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Allgemeine Einleitung

L Allgemeine Einleitung

1. Einfihrung

Jeder Organismus auf der Erde ist tagtdglich teils stark variierenden Umwelteinfliissen, wie z.B.
der Temperatur, Luftfeuchtigkeit und den sich dndernden Lichtverhiltnissen ausgesetzt. Einzig
die Verinderung der Helligkeit, also der Wechsel von Tag und Nacht, bedingt durch die Drehung
der Erde um ihre eigene Achse auf der Bahn um die Sonne, ist tatsdchlich vorhersagbar. Eine
aktive Abstimmung der Korperfunktionen und der Verhaltensleistungen des Organismus durch
Vorbereitung an diesen konstanten Umwelteinfluss stellt einen entscheidenden selektiven Vorteil
dar, da der Organismus dadurch nicht erst unvorbereitet auf diesen dusseren Reiz reagieren muss.
Im Lauf der Evolution haben Organismen daher sog. Innere Uhren entwickelt, endogene Systeme,
die den Tagesablauf nahezu aller rezenten Organismen steuerten. Absolut lebensnotwendig sind
Innere Uhren nicht, da auch Organismen mit genetisch zerstorten Uhren lebensfdhig sind. Dass
eine gut funktionierende Uhr aber die biologische Fitness steigert, und daraus ein entscheidender
Evolutionsvorteil resultiert, wurde eindrucksvoll in Konkurrenzversuchen mit Cyanobakterien
gezeigt. Der Stamm, dessen endogene Periode besser mit dem externen Zeitgeber (Licht-Dunkel-
Wechsel) synchronisiert war, dominierte iiber den ,schlechter angepassten® Stamm und
iiberwuchs diesen (Ouyang et al., 1998).

Durch Zufall wurde im 18. Jahrhundert der Weg fiir ein bedeutendes Forschungsgebiet, die sog.
,,Chronobiologie* (griechisch, bedeutet ,.die Lehre von Zeit und Leben‘) geebnet. Aufgrund von
Platzmangel in seinem Arbeitszimmer steckte der franzosische Astronom de Mairan, seine
Pflanze, eine Mimose (Mimosa pudica), kurzerhand in ein dunkles Abteil seines Schreibtisches.
Erstaunt dariiber, dass bei der Pflanze mehrtigige tagesrhythmische Blattbewegungen trotz
monotoner Dunkelheit im Schrank zu beobachten waren, begann de Mairan experimentell diesem
Phinomen auf den Grund zu gehen. Das Resultat war eine erste Beschreibung eines endogenen,
circadianen Rhythmus bei Pflanzen im Jahre 1729. Beriihmt ist heute noch die ,,Blumenuhr* von
Carl von Linné, gepflanzt 1745 in Uppsala (Schweden). Kunstvoll arrangierte er die Pflanzung
von Blumen in Abhingigkeit von den artspezifischen Bliitendffnungszeiten in Form eines
Ziffernblattes um anhand der offenen Bliiten die Tageszeit abschitzen zu konnen. Durch die
Forschungsarbeit u.a. von Wilhelm Pfeffer, Erwin Biinning und Karl v. Frisch konnte gezeigt
werden, dass sowohl Pflanzen als auch Tiere stabile endogene Rhythmen besitzen.

Auch wir Menschen besitzen eine Innere Uhr, an die wir leidvoll erinnert werden, wenn die
Innere Uhr durch unser kiinstlich geschaffenes Tag- Nacht-Umfeld (kiinstliche Lichtquellen) in

den Konflikt mit dem natiirlichen Tagesrhythmus gerit. Konzentrationsstorungen, verlangsamtes
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Reaktionsvermdgen und Miidigkeit, wie sie z. B. beim Jetlag auftreten, sind direkte Folgen dieser
gestorten Rhythmik, und zu einem sehr hohen Anteil sind Verkehrsunfille oder Katastrophen (wie
dem Tankerungliick der Exxon Valdez im Jahre 1989 vor Alaskas Kiiste oder der Explosion im
Atomkraftwerk Tschernobyl im Jahre 1986), die ,,durch menschliches Versagen* verschuldet
wurden, auf diese Symptomatik zuriickzufithren. In der heutigen Zeit wird nicht zuletzt die
Dimension der negativen Auswirkungen auf die Gesellschaft an wirtschaftlichen Schiden
gemessen: der Regensburger Schlafforscher Jirgen Zuley beziffert die Folgekosten des fatalen
Schlummerns am Arbeitsplatz auf bis heute weltweit geschitzte 400 Mrd. $. Doch nicht nur
Miidigkeit am Arbeitsplatz, auch schwerwiegendere chronische Folgen fiir unsere Gesundheit wie
Depressionen Magengeschwiire, Herzleiden und ein erhohtes Krebsrisiko wurden beschrieben
(Knuttson 2003, Drake et al., 2004). Diese Fakten vermitteln einen Eindruck, wie sensibel dieses
System der Inneren Uhr auf &usserliche Storungen reagiert und welch weitreichende
Auswirkungen diese auf den Organismus haben konnen. Grund genug, diesen komplizierten
Mechanismus dieses endogenen Systems besser zu verstehen, um durch erweitertes Verstdndnis

Leiden vorzubeugen bzw. durch moderne chronopharmakologische Ansitze diese zu therapieren.

2. Die Grundorganisation von Inneren Uhren

Zur zeitgerechten Anpassung des Lebewesens an die Aussenwelt muss dieses endogene System
zwei grundlegende Eigenschaften aufweisen: Das System muss eine stabile Eigenschwingung
besitzen und muss diese mit der 24h-Periodik der Umwelt synchronisieren konnen (Moore-Ede et
al., 1982). Essentiell fiir die Abstimmung der Inneren Uhr mit der Periode der Umwelt ist die
Synchronisation der Phasenlage an externe Faktoren (sog. ,,Zeitgeber). Der wichtigste Zeitgeber
ist Licht, bzw. der tageszeitlich bedingte Licht- Dunkel-Wechsel (Helfrich-Forster, 2002). Aber
auch Temperatur und Einfliisse wie Luftfeuchtigkeit und soziale Kontakte sind Faktoren, die das
wotellen der Innere Uhr mitbeeinflussen (Pittendrigh et al., 1958; Levine et al., 2002a).
Tagtiglich muss dieser endogene Oszillator, der wie im technischen Sinne als Uhrwerk
funktioniert, neu an den 24h- Tagesrhythmus angepasst werden, da die Periodenlinge (t) der
Eigenschwingung der Oszillation unter konstanten Bedingungen (sog. Freilauf) von exakt 24h
abweicht, und z.B. beim Menschen 24,8h betrigt (Aschoff et al., 1971). Diese tégliche
funktionierende Abstimmung mit den Umweltfaktoren gewihrt den Vorteil, den Organismus stets
ideal mit dem Tagesrhythmus zu synchronisieren, und damit sensibel auf z.B. jahreszeitliche
Verdnderungen der Zeitgebereinfliisse reagieren zu konnen. Die Signale des endogenen
Oszillators beeinflussen die physiologischen Abldufe im Organismus und damit nachhaltig

metabolische Prozesse bzw. das Verhalten.
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Eine weitere essentielle Eigenschaft des circadianen Systems ist, dass der endogene Oszillator
Ltemperaturkompensiert ist (Pittendrigh und Bruce, 1957). Das bedeutet, dass
Temperaturschwankungen der Umwelt nicht die Periodenlinge des endogenen Oszillators
veridndern, obwohl die Geschwindigkeit biochemischer Prozesse eigentlich stark von der
Temperatur abhingt und damit die Periodenlédnge beeinflusst werden miisste. Die Innere Uhr ist
jedoch in der Lage, die Periodenlinge iiber einen weiten Temperaturbereich relativ konstant zu
halten (Pittendrigh und Bruce, 1957).

Zusammengefasst kann der Mechanismus des circadianen Systems in drei funktionelle Bereiche

gegliedert werden:
INPUT (Wahrnehmung der exogenen Zeitgeber der Umwelt)
ENDOGENER OSZILLATOR (temperaturkompensiertes ,,Uhrwerk*)

OUTPUT (messbare rhythmische Prozesse, z.B. Metabolismus, Verhalten)

3. Drosophila melanogaster als circadianer Modellorganismus

War es den ,.frithen* Chronobiologen nur vergonnt, die beobachteten Phidnomene zu beschreiben,
gelang durch Einsatz molekularer und genetischer Studien vor rund 30 Jahren der Durchbruch
zum Verstindnis der Grundeigenschaften Innerer Uhren. Dieser Prozess wurde in der
Wissenschaft von S. Reppert als ,,Clockwork Explosion* bezeichnet (Helfrich-Forster, 2002).
Benzer und Konopka (1971) blieb es vorbehalten, die ersten Rhythmusmutanten in Drosophila
melanogaster nach Durchfiihrung eines Mutagenese-,,Screens zu isolieren. Sie konnten zeigen,
dass durch Punktmutationen im period-Gen die Periodenlinge der Schliipfrhythmik bzw.
Lokomotorrhythmik betroffen wurde. Diese wurde verldngert (perL), oder verkiirzt (pers), bzw.
eine Mutation fiihrte sogar zur Arrhythmie (per”’). Zu Zeiten dieser Experimente war die zu den
Dipteren gehorende Fliege Drosophila melanogaster ein bereits in der Biologie etablierter
Modellorganismus, da einfache, billige Zuchtbedingungen, hohe Reproduktionsraten, eine
schnelle Generationszeit (~ 12 Tage) fiir die Arbeit mit diesen Tieren viele Vorteile bietet.
Dariiberhinaus weist Drosophila eine sehr gute genetische Zuginglichkeit auf. Umso mehr
gewinnt die Arbeit mit diesem Organismus an Bedeutung, seitdem das Genom (bestehend aus
etwa 13 500 Genen auf 4 Chromosomen) sequenziert wurde (Adams et al., 2000). Bei Drosophila
melanogaster kann mit nur geringem Aufwand eine mogliche Rolle noch unbekannter

Gene/Proteine in der circadianen Rhythmik in vivo durch Analyse des Lokomotorverhaltens



Allgemeine Einleitung

getestet werden. In den niichsten Kapiteln sollen die drei funktionellen Bereiche des circadianen

Systems der Taufliege- Input (durch Photorezeption), endogener Oszillator und Output- im

Besonderen vorgestellt werden.

3.1. Photorezeption: Das visuelle System von D. melanogaster

Das photorezeptorische System adulter Taufliegen besteht aus:

paarig angelegten Komplexaugen mit 5 Rhodopsinen als Photopigmente

drei Ocellen mit einem Rhodopsin als Photopigment

extraretinalen Photorezeptoren, den sog. Hofbauer-Buchner Auglein mit eventuell 2
Rhodopsinen als Photopigmente

dem Photopigment Cryptochrom, und

einem unbekannten Photorezeptorpigment, das vermutlich in den Uhr-Gen
exprimierenden Dorsalen Neuronen lokalisiert ist (Helfrich-Forster et al., 2001, Veleri et

al., 2003).

Die Rezeptororgane bzw. Photopigmente sind im Kopfbereich von D. melanogaster lokalisiert

(siehe Abb. 1).

5
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Abb. 1: Frontalansicht eines Kopfes von D. melanogaster mit schematisierter Lage der
Photorezeptoren.

Linke Hemisphére: Blick auf das Gehirn nach Entfernen der Schidelkapsel. Néhere Erlduterungen
der im Gehirn eingezeichneten Neurone: siehe Kapitel 3.2.2. Die gelben Pfeile symbolisieren die
Lichteingéinge der Photorezeptoren. 1. Paarig angelegte Komplexaugen 2. Ocellen 3. Hofbauer-
Buchner Auglein (griiner Punkt) 4. Das Photopigment Cryptochrom, (lokalisiert in einigen Uhr-
Gen exprimierenden Neuronen) 5. ein unbekannter Photorezeptor (vermutlich in den Uhr-Gen
exprimierenden Dorsalen Neuronen). Néhere Erlduterungen siehe Text. (Grafik: modifiziert nach
Helfrich-Forster).

Die Komplexaugen bestehen aus rund 800 Einzelaugen, den Ommatidien (Zuker et al., 1987;
Wolff and Ready, 1993; Montell, 1999). Jedes Ommatidium besteht aus 20 Zellen, darunter 8
Photorezeptorzellen sowie primére und sekundédre Pigmentzellen, welche die Ommatidien optisch
gegeneinander abschirmen (Abb. 1 und 2). Das Ommatidium, etwa 85um lang, besteht apikal aus
dem dioptrischen Apparat (Cornea und Kristallkegel). Proximal wird es von der Basallamina
abgegrenzt, woran sich die optischen Ganglien Lamina und Medulla anschliessen (Hardie 1985
und 1986; Montell, 1999). Die Rezeptorzellen bilden ldngsseitig, zum Zentrum des Ommatidiums
gerichtet, einen Mikrovillisaum aus, der Rhabdomer genannt wird. In der rhabdomerischen
Membran sind die Photopigmente, die Rhodopsine lokalisiert. Durch extrazellulire Matrix sind
die Rhabdomere voneinander getrennt und nicht verschmolzen, was als ,,offenes Rhabdom*
bezeichnet wird (Abb. 2). In charakteristischer Weise sind die Rhabdomere der Rezeptorzellen
(R) angeordnet: R1-6 bilden ein hexagonales Muster und liegen peripher und erstrecken sich iiber
das ganze Ommatidium (Abb. 2). In deren Zentrum liegen R7 und RS iibereinander und bilden ein

zentrales Rhabdomer (Hardie 1985; Montell, 1999).
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Abb. 2: Aufbau des Komplexauges und der Ommatidien von D. melanogaster.

(a) Ubersicht iiber den Aufbau des Komplexauges aus Ommatidien. (b) Lingsschnitt durch ein
Ommatidium mit Bezeichnung der Strukturen. (c¢) und (d): Querschnitt durch ein Ommatidium auf
Hohe R7 bzw. R8. (e) Mikrovilli, Aufbau der Membran der Rhabdomere. (Quelle: modifiziert
nach Meyer, 2005)

Die zentralen Photorezeptorsellen R7 und RS8 unterscheiden sich morphologisch wie auch
funktionell von den R1-6. In den R1-6, die nur Rhodopsin 1 (Rhl) enthalten, wird die Funktion
des Bewegungssehens erfiillt (Zuker et al., 1985; O’Tousa et al., 1985). Die Zellen R7 und R8
exprimieren insgesamt die 4 Rhodopsine Rh3, Rh4, Rh5 und Rh6 (Zuker et al., 1987; Montell et
al., 1987; Chou et al., 1996; Salcedo et al., 1999). Das Expressionsmuster dieser Rhodopsine
variiert, und ist abhingig von verschieden Subtypen von Ommatidien, die entweder Rh3 in R7
und Rh5 in R8 oder die Kombination Rh4/Rh6 in R7-8 aufweist (Chou et al., 1996; Huber et al.,
1997). Das Farbsehen wird durch die R7-8 gewihrleistet und durch die Varianz in der
Rhodopsinexpression optimiert. Die Wahrnehmung polarisierten Lichtes wird in einem
spezialisierten Teil des Komplexauges, der dorsalen Rinne durch Expression von Rh3 in R7 und

R8 ermoglicht. (Salcedo et al., 1999; Morante und Desplan, 2004).
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Die Axone der R1-6 projizieren von der Retinula ins erste optische Ganglion, die Lamina, wo sie
verschaltet werden. Von dort aus ziehen die Axone dann weiter in die Medulla, das zweite
optische Ganglion. Im Unterschied zu R1-6 ziehen die Projektionen von R7 und RS direkt bis in
die Medulla und innervieren das Medullaneuropil.

In den Ocellen, drei auf der Stirn des Fliegenkopfes lokalisierte photorezeptive Organe, wird nur
das Photopigment Rh 2 exprimiert (Abb. 1). Es gibt jedoch keine Information iiber die genaue
Funktion dieser Photorezeptoren (Cowman et al., 1986; Pollock und Benzer 1988)

Die sog. Hofbauer-Buchner Auglein (H-B Auglein) sind eine Gruppe aus je 4 Rezeptorzellen,
die extraretinal zwischen der Retina und dem ersten optischen Ganglion, der Lamina liegen
(Abb. 1). Wihrend der Metamorphose entsteht dieser Cluster aus dem sog. Bolwig-Organ, dem
aus 12 Zellen bestehenden visuellen Organ der Larve (Hofbauer und Buchner, 1989; Helfrich-
Forster et al., 2002).

Der circadiane Blaulichtrezeptor Cryptochrom (CRY, Stanewsky et al., 1998) ist ein
Flavoprotein, das extraretinal im Gehirn der Taufliege in den Uhrneuronen exprimiert wird
(Cashmore, 1999; Helfrich-Forster, 2002). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass CRY in folgenden
Uhrneuronen exprimiert wird: In 3 Zellen der LNy, 8 DN, und allen LN,’s (T. Yoshii et al., in
press). Eine bedeutende Funktion vom rhythmisch transkribierten CRY liegt in der
Synchronisation des molekularen Oszillators mit dem Zeitgeber Licht (Emery et al., 2000; Ceriani
et al., 1999).

Es bestehen Hinweise, dass ein unbekannter Photorezeptor wahrscheinlich in den Uhr-Gen
exprimierenden Dorsalen Neuronen existiert, da nach Eliminierung der Signale von Rhodopsinen
und Cryptochrom die Synchronisation und auch Resynchronisation dieser Fliegen zu LD-Zyklen
gewihrleistet ist (Stanewsky et al., 1998; Emery et al., 2000b; Helfrich-Forster et al., 2001, Veleri
et al., 2003).

In diesem Abschnitt soll noch im Besonderen auf die Photopigmente der Komplexaugen,
Ocellen und des H-B-Augleins eingegangen werden, die Rhodopsine. Rhodopsine sind G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCR’s), deren Apoprotein, das Opsin, die rhabdomerische Membran
mit 7 hydrophoben a-Helices durchzieht, die durch jeweils drei abwechselnd intra- und
extrazellulidre Schleifen verbunden sind (siehe Abb. 3). Das Apoprotein bindet den lichtsensitiven

Chromophor 11-cis-3-Hydroxyretinal (Filipek et al., 2003, Terakita, 2005).
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines Rhodopsin-Molekiils.
Die in die Membran eingebetteten 7 Zylinder (I-VII) reprisentieren die Transmembrandoménen. In
der siebten Schleife ist die Bindestelle fiir den Chromophor, das Retinal angegeben.

Die Absorption einfallender Lichtquanten fiihrt zur Isomerisierung des Chromophors in all-trans-
Hydroxyretinal. Dadurch wird die Konformation des inaktiven Rhodopsins verdndert und das
aktivierte Metarhodopsin entsteht, was die Aktivierung der visuellen Transduktionskaskade zur
Folge hat. Das heterotrimere Gg-Protein wird aktiviert und durch Zerfall des Komplexes wird
durch eine a-Untereinheit das zentrale Effektorprotein der Invertebraten- Transduktionskaskade,
die Phospholipase Cg (PLCg) aktiviert. Nach weiteren Schritten in dieser Kaskade fiihrt
letztendlich die Offnung von Kationenkanilen (TRP und TRPL) zum Einstrom von Kationen in
die Photorezeptorzelle und damit zu einem depolarisierendem Rezeptorpotential (O’ Tousa et al.,
1985; Montell und Rubin, 1989; Montell, 1999; Hardie und Raghu, 2001).

Die spezifischen spektralen Empfindlichkeiten der bisher bekannten Rhodopsine 1-6 von D.
melanogaster beruhen auf Strukturunterschieden vor allem in der dritten cytoplasmatischen
Schleife bzw. dem C-terminalen Ende dieser jedoch sehr homologen Molekiile. Die maximale
Empfindlichkeit der unterschiedlichen Rhodopsine liegt bei: 486nm (Rh1), 418nm (Rh2), 331nm
(Rh3), 355nm (Rh4), 442nm (RhS) und 515nm (Rh6) (Salcedo et al., 1999).

3.2. Die Innere Uhr von D. melanogaster

Die Innere Uhr der Taufliege gilt als eines der besterforschten Uhr-Systeme in der Wissenschaft
(Helfrich-Forster, 2002; Hall, 2005). Es ist bekannt, dass bedingt vor allem durch die tiglichen
Licht-Dunkel-Wechsel Oszillationen von Uhr-Proteinen in den sog. Uhrneuronen erzeugt werden.

Diese Neuronen, die auf beiden Hemisphdren des Gehirns angeordnet sind, sind durch
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Projektionen in einem neuronalen Netzwerk verschaltet (Zerr et al., 1990; Helfrich-Forster et al.,
2007). Die Grundprinzipien des molekularen Mechanismus der Inneren Uhr sowie die Bedeutung
der neuronalen Organisation der Schrittmacherzentren, die nachhaltig den Aktivitdtsrhythmus

generieren, sollen in den folgenden Abschnitten erldutert werden.

3.2.1. Der molekulare Mechanismus des circadianen Oszillators

Das Grundprinzip, auf dem der Mechanismus der Inneren Uhr basiert, ist eine negative
Riickkopplungsschleife. Das bedeutet, dass nach Transkription eines Gens, und dessen
Translation, das Protein selbst wiederum die Transkription des eigenen Gens hemmt.

Zwei negative Riickkopplungsschleifen sind bekannt und beschrieben. Eine weitere, potentielle
Riickkopplungsschleife mit einem zentralen Gen (clockwork orange, cwo), die auch mit diesen
beiden Schleifen interagiert, war Gegenstand jiingster Entdeckungen (Lim et al., 2007;
Matsumoto et al., 2007).

Nicht nur das period—Gen (per), das bereits 1971 von Konopka und Benzer Beachtung fand ist
von zentraler Bedeutung fiir die circadiane Rhythmik. Die nach dem heutigen Kenntnisstand
wichtigsten Uhr-Gene der ersten Schleife sind dariiberhinaus timeless (tim, Sehgal et al., 1994)
und die beiden Transkriptionsfaktoren Clock (Clk, Allada et al., 1998) und cycle (cyc, Rutila et al.,
1998).

Der molekulare Kreislauf beginnt damit, dass am spiten Morgen die Transkription der beiden
Gene per und tim sowie mancher ccgs (clock controlled genes) durch ein an die Promotorregionen
bindendes Dimer der Proteine CLK und CYC aktiviert wird (Allada et al., 1998; Rutila et al.,
1998). Die maximale Menge an mRNA von per und tim ist bei Licht-aus (Zeitgeberzeit (ZT) 12)
messbar (So und Rosbash, 1997). Darauthin beginnt die Translation der beide Proteine. TIM
akkumuliert schneller im Cytoplasma als PER, da dieses durch die Kinasen DOUBLETIME
(DBT) und die Casein Kinase 2 (CK2, Lin et al., 2002) phosphoryliert wird, und damit dessen
Abbau in einem Proteasom aufgrund Markierung durch Ubiquitierung gefoérdert wird (Grima et
al., 2002). Um Mitternacht ist die TIM- Konzentration maximal (Marrus et al, 1996). Durch
Heterodimerisierung mit PER wird TIM vor weiterer Phosphorylierung geschiitzt und somit
stabilisiert. Dadurch wird eine zeitliche Verschiebung zwischen mRNA- und Proteinakkumulation
erreicht, die notwendig ist fiir die Funktionalitit der negative Riickkopplungsschleife. In einer
zweiten Schleife wird die rhythmische Transkription von Clk durch den eigenen Repressor von
Clk, Vrille (VRI) und dem Par Domain Protein 1 (PDP1) reguliert (Glossop et al., 1999, 2003;
Helfrich-Forster, 2002). Als Heterodimer mit DBT gelangt PER in den Zellkern (Kim und Edery,
2006). Der Import von TIM wird unterstiitzt durch die Kinase SHAGGY (SGG), die das TIM-

Protein phosphoryliert, was wiederum den Kerneintritt gewéhrleistet (Martinek et al., 2001). Im
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Kern erfolgt die Bindung vom Dimer CLK-CYC mit dem Heterodimer PER-TIM. Neben PER
wird auch CLK phosphoryliert, was zu einem Abbau der beiden Proteine fiihrt (Yu et al., 2006).

Das Grundprinzip des circadianen Oszillators ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Abb. 4 : Vereinfachtes Modell des molekularen, circadianen Oszillators von D. melanogaster.

Aus Ubersichtsgriinden sind nicht alle Komponenten dieses endogenen Systems dargestellt.
Erlduterung und Abkiirzungen: siehe Text. Schema nach Cermakian und Sassone-Corsi, 2000.

Innerhalb kiirzester Zeit nach Licht an (nach ZT 0) nimmt die Konzentration von TIM rasant ab
(Myers et al., 1996). Dies basiert auf der Aktivierung von CRY durch Licht. Daraufhin bindet
CRY TIM, was zum Abbau in einem Proteasom fiihrt (Helfrich-Forster, 2002; Grima et al., 2002;
Kim und Edery, 2006). Der durch Licht bedingt Abbau von TIM bewirkt auch den Abbau von
PER. Damit wird die Repression der Transkription der Uhrgene aufgehoben und der Zyklus des

negativen Riickkopplungsprozesses kann von neuem starten.
3.2.2. Die neuronalen Grundlagen des circadianen Systems

Es sind nur etwa 150 Schrittmacherneuronen im Zentralgehirn, die Uhr-Gene exprimieren und das
rhythmische Lokomotorverhalten bestimmen (Kaneko und Hall, 2000). Diese werden traditionell
in sechs Untergruppen aufgeteilt (siche Abb. 5). Drei davon liegen dorsal, werden
dementsprechend als Dorsale Neuronen 1-3 (DN;, DN,, DNj3) bezeichnet, die anderen drei
Zellcluster liegen lateral. Diese Lateralen Neuronen werden in eine grofle (I-LN,), eine kleine (s-
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LN,) und eine dorsale Gruppe (LN,) unterteilt (Helfrich-Forster, 2002; 2005; Shafer et al., 2006).
Neuerdings wird auch die Gruppe der lateralen posterioren Neurone (LPN) dazugezihlt (Shafer et

al., 2006).

ocelli

g L DN;

Abb. 5 : Schematisierte anatomische Lage der Uhrneuronen im Gehirn von D. melanogaster.

Darstellung der Uhr-Gen exprimierenden Neurone und deren Verschaltungen. Die Uhrneurone
werden aufgrund ihrer anatomischen Lage in die Dorsalen Neurone (DN;, DN,, DN3) und die
Lateralen Neurone unterteilt (I-LN,, s-LN,, LNy, LPN). Legende: aMe: akzessorische Medulla, H-
B: Hofbauer-Buchner, R: Rezeptorzelle. Erlduterungen siche Text. Schema nach Helfrich—-Forster
et al., 2007.

Die Gruppe der Lateralen Neurone wird als Hauptschrittmacherzellen bezeichnet, da sie
notwendig und ausreichend sind, rhythmisches Lokomotorverhalten zu generieren (Peng et al.,
2003; Renn et al., 1999; Frisch et al., 1994). Die Zellgruppe der 1-LN, besteht aus 4-6 Zellen, die
alle PDF-positiv (Pigment Dispersing Faktor) sind (Renn et al., 1999). Die Funktion von PDF ist
noch nicht komplett verstanden, es ist jedoch bekannt, dass PDF fiir die Synchronisation bzw.
Kommunikation der einzelnen Zellgruppen und fiir die Aufrechterhaltung rhythmischen
Verhaltens unter konstanten Bedingungen wichtig ist (Renn et al., 1999). Die Projektionen der 1-
LN, bilden ein weitverzweigtes Netzwerk auf der Oberfliche beider Medulle und verbinden beide
durch Fasern, die entlang des hinteren optischen Trakts ziehen. Das Zellcluster der s-LN, fillt
dadurch auf, dass eine dieser 5 Zellen kein PDF exprimiert, die 4 anderen jedoch schon. Diese
sog. 5. PDF-negative Zelle ist warscheinlich entwicklungsbedingt in diesem Cluster, da sie bereits

wie die PDF-positiven s-LN, im larvalen circadianen System funktionell ist und beide eventuell
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aus gemeinsamen Vorldufern entstehen (Kaneko et al., 1997; Rieger et al., 2006; Shafer et al.,
2006; Helfrich—Forster et al., 2007).

Bei den LNy handelt es sich warscheinlich um eine heterologe Zellgruppe, da nur 3 der Zellen
CRY exprimieren, die einzelnen Zellen unterschiedliche Projektionen aufweisen, und ihre
Oszillationen relativ leicht ausser Phase geraten (Yoshii et al., in press; Rieger et al., 2006;
Wiilbeck und Helfrich-Forster, in preparation).

Die Dorsalen Neurone werden in drei Subgruppen untergliedert, die DN;, DN, und DNj. Diese
Neuronengruppen tragen zur circadianen Rhythmizitit bei, sind fiir diese wohl aber nicht
zwingend erforderlich (Frisch et al., 1994). Diese Einteilung wurde vor kurzem noch verfeinert,
da vermehrt Hinweise auf die Inhomogenitit in der Gruppe der DN, vorliegen: die DNy, (anterior)
und DN, (posterior). Von den DN, ist bekannt, dass diese bereits in der Larve existieren, das
Neuropeptid IPNamid exprimieren und eine enge Verbindung mit den s-LN, haben (Shafer et al.,
2006). Die DN, bestehen aus 2 Zellen unbekannter Funktion. Die DNj3 sollen méglicherweise eine
Funktion in der Lichtsensorik besitzen, bzw. Sitz eines unbekannten Photorezeptors sein, da selbst
nach Ablation aller soweit bekannter Lichteingangswege, wie CRY, H-B-Auglein und
Komplexaugen in ihnen die molekularen Oszillationen noch auf Licht-Dunkel-Wechsel
synchronisiert werden konnten (Veleri et al., 2003). Die Funktion der erst kiirzlich entdeckten
LPN’s, ist noch nicht genau bekannt, eine Rolle in der Synchronisation auf Temperaturzyklen
wird jedoch vermutet (Yoshii et al., 2005; Shafer et al., 2006).

Wie bereits erwihnt wird die Innere Uhr direkt durch den Zeitgeber Licht mit dem Licht-Dunkel-
Wechsel (LD) synchronisiert. Dies wird als Mitnahme bzw. Entrainment (engl.) bezeichnet. Die
Innere Uhr steuert die Aktivititrhythmik iiber noch unbekannte Wege. Hierbei zeigte sich ein
typisches, sog. bimodales Aktivitdtsmuster mit zwei Hauptaktivitdtsphasen, einer am Morgen und
einer am Abend (Hamblen-Coyle et al., 1992; Helfrich-Forster et al., 2000). Dieses
Aktivitdatsmuster, das prinzipiell fiir das ganze Tierreich gilt, wird, wie bereits erwihnt, nachhaltig
durch Licht iiber das circadiane Schrittmacherzentrum reguliert. Diese Effekte, sind jedoch nicht
die einzigen Lichteinfliisse, die die Aktivititsrhythmik beeinflussen. Licht kann auch direkt das
Aktivitdtsmuster eines Organismus beeinflussen. Diese Lichteffekte werden als Masking-Effekte
(von engl. ,masking* = maskieren) bezeichnet. Das Aktivitétsprofil, das durch die Innere Uhr
gesteuert wird, wird dadurch sozusagen maskiert und verborgen (Mrosovsky, 1999). Der Autor
erwihnt jedoch, dass die direkten bzw. indirekten Effekte von Licht auf die Lokomotorrhythmik
nicht streng voneinander getrennt sind. Veridnderungen im Aktivitdtsmuster, die durch direkte
Lichteinfliisse hervorgerufen werden, konnen auch nachhaltig auf den endogenen Oszillator
wirken, und somit die Innere Uhr ,,entrainen® (Mrosovsky, 1999) Solche Effekte wurden auch bei

Drosophila gefunden (Rieger et al., 2003).
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3.2.3. Das ,,Zwei-Oszillatoren-Modell* von Pittendrigh und Daan

Es stellt sich die Frage, wie nun dieser bimodale Aktivitdtsrhythmus generiert wird.

In jedem Uhrneuron bestehen, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, autonome, rhythmische
Oszillationen der Uhrproteine. Wie jedoch genau eine Koordination dieser Rhythmen generiert
wird, der zu einem synchronisierten, bimodalen Aktivititsrhythmus des gesamten Organsimus
fiihrt, ist nicht genau bekannt. Interessanterweise wurde schon vor mehr als 30 Jahren von zwei
begnadeten Chronobiologen, Colin Pittendrigh und Serge Daan (1976), ein Modell vorgeschlagen,
das eine Erkldrung fiir diese Frage bieten konnte. Die Wissenschaftler postulierten, dass zwei
Oszillatoren, die miteinander interagieren, diesen bimodalen Aktivitidtsrthythmus generieren.
Hauptvoraussetzung fiir die Funktionalitit des Modells ist, dass die Periodik der beiden
Oszillatoren unterschiedlich auf Licht reagiert. Es kann nur dann eine Anpassung des Organismus
an saisonale Schwankungen der Tagesldnge erreicht werden, wenn der Morgenoszillator eine
verkiirzte Periode nach langer Tagesbeleuchtung (z.B. im Sommer) aufweist, und vice versa der
Abendoszillator eine verlidngerte Periode generiert (Pittendrigh und Daan, 1976). Dies hat einen
fritheren Beginn der Morgenaktivitit und eine verspitet einsetzende Abendaktivitit zur Folge,
ermoglicht also eine Verbreiterung der Phasenlage der Aktivititspeaks. Somit erfolgt die ideale
Aktivitdtsanpassung tagaktiver Tiere an heisse Sommertage, da Zeit fiir eine ausgiebige ,,Siesta“
zur Vermeidung der Mittagshitze ist (Majercak et al., 1999). Bestitigt wurde dieses vielzitierte
Modell vor allem durch jiingst publizierte Arbeiten, die die Validitit dieses Ansatzes durch
Studien der Inneren Uhr von D. melanogaster tberpriiften. Die Zellen des Morgen- und
Abendoszillators wurden vermutlich identifiziert. Der Morgenpeak wird von den vier PDF-
positiven s-LN, -Zellen kontrolliert, die aufgrund dessen als M-Zellen (M, von engl. ,,morning*)
bezeichnet werden. Hingegen wird die Generierung des Abendpeaks der fiinften s-LN, und
einigen LNg-Zellen zugesprochen, weshalb diese Zellen als E-Zellen (E, von engl. ,,Evening*)

bezeichnet werden (Grima et al., 2004; Stoleru et al.; 2004; Rieger et al., 2006).

4. Uberblick Giber die Teilprojekte der Dissertation

Meine Dissertation umfasst zwei Projekte. Eine spezielle Einfiihrung fiir die beiden Teilgebiete
wird vor den jeweiligen Kapiteln zu finden sein.

In dieser Arbeit sollte mitunter iiberpriift werden, wie die Taufliegen schwaches Licht
wahrnehmen, und welche Photorezeptoren dafiir verantwortlich sein konnten. So wurde im ersten
Projekt, dem sog. Mondlichtprojekt, durch Simulation von natiirlicher Beleuchtung in der Nacht
(Beleuchtungsstirke von etwa Viertelmond) moglicherweise auftretende Verhaltensanpassungen

der Taufliegen an diese Beleuchtungsbedingungen analysiert. Dariiberhinaus sollte ein potentieller
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Effekt des Mondlichts auf die Phasenlage der Inneren Uhr iiberpriift werden, um damit auch
Aussagen iiber die Photosensorik des circadianen Systems gewinnen zu konnen. Im zweiten Teil
der Dissertation sollte die Expressions- und Funktionsanalyse eines bisher nicht charakterisierten
Proteins der Taufliege Aufschluss iiber eine potentielle Rolle des Proteins als
Photorezeptorpigment, speziell der Schwachlicht- und Rotlichtrezeption geben. Das Protein, das
aufgrund hoher Sequenzhomologie mit den bekannten Rhodopsinen 1-6 der Taufliege Rhodopsin
7 (RH7) genannt wurde, gilt als moglicher Kandidat fiir einen noch unbekannten Photorezeptor in

Drosophila melanogaster.
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Teil 1: ,,Mondlichtprojekt*
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1. Einleitung

1.1. Der Einfluss von Tages- bzw. Mondlicht auf die Aktivitatsrhythmik von D.
melanogaster

Wihrend ,,stabiler Lichtphasen* speziell in der Morgen- und Abenddimmerung synchronisieren
Lebewesen téglich ihre Innere Uhr mit den externen Zeitgebern (vor allem Licht) der Umwelt
(Biinning, 1969). Biinning beschiftigte sich im Speziellen damit, wie eine stabile Synchronisation
der Inneren Uhr eines Organismus an den Tag-Nacht-Wechsel vollzogen wird, in Unabhéngigkeit
vom Wetter, das groe Helligkeitsunterschiede verursachen kann, was wiederum einer stabilen
Synchronisation entgegenwirken konnte. Er fand durch systematisch Messung der Lichtintensitét
in der Morgen- und Abenddimmerung heraus, dass die Helligkeitsunterschiede am geringsten
sind am frithen Morgen und spédten Abend, bei unter 10Lux Intensitit (Biinning, 1969). Die
Organismen ,,stellen* also ihre Innere Uhr am frithen Morgen und spiten Abend, zu einer Zeit
wenn diese zuverldssigen, stabilen Lichtintensititen auftreten. Eine Voraussetzung hierfiir ist,
dass sehr schwaches Licht wahrgenommen werden kann. Es stellt sich daher die Frage, wie der
Organismus die in der Natur vorkommende, manchmal sehr helle Beleuchtung des Mondlichts
interpretiert, und diese von der folgenden Morgenddammerung unterscheidet.

Mondlicht ist vom Mond reflektiertes Sonnenlicht, wobei nur etwa ein Millionstel der
Lichtintensitdt des Sonnenlichts auf die Erde auftrifft, natiirlich je nach Mondphase stark
variierend. Vollmond kann durchaus iiber 0,2Lux Intensitit erreichen (Messungen von
Kempinger, 2006). Die Emissionsspektren von Sonnen- und Mondlicht weisen nur geringe
Unterschiede der spektralen Zusammensetzung auf (Heldmaier und Neuweiler, 2003). Es sollte
aber erwihnt werden, dass kurzwellige, energiereiche Strahlung wie z.B. UV-Strahlung nicht bis
zur Erde reflektiert wird.

Im Gegensatz zu Biinning nehmen viele Autoren an, dass Mondlicht ein nur sehr schwacher
Zeitgeber ist, der die Phasenlage der Innere Uhr kaum beeinflusst. Es gibt aber auch Studien, die
zeigen, dass Tiere in Mondnéchten ihr Verhaltensmuster und Aktivitdtsniveau an die néchtliche
Lichtquelle anpassen. Diese Arbeiten wurden iiberwiegend an nachtaktiven Sdugern durchgefiihrt
(Erkert, 1974). Bisher jedoch wurden keine Experimente durchgefiihrt, inwieweit nichtliches
Mondlicht die Aktivitdtsthythmik bzw. Phasenlage der Inneren Uhr auch tagaktiver Arten, wie

z.B. der Taufliege Drosophila melanogaster beeinflussen konnte.
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1.2. Ziele des Mondlichtprojekts

Ein Ziel der Arbeit ist es, erstmalig detailliert das Oszillieren der Uhrproteine PER und TIM in
den einzelnen circadianen Uhrneuronen unter LD- und Licht-Mondlicht-Zyklen (LM) der
Taufliege zu vergleichen, um zu tiberpriifen, inwieweit sich die Periodik in den M- und E-Zellen
verdandert. Dies ist durch immunhistochemisches Markieren der Uhrproteine PER und TIM
moglich. Eine zusitzliche immunohistochemische Markierung des Peptids PDF ermdglichte die
Unterscheidung der Zellgruppen bzw. Zellen im Gehirn der Taufliege. Gleichzeitig sollte getestet
werden, inwieweit sich néachtliches Mondlicht auf das Aktivititsmuster auswirkt. Es besteht eine
Korrelation zwischen Menge an Uhrprotein und Aktivititsniveau: zum Zeitpunkt der héchsten
Aktivitdt der Fliege ist die Uhrproteinmenge am geringsten, und umgekehrt ist die Aktivitit am
geringsten, wenn die hochste Uhrproteinmenge nachweisbar ist (Yoshii et al., 2004).

Durch Wahl einer sehr niedrigen Mondlichtintensitit von 0,03Lux Intensitiit wird eine néchtliche
Beleuchtung, wie sie etwa bei Viertelmond auftritt, simuliert. Die Analyse der Experimente soll
einen Eindruck iiber die Lichtsensitivitit des circadianen Systems vermitteln, und im Speziellen
iiber die Prozessierung dieser Lichtinformation im endogenen Oszillator. Die Giiltigkeit des
Pittendrigh-Daan-Modells fiir diese experimentelle Anndherung an natiirlichere Lichtbedingungen
soll diskutiert werden. Des Weiteren sollen Experimente mit Photorezeptormutanten die Frage
beantworten, welche Photorezeptoren von D. melanogaster fiir die gefundene

Lichtempfindlichkeit verantwortlich sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Nahrmedium und Aufzuchtbedingungen

Die Fliegen wurden bei 20°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65% in Glédsern auf einem
Nahrungsbrei, bestehend aus 0,8% Agar, 2,2% Riibensirup, 8,0% Malzextrakt, 1,8% Bierhefe,
1,0% Sojamehl, 8,0% Maismehl/—gries und 0,3% Nipagin (Antimykotikum), gehalten. In den
Zuchtraumen herrschte ein kiinstlicher Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12h LD. Die Betdubung der

Fliegen, z.B. zum Einsetzen in die Aktivititsanlage erfolgte mit CO,.

2.2. Fliegenstamme

Es sollte vor allem untersucht werden, ob sich durch nichtliches Mondlicht das Verhalten
rotdugiger Wildtyp Canton S- Fliegen (Konopka et al, 1989) im Vergleich zur
Lokomotorrhythmik unter LD-Zyklen unterscheidet. Canton S dient auch als Kontroll- und
Vergleichsstamm fiir alle anderen getesteten Photorezeptormutanten. Die cryptochrome™ (cry®)
Mutante, die eine Punktmutation in der Flavin-bindenden Region des Proteins trigt und somit
kein funktionelles Cryptochrom besitzt (Stanewsky et al., 1998), wurde getestet, ebenso die sog.

eya

eyes absent (cli”") Mutante, die keine Komplexaugen mehr besitzt, sich jedoch durch

funktionierendes Cryptochrom, sowie intakte Ocellen und Anwesenheit des Hofbauer-Buchner-

eya

Augleins auszeichnet (Bonini et al., 1993). Freundlicherweise wurden die c/i®“ Fliegen von Lena
Kempinger und die cry’-Fliegen von Dominik Bichler jeweils im Rahmen von Diplomarbeiten bei

0,5Lux Mondlicht getestet.

2.3. Verhaltenstests

Zur Messung der Lokomotoraktivitit wurden 1-3 Tage alte Fliegen verwendet, die im Experiment
einzeln in Photometer-Kiivetten mit stindig verfiigbarer Zucker- und Wasserversorgung gehalten
wurden. Die Kiivetten wurden am vorderen Ende mit einer durchsichtigen Plexiglasabdeckung
verschlossen. Durch das schmalere Ende jeder Kiivette wurde senkrecht ein Infrarotstrahl geleitet.
Unterbrach die Fliege die Lichtschranke, wurde dies von der gegeniiberliegenden Photozelle als
»Aktivitdt” registriert. Innerhalb eines 4 Minuten-Intervalls wurden {iiber eine Interfacekarte, die
mit den Phototransistoren der Lichtschranke verbunden ist, von einer peripheren Prozessoreinheit

(PPU) die Unterbrechungen registriert, es wurde also aufgezeichnet, ob die Fliege innerhalb der
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letzten 4 Minuten aktiv war oder nicht. Die PPU, die iiber 2 Multiplexer mit 8 Interfacekarten von
2 Aufzeichnungsbereichen verbunden ist, speicherte die Aktivitdtsaufzeichnungen. Ein Prozessor,
gesteuert von einer externen Funkuhr, die mit dem PC verbunden ist, las die Rohdaten von der

PPU ab und speicherte diese.

2.3.1. Wahl des Lichtprogramms

In den ersten 5 Tagen wurden die Fliegen einem Licht-Dunkel-Zyklus (LD) ausgesetzt, der dem
LD wihrend der Aufzucht (LD 12:12) entsprach. Die darauf folgenden 7 Tage wurde ein Licht-
Mondlichtzyklus (LM) simuliert, ebenfalls mit einem Lichtwechsel nach jeweils 12 Stunden (LM
12:12). Um die endogene Rhythmik ohne den Einfluss dullerer Zeitgeber zu untersuchen, wurden
die Fliegen in einem néchsten Schritt fiir 10 Tage im Dauermondlicht (MM) und darauf folgend
die restlichen Tage im Dauerdunkel (DD), bis die Freilaufperiode gut zu analysieren war, getestet

(siehe Abb. 6).

o 30 vm 1= 14400
ITTTTTTTTTTTTTTTTT]TTTTTI

LM

MM

Abb. 6: Schematisierte Graphik des Lichtprogramms

Um das Aktivitdtsverhalten der Fliegen mit dem Lichtprogramm, dem dulleren Zeitgeber, zeitlich
in Beziehung zu setzen, wurden in der folgenden Arbeit die Zeitangaben in Zeitgeberzeit (ZT)
oder in Minutenwerten gemacht. ZT O bzw. ZT 24 ist durch Licht-an, ZT 12 durch Licht-aus
definiert (Moore-Ede et al., 1982). Die zur Simulation des Tageslichtes verwendeten Xenophot

Halogenlampen (12V, 120W) von Osram (Berlin, Germany) strahlen im Vergleich zu natiirlichem
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Sonnenlicht kein UV-Licht (200-380nm) aus. Durch Reflexion an einem Haushaltsspiegel wurde
das Licht der Halogenlampe zur gleichméfigen Ausleuchtung der Kiivettenreihen umgelenkt. Das
Mondlicht wurde simuliert, indem die Beleuchtungsstirke von 4 weissen Leuchtdioden (LED’s,
Lumitronix LED Technik, GmbH, Jungingen, Germany) durch mehrere Graufilter mit einer
Transmission von 3x10! verringert wurde. Um von den Leuchtdioden diffuses Licht zu erhalten,
wurde eine Ozalid Zeichenfolie vorgelegt, so dass die Aufzeichnungsbereiche gleichmiBig
ausgeleuchtet wurden. Durch die Graufilter (ROSCO Laboratories, London, U.K.) wurde nur die
Intensitdt verringert, das Spektrum jedoch nicht verdndert. Mit Hilfe des angeschlossenen
Potentiometers wurde die Lichtstirke auf etwa 500 Lux bzw. 250-300uW/cm? eingestellt. Die
Lichtstirke des simulierten Mondlichtes entsprach den Beleuchtungsstirken wéhrend

zunehmendem oder abnehmendem Viertelmond.

2.3.2. Analyse der Lokomotorrhythmik

Die Auswertung der Lokomotoraktivitit wurde von Lena Kempinger im Rahmen einer
Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Forster vorgenommen (Kempinger, Diplomarbeit, 2006).

Die Rohdaten wurden mit dem Programm Hellroda (Joachim Schuster, Tiibingen, 1993) in fiir
den Atari darstellbare Dateien umgewandelt und in Oxalakto (Joachim Schuster, Tiibingen, 1996)
eingelesen. Dieses EDV-Programm erstellte fiir jeden Kanal ein Aktogramm. Das Programm
erlaubte dariiber hinaus eine Berechnung der Durchschnittstage iiber beliebige Zeitintervalle fiir
jede einzelne Fliege bzw. fiir alle Fliegen eines Stammes. So wurde das mittlere Aktivitétsprofil
fiir jeden Genotyp wihrend LD und LM ermittelt. Die in Textdateien umgewandelten Daten
wurden im Anschluss in Microsoft Excel, 2003 eingelesen und mit Hilfe von Techplot (Ralf
Dietrich, Braunschweig) graphisch dargestellt. Diese Software ermoglichte eine Glittung der
Kurven (Akima). In Oxalakto wurden aullerdem die Aktivitdtsmengen fiir jeden Tag einer Fliege
berechnet. Im Anschluss wurde fiir jeden Genotyp die durchschnittliche Aktivititsmenge im LD,
LM, MM und DD in Excel ermittelt. Fiir die weitere Datenbearbeitung wurden die Rohdaten
zuerst unter dem Betriebssystem Linux mit Pyth2elT (Stefan Neumann, Tiibingen 2000) in
Textfiles zusammengefiigt und in eine lineare Auftragung der Aktivitit gegen die Zeit iibertragen.
Um die Bestimmung der Phasenlage des Aktivititsmaximums zu erleichtern, wurden die Daten
mit Hilfe eines unter Linux laufenden Filterprogrammes (entwickelt von Winfried Hellrung)
geglittet (Lacroix A., 1980; detaillierte Beschreibung in Helfrich-Forster, 2000). Periodenlingen
und Acrophase wurden mit dem Auswertungsprogramm El Temps (A. Diez-Noguera, Barcelona,
Spanien, 1999) bestimmt. Dazu wurden die ungefilterten und gefilterten Daten als Textdateien in

das Programm eingeladen. Die Bestimmung der Aktivititsmaxima (Acrophasen) erfolgte an den
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gefilterten Daten, wihrend die Periodenlingenberechnung an den ungefilterten Originaldaten

durchgefiihrt wurde.

2.4. Immunhistochemie

2.4.1. Antikorperfirbung und Pridabsorption des polyclonalen PER-Serums

Zur Analyse der Uhrproteinkonzentrationen (PER und TIM) in den circadianen
Hauptschrittmacherzellen wurden die Canton S-Fliegen 4 Tage unter LD oder LM Bedingungen
synchronisiert. Um die Oszillation der Proteinkonzentrationen wihrend des kompletten
Tagesverlaufs zu messen, wurden die Fliegen zu den Zeitpunkten ZT 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 und
23 abgesammelt und durch Versenken in 4% Paraformaldehydlosung auf Phosphatpufferbasis
(mit 0,5% Triton X-100) getotet und fixiert. Nach 2 Stunden Fixierung wurden die Fliegen mit
Phosphatpuffer (PP) gewaschen und per Hand jeweils mindestens 10 Gehirne pro Zeitpunkt als
Totalpriparate aus den Kopfen entnommen. Uber Nacht wurde mit 5% NGS (Ziegenserum,
normal goat serum) geblockt und dann die Immunfirbung mit den in Tabelle 1 genannten

primdren Antikorpern zur Detektion von PER, TIM und PDH durchgefiihrt.

Tab. 1: Auflistung der verwendeten priméren Antikorper.

Antikorper Wirtsorganismus Verdiinnung Referenz/ Quelle
a-PER Kaninchen 1.1000 Stanewsky et al., 1997
a-TIM Ratte 1:1000 Kaneko et al., 1997
o-PDH (nb33) Maus 1:1000 Waltenspiel B., 2005

Zur Priabsorption des PER-Antikérpers wurden maximal 12 Stunden alte per”’-Embryonen
abgesammelt und fiir 3 bis 4 Minuten mit NaHCIO dechorionisiert und mehrmals in Wasser mit
0,5 % Triton X-100 gewaschen. Nach 20 min. Fixierung in paraformaldehydgesittigtem n-Heptan
wurde durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Methanol die Vitellinmembran gelost und entfernt.
100ul der im Methanol abgesunkenen Embryonen wurden fiir je 2 Minuten in einer 4°C kalten
Methanolreihe (90%, 70%, 50%, 30% Methanol in PBS (10mM PQO,, 137 mM NaCl, pH 7,4))
inkubiert und dann 3x in PBS (mit 0,5 % Triton X-100) gewaschen. 500ul Antikorperlosung
(polyclonaler PER-Antikorper, 5% NGS, 0,5% Triton X-100 und 0,02% NHj; in PBS) mit den

Embryonen konnten somit iiber Nacht auf 4°C priabsorbiert werden (Stanewsky et al., 1997a).
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Nach 2 Tagen auf 4°C wurde der primére Antikérper abgenommen und die Gehirne 5x mit PPT
(Phosphatpuffer mit 0,5% Triton X-100) gewaschen. Daraufhin wurden diese mit den in Tabelle 2

beschriebenen, sekundiren, fluoreszenten Antikorpern fiir 24h inkubiert.

Tab. 2: Auflistung der verwendeten fluoreszenten, sekundiren Antikorper.

Antikorper Wirt; Zielorganismus Verdiinnung Quelle
Alexa Fluor 488 Ziege; o-Kaninchen 1.200 Invitrogen, CA
Alexa Fluor 568 Ziege; o-Ratte 1:200 Invitrogen, CA
Alexa Fluor 674 Ziege; a-Maus 1:200 Invitrogen, CA

Nach fiinfmaligem Waschen mit PPT (je 15 Minuten) wurden die Hirne auf einem
Glasobjekttriger in Vectashield® Medium eingebettet, mit einem Deckglas abgedeckt und mit

rubber cement (FixoGum, Marabu, Germany) luftdicht verschlossen.

2.4.2. Quantifizierung der Antikorperfarbung, konfokale Lasermikroskopie

Das Scannen der Priparate erfolgte durch ein konfokales Lasermikroskop (LSM 510 META, Carl
Zeiss Microlmaging, Jena, Germany), das die fluoreszent markierten Antikorper (Tabelle 2) durch
Laseranregung wie folgt visualisiert: PER-Firbung: griin, TIM-Firbung: rot und PDF-Firbung:
blau. Die einzelnen Zellgruppen der lateralen Neurone oder Einzelzellen (5. s-LN,) wurden
getrennt mit einer Auflosung von 1024x1024 Pixel gescannt. Die so erhaltenen Bilder wurden in
das Programm NIH ImageJ (Wayne Rasband, frei verfiigbare Software) importiert und in 8-bit
RGB-Bilder konvertiert (siehe Rieger et al., 2006). Die Férbeintensitiit jeder identifizierten Zelle
bzw. Zellgruppe wurde bestimmt sowie der Fiarbehintergrund des Gewebes in unmittelbarer Nihe
dieser. AnschlieBend wurde die Signalstirke gegeniiber dem Hintergrund bestimmt mit der
Kalkulation: Intensitit (Zelle) = (Wert (Zelle) minus Hintergrund)/Hintergrund. Daraus wurden

der Mittelwert, die Standardabweichung (SD) und der Standardfehler (SEM) berechnet.

2.5. Westernblot

Die Anfertigung und Auswertung der Westernblots wurde von Dr. Corinna Wiilbeck
vorgenommen. Die Fliegen wurden nach 4-tigiger Synchronisation zu LD oder LM Zyklen alle 2-

3 Stunden abgesammelt. Die Extraktion der Proteine aus den Kopfen und die weiteren
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Arbeitsschritte wurden groBtenteils wie in Wiilbeck et al., (2005) beschrieben, vollzogen. Die
Antikorper wurden mit folgender Konzentration verwendet: a-PER: 1:10000 wie beschrieben in
Stanewsky et al., (1997), sowie a-TIM: 1:5000, sieche Myers et al., (1996). Der sekundire
Antikorper war fluoreszent gekoppelt (goat anti rabbit, IRdye800 (Rockland Gibertsville, PA) mit
einer Konzentration von 1:5000 in 5% Trockenmilchpulver in TBS mit 0,1% Tween 20. Die
Signaldetektion wurde mit dem Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences)
vollzogen, die Berechnung der Firbeintensitét erfolgte mit dem Programm NIH ImageJ (Wayne

Rasband, frei verfiigbare Software).

2.6. Statistik

Die Intensitidt der immunhistochemischen Farbungen der Zellen/Zellcluster wurde auf signifikante
Unterschiede zwischen LD- und LM-Bedingungen separat fiir jede Zelle-bzw. Zellgruppe durch
Verwendung der ,,one-way*“ ANOVA getestet. Daraufthin folgte ein post hoc-Test zum paarweisen
Vergleich der Férbeintensititen (Systat 10; SPSS, Chicago, IL). Als signifikant wurden Werte
angesehen, wenn p<0,05 war (ANOVA).
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3. Ergebnisse

3.1. Der Einfluss des Mondlichts auf das Verhalten von D. melanogaster

3.1.1. Analyse des Laufverhaltens in LD-, LM-, MM- und DD-Zyklen

Die Wildtyp Canton S-Fliegen wurden zunidchst 5 Tage unter einem LD-Zyklus (LD 12:12)
gehalten. Hierbei zeigte sich das typische bimodale Aktivititsmuster mit Morgen- und einem
prominenteren Abendpeak (Helfrich-Forster et al., 2000) (Abb. 7). Der Morgenpeak begann kurz
vor Licht-an, gipfelte jedoch erst unter dem sog. ,,Licht-an-Effekt“— einer direkten Reaktion auf
das Finschalten des Lichtes (ZT 0)- in einem Maximum (Rieger et al., 2003). Dieser Effekt ist ein
positiver Maskierungseffekt (Aktivititsanstieg) und tritt als direkte Verhaltensreaktion auf Licht-
an unabhidngig von der Inneren Uhr auf (Mrosovsky et al., 1996 und 1999). Basierend auf dem
gleichen Phinomen ist zum Zeitpunkt des ,,Licht-aus* (ZT 12) eine starke Unterdriickung der
Aktivitit erkennbar (negativer Maskierungseffekt) (Abb. 7). Nach Wechsel des Lichtprogramms
auf LM-Bedingungen (LM 12:12), in denen die Fliegen fiir weitere 7 Tage gehalten wurden,
verdanderte sich das Verhaltensmuster deutlich. Die Maskierungseffekte verschwanden
vollkommen, d.h. die Unterdriickung der Aktivitit in der Dunkelheit wurde durch das Mondlicht
in der Nacht aufgehoben und das Anschalten des Lichtes am Morgen sorgte nicht mehr fiir einen
Aktivititsanstieg. Dariiberhinaus verschoben die Fliegen ihre Hauptaktivitit morgens wie abends
in die Nacht. Der Morgenpeak begann durchschnittlich um etwa eine Stunde frither (£0,2h), der
Abendpeak erschien bis zu 3 Stunden (+£0,2h) spéter und lag deutlich in der ,hellen® Nacht. So
konnte festgestellt werden, dass Mondlicht von 0,03 Lux Intensitiit eine deutliche Verbreiterung
der Phasenbeziehung der Aktivititspeaks verursacht. Die fiir LD-Bedingungen typische Abnahme
der Aktivitidt um Mitternacht konnte nicht mehr so deutlich beobachtet werden, im Gegenteil dazu
fiihrte die néichtliche Illumination zum Teil so weit, dass 16% der Fliegen in der Mondlichtphase
durchgehend aktiv waren, Morgen- und Abendaktivitit also iiberlappten (Kempinger,
Diplomarbeit, 2006). Als Konsequenz dessen erschien die ,Mittagsruhe* (um ZT 6) deutlich
verbreitert. Generell wirkte das Mondlicht ,aktivierend*: Ein signifikanter Anstieg des
durchschnittlichen Aktivititsspiegels im Vergleich LD zu LM konnte gezeigt werden (Abb. 7).
Ein Wechsel des Lichtprogramms in Dauermondlicht MM fiihrte zu Freilauf unter Beibehaltung
der verbreiterten Phasenlage zwischen Morgen- und Abendpeak (unter LM) mit einer
Periodenlidnge von durchschnittlich 24,8h. Abend- und Morgenaktivititsmaximum niherten sich
im darauf folgenden Dauerdunkel DD wieder aneinander an. Da die Berechnung der

Periodenlinge des Freilaufs im DD etwa 24,7h ergab, kann von einer Verdnderung der
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Geschwindigkeit der Inneren Uhr nicht gesprochen werden. Die Fliegen wiesen jedoch ein

signifikant hoheres Akivititsniveau im MM wie im DD auf (Abb. 7).
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Abb. 7: Verhaltensmuster von Wildtyp-(CantonS)-Fliegen unter LD-, LM-, MM- und
DD-Zyklen.

Links oben: Aktivititsprofil einer Einzelfliege im Doppelplot dargestellt. Die Verschiebung der
Aktivitdt in die Nacht im LM im Vergleich zu LD unter Verbreiterung der Phasenlage des Morgen-
und Abendpeaks ist erkennbar. Rechts: Durchschnittstage aller Fliegen in den verschiedenen
Beleuchtungszyklen mit Angabe der Anzahl der gestesteten Fliegen und angezeigter Lage der
Aktivitdtspeaks mit Punkten und Pfeilen (im Freilauf). Die Verschiebung der Aktivitit in die Nacht
unter LM und MM einhergehend mit einer Verbreiterung der Phasenlage der Aktivititspeaks ist
erkennbar. Eine deutliche Abnahme der Aktivitit in DD ist erkennbar. Links unten: Relative
Aktivititsmengen unter den gewéihlten Beleuchtungsprogrammen. Die signifikante Erhohung der
Aktivititsmenge im Vergleich LD zu LM und ebenso Verringerung zwischen MM und DD ist
ersichtlich. Die Fehlerbalken stellen die Standardfehler dar.

Rel. Aktivititsmenge

Y
N

ZT18. 0 6 12 18
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3.2. Rhodopsine sind die ,,Mondlichtphotorezeptoren®

Fiir die Verhaltensversuche wurden ausser dem Wildtypstamm Canton S auch Photorezeptor-
Mutanten getestet um eine Charakterisierung des Beitrags der Photorezeptoren zum Verhalten
unter Mondlichtbedingungen zu gewihrleisten: Fliegen ohne funktionellem Cryptochrom (cry’)
(Stanewsky et al., 1998) und Fliegen ohne Komplexaugen (c/i”’) (Bonini et al., 1993). Alle
getesteten Genotypen konnten in einem LM-Zyklus mit 0,03Lux Mondlicht synchronisiert
werden. Die durchschnittliche Periodenldnge betrug 24h (+0,03h). Es waren jedoch gravierende
Unterschiede im Verhaltensmuster zwischen LD- und LM-Zyklen deutlich. So konnte in den

eya

cli?“-Fliegen im Vergleich zum Wildtyp Canton S keine Verbreiterung der Phasenbeziehung

zwischen Morgen- und Abendpeak nachgewiesen werden, auch wenn die Mondlichtstirke auf 0,5
Lux erhoht wurde. Dariiber hinaus ist auch keine spiirbare Erhohung der Aktivititsmenge
ersichtlich (Abb. 8). Cry’-Fliegen jedoch zeigten mit dem Wildtyp Canton S vergleichbare
Ergebnisse, so konnte ein deutlich verfrithter Morgenpeak, eine Verspiatung des Abendpeaks
sowie eine Erhohung der Aktivititsmenge im Mondlicht manifestiert werden (Abb. 8). Somit
kann der ,Mondlichteffekt“ auf das Vorhandensein von Komplexaugen und somit den

Rhodopsinen zuriickgefiihrt werden.
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.eya

Abb. 8: Aktogramme und Durchschnittstage der Photorezeptormutanten cryb und cli””.

M: Mondlichtintensitit. Links: Die Aufzeichnungen von jeweils 2 Einzelfliegen pro Genotyp
zeigen, dass alle Fliegen zu einem 24h LM-Zyklus (LM 12:12) mit 0,03Lux (cryb) bzw 0.5Lux
(cli®*) Mondlicht synchronisiert werden konnen. Cli®“-Fliegen zeigten im Vergleich zu ¢ry” und
Wildtypfliegen (siehe Abb. 7) keine Reaktion auf néchtliches Mondlicht.

3.3. Der Einfluss des Mondlichts auf die Innere Uhr

Weiterfithrend wurde der Frage nachgegangen, ob sich die im Vergleich zu Dunkelheit durch
niedrige nichtliche Beleuchtung verursachten gravierenden Verhaltensmodifikationen auch auf

molekularer Ebene im circadianen System der Fliege nachweisen lassen.

3.3.1. Uberpriifung der ,,peripheren Oszillatoren** im Komplexauge

Wie bereits erwihnt leisten die Photorezeptoren einen gravierenden Beitrag zur Generierung des
»Mondlichteffekts* auf Basis der Lokomotoraktivitit. Es wurden daher auch die Auswirkungen
des Mondlichts auf die zahlreichen peripheren Uhren im Komplexauge iiberpriift, die in den
Photorezeptoren der Augen und Gliazellen der optischen Loben die Uhrproteine PER und TIM
exprimieren (Chen et al., 1992; Ewer et al., 1992; Helfrich-Forster, 1995; Zerr et al., 1990). Durch
Westernblot-Analyse von Fliegenkopfen, die zu bestimmten festen Zeiten abgesammelt wurden,
konnten die PER- und TIM Konzentration wihrend LD- und LM-Zyklen analysiert und
verglichen werden. Es stellte sich heraus, dass sich der Rhythmus der Uhrproteinexpression durch
nichtliches Mondlicht nicht verdnderte, und somit die peripheren Uhren in den Komplexaugen

nicht beeinflusst wurden (Abb. 9).
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Abb. 9: Unverinderter Rhythmus der PER- und TIM-Proteinexpression im Vergleich von
LD- und LM-Bedingungen.

Links: Westernblots, Anti-PER und Anti-TIM gefirbt. Rechts: Durchschnnittliche
Antikorperfiarbeintensitidt (Anti-PER und Anti-TIM) von je 3 reprisentativen Westernblots unter
LD- und LM-Zyklen. Keine signifikanten Unterschiede waren erkennbar. Die Fehlerbalken stellen
Standardfehler dar.

3.3.2. Veridnderungen in den lateralen und dorsalen Uhrneuronen im Zentralgehirn

Um den Einfluss des Mondlichts auf die Innere Uhr von D. melanogaster interpretieren zu
konnen, wurden die Oszillationen der Uhrproteine PER und TIM in den Hauptschrittmacherzellen
des Zentralgehirns durch Immunmarkierung unter LD- und LM-Bedingungen verglichen. Die
Proteinspiegel konnten durch Kalkulation der Férbeintensitit der einzelnen Zellen bzw.

Zellcluster ermittelt werden.

3.3.2.1. Reduktion der PER- und TIM-Proteinmenge

Als ein gravierender Unterschied zu den unter LD durch Antikorperfirbeintensitidt kalkulierten
Proteinspiegeln stellte sich eine erhebliche Reduktion des Proteinmengen von PER und TIM unter

LM Bedingungen heraus. Es wurde— und das betraf alle Zellgruppen gleichermaBlen— eine
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Verringerung um etwa 30% des Proteinspiegels im Vergleich zu LD beobachtet (Abb. 9 und 10).
Bekannt ist, dass unter LD-Zyklen eine negative Korrelation zwischen dem Aktivitétslevel und
der Uhrproteinmenge besteht, d.h. zu Zeiten, wenn die Fliege nicht aktiv ist (Nacht) ist der
Proteinspiegel hoch und zu Zeiten hoher Aktivitit (z.B. am Abend) sind die geringsten
Proteinmengen detektierbar. Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung konnte festgestellt
werden, dass die Fliegen— wie oben beschrieben— verursacht durch das Mondlicht fast die ganze
Nacht aktiv waren (siehe Abb. 8) und die Proteinmengen unter LM-Bedingungen ebenso drastisch

reduziert waren (Abb. 9).

3.3.2.2. Der Effekt von Mondlicht auf die Phasenlage des Morgen- und

Abendoszillators

Wie eingehend erwihnt besitzt die Taufliege die aus drei Zellclustern bestehenden dorsalen
Uhrneurone: DN;, DN, und DNj sowie drei Gruppen lateraler Neurone (LLN), die s-LN,, die I-LN,
und die LNy’s. Die s-LN, konnen weitergehend in vier PDF-positive s-LN, und eine sog. fiinfte
s-LN, untergliedert werden, die kein PDF enthilt (Kaneko et al., 1997; Rieger et al., 2006). Die
LN reichen aus, um einen stabilen bimodalen Rhythmus in adulten Fliegen bei einem LD-Zyklus
zu generieren (Chang et al., 2006). Mehrere Studien weisen darauf hin, dass der Morgenpeak von
den vier PDF-positiven s-LN, Zellen kontrolliert wird und diese aufgrund dessen als M-Zellen
bezeichnet werden. Hingegen wird die Generierung des Abendpeaks (Eveningpeak) der fiinften
s-LN, und einigen LNy Zellen zugesprochen, weshalb diese Zellen als E-Zellen bezeichnet
werden (Grima et al., 2004; Stoleru et al.; 2004; Rieger et al., 2006). Durch
immunhistochemisches Markieren der Uhrproteine PER, TIM und auch eines Precursors von PDF
konnten die Zellgruppen bzw. Zellen voneinander unterschieden werden. Dadurch konnte die
PDF-negative fiinfte s-LN, die meist in direkter Ndhe der PDF- positiven 1-LN, liegt identifiziert
werden. Ein Ziel der Arbeit war das Oszillieren der Uhrproteine PER und TIM in den einzelnen
circadianen Uhrneuronen unter LD- und LM Bedingungen zu vergleichen. So wurde iiberpriift, ob
sich nichtliches Mondlicht nicht nur auf die im vorigen Kapitel beschriebenen
Verhaltensénderungen auswirkt, sondern inwieweit sich auch die Periodik in den M- und E-Zellen
verdndert.

Es stellte sich heraus, dass unter LD-Bedingungen die s-LN,, die LNy und die I-LN, die maximale
Proteinmenge zum Zeitpunkt ZT 23, also 1 Stunde vor Licht-an akkumulierten. Dieses Ergebnis
wurde auch in fritheren Studien von O. Shafer (2002) veroffentlicht. Die frither in Larven
beschriebene fiinfte s-LN, (Kaneko et al., 1997) wurde jedoch in dieser Studie nicht getrennt
beriicksichtigt. Die Bestimmung des Fiarbemaximums in dieser Zelle ergab, dass schon 3 Stunden

vor Licht-an, also zu ZT 21, ein breiter Peak der Uhrproteine erreicht wurde, der im Vergleich zu
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den anderen getesteten Neuronen, in denen die Proteine rascher abgebaut wurden, in einer flachen
Schulter bis zu Licht-an abklang. Signifikante Phasenverschiebungen der PER- und TIM-
Proteinexpressionspeaks in allen Zellgruppen bzw. Zellen wurden erkennbar nachdem die Fliegen
nichtlichem Mondlicht von 0,03Lux ausgesetzt wurden. Beide Proteine wurden jeweils
gleichzeitig maximal in den Zellen akkumuliert, so konnte in den s-LN, Zellen— also den M-
Zellen— eine Verfrithung der Phasenlage (phase advance) um 2 Stunden auf ZT 21 beobachtet
werden. Im Kontrast dazu wurde in der fiinften s-LN, (einem Teil der E-Zellen) ein um 2 Stunden
verspiteter Proteinpeak (phase delay) bestétigt (Abb. 10 und 11). Die Verschiebung der
Proteinpeaks korreliert mit den Aktivitdtsmustern (Abb. 12): Mondlicht induziert eine Verfrithung
des Morgenpeaks und eine Verspitung des Abendpeaks (Abb. 10 und 11). Der zweite Teil der E-
Zellen, die LNy’s jedoch verhielten sich wie die M-Zellen und verschoben den Proteinpeak unter
LM-Bedingungen um 2 Stunden nach vorne (Abb. 12). Vergleichbar mit den LNy’s verschoben
die 1-LN, auch um 2 Stunden nach vorne. Bei beiden Zellclustern ist aber ein sehr breiter
Proteinpeak erkennbar, der auf eine vermutete Heterogenitit der Zellen zuriickzufiihren sein

konnte (Rieger et al., 2006).
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Abb. 10: Nichtliches Mondlicht induziert Phasenverschiebungen der Uhrprotein-Expression
in den Hauptschrittmacherzellen von D. melanogaster.

Die Graphik zeigt Ausschnitte confokaler Aufnahmen des Zentralgehirns im Bereich der lateralen
Neurone zu den Zeiten ZT 21, 23 und ZT 3 wihrend LD- und LM-Bedingungen. PER wurde griin,
TIM rot und PDF blau angefirbt. Die PDF-Fiarbung war zur Identifizierung der PDF-negativen
fiinften s-LN, notig, die anatomisch meist in Hohe der PDF-positiven 1-LN lokalisiert wurde.
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Abb. 11: Quantifizierung der Firbeintensititen der PER- und TIM-Antikorperfarbung im
Zeitverlauf eines Tages im Vergleich von LD- und LM-Bedingungen.

Maximale Proteinexpression in der der fiinften s-LN, (roter Graph) war um ZT 21 in LD, unter LM
jedoch erst um ZT 23. Die s-LN, (orange), LNy’s (griin) und die I-LN, (blau) wiesen die
maximalen Proteinkonzentration in LD-Zyklen um ZT 23 auf, unter LM-Bedingungen verfriihte
sich der sich jedoch stark verbreiternde Peak und war um ZT 21 nachweisbar. Bei den LNg4’s und
den 1-LN, verbreiterte sich der Peak zusitzlich stark.
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Abb. 12: Die durch Mondlicht in der Nacht bedingte Verschiebung der Proteinpeaks
korreliert mit den Verinderungen der Aktivititsmuster.

Durch den Ubergang von LD auf LM wird eine Verfriihung des Morgenpeaks, der mit einem phase
advance in den M-Zellen einhergeht, induziert. Ebenso ist eine Verspidtung des Abendpeaks
beobachtbar, entsprechend ist ein phase delay in zumindest einem Teil der E-Zellen (der fiinften
s-LN,) ersichtlich.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass durch nur geringfiigige Beleuchtung in der
Nacht anstelle von Dunkelheit ein sog. Mondlichteffekt ausgelost wurde, der wahrscheinlich auf
das Vorhandensein von Rhodopsinen in den Komplexaugen zuriickzufithren ist. Es wurden
drastische Verhaltensinderungen hervorgerufen, und dariiber hinaