf eine
Homodimerisierung von vollsandigem PER in der Fliege erbrachte eine ColP
von einem rekombinanten PER--Galactosidase durch PER-HA in Protein-
extrakten von Fliegenlepfen, die beide rekombinanten Proteine gleichzeitig
exprimierten. Im Prazipitat der ColP konnte -Gal-Aktivit at nachgewiesen
werden. Die Dimerisierung ist in der Fliege wohl au erdem dweinen biolo-
gischen Prozess zuckzufehren, da sich im Przipitat keine -Gal-Aktivit at
detektieren lie , wenn fur die ColP zwei Proteinextrakte gemischt wurden,
wobei jeder Extrakt nur eines der beiden rekombinanten Pretne enthielt.
Im Gegensatz zu den PER-Fragmenten scheint also eine Homwoérisierung
des vollsandigen PER-Proteins in der Fliege keine zaflige Zusammenlage-
rung der Molekelle zu sein, sondern ein Prozess an dem wahrscheinlich noch
andere Faktoren beteiligt sind.

In der zweiten Studie (Huanget al., 1995) wurde die Dimerisierung der wild-
typischen Fragmente im Yeast-two-Hybrid-System beatigt. Es zeigte sich
au erdem, dass die Dimerisierung der Mutanten V243D und V3R stark
temperaturabhangig ist. PER-V243D und PER-V243R lonnen in der Hefe
nur bei 25 , nicht aber bei 30 oder 37 mit sich selbst dimerisieren. Ei-
ne Dimerisierung der Mutanten mit PER-Fragmenten ohne Austusch ist in
der Hefe bei 25 und 30 meglich. Durch ColP-Experimente, wieder mit
den oben beschriebenen Fragmenten, bei verschiedenen Temaguren (16
25 und 30 ) wurde diese Temperatursensitiviat fer V243D beshtigt.
V243D dimerisiert nur bei 16 , V243R dagegen bei keiner der drei Tempe-

raturen.
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Diese Erkenntnisse sihrten zu der Vermutung, dass die Periodenvexhge-
rung, sowie die gesirte Temperaturkompensation vonper--Tieren auf ein
geandertes Homodimerisierungsverhalten von PER zuckzufehren ist. Der
PER-Homodimer wurde damit zu einem raglichen Ausgangspunkt #ér die
Untersuchung der Temperaturkompensation der inneren Uhr.

Dass PER in Fliengelopfen tatsachlich in einem Komplex von mehr als einem
Protein vorliegt, wurde durch Ultrazentrifugation und Gelltration nachge-
wiesen (Zenget al., 1996). ColP-Experimente mit Tieren die sowohl MYC-,
als auch HA-getagtes PER exprimierten, zeigten, dass PER einem kleinen
Prozentsatz als Homodimer vorliegt. Die Homodimerisiergnwurde zu den
Zeitpunkten ZT16 ZT20 und ZT2 durchgeéihrt und bei allen Zeitpunkten
konnte ein Homodimer nachgewiesen werden. Die Menge des lddimers
ist jedoch sehr gering und unterliegt in seiner Menge keineeitlichen Schwan-
kung. Als Hauptinteraktionspartner von PER wurde daraufhn das Protein
TIMELESS ident ziert (Zeng et al., 1996). Neben der irper- beeintrachtig-
ten PER-Homodimerisierung ist auch die Interaktion mit TIM schwacher und
stark temperaturabhangig (Gekakiset al., 1995). Der Planotyp von per-
ist daher wahrscheinlich nicht nur auf die veanderte Homodimerisierung,
sondern auch auf die temperaturabéngige Heterodimerisierung mit TIM
zureickzufethren. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde dem PER-Homodin

keine physiologische Bedeutung mehr zugesprochen.

1.6.2.2 Die Aufkl arung der 3D-Struktur der PAS-Dom ane von
PER

Erst die Aufklarung der 3D-Struktur eines PER-Fragments (Aminoguren
232-599), welches sowohl die PAS-D@men, als auch einen Teil der C-Do-
mene enthielt, brachte den PER:PER-Homodimer wieder ins Sgi (Yildiz
et al., 2005). Das Fragment lag im Kristall als Dimer vor (siehe Abhl.5). Als

Basis #ir die Dimerisierung wurden zwei Strukturen ermittelt. Je@és Frag-
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Abbildung 1.5: 3D-Struktur des PERIOD-Fragments aus Yildiz et al., (2005). Dar-

gestellt ist die Dimerisierung von zwei Molelellen, Molekell 1 (rot, grau) und Molek el 2

(gelb, blau). Die Tryptophane Trp482 (Pfeile) sind auf der Schleife D'- E' lokalisiert

und ragen in eine hydrophobe Tasche, die ausA, B und C gebildet wird. Die F von

Molekel 2 ragt hinter die -Faltbl atter der PAS-A von Molekeul 1 und bildet dadurch das
F-Interface. Die F von Molekul 1 ist keiner Interaktion beteiligt.

ment bildet durch die Aminosauren lle244, Met246, Gly249 (A), Ser273,
lle275 ( B) und Phe286, 1le290 (C) eine hydrophobe Tasche, in welche
die Seitenkette des Trp482 des anderen Fragments hineintagAu erdem
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biegt sich die F-Helix von einem Molekil (in Abb. 1.5 Molekel 2) hinter
die -Faltblatter der PAS-A-Domane des anderen Molels. Das daraus ent-
stehende F-Interface wird durch eine Salzbmcke zwischen Arg345 (PAS-A,
D) und Glu566 ( F), sowie durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Val243 mit Met560 und Met564 stabilisiert (siehe Abb. 1.5 uhschematische
Darstellung in Abb. 1.6). Die F-Helix des anderen Molekls (in Abb. 1.5
Molekel 1) scheint keine solche Interaktion auszubilden. Die Alfarung

peT—M, M cry DBTcikceve
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung von PERIOD, dem kristallisierten Fragment
und der Interaktionspunkte im PER:PER-Homodimer. ®ber dem vollstandigen Prote-
in (1-1224) sind die Interaktionspunkte mit DOUBLETIME (DB T), TIMELESS (TIM),
CRYPTOCHROM (CRY) und CLOCK:CYCLE (CLK:CYC) dargestellt. Darunter ist
das kristallisierte Fragment (232-599) mit den Interaktionspunkten des Homodimers dar-
gestellt. NLS: Nuclear Localization Domain, CK2: Phosphoylierungsstelle der Casein
Kinase 2 (Ser149, 151 und 153), A: PAS-A, B: PAS-B, CLD: Cytopgasmatic Localization
Domain, NES: Nuclear Export Signal, S/M: Short Mutable Region, C: C-Domain, T/G:
Threonine/Glycine Repeat Region, CCID: CLOCK:CYCLE Inhib ition Domain, hydroph.
Tasche: hydrophobe Tasche.
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der 3D-Struktur liefert damit auch eine Besatigung und Erklarung fer die
vorangegangenen Studien von Huang und Kollegen (1993, 1p9Buch im
3D-Model ist Val243 durch die Ausbildung hydrophober Wecle$wirkungen
wichtig fer die Stabilisierung des Dimers. Die Einfhrung einer Ladung an
dieser Position durch einen Austausch in ein negativ gelates Aspartat oder
ein positiv geladenes Arginin unterbindet diese hydroph@&m Wechselwirkun-
gen und #hrt damit zu einer Destabilisierung des Dimers.

1.7 Mechanismen der Temperaturkompensa-
tion

Die Temperatur auf der Erde unterliegt, wie oben beschriebeeiner starken
Schwankung. Bei biochemischen Reaktionen hat eine Tempena&rhehung
um 10 eine doppelte bis dreifache Reaktionsgeschwindigkeit Zewlge. Die
innere Uhr berotigt daher Mechanismen, die Periodemhge trotz wechseln-
der Temperaturen relativ konstant zu halten.

Eine wichtige Rolle dabei spielt das Gemper. Das PER-Protein besitzt ei-
ne Domane, die sich aus sich abwechselnden Threoninen und Glyeineu-
sammensetzt, die Threonine/Glycine Repeat Region (T/G). @ser Bereich
spielt ein Rolle bei der Temperaturkompensation. In der Nar kommen
vorwiegend zwei Formen dieser T/G-Region vor. Fliegen, diein Allel mit
17 Wiederholungen, (T/G),; tragen, zeigen bei hohen Temperaturen eine
Periode raher bei 24 h als Tiere mit 20 Wiederholungen (T/G). Tiere
mit (T/G) ,o haben jedoch eine bessere Temperaturkompensatiger einen
gresseren Temperaturbereich. (T/G); ist daher in der Natur vorwiegend in
Nordafrika anzutre en, (T/G) »o in Nordeuropa, wo eine #irkere Tempera-
turschwankung herrscht.

Wie in Kap. 1.6.2 ervahnt, zeigten die Untersuchungen der Mutatiorpert,

dass eine Reihe weiterer biochemischer Prozesse am Medrans der Tem-
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peraturkompensation beteiligt sein kann. Es wurde gezejgilass PER-Frag-
mente, die PAS-Domanen besitzten zum Einen einen Homodimer bilderek-
nen, zum Anderen aber auch in der Lage sind, mit PER-Fragmesn die
die C-Domane enthalten, zu dimerisieren. Da diger--Mutation die Ho-
modimerisierung temperaturablngig schvacht und die Interaktion mit der
C-Domene temperaturablangig s@rkt, wurde feur die Temperaturkompensa-
tion ein Modell basierend auf diesen beiden Dimerisierung@orgeschlagen.
Es wurde vermutet, dass es eine intramolekulare Interaktiozwischen der
PAS- und der C-Donane gibt, die in Konkurrenz mit der Homodimerisierung
steht. Eine temperaturbedingte Verschiebung des Gleichgehts zwischen
diesen Interaktionen vare dann in der Lage andere, von der Temperatur be-
ein usste E ekte, wie vielleicht die Kernlokalisation, auszugleichen (Huang
et al., 1995).

Neben PER:PER-Homodimerisierung scheint irper- auch die PER:TIM-
Heterodimerisierung temperaturabkngig gesbért zu sein. Die Stabilitat des
PER:TIM-Komplexes wurde daher ebenfalls mit der Temperatkompensa-
tion in Verbindung gebracht (Gekakiset al., 1995). Zudem ist die Mutati-
on tim St (Supressor ofpert) in der Lage ist denper--Phanotyp zu unter-
drucken (siehe Diskussion Kap. 4.2.1.6, Rutilat al., 1996). Dies favorisiert
die PER:TIM-Interaktion als megliche Komponente der Temperaturkompen-
sation. Trotz dieser verschiedenen Amsze ist der Mechanismus der Tempe-

raturkompensation jedoch weitgehend unverstanden.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

1.8.1 Untersuchung der transgenen Fliegenlinie 21-32

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Landskron, 2002) wade eineP-Ele-
ment-Mutagenese mit einemuciferase-Konstrukt durchgefehrt. Dabei wur-
de das Konstrukt pTrap-luc vom X -Chromosom auf die Autosomen mobili-
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siert. Ziel war es, durch Messung der LUCIFERASE-Aktiviét der erzeugten
Fliegenlinien, Linien zu isolieren, bei denen eine Inserti in ein circadian
reguliertes Gen stattgefunden hatte.

Eine der isolierten Linien ist 21-32. Diese Linie zeigt in LI2ine rhythmische
LUCIFERASE-AKktivit at, mit einem nachtlichen Maximum. Die Biolumines-
zenz dieser Linie steht unter der Kontrolle der inneren Uhda nach Einkreu-
zen einesX -Chromosoms mitper®® keine rhythmische Biolumineszenz mehr
gemessen werden kann. Das Konstrukt ist 66 bp vor dem Trangkiionsstart
des GenLG6328 (93F2-93F6) auf Chromoson8 inseriert. Homozygot ver-
ursacht das Insertionschromosom Sterikit. Messungen der Lokomotorakti-
vitat ergaben au erdem ein reduziertes rhythmisches Verhatie In DD sind
nur 50 % der Tiere mit einer Kopie des Insertionschromosombythmisch,
von den homozygoten Tieren nur 17 %.

Durch geeignete Untersuchungen sollte festgestellt werdeob CG6328 ein
ccg ist, also ein Gen, das unter der Kontrolle der inneren Uhr shé, oder

vielleicht sogar selbst ein Bestandteil des molekularen gators.

1.8.2 Untersuchung der Funktion des PER:PER-Ho-

modimers

Die Aufklarung der 3D-Struktur der PAS-Donmanen des Proteins PERIOD
zeigte, dass PER im Kristall als Homodimer vorliegt, und béatigte damit
altere Studien, die auf eine Homodimerisierung hinweiseie 3D-Struktur

o enbarte zudem megliche Interaktionspunkte, die auch in der Fliege diese
Homodimerisierung vermitteln lonnten.

Durch die Herstellung transgener Fliegen, die getagte rakbinante PER-
Proteine exprimieren, sollte die Mglichkeit gescha en werden, eine Homo-
dimerisierung von PER in der Fliege zu untersuchen. Au erde sollte durch

die Einfuhrung verschiedener Mutationen in diese Proteine eine Darisie-
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rung gezielt verringert oder ganz unterbunden werden. Aufigse Weise soll
geklart werden, ob, und wenn ja, welche physiologische Bedeutyder Homo-
dimer in Fliegen hat. Besonders die mgliche Beteiligung am Mechanismus
der Temperaturkompensation soll gekrt werden, da die molekularen Hin-
tergrende dieses wichtigen Aspekts der inneren Uhr immer noch wgghend

unverstanden sind.

1.8.3 Untersuchung eines Nuclear Export Signals in
PER

Untersuchungen der PERIOD-Proteine der Maus (mPER1, mPER2ind
MPER3) zeigten, dass diese Proteine im Anschluss an die Cgtsmatic Loca-
lization Domain (CLD) ein Nuclear Export Signal (NES) besizen. Sequenz-
vergleiche ergaben, dass dd3rosophila PER wahrscheinlich ebenfallsiber
ein derartiges Signal vesgt (Vielhaber et al., 2001). Durch die Erzeugung
transgener Tiere, die ein rekombinantes PER mit einer Mutédn im puta-
tiven NES exprimieren, soll untersucht werden, ob es sich blai tatsachlich

um ein funktionelles NES handelt.



Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 PCR, Sequenzierung und Sequenzanalyse

PCR Sequenzreaktion
Zyklen | Temperatur | Dauer | Zyklen | Temperatur | Dauer
1 95 60 s 1 96 30s
30 95 45 s 28 96 10 s
55 30s 55 10 s
72 60 s 68 4 min
1 72 5 min

Tabelle 2.1: Reaktionszyklen der PCR und der Sequenzreaktion.

Fer PCR wurde ausschlie lich Thermus aquaticusPolymerase Taq’) un-
ter folgenden Reaktionsbedingungen verwendet: 20 mM TrisGH ph 8,75,
10 mM KCI, 10 mM (NH4)2S0Oy, 2 mM MgSQy, 0,1 mg/ml Bovine Serum Al-
bumin (BSA), Primer je 0,4 M, Desoxiribonucleosidtriphosphate je 0,4 mM,
DNA-Matrize, 1,5 | Tag" in 50 | Gesamtvolumen. Die DNA-Matrize bil-

32
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Primer Sequenz Verwendung
tim1957-S | GTGGTTGCGTAATGCCCTGG| Is-tim / s-tim
tim568-AS | GCACCGTCAGATTGACGA
JO-S GGGTATCGTTACACTTGCTGC P[w*]?t 32
JO-AS GGATGATGTCTCGACACTTCC Revertanten
per3823-S | CACCTTCTGCGTGATGCTGC| R345E
perd295-AS| CTTCATTACCGTCTCGTAGG
perd187-S | CAGTGCACTGGGCTATCTGC| W482E
per4666-AS| CTCCTGCTTGACCGTGTCCG
perd522-S | GCAGTGCAACGTCTTCGAGG I530A, M560D
per5354-AS| TCTCCATCTCGTCGTTGTGC
per6129-S | TGATGTACCAGCCGATGCCC| HA- bzw.
per6506-S | CTGCAGCAGCAGCAATCCCG c-myc-TAG
per7291-AS| GTGGTTCGATGTTCGAACCC
HA-test CGTAATCGGGCACATCGTAGG
c-myc-test | CCTCGCTGATCAGCTTCTGCT

Tabelle 2.2: Oligonukleotide, die fur PCR und Sequenzreaktionen verwendet wurden.
Das tim -Primerpaar stammt aus der Arbeit von Shobi Veleri, die per-Primer aus der Ar-
beit von Franz Glaser. Mit dem Primerpaar JO-S (270 bp vor P[w*]?* 32) und JO-AS

(250 bp nachP[w* J?* 32) wurde der ehemalige Insertionsort des -Elements nach der Re-
mobilisierung untersucht. Die Orientierung der TAGs in den per-Konstrukten wurde mit
den Primerpaaren HA- bzw. MYC-test / per6129-S bzw. per7291AS wuberpruft. Sequen-
ziert wurden die Insertionsorte der TAGs mit dem Primerpaar per6506-S / per7291-AS.
Mit den wbrigen per-Primern wurden die angegebenen Mutationen sequenziert.

deten dabei entweder 10-50 ng Plasmid-DNA oder 1 genomische Fliegen-
DNA, die nach derSingle- y DNA prep Methode (Glooret al., 1993) herge-
stellt wurde. Die Ampli kation fand in einem T1 Gradient oder T3 Ther-

mocycler (Biometra) statt, Programm siehe Tab. 2.1. Die Aukinigung der
PCR-Produkte erfolgte durch DNA-Gelelektrophorese (Sambok and Rus-
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sel, 2001), und anschlie ende Gelextraktion@lAquick Gel Extraction Kit,

QUIAGEN).

Sequenzreaktionen wurden entweder mit PCR-Produkten odd?lasmiden
unter Verwendung desBigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing KitgAp-

plied Biosystems, Didesoxymethode (Sanget al., 1977)) durchge#ihrt. Auf-

getrennt wurden die Produkte von der Firma GENEART, Regendlirg, Bio-
park II.

Die Analyse der Chromatogramme erfolgte mit dem Computerpgramm
BioEdit (Hall, 1999), die Analyse der Sequenzen mit dem Softwarepgat
Lasergene vBDNASTAR. Datenbankvergleiche wurden auf den Internetsei
ten http://ncbi.nlm.nih.gov/ und http://flybase.net/ durchgetihrt.

2.1.2 Klonierung allgemein

Die fur Klonierungen verwendeten Restriktionsenzyme, sowieallLigase wa-
ren bis auf SanDI (Stratagene) und Sgfl (Promega) von der Firma New
England Biolabs (NEB). Die Reaktionsbedingungen wurden &prechend
der Beschreibung des jeweiligen Enzyms eingestellt. Bastiabei der Ligase-
reaktion die Meglichkeit der Religation, so wurde der entsprechende Vekt
zusatzlich mit CIAP (Calf Intestine Alkaline PhosphataseFermentas) be-
handelt. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte wie loen beschrie-
ben. Bei Ligationen wurden ca. 50 ng Vektor, sowie ein drediaer molarer
Uberschu an Insert eingesetzt.

Die Transformationen erfolgten inXL1 Blue heatshock-kompetente Zellen
(Stratagene) unter Verwendung des Protokolsef diese Zellen. DNA-Plas-
midpreperationen im kleinen Ma stab wurden mit demQIAprep Spin Mi-
niprep Kit (QIAGEN) hergestellt. Fur Plasmidpraperationen im gesseren
Ma stab wurde das QIA Iter Plasmid Midi Kit (QIAGEN) verwendet.

Bei der Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese, nach déufreini-

gung, zuerst mit dempGEM-T Easy Vector System I(Promega) subkloniert.
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2.1.3 Klonierung der per -Konstrukte
2.1.3.1 Ausgangsvektoren

Ausgangspunkt &ir die Klonierung der period-Konstrukte waren die Vek-
toren -1313-34-hs-perund rec4, die freundlicherweise von Paul Hardin zur
Verfagung gestellt wurden. Der Vektor-1313-34-hs-perbasiert auf einem
pPf CaSpeR-4 (Thummel und Pirotta, 1991), bei dem dieHindlll, Pstl,
Sall, Xhol und Hpal Schnittstellen entfernt worden waren. Er entl&lt die
gesamteper-cDNA, sowie eine 2,1 kb lange genomische Downstream-Seqgue
(Hind Il /' EcoRl), und das -1313-34per-Promotorfragment zusammen mit
einem 250 bp langemsp70-Promotor (Hao et al., 1997 und 1999). Der Vek-
tor rec4 basiert auf einempBluescript KS (Stratagene), der dasxXhol /
EcoRI-Fragment (hsp70-Promotor, per-cDNA und genomische Sequenz) des
-1313-34-hs-perenthalt.

N N N
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Abbildung 2.1: Restriktionskarte des Ausgangsvektors-1313-34-hsp-per der von Paul

Hardin zur Verfugung gestellt wurde. Kpnl und Xbal sind die Enzyme, mit denen der

dargestellte Bereich in denpPf CaSpeR-4 (7,9 kb) kloniert wurde. Der Bereich zwischen

EcoRI und Xbal stammt aus dem Vektor pBluescript KS (durch Klonierung aus rec4).

Abkerzungen: per-P.: per-Promotor (-1313-34), hsp70: hsp70-Promotor. Abstande:

Kpnl / Xhol: 1 kb, Xhol / Sall: 0,5 kb, Sall / SanDI: 1,2 kb, SanDI / BamHlI:
1,1 kb, BamHI / Hindlll: 1,4 kb, Hind Il EcoRI:  2,1kb.

Von Masao Doi wurden freundlicherweise die VektoregmAc-dPer-I530A und
pAc-dPer-M560D zur Verfagung gestellt, die auf denpAc5.1/V5-HIS B (In-
vitrogen) basieren und Basenaustausche in deeriod-cDNA tragen, die im
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PERIOD-Protein die Aminosaurenaustausche Isoleucin-530-Alanin (1530A)
und Methionin-560-Aspartat (M560D) verursachen.

2.1.3.2 Herstellung der TAGs

Die TAGs wurden durch Hybridisierung von je zwei Oligonukletiden her-
gestellt. Jeweils 150 pmol der Oligonukleotide HA2-S und HAAS, sowie
MYC2-S und MYC2-AS (Tab. 2.3) wurden inT4 DNA Ligase Pu er (NEB)

mit T4 Polynucleotide Kinase(NEB) am 5'-Ende fur die spatere Ligation
phosporyliert. Anschlie end wurden die Reaktionen 5 min irl | Wasserbad
aufgekocht und im Wasserbad langsam auf 4 abgeleihlt. Dadurch wurde
zum Einen die T4 Polynucleotide Kinaseinaktiviert und zum Anderen die

Hybridisierung durchgetihrt.

2.1.3.3 Kilonierung der per -Konstrukte ohne Mutationen

Zuneachst wurde das 4,2 kibXhol / Hindlll-Fragment aus demrec4 in einen
pBluescript KS" (Stratagene) kloniert (pKS-per). In pKS-per wurde an-
schlie end mit Hilfe des QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) kurz vor dem Stopcodon irper mit den Primern Aat-S und
Aat-AS (Tab. 2.3) eine Aatll-Restriktionsstelle erzeugt pKS-per-Aat). In
dieseAatll-Schnittstelle wurden daraufhin die beiden hybridisieten TAGS,
HA und c-myg ligiert (pKS-per-HA, pKS-per-c-myg. Die Sequenz der TAGs
wurde so gewhlt, dass nach einer Insertion diat1l-Stelle nicht mehr vor-
handen ist. Der korrekte Einbau der TAGs wurde durch Test-P& und
Sequenzierung (Tab. 2.2pberpreft.

Nachdem mit den Primern Bam-weg-S und Bam-weg-AS (Tab. 2.BEi einem
pBluescript KS" die BamHI-Restriktionsstelle entfernt worden war pkS-
Bam ) wurde das 2,1 kbHind 11l / EcoRI-Fragment ausrec4 in diesen Vek-
tor kloniert ( pKS-pgs-Bam). Durch Klonierung des 2,1 kb gro enHind 111/
Xbal-Fragments aus dempKS-pgs-Bam in die Vektoren pKS-per-HA und
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pKS-per-c-mycwurden dann die Vektorenrec4-HA-Bam und rec4-c-myc-
Bam erzeugt. Im Ausgangsvektor-1313-34-hs-perwurde daraufhin das

3,5 kb BamHI / Xbal-Fragment mit den entsprechenden Fragmenten aus
rec4-HA-Bam und rec4-c-myc-Bam ausgetauscht, was die beiden Kon-

strukte per-HA und per-c-myc erzeugte.

2.1.3.4 Klonierung der Konstrukte mit Basenaustauschen

Name Sequenz

HA2-S TTACCCCTACGATGTGCCCGATTACGCCTACGT
HA2-AS AGGCGTAATCGGGCACATCGTAGGGGTAAACGT
MYC2-S TGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGATCTGTACGT
MYC2-AS AGAGATCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCAACGT
Aat-S CCAGACACAGCACGGGE&STCTAGTAGCCACACCCGC
Aat-AS GCGGGTGTGGCTACTBACGTCCCCGTGCTGTGTCTGG
Bam-weg-S | CCGCTCTAGAACTAGTBATCCCCCGGGCTGCAG
Bam-weg-AS | CTGCAGCCCGGGGGATCACTAGTTCTAGAGCGG
R345E-S CCTGGGGCTCACCTTGAGGAGGCTCCGGAGGAG
R345E-AS CTCCTCCGGAGCCTCBCGAAGGTGAGCCCCAGG
WA482E-S AGCTTCGTCAATCCASAGTCCCGCAAGCTGG
WA482E-AS CCAGCTTGCGGGATC TGGATTGACGAAGCT

Tabelle 2.3: Oligonukleotide, die fur die Erzeugung der Punktmutationen und die Her-
stellung der TAGs fur die period-Konstrukte verwendet wurden. Basenaustausche sind
durch Fettdruck gekennzeichnet.

Im Vektor pKS-per wurden mit den Primerpaaren R345E-S / R345E-AS
und WA482E-S / WA482E-AS (Tab. 2.3) die Basenaustausche Argm345-
Glutamat und Tryptophan-482-Glutamat erzeugt pKS-per-R345Eund pKS-
per-W482E). Die Xhol / BamHI-Fragmente (2,9 kb) aus diesen Vektoren

wurden dann jeweils inper-HA und per-c-myc ausgetauscht: per-R345E-
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HA, per-R345E-c-my¢ per-W482E-HA und per-W482E-c-myc Der dabei
auch freiwerdendepBluescript KS" etwa gleicher Gpsse (3 kb) wurde mit
Dral verdaut.

Die SanDI / BamHI-Fragmente (1,1 kb) aus den VektorerpAc-dPer-I530A
und pAc-dPer-M560D wurden jeweils in den Konstruktenper-HA und per-
c-myc ausgetauscht: per-1530A-HA, per-1530A-c-myg per-M560D-HA und
per-M560D-c-myc

Das 1,7 kb langeXhol / SanDI-Fragment auspKS-per-W482E wurde jeweils
in den Konstrukten per-M560D-HA und per-M560D-c-mycausgetauscht, was
die Konstrukte per-W482E-M560D-HA und per-W482E-M560D-c-mycer-
zeugte. Das Vorhandensein der Basenaustausche wurde duselyuenzierung
(Tab. 2.2) uberpreift.

2.1.4 Westernblot
2.1.4.1 Proteinpr eaparation und Gelektrophorese

Drei bis vier Tage alte Tiere wurden#@r mindestens drei Tage in einem#nst-
lichen Rhythmus aus 12 h Licht / 12 h Dunkelheit (LD) bei 25 gehalten
und zu den entsprechenden Zeitgeberzeiten inussigem Sticksto abgesam-
melt. Durch Vortexen wurden die Kopfe abgetrennt und auf Trockeneis ab-
geahlt. Fur die einzelnen Experimente wurden unterschiedliche Meag von
Fliegenkepfen verwendet. Wird im Ergebnisteil nicht gesondert dar# hin-
gewiesen, so wurdereif TIM- und PER-Nachweise in wildtypischen Fliegen
25 Kepfe und #r Nachweise von PER in den Transformantenlinien deper-
Konstrukte 25, 35 oder 50 kopfe verwendet.
Die Kepfe wurden in 50 | Homogenisierungspu er (20 mM HEPES pH 7,5,
100 mM KCI, 5 % Glyzerin, 10 mM EDTA, 0,1 % Triton-X 100, 20 mM
-Glycerophosphat, 0,1 mM Natriumvanandat (NgvVO,), 0,5 mM PMSF,
20 g/ml Aprotinin, 1 mM DTT, 5 g/ml Leupeptin, 5 g/ml Pepstatin A)
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homogenisiert. Nach zweimaliger Zentrifugation (6 min bei6000 g) wurde
der Uberstand mit 10 |5 DGLP (0,31 mM Tris, 10 % SDS, 50 % Gly-
zerin, 25 % -Mercaptoethanol, 0,1 % Bromphenolblau) versetzt, und 3 mi
bei 96 aufgekocht.

2.1.4.2 Proteinpr eaperation mit Dephosphorylierung der Proteine

Die Fliegenlepfe wurden wie oben beschrieben abgadut. Die Proteinextrak-
tion fand in einem Homogenisierungspu er statt, der im Gegesatz zum oben
beschriebenen, kein N&VO, und nur 1 mM EDTA enthielt. Vor dem Auf-
kochen in DGLP wurden die Proteine mit -Protein-Phosphatase( -PPase
NEB) entsprechend der Herstellerinformation dephosphaligrt.

2.1.4.3 Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die Proteine wurden in einem 16 18 cm gro en Polyacrylamidgel bei 55 V
eiber einen Zeitraum von 17 h aufgetrennt (Sammelgel: 4,5 % wtamid
[Acrylamid:Bisacrylamid 75:1], 0,1 M Tris pH 6,8, 0,1 % SDSIrenngel: 6 %
Acrylamid [Acrylamid:Bisacrylamid 75:1], 0,39 M Tris pH 88, 0,1 % SDS;
Elektrophoresepu er: 25 mM Tris, 0,2 M Glycin, 0,1 % SDS).

2.1.4.4 Semidryblot

Auf der Kathode der Blotapparatur wurde der Blot wie folgt adgebaut: drei
Lagen Whatman 3MM Chromatographiepapier, Polyacrylamidgl, Nitrocel-
lulosemembran Protran BA85 45 m, Schleicher und Schuell), drei Lagen
Whatmanpapier. Das Papier und die Membran wurden vor dem Blten mit
SDBB (Semi-Dry-Blotting-Bu er, 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % Metha-
nol, 0,0375 % SDS) geemnkt. Geblottet wurde fur 1 h bei einer Stromsérke
von 400 mA ( 4 mA / cm?).

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen mit Ponceaufe®rbt um
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die Ubertragung zueuberprefen. Entfarbt wurde durch mehrere Waschschrit-
te mit zuerst Wasser, und dann TBST (Tris Bu ered Saline mit Tween-20:
140 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5, 0,05 % Tween-20). Mit 1 % BSA Frak
tion V in TBST wurden die Membranen daraufhin 2 h geblockt.

2.1.4.5 Antik erperf arbung und Detektion

Direkt nach dem Blocken wurden die Membranesber Nacht mit dem jewei-
ligen primaren Antikerper (siehe Tab. 2.4) in 5 % Magermilchpulver in TBST
gefmrbt. Nach 5-6 Waschschritten (insgesamt ca. 30 min) mit TBB erfolg-

te die zweistindige Inkubation mit dem jeweiligen sekundren Antikerper
(Tab. 2.4) in 5 % Magermilchpulver in TBST. Nach abermals 5-8Vasch-
schritten erfolgte die Detektion des sekurten Antikerpers mit Hilfe des
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substra{@ierce) auf Hyper Im

MP Filmen (Amersham).

Bei Farbungen mit einem zweiten primaren Antikerper wurden die Mem-
branen nach der Detektion mit TBST gewaschen und erneut gedukt. Die

weiteren Farbungen wurden dann, wie oben beschrieben, durchefert.

2.1.5 Immunocopr azipitation (ColP)

Die ColP wurde nach einen Protokol von P. Emery durchgehrt (Busza
et al., 2004). Alle Zentrifugationen und Inkubationen wurden bei 4 durch-
gekihrt. Die Proben (ZT20) wurden bei allen Arbeitsschritten dirch Alumi-

niumfolie vor Licht geschutzt.

Pro Probe wurden 20 | Beads (Protein G Sepharose Fast Flow Bead&mer-
sham) bei 2000 rpm (322 g Biofuge Pico, Heraeus) abzentrifeid, mit 1 ml

Extraktionspu er (20 mM Hepes pH 7,5, 100 mM KCI, 5 % Glyzerin 0,05 %
NP40, 1 mM DTT, 20 mM -Glycerophosphat, 0,1 mM NgavO4, 5 mM
PMSF, 20 g/ml Aprotinin, 5 g/ml Leupeptin, 5 g/ml Pepstatin A) ge-
waschen und mit 5 | Antik erper (Anti-C-MYC, siehe Tab. 2.4) in 1 ml
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Antigen Wirt Markierung Verd ennung Referenz / Quelle
PER (978-1) | Kaninchen 1:10000 Stanewskyet al., 1997A
TIM Ratte 1:10000 M. Rosbash
TIM Ratte 1:2500 |. Edery
HA.11 Maus 1:1000 Covance (HISS
(16B12) Diagnostics GmbH)
C-MYC Maus 1:1000 Covance (HISS
(9E10) Diagnostics GmbH)
Kaninchen Ziege HRP 1:100000 Pierce
IgG (H+L)
Ratte Ziege HRP 1:25000 Pierce
IgG (H+L)
Maus IgG Schaf HRP/ECL 1:2000 Amersham

Tabelle 2.4: Antik erper fur den Proteinnachweis auf Membranen.

Extraktionspu er f ur 1 h auf 4  rotierend inkubiert. Danach wurden die
Beads abzentrifugiert (2000 rpm) und del®Jberstand abgenommen. Die Be-
ads wurden danach pro Probe in 401 Extraktionspu er resuspendiert.

Pro Probe wurden 2 200 | Fliegenkepfe (ZT20) in je 400 | Extraktions-
pu er homogenisiert, zweimal 5 min bei 16000 g zentrifugieund vereinigt.
20 | der vereinigten Uberstande wurden mit 5 DGLP aufgekocht (siehe
oben) und als Kontrolle auf 80  eingefrohren. Der restlicheberstand
wurde dann mit 20 | antikerpergekoppelter Beads rotieren@ber Nacht in-
kubiert.

Die Beads wurden dann 2 min bei 2000 rpm abzentrifugiert. 20 desUber-
stands wurden wiederum, wie oben beschrieben, als Kontelaufgehoben.
Nach dreimaligem Waschen mit 750 | Extraktionspu er wurden die Beads
| 5 DGLP aufgekocht.

Der Nachweis der an die Beads gebundenen Proteine erfolgeend mit SDS-

in 30 | Extraktionspu er resuspendiert und mit 8

Gelelektrophorese und Westernblot (siehe oben).
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2.1.6 Messung der Transkription von per -Konstrukten
2.1.6.1 RNA-Pr aperation und reverse Transkription

Wird nicht gesondert darauf hingewiesen, so fanden alle Aglisschritte bei
4  oder auf Eis statt. 30 Kepfe (ZT15) wurden in 250 | Trifast (Peg-
lab) homogenisiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 np wurde der
Uberstand mit 50 | Chloroform / Isoamylalkohol (49:1) durch Vortexen ver-
mischt, 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie ed 20 min bei
11000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde di@bere, wassrige
Phase mit Isopropanol gemischt und die RNA bei 80 gehllt. Die RNA
wurde dann durch eine 15 min Zentrifugation mit 11000 rpm @zipitiert und
mit 75 % Ethanol gewaschen (5 min, 8000 rpm). Nach dem Trockmevurde
die RNA in 12 | Wasser gebst.

Die reverse Transkription fand mit demQuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben statt. In die Reaktion zuBeseitigung
von genomischen DNA-VerunreinigungengONA Wipeout Bu er ) wurde die
gesamte RNA-Pmaperation eingesetzt. Die daraus resultierenden 14 wur-
den wiederum vollsandig in die reverse Transkription mit Oligohexanukleo-
tiden eingesetzt.

Von den 20 | cDNA-L esung wurde daraufhin 1 | in einer PCR (siehe oben)
auf Verunreinigungen durch genomische DNA getestet. Dabwiurde ein
Primerpaar (Inv-S / Inv-AS) gegen das Genlnvadolysin verwendet (siehe
Tab. 2.5). Inv-S bindet in Exon 6, Inv-AS in Exon 8 vonlnvadolysin Im
Fall von genomischer DNA ist das PCR-Produkt 746 bp lang, im d&l von
cDNA nur 625 bp, da zwei Introns mit 55 bp bzw. 66 bp fehlen.

2.1.6.2 Realtime-PCR und Auswertung

Die Realtime-PCR wurde in 20 | LightCycler-Kappilaren (Roche) mit dem
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) in einem LightCycler (Roche)
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durchge#ihrt. Fer jede Probe wurde eine Reaktion mit einem Primerpaar
gegen das housekeeping Geffubulin84B und eine Reaktion mit einem Pri-
merpaar gegen diger-Konstrukte angesetzt (siehe Tab. 2.5). Pro Reaktion
wurde 1 | cDNA eingesetzt. Um Pippetierfehler bei der Zugabe der cDN
zu vermeiden, wurde dr jede Probe ein Mastermix angesetzt, dem dann die

jeweiligen Primer zugegeben wurden.

Primer Sequenz gDNA | cDNA
Inv-S CTCGAGCAGGGATGTATAGAGCG 746 bp | 625 bp
Inv-AS AGATCTCTGTCCGGAGAGCATTAGCAC

Tub-S TCCTTGTCGCGTGTGAAACA 710 bp | 221 bp
Tub-AS GTGCTTGCCAGCTCCAGTCT

per-LS-1 | ACCGAAAGCTGAAGAGCATG 116 bp | 116 bp
per-LS-2 | GACCCCAAGCACCGAAAGCTG 135 bp | 135 bp
c-myc-test| CCTCGCTGATCAGCTTCTGCT

Tabelle 2.5: Primer, die fur die Real-Time-PCR und zum Testen der cDNA verwendet
wurden. Das Primerpaar Inv-S und Inv-AS, gegen das Geinvadolysin, wurde zum Testen
der cDNA auf Verunreinigungen durch genomische DNA verwendt. Das Primerpaar Tub-

S und Tub-AS bindet an Tubulin84B und wurde als interne Kontrolle (housekeeping Gen)
bei der Realtime-PCR verwendet. per-LS-1 und per-LS-2 wurén jeweils in Kombination

mit c-myc-test verwendet. Auf diese Kombination beziehen &h auch die Angaben der
Produktl angen bei den Primern per-LS-1 und per-LS-2.

Wahrend der PCR (siehe Tab. 2.6) im LightCycler wurde nach jein PCR-

Zyklus die Zunahme der Fluoreszenz (siehe Abb. 2.2) des Faidbes SYBR

Green gemessen. SYBR Green bindet nur an doppebstgige DNA und

kann nur dann zur Fluoreszenz angeregt werden. Dieeke der Fluoreszenz
verhalt sich daher proportional zur Menge des PCR-Produktes.

Fur die Berechnung der relativen cDNA-Menge wurde der CT-WeKCros-

sing Time) verwendet. Der CT gibt an, bei welcher Zyklenzahtlie Fluo-
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Zyklen | Temperatur | Dauer

: Tabelle 2.6: PCR-Programm fur die
1 95 15 min cDNA-Ampli kation im LightCycler.

40 95 15 s Der 15 minutige 95  -Schritt dient
56 30's zur Auftrennung der Doppelstrange der

cDNA und zur Aktivierung der Polyme-
72 20 s rase.

reszenz und damit das PCR-Produkt einen festgelegten Scliemwert eiber-
steigt (siehe Abb. 2.2). Rir jede Probe wurde dann die Dierenz ( CT)
aus den CTs von Zielgen und housekeeping Gen ermittelt, dielative RNA-
Menge ergibt sich aus der Potenz des CT zur Basis 2:

CT =CT Zegen CThousekeeping Gen Relative RNA-Menge: 2 ¢T
Zum Vergleich mehrerer Proben wurden die verschieden relan RNA-Men-
gen eines Experiments normalisiert, wobei derelchste Wert auf 1 gesetzt
wurde. Aus den normalisierten RNA-Mengen mehrerer Experiente wurde
dann der Durchschnitt, sowie der SEM berechnet.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung
eines LightCycler-Experiments mit einer Pro-
be. Reaktion 1 ist mit dem Primerpaar fur
das housekeeping Gen, Reaktion 2 mit dem
Schwellenwert Primerpaar fur das Zielgen. Die Schnittpunk-
_____ _ __ T te der Fluoreszenzkurven mit dem Schwellen-
0 — : : wert ergeben die beiden CT-Werte (Crossing

0 1020 30 40 Time) in Reaktionszyklen
Anzahl der Zyklen yien.

| Reaktion 1 Reaktion 2

Fluoreszenz

2.2 Genetische Methoden

2.2.1 Fliegenst amme

CantonS: Wildtypstamm Canton Spezial(Konopka et al., 1989).
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y Df(1)w: Kontroll- und Ausgangsstamm, mity w abgelerrzt (Lindsley
and Zimm, 1992).

X-90: Fliegenlinie mit P-Element-Insertion (uc-sni er ) auf y w-X -Chro-

mosom (Stemp et al., 2002).

GAB, Nov75: Wildtypstamme mit dem Allel tim-Is auf Chromosom?2
(Sandrelli et al., 2007).

ATDD, B16: Wildtypst amme mit dem Alleltim-s auf Chromoson?2 (San-
drelli et al., 2007).

21-32: Fliegenlinie mitpTrap-luc-Insertion auf ChromosonB vor dem Gen
CG6328 (93F2-93F6).

T27L, T29L: Fliegenlinien mit einem L-TIM exprimierenden Konstrukt

im genetischen Hintergrund vortim® (Tauber et al., 2007).

T28S, T30S. Fliegenlinien mit einem S-TIM exprimierend Konstrukt im
genetischen Hintergrund vortim® (Tauber et al., 2007).

P[LS-TIM] : Transgener Stamm mit einenis-tim-Konstrukt in tim° (Tau-
ber et al., 2007).

46B: Fliegenlinie mit P [Is-tim]-Insertion im genetischen Hintergrund von
tim® (Sandrelli et al., 2007).

DrERL L BL: De zienz 93D1-93F8, Bloomington : 5805 (Lindsley and

Zimm, 1992).

yw;; Ki 2-3: yw mit Kinked und der P-Element-Transposase homo-
zygot auf Chromosom3 (Lindsley and Zimm, 1992).

y W = y w mit Hairless uber dem BalancerchromosorTM3, Sb*

(Lindsley and Zimm 1992).
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y pe® w: period-Nullmutante in y w-Hintergrund. (Konopka and Benzer,
1971).

y per’l w ; %: y per’’ w mit Bristle uber dem BalancerCurly of Oster

(Lindsley and Zimm, 1992).

y pe® w;; =5 Yy per®® w mit Hairless uber dem BalancefrTM6B, D3

(Lindsley and Zimm, 1992).

2.2.2 Fliegenaufzucht

Die Fliegen wurden bei 18 oder 25 und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 65 % in Ghsern auf einem Nahrungsbrei, bestehend aus 0,8 % Agar,
2,2 % Rubensirup, 8,0 % Malzextrakt, 1,8 % Bierhefe, 1,0 % SojameBl0 %
Maismehl/-gries und 0,3 % Nipagin, gehalten. In den Zuchtiumen herrscht
ein kenstlicher Tag/Nacht{Rhythmus von 12/12 h LD. Die Betaubung der
Fliegen erfolgt entweder durch CQ@ oder Diethylether.

2.2.3 Remobilisierung des P -Elements von 21-32

Das P-Element der Linie 21-32 ist auf denB. Chromosom lokalisiert. Da
die Fliegen dieser Linie homozygot steril sind, ist das Ind®nschromosom
mit TM3 balanciert. Durch Einkreuzen der Transposase, die2-3 ebenfalls
3. chromosomal lokalisiert ist, wurde dad?-Element mobilisiert. Resultie-
rende weiaugige Fliegen wurden anschlie end mitr,\'jl—3 balanciert. Bei der
Parentalkreuzung wurden etwa 10 Weibchen (Jungfrauen) mitO Mannchen
gekreuzt (Massenkreuzung). Bei den folgeneden Kreuzung@i-F4) wur-

den Einzelkreuzungen angesetzt.

Parentalkreuzung:
yw. +  Pw] yw, + Ki 23
yw' + ' TM3 Y '+ Ki 23
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F1-Kreuzung:
yw +  H yw +  PWw']
yw' +’  TM3 Y "+ Ki 23
F2-Kreuzung (das Chromosom nach der Remobilisierung deésElements ist

durch P(Jw"]) , also eine wei e Augenfarbe gekennzeichnet:

yw + H yw + (Pw])

yw' + ' TM3 Y '+ TM3
F3-Kreuzung:

yw +  (PWw]) yw +  (PW])

yw' + ' TM3 Y "+ TM3
F4-Kreuzung (Test ob homozygote Fliegenlinien fertil sind

yw +  (PWw]) yw +  (PW])

yw’' + " (P[w]) Y T+ (Pw])

2.2.4 Herstellung Transgener Fliegen
2.2.4.1 DNA-Mikroinjektion in Fliegenembryos

Die DNA fur die Injektion wurde mit Hilfe des QUIAGEN Plasmid Midi Kit s
aufgereinigt und in sterilem Wasser gekt. Nach 30 min Zentrifugation bei
16000 g wurde die Midiprep-DNA mit sterilem Wasser, 10 Injektionspu er
und grener Lebensmittelfarbe auf eine Konzentration von 300 ngl DNA
sowie 1 Injektionspu er (5 mM KCI, 0,1 mM NaPO 4 pH 6,8) und Lebens-
mittelfarbe 1:20 vercknnt.

Die fur die Mikroinjektion verwendeten Embryonen hatten folgeden Geno-

VP! Jwodery Ki_2 3 Zum Absammeln frisch gelegter Embryonen

wurden 5 Kreuzungen von je 20 Weibchen (Genoty%) und 20 Mannchen

(Genotyp: L ; ; K—2-3) auf Eiablageplatten (1,8 % Baktoagar, 2,4 %

Zucker, 0,15 % Nipagin, 25 % Fruchtsaft) gehalten. Die Embonen wurden
spatestens 30 min nach der Eiablage von den Eiablageplattensgenmelt,
mit Wasser gewaschen, durch Rollen auf doppelseitigem Kidtand mecha-
nisch dechorioniert und @r die Injektion aufgereiht. Danach wurden siesfr
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1-3 Minuten wuber Silikagel getrocknet. Um eine weitere Austrocknung zu
verhindern wurden die so vorbereiteten Embryonen mit Voltav H10S OI
(Ato na) wmberschichtet.

Die Injektion erfolgte mit Eppendorf Femtotips I, deren Sptzen vor der
Injektion vorsichtig an einem Objekttrager gebrochen wurden. Injiziert wur-
de in Embryonen, bei denen die Zellularisierung noch nichtegonnen hatte,
und zwar in den posterioren Bereich. Hier sclumen sich smter die Polzellen
ab, die die Keimbahn bilden. Nach der Injektion wurden die Olekttr ager
mit den Embryonen auf befeuchteten Eiablageplatten geladebis sich alle
Uberlebenden zu Larven entwickelt hatten. Immer 20 Larven wvden dann
in ein Glas mit Fliegenbreiuberfehrt.

2.2.4.2 Herstellung genetisch stabiler Transformanten

Um aus denWUberlebenden der Injektion genetisch stabile Fliegenliem im
genetischen Hintergrund vory per®® w zu erzeugen, wurde folgendes Kreu-
zungsschema verfolgtger® steht dabei #ir die verschiedenenin vitro muta-
genisiertenperiod-Allele, die injiziert wurden):

P-Einzelreuzungen mit&berlebenden aus der Injektion:

H 1
yw;;Kl 2 3 y per° w; BI oder
y w + Y CyO
y per®> w Bl yw Ki 2 3
y per’t w ' CyO Yy '’ +

F1-Einzelkreuzungen (Waren die€)berlebenden der Injektion rannlich, tru-

gen sie bereity per’! w anstelle vony w):

et w Bl w .
zzerm W' Yo YT ; CyO ; P[w" per*]

Sind alle weiblichen Nachkommen aus der F1-Kreuzung saigig, so be n-
det sich dasP-Element auf dem X -Chromosom. Das endogenper-Gen
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ist ebenfalls auf demX -Chromosom lokalisiert. Fr spatere Untersuchun-
gen wird jedoch einX -Chromosom mitper®® benetigt. Hat die P-Insertion
auf ein per” -X -Chromosom stattgefunden, kann daP -Element nicht in den
perPl-Hintergrund gekreuzt werden. Fliegenlinien mit einenX -lokalisieten
P-Element wurden daher verworfen.

Sind alle Nachkommen, dieCE;—'O tragen, auch weiaugig, so be ndet sich das
P-Element auf dem2. Chromosom.

F2-Einzelkreuzungen (Diese Kreuzungen wurden nur im Falbn weiblichen
Uberlebenden durchgeihrt, im Fall von M annchen konnten direkt die, F3\
angesetzt werden):

y per’t w  BI y per’t w  P[w*" per*]

y per’r w ' CyO Y ' CyO
F3-Einzelkreuzungen:

y per’t w  P[w* per*] y per’t w  P[w*" per*]

y perl w '’ CyO Y ' CyO
F4-Einzelkreuzungen:

y per’t w  P[w* per*] y per’t w  P[w*" per*]

y per’t w ' P[w* perX] Y " P[w* perX]

Sind auch CEj/—'O-Tiere aus der F1-Kreuzung roaugig, so be ndet sich einP-

Element entweder auf den8. oder 4. Chromosom.

F2-Einzelkreuzungen:

yperl*w  H y per*w CyO P[w" per*]

y perPlw '’ TM6B Y o+ +
F3-Einzelkreuzungen:

y pe® w  Pw" per*] y per’* w  P[w" per’]

yperPlw'’' TMG6B Y "’ TM6B
F4-Einzelkreuzungen:

y pe® w  Pw" per*] y per’t w  P[w" per’]

y pert w ' " P[w* perX] Y " Pwt perX]

Bei einer Linie (10-2-2) kam es zu einer Insertion d&Elements auf Chromo-
som4. Bei dieser Linie wurde nach Auskreuzen der Balancer ein homygoter
Stamm unter Verwendung der Augenfarbe hergestellt.
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2.2.5 Herstellung doppelt homozygoter Transforman-

ten der per -Konstrukte f wr die ColP

Fur die Coimmunopmzipitation wurden zwei Fliegensamme erzeugt, die re-
kombinante PERIOD-Proteine mit HA-TAG und C-MYC-TAG expri mieren.
Ein Fliegenstamm #ir wildtypisches PER und ein Stamm ér mutantes PER
mit dem Aminosaureaustausch M560D. Um die Proteinmenge in den Flie-
gen zu erlohen wurden doppelthomozygote Fliegerstnme hergestellt. Aus-
gangssamme #r das wildtypische PER waren dabei die $imme 1-5-2 mit
per-HA auf Chromosom2 und 2-2-2 mit per-c-myc auf Chromosom3 (Siehe
Tab. A.1).

Da die Injektion des Konstruktesper-M560D-c-myczu keiner homozygot le-
benskhigen Linie mit einer Insertion auf Chromoson2 oder3 feihrte, musste
das Konstrukt der Linie 10-2-2 zuerst von Chromosom auf Chromosom?2

mobilisiert werden. Ausgangsstammefr per-M560D-HA war die Linie 9-8

2.2.5.1 Remobilisierung von  per-M560D-c-myc

Zur Remobilisierung desper-M560D-c-mycKonstrukts wurde die Transpo-
sase 2-3 in Fliegen der Linie 10-2-2 eingekreuzt und die Tiere anséhkend
mit y per’t w ; % balanciert. per* bezeichnet hierper-M560D-c-myc
Aus Platzgrenden wurde in den folgende Kreuzungsschemata det -Marker
nicht angegeben.
P-Massenkreuzung:

y per w  P[per*] yw Ki 2 3

yperfl w ' '’ PlperX] Y "' Ki 2 3

F1-Einzelkreuzungen ( bezeichnet das zu mobilisierende bzw. mobilisierte
P-Element):

y per> w Bl yperf*w Ki 2 3 P[perf]
y perl w ' CyO Y T + ’ +
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F2-Einzelkreuzungen:

y per®> w  BI y per®® w  P[per*]
y per®r w ' CyO Y ' CyO

In den F3-Kreuzungen wurden nur Linien verwendet, bei denesine Insertion
auf Chromosomz2 stattfand. Bei diesen Linien sind aIIeCBy—'O-Tiere aus der
F2-Kreuzung wei augig.

F3-Einzelkreuzungen:

y per®t w  P[perX] y per® w  P[per*]
y per w ' CyO Y " CyO

F4-Einzelkreuzungen:

y per’t w  P[perX] y per’t w  P[perX]
y perfl w ' P[perX] Y " P[perX]

2.2.5.2 Erzeugung doppelt homozygoter Linien

Zur Herstellung der doppelt homozygoten Linie ohne Basenstausch wur-
den 1-5-2 und 2-2-2 verwendetpf M560D die Linie 9-8 und die zuvor durch
Remobilisierung erzeugte J5per* und per’ bezeichnen die zwei verschiede-
nen per-Konstrukte.

P-1-Kreuzung P auf Chr. 3):

y per w Bl y pert w  P[perX]
y perl w ' CyO Y "7 PlperX]

P-2-Kreuzung P auf Chr. 2):

yper*w  H y per®® w  P[per']
y per®t w "' TM6B Y " PlperY]

F1-1-Kreuzung:

y per® w CyO P[per*] y per® w CyO P[per*]
yperftw '’ + + Y o+ +

F1-2-Kreuzung:

y per®> w Plper] TM6B y per> w Plper] TM6B
ypedlw' —+ '+ Y oo+ 74




KAPITEL 2. MATERIALIEN UND METHODEN 52

F2-Kreuzung (In Bezug auf dieP-Elemente doppelt homozygote Tiere wur-

den anhand der Augenfarbe ausgesucht):

y per’> w  P[per'] . TM6B y per™ w CyO  Plper*]
y per® w " Plper¥] ©  + Y -+ Plper]

F3-Kreuzung:

y per® w  Plper¥] = Plper*] y per™ w  Plper'] ~ Pper*]
yperPtw’ CyO ' TM6B Y ' CyO ' TMé6B

F4-Kreuzung:

y per® w  Plper¥]  Plper*] y per™ w  Plper‘] ~ Pper*]
y per®t w ' Plper'] " P[per*] Y " Plper’] " P[perX]

2.3 in vivo -Biolumineszenzmessung

Zur Messung der LUCIFERASE-AKktivitat in lebenden Fliegen wurde jede
zweite Vertiefung einer 96-well OptiPlate (Packard) mit 10 | Futterl esung
(1 % Agar, 5 % Saccharose und 15 mM Luciferin) bsdft. Nach Erstar-
ren der Agarose wurden mit Diethylether bedtubte Fliegenmannchen in die
Lecher gesetzt und mit kleinen durchsichtigen #tchen aus abgeschnittenen
PCR-Reaktionsgefissen (MicroAmp, Perkin Elmer) bedeckt, um sie in ihrer
Bewegung einzusclemken (Stanewskyet al., 1997b).

Die Messung erfolgte in einem Topcount NXT Szintillationszhler (Packard)
bei einer konstanten Temperatur von 25 in einem kenstlich befeuchteten
Raum. Gemessen wurde einen Tag wobei die Biolumineszenzejeé#liege

einmal pro Stunde &r 16 Sekunden gemessen wurde.

2.4 Messung der Lokomotoraktivit  at

Maximal vier Tage alte Fliegen wurden in kleinen Glashrchen, zur Mes-
sung der Laufaktivitat gehalten. Ein Ende der ®ohrchen (65 mm 5 mm)
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wurde mit einer Futtermischung aus 2 % Agar und 5 % SaccharoseH,0
und einer Versiegelung aus Para n verschlossen, die and&eite versperrte
ein Wattestopfen. Gemessen wurden die Fliegen in dermRchen in Mo-
nitoren (Drosophila Activity Monitor, Trikinetics Inc.,) , wobei durch einen
Infrarotstrahl die Laufaktivit at der Fliegen aufgezeichnet wurde. Alle Un-
terbrechungen des Strahls wurden aufgezeichnet und halbstlich zu Ak-
tivit atsbins zusammengefasst (DAM IV System). Ein Tag entsprithalso
48 Messpunkten oder Bins.

Die Messungen wurden bei 18,25 oder 29 in befeuchteten Klimainku-
batoren (Precision Scienti c und Percival)eber einen Zeitraum von ca. zwei
Wochen durchgedihrt. In der ersten Woche wurde unter LD-Bedingungen
(12 h Licht / 12 h Dunkelheit) getestet, wie gut die Fliegen nti dem keinst-
lichen Tag / Nacht-Rhythmus synchronisierbar sind, in der weiten Woche
wurde in DD (Dauerdunkel) untersucht wie die innere Uhr untekonstanten
Bedingungen weiter &uft (Freilauf).

Die graphische Darstellung, sowie die Auswertung der Dategrfolgte mit
einer Skriptsammlung (Levineet al., 2002a) #ir das Mathematikprogramm
Matlab. Abb. 2.3 stellt die verwendeten Funktionen des Softarepakets dar:

Aktogramm: Graphische Darstellung der Daten in Form eines @ppelblots.
Die einzelnen Tage sind untereinander dargestellt, die Alkit at des
Versuchstiers wird durch einen Balken auf der Zeitachse wliergegeben.
Das Aktogramm teilt sich in zwei Teile. Jeder Tag wird zuerstauf
der rechten Seite dargestellt, und dann auf der linken Seitgiederholt
(Siehe Abb. 2.3 A).

Daily Average oder Histogramm: Aus den Daten des LD-Teils deExperi-
ments wird entweder &ir ein (Abb. 2.3 B) oder mehrere Versuchstier(e)
(Abb. 2.3 F) der Durchschnittstag dargestellt. Es wird der Mtelwert
und der SEM aller Bins #r jede Tageszeit ermittelt. Der Daily Ave-
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Abbildung 2.3: Auswertung der Lokomotorverhaltensdaten mit einer Skriptsammilung
fur das Computerprogramm Matlab (Levine et al., 2002a). Dargestellt sind die graphi-
schen Ausgaben des Computerprogramms (Genotypy w): A: Aktogramm einer Fliege
eber die Zeitdauer des gesamten Experiments. Wei er Hintegrund kennzeichnet,, Licht
an\, grauer Hintergrund ,Licht aus\. B: Daily Average (durchschnittlicher Tag) einer
Fliege in LD. Dargestellt ist die durchschnittliche Lokomotoraktivit at elber einen Zeit-
raum von 4 Tagen + SEM. Hellgraue Balken stehen dér ,Licht an\, dunkelgraue fur
«Licht aus\. C: Autokorrelationsanalyse des DD-Teils des Experiments zurErmittlung
der Periodenknge (hier p). Rl und RS kennzeichnen die sarke der Rhythmizitat. D:
MESA-Analyse (DD) zur Bestimmung der Periodenlange. E: 2-Periodogramm (DD).
peak gibt die Periodenlange in Stunden an.w steht fur width, die Breite des Peaks undh
fur hight, dessen Hbhe. F: Daily Average von 8 Tieren gleichen Genotypiber 4,2 Tage.

rage hat daher nur eine Aussagekraft, wenn das oder die vendeten
Tier(e) eine Periodendnge von ca. 24 h hat / haben, als in Entrainment

Bedingungen.

Autokorrelation: Die Autokorrelation dient der Berechnurg der Perioden-
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lange und gibt au erdem an, ob ein Rhythmus statistisch signi kart
ist. Ausschlag gebend dair ist der Rhythmicity Index (RI), der die
Hehe des dritten Peaks des Autokorrelogramms angibt. Aus diem
Wert wird der Rhythmicity Statistic (RS) Wert berechnet, als Verhalt-
nis des RI zur 95 % Signi kanzlinie (in Abb. 2.3 C der Bereichwvzischen
den beiden horizontalen Linien). Tiere mit einen RS 1 gelten als
rhythmisch (Levine et al., 2002b).

Maximum Entropy Spectral Analysis (MESA): Die MESA dient zu Be-
stimmung der Periodeninge, gibt jedoch keine Auskunft dauber, wie
robust der Rhythmus im analysierten Datenset ist (Abb. 2.3 D

2-Periodogramm: Diese Analysemethode gibt, wie auch die Aakorrela-
tion, Auskunft eber die Periodendinge und die statistische Signi kanz
des berechneten Rhythmus. Die beiden relevanten Werte sida Hohe
(h oder Power) und die Breite (w) des Peaks. Ein Rhythmus mit b 10
und gleichzeitig w> 1 gilt als signi kant.

Nicht immer kommen die Autokorrelation, das 2-Periodogramm und die
MESA zum gleichen Ergebnis. Die berechneten Periodangen und auch
die Aussageeber die Signi kanz des berechneten Rhythmus schwanken oft
erheblich. In dieser Arbeit wurden hauptachlich die Ausgaben der Autokor-
relation zur Berechnung der Rhythmiziaten und Periodenangen verwendet.
Es wurde jedoch nicht blind auf deren Richtigkeit vertraut. Wich die Auto-
korrelation stark von den anderen Analysen ab, so wurde dasalyseergebnis
in die Auswertung aufgenommen, das sich am besten mit dem Algramm

in Einklang bringen lie .
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2.5 Immunhistochemische F arbungen

2.5.1 Pr aabsorption des polyclonalen PER-Serums

Maximal 12 h alte y per®® w Embryonen wurden in NaHCIO dechorioniert
und mehrmals in PBS (10 mM PQ, 137 mM NaCl, pH 7,4) gewaschen.
Nach 20 min Fixierung in paraformaldehydgestigtem n-Heptan wurde das
Fixans abgenommen und die Vitellinmembran durch Ausseitteln in 20
kaltem Methanol gebst. Durch viermaliges Waschen in Methanol wurden
die Membranreste entfernt.

100 | der Embryonen wurden dann é@r jeweils 2 min in einer absteigenden
Methanolreihe (90 %, 70 %, 50 % und 30 % Methanol in PBS) inkudot
und 3 in PBS, 0,5% Triton X 100 gewaschen. 500l Antik erperlosung
(polyklonaler PER Antikerper 1:50, 5 % Normal Goat Serum (NGS), 0,5 %
Triton, 0,02 % NHs in PBS) wurden mit den so vorbereiteten Embryonen

eiber Nacht bei 4 praabsorbiert (Stanewskyet al., 1997a).

2.5.2 Kryoschnitte von Fliegenk  epfen und Antik erper-

farbung

Fliegen wurden 3 Tage in einem #nstlichen LD-Zyklus bei 25 gehalten
und zu den Zeitpunkten ZT16, ZT17 und ZT18 mit CQ betaubt. Nach Ent-
fernen der Probosci wurden die abgetrenntenéffe in 4 % paraformaldehyd
in PBS fur 4 hbei4  xiert. Nach 4 waschen in PBS wurden die xierten
Kepfewuber Nacht bei 4 mit 25 % Saccharose in PBS inkubiert.

Nach Einbettung in Tissue-Tek (Sakura) wurden mit einem Krgstat (LEICA
CM3000) 10 m dicke Horizontalschnitte angefertigt. Die Schnitte wuren
bei 40 ca. 5 min getrocknet und danach 3 kurz mit PBS gewaschen. Zum
Auswaschen der Augenpigmente folgte ein Waschschritt in FBbei 4  bis

zum folgenden Nachmittag. Nach 1 h blocken in 5 % Normal Goae&m
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(NGS), 0,1 % Triton erfolgte die Farbung mit praabsorbiertem Antiserum
gegen PER (Endverdinnung 1:1000, 3 % NGS, 0,03 % Triton in PBSaber
Nacht bei 4

Der primare Antikerper wurde abgenommen und die Schnitte 3mit 0,1 %
Bovine Serum Albumin (BSA), 0,03 % Triton in PBS, gewaschen. Die
Farbung mit dem sekundren Antikerper (Goat Anti Rabbit gekoppelt mit
Alexa Fluor 488, Invitrogen) erfolgte mit einer Verainnung von 1:200, 0,1 %
BSA, 0,03 % Triton in PBS, fur 2 h bei Raumtemperatur.

Nach mehreren Waschschritten, 3 mit 0,1 % BSA, 0,03 % Triton in PBS,
2 in 0,1 % BSA in PBS und 1 nur mit BSA, wurden die Objekttrager
kurz getrocknet und mit Vektashield Mounting Medium (Vecta Laborato-
ries) eingedeckelt.

Bilder wurden aufgenommen mit einem Fluoreszenzmikrosko@\xiophot,
ZEISS) in Verbindung mit dem Softwarepaket Kamera-Contro(INTAS).

2.5.3 Bestimmung der PER-Lokalisation

Pro Zeitpunkt wurden je Genotyp (per-HA 1-5-2 undper-1530A-c-myc 7-1)

5 Fliegenlopfe geschnitten und gefrbt. In einem Blindtest beurteilten dann
3 Personen unablngig voneinander, ob eine Kermfbung, eine Gleichver-
teilung zwischen Kern und Cytoplasma, oder eine cytoplasrische Farbung
vorlag. Zur Berechnung wurden den verschiedenen Angabenr d&rsonen
Werte zugewiesen: Kern 3, Kern und Cytoplasma 2 und Cytoplas 1. Aus
diesen Werten wurde dann pro Zeitpunkt und Genotyp der Durdgtchnitt,

sowie der SEM, berechnet.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Zwei unterschiedliche Allele von tim ex-

primieren zwei TIM-Isoformen

3.1.1 Untersuchungen der Linie 21-32

3.1.1.1 Das Protein TIM zeigt auf Westernblots ein anormale S
Laufverhalten

Die Fliegenlinie 21-32 wurde in eirP -Element-Mutagenesescreen in der vor-
angegangenen Diplomarbeit isoliert. Da® -Element(pTrap-luc), mit dem
die Mutagenese durchgehrt wurde, tragt als Reporter dasluciferase-Gen.
Messungen der Biolumineszenz der Linie 21-32 ergaben eihgthhmische
LUCIFERASE-AKktivit at, die unter der Kontrolle der inneren Uhr steht. Un-
tersuchungen des Insertionsortes zeigten, dass dadsElement in der Linie
21-32 66 bp vor dem GerCG6328 lokalisiert ist. Aufgrund der rhythmi-
schen LUCIFERASE-Aktivitat des Reporters wurde vermutet, dass es sich
bei CG6328 um ein ccg (clock controlled genghandelt. Messungen der Lo-
komotoraktivit at zeigten zudem eine reduzierte Rhythmik im Lokomotorver-
halten der Linie 21-32. Es wurde daher vermutet, dass durchedP -Insertion

58
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die Funktion von CG6328 stark beeintrachtigt wird und das Gen vielleicht
eine neue Komponente des molekularen Oszillators darseellkennte (Lands-
kron, 2002).

Daher sollte zumchst gekart werden, ob die Insertion de$?-Elements 66 bp
vor dem Gen CG6328 eine Auswirkung auf die Proteine PER und TIM
hat. Dazu wurden Proteinextrakte aus Kopfen der Linie 21-32 auf Western-
blots mit Extrakten der Fliegenlinien y w und der rotaugigen Linie X-90
(Kap. 2.2.1) miteinander verglichen. Whrend bei PER kein Unterschied
zwischen 21-32 undy w (oder X-90) festgestellt werden konnte, zeigte sich
bei TIM ein deutlicher Unterschied. Zu den hellen Zeitpunkén ist bei beiden
nur eine sehr geringe Proteinmenge nachweisbar. Bew oder X-90 ist eine
Bande sichtbar, bei der Linie 21-32 jedoch zwei. Eine sehha@che Bande,
die auf einer Fbhe mit TIM aus X-90 lauft (siehe Abb. 3.1, ZT1 und ZT9, bei
ZT5 nicht sichtbar), und einer strkeren Bande, die in der Gelelektrophorese
langsamer auft.

Da sich auch bei dem Protein PER mit zunehmender Phosphorghung das
Laufverhalten in der Gelelektrophorese starlandert (Edery et al., 1994),
wurde dieser E ekt auf eine negliche Hyperphosphorylierung von TIM zu-
reickgekihrt. Das Gen CG6328 weirde demnach die Phosphorylierung von

TIM beein ussen.

Z121 ZT11 ZT5 ZT19 ZT13 ZT117

N N N N N N
o ™ o mn O ™ © ™ o ™ o ™
X 4?2 42 L 24 22 42004
X o\ X N X o\ X « X o\ X o\

aee .. .. FR——

Abbildung 3.1: Anti-TIM Westernblot-Analyse der Linie 21-32 (rot augig) im Vergleich
mit der ebenfalls rotagigen Linie X-90. Die Tiere der Linie 21-32 waren #r die P-Ele-
ment-Insertion P[w* ]?1 32 homozygot.
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3.1.1.2 Das Gen CG6328 beeinusst TIM nicht

Die De zienz von CG6328 zeigt einen anderen Ph anotyp, als die

P -Element-Insertion: Das GenCG6328 ist auf dem 3. Chromosom im
Bereich 93F2-93F6 lokalisiert. Dieser Abschnitt liegt védtandig im Bereich
93D1-93F8, der im de zienten3. ChromosomDf(3R)-4H deletiert ist. Verur-
sacht dieP-Insertion vor CG6328 tatsachlich den beobachteten TIM-Plano-
typ, so sollte dieser auch bei Tieren, die diese De zienz gan, in ahnlicher
Weise beobachtbar sein.

Eine Untersuchung durch Westernblot zeigte jedoch, dass ewischen der
De zienz und y w keinen Unterschied im Laufverhalten von TIM gibt (siehe
Abb. 3.2 linke Seite, Spuren eins undehf). Tiere die dasP-Insertionschro-
mosom heterozygot, entwedesber der De zienz oder einem Wildtypchro-
mosom tragen, zeigen ebenfalls den Bhotyp: Eine Bande auf der téhe
der TIM-Bande von y w oder der De zienz alleine und eine zweite Bande
daruber (siehe Abb. 3.2 linke Seite, Spuren drei und vier). In Kdextrakten
von Tieren, die #r das Insertionschromosom homozygot waren, zeigen sich
auch zwei Banden, die obere Bande ist jedoch deutlichasker als die untere
Bande (siehe Abb. 3.2 linke Seite, Spur zwei).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass das mutant&éhromosom ér
den TIM-Phanotyp verantwortlich ist, da sich dieser Planotyp auf Western-
blots in Kopfextrakten aller Tiere beobachten ésst, die dieses Chromosom
tragen. Dieser E ekt ist dominant und auch dosisablngig, denn er ist bei
einem homozygoten Chromosom ausgegter. Das GenCG6328 scheint je-
doch nicht verantwortlich zu sein, da die De zienz, die diess Gen deletiert,

den gleichen Planotyp zeigt wiey w und X-90.

Revertanten der P -Element-Insertion zeigen den gleichen Ph  ano-
typ wie die Insertion: Um zu testen, ob dieP-Insertion tatsachlich nicht

den beobachteten Panotyp hervorruft, wurden Revertanten erzeugt, bei de-
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nen durch eine Remobilisierung daR-Element entfernt wurde, ohne im In-
sertionsbereich Mutationen zu hinterlassen. Zeigen die Ratanten auch
wieder zwei TIM-Banden auf Westernblots, kann eine Betegung der P-
Insertion und damit auch von CG6328 ausgeschlossen werden.

Durch Remobilisierung desP-Elements von 21-32 wurden 127 weiugige
Fliegenlinien erzeugt (siehe Kap. 2.2.3). Sechs der erz@argLinien waren
homozygot letal, die restlichen Linien waren, wie die Ausggslinie, homozy-
got steril. Die 121 homozygot sterilen Linien wurden trotz er Sterilitat auf
praziseP -Element-Exzision hin untersucht. In einem ersten Schrittvurden
sie dazu in einem Szintillationsghler auf Biolumineszenz getestet.P-Ele-
mente werden oft nur teilweise mobilisiert, wobei ein Teil ahn am Aus-
gangsort zueick bleibt. Dieser Test sollte Linien aussortieren, bei dem ein
Teil desP-Elements mit luciferasean der urspringlichen Stelle zueck blieb.
31 Smmme zeigten noch LUCIFERASE-Aktivimt. Bei den verbleibenden
Linien wurde der ehemalige Insertionsort mit PCR getestetwobei ein Pri-
merpaar verwendet wurde, das rechts und links vom Insertisart bindet.
Bei 47 Fliegenlinien ergab sich ein PCR-Produkt, das mit demvildtypischer
Fliegenwubereinstimmte. Drei dieser PCR-Produkte wurden sequerezt und
bei zweien stand nach der Sequenzanalyse fest, dass es sclbbiden Tieren
um Revertanten handelte. Bei der dritten Linie war einP -Element-Rest von
40 bp am Insertionsort. Fr weitere Versuche wurde die Revertante Rev.14
verwendet.

Da sowohl die Revertanten, als auch die Tiere des Ausgangssimes homo-
zygot steril sind, kann dieP -Element-Insertion nicht fer die Sterilitat verant-
wortlich sein. Es muss also noch eine zweite Mutation auf deBnChromosom
der Linie 21-32 geben. Diese Mutation ist wahrscheinlichalirend derP -Ele-
ment-Mutagenese entstanden.

Ein Vergleich zwischen TIM vony w, heterozygoter Revertanten und hetero-

zygoter Tiere der Linie 21-32 zeigt, dass es keinen Untermah zwischen den
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Abbildung 3.2: Westernblotanalyse der De zienz vonCG6328 Df(3R)-4H (linke Seite)
und der Revertante Rev.14 (rechte Seite) zum Zeitpunkt ZT1. Uber den Spuren ist der
jeweilige Genotyp angegeben. Anti-TIM-Farbung obere Reihe, Anti-PER untere Reihe.
Die Linien Rev.14 undy w waren wei augig, die restlichen Linien rotaugig.

Revertanten und dem urspenglichen P-Element-Stamm gibt. Beide zeigen
im Unterschied zuy w bei ZT1 zwei TIM-Banden (siehe Abb. 3.2 rechte
Seite).

Neben den Untersuchungen der De zienz zeigen die Westerots der Rever-
tante deutlich, dass das Gel©G6328 das Protein TIM nicht beein usst. Die
Sterilitat der Revertanten deutet vielmehr auf eine weitere Mutatio hin, die
auch diesen Planotyp verursachen bnnte.

3.1.1.3 Der Westernblot-Ph  anotyp korreliert mit zwei tim -Allelen

Eine Sequenzanalyse désnelessLokus (Chromosom?2) verschiedener Flie-
genlinien ergab, dass es zwei natiche tim-Allele gibt, die sich in Bezug
auf den Translationsstart unterscheiden (Rosatet al., 1997). tim verfegt
eiber zwei potentielle Startmethionine. In einem Allel dhrt nur das zweite
Startcodon zu einem funktionellen TIM-Protein mit 1398 Amnosauren. Das
erste Startmethionin erzeugt ein Protein, das aufgrund e@s Stoppcodons

vor dem zweiten Startcodon nur 19 Aminaauren lang ist. Dieses Allel wird
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daher s-tim genannt (siehe Abb. 3.3 oben). Das zweite Allel &gt einen Ba-
seneinschub zwischen beiden Startcodons der das Leseraste verschiebt,
dass kein Stopcodon entsteht, und einen C nach A Austauschm dliesem Al-
lel fuhren beide Translationsstarts zu funktionellen TIM-Proginen von 1421
Aminosauren und 1398 Aminoauren. Dieses Allel tagt daher den Namen
Is-tim (siehe Abb. 3.3 oben). Es ist bisher jedoch nicht gelungenedge bei-
den Isoformen des Proteins TIM auf Westernblots zu untersefden, oder die

Expression beider Formen ids-tim nachzuweisen.

240
s-tim:  ACA_AT@AGC AGA GTT AGG CAG CTC CAC AAT CAC ATC TGG AAT

M S R V R Q L H N H I W N
282 L)X G 322
AAT CAG AAC TTT ATC AAG TGA AATCGGGACATGG TTA
N Q N F | K Stopp M D W L
L. s-TIm

240
Is-tim:  ACA_AT@RGC AGA GTT AGG CAG CTC CAC AAT CAC ATC TGG AAT
M S R V R Q L H N H I W N
282 L’L'TIM 53 rO A 323
AAT CAG AAC TTT GAT AAA GTG AAA TCG GAC AG& TTA
N Q N F D K V K S VvV M D W L
L. s-Tim

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Transkriptionsstarts ins-tim und Is-tim

(nach Tauber et al., 2007). Dargestellt sind die Basen 240-322sftim) und 240-323 (s-

tim). Megliche Startcodons sind unterstrichen. Beils-tim liegt an der Stelle 294 der
Baseneinschub eines G vor, und drei Basen weiter ein C nach Austausch. Dieser G-
Einschub verursacht eine Leserasterverschiebung, durchiel ein Stoppcodon, das ins-tim

noch vorhanden ist, beseitigt wird. In Is-tim kann daher von beiden Startcodons ein
funktionelles TIM translatiert werden. X: Das erste Startc odon fehrt bei s-tim zu einem
Protein von nur 19 Aminosauren.

Eine Sequenzanalyse dieses DNA-Bereichs der im Westerhbjetesteten
Fliegenlinien ergab, dasy w, X-90 und Df(3R)-4H auf dem2. Chromosom
homozygot dass-tim-Allel tragen, wahrend die Linie 21-32, sowie die Rever-
tante Rev.14 homozygotdr dasls-tim-Allel sind. Die zwei unterschiedlichen

Banden auf den Westernblots sind also wahrscheinlich niclatuf die noch
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zusatzlich auf dem Insertionschromosom der Linie 21-32 vorhdene Muta-
tion zureckzufehren. Sie spiegeln vielmehr die Expression zweier mdicher
Isoformen von TIM wieder, S-TIM und L-TIM. Das Allel Is-tim scheint dabei
hauptsachlich die lange Variante L-TIM zu exprimieren.
Die Sequenzierung weiterer Laborlinien zeigte, dagantonS y w ;; T',\*A—3
undy w ;; Ki  2-3 homozygot #ir das Allel Is-tim sind.

3.1.2 Phosphorylierung ist nicht die Ursache der zweli
TIM-Banden

Falls es sich tat&chlich um die Expression der beiden natlichen Isoformen
handelt, sollte ein Westernblot mit Proteinextrakten der Widtyp Linie Can-
tonS genau wie bei 21-32 zwei Banden ergeben. Eine Dephospheryiing
der Proteinextrakte vor der SDS-Gelelektrophorese sollgareberhinaus das
Bandenmuster nicht grundlegend veandern.

Tatsechlich zeigen!s “m -Tiere (CantonS) den gleichen Pmnotyp wie 21-32

Is ti

und 3 m Tiere (eine Kreuzung ausy w und CantonS) einen vergleichba-

ren Phanotyp wie ein heterozygote® [w*]?* 32-Chromosom (siehe Abb. 3.4
Spuren 11 und 12). Die Behandlung mit -Protein-Phospatase( -PPase)
hat nur einen geringen Ein uss auf das Erscheinungsbild dérfiM-Banden
(vgl. 3.4 Spuren 7, 8, 9 mit 10, 11 und 12). Die-PPase verandert deutlich
die TIM-Phosphorylierung: Bei Spur 8 und 9 ist, im Vergleictzu 11 und 12,
kein Schmier sichtbar, der durch Phosphorylierung entstéhDie Starke der
Banden 8 und 9 deutet aber darauf hin, dass es sich jeweils umet Banden
handelt, die nicht vollstandig aufgetrennt wurden. Dagegen ist der E ekt
der -PPaseauf PER bei ZT1 gravierend. Zwischen phosphoryliertem und
dephosphoryliertem PER besteht ein deutlicher Unterschiein der Laufhehe
der Proteine (Ederyet al., 1994).

Die zwei unterschiedlichen TIM-Banden, die auf Westernbts sichtbar sind,
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Abbildung 3.4: Vergleich der beiden TIM-Isoformen LS-TIM und S-TIM auf Western-
blots vor und nach einer Phosphatasebehandlung der Proteixtrakte. £ m (wei augig):
y w, B-m (rotaugig): CantonS, 5-IM (rotaugig): Kreuzung ausy w und CantonS,

-PPase:  -Protein-Phosphatase (NEB). Die PER-F arbung dient als Kontrolle fur die
Dephosphorylierung.

sind somit nicht das Produkt einer ganderten Phosphorylierung, die durch
eine Mutation auf Chromosom3 verursacht wird, sondern die zwei Isoformen
S-TIM und L-TIM. Diese Formen unterscheiden sich in ihrer Bnge nur um
23 Aminosauren, was dazudhrt, dass man diesen Unterschied nur zwischen
ZT1 und ZT12, wahrend der Lichtphase, sehen kann, da sonst die Protein-

menge so hoch ist, dass nur eine starke Bande sichtbar ist.

3.1.3 Untersuchung verschiedener wildtypischer und
transgener Fliegenlinien in Hinblick auf die Ex-

pression der TIM-Isoformen

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Bf. Kyria-

cou von der Universiat Leicester (England), der sich mit der Evolution die-
ser beidentimelessAllele beschaftigt, wurden verschiedene Fliegenamme
in Hinblick auf die Expression von S-TIM und L-TIM untersucht. Zunachst



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 66

wurden in einem Blindtest verschiedene Wildtypgtmme (GAB, ATDD , Nov-
75 und B16, Kap. 2.2.1) untersucht. Anhand der TIM-Farbung auf Western-
blots von Kopfextrakten dieser Linien konnte detim -Genotyp dieser Linien
bestimmt werden (siehe Abb. 3.5 oberer Blot ZT1). Die TIM-Baden von
GAB und Nov75 setzen sich aus S-TIM und L-TIM zusammen, wodurch sie
sich deutlich von ATDD und B16 unterscheiden, die nur S-TIM exprimie-
ren. Die Linien GAB und Nov75 tragen also dads-tim-Allel und die Linien
ATDD und B16 das Allel s-tim.

771 7713
| I /obidung 3.5: Ant-TIV-

0 8 K2 0 8 K2 Western wildtypischer Stamme
< = 3 e < = 3 et ; .
o z = m O < Z m und tim-Transformanten. A:
Kopfextrakte verschiedener
¢ — e ‘ wildtypischer Linien bei ZT1
(30 Kepfe) und ZT13 (15
B Kepfe). B: Extrakte von tim -
— Transformanten im Vergleich
\ ZT1 £ ) 9
§ . A = zu CantonS (Is-tim) und y w
§ = N QX o 3 = 2 (s-tim) bei ZT1. Alle Tiere
» = = F F > & aueryw waren rotaugig.
. - - -~ - . - ey

Au erdem wurden transgene Fliegenlinien untersucht, diem genetischen
Hintergrund von y w ; tim° P-Elemente mit verschiedenerim -Allelen tra-
gen. P[LS-TIM] ist ein Fliegenstamm, der einP-Element mit dem Is-tim-
Allel tr agt (Kap. 2.2.1). Dieser Stamm sollte also, wie auch wildtygche
Is-tim-Tiere, beide Isoformen von TIM exprimieren. Die $tmme T28S und
T30S tragen eintim-Konstrukt, das auf Is-tim basiert, bei dem jedoch das
erste Startcodon (siehe Abb. 3.3) durch GGG ersetzt wurde. i€e Linien
kennen daher nur S-TIM exprimieren. Die Konstrukte, die die Inien T27L
und T29L tragen, basieren ebenfalls au$-tim. In diesen Konstrukten wurde
jedoch das zweite Startcodon (siehe Abb. 3.3) durch GGG (Gln) ersetzt.
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Eine Translation dieses Allels hat also im Gegesatz s-tim, welches beide
Isoformen ernoglicht, immer ein L-TIM zur Folge. Fer dieses Allel gibt es
keine natirliche Entsprechung (Tauberet al., 2007).

Auf Westernblots zeigt sich deutlich, dass die oben besabbenen Trans-
fromanten die dem Genotyp entsprechenden TIM-Isoformen tstellen. Die
Linie P[LS-TIM] exprimiert im Gegensatz zwy w beide TIM-Isoformen (sie-
he Abb. 3.5 unten rechts). Die LinienT28S und T30S exprimieren wiey w
nur S-TIM und die Linien T27L und T29L exprimieren im Gegensatz zu
Is-tim (CantonS) nur die lange Isoform L-TIM (siehe Abb. 3.5 unten links,
Sandrelliet al., 2007).

Wie Untersuchungen verschiedenddrosophila-Populationen aus Afrika und
Europa ergaben, ist das Allells-tim in Europa durch Mutation aus s-tim
entstanden. Aufgrund eines Selektionsvorteils hat sids-tim anschlie end
in Europa verbreitet (siehe Diskussion Kap. 4.1.4, Taubest al., 2007). Der
Nachweis der beiden Isoformen mit Westernblot bildet die Gndlage der

Untersuchungen zum Selektionsvorteil vois-tim.
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3.2 Herstellung und Untersuchung der peri-

od -Transformanten

3.2.1 Herstellung der transgenen Fliegenlinien
3.2.1.1 Klonierung der per -Konstrukte

Wie oben beschrieben (Kap. 1.6.2.2) zeigte die Augidung der 3D-Struktur
eines N-terminalen PERIOD-Fragments (Yildizet al., 2005), dass PER wabhr-
scheinlich als Homodimer vorliegt. Um eine Dimerisierung imimmunoco-
prazipation (ColP) nachweisen zu &nnen, wurden, wie auch in einer #her-
en Studie (Zenget al., 1996), zwei Konstrukte kloniert, die rekombinante
PER-Proteine exprimieren, die mit TAGs markiert sind. Dazuwurde einP-
Element-Transfektionsvektor, basierend aupPf CaSpeR-4), verwendet, die
per-cDNA unter der Kontrolle des-1313-34-perPromotors exprimiert (Hao
et al., 1997 und 1999). Unmittelbar vor das Stoppcodon vgper wurden zum
Einen die Sequenzefr einen HA-TAG (Field et al., 1988) und zum Anderen
die Sequenzr einen c-myc-TAG (Evan et al., 1985) kloniert (per-HA und
per-c-myc Abb. 3.7). Abbildung 3.6 zeigt die C-Terminale Proteinsagenz

des wildtypischen PER-Proteins, sowie die der getagten Reine.

PER: -EEDQTQHGDG
HA Abbildung 3.6: C-termina-
PER-HA: -EEDQTQHGDV YPYDVPDYA Y Proteinsequenz des wildty-
C-MYC pischen und der rekombinan-

PER-C-MYC: -EEDQTQHGDV EQKLISEEDL Y¥n PERIOD-Proteine.

Die Struktur des PER-KTristalls o enbarte zu dem auch die meglichen In-
teraktionspunkte fer die Dimerisierung und machte damit den PER:PER-
Dimer fur genetische Studien zugnglich. Es wurden daher die zuvor klo-
nierten Konstrukte per-HA und per-c-myc mit Mutationen versehen, die

zu Aminosaureaustauschen ethren, die den PER:PER-Dimer voraussicht-
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lich entweder destabilisieren, oder eine Dimerisierungagzlich unterbinden
(siehe Abb. 3.7). Das Tryptophan W482 wurde durch ein positi gelade-
nes Glutamat (W482E) ersetzt, um eine Wechselwirkung mit deéhydropho-
ben Tasche zu #ren (siehe Abb. 1.6). Eine Schachung des F-Interfaces
sollte durch zwei verschiedene Austausche bewirkt werderEinmal durch
Zerstorung der Salzbeicke (Arginin 345$% Glutamat 566) durch den Aus-
tausch des positiv geladenen Arginin in ein negativ gelades Glutamat
(R345E). Zum Anderen durch die Einfihrung einer negativen Ladung an
der Position 560 durch den Austausch des neutralen Methianin ein As-
partat (M560D, siehe Abb. 3.7). Dadurch sollte die hydrophoe Wechsel-
wirkung von Met560 mit Val243 unterbunden werden. Es wurde dwusst
nicht, wie in vorangegangenen Studien (Huangt al., 1993 und 1995), das
Val243 ausgetauscht. Der Austausch V243pér-) beeintrachtigt, wie oben
beschrieben, auch die Interaktion mit TIM, das M560 liegt jdoch in der
C-Domane ( F-Helix), einem Bereich der au erhalb der beschriebenen M-
Interaktionspunkte liegt. Diese Mutation bietet also die Mbglichkeit, den
E ekt der Homodimerisierung getrennt von der Dimerisierug mit TIM zu
betrachten.

Die Interaktinsstudien (Huanget al., 1993, 1995), sowie die 3D-Struktur (Yil-
diz et al., 2005) geben jedoch nur Auskunfeiber das Verhalten von kleinen
PER-Fragmenten. Es kann also keine Aussage ddoer getro en werden, ob
zum Beispiel eine Srung der V243-Interaktion auch im vollsandigen PE-
RIOD in der Fliege die Dimerisierung verhindert, oder nur akchwacht. Ein
doppelmutantes PER, bei dem sowohl die Wechselwirkung mited hydro-
phoben Tasche unterbunden (W482E), als auch dad--Interface mutiert ist
(M560D), sollte eine Dimerisierung vollsindig unterbinden (siehe Abb. 3.7).
Zusatzlich wurde im vorhergesagten Nuclear Export Signal (NES/ielhaber
et al., 2001) das Isoleucin 1530 durch ein Alanin ersetzt, um zu umichen,

ob es sich tatschlich um ein funktionelles NES handelt.
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Abbildung 3.7: Struktur der klonierten per-Konstrukte. Insgesamt wurden zwelf Kon-
strukte kloniert, jedes der oben dargestellten sowohl mit @mem HA-, als auch mit einem
c-myc-TAG. per-P.; per-Promotor, hsp70. minimaler heatshock-Promotor, ATG: Trans-
lationsstart, TAG: Translationsstopp, per-genomisch: genomischeger-Sequenz, die das
poly-A-Signal enthalt.

3.2.1.2 Erzeugung der per -Transformanten

Mit den 12 klonierten PER-Konstrukten wurden durch DNA-Mikroinjektion
und Keimbahntransformation transgene Fliegenlinien hesgtellt. Zur Mi-
kroinjektion wurden y w-Embryonen verwendet, die auf den3. Chromosom
eine Kopie derP-Element-Transposase trugen (siehe Kap. 2.2.4). Die da-

durch erzeugten transgenen Tiere wurden dann, je nach InSensort des
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P-Elements, mity per®® w- Balancersemmen des2. oder 3. Chromosoms
gekreuzt, um genetisch stabile Linien zu erzeugen und um di@nstrukte

in den per®'-Hintergrund zu bringen. Auf diese Weise wurden 83 transgen
Fliegenlinien erzeugt (siehe Tab. 3.1 und A.1), die anstelldes endogenen
PER, dessen Gen auf derX -Chromosom lokalisiert ist, rekombinate Prote-

ine exprimieren.

Genotyp n Linien

1 per-HA 10

2 per-c-myc 8

3 per-R345E-HA 9

4 per-R345E-c-myc S Tabelle 3.1: W®bersichtsta-

5 per-W482E-HA 2 belle der Transformanten der
per-Konstrukte. Eine ausfehr-

6 per-W482E-c-myc 6 liche Tabelle be ndet sich im

7 per-I530A-HA 8 Anhang (Tab.: A.1). Alle Kon-
strukte sind im genetischen

8 per-1530A-c-myc ! Hintergrund von y per®® w.

9 per-M560D-HA 7

10 per-M560D-c-myc 3

11| per-W482E-M560D-HA 10

12 | per-W482E-M560D-c-myc 8

3.2.2 Analyse der rekombinanten PER-Proteine mit

Westernblot

3.2.2.1 Die Transformanten zeigen unterschiedliche Expre ssions-
level von PER

Der Vergleich der gebildeten PERIOD-Menge in Fliegempfen der Transfor-
manten durch Westernblotanalysen ergab, dass die einzatn€onstrukte un-
terschiedliche Mengen an PER exprimieren. #f jedes trans zierte Konstrukt
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Abbildung 3.8: Westernblot der per-Transformanten mit Anti-PER und Anti-TIM-
Farbung zu den Zeitpunkten ZTO (oben) und ZT12 (unten). Die Proteinextrakte wurden
aus 50 Fliegenlepfen hergestellt. Alsper* -Kontrolle wurde y w verwendet. Die Beschrif-
tung bezieht sich, mit Ausnahme vony w, auf den Genotyp desper-Konstruktes. Alle
Konstrukte be nden sich im genetischen Hintergrund von per®®. Die Spur per-c-myc bei
ZTO zeigt Anzeichen von Proteindegradation, welche wahrdeeinlich bei der Proteinex-
traktion auftrat. Fliegenlinien: per-HA 1-5-2, per-c-myc 2-2-2, per-HA ; per-c-myc siehe
Kap.: 2.2.5, per-R345E-HA 3-4, per-R345E-c-myc 4-4, per-W482E-HA 5-2, per-W482E-
c-myc 6-2, per-I530A-HA 7-3, per-I530A-c-myc 8-1, per-M560D-HA 9-4-2, per-M560D-c-
myc 10-2-2,per-W482E-M560D-HA 11-6, per-W482E-M560D-c-myc 12-1.

wurden Westernblots mit mehreren unablingigen Fliegeninien durchgert.
Insgesamt wurden mit 43 Fliegenlinien Westernblotexperiemte durchge#éihrt
(siehe Tab. A.1). Die beobachteten PER-Mengen waren, unadhgig von
HA- oder c-myc-TAG, fur die jeweiligen Aminogurenaustausche in PER
vergleichbar (Abb. 3.8 zeigt PER- und TIM-Farbungen von je einer Fliegen-

linie pro Konstrukt). Die Starke der PER-Expression Bngt also nicht von
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der jeweiligen Fliegenlinie, also dem Insertionsort des Kstruktes ab, son-
dern korreliert mit dem Aminosaureaustausch in PER.

Die Konstrukte fur PER ohne Basenaustausch, sowie PER-1530A und PER-
M560D stellen in etwa vergleichbare Mengen des PER-Protsiher wie wild-
typische Fliegen (siehe Abb. 3.8). Die anderen Aminasrenaustausche ha-
ben einen drastischen E ekt auf die PER-Menge. Bei Linien rhiden re-
kombinanten PER-Proteinen PER-R345E, PER-W482E und der Dupelmu-
tante PER-W482E-M560D kommt es zu fast keiner Akkumulatiordes PER-
Proteins. Den swrksten E ekt mit der geringsten PER-Menge zeigen W482E
und W482E-M560D. Da der Austausch M560D allein keinen so sigkanten
Ein uss auf die PER-Menge hat, und die PER-Mengen von W482E nd
WA482E-M560D etwa gleich gering sind, ist haupgéshlich W482E #ir diesen
E ekt verantwortlich.

Die zeitlichen Schwankungen der TIMELESS-Proteinmengelsginen von den
Mutationen in PER nicht betro en zu sein. Dies verdeutlicht dass TIM auch
ohne PER stabil ist (Myerset al., 1996). Die Menge zum Zeitpunkt ZTO ist
immer heher, als zu ZT12. Jedoch scheint die Menge von TIM mit der PER
Menge in einer Korrelation zu stehen. Bei Fliegenlinien mgchwacher PER-
Expression kommt es bei beiden Zeitpunkten zu einer avhten TIM-Menge,

wahrscheinlich aufgrund einer schacheren transkriptionellen Repression.

3.2.2.2 Zeitliche Analyse der PER-Expression

In wildtypischen Fliegen unterliegt das PERIOD-Protein inLD einer ta-
geszeitlichen Schwankung in der Proteinmenge und der Phbspylierung
(Edery et al.,, 1994). Die Neubildung von PER in wiltypischen Fliegen,
wie z.B.y w, beginnt zum Zeitpunkt ZT8 (siehe Abb. 3.9 unterer Pfeil).
Zu diesem Zeitpunkt sind jedoch auch noch kleine Mengen vorER aus
dem vorangegangenen Zyklus vorhanden. Diesgdte\ PER ist durch star-

ke Phosphorylierung @ir den Abbau markiert und wandert daher vahrend
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der Gelektrophorese langsamer (siehe Abb. 3.9 oberer BfeiBei ZT12 ist
das, alte\ PER vollst andig abgebaut und es ist nur noch neugebildetes PER
sichtbar. Durch eine fortlaufende Bildung akkumuliert PERund wird durch
die Kinasen DBT (Klosset al., 1998) und CK2 (Lin et al., 2005) phospho-
ryliert. Diese Phosphorylierung ist wichtig #ir die Lokalisation im Zellkern
und die Repression (Bacet al., 2001), der steigende Grad an Phosphory-
lierung markiert PER jedoch auch &r den Abbau (Price et al., 1998). Ab
ZTO kann auf dem Westernblot keine Neubildung mehr erkannt &den, zu
diesem Zeitpunkt ist auch das Minimum deper-mRNA-Expression (Hardin
et al., 1990). Ab ZT4 erreicht die Phosphorylierung ein Maximum unckine
Abnahme der Proteinmenge ist deutlich sichtbar (siehe Abl8.9).

& o O '\/‘\/COQ

L I L0 80 8L 8 & O 84
NN NN NN NN ANANNAN
| I ]
y W per-c-myc
L - -
a1 -4 PER
y w per-M560D-HA
- _.-..Huuhn PER

Abbildung 3.9: Zeitliche Analyse der PERIOD-Expression in den Transformanten mit
per-Konstrukt ohne Aminosareaustausch per-c-myc 2-2-2) und mit den Austauschen
M560D (per-M560D-HA 9-4-2) und 1530A (per-1530A-HA 7-1) im Vergleich mit y w. Pro-
teinextraktion aus je 35 Kepfen, Farbung mit Anti-PER.
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Einem ahnlichen Zyklus aus Proteinneubildung, Phosphorylierunund Ab-
bau unterliegen die PER-Proteine in den Transformanteper-HA und per-c-
myc. Der Zyklus erscheint jedoch im Vergleich zy w nach vorne verschoben.
Die Neubildung ist bereits bei ZT4 sichtbar. Bereits bei ZT8st nur neuge-
bildetes PER sichtbar. Auch Phosphorylierung und Abbau begnen freher
als im Wildtyp (siehe Abb. 3.9, obere Reihe). Diese Verschieng der PER-
Oszillation nach vorne hat jedoch keine Auswirkung auf die é?iodenknge
des Lokomotorverhaltens (siehe Tab. 3.3 und Abb. 3.19). DReriodenknge
im Freilauf liegt sowohl beiper-c-myc-Tieren als auchy w bei 23,5 h. Ein
weiterer E ekt zeigt sich in der Phosphorylierung. Diese tsnicht so stark
im Vergleich zuy w.

Bei PER-M560D ist nur noch eine sehr schwache zeitliche éderung in
Menge und in Phosphorylierung sichtbar (siehe Abb. 3.9, ntiere Reihe).
Das Protein lauft jedoch generell deutlich langsamer im Gel im Vergleictu
y w. Dies kann eine Folge des TAGs sein, eher aber liegt das Piaotenmer
in einer phosphorylierten Form vor. Die Neubildung beginntvahrscheinlich
wie beim Wildtyp bei ZT8, es ndet jedoch keine so starke Akkmulation
statt. Der Abbau der Proteine scheint stark verpgert, denn auch zu den
Zeitpunkten ZT12 und ZT16 sind noch sichtbare Mengen an stiaphospho-
rylierten PER vorhanden. Erst bei ZT20 ist das,alte\ PER gre tenteils
abgebaut.

Einen vergleichbaren Panotyp zeigen Fliegen, deren PER den Austausch
I530A tragt. Die Neubildung von PER beginnt wahrscheinlich veemert,
zwischen ZTO und ZT4. Die Phosphorylierung ist noch sctagher als bei
M560D und zu den Zeitpunkten ZTO, ZT4 und ZT8 erkennbar. Die Btein-
menge scheintiber den gesamten Zyklus relativ konstant zu sein (Abb. 3.9,
untere Reihe).

Diesen Phanotyp aus Hypophosporylierung, sowie einer verringerteampli-
tude der zeitlichen Schwankung der PER-Menge, zeigt auch REC2. Die-
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sem Protein fehlen die Aminoguren 515-568, also der Bereich, in dem auch
die Aminosuren M560 und 1530 lokalisiert sind (Schotlanett al., 2000).

3.2.3 Quanti zierung der mRNA der per -Konstrukte

ausgewahlter Transformanten

Bcona2 [ cDNA gesamt

[ ]cDNA 1
™

MRNA-Level
025 05 0,75 1,0

period-Genotyp

Abbildung 3.10: per-Expressionslevel ausgeahlter per-Transformanten zum Zeitpunkt
ZT15. Je zwei unablangige RNA-Praperationen wurden in cDNA umgeschrieben (cDNA 1
und cDNA 2) und in je 3 LightCycler-L aufen untersucht, unter Verwendung zwei verschie-
dener Primer gegen das 3'-Ende deper-mRNA und eines Antisenseprimers gegere-myc.
Nachdem die Ergebnisse anhand des jeweilsebhsten Wertes eines LightCycler-Laufes
normalisiert wurden, wurden Durchschnitt und SEM berechnd. : Hechster Wert in 3
LightCycler-Experimenten.

Die Westernblotanalysen der Transformanten ergaben, dadge PER-Level
der Fliegenlinien stark schwanken, und dass diese Schwangan mit den
einzelnen Konstrukten, und nicht mit deren chromosomalemnsgertionsort,

korrelieren. Es vare also durchaus denkbar, dass eine gete mRNA-Tran-
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skription einiger Konstrukte fer diese Variabilitat verantwortlich ist. Daher
wurden von sechs ausgeahlten Fliegenlinien (je Konstrukt eine Linie mitc-
myc-TAG) die per-mRNA zum Zeitpunkt ZT15 nach reverser Transkription
mit Realtime-PCR in einem LightCycler gemessen (Kap. 2.1)6Da das X -
chromosomaleper-Gen auch inper®? transkribiert wird (aber aufgrund eines
Stoppcodons kein Protein mehr bilden kann), wurde ein Primnegegen die
Sequenz deg-myc-TAGs verwendet, die im endogenemper-Gen nicht vor-
kommt. So wurde sichergestellt, dass nur Konstrukt-cDNA irdie Messung
einging.

Die relativen Transkriptionslevel der unterschiedlicherliegenlinien schwan-
ken erheblich, bis zu einem Faktor von 4. Diese Schwankung korreliert
jedoch nicht mit den Schwankungen der Proteinmengen, die faden Western-
blots beobachtet wurden. Am deutlichsten zeigt dies ein Vgleich von per-
c-myc und per-W482E-M560D-c-myc Beide zeigen eine relative Transkrip-
tionsrate von 1 (siehe Abb. 3.10), aber whrend per-c-myc eine ungeéhr
wildtypische Menge an PER-Protein herstellt, ist beper-W482E-M560D-c-
myc das PER-Protein kaum nachweisbar (siehe Abb. 3.8). Dies trauch f wr
die anderen Genotypen zuper-R345E-mychat eine relative mRNA-Menge
von 0,8 undper-W482E-c-mycvon 0,3, beide exprimieren jedoch nur ge-
ringe Mengen PER. Die Werte vorper-1530A-c-myc und per-M560D-c-myc
bewegen sich um 0,5, aber beide Linien haben im Vergleich zyw nur eine
leicht verringerte Proteinmenge. Unterschiedliche mRNA-evel tragen dem-
nach nicht erheblich zu den stark variierenden ProteinleWre bei. Letztere

beruhen wahrscheinlich auf unterschiedlicher Stabitit der Proteine.
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3.2.4 Untersuchung der Dimerisierung von PER { ge-
genseitige Beein ussung verschiedener PER-Va-

rianten untereinander

Die Proteinmenge der Transformanten schwankt erheblich. W eine Ge-
gereberstellung der mMRNA- und der Proteinmenge ergab, ist diesuf die un-
terschiedlichen Aminosureaustausche zwrckzufehren, die eine unterschied-
liche Destabilisierung verursachen. Da PER in der Lage isginen Homodi-
mer zu bilden, wurde untersucht, ob ein PER ohne Basenaustah in der
Lage ist, ein PER mit Basenaustausch zu stabilisieren, odeb umgekehrt
ein mutantes PER destabilisierend auf ein PER ohne Austausceinwirkt.
Es wurden daher verschiedene mutantper-c-myc-Linien mit per-HA oh-
ne Austausch gekreuzt, und umgekehrt. Die Nachkommen died€reuzun-
gen wurden dann mit Westernblots in Hinblick auf Gesamt-PERMenge und
PER-HA- bzw. PER-C-MYC-Menge untersucht.

Es zeigte sich dabei, dass durch Einkreuzung einer Kopie est-myc-getag-
ten Konstruktes, egal ob mit Basenaustausch oder ohne, di€R-HA-Menge
meistens sinkt, vahrend die Gesamtproteinmenge gleich bleibt, oder im Fall
von per-c-myc steigt (Abb. 3.11 A und B HA-Farbung Spurent2| ).
Einzig doppelmutantesper-W482E-M560D-c-mycscheint keinen negativen
Ein uss auf die PER-HA-Menge zu haben (Abb. 3.11 A).

Umgekehrt scheint dies nicht der Fall zu sein. Die Expressiovon PER-C-
MY C scheint durch das Vorhandensein verschiedener PER-H¥arianten mit
und ohne Austausch nicht beein ussbar (Abb. 3.11 B). Nur in dn Spuren
c-myc mit per-R345E-HA und per-W482E-HA scheint es zu einer leichten
Erhehung der PER-C-MYC-Menge zu kommen.

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass es wedeinen Besta-
bilisierung durch mutantes PER, noch zu einer Stabilisiemg durch PER

ohne Basenaustausch kommt. Dieses Ergebnis gibt keinen Wais auf eine
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Abbildung 3.11: Westernblots zur Untersuchung einer gegenseitigen Beeimssung von
PER ohne und mit Aminosaureaustausch.®ber den Spuren ist der Genotyp in Bezug auf
die per-Konstrukte angegeben. A: Der Ein uss verschiedenePER-C-MYC auf PER-HA
ohne Basenaustausch. Fliegenlinienper-HA 1-11, per-R345E-c-myc 4-4, per-W482E-c-
myc 6-5, per-1530A-c-myc 8-1, per-M560D-c-myc 10-2-2, per-W482E-M560D-c-myc 12-1.
B: Der Ein uss verschiedener PER-HA auf PER-C-MYC ohne Austausch. Die Lauftehe
von PER in der C-MYC-F arbung ist durch den Pfeil markiert. Fliegenlinien: per-HA
1-5-2, per-c-myc 2-2-2, per-R345E-HA 3-2, per-W482E-HA 5-2, per-I530A-HA 7-3, per-
M560D-HA 9-4-2, per-W482E-M560D-HA 11-4-2.

megliche Dimerisierung zwischen mutanten PER und PER ohne Atausch.
Entweder diese Dimerisierung ndet nicht statt, oder sie hikeinen Ein uss

auf die Stabilitat. Jedoch scheint die Art des TAGs eine gewisse Rolle zu
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spielen. Werden sowohl HA- als auch C-MYC-getagte PER-Preine gleich-
zeitig exprimiert, kann es zu einer relativen Erbhung der C-MYC-getagten

Proteine auf Kosten der HA-getagten Proteine kommen.

3.2.5 Untersuchung der Dimerisierung von PER mit
ColP

3.2.5.1 Die Proteinmenge in Tieren mit jeweils einer Kopie d er

Konstrukte ist zu gering f  wr die ColP

Aufgrund der starken Schwankungen des PERIOD-Proteinleleeder unter-
schiedlichen Transformanten war eine Untersuchung der Hadimerisierung
nur mit Transformanten der Konstrukte ohne Basenaustauschnd mit Ba-
senaustausch M560D wyglich. Bei den Linien mit R345E, W482E und der
Doppelmutante W482E-M560D ist die PER-Menge zu gering, daelCoim-
munoprazipitation (ColP) auf sehr gro e Mengen an Protein angewsen ist.
Zur Durchfuhrung der ColP werden Tiere beatigt, die sowohl ein HA- als
auch C-MYC-getagtes PERIOD-Protein exprimieren. Dazu wuten zurachst
die Nachkommen einer einfachen Kreuzung zwischen homozggoper-HA-
(Linie 1-5-2) und per-c-myc-Tieren (Linie 2-2-2) verwendet.

Die Homodimeriserung von PER wurde zum Zeitpunkt ZT20 mit Ci# un-
tersucht, da zu diesem Zeitpunkt die PER-Menge hoch ist, undine Di-
merisierung au erdem bereits in einemlteren Studie gezeigt wurde (Zeng
et al., 1996). Die ColP wurde mit Anti-C-MYC-Beads durchgedihrt, wo-
durch PER-C-MYC wahrend der ColP an die Beads gebunden wurde. Auf ei-
ne megliche Homodimerisierung von PER wurde dann im Westernkildurch
die Farbung mit einem HA-Antikerper getestet.

Die ColP ergab jedoch keine Homodimerisierung von PER (sielAbb. 3.12).
In der Spur HA/ c-myc-Beads der HA-Rarbung ist auf dem Westernblot kein
Signal, d.h. ein an PER-C-MYC gebundenes PER-HA konnte nithach-
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Abbildung 3.12: Westernblot eines ColP-Experimentes mit Extrakten von Tieren, die
jeweils nur eine Kopie der Konstrukte per-HA und per-c-myc trugen. Die ColP wurde
mit Anti-C-MYC-Beads durchgef eihrt, auf Dimerisierung wurde mit Anti-HA-F arbung
getestet. Uber den Spuren ist in kursiver Schrift der jeweilige Genoty in Bezug auf den
TAG angegeben. PE: Proteinextraktion, ¥S: Uberstand nach der Beadinkubation, Beads:
Anti-C-MYC-Beads.

gewiesen werden. Die SpuredA/c-myc-Beads undc-myc-Beads in der C-
MY C-F arbung zeigen jedoch ein deutliches Signal. Dies weist daffain, dass
eine gro e Menge von PER-C-MYC an die Anti-C-MYC-Beads gelnden
hat. Da eine Homodimerisierung auf eine vergleichbare Weischon gezeigt
worden ist, und da PER-C-MYC den Antikerper in der ColP o ensichtlich
gut bindet, war in diesem Fall vermutlich die eingesetzte FRteinmenge ér

den Nachweis der Homodimerisierung zu gering.

3.2.5.2 Herstellung doppelt homozygoter Transformanten

Da die ColP mit Tieren, die von jedem Konstrukt nur eine Kopietragen,
keine Homodimerisierung von PER zeigte, wurden zur Eefnung der Pro-
teinmengen doppelt homozygote Tiere hergestellt. Diese€fe tragen beide
Konstrukte, jedes davon jeweils homozygot auf einem Chrosam. Zur Un-
tersuchung der Dimerisierung von PER ohne Basenaustauschinge ein sol-
cher Stamm aus den Linien 1-5-2oer-HA) und 2-2-2 (per-c-myc) hergestellt.
Bei per-M560D-c-mycwar durch die Injektion kein homozygot lebensihiger
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Stamm, au er der Linie 10-2-2 mit einer Insertion auf Chromsom 4, ent-
standen. DasP-Element dieser Linie wurde daher auf dag Chromosom
mobilisiert. Insgesamt wurden 11 Linien mit einer Insertio auf Chromo-
som 2 erzeugt (Kap. 2.2.5.1). 9 dieser Linien sind homozygot lefs®mhig
und fertil, 2 Linien sind homozygot letal. Zur Herstellung @r doppelt ho-
mozygoten Linie #ir die ColP wurden die Linie J5 per-M560D-c-myq und
9-8 (per-M560D-HA) verwendet.

3.2.5.3 PER interagiert mit sich und TIM

Wie schon bei den Tieren mit nur jeweils einer Kopie der Konstkte, wurde
die ColP mit den Extrakten aus doppelt homozygoten Tieren zu Zeitpunkt
ZT20 durchgetihrt. Wiederum wurden Anti-C-MYC-Beads verwendet. Der
Test auf megliche Dimerisierungen fand sowohl mit einem HA-, als au@h-
nem TIM-Antik erper statt.

Die ColP zeigt deutlich, dass PER bei ZT20 teilweise als Hordoner vor-
liegt (siehe Abb. 3.13, oberste Reihe HA+#&erbung, HA/ c-myc Beads) und
gleichzeitig mit dem Protein TIM dimerisiert (Abb. 3.13, zveite Reihe,HA/-
c-myc Beads undc-myc Beads). Sowohl die HA-, als auch die TIM-&rbung
zeigt eine deutliche Bande. Bei diesen Banden handelt eshsaindeutig um
coprazipitierte Proteine, da weder der HA-TAG noch TIM in der Lag sind
an die Anti-C-MYC-Beads zu binden (siehe Abb. 3.13 Spur 6). ®¥der der
HA-, noch der TIM-Antik erper erkennt nach der ColP ein Protein auf dem
Westernblot, wenn die Tiere nur PER-HA exprimierten.

Im Uberstand nach der Beadinkubation (Abb. 3.13, obere ReiheAdFar-
bung, HA/ c-myc US) be ndet sich noch eine relativ gro e Menge von PER-
HA und auch TIM. Zum Einen kann die ColP nur einen Teil der Progine
binden, zum Anderen kommt es bei der Homodimerisierung vorEIR nicht
nur zu nachweisbaren gemischten Homodimeren (PER-HA:PER-MYC),
sondern auch zu PER-HA:PER-HA und PER-C-MYC:PER-C-MYC. PER-
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Abbildung 3.13: Westernblots der ColP-Experimente doppelt homozygoter Tere mit
PER ohne Basenaustauschwt-per) und per-M560D bei ZT20. Die ColP wurde mit Anti-
C-MYC-Beads durchgetihrt, Dimerisierungen wurden durch Anti-HA- und Anti-TIM-
Farbungen gezeigt.Uber den Spuren ist in kursiver Schrift der jeweilige Genoty in Bezug
auf den TAG angegeben. PE: Proteinextraktion,S: &berstand nach der Beadinkubation,
Beads: Anti-C-MYC-Beads.

HA:PER-HA wird nicht pr azipitiert und bleibt daher im Uberstand, PER-
C-MYC:PER-C-MYC pr azipitiert und ist auch fur die starken Signale in der
C-MYC-Farbung mit verantwortlich. Es zeigt sich au erdem, dass deAnti-
C-MYC zwar unter den nativen Bedingungen whrend der ColP den C-MYC-
TAG gut binden kann, aber auf dem Westernblot nur ein sehr sglaches
Signal gibt. Auf dem Gel sind daher bei der C-MYC-Rrbung (Abb. 3.13)
nur die gro en Mengen der Pazipitate sichtbar, jedoch nicht die vergleichs-
weise geringeren Mengen in der Proteinextraktion oder ittiberstand nach
der ColP. Eine Quanti zierung der ColP war daher nicht neglich.
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Die Menge des Homodimers scheint jedoch im Vergleich zur gésetzten Pro-
teinmenge eher gering. Die Signale dergxipitierten PER-C-MYC-Proteine
sind auf dem Westernblot sehr viel #trker, als die des comzipitierten PER-
HA. Der C-MYC-Antik erper gibt ein sehr viel schwicheres Signal, als der
HA-Antik erper, und trotzdem ist die C-MYC-Farbung sehr viel sarker, als
die HA-Farbung. Auf keinem herlommlichen Westernblot mit Proteinex-
trakten aus Fliegenlopfen konnte ein derart starkes Signal mit diesem An-
tik erper erzeugt werden (vgl. Abb. 3.11 B: C-MYC- und HA-Rrbung). Die
prazipitierte PER-C-MYC-Menge betmgt daher ein Vielfaches der copzipi-
tierten PER-HA-Menge. Dies bestigt auch die Beobachtungen derlteren
Studie von Zenget al., (1996). Auch kann keine Aussage dmber getrof-
fen werden, ob zu diesem Zeitpunkt (ZT20) ein PER:PER:TIM-Timer, oder
PER:PER-Homodimere und PER:TIM-Heterodimere gleichzeig vorliegen.

3.2.5.4 Der Austausch M560D schw acht die Homodimerisierung,
aber nicht die Bindung mit TIM

ColP-Experimente mit PER-M560D zeigen, dass dieser Austach die Ho-
modimerisierung von PER stark vermindert. Mit Anti-HA kann auf dem
Westernblot nur eine sehr geringe Menge an caipitiertem PER-HA nach-
gewiesen werden (Abb. 3.13, 3. Reihe, HAaFoung, SpurHA/c-myc). Die
Heterodimerisierung mit TIM ist jedoch bei PER-M560D nicht betro en.

(Abb. 3.13, 4. Reihe HA/ c-myc Beads undc-myc Beads). Die TIM-Farbung
zeigt deutliche Signale nach der ColP mit PER-M560D-C-MYCDer Aus-
tausch M560D liegt in der C-Domane ( F-Helix) in einem Bereich, #ir den
bisher keine Interaktion mit TIM bekannt ist. Auch zeigt dasErgebnis deut-
lich, dass der Homodimer keine Vorraussetzungrfdie Heterodimerisierung
mit TIM darstellt.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 85

3.2.6 Analyse des Lokomotorverhaltens der per -Trans-

formanten
3.2.6.1 \Verhalten der Kontrollen y w und y per® w

Verhalten in LD und DD bei 25 . Standardanalysen des Lokomo-
torverhaltens nden weberlicherweise bei 25 statt und bestehen aus zwei
getrennten Versuchsteilen. Der erste Versuchsteil ndetnier wechselnden
Licht-/ Dunkel-Verh altnissen statt (12 h Licht / 12 h Dunkelheit, LD), der
zweite Teil im Dauerdunkel (DD).

Das Verhalten der Tiere in LD zeigt, wie gut die Tiere mit denau eren Ein-
uss (Zeitgeber) Licht / Dunkel synchronisierbar sind. Daz dient vor allem
die Darstellung des Verhaltens in Form eines Histogramms ed, Daily Ave-
rage\ (Kap. 2.4). Bei Tieren, die eine funktionierende inne Uhr besitzen,
zeigt sich, dass siaber 24 h zwei Aktivitatsmaxima haben, den Morgen-
und den Abendpeak. Der Morgenpeak beginnt bevor das Licht geht und
hat sein Maximum in der Reaktion auf den Lichtwechsel (sieh&bb. 3.14 E).
Nachdem das Licht angegangen istasst die Aktivitat sofort stark nach und
den Tageber sind die Tiere dann nur wenig aktiv (Siesta).

Beim Abendpeak vermlt es sich ganzahnlich wie beim Morgenpeak. Auch
dieser beginnt vor dem Lichtwechsel, in diesem FalLicht aus\. Die Laufak-
tivit at der Tiere steigert sich, bis sie schlie lich wieder beimithtwechsel das
Maximum erreicht. Nach dem Lichtwechsel sinkt die Aktiviat und bleibt bis
zum Morgenpeak sehr gering. Der Abendpeak ist jedoch wedatt ausge-
preagter, als der Morgenpeak.

Tiere, die keine funktionierende innere Uhr mehr haben, zgEn ein ganz an-
deres Verhalten. lhrem Verhalten fehlt die Antizipation de Lichtwechsels.
Sie reagieren nur auf den Lichtwechsel, dewrfsie mberraschend eintritt, mit
einer sehr kurzen versrkten Aktivit at. Oft ist jedoch die Laufaktivitat

wahrend der Lichtphase Bher als in der Dunkelheit, was eine Bevorzugung
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Abbildung 3.14: Lokomotorverhalten der Kontrollen y per®® w und y w. A Aktogramm
vony per® w bei 25 , B Daily Average meherery per®* w-Tiere bei 25 , C Aktogramm
vony w bei 25 , D,E und F Daily Averages mehrerery w-Tiere bei 18 , 25 und
29 . Lichtphasen sind durch weien Hintergrund oder wei e Balken gekennzeichnet.
Dunkle Zeitpunkte sind grau dargestellt.

des Tages widerspiegelt (Abb. 3.14 B).

Die Analyse des Lokomotorverhaltens in konstanter Dunkedtit (DD) zeigt,
wie die innere Uhr ohneau eren Zeitgeber weitertwuft (Freilauf). Eine Un-
terscheidung zwischen Morgen- und Abendpeak ist in DD oft ¢ht meglich,
meist bleibt nur der Abendpeak dauerhaft erhalten und dientur Berechnung
von . Rhythmische Tiere zeigeruber die Zeitdauer des subjektiven Tages
eine ertohte Laufaktivitat. Die Periodenknge , die sich aus der Dauer der
Aktivit atsphase und der Ruhephase zusammensetzt, @&t meist etwas we-
niger als 24 h (siehe Abb. 3.14 C und Tab. 38 w: 23,4 h).

Tiere ohne innere Uhr zeigen in DD kein rhythmisches Verhah mehr. Das

Verhalten besteht aus kleinen aufeinander folgenden Akthats- und Ruhe-
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phasen, die jedoch keinem circadianem Muster unterliegeks handelt sich
dabei um ultradiane Rhythmen, die sehr kurz, und gleicheig uber die 24 h
verteilt sind. Eine Unterscheidung in subjektiven Tag / sulpektive Nacht ist
bei diesen Rhythmen nicht neglich (siehe Abb. 3.14 A).

Lokomotorverhalten bei kalten und warmen Temperaturen und
Temperaturkompensation: Zusatzlich zu den Analysen bei 25 wur-
de das Lokomotorverhalten auch bei einer kalten (18 ) und einer warmen
Temperatur (29 ) gemessen. Bei diesen Temperaturen lassen sich, beson-
ders in LD, temperaturbedingte Anpassungen im Verhalten lobachten. Die
Periodenknge der inneren Uhr im Freilauf (DD) sollte jedoch bei eindunk-
tionierenden Temperaturkompensation nicht gravierend vo24 h abweichen.
In LD zeigen die Kontroll iegen bei 18 einen ausgepmgten Abendpeak, der
im Vergleich zu 25 viel freher beginnt und bei dem die Aktivitat der Flie-
gen sehr viel sérker steigt. Beim Lichtwechsel fehlt der Aktivitatssprung, da
die Aktivit at bereits am Ende der Lichtphase sehr hoch ist. Der Morgengle
ist nur extrem schwach ausgemgt. Er erreicht sein Maximum erst nachdem
das Licht bereits 30 min an ist (siehe Abb. 3.14 D). Die Tiereerlagern also
ihre Aktivit at bei kalten Temperaturen versarkt auf den Tag.

Bei 29 kann man in LD den gegenteiligen E ekt beobachten. Die Tiere
versuchen wahrscheinlich die in der Natur vorhandeneelile der Nacht zu
nutzen. Die Aktivit at wahrend der Dunkelphase ist generell eefnit. Der
Abendpeak reicht weiter in die Nacht hinein und der Morgengak erreicht be-
reits vor Licht an ein Maximum, die Aktivit at nimmt dann noch im Dunkeln
wieder ab, und steigt schlie lich kurz an, als Reaktion auf en Lichtwechsel
(Abb. 3.14, F).

Ahnliche Anpassungen wurden auchef die Linie CantonS beschrieben. Bei
18 kam es ebenfalls zu einer Verbreiterung des Abendpeaks. BR&i

verlagerte sich die Aktivitat der Tiere auch versarkt in die Dunkelphase,
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allerdings zeigten die Tiere einen ausgeqgyten Morgenpeak, der weit in die
Hellphase hineinragt (Majercaket al., 1999).

Die Rhythmizitat der Tiere nimmt in LD mit steigender Temperatur ab.
Wahrend bei 18 und 25 noch weit eber 90 % der Tiere rhythmisch
sind, sinkt der Prozentsatz bei 29 auf 57 % ab (siehe Tab. 3.2, 3.3 und 3.4
und Abb. 3.18). Der Rhythm Statistic Wert (RS, Kap. 2.4), dereine Aussa-
gewber die statistische Signi kanz eines Rhythmus zuelsst, verlalt sich im
Vergleich zur Rhythmizitat versetzt. Er sinkt bereits bei einer Temperatur-
erhohung von 18 auf 25 von 4,2 auf 2,3 ab und bleibt dann konstant.
Bei einer Temperaturerlohung von 18 auf 29  sinkt also zuerst der RS
und dann der Prozentsatz der rhythmischen Tiere. Die Tieredben bei der
vergleichsweise hohen Temperatur von 29 o ensichtlich ein Problem mit
der Synchronisation mit demau eren Zeitgeber.

Erstaunlicherweise ist die Situation in DD umgekehrt. Die Rythmizit at der
Tiere steigt mit steigender Temperatur. Bei 18 sind 83,4 % der Tiere
rhythmisch, bei 25 steigt der Prozentsatz auf 87,0 % und bei 29 sind
96,6 % rhythmisch (siehe Tab. 3.2, 3.3 und 3.4 und Abb. 3.18Auch die
statistische Signi kanz des Rhythmus steigt mit der Tempeatur. W eahrend
der RS bei 18 und 25 den Wert 2,9 hat, steigt der RS bei der Tempe-
raturerhehung auf 29 auf 4,4 an.

Vergleicht man die Freilaufperioderngen der Kontrolltiere bei den verschie-
denen Temperaturen, so stellt man keinen signi kanten Untschied fest. Sie
bewegen sich zwischen 23,4 h und 23,7 h (siehe Abb. 3.19), aakeine gut

funktionierende Temperaturkompensation der inneren Uhrihweist.
3.2.6.2 Die Konstrukte per-HA und per-c-myc retten den per -
Verhaltensph anotyp gut

Zur Berechnung der Werte Rhythmiziat, Periodenkange und Rythmicity
Statistic (RS) wurden die Linien 1-5-2 und 1-8 ger-HA), und 2-2-2 und 2-
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6 (per-c-myc) verwendet. Bei 25 wurden zuatzlich noch weitere Linien
untersucht (siehe Tab. A.2). Die Werte, die sich unter EinbBehung aller
getesteten Linien ergeben, sind in Klammern angegeben. Aigramme aus-
gewahlter Tiere sind in Abb. 3.21 dargestellt.

Das Lokomotorverhalten der Transformanten der Konstrukteohne Basen-
austausch, per-HA und per-c-myc zeigt deutlich, dass beide Konstrukte in
der Lage sind den arhythmischen Rémotyp in y per®* w zu retten. Bei den
drei getesten Temperaturen zeigen diese Transformantenaatl in LD, als
auch in DD weitgehend wildtypisches Verhalten.

Bei 25 zeigen die Transformanten, wie auch die Kontrollen, in LD Bén
Morgen- und einen Abendpeak. Der Morgenpeak beginnt in derudkelheit
und erreicht sein Maximum mit der Reaktion auf den Lichtweckel. Auf den
Morgenpeak folgt eine Siesta, bis vor dem erneuten Lichtwesel die Akti-
vitat wieder ansteigt. Der Abendpeak erreicht dann sein Maxinm nachdem
das Licht ausgegangen ist. Ein Unterschied zwisch@er-HA und per-c-myc
Tieren ist dabei nicht erkennbar (siehe Abb. 3.15).

Wird die Temperatur auf 18  abgelehlt, kommt es wie beiper -Tieren
zu einer Verbreiterung des Abendpeaks. Im Fall der Transfaranten wird
jedoch das Maximum bereits vor dem Lichtwechsel erreichtebper-HA etwa
2 h, beiper-c-myc etwa 1 h vorher. Der Morgenpeak beginnt im Vergleich
zuy w ebenfalls etwas fwher, sowohl dieper-HA, als auchper-c-myc zeigen
eine Antizipation des Lichtwechsels (Abb. 3.15).

Bei einer Temperatur von 29 zeigen die Transformanten im Gegensatz zu
den Kontrollen einen wesentlich markanteren Morgenpeak. i€&er beginnt
im Vergleich zuy w noch freher in der Dunkelheit und erreicht sein Ma-
ximum bevor das Licht angeht. Beiper-HA wird das Maximum 2 h vor
dem Lichtwechsel erreicht, beper-c-myc 3 h. Zu einer Reaktion auf den
Lichtwechsel kommt es nur beper-c-myc Auch der Abendpeak der Trans-
formanten erreicht bei 29 sein Maximum freher, als der vony w-Fliegen
(Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Daily Averages der Transformanten derper-Konstrukte bei den Tem-

peraturen 18 , 25 und 29 . Zur Berechnung der Daily Averages wurden jeweils die
Daten mehrerer Fliegenlinien vereinigt. per-HA 18 : 1-5-2, 1-8,per-HA 25 : 1-6, 1-8,
1-9, per-HA 29 : 1-5-2, 1-9;per-c-myc 18 : 2-2-2, 2-6,per-c-myc 25 : 2-2-1, 2-2-2,
2-3, per-c-myc 29 : 2-2-2 per-HA/-c-myc 18 : 1-5-2, 1-8, 2-2-2, 2-6per-HA/-c-myc

25 :1-11, 2-2-1, 2-2-2per-HA/ -c-myc 29 : 1-5-2, 2-2-2.
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Wie auch bei denper® -Tieren nimmt bei den Transformanten die Rhythmi-
zitat in LD mit steigender Temperatur ab. Sie ist jedoch immer éher als
bei den Kontrollen. Bei 18 liegt sie sogar bei 100 % und bei 29 immer
noch bei 78,1 %. Das sind 22 % mehr als bei den Kontrolltieren (Tab. 3.2,
3.3 und 3.4 und Abb. 3.18). Mit dem RS der Transformanten vestit sich
ebenfallsahnlich wie mit dem RS der Kontrollen. Bei 18 betragt er 4,6
und sinkt dann bei einer Erlohung auf 25 und 29 auf etwa 2 ab.

In DD ist die Rhythmizit at im Vergleich zu per® etwas verringert. Aber
auch hier steigen im Gegensatz zu LD die Rhythmizit, sowie der RS mit
der Temperatur, von 74,2 % RS 2,9 bei 18 wber 86,1 % RS 2,4 (76,7 %
RS 2,9) auf 87,5 % RS 4,4 bei 29 an. Die Rhythmizitat liegt damit bei
18 und 29 im Schnitt ca. 10 % unter der Rhythmizimt der Kontrollf-
liegen, bei 25 besteht kein Unterschied.

Auch die Temperaturkompensation ist leicht beein&chtigt. Bei 25 st
die Periodenange mit 23,5 h (23,3 h) am achsten an 24 h. Sowohl eine
Temperaturerniedrigung, als auch eine Temperaturegung flhrt zu einer
Periodenverlerzung von 1 h. Auch die Art des TAGs scheint einen kleinen
Ein uss auf die Periodeninge zu haben. Tiere die PER-HA exprimieren
zeigen eine Periodemhge, die immer etwas Wrzer ist, als solche, die PER-
C-MYC tragen. Bei 18 betragt dieser Unterschied sogar etwa 1 h (siehe
Abb. 3.19). Wie oben beschrieben, ist dieser Unterschiedid88 auch im
LD-Verhalten beobachtbar. Der Abendpeak deper-HA-Tiere erreicht sein
Maximum ca. 1 h fraher, im Vergleich zuper-c-myc

Die Konstrukte per-HA und per-c-myc retten den arhythmischen Pno-
typ von y per* w sehr gut. Die Anzahl der rhythmischen Tiere in DD ist
nur unwesentlich geringer als bei deper” -Kontrolltieren und mit steigender
Temperatur unterliegen sowohl die Rhythmiziat, als auch die statistische
Signi kanz (RS) der Rhythmen den gleichen Trends wie die Wes der per” -
Kontrolltiere.
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3.2.6.3 Der Basenaustausch M560D verschlechtert die Rhyth mi-
zit et der Tiere

Zur Berechnung der Werte Rhythmiziat, Periodenkange und Rythmicity
Statistic (RS) wurden die Linien 9-2 und 9-4-2ger-M560D-HA), und 10-2-1
und 10-2-2 per-M560D-c-myq verwendet. Bei 25 wurden zustzlich noch
weitere per-M560D-HA-Linien untersucht (siehe Tab. A.2). Die Werte, die
sich unter Einbeziehung aller getesteten Linien ergebennd in Klammern
angegeben. Aktogramme ausgeahlter Tiere sind in Abb. 3.22 dargestellt.
Das Verhalten derper-M560D-HA- und per-M560D-c-myc Transformanten
unterscheidet sich teilweise erheblich. In LD ist die Rhytmizitat bei 18
sehr hoch, von demer-M560D-HA-Tieren sind 100 % rhythmisch, vorper-
M560D-c-myc96,9 %. Bei Temperaturer®hung auf 25 verschlechtert sich
die Rhythmizitat auf 87,5 % (63,6 %) HA-TAG) und 75,0 % (c-myc-TAG).
Eine weitere Temperaturerlhung auf 29  hat im Fall des HA-TAG ei-
ne weitere Verschlechterung auf 73,3 % zur Folge. Im Fall desmyc-TAG
kommte es zu einer Verbesserung auf 85,7 %. Die RS-Werte dgagesinken
mit steigender Temperatur kontinuierlich, von 2,9 auf 2,54,5) und 2,1 im
Fall von per-M560D-HA und von 2,7 auf 2,4 und 2,0 im Fall vorper-M560D-
c-myc (Tab. 3.2, 3.3 und 3.4).

Besonders deutlich wir der Unterschied zwischen deer-M560D-HA- und
per-M560D-c-mycTransformanten in der Darstellung des LD-Verhaltens in
Form des Daily Average. Bei allen drei getesten Temperaturezeigen die
Tiere rhythmisches Verhalten mit einem deutlichen Morgenind Abendpeak.
Die Peaks der Tiere, die PER-M560D-C-MYC exprimieren, singedoch im
Vergleich zu Tieren mit PER-M560D-HA signi kant nach hinten verschoben.
Besonders deutlich zeigt sich dies bei den Abendpeaks bei 25und 29

Bei 25 beginnt die Antizipation des Lichtwechsels beper-M560D-c-myc
ca. 2,5 h spter als bei per-M560D-HA und bei 29 ndet der Abend-
peak im Fall desHA-TAG im Hellen statt, wahrend im Fall desc-myc-TAG
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Abbildung 3.16: Daily Averages der Transformanten derper-Konstrukte bei den Tem-

peraturen 18 , 25 und 29 . Zur Berechnung der Daily Averages wurden jeweils die
Daten mehrerer Fliegenlinien vereinigt. per-HA/ -c-myc 18 : 1-5-2, 1-8, 2-2-2, 2-6er-

HA/-c-myc 25 : 1-11, 2-2-1, 2-2-2per-HA/-c-myc 29 : 1-5-2, 2-2-2,per-M560D-HA

18 :9-2, 9-4-2,per-M560D-HA 25 :9-4-1, 9-4-2, 9-5, 9-6per-M560D-HA 29 : 9-4-2,

per-M560D-c-myc 18 ,25 und 29 :10-2-1, 10-2-2.

die Hauptaktivit at nach dem Lichtwechsel im Dunkeln statt ndet. Ahnlich
verhalt es sich mit den Morgenpeaks bei 29 . Bei per-M560D-c-myc er-
reicht dieser sein Maximum mit dem Lichtwechsel, beper-M560D-HA ist
beim Lichtwechsel das Maximum bereitaberschritten. Bei beiden kommt

es jedoch im Vergleich zu den Transformanten mit Konstrukte ohne Ami-
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nosureaustausch zu einer Reaktion auf den Lichtwechsel dureine kurze
verstarkte Laufaktivit at (siehe Abb. 3.16). Trotzdem sind die typischen An-
passungen an die Temperatur, wie eine signi kante Verbratung des Abend-
peaks bei 18 , sowie eine erkbhte Laufaktivit &t in der Dunkelphase bei 29
vorhanden.

In DD ist die Zahl der rhythmischen Tiere, sowie auch die Rolatheit der
Rhythmen stark reduziert. Jedoch wird, wie bei den Kontro#n, jeweils der
hechste Wert bei 29 erreicht. Bei per-M560D-HA steigt der Anteil der
rhythmischen Tiere bei einer Temperaturerbhung von 18 auf 25 und
29 wvon 31,3 % (18 ) auf 37,5 % (30,0 %) (25 ) und 51,3 % (29 ) an.
Bei per-M560D-c-mycsteigt er ebenfalls mit steigender Temperatur kontinu-
ierlich von 31,3 % auf 53 % und 62,5 %. Auch die RS-Werte beidsteigen
jeweils mit steigender Temperatur HA-TAG: 1,9, 2,6 (2,3), 2,7 undc-myc-
TAG: 1,7, 2,4, 2,6) (Tab. 3.2, 3.3 und 3.4).

Die Temperaturkompensation ist vom Basenaustausch M5600cht betrof-
fen. Analog derper-Transformanten ohne Aminoaureaustausch haben diese
Tiere jeweils die ngste Periode bei 25 (per-M560D-HA 23,4 h (23,5 h) und
per-M560D-c-myc25,0 h). Sowohl eine Abkhlung, als auch eine Enarmung
hat eine Verkeirzung der Periodendnge zur Folge. Auch scheint, wie schon bei
den per-HA/ -c-myc-Transformanten, derc-myc-TAG generell eine Perioden-
verlangerung gegewber dem HA-TAG zu verursachen. In Verbindung mit
dem Austausch M560D betagt diese jedoch 1,5 bis 2 h (siehe Abb. 3.19). In
Kombination mit M560D verursacht also derc-myc-TAG im Vergleich zum
HA-TAG eine generelle Periodenvesihgerung, die sich auch, wie oben be-
schrieben, durch eine Verschiebung der Aktiveitsmaxima im LD-Verhalten
bemerkbar macht.

Die Mutation M560D scheint jedoch eine generelle, temperatunabhangige
Periodenverlangerung zu verursachen. Bei den drei getesteten Temperatu

ren ist die Periode demper-M560D-HA-Tiere im Vergleich zuper-HA jeweils
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0,5 h langer, beiper-M560D-c-myc kommt es im Vergleich zuper-c-myc
sogar zu einer Vesngerung von jeweils 1,5 h (Abb. 3.19).
Die Konstrukte per-M560D-HA und per-M560D-c-myc sind also demnach
eingeschankt in der Lage arhythmisches Verhalten in einenper®!-Hinter-
grund zu retten. Sowohl die Rhythmiziat, als auch der RS sind zwar im Ver-
gleich zuper® -Tieren stark reduziert, unterliegen jedoch den gleichenr@nds.
Auch die Temperaturkompensation ist bei den Transformante annahernd
normal. Die Periodenverngerung, die M560D verursacht ist temperaturun-

abhangig.

3.2.6.4 PER mit den Austauschen R345E, W482E oder W482E
mit M560D f whrt nicht zu per* -Verhalten

Die Versuche bei 18 und 29 wurden mit den Linien 3-1 und 3-4 per-
R345E-HA), 4-4 und 4-9-2 per-R345E-c-myq, 5-2 und 5-3 per-W482E-
HA), 6-1, 6-3-1 und 6-5 er-W482E-c-myg, 11-6 und 11-7 per-WA482E-
M560D-HA), und 12-1 und 12-2 per-W482E-M560D-c-my¢ durchgetkihrt.
Bei 25 wurden zustzlich noch weitere Linien getestet (siehe Tab. A.2).
Da sich das Verhalten der Linien mit gleichen Aminasureaustauschen irper
kaum unterschied, wurden die Daten der jeweiligen Linien winigt. Akto-
gramme ausgewhlter Tiere sind in Abb. 3.21 und Abb. 3.22 dargestellt.
Das Verhalten der Transformanten vorper-Konstrukten mit den Basenaus-
tauschen R345E, W482E und W482E in Kombination mit M560D issehr
ahnlich. In LD zeigen die Transformanten bei 18 neben einer schwachen
Reaktion auf den Lichtwechsel allenfalls Aregze rhythmischen Verhaltens.
Bei per-R345E- und per-M560D-Tieren kommt es in der Nacht zu einem
Anstieg der Rhythmizitat, der einen verfehten Morgenpeak wiederspiegeln
kennte. Bei per-R345E- und per-W482E-M560D Tieren kommt es in der
Mitte der Lichtphase zu einem achen Aktivitatsmaximum. Dieses Maxi-

mum kann jedoch auch durch eine Summierung ultradianer Rhyten ent-
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standen sein. Alle drei rekombinanterper-Allele fuhren bei 18 deutlich
zu einer Bevorzugung der Lichtphase, die auch beim den Abel ohne Aus-
tausch beobachtet werden kann.

Bei 25 zeigen die Transformanten kein rhythmisches Verhalten mehEs
ndet lediglich eine ausgepagte Reaktion auf den Lichtwechsel zu Beginn
und Ende der Lichtphase statt. Bei 29 kommt es wiederum zu einem
kleinen Aktivit atsanstieg gegen Ende der Dunkelphase. Es ist jedoch nicht
erkennbar, ob es sich dabei tagshlich um einen E ekt des circadianen Sys-
tems handelt (Abb. 3.17).

Die Rhythmizitat in LD beschmnkt sich daher bei den Transformanten die-
ser dreiper-Allele, mit Ausnahme von R345E und W482E-M560D, die eine
schwache Synchronisation zeigen, hauptshlich auf eine Reaktion auf den
Lichtwechsel, sowie die Bevorzugung der Lichtphase bei &t Temperatu-
ren. Diese beiden E ekte nehmen mit steigender Temperaturedtlich ab.
Bei per-R345E sinkt die Rhythmizitat von 87,3 % bei 18 auf 65,7 % bei
25 und 40,5 % bei 29 ab, bei per-W482E sinkt sie von 93,8 %elber
56,9 % auf 50,0 %. Am @rksten ist die Abnahme der Rhythmiziat bei
der Doppelmutante per-W482E-M560D Hier sinkt sie mit steigender Tem-
peratur von 95,2 % auf 61,6 % und schlie lich 21,9 % ab (siehebB. 3.18
oben, Tab. 3.2, 3.3 und 3.4). Wie die Rhythmiz#ten, sinken auch die RS-
Werte der Transformanten dieser drei Konstrukte mit steigeder Temperatur
drastisch. Bei R345E verringert sich der RS von 2,6 bei 18, auf 1,7 und
schlie lich auf 1,6 bei 29 , bei W482E von 3,2uber 1,8 auf 1,4 und bei der
Doppelmutante per-W482E-M560D von 2,8 auf 2,2 und 1,5.

In DD ist die Rhythmizit at generell stark reduziert. Sie hat jeweils bei 18
ein Maximum mit 23,8 %, RS 1,8 fer-R345E), 18,8 %, RS 2,0 fer-W482E)
und 25,5 %, RS 1,8 ger-W482E-M560D). Im Gegensatz zu den Kontrollen
und den Transformanten mitper ohne Mutation, sinkt jedoch die Rhythmi-

zitat mit steigender Temperatur noch weiter ab. Beper-R345E sinkt sie
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Abbildung 3.17: Daily Averages der Transformanten derper-Konstrukte bei den Tem-
peraturen 18 , 25 und 29 . Da unter den jeweiligen Linien mit gleichem Ami-
nosaureaustausch kein Unterschied festgestellt wurde, erfgte keine Trennung nach TAG.
per-HA/-c-myc 18 : 1-5-2, 1-8, 2-2-2, 2-Gper-HA/-c-myc 25 : 1-11, 2-2-1, 2-2-2per-
HA/-c-myc 29 : 1-5-2, 2-2-2,per-R345E 18 : 3-1, 3-4, 4-4, 4-9-2 per-R345E 25
3-8, 3-10, 4-4, 4-5-1per-R345E 29 : 4-4, 4-9-2,per-W482E 18 : 5-2, 5-3, 6-1, 6-3-2,
per-W482E 25 :5-2,5-3, 6-1,per-W482E 29 :5-2, 5-3,per-W482E-M560D 18 : 11-
6, 11-7, 12-1, 12-2per-W482E-M560D 25 : 11-8, 11-10, 12-1, 12-2per-W482E-M560D
29 :11-7,12-1, 12-2.
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bei 25 auf 18,5 % (RS 1,8) und dann auf 1,6 % (ein Tier mit RS 2,3) bei
29 . Bei per-W482E sind bei 25 nur noch 5,7 % (RS 1,8) rhythmisch,
bei 29 kein einziges Tier mehr von 61 getesteten. Auch bper-W482E-
M560D sinkt die Rhythmizit at bei einer Temperaturerlohung auf 25 stark
ab (5,4 %, RS 2,2) bleibt jedoch bei einer weiteren Eelhung auf 29 relativ
konstant (6,7 %, RS 1,5) (siehe Abb. 3.18 unten). Erstaunhcdabei ist, dass
sowohl bei 18 als auch bei 29 mehr Tiere mit W482E-M560D, als mit
nur W482E, rhythmisch sind.

Die Periodenknge unterliegt bei allen rhythmischen Tieren bei den dreiev-
wendeten Temperaturen einer, im Vergleich zu deper-HA- und per-c-myc
Transformanten, relativ starken Variabilitat. Generell ist ein Trend hin zu
einer Periodenvemngerung mit steigender Temperatur beobachtbar. Beer-
R345E-HA hat eine Temperaturerfohung von 18 auf 25 eine Perioden-
verlangerung von durchschnittlich 22,9 h (rhythmische Tiere: = 15) auf
24,5 h (n = 20) zur Folge. WUber den gleichen Temperturbereich veshgert
sich  bei per-W482E sogar von durchschnittlich 24,1 h (n =15) auf 27,2 h
(n = 4). Bei per-W482E-M560D bleibt in diesem Temperaturbereich re-
lativ konstant bei 25 h (18 :n =16,25 :n =6). Erst eine weitere
Erhehung auf 29 verlangert die Periodeninge auf durchschnittlich 27 h
(n=4). Einzige Ausnahme bilden die Transformanten vomer-R345E-c-myc
Hier hat eine Erhohung von 18 auf 25 eine Verkrzung der Freilaufpe-
riode von 1 h (24,1 h auf 23,0 h) zur Folge (Abb. 3.19, Tab. 3.2, 3.3 und
3.4).

per-Konstrukte, die die Aminosureaustausche R345E, W482E und W482E
mit M560D verursachen, sind also nicht in der Lage deper’*-Phanotyp zu
retten. Die Anderungen der Freilaufperiode mit steigender Temperatuwvei-
sen daeber hinaus auf eine gestte Temperaturkompensation der inneren

uhr in diesen Tieren hin.



Bedingungen 18 LD 18 DD
Genotyp rhy. ‘ Per. ‘ RS ‘ n rhy. ‘ Per. ‘ RS ‘ n ‘n (L) ‘ tot
Kontrollen || 9829|240 00]42 01]55[ 834%|236 01]29 02[54] 2 |36%

3%
0%
6,3 %

wt-per 100% | 240 00|46 01|63]| 742%|225 02|29 05|63
per-HA 100% | 240 00|45 0,2]|32| 750%| 219 03|26 01|32
per-c-myc 100% | 240 00| 4,7 02|31 733%| 231 03|35 10|30

4

2

2
per-R345E 873% (241 01|26 01|63 238%|235 06|18 0,2]|63 4 1,6 %
per-R345E-HA 906 % | 242 01|28 02|32 250%|229 09|16 0,3]| 32 2 0%
per-R345E-c-myc 839% (241 01|24 02|32 226%| 24,1 08|20 03] 31 2 3,1 %
4
4
2
2
4

per-was2E | 938%| 240 00[32 o01]64 188%[241 10|20 02]64] | 0%

per-M560D 984 %| 241 01|28 01|64 31,3%]232 05|17 02]44
per-M560D-HA || 100% | 24,1 01|29 02]32] 313%|225 07|19 02]32
per-M560D-c-myc || 96,9 % | 242 02|27 02|32 313%| 244 07|14 03]32
per-W482E-M560D || 952% | 240 00[28 02|63[ 255%[251 07[18 02] 63|

0%
0%
0%

| 1.6 %

Tabelle 3.2: Verhalten der per-Transformanten in LD und DD bei 18 . Verhaltensdaten von Transformanten, die im rekombinanten
PER den gleichen Aminosureaustausch tragen, wurden zusammengefasst. Lie es dibatenmenge zu, wurden die Daten zustzlich
getrennt nach TAG dargestellt. Eine Au istung der Verhalte nsdaten, sortiert nach den einzelnen Fliegenlinien, be nét sich im Anhang
(Tab.: A.2). rhy.: Anteil der rhythmischen Tiere in %, Per.: Periodenlange in h SEM, RS: Rhythmicity Statistic SEM, n: Anzahl
der Ausgewerteten Tiere, n (L.): Anzahl der getesteten Fligenlinien.
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Bedingungen 25 LD 25 DD

Genotyp rhy. Per. RS n rhy. Per. RS ‘ n ‘ n (L.) ‘ tot

y per® w 292%| 245 05|19 02| 24| 0% - 24 | 1 0%
yw 9589%| 240 01|23 02| 24| 87.0%|234 02|29 03| 23| 1 [42%
wt-per 889%| 240 00|20 01| 361 8,1%|235 02|24 02|36 4 0%
per-HA 86,7%| 239 01|20 02| 15| 80,0%| 232 04|24 03] 15| 2 0%
per-c-myc 905%| 240 01|20 01| 21| 905%]237 03|24 02| 21| 2 0%
per-R345E 657%| 240 01|17 01]108] 185%]|240 06|18 01]108] 14 | 0%
per-R345E-HA || 652 % | 240 02|16 01| 69 || 188%| 245 08|17 02| 69 | 9 0%
per-R345E-c-myc || 66,7%| 24,1 01|18 01| 39 |/ 179%| 230 09|19 02| 39| 5 0%
per-W482E 569%| 241 01]18 01| 72| 57%[272 10[18 02| 70| 8 |28%
per-M560D 792%| 240 01|25 01| 48 |/ 500%]| 246 03]26 02| 48] 4 0%
per-M560D-HA || 875%| 241 01|27 02| 16 || 375%|234 04|33 06| 16 | 2 0%
per-M560D-c-myc || 75,0 %| 24,0 01|24 01| 32 |/ 531%| 250 04|24 02| 32| 2 0%
per-W482E-M560D || 61,6 %| 239 01]22 01|112] 54% [ 249 10[22 02[112] 14 | 0%

Tabelle 3.3: Verhalten der per-Transformanten in LD und DD bei 25
PER den gleichen Aminosureaustausch tragen, wurden zusammengefasst. Lie es dibatenmenge zu, wurden die Daten zustzlich
getrennt nach TAG dargestellt. Eine Au istung der Verhalte nsdaten, sortiert nach den einzelnen Fliegenlinien, be nét sich im Anhang
(Tab.: A.2). rhy.: Anteil der rhythmischen Tiere in %, Per.:

Periodenlange in h

der Ausgewerteten Tiere, n (L.): Anzahl der getesteten Fligenlinien.

SEM, RS: Rhythmicity Statistic

. Verhaltensdaten von Transformanten, die im rekombinanten

SEM, n: Anzahl
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Bedingungen 29 LD 29 DD
Genotyp rhy. ‘ Per. ‘ RS ‘ n ‘ tot rhy. ‘ Per. ‘ RS ‘ n ‘ tot ‘n (L)
Kontrollen | 57.09%| 241 01|23 01| 7 [125%[ 966%|237 01]44 03]20]04%| 3
wt-per 781%| 240 00|21 01]31] 31% || 875%|223 01]35 02]64] 0% | 4
per-HA 933%| 240 00|22 02|15 63% [ 906%| 221 01| 33 3 |[32| 0% | 2
per-c-myc 688%| 240 01|19 02|16| 0% | 843%|225 01|38 03|32| 0% | 2
perR345E [ 405%[ 243 021)16 01|37 75% | 16% | 265 | 23 [e2[31%| 4
perwag2E || 500%| 239 01|14 o1]28|125%| ow | - | - Jei[47%| 4
per-M560D 793%| 240 01|21 01]29] 94% || 57,8%| 236 03|26 02]64] 0% | 4
per-M560D-HA || 733%| 239 01 |21 01]15| 63% | 531%| 225 03|27 04|32 0w | 2
per-M560D-c-myc || 857 %| 241 01 |20 02| 14| 125%/ 625%| 246 03|26 03]32| 0% | 2
per-W482E-M560D || 21,9%| 242 050| 15 02|32 0% | 67% [271 1115 02]60]63%| 4

Tabelle 3.4: Verhalten der per-Transformanten in LD und DD bei 29 . Verhaltensdaten von Transformanten, die im rekombinanten
PER den gleichen Aminosureaustausch tragen, wurden zusammengefasst. Lie es didatenmenge zu, wurden die Daten zustzlich
getrennt nach TAG dargestellt. Eine Au istung der Verhalte nsdaten, sortiert nach den einzelnen Fliegenlinien, be nét sich im Anhang
(Tab.: A.2). rhy.: Anteil der rhythmischen Tiere in %, Per.: Periodenlange in h SEM, RS: Rhythmicity Statistic SEM, n: Anzahl
der Ausgewerteten Tiere, n (L.): Anzahl der getesteten Fligenlinien.
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Abbildung 3.18: Rhythmizit at der per-Transformanten per-HA/c-myc, per-R345E-
HA/ -c-myc, per-W482E-HA/ -c-myc und per-W482E-M560D-HA/ -c-myc in LD und DD in
Abhangigkeit von der Temperatur. Tiere, deren Konstrukte den deichen Aminosaureaus-
tausch tragen, wurden zusammengefasst. Tranformanten dekonstrukte per-I530A-HA/ -
c-myc werden in dieser Graphik nicht dargestellt, da die Rhythmiztaten der einzelnen
Linien stark schwanken.
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Abbildung 3.19: Periodenlange derper-Transformanten in DD in Abh angigkeit von der
Temperatur. Die Daten von Transformanten mit gleichem Aminosaureaustausch in PER
wurden zusammengefa t. Zuatzlich erfolgte eine Darstellung getrennt nach TAG, wenn
die Anzahl der rhythmischen Tiere diese Art der Auswertung allie .
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3.2.6.5 \Verhalten der Fliegenlinien mit mutiertem Nuclear Ex-
port Signal, 1530A

Die Rhythmizit aten der einzelnen transgenen I530A-Fliegenlinien untefrsei-
den sich stark. Die Daten dieser Linien konnten daher nichivie bei den
Linien der anderen Konstrukte, vereinigt werden. Br die Untersuchungen
bei den Temperaturen 18 ,25 und 29 wurden die Linien 7-1 und 7-2
(per-I530A-HA), und 8-1 und 8-6 per-I530A-c-myc) verwendet. Die Sterb-
lichkeit der Tiere der Linie 8-6 ist jedoch bei 29 so hoch, dass in DD keine
brauchbaren Daten gewonnen werden konnten. Bei 25 wurden zuatzlich
zu 7-1, 7-2, 8-1 und 8-6 noch weitere Linien untersucht (siehlab. A.2).
Aktogramme ausgewhlter Tiere sind in Abb. 3.22 dargestellt.
Fliegenlinien, die im rekombinanten PER den Austausch 1520tragen, der
ein, durch Sequenzanalysen vorhergesagtes Nuclear Exp&ignal (NES,
Vielhaber et al., 2001), mutiert, zeigen sowohl in LD als auch in DD ein auf-
falliges Verhalten. In LD zeigen die Tiere eine gute Synchriation, die sich
bei allen getesteten Temperaturen, in einem deutlichen Abdpeak der Lau-
faktivit at widerspiegelt. Zu einem morgendlichen Laufaktivéitspeak kommt
es nur bei 18 und 25 . Wie auch bei denper-HA / -c-myc-Tieren kommt
es zu einer versrkten Verlagerung der Laufaktivit in die Hellphase bei
18 und in die Dunkelphase bei 29 . Mit steigender Temperatur erfolgt
jedoch eine Verschiebung, vor allem des Abendpeaks, nachtén bis in die
Dunkelphase. Bei 18 erreicht die abendliche Laufaktiat ihr Maximum
mit dem Lichtwechsel und sinkt dann im Fallper-1530A-HA abrupt ab, bei
per-I530A-c-myc nimmt die Aktivit at in der Dunkelphase kontinuierlich ab.
Der Morgenpeak vonper-I530A-HA fallt mit dem Lichtwechsel zusammen,
wahrend im Vergleich dazu der Morgenpeak voper-I530A-HA nach vorne
verschoben ist. Er hat sein Maximum bereits 1 h vor Beginn der Lichtphase
eiberschritten (Abb. 3.20). Bei 25 wird der Abendpeak im Vergleich zu
den Kontrollen starker nach hinten verlagert. Wahrend beiper-HA / c-myc
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Abbildung 3.20: Daily Averages der Transformanten derper-Konstrukte bei den Tem-
peraturen 18 , 25 und 29 . Zur Berechnung der Daily Averages wurden jeweils die
Daten mehrerer Fliegenlinien vereinigt. per-HA/ -c-myc 18 : 1-5-2, 1-8, 2-2-2, 2-6er-
HA/-c-myc 25 : 1-11, 2-2-1, 2-2-2per-HA/-c-myc 29 : 1-5-2, 2-2-2,per-I530A-HA
18 und 29 : 7-1, 7-2, per-I530A-HA 25 : 7-4-1, 7-4-2, 7-6, 7-7 per-1530A-c-myc
18 :8-1, 8-6,per-1530A-c-myc 25 : 8-1, 8-2, 8-3,per-I530A-c-myc 29 : 8-1, 8-3, 8-6.

die Antizipation bereits ca. 5 h vor dem Lichtwechsel einset, beginnt sie bei
per-1530A-HA 3 h und beiper-1530A-c-myc 2,5 h vorher. Bei Letzteren
verschiebt sich der Abendpeak fast vollsindig in die Dunkelphase. Noch
starker ist diese Verschiebung bei 29 . Bei Beginn der Dunkelphase kommt

es sowohl beper-I530A-HA als auch beiper-I530A-c-myc zu einer kurzen
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Reaktion auf den Lichtwechsel durch emhte Laufaktivitat. Diese Reakti-
on fallt jedoch nicht mit dem Abendpeak zusammen. Dieser errdicsein
Maximum erst 3 h (per-I530A-HA) und 5 h (per-I530A-c-myc) nach dem
Lichtwechsel. Einenahnlichen Phanotyp zeigen auchper- Tiere, allerdings
schon bei 25 (Hamblen-Coyleet al., 1992). per-I530A-c-myc-Tiere zeigen
bei dieser Temperatur keinen Morgenpealger-1530A-HA-Tiere zeigen nach
dem Abendpaek noch zwei weitere kleine Aktiitspeaks, die beide in der
Dunkelphase statt nden, und einen weiteren bereits in der ichtphase. Es
ist jedoch nicht erkennbar welcher dieser Peaks den Morgesgk darstellt
(Abb. 3.20).

Die Rhythmizitat der Tiere in LD ist bei 18 und 25 relativ hoch. Eine
weitere Erbohung der Temperatur auf 29 verursacht jedoch eine starke
Abnahme des Anteils der rhythmischen Tiere. Besonders giavend ist dies
bei der Linie 8-6. Bei dieser Linie sinkt die Rhythmiziat auf 33 % (n = 6)
ab. Die RS-Werte aller vier Linien sinken mit steigender Teperatur in LD
(Tab. 3.5).

In DD ist die Rhythmizit at der getesteten Linien im Vergleich zu den Kon-
trollen reduziert (Ausnahme: 7-1, 100 % rhythmisch bei 25 ). Besonders
stark sind davon die Linien 7-2 und 8-6 betro en. Bei 7-2 liggder Anteil
der rhythmischen Tiere bei 50 %, bei 8-6 unter 20 %. Bei allenirlien, mit
Ausnahme der Linie 7-1, nimmt der Anteil der rhythmischen Tere mit stei-
gender Temperatur ab. Bei 7-1 steigt die Rhythmizit erst von 70 % auf
100 % bei 25 , und sinkt dann bei 29 auf 63 % (Tab. 3.5). In DD
erreichen die RS-Werte bei 25 den jeweils lochsten Wert (Tab. 3.5).

Die Mutation des I530A hat au erdem einen starken E ekt auf de Tempe-
raturkompensation. Wahrend die Perioderdnge bei den Kontrollen eber
den Temperaturbereich von 18 bis 29 fast konstant bleibt, steigt in
den Transformanten 7-1 und 8-1 mit steigender Temperatur dstisch. Es

kommt zu einer Periodenvesngerung von 3,5 - 4 h (Tab. 3.5). Die tempe-



Bedingungen LD DD

Temperatur Linie ‘ rhy. ‘ Per. RS n rhy. Per. RS n
18 per-I530A-HA 7-1 | 100% | 239 00|42 02|16 688%| 232 04|21 02|16
25 per-I530A-HA 7-1 100% {241 01|18 0,2 8 100% | 255 09|22 03| 8
29 per-I530A-HA 7-1 | 625%| 245 0,216 02| 8 ||625%| 271 03|20 02|16
18 per-I530A-HA 7-2 | 938% | 242 01|31 03|16 500%| 254 05|18 01| 16
25 per-I530A-HA 7-2 | 875%| 242 01|17 02| 8 || 250%| 278 03|24 09 8
29 per-1530A-HA 7-2 | 71,4%| 230 10|14 03| 7 || 16,7%| 254 11|16 0,0| 12
18 per-1530A-c-myc 8-1 | 100 % | 240 00|45 02| 15| 66,7%| 22,7 03|30 03|15
25 per-I530A-c-myc 8-1 | 100% | 2421 0,135 01| 8 || 625%| 254 05|41 08| 8
29 per-1530A-c-myc 8-1 | 75,0% | 244 02|18 02| 8 || 46,1%| 262 08|36 0,6| 13
18 per-I530A-c-myc 8-6 | 81,3% | 243 01|24 03|16 188%| 233 0,2|18 0,1]| 16
25 per-1530A-c-myc 8-6 | 75,0% | 239 00|22 02| 8 || 125% 25,5 1,6 8
29 per-1530A-c-myc 8-6 | 33,3%| 252 08|18 06| 6 keine Daten

Tabelle 3.5: Verhalten der Transformanten der Konstrukte per-1530A-HA/-c-myc. Da sich die Rhythmizitaten der einzelnen Linien
stark unterscheiden, wurden die Linien nicht zusammengefsst. Von der Linie 8-6 gibt es keine Daten von 29 , da alle Tiere vorzeitig
verstarben.
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raturabhengige Periodenvesingerung zeigt sich auch in der Darstellung des
LD-Verhalten in Form des Daily Average. Mit steigender Tempratur kommt
es zu einer Verschiebung des Abendpeaks in die Dunkelphasiel{e oben und
Abb. 3.20). Bei den Linien 7-2 und 8-6 ist die Anzahl der rhytimischen Tiere
Zu gering, um eine Aussageber die Vemnderung der Periodereinge mit stei-
gender Temperatur zu tre en.

Die Untersuchungen der Linien 7-1 und 8-1 zeigen folglichass die Tempe

raturkompensation der inneren Uhr der NES-Mutanten nicht rehr richtig

funktioniert. Es handelt sich bei dem vorliegenden E ekt umeine Uber-
kompensation, da die innere Uhr bei steigender Temperatunjcht nur auf

24 h verlangsamt wird, sondern #rker als eigentlich mtig. Dies fuhrt zu
der drastischen Periodenvesingerung, die sogar schon bei 25 deutlich in
Erscheinung tritt (siehe Abb. 3.19).
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Abbildung 3.21: Aktogramme von Transformanten der Konstrukte per-HA (Linie 1-8), per-c-myc (Linie 2-6), per-R345E-HA (Linie
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3.2.7 Untersuchung der zellul aren PER-Lokalisition in

der Nuclear Export Signal Mutante

Zur Klarung der Frage, ob es sich bei dem Bereich der Amimasen 523-536
um ein Nuclear Export Signal (NES) handelt, wurde die zellare Lokali-
sation von PER-1530A-HA in Photorezeptorzellen der Retindei 25 zu
verschiedenen Zeitpunkten mit der Lokalisation von PER-HArerglichen. Da-
zu wurden die Linien 1-5-2 per-HA) und 7-1 (per-I530A-HA) verwendet, da
beide Linien eineP-Insertion auf Chromosom2 haben und au erdem das
gleichetim -Allel (s-tim) tragen. Je Linie wurden zu den Zeitpunkten ZT16,
ZT17 und ZT18 5 Kepfe in einem Kryostaten horizontal geschnitten und
die Schnitte mit einem pmabsorbierten, polyclonalem PER-Serum getfbt,
wobei ein uoreszenzmarkierter sekunater Antikerper verwendet wurde. In
einem Blindtest bewerteten dann drei Personen unakhgig voneinander, ob
in den Photorezeptorzellen der Retina das PER-Protein cypdasmatisch, cy-
toplasmatisch und nuklear, oder nur nuklear lokalisiert is

Da die Fliegenlinien aufgrund delP -Element-Insertion rotugig waren, zeig-
ten die Schnitte eine starke Eigen uoreszenz verursacht dth die Augenpig-
mente. Eine Unterscheidung zwischen cytoplasmatischer RH.okalisation
und Hintergrund, verursacht durch diese Pigmente, war dahefast nicht
meglich. Einzig eine Kernlokalisation von PER lie sich eindutig bestim-
men, da die Pigmente nicht im Kern lokalisiert sind und dahedie Kerne
nicht von der Hintergrundfarbung betro en waren.

Es zeigte sich, dass zu den drei untersuchten ZeitpunktensiBER-Protein in
der Kontolllinie per-HA vorwiegend cytoplasmatisch vorliegt (Abb. 3.23 und
3.24). Eine eindeutige Kerrdirbung ist bei keinem Zeitpunkt zu beobachten.
Bei der NES-Mutante per-I530A-HA hingegen kommt es nur bei ZT17 zu
einer eindeutigen Kernrbung, die in allen 5 geschnittenen Bpfen sichtbar
ist. Zum Zeitpunkt ZT16 ist noch keine Kernfrbung zu beobachten, und
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Abbildung 3.23: Graphische Dar-

PER-HA -+~ PER-I530A-HA - stellung der Lokalisation von PER-HA

Nucleus (Linie 1-5-2) und PER-I530A-HA (Li-
nie 7-1) in Photorezeptorzellen zu den

Cyto./Nucl. - Zeitpunkten ZT16, ZT17 und ZT18.
Pro Zeitpunkt wurde die Lokalisati-

Cytoplasma on von PER in einem Blindtest be-

stimmt (Kap.: 2.5.3). Cyto./Nucl.:
PER-Farbung zu gleichen Teilen im
Cytoplasma und Nukleus.

ZT16  ZT17  ZT18

auch bei ZT18 sind nur noch wenige Kerne schwach gdit (Abb. 3.23 und
3.24).

In der Mutante I530A scheint das PER-Protein also sehr viel#iher vom Cy-
toplasma in den Kern zu wechseln (ZT17), als bei der Kontr@) bei der zu
den untersuchten Zeitpunkten keine Kernlokalisation fegestellt wurde. Die
Verweildauer von PER-I530A-HA im Kern ist jedoch nur sehr ktg, da eine
Stunde smter (ZT18) bereits keine Kernlokalisation mehr vorliegt.Das mu-
tierte Exportsignal ermeglicht also eine verfuhte Kernlokalisation, die wahr-
scheinlich durch einen weiteren Kontrollmechanismus, beget wird. Es kann
jedoch anhand der immunhistologischen &fbungen keine Aussage deber
getro en werden, ob das Protein zwischen ZT17 und ZT18 abgabt, oder

zureick ins Cytoplasma transportiert wird.



PER-HA ZT16 PER-HA ZT17 PER-HA ZT17 PER-HA ZT18
Detailaufnahme (B)

PER-I530A-HA ZT16 PER-1530A-HA ZT17 PER-I530A-HA ZT17  PER-I530A-HA ZT18
Detailaufnahme (F)

Abbildung 3.24: iImmunhistologische PER-Farbungen von horizontalen Kryoschnitten der Retina zur Besimmung der Lokalisation

von PER-HA (A, B, C und D) und PER-I530A-HA (E, F, G und H) in Pho torezeptorzellen zu den Zeitpunkten ZT16, ZT17 und ZT18.

Die Pfeile in F markieren die zwei Reihen an gefrbten Zellkernen, die auf eine Kernlokalisation von PER-B30A-HA zum Zeitpunkt
ZT17 hinweisen. Bei PER-HA kommt zu keinem Zeitpunk zu einerKernlokalisation. C und G sind vergre erte Ausschnitte von B und
F.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Untersuchung der tim -Allele Is-tim und

s-tim

4.1.1 Zwel postulierte Isoformen von TIM werden tat-

sachlich exprimiert

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Landskron, 2002) wae in einerP-
Element-Mutagenese die Fliegenlinie 21-32 isoliert. Dientérsuchung der
Expression des TIMELESS-Proteins durch Antikrperfarbungen auf Wes-
ternblots ergab ein von den Kontrollsammen abweichendes Bandenmuster.
Im Gegensatz zu den Kontrollery w und X-90 (Stemp et al., 2002) zeig-
te die Linie 21-32 zwei TIM-Banden. Eine schwache Bandeuft auf der
Hehe der Bande der Kontrollen und eine zweite, stkere Bande &uft et-
was oberhalb (siehe Abb. 3.1). Diese zweite Bande wurde mghst auf eine
Hyperphosphorylierung des TIM-Proteins in diesen Tierenjerursacht durch
eine P-Insertion vor dem GenCG6328 zureickgegedihrt.

Untersuchungen der De zienDf(3R)e-H4 dieses Gens legen jedoch den Ver-
dacht nahe, das€G6328nicht fer diesen Planotyp verantwortlich sein kann,

114
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da das TIM-Bandenmuster der de zienten Tiere mity w identisch ist. Dar-
aufhin wurde aus 21-32 ein revertanter Stamm (Rev.14) erzgy bei dem
dasP[w* ]! 32 entfernt wurde, ohne eine Mutation am Insertionsort zusck-
zulassen. Auf Anti-TIM-Westernblots mit Kopfextrakten dieser Linie zeigt
sich jedoch das gleiche Bandenmuster, wie beim Ausgangssta 21-32. Dies
besmtigte das Ergebnis aus der Untersuchung der De ziei2f(3R)e-H4, dass
CG6328nicht fur den TIM-Phanotyp verantwortlich sein kann. Da das rever-
tante 3. Chromosom homozygot ebenfalls Steribit verursacht, besitzt dieses
Chromosom o ensichtlich eine weitere Mutation.

Sequenzanalysen der Kontrollen, sowie der Linie 21-32, d® zienz und der
Revertante zeigten, dass alle Linien, die zwei TIM-Banderewrsachen, das
Allel Is-tim, und alle Linien die nur eine Bande zeigen, das Allsttim tragen.
Schon vor 10 Jahren wurde aufgrund von Sequenzvergleichesstim -Lokus
unterschiedlicher Fliegensimme vermutet, dass es zwei TIM-Isoformen gibt,
die sich in ihrer Lange um 23 Aminoauren unterscheiden (Rosatet al.,
1997). Das Allells-tim ist danach in der Lage sowohl L-TIM mit 1421 Ami-
nosauren, als auch S-TIM mit 1398 Aminosuren zu exprimierens-tim Tiere
dagegen exprimieren nur das Protein S-TIM. Es schien dahelak dass es
sich bei den beiden Banden um die beiden Isoformen L-TIM und8BM han-
delt.

Bestatigt wurde diese Annahme durch Westernblots der Wildtyphie Can-
tonS, der naterlichen Linien GAB, ATDD, Nov75 und B16 und der Transfor-
manten T28S, T30S, T27L, T29L und P[LS-TIM], die im Rahmen einer Ko-
operation mit der Universitat Leicester untersucht wurden (Sandrellet al.,
2007). CantonS tragt das Allel Is-tim und zeigt ebenfalls beide Banden, L-
TIM und S-TIM auf Westernblots. Au erdem konnte durch eine Dephospho-
rylierung der Proteine das Laufverhalten der oberen Bandeamt verandert
werden, was eine Hyperphosphorylierung ausschlie t (siehPAbb. 3.4). Bei

den Linien der Arbeitsgruppe aus Leicester war eseglich in einem Blindtest
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den Genotyp anhand der Westernblotanalyse zuzuordnen (seeAbb. 3.5).
Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die beiden posttén Isoformen
L-TIM und S-TIM (Rosato et al., 1997) existieren und auf Westernblots un-
terschieden werden &nnen (Sandrelliet al., 2007).

4.1.2 Durch die Mobilisierung des P -Elements w ah-
rend der P -Mutagenese wurde das Is-tim -Allel

eingekreuzt

Es stellt sich nun natirlich die Frage, wieso besitzt ausgerechnet die Linie 21-
32 (y w;; Pw']? %) im Gegensatz zuy w das Allel Is-tim? Die Antwort
liegt in der Durchfehrung der Mutagenese. Mit dem KonstruktpTrap-luc
wurden vor meiner Diplomarbeit durch DNA-Mikroinjektion transgene Flie-
genlinien erzeugt. Die Injektion fand jedoch nicht, wie in l&p. 2.2.4 beschrie-

Ki_2 3 statt, sondern iny w unter

ben, in Embryonen des Genotypy w ;;
Verwendung eines Transposase-Helperplasmids, das mitimgrt wurde. Bei
dieser Transformation entstand die LiniepTrap9(x) mit einer Insertion auf
dem X -Chromosom. Nach der Injektion wurde mit der Balancierungidser
Linie begonnen, wobei zuersR. chromosomale Marker verwendet wurden.
Da es sich jedoch um ein&X -chromosomale Insertion handelte wurden die
Marker unter Verwendung vony w ausgekreuzt. Die Starterlinie defP-Ele-
ment-MutagenesepTrap9(x) ist daher s-tim, wiey w.

Die Linie 21-32 entstand durch eine Remobilisierung vopTrap-luc durch
Einkreuzen der Transposasey(w ;; Ki  2-3). Die erneute Insertion fand
auf Chromosom3 statt und wurde daher mity w ;; T,t',l—s balanciert. Sowohl
der Transposasestamm, als auch d8r chromosomale Balancerstamm tragen
jedoch dads-tim-Allel homozygot auf Chromoson®. Auf diese Weise wurde

wahrend der Mutagenese das Allds-tim in den Stamm 21-32 eingekreuzt.
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4.1.3 Die zuf allige Verteilung der Allele erm  eglichte

deren Entdeckung

Da die Linie 21-32 den genetischen Hintergrund voy w auf dem X -Chro-
mosom tmgt, wurden als Kontrolle #ir die Westernblotanalysen zwei Linien
verwendet, die ebenfally w tragen, der Ausgangsstamny w selbst, sowie
eine andereP-Element-Transformante X-90, die aufgrund der P-Insertion
wie 21-32 rokugig ist. Diese Kontrolllinien tragen jedoch beide, im Gep-
satz zu 21-32, das-tim-Allel. Ware von Anfang an z.B. die LinieCantonS
(Is-tim) verwendet worden, so \&re kein Unterschied zwischen Kontrolle und
Mutante bemerkt worden.

Die erzeugte Revertante, konnte nur dats-tim-Allel tragen, da alle an den
Kreuzungen zur Herstellung beteiligten Linien ausschliéch dieses Allel tra-
gen. Hatte entweder die Balancerlinie oder der Transposasestanaass-tim-
Allel, so hatte es sich auch in der Revertante etablierenekinen. Folgende
Experimente hatten dann zu der Vermutung gedihrt, dass die P-Insertion
tatsachlich fur die zweite TIM-Bande auf Westernblots verantwortlich is,
da die Revertante dann, aufgrund des-tim-Allels, ein mit den Kontrollen
(y w und X90) identisches TIM-Bandenmuster gezeigt &ite. Ein glecklicher
Zufall war es auch, dass di&. chromosomale De zienz auf den2. Chromo-
som das Allels-tim tragt. Somit konnte eine Mutation des GenG6328
als Ursache ausgeschlossen werden, da die De zienz nicht @&hanotyp der
vermeintlichen Mutation zur Folge hatte.

Diese Verteilung der zwei Allelds-tim und s-tim ermeglichte damit die Ent-
deckung ihrer Expression durch Proteinanalysen auf Westdlots, wobei
zunachst eine Mutation in einem anderen GenGG6328) als Ursache ver-
mutet wurde. Es war jedoch wiederum die Verteilung der beidetim -Allele,
die CG6328 ausschloss und den Verdacht schlie lich auf die beiden past
lierten Isoformen von TIM lenkte, deren Existenz dadurch irdieser Arbeit

erstmalig bewiesen werden konnte (Sandredi al., 2007).
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414 Is-tim macht tf wur den Winter

Die Verteilung der beiden Alleles-tim und Is-tim in Stammen, die aus Fliegen
generiert wurden, die an verschiedenen Orten in Europa undiika gefangen
wurden, zeigt, dass dass-tim-Allel in Europa aus s-tim entstanden ist. Das
Allel Is-tim ist wahrscheinlich kurz nach der Einwanderung vomrosophila
melanogasteraus Afrika, nach der letzten Eiszeit vor ca. 10.000 Jahrem i
Seideuropa entstanden. Im Gegensatz zsttim, ermeglicht es den Weibchen
bei kehleren Temperaturen, trotz einer vergleichsweise langéragesknge,
die reproduktive Diapause zufberwinterung zu beginnen. Dies ewht die
Uberlebenschancen, der Adulten und des Nachwuchses bei #atien Tem-
peraturen in Herbst und Winter. Diese Anpassung, verursathlurch Is-tim
bietet damit einen Vorteil in Europa, vor allem in Nordeuro@, gegember
s-tim, der zu einer relativ schnellen Ausbreitung in Europa gehrt hat. Der
Prozess der Ausbreitung ist jedoch noch nicht abgeschlosswie die derzei-
tige Momentaufnahme der Verbreitung der Allele schlie enslsst. Obwohl die
Fitness vonls-tim-Fliegen mit steigender geographischer Breite auch steigt
nimmt die Verbreitung von Is-tim gegemiber s-tim mit zunehmender Breite
ab (Tauber et al., 2007).

Molekularbiologische Untersuchungen der beiden Isoformeeigen, dass L-
TIM im Vergleich zu S-TIM, aufgrund einer verringerten Intgaktion mit dem
circadianen Photorezeptor CRY, weniger lichtemp ndlich $t (Sandrelliet al.,
2007). Dies zeigen auch die Untersuchungen des Ggets das im circadia-
nen System an de®bertragung der Lichtinformation beteiligt ist. Nur im
genetischen Hintergrund voris-tim ndet in der jet°-Mutante keine normale
Reaktion auf Licht mehr statt. Liegt die jet®-Mutation in Kombination mit
dem lichtsensitiverems-tim-Allel vor, kann trotzdem eine Ubertragung der
Lichtinformation statt nden (Peschel et al., 2006).
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4.2 Untersuchung der per -Transformanten

4.2.1 Die Funktion des PER:PER-Homodimers

4.2.1.1 Die per -Konstrukte ohne Basenaustausch retten den per °-
Phanotyp gut

Die Untersuchung der Transformanten demer-Konstrukte, die PER-HA
und PER-C-MYC exprimieren, zeigte, dass beide Konstruktenider Lage
sind, denper-Phanotyp, verursacht durch deny per®* w-Hintergrund, gut
zu retten. Die Menge des in Fliegerdpfen exprimierten, rekombinanten
PER entspricht weitgehend der Menge, die auch iper® -Tieren festgestellt
werden kann. Wie das wildtypische PER, unterliegen die rekabinanten
Proteine einer circadianen Schwankung, was die Proteinngm und die -
phosphorylierung betrit. Die Phase der Oszillationen istjedoch im Ver-
gleich zuper" -Tieren nach vorne verschoben. Das rekombinante PER wird
au erdem nicht ganz so stark phosphoryliert, wie das Wildtgische. Die re-
kombinanten Proteine sind in der Lage zum Zeitpunkt ZT20 sawhl einen Ho-
modimer, als auch einen Heterodimer mit TIMELESS zu bildenyas in den
ColP-Experimenten eindeutig gezeigt werden konnte (Abb..B3). Die ColP
wurde mit einem an Beads gebundenem C-MYC-Antekper durchgeeihrt,
der Nachweis der Homodimerisierung erfolgte mit einem HAmk erper. Da
der C-MYC-Antik erper auf Westernblots die C-MYC-getagten Proteine nur
schlecht bindet, war eine Abscatzung der Menge des Homodimers in Be-
zug auf die gesamte PER-Menge nur schwereglich. Auch kann anhand
der durchgetihrten Experimente keine Aussage daber getro en werden, ob
einer der neglichen ,Homodimere\ bevorzugt gebildet wird. Warden sich
bevorzugt PER-HA:PER-HA- und PER-C-MYC:PER-C-MYC-Dimere bil-
den, werde das das Ergebnis der ColP, mit der nur PER-HA:PER-C-MYC

nachweisbar sind, vesilschen. Da das Signal des @zipitierten PER-C-
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MYC jedoch, auch unter Beeicksichtigung der PER-C-MYC:PER-C-MYC-
Homodimere, wahrscheinlich wesentlich atker als das des copraezipitierten
PER-HA ist, ist die Menge an Homodimer eher gering. Zu dieseB&rgebnis
kam auch eine fehere Studie (Zenget al., 1996).

Auch im Lokomotorverhalten zeigen die Transformanten der énstrukte in
LD und DD ein per* -ahnliches Verhalten. Die Konstrukteper-HA und per-c-
myc retten den per®'-Phanotyp im Lokomotorverhalten sehr gut. In DD ist
die Rhythmizitat der Transformanten im Vergleich zu den Kontrollen zwar
leicht reduziert, aber das Verhalten in LD und DD unterliegtbei verschiede-
nen Temperaturen in Bezug auf Anteil der rhythmischen Tiereind Signi -
kanz der Rhythmen (RS) den gleichen Trends wie die Werte deradftrollen.
Lediglich die Temperaturkompensation weicht leicht von de Kontrollen ab,
ist jedoch noch funktionell. Bei 25 liegt die Periode am mchsten bei 24 h.
Sowohl eine Erl®hung, als auch eine Erniedrigung der Temperatur hat eine
Verkeirzung der Periode zur Folge. Die Art des TAGs beein usst elnéalls die
Freilaufperiode. Tiere mit HA-TAG zeigen allgemein eine #rzere Periode,

als Tiere mit c-myc-TAG.

4.2.1.2 Der Aminos aureaustausch M560D schw acht die Rhyth-
mizit at des Lokomotorverhaltens und die Homodimerisie-

rung

Der Aminosawureaustausch des Methionin an der Position 560 in ein Aspar
hat einen Phanotyp zur Folge, der stark vonper® abweicht. Die PER-Menge
in Fliegenkepfen ist im Vergleich zuper® -Tieren reduziert und unterliegt kei-
nen ausgepagten circadianenAnderungen in Bezug auf die Proteinmenge.
Lediglich der Grad der Phosphorylierungandert sich rhythmich. Die Schwan-
kungen sind jedoch sehr viel schacher, als bei der Kontrolle ¥ w) und das
Protein scheint sendig phosphoryliert zu sein (Abb. 3.9). Obwohl ein Ho-

modimer aus rekombinanten PER-Proteinen mittels ColP kaurnachweisbar
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ist, ist die Dimerisierung mit TIM von der Mutation M560D nicht betro en.
Die Homodimerisierung ist damit keine Voraussetzungif die Dimerisierung
mit TIM. Die Schweachung des Homodimers bestigt die Strukturvorhersa-
ge (Yildiz et al., 2005), die dem Methionin M560 (F-Helix) eine zentrale
Bedeutung in der Homodimerisierung als Interaktonspartmeson Valin V243
(PAS-A Domane, inper- zu einem Aspartat mutiert) zuspricht.

Die Mutation M560D beeintrachtigt die Rhythmik des Lokomotorverhaltens
der Transformanten erheblich. Whrend der Anteil der rhythmischen Tiere
in LD in etwa dem der Kontrollen entspricht, ist dieser in DD avischen
40 % und 50 % reduziert. Auch die Freilaufperiodeahge ist im Vergleich zu
den Transformanten der Konstrukteper-HA/-c-myc um ca. 1 h verangert,
wobei die -c-myc-Konstrukte eine etwas éngere Periode aufweisen, als die
-HA-Konstrukte (siehe oben). Auch unterliegen die Rhythmizét, der RS
und die Periodenénge bei einer stufenweisen Temperatureshung von 18
auf 29  den gleichen Trends wie bei den Transformanten der Konstrtek
per-HA/ -c-myc. Die Temperaturkompensation ist also durch die Mutation
nicht beeintrachtigt. Dies steht im Widerspruch zu der Erwartung, dass @i
Mutation des Interaktionspartners von V243 den gleichen Rinotyp erzeugt
wie die Mutation V243D (per‘), denn die per-M560D-Transformanten zei-
gen keinenper--Phanotyp. Eine Erhehung der Temperatur von 25 auf
29  hat keine Periodenvemingerung wie beiper-, sondern im Gegenteil,
eine Periodenverlirzung zur Folge.

4.2.1.3 Die Austausche R345E, W482E und die Doppelmutante
W482E-M560D verursachen einen  per%-ahnlichen Ph ano-

typ

Laut der Strukturaufkl arung der PAS-Donanen von PER (Yildizet al., 2005)
wird durch die Mutation des Arginin345 in ein Glutamat im Honodimer eine
Salzbricke zwischen der PAS-A (R345) des einen Moldk und der F-Helix
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(E566) des anderen Molalds zersprt. Die Mutation von Tryptophan482 in
ein Glutamat stert die Homodimerisierung, da sich die Seitenketten der Tpy
tophane beider Moleklle nicht mehr in eine hydrophobe Tasche des jeweils
anderen Molells einlagern lonnen. In der Doppelmutante W482E-M560D
sind damit sowohl die Interaktionen, die durch die beiden ldrophoben Ta-
schen vermittelt werden, als auch eine Interaktion zwischeder PAS-A und
der F beintrachtigt.

Bei diesen drei mutanten Konstrukten wurde zu Beginn diesekrbeit davon
ausgegangen, dass sie einahnlichen Phanotyp wie die Konstrukte mit der
Mutation M560D verurachen wirden. Der sw@rkste E ekt wurde dabei bei
der Doppelmutante erwartet. Der Pmnotyp, den diese Mutanten verursa-
chen, ist jedoch wesentlich gravierender als der Rhotyp der per-M560D-
Transformanten.

In Kopfextrakten dieser Transformanten lassen sich nur nbcgeringe Men-
gen des PER-Proteins durch Westernblotanalysen nachweiseDie geringste
Menge zeigen im Schnitt Transformanten der Doppelmutante.Eine dar-
aufhin durchgetihrte Untersuchung der mMRNA-Menge in ausgesuchten Flie-
genlinien ergab, dass die Transkription der Konstrukte daf nicht verant-
wortlich sein kann. Die Konstrukt-mRNA-Menge bei ZT15 in Flegenlepfen
der Linie 12-1 fper-W482E-M560D-c-my¢ ist sogar etwas ®her als in der
Linie 2-2-2 (per-c-myc), bei der eine wildtypische PER-Menge auf Western-
blots nachgewiesen werden kann. Die stark verringerte Peshmenge wird
also eindeutig durch die Aminoaureaustausche in den rekombinanten PER-
Proteinen verursacht. Magliche Dimerisierungen der PER-Proteine konnten
aufgrund dieser geringen PER-Mengen mittels ColP nicht uetsucht wer-
den. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die PER-Proteimiét R345E,
WA482E und W482E-M560D weder durch PER ohne Mutation stabgiert
werden konnen, noch selbst,wildtypisches\ PER destabilisieren. Dies kann

darauf hinweisen, dass diese Mutationen eine Dimerisieginerhindern oder
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stark abschwachen.

Das Lokomotorverhalten der transgenen Tiere beatigt die Ergebnisse der
molekularen Untersuchungen. Die Tiere zeigen sowohl in LBIs auch in DD
weitgehend arhythmisches Verhalten. In LD beschnkt sich das rhythmische
Verhalten der meisten Tiere, wie auch bey pe®* w auf eine Reaktion auf
den Lichtwechsel. In DD ist die Rhythmizi®mt sehr gering mit jeweils dem
hechsten Wert bei 18 . Bei einer stufenweisen Temperatureshung von
18 auf29 unterliegen die Werte der Rhythmiziat und des RS jedoch,
anders als bei M560D, nicht den Trends vomer-HA/ -c-myc-Tieren. Mit
steigender Temperatur sinken diese Werte noch weiter ab. A scheinen
diese Tiere einen Defekt in der Temperaturkompensation zwahen, da, au-
er bei per-R345E-c-myeTransformanten, mit steigender Temperatur auch
die Periodentainge steigt.

Der Phanotyp, der von den Konstruktenper-R345E-HA! -c-myc, per-W482E-
HA/-c-myc und per-W482E-M560D-HA -c-myc verursacht wird, ist damit
sehr extrem und liegt mher beiper als bei per-M560D-HA/ -c-myc. Da
die Phanotypen der Transformanten vonper-W482E-HA/ -c-myc und per-
W482E-M560D-HA! -c-myc fast identisch sind, und stark vom Planotyp
der per-M560D-HA/ -c-myc-Transformanten abweichen, ist der Panotyp der
Doppelmutante wohl haupt#&chlich auf den Austausch W482E zwrckzufeh-

ren.

42.1.4 Die PER-TIM-Interaktion kann f ®ir die unterschiedlichen
Ph anotypen verantwortlich sein

Was also verursacht diesen gravierenden Unterschied imddtotyp? Zurachst
wurde angenommen, dass die Homodimerisierung von PER voleah das
PER-Protein stabilisiert und damit vor dem Abbau schutzt. Eine vollstandi-
ge Verhinderung der Homodimerisierung dtte danach einen fast vollsandi-
gen Abbau von PER zur Folge. Es ist durch die ColP-Experimentja gezeigt,
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dass PER-M560D doch noch dazu in der Lage ist, einen gesalattten Homo-
dimer zu bilden, der PER vielleicht ausreichend vor dem vailandigen Abbau
schutzt. In den 3 anderen Mutanten, besonders in der Doppelmutte, kenn-
te die Schvachung des Homodimers dagegen so stark sein, dass er gartnich
mehr gebildet wird, und PER deshalb so instabil ist, dass eadt vollstandig
abgebaut wird. Dagegen spricht jedoch die Menge des gebile Homodi-
mers von PER ohne Mutation, die ja im Vergleich zur Gesamt-PE-Menge
relativ gering zu sein scheint (siehe Kap. 3.2.5.3, Zepgal., 1996). Wenn der
Homodimer tatsachlich fur die Stabilitat von PER verantwortlich ist, werde
man einen loheren Anteil des PER:PER-Homodimers erwarten. Auch zeige
Experimente mit PER-Fragmenten dass der Austausch M560D deHomo-
dimer in Gel ltrations- und Ultrazentrifugationsanalysen, im Vergleich zu
WA482E swrker schwacht, wahrend bei W482E-M560D keine Homodimeri-
sierung nachgewiesen wurde. PER-Fragmente, sowohl mit dehustausch
WA482E, als auch M560D liegen in der Gel Itration als Homodirar vor. Die
Dissoziantionskonstante, die sich aus der Ultrazentrifagion ergab, ist jedoch
bei W482E mit 3,85 M deutlich geringer als 7,14 M bei M560D. Bei PER
ohne Mutation betragt diese 0,2 M (Eva Wolf, unpublizierte Daten). Dem-
nach messte die PER-Menge irper-M560D-HA/ -c-myc-Tieren aufgrund des
schwacheren Homodimers eher geringer sein, als in dper-W482E-HA/ -c-
myc-Transformanten, was jedoch nicht der Fall ist. Dies legt & Vermutung
nahe, dass der Homodimer alleiruf diesen Unterschied der Panotypen, vor
allem den starken Unterschied in der PER-Menge und der Temgaurkom-
pensation, nicht verantwortlich sein kann.

Die Aminosauren R345 und W482 liegen beide in Regionen von PERurf
die in fraheren Studien gezeigt wurde, dass sierfdie Interaktion mit TIM
wichtig sind. R345 liegt in der PAS-A Domane von PER, einem Bereich
fur den eine Interaktion mit TIM in Hefe mittels Yeast-two-Hybrid-System

und in vitro mittels eines Glutation-S-transferaseFusionsproteins von PER
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(GST-PER) gezeigt wurde (Gekakiset al., 1995). Mit dem gleichen Sys-
tem wurde ein Jahr smter die Interaktion der Cytoplasmatic Localization
Domain (CLD) von PER mit TIM nachgewiesen (Saez and Young, B®).

Unge®hr in der Mitte dieser Domane liegt W482. Es ist also gut raglich,

dass die Austausche R345E und WA482E nicht nur die Homodimsigrung

von PER betre en, sondern auch die Heterodimerisierung mitiM.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Aminoaureaustausche R345E, W482E
und M560D in PER in Bezug auf die TIM-Interaktionspunkte. Uber dem Protein sind die
beiden Interaktionsdomanen von PER mit TIM dargestellt. A: PAS-A, B: PAS-B, CLD:
Cytoplasmatic Localization Domain, C: C-Domain, CCID: CLO CK:CYCLE Inhibition
Domain.

Dies konnte auch bedeuten, dass PER vielleicht entweder einen Hodimer,
oder einen Heterodimer mit TIM bildet, aber nicht einem PERPER:TIM-
Komplex. Es ist eher unwahrscheinlich, dass die beiden Trigphane 482, die
im Homodimer jeweils in die hyrophobe Tasche des anderen PHRoteins
ragen (Yildiz et al., 2005) gleichzeitig auch an der Heterodimerisierung mit
TIM beteiligt sind. Von den beiden Argininen 345 ist jedoch ar eines an
der Homodimerisierung beteiligt, da im Homodimer nur ein F-Interface ge-
bildet wird (Yildiz et al., 2005). Das andere Arginin \&re damit vielleicht
verfagbar far andere Interaktionen. Es ist jedoch schwierigber die Interak-
tion mit TIM eine Aussage zu tre en, da die Struktur von TIM noch nicht
aufgekrt worden ist, und auch das kristallisierte PER-Fragment eprasen-
tiert nur etwa ein Drittel des Gesamtproteins.

Die Aminosaure M560 hingegen be ndet sich in der C-Dosme von PER
( F-Helix), fur die bisher keine Interaktion mit TIM bekannt ist. Die ColP-
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Experimente haben au erdem gezeigt, dass eine Mutation dier Aminosure
in ein Aspartat zwar den PER:PER-Homodimer schecht, jedoch die Hete-
rodimerisierung mit TIM nicht beeintrachtigt. Wahrscheinlich wird also der
Unterschied der Plmnotpen dadurch verursacht, dass es sowohl durch den
Austausch R345E als auch W482E nicht nur zu einer Beeisithtigung der
Homodimerisierung, sondern auch der Heterodimerisierumgit TIM kommt.
Das geserte Dimerisierungsvernmgen von PER-R345E und PER-W482E mit
TIM fehrt dann dazu, dass TIM das PER-Protein nicht mehr stabiligeren
kann, was versarkt zum Abbau von PER fehrt. Die gestorte Interaktion
mit TIM ist dann wahrscheinlich auch fer die verschlechterte Temperatur-
kompensation verantwortlich.

Die per-M560D-HA/ -c-myc-Transformanten sind somit die einzigen Fliegen-
linien, an denen die physiologische Bedeutung des PER:PERymModimers
untersucht werden kann. Die anderen Transformanten zeigevahrscheinlich
einen Summenpklnotyp, der sich aus der gestten Homodimerisierung und
der gesbrten Heterodimerisierung mit TIM zusammensetzt.

Denkbar ware auch, dass die Mutationen R345E und W482E im Gegensatz
zu M560D zu einer generellen Instabiktt des PER-Proteins éihren. Dage-
gen spricht jedoch die Tatsache, dass zumindest eine Mutaii der Position
W482 nicht zwangsweise eine Destabilisierung verursachi Schneiderzellen
ist vollstandiges PER mit dem Austausch W482A (Tryptophan  Alanin)
stabil (Yildiz et al., 2005).

4.2.1.5 Die Funktion des PER:PER-Homodimers

Damit lasst sich die Funktion des Homodimers aus den @hotypischen Un-
terschieden derper-HA/ -c-myc- von den per-M560D-HA/ -c-myc-Transfor-
manten ableiten. Der Homodimer wirkt sich zu einem gewisséril auf die
Stabilitat von PER aus, bestimmt diese jedoch nicht vollsindig. Er ist au-

erdem fur eine korrekte circadiane Phosphorylierung von PER und dait
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auch die korrekte zeitlicheAnderung der PER-Menge mitverantwortlich.
Diese molekularen Einesse des Homodimers zeigen sich auch im Lokomotor-
verhalten derper-M560D-Tiere. Wird der Homodimer geschwcht, so kommt
es zu einer generellen Verringerung der Rhythmizt und einer temperatur-
unabhangigen Periodenveengerung in DD von ca. 1 h. Da jedoch die Tem-
peraturkompensation sowohl inper-HA/ -c-myc-, als auchper-M560D-HA/ -
c-myc-Fliegen normal funktioniert, kann eine Beteiligung des Hoodimers
am Mechanismus der Temperaturkompensation ausgeschlosseerden. Zu-
sammen mit den Untersuchungen, die gezeigt haben, dassper- auch die
Dimerisierung von PER und TIM temperaturabhangig gesbrt ist (Gekakis
et al., 1995), widerlegt dies klar einaltere Studie (Huanget al., 1995). In
dieser Studie wird die Homodimerisierung von PER als ein eglicher Me-
chanismus der Temperaturkompensation diskutiert.

Untersuchungen von rekombinanten PER ohne Austausch und 560D
in Schneiderzellen (S2) zeigen, dass PER-M560Dadter im Kern vertreten
ist, als PER ohne Austausch, was darauf hinweist, dass der iodimer eine
cytolasmatische Lokalisation begnstigen kennte, zumindest in Abwesenheit
von TIM. Auch die Fahigkeit zur Repression von CLK:CYC ist bei PER-
M560D in S2 stark ertoht (Yildiz et al., 2005).

Dies muss jedoch nicht zwingend bedeuten, dass der Homodirme Gegen-
zug die Repressiomthigkeit von PER reduziert. Es kann auch eine Folge
der Lokalisation sein, denn in einer neueren Studie (Nawathnet al., 2007)
wurde gezeigt, dass die verminderte Repression des mutantekombinanten
PER (siehe Abb. 1.4) unter Anderem auch durch einen gegrten Kernim-
port verursacht wird. In Schneiderzellen ist PER vorwiegend cytoplasma-
tisch. Durch eine Forcierung des Kernimports, die durch Ardmgen eines
Nuclear Localization Signals (NLS) erreicht wurde, verbesrte sich auch die
Repression. Jedoch wurden auch diese S2-Versuche in Abwhsé von TIM
durchgetihrt.
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Diese Studie liefert auch einen weiteren Hinweis auf die Bilng und Funktion
des PER-Homodimers. Die Expression von PER inper®-Fliegen ist nicht
in der Lage denper’-Phanotyp zu retten. Auch die gleichzeitige Expression
von PER und PER rettet den arhythmischen Ph anotyp nicht vollstandig.
Vielleicht kommt es zur Bildung eins PER:PER -Dimers, der es PER
ermeglicht in den Kern zu gelangen. Die verringerte Repressétavit at von
PER verursacht dann einen heheren Prozentsatz an arhytmischen Tieren,
im Vergleich zu einer reinen PER-Expression (Nawatheagt al., 2007). Der
Homodimer ist also vielleicht auch am Kerntransport des PERrotein be-
teiligt, auch wenn die Untersuchungen in S2-Zellen daraufiait hinweisen
(Yildiz et al., 2005).

4.2.1.6 Ein besseres Verst andnis von per'

In der Mutante per- ist das Valin243 zu einem Aspartat mutiert (Baylies
et al., 1987). Diese Mutation bewirkt beper- -Fliegen eine Periodenveginge-
rung, sowie einen Defekt in der Temperaturkompensation. BiFreilaufperi-
ode dieser Mutanten betagt bei 18 bereits 27 h. Bei lpheren Tempera-
turen velangert sie sich noch weiter auf 29,5 h bei 25 und mber 31 h bei
29 (Huanget al., 1995). Inper- kommt es au erdem zu einer Veragerung
der Kernlokalisation von PER-, die sich ebenfalls mit steigender Temperatur
verstarkt (Curtin et al., 1995). Au erdem sind PER-Peptide, die den Aus-
tausch V243D tragen, nicht mehr in der Lage einen Homodimeu zilden
(Huang et al., 1995). Die Homodimerisierung wurde daher mit der Tempe-
raturkompensation in Zusammenhang gebracht. Dies kann jedh aufgrund
der Ergebnisse dieser Arbeit ausgeschlossen werden. Disteyge Homodi-
merisierung inper--Fliegen kann lediglich ér die verringerte Rhythmizitat,
sowie eine generelle, temperaturunakhgige Periodenveengerung verant-

wortlich gemacht werden.
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In einer anderen Studie wiederum (Gekakist al., 1995) wurde in Hefe ge-
zeigt, dass der Aminosureaustausch in PER auch die Heterodimerisierung
mit TIM temperaturabh angig schvacht, ein E ekt der ebenfalls #ir den per* -
Phanotyp verantwortlich gemacht wurde (siehe oben). Bestigt wurde dies
zum Einen durch dietim-Mutante tim St (siehe Kap. 1.7), die in der La-
ge ist, im per--Hintergrund eine normale Temperaturkompensation wieder
herzustellen. Intim St ist das Threonin T494 zu einem Isoleucin mutiert (Ru-
tila et al., 1996). Obwohl dieser Austausch im TIM--Protein nicht in der
minimalen Interaktiondomane (Aminosuren 505-906, Gekakist al., 1995)
lokalisiert ist, fuhrt er zu einer gmnderten Interaktion zwischen TIMP- und
PER. TIM St ist in der Lage den Zeitpunkt der Kernlokalisation von PER
nach vorne zu verschieben und erzeugt im Verhalten eine Rade, die mher
am Wildtyp liegt.

Zum Anderen durch die Erkenntnis, dass der circadiane Phat&zeptor CRY
auch an der Temperaturrezeption und -kompensation betaili ist. In der
frehen Nacht (ZT15) kann eine Bindung von CRY and den PER:TIM-Kbm-
plex nicht nur durch einen Lichtpuls, sondern auch durch een Hitzepuls
(37 ) induziert werden. Auerdem zeigenper- ; cry®-Doppelmutanten
eine normale Temperaturkompensation, was zeigt, dass CRYnalempera-
turkompensationsdefekt vorper- beteiligt ist. Da die Bindung von CRY an
den PER:TIM-Dimer hauptsachlich eber eine Bindung von CRY an TIM von-
statten geht (Buszaet al., 2004), muss die temperaturabéingig geschwchte
PER:TIM-Bindung in per- ma geblich am Phanotyp beteiligt sein (Kaushik
et al., 2007).

Der pert-Phanotyp setzt sich also aus zwei Rimotypen zusammen, die ge-
trennt voneinander betrachtet werden bnnen. Eine gestrte Homodimerisie-
rung verlangert wahrscheinlich generell die Freilaufperiode und rgehlechtert
die Rhythmizitat der Tiere, die beeintechtigte Heterodimerisierung mit TIM

hat einen Verlust der Temperaturkompensation zur Folge. Bs wiederum
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besttigt die Vermutung, dass auch in den Transformanteiper-R345E-HA -
c-myc, per-W482E-HA/ -c-myc und per-W482E-M560D-HA -c-myc die In-
teraktion mit TIM beeintr achtigt ist, denn der Phanotyp dieser Tiere liegt,
durch den Defekt in der Temperaturkompensation, gher an per-, als der
von per-M560D-HA/ -c-myc.

Ein meglicher Ansatzpunkt dies zu untersuchen, &re ein Konstrukt, in dem
der Interaktionspartner des Arginin345 mutiert ist. Diese Interaktionspart-
ner, das Glutamat566 liegt wie M560 in der C-Doemne ( F-Helix), fur die
keine TIM-Interaktion bekannt ist. Ahnlich wie M560D sollte die Mutation
von E566, z.B. in ein Arginin, folglich nur die Homodimerigrung beein-
trachtigen. Die Phanotypen von M560D und z.B. E566R sollten daher fast

identisch sein, und sich von R345E stark unterscheiden.

4.2.2 Bestatigung eines neuen Nuclear Export Signal
in PER

Aufgrund von Sequenzhomologien von PER mit mPER1, -2 und -3urde in
PER ein Nuclear Export Signal (NES) am Anfang der C-Domne zwischen
der Cytoplasmatic Localization Domain (CLD) und der Short Mitabel Re-
gion (S/M) postuliert (Vielhaber et al., 2001). Auch die Untersuchung der
Lokalisation von PER und TIM in Zellen von larvalen Gehirnendeutet dar-
auf hin, dass beide Proteine aucliber Kernexport reguliert werden. Eine
Behandlung der Gehirne mit Leptomycin B, einem Inhibitor de Kernexports
(Nishi et al., 1994), tihrte zu einer versarkten Kernlokalisation von PER und
TIM, vor allem zum Zeitpunkt ZT19,5 (Ashmore et al., 2003). Zur Untersu-
chung dieses unbestigten NES (Aminosaure 523-536) wurden Transforman-
ten erzeugt, die ein rekombinantes PER exprimieren, dessBHtS durch den
konservativen Aminogureaustausch des Isoleucin530 in ein Alanin zewost
ist (per-1530A-HA/ -c-myc).
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Diese Mutation hat einen Panotyp der Transformanten zur Folge, der dras-
tisch von per® -Tieren abweicht. Die Menge des PER-Proteins in Kopfex-
trakten der Transformanten ist beinahe wildtypisch, unteliegt jedoch keiner
sichtbaren circadianen Schwankung (Abb. 3.9). Auch der Gdader Phos-
phorylierung ist eber einen kompletten LD-Zyklus fast konstant und sehr
niedrig. Eine Untersuchung der Lokalisation in Photorezéprzellen der PER-
Proteine mit mutiertem NES im Vergleich mit PER ohne Mutation, zu den
Zeitpunkten ZT16, ZT17 und ZT18, zeigt einen deutlichen Urrschied zwi-
schen diesen beiden Proteinen. #rend PER-HA zu keinem der getesten
Zeitpunkte im Kern festgestellt werden kann, ist PER-IS30AHA zum Zeit-
punkt ZT17 eindeutig im Zellkern lokalisiert. Jedoch berés eine Stunde
spater ist die Kernlokalisation beendet. Eine Mutation des NE hat also
eine verfrihte Kernlokalisation zur Folge, die dann jedoch, wahrschdich
durch einen Export oder durch Abbau, beendet wird. Es ist gumeglich,
dass PER zu diesem Zeitpunkt (ZT17) generell in den Kern traortiert,
aus diesem jedoch, vermittelt durch das NES, sofort wiedentéernt wird,
solange z.B. der Interaktionspartner TIM noch nicht im Kernist. Durch eine
Mutation im NES kommt es zu einer wesentlich strkeren Akkumulation von
PER-1530A-HA im Kern, die jedoch zu einem sgteren Zeitpunkt (ZT18)
nicht mehr zu beobachten ist. Dies ist vielleicht auf einen Bbau des Prote-
ins im Kern zureickzufehren.

Ein freher, schwacher Peak der PER-Lokalisation im Kern bei ZT17st
auch schon beper' -Tieren fur die s-LN,s beschrieben worden (Shafet al.,
2002). Der frmhe Kerntransport von PER ist wahrscheinlich normal und auf
grund des sendigen Exports durch das NES nur schwer nachzuweisen. Erst
die Mutation des NES #ihrt zu einer deutlich sichtbaren verfehten PER-
Akkumulation.

Die Auswirkungen des mutierten NES auf das Lokomotorverhiain der Trans-

formanten ist ebenfalls drastisch. Neben der starken Abnate des Anteils



KAPITEL 4. DISKUSSION 132

der rhythmischen Tiere in DD zwischen 40 % und 60 % ist vor atie die
gesbrte Temperaturkompensation interessant. Wie bgier- steigt die Peri-
odenknge der NES-Mutanten mit steigender Temperatur (23,5 h bei 18

25,5 h bei 25 , und 26,5 h bei 29 ). Ein ahnlicher Defekt in der
Temperaturkompensation wurde bei Transformanten, die eirekombinantes
PER-Protein (PER- C2) ohne den Bereich der Aminosauren 515-568 (NES
und Teile der F-Helix) exprimieren, nachgewiesen. Die Periodeaige in
DD verlangert sich bei einer Temperaturerbhung von 20 auf 27 um
bis zu 5,6 h (Schotlandet al., 2000).

4.2.3 Neue Erkenntnisse ewber die Funktion von PER
und M eglichkeiten zur Regulation der Tempera-

turkompensation

Zusammengenommen ergeben sowohl die Untersuchung der Disierung
von PER, als auch die Begitigung und Mutation eines neuen Nuclear Export
Signals, wichtige neue Erkenntniss@ber megliche Mechanismen der Tem-
peraturkompensation. Durch die Schechung des PER:PER-Homodimers
konnte gezeigt werden, dass dieser nicht am Mechanismus demperatur-
kompensation beteiligt ist. Durch die Untersuchung einer &he anderer
Mutanten, die neben der Homodimerisierung wahrscheinlicauch die Hete-
rodimerisierung von PER mit TIM beeintrachtigen, konnte indirekt besatigt
werden, dass, wie auch schon in anderen Studien (Geka&tsal., 1995, Ru-
tila et al., 1996 und Kaushiket al., 2007) angenommen, diese Interaktion
fur die Temperaturkompensation mitverantwortlich ist. Die Einhaltung ei-
ner konstanten Perioderdngeeber einen physiologisch gro en Temperatur-
bereich scheint jedoch ein komplizierter Mechanismus zuisean dem noch
weitere Prozesse beteiligt sein mssen. Wie die Untersuchung eines vorher
unbesttigten NES zeigt, ist daran sicherlich auch die zeitliche dkalisation

von PER in der Zelle beteiligt. Auch in der Mutanteper* ist diese veandert
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(Curtin et al., 1995), meglicherweise verursacht durch eine gaderte Inter-
aktion mit TIM (Rutila et al., 1996).

Alle bio- und immunhistochemischen Analysen dieser Arbeitvurden aus-
schlie lich bei 25  durchgethrt. Es ist daher nicht gekhrt, ob sich die
Stabilitat der verschiedenen PER-Varianten und der Dimerisierungetem-
peraturabhangig andern. Da sich bei I530A mit steigender Temperatur die
Freilaufperiode im Lokomotorverhalten drastisch vegngert, ist ein tempera-
turabangiger E ekt in der zeitlichen Kernlokalisation wahrschelich. Auch
ist nicht geklart, ob der Homodimer immer, oder nur zu den Zeitpunkten
ZT16, ZT20 und ZT2 (siehe Kap. 3.2.5.3, Zengt al., 1996) gebildet wird.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbegtdst sich folgendes neues Modell
fur die Funktion von PERIOD vorschlagen: PER be ndet sich wahscheinlich
in einem Flie gleichgewicht zwischen Homodimer PER:PER uh Heterodi-
mer PER:TIM, wobei der Homodimer den kleineren Anteil ausn@ht (siehe
oben, Zenget al., 1996). Der PER-Homodimer ist vielleicht die, Trans-
portform\ von PER und der Heterodimer dient zur Stabilisieung von PER
zuerst im Cytoplasma und dann im Zellkern. Der Homodimer bendet sich
aufgrund seiner Lokalisationssignale (Nuclear Localizan Signal, Nuclear
Export Signal und Cytoplasmatic Localization Domain) in enem s&ndigen
Wechsel zwischen Kern und Cytoplasma. Obwohl PER bereits v@IM in
den Kern wechselt (Shafeet al., 2002), ist fr eine dauerhafte Akkumulation
im Kern die Anwesenheit von TIM erforderlich. Mit steigende Temperatur
erhoht sich auch die Wechselgeschwindigkeit von PER:PER zwismn Cyto-
plasma und Kern. Es kommt jedoch zu keiner verihten Akkumulation und
damit Periodenverlkerzung (Abb. 4.2). Da PER auch in Abwesenheit von
TIM in der Lage ist, die CLK:CYC aktivierte Transkription zu reprimieren
(Rothen uh et al., 2000, Weber and Kay,, 2003, Nawathean and Rosbash,
2004) kann die Repression sowohl von PER:TIM, als auch PERER ausge-
hen.
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Abbildung 4.2: Ein neues Modell der PER-Funktion basierend auf den Ergebrssen die-
ser Arbeit. Das Modell basiert auf der Annahme, dass entwedeein PER-Homodimer, oder
ein PER:TIM-Heterodimer gebildet wird, und dass der Homodimer die , Transportform\
von PER darstellt. Der PER:TIM-Komplex dient vor allem der S tabilisierung von PER
im Cytoplasma und im Zellkern. Da PER sowohl mit, als auch ohre TIM als Repressor
fungieren kann (z.B. Rothen uh et al., 2000), kommen #r die Interaktion mit CLK:CYC
im Kern PER:PER und PER:TIM in Frage.

Anhand dieses Modells lassen sich die E ekte eslen, die bei den Verhal-
tensuntersuchungen der verschiedengmer-Transformanten, sowie den histo-
logischen und biochemischen Analysen gewonnen wurden.

Wird spezi sch der Kernexport gesbert z.B. durch den Austausch 1530A,
kommt es zu einer verfuhten Akkumulation von PER im Zellkern (siehe
Abb. 3.24). Diese verfuhte Anreicherung hat vielleicht einen Abbau des
PER-Proteins im Kern zur Folge, wodurch die PER-Menge sinktDiese Re-
duzierung der PER-Menge hat im Verhalten der Tiere eine Perdenverhange-

rung zur Folge (Smith and Konopka, 1982). Bei einer Temperaterhehung

wechselt PER-1530A schneller in den Kern, dadurch wird im ke mehr abge-
baut, wodurch sich die PER-Gesamtmenge &tker reduziert, was wiederum
eine swrkere Periodenvesngerung nach sich zieht. Diesdante der Grund

dafer sein, dass sich beper-1530A-Tieren mit steigender Temperatur die Pe-
riode im Verhalten verlangert.

Wird nur die Homodimerisierung geschecht, so ist die Menge des PER-
Homodimers verringert, was zu einer generellen, vor allerbexr temperatur-
unabhangigen Vermgerung der Akkumulation im Kern #hren kennte. Dies
kennte bei denper-M560D-Transformanten die temperaturunablangige Pe-

riodenverlangerung im Lokomotorverhalten verursachen.
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In per- ist nicht nur die Homodimerisierung beeintachtigt (Huang et al.,
1995), sondern auch temperatural®ingig die Heterodimerisierung mit TIM
(Gekakis et al., 1995). Durch die beeintachtigte Homodimerisierung wrde
sich, anhand des Modells, die Akkumulation von PER im Kern gerell
verzegern. Zu einer weitern Veragerung wirde dann die gestrte TIM-
Interaktion feihren, die sich zuatzlich mit steigender Temperatur versarkt
(Curtin et al., 1995).

4.2.4 Ausblick

Eine weitere Untersuchung deper-Transformanten wird sicherlich noch ei-
ne Vielzahl an interessanten Einblicken in die Funktionsvige der inneren
Uhr gewahren. Die vollseindige Aufklarung der Funktion des PER:PER-
Homodimers durch die Untersuchung der Linieper-M560D-HA/ -c-myc wird
entscheidend zum Versindnis des molekularen Oszillators beitragen. Ei-
ne genaue Untersuchung des neuen Exportsignalsger-1530A-HA/ -c-myc-
Transformanten wird sowohl helfen, die zeitliche Lokaliseon von PER in
der Zelle, als auch den Mechanismus der Temperaturkompetisa besser zu
verstehen. Einen Hinweis, auf die zu erwartenden E ekte baer Austau-
sche zeigt eine Studie, in der ein rekombinantes PER-Protegérzeugt wurde,
dem der Bereich der Aminoguren 515-568 fehlt (Schotlanctt al., 2000). In
diesem Protein fehlen sowohl die entscheidenen Teile ddf-Helix, was eine
Homodimerisierung verhindert, als auch das NES. Ein Teil,edt durch diese
Deletion verursachten Plnotypen, kann jetzt schon entweder der Homo-
dimerisierung oder dem NES zugeordnet werden. Die tempensibhangi-
ge Periodenvemsgerung z.B. ist identisch mit der inper-I530A-HA/ -c-myc-
Transformanten. Einen vergleichbaren Phosphorylierungsfekt zeigen beide
Austausche, 1530A und M560D. Diese Studie beschreibt jedoauch E ekte
auf die negative Rickkopplungsschleife oder die Auswirkung von Licht auf

die Rhythmik, die in der vorliegenden Arbeit noch nicht untesucht wurden.



Kapitel 5
Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden zwei Projekte belaeitet, die sich
mit den Faktoren period (per) und timeless (tim) des molekularen Oszil-
lators von Drosophila melanogasterbeschaftigen. Beide Gene arbeiten in
einer negativen Rickkopplungsschleife zusammen und fungieren als Repres-
soren ihrer eigenen Transkription. Beide Proteine sind jedh auch an der
Verarbeitung au erer Ein wusse im circadianen System beteiligt.

Das Protein TIM stellt eine Schnittstelle des molekularen @xillators mit dem
Mechanismus der Lichtrezeption dar. Eine Aktivierung des IRotorezeptors
CHRYPTOCHROME (CRY) durch Licht f ehrt zu einem Abbau des Proteins
TIM, wodurch die Synchronisation der inneren Uhr mit dem Zageber Licht
bewerkstelligt wird. Bereits vor 10 Jahren wurde anhand vosequenzver-
gleichen gezeigt, dass es in der Natur zwei unterschiedictim -Allele gibt
(s-tim und Is-tim), die theoretisch dazu in der Lage sind, zwei unterschiech
lange TIM-Proteine zu bilden (Rosatoet al., 1997). Das Allels-tim ist das
urspreingliche Allel und nur in der Lage das kurze S-TIM (1398 Amirsaur-
en) zu bilden. Is-tim ist in Europa durch eine natrrliche Mutation aus s-tim
entstanden, kurz nachdenDrosophila aus Afrika eingewandert war. Es hat
sich dann in Europa verbreitet, da es eine bessere Anpasswagdie ausge-
pragten Jahreszeiten, vor allem in Nordeuropa, bietet. (Tawdy et al., 2007).
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Es wurde vermutet, dass es sowohl S-TIM, als auch dasbere L-TIM (1421
Aminosauren) exprimieren kann.

Durch Westernblotanalyse der Kopfextrakte verschiedendtliegenlinien und
Sequenzanalyse deésn -Lokus konnte gezeigt werden, dass zwei unterschied-
liche TIM-Banden, auf die zweitim -Allele zureickzufethren sind. Durch Wie-
derholung der Analysen mit und ohne Phosphatasebehandludgr Extrakte
konnte Phosphorylierung als Ursacheuf das unterschiedliche Laufverhalten
der Proteine ausgeschlossen werden. Damit konnte gezeigirélen, dass das
neuels-tim-Allel tatsachlich ein Bngeres TIM exprimieren kann, als das ur-
sprengliche s-tim (Sandrelli et al., 2007).

Das Protein PER ist, wie z.B. die Mutation per- (Konopka and Benzer,
1997) oder Untersuchungen der T/G-Region in PER (Sawyest al., 1997)
zeigen, unter Anderem auch ma geblich an der Temperaturkopensation
beteiligt, die dafer sorgt, dass sich die Periodeahge der inneren Uhr nicht
temperaturbedingt andert. Altere Studien haben gezeigt, dass PER nicht
nur einen Heterodimer mit TIM, sondern auch einen PER:PER-bBmodimer
bilden kann (Zenget al., 1996). Da die Mutation in per- eine Homodimeri-
sierungin vitro verhindert, wurde gefolgert, dass der PER:PER-Homodimer
an der Temperaturkompensation beteiligt sein énnte (Huang et al., 1995).
Die Aufklarung der 3D-Struktur eines PER-Fragments schlie lich ergpb eben-
falls einen Homodimer und o enbarte zudem dessen Interakispunkte, was
eine gezielte Untersuchung des Homodimers durch rekomhite Proteine
ermeglicht (Yildiz et al., 2005).

Zur Untersuchung der Homodimerisierung von PER wurden dahén dieser
Arbeit transgene Fliegenlinien erzeugt, die getagte PER#Bteine exprimie-
ren. Ein Teil dieser Proteine tegt au erdem Aminosureaustausche, die
anhand der Strukturvorhersage eine Homodimerisierung Yvendern. Durch
Untersuchung des Lokomotorverhaltens der Transformantersowie der Ex-

pression und Dimerisierung der rekombinanten PER-Prote@ konnte eine
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Homodimerisierung klar nachgewiesen werden. Au erdem kaie eine Betei-
ligung am Mechanismus der Temperaturkompensation ausgekissen wer-
den. Diese Untersuchungen geben zudem Grund zur Annahme,ssladie
Bindung von PER an TIM ein wesentlicher Baustein der Tempetarkom-
pensation ist.

Der Vergleich der Aminoguresequenz von PER mit PER-Proteinen der Maus
zeigte, dass es auch im PER voBrosophila wahrscheinlich ein Nuclear Ex-
port Signal (NES) gibt (Vielhaber et al., 2001). per-Transformanten, die in
diesem Exportsignal eine Mutation tragen, zeigten einen d#tichen E ekt
in Bezug auf die zeitliche Kernlokalisation und auch die Teperaturkom-
pensation der inneren Uhr. Dies ist ein guter Hinweis, dass sich um ein
funktionelles NES handelt und zeigt damber hinaus, dass die zeitlich korrekte
Lokalisation von PER einen weiteren wichtigen Bestandtedes Mechanismus

der Temperaturkompensation darstellt.
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Anhang A

Zusatzinformationen

Tabelle A.1: Ausfuhrliche Tabelle der Transformanten der per-
Konstrukte. Chr. Insertionschromosom, Bal. Balancer, ho. ho-
mozygot. Linien, die homozygot fertil sind und die kein Balan-
cerchromosom mehr tragen, sind mit einem + in der Spalteho.
gekennzeichnet, Linien bei denen Steriliat festgestellt wurde mit
steril und Linien, die homozygot lebenséhig sind, aber noch einen
Balancer tragen, mit steril?. Die Spalte Tests gibt die Experimen-
te an, die mit dieser Linie durchgethrt wurden: W Westernblot,
C ColP, 18 , 25 und 29 Verhaltensexperimente bei den
entsprechenden Temperaturen. MitJ numerierte Linien wurden

durch eine Remobilisierung desP-Elements der Linie 10-2-2 her-

gestellt.

Name per -Genotyp ‘ Chr. ‘ Bal. ‘ ho. ‘ Tests

1-1 HA 3 TM6B | steril W

1-3 HA 3 TM6B | letal W, 25
1-5-1 HA 3 - + W, 25
1-5-2 HA 2 - + W, C, 18, 25, 29

1-6 HA 3 TM6B | letal W, 25

1-7 HA 3 CyO letal W, 25

1-8 HA 3 - + W, 18, 25, 29

Fortsetzung machste Seite
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Fortsetzung Tabelle der Transformanten deper-Konstrukte

Name per -Genotyp Chr. Bal. ho. Tests
1-9 HA 3 - + W, 25
1-10 HA 3 CyO letal W, 25
1-11 HA 3 - + W, 25
2-2-1 c-myc 2 - + 25
2-2-2 c-myc 3 - + W, C, 18, 25, 29
2-3 c-myc 3 - + W, 25
2-4-1 c-myc 2 - + W, 25
2-4-2 c-myc 2 - + 25
2-5 c-myc 3 - + W, 25
2-6 c-myc 2 - + W, 18, 25
2-7 c-myc 2 CyO letal W, 25
3-1 R345E-HA 2 - + W, 18, 25, 29
3-2 R345E-HA 3 - + W, 25, 29
3-3 R345E-HA 3 TM6B letal W, 25
3-4 R345E-HA 2 - + W, 18, 25, 29
3-5 R345E-HA 2 - + 25
3-6 R345E-HA 3 - + 25
3-7 R345E-HA 2 CyO letal 25
3-8 R345E-HA 3 TM6B | steril? 25
3-10 R345E-HA 2 CyO letal 25
4-4 R345E-c-myc 3 - + W, 18, 25, 29
4-5 R345E-c-myc 2 CyO steril 25
4-6 R345E-c-myc 2 - + 25
4-9-1 R345E-c-myc 2 CyO steril 25
4-9-2 R345E-c-myc 2 CyO steril 18, 25, 29
5-2 WA482E-HA 2 CyO letal W, 18, 25, 29
5-3 WA482E-HA 2 CyO steril 18, 25, 29
6-1 W482E-c-myc 2 CyO steril W, 18, 25, 29
6-2 WA482E-c-myc 3 - + W, 25
6-3-1 WA482E-c-myc 3 TM6B | steril? 18, 25
6-3-2 WA482E-c-myc 3 - + 18

Fortsetzung machste Seite
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Fortsetzung Tabelle der Transformanten deper-Konstrukte

Name per -Genotyp Chr. Bal. ho. Tests
6-5 WA482E-c-myc 2 CyO letal W, 25, 29
6-6 WA482E-c-myc 2 CyO steril 25
7-1 I530A-HA 2 - + W, 18, 25, 29
7-2 I530A-HA 3 - + 18, 25, 29
7-3 I530A-HA 3 TM6B + W, 25

7-4-1 I530A-HA 2 - + 25

7-4-2 I530A-HA 2 - + 25
7-5 I530A-HA 2 - + -

7-6 I530A-HA 3 TM6B | steril 25

7-7 I530A-HA 2 CyO letal 25

8-1 I530A-c-myc 2 - + W, 18, 25, 29
8-2 I530A-c-myc 2 CyO letal W, 25
8-3 I530A-c-myc 2 - + W, 25, 29
8-5 I530A-c-myc 2 - + -

8-6 I530A-c-myc 2 - + W, 18, 25, 29
8-8 I530A-c-myc 3 TM6B | steril -

8-9 I530A-c-myc 2 - + 25

9-1 M560D-HA 2 - + W, 25

9-2 M560D-HA 2 - + W, 18, 25, 29

9-4-1 M560D-HA 2 - + 25

9-4-2 M560D-HA 3 - + W, 18, 25, 29
9-5 M560D-HA 3 TM6B letal 25
9-6 M560D-HA 2 - + W 25
9-8 M560D-HA 3 - + W, C, 25
10-1 M560D-c-myc 2 CyO letal -

10-2-1 M560D-c-myc 3 TM6B letal 18, 25, 29

10-2-2 M560D-c-myc 4 - + W, 18, 25, 29
J3 M560D-c-myc 2 - + -

J5 M560D-c-myc 2 - + C
J6 M560D-c-myc 2 - + -
J8 M560D-c-myc 2 - + -

Fortsetzung rachste Seite
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Fortsetzung Tabelle der Transformanten deper-Konstrukte

Name per -Genotyp ‘ Chr. ‘ Bal. ‘ ho. ‘ Tests

11-1 WA482E-M560D-HA 2 CyO letal -

11-3 W482E-M560D-HA 2 - + -
11-4-1 | WA482E-M560D-HA 2 CyO letal W, 25
11-4-2 | WA482E-M560D-HA 2 - + W, 25
11-4-3 | W482E-M560D-HA 2 CyO letal 25

11-5 WA482E-M560D-HA 2 - + 25

11-6 WA482E-M560D-HA 3 - + W, 18, 25, 29

11-7 WA482E-M560D-HA 2 - + W, 18, 25, 29

11-8 WA482E-M560D-HA 3 - + 25
11-10 | WA482E-M560D-HA 3 - + 25

12-1 | W482E-M560D-c-myc 3 - + W, 18, 25, 29

12-2 | W482E-M560D-c-myc 2 - + 18, 25, 29

12-4 | W482E-M560D-c-myc 3 TM6B | steril 25

12-5 | W482E-M560D-c-myc 3 TM6B | steril -

12-6 | W482E-M560D-c-myc 3 TM6B letal 25

12-7 | W482E-M560D-c-myc 2 - + 25

12-8 | W482E-M560D-c-myc 2 CyO letal 25
12-10 | W482E-M560D-c-myc 3 TM6B letal -

Ende Tabelle der Transformanten deper-Konstrukte



Tabelle A.2: Verhaltensdaten der Kontrollen und Transformanten sortiert nach Fliegenlinen. Rhy.: Rhythmizit at, Periode.: Peri-
odenlange in h  SEM, RS: Rhythmicity Statistic SEM, n: Anzahl der ausgewerteten Tiere, : Daten stammen von nur einem

rhythmischen Tier.
Temperatur: 18

Genotyp ‘ Linie ‘ Rhy. LD Periode LD RS ‘ n H Rhy. DD Periode DD RS n
wildtyp CantonS 100% 240 O 46 02|27 96,2% 236 04 |33 02]26

y w { 96,4% 240 01 |38 02|28 71,4% 237 02 |25 03]28
per-HA 1-5-2 100% 240 O 4,7 02|16 68,8% 221 03 |23 02]16
per-HA 1-8 100% 240 O 43 02|16 81,3% 21,7 04 |22 01]16
per-c-myc 2-2-2 100% 240 O 45 02|16 100% 232 03 |27 03]16
per-c-myc 2-6 100% 240 O 50 03] 15 80,0% 230 02 |26 03]15
per-R345E-HA 3-1 100% 241 01 |32 02|16 50,0% 229 09 |16 03]16
per-R345E-HA 3-4 81,3% 242 03 |23 03]16 0% { { 16
per-R345E-c-myc 4-4 100% 240 01 |29 02|15 13,3% 241 23 |27 06]15
per-R345E-c-myc | 4-9-2 68,8% 242 02 |18 02|16 31,3% 242 09 |17 02]16
per-W482E-HA 5-2 100% 241 01 |32 03]16 18,8% 234 31 |18 03]16
per-W482E-HA 5-3 81,3% 240 O 2,7 03] 16 18,8% 26,3 03 |17 06]16
per-W482E-c-myc 6-1 100% 241 01 |34 03]16 18,8% 222 15 |22 04]16
per-W482E-c-myc |  6-3-2 100% 240 01 |35 02|16 18,8% 244 22 |22 04]16
per-1530A-HA 7-1 100% 239 0 42 02|16 68,8% 232 04 |21 02]16
per-1530A-HA 7-2 93,8% 242 01 |31 03]16 50,0% 254 05 |18 01]16
per-1530A-c-myc 8-1 100% 240 O 45 02|15 66,7% 22,7 03 |30 03]15

Fortsetzung n achste Seite
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Fortsetzung, Temperatur: 18

Genotyp | Linie |[Rhy. LD [ Per.tD | Rs | n | Ryh.DD |[PerDD | RS |n
per-1530A-cmyc | 86 | 813% |243 01|24 03]16] 188% [233 02|18 o01]16
per-M560D-HA 9-2 100% | 240 01]29 03|16 125% |257 14|19 09]16
per-M560D-HA 9-42 | 100% |242 01|29 03|16| 500% |21,7 05|20 o01]16
per-M560D-c-myc | 10-2-1| 93.8% |243 03|28 03|16| 250% |233 16|15 07|16
per-M560D-c-myc | 10-2-2| 100% | 241 01|27 03|16| 375% [251 05|13 03]16

per-W482E-M560D-HA | 11-6 | 938% |241 01|27 03|16] 125% [233 03|24 07]16

per-W482E-M560D-HA | 11-7 | 86,7% |239 01|32 04|15| 133% [254 19]15 o01]16

per-W482E-M560D-myc | 12-1 | 100% | 240 01|28 03|16| 375% |263 08|18 04]16

per-W482E-M560D-myc | 122 | 100% | 239 0 |27 03|16| 375% |245 17|17 04] 16
Temperatur: 25

y per®! w { 292% | 245 05|19 02]24 0% { 24

yw { 958% | 240 01|23 02|24 870% |[234 02|29 03]23

per-HA 13 | 769% |240 01|27 03|13] 692% [231 03[32 o05]13

per-HA 151 | 667% |239 01|16 01| 3] 667% [252 14]22 11]3

per-HA 152 | 100% |240 01|21 03 857% |238 04|28 05| 7

per-HA 16 100% | 240 00|25 02|16/ 875% |229 02[32 o01]16

per-HA 17 100% | 240 01|30 04 87,5% |226 01|36 06

per-HA 18 | 750% |238 01|18 02 750% | 226 05|20 0,3

per-HA 19 | 933% |241 00|27 02|15| 571% [229 02|26 03]15

per-HA 110 | 100% |239 01|22 02| 8] 375% [258 10|20 05] 8
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Fortsetzung, Temperatur: 25

Genotyp | Linie | Rhy. LD | Per. LD RS | n [ Ryn.DD | Per. DD RS |n
per-HA 111 | 100% |235 04]19 02|88 | 500w |225 0323 03] 8
per-c-myc 221 100% |241 02|14 02| 8| 750w [230 05|24 02] 8
per-c-myc 222| 750% |241 00|20 02| 8| 750w [232 04|18 02] 8
per-c-myc 23 | 100% [239 01|21 01| 8| 500% |240 08|21 03] 8
per-c-myc 24-1| 875% |243 02|16 03] 8 | 500w |[236 14|20 02] 8
per-c-myc 242 | 600% [239 01|24 03] 3| 600w |[226 02|22 05]5
per-c-myc 25 | 100% |239 00|20 02| 6| 667% |228 01|22 03] 6
per-c-myc 26 | 100% |240 01|20 02]13] 100% |240 03|27 03]13
per-c-myc 27 | 100% |240 01|22 02| 8| 625% |225 03|29 04] 8
per-R345E-HA | 31 | 750% |240 01]21 01| 8| 375% [242 20[20 o01] 8
per-R345E-HA | 32 | 500% |251 13|15 02| 8| 125% | 260 08 |8
per-R345E-HA | 3-3 | 500% |238 06|16 04| 8| 375% |258 22[13 03] 8
per-R345E-HA | 34 | 714% |236 04|16 03| 8| 286% | 230 0 |16 04] 8
per-R345E-HA | 35 | 375% |233 20|13 03] 8 0,0% { { 8
per-R345E-HA | 3-6 | 750% |235 04|15 03] 8 0% { { 8
per-R345E-HA | 37 | 833% |246 03|14 01| 6 || 167% 22,3 15 1
per-R345E-HA | 3-8 | 750% |236 05|19 02] 8 0% 8
per-R345E-HA | 3-10 | 750% | 243 06|14 03| 8 || 375% |245 17]22 o02] 8
per-R345E-c-myc | 4-4 | 750% |240 01|19 03] 8| 125% 22,5 2,0 8
per-R345E-c-myc | 4-5 57,1% 237 01122 03| 7 0% { { 7
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Fortsetzung, Temperatur: 25

Genotyp | Linie | Rhy. LD | Per. LD RS | n [ Ryh.DD | Per. DD RS |n
per-R345E-c-myc | 4-6 | 100% | 240 01]18 02| 8| 125% 23,8 2,5 8
per-R345E-c-myc | 4-9-1 | 875% |243 02|15 02| 8| 250% [253 23| 13 0 | 8
per-R345E-c-myc | 4-9-2 | 375% | 243 04|20 01| 8| 375% [214 07]21 o04] 8
per-W482E-HA | 52 | 100% |243 02|20 03] 8 0% { { 7
per-W482E-HA | 53 | 250% |236 03|13 08| 8 | 125% 26,8 1,8 8
per-W482E-c-myc | 61 | 100% | 240 01|17 01| 8| 250% |275 03|15 o01] 8
per-W482E-c-myc | 62 | 250% | 243 03|27 03] 8 0% { { 8
per-W482E-c-myc | 6-3-1 75,0% 244 0,118 02| 4 0% { { 4
per-W482E-c-myc | 6-4 | 250% | 252 04|23 07]| 8 0% { { 8
per-W482E-c-myc | 6-5 50,0% 239 01|19 03] 16 0% { { 16
per-W482E-c-myc | 6-6 | 66,7% |241 01|17 03]12] 91% 26,8 2,4 11
per-I530A-HA | 7-1 | 100% |241 01]18 02] 8 100% | 255 09]22 03] 8
per-I530A-HA | 72 | 875% |242 01|17 02| 8| 250% |[278 03|24 09] 8
per-I530A-HA | 7-3 | 100% |242 01|21 02| 8| 875% |269 03|29 04]| 8
per-I530A-HA | 7-4-1 | 100% | 241 01]20 02| 8| 625% [233 03]21 o04] 8
per-I530A-HA | 7-42 | 750% |241 01|21 04| 8 || 286% |247 12|33 13| 7
per-I530A-HA | 7-6 | 750% |240 00|20 02| 8| 375% [247 03|25 o02] s
per-I530A-HA | 7-7 | 800% |240 01|26 05| 5| 600% |246 01|43 10]5
per-I530A-c-myc | 81 | 100% |241 01|35 01| 8| 625% |254 05|41 08| 8
per-I530A-c-myc | 82 | 100% | 240 01|28 02| 8 100% | 263 03|35 05| 8
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Fortsetzung, Temperatur: 25

Genotyp Linie | Rhy. LD | Per. LD RS | n | Rynh. DD | Per. DD RS |n
per-1530A-c-myc 83 | 100% |241 00|33 02|8] 87.5% |259 02|28 04| 8
per-I530A-c-myc 86 | 750% | 239 0 |22 02| 8| 125% 25,5 1,6 8
per-1530A-c-myc 89 | 100% |242 01|30 02|8]| 87.5% |262 02|20 03| 8
per-M560D-HA 91 | 375% |237 02)18 01| 8] 125% 24,0 2,0 8
per-M560D-HA 92 | 750% |241 01|31 02| 8| 250% |226 08|47 13| 8
per-M560D-HA 941 | 250% |253 13|19 04| 8| 37.5% |231 18|20 03| 8
per-M560D-HA 942 | 100% |241 02|25 02| 8| 500% |238 04|26 03| 8
per-M560D-HA 95 | 750% |241 01|27 02| 8| 429% |233 10|13 03] 7
per-M560D-HA 96 | 429% | 240 0 |27 07| 7 0% { { 6
per-M560D-HA 98 | 875% |239 01|25 01| 8| 375% |239 16|17 03| 8
per-M560D-c-myc | 10-2-1| 813% |240 01|24 02|16 625% |254 04|25 03|16
per-M560D-c-myc | 10-2-2| 68,8% | 240 01|24 01|16 500% |246 07|24 04]16

per-W482D-M560D-HA | 11-3-1| 288% |254 16|25 06| 7 0% { { 7
Per-W482D-M560D-HA | 11-4-1| 889% | 235 03|23 01| 9 | 222% |252 19|16 04| 9
per-W482D-M560D-HA | 11-4-3| 875% |240 01|24 03| 7 0% { { 8
per-W482D-M560D-HA | 11-5 | 375% |248 11|17 05| 8 0% { { 8
per-W482D-M560D-HA | 11-6 | 750% |240 01|24 02| 8 0% { { 8
per-W482D-M560D-HA | 11-7 | 37.5% |234 08|21 05| 8 | 125% 275 2,2 8
per-W482D-M560D-HA | 11-8 | 625% |240 01|24 03] 8 0% { { 8
per-W482D-M560D-HA | 11-10 | 100% | 239 0 |25 02| 8 0% { { 8
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Fortsetzung, Temperatur: 25

Genotyp Linie | Rhy. LD | Per. LD RS |n| Ryh. DD | Per. DD RS |n
per-W482D-M560D-c-myc 12-1 37,5% 240 0322 02| 8 12,5% 25,8 2,3 8
per-W482D-M560D-c-myc | 12-2 750% |241 02[20 03]8 0% { 8
per-W482D-M560D-c-myc 12-4 37,5% 234 0317 04| 8 0% { { 8
per-W482D-M560D-c-myc 12-6 37,5% 239 0118 0,1 8 0% { { 8
per-W482D-M560D-c-myc | 12-7 750% | 240 01]22 03]8 0% { { 8
per-W482D-M560D-c-myc 12-8 62,5% 234 0,721 03| 8 25,0% 229 16|27 03| 8

Temperatur: 29
wildtyp CantonS keine Daten 100% 236 0,2|33 04
witis { keine Daten 100% 236 01)31 06
yw { 57,1% 241 01|23 017 93,6% 238 01|55 04] 16
per-HA 1-5-2 85,7% 241 0 |21 03] 7 93,8% 223 0,233 03|16
per-HA 1-8 100% 239 0 |23 02)] 8 87,5% 219 0134 05] 16
per-c-myc 2-2-2 62,5% 239 0118 0,1 8 81,3% 223 0,1/36 04|16
per-c-myc 2-6 75,0% 240 01119 03| 8 87,5% 229 02|39 04|16
per-R345E-HA 3-1 375% |239 02|19 028 6,3% 26,5 2,3 16
per-R345E-HA 3-2 12,5% 26,3 1,4 8 0% { {
per-R345E-HA 3-4 375% |239 01|16 01/ 8 0% { {
per-R345E-c-myc 4-4 62,5% 245 0414 02| 8 0% { { 16
per-R345E-c-myc 4-9-2 60,0% 244 0,218 03| 8 0% { { 16
per-W482E-HA 5-2 429% | 240 o |16 o02|8] 0% { { 16

Fortsetzung n achste Seite

NINOILVYIWHOANIZLVSNZ 'V ONVHNY

9T



Fortsetzung, Temperatur: 29

Genotyp | Linie | Rhy. LD | Per. LD RS |n | ryn. oD | Per. DD RS n
per-W482E-HA 5-3 62,5% 240 01|12 02| 8 0% { { 16
per-W482E-c-myc 6-1 20,0% 23,5 1,6 5 0% { { 16
per-W482E-c-myc 6-3-2 keine Daten 0% { { 15
per-W482E-c-myc 6-5 62,5% 239 01|15 01|38 keine Daten
per-1530A-HA 7-1 62,5% | 245 02|16 02|38 62,5% 27,1 03|20 02]16
per-I530A-HA 7-2 71,4% 230 10|14 03] 7 16,7% 254 11| 16 0 | 12
per-1530A-c-myc 8-1 750% | 244 02|18 02|38 46,1% 26,2 08|36 06]13
per-1530A-c-myc 8-3 83,3% 248 02|16 016 keine Daten
per-1530A-c-myc 8-6 33,3% 252 08|18 06| 6 keine Daten
per-M560D-HA 9-2 71,4% 239 0 |23 01]8 43,8% 233 0519 04|16
per-M560D-HA 9-4-2 75,0% 238 02|20 02|38 62,5% 219 01,32 05] 16
per-M560D-c-myc 10-2-1 100% 241 01|21 02|38 68,8% 249 02|31 05|16
per-M560D-c-myc 10-2-2 66,7% 242 01,20 01]|6 56,3% 243 0619 0,2] 16
per-W482E-M560D-HA 11-6 37,5% 238 01|12 04| 8 0% { { 16
per-W482E-M560D-HA 11-7 0% { { 8 16,7% 275 25|13 03] 12
per-W482E-M560D-c-myc | 12-1 12,5% 27,0 1,5 8 6,3% 26,3 2,1 16
per-W482E-M560D-c-myc | 12-2 375% |238 01|19 02|38 6,3% 27,0 1,2 16
Ende der Tabelle
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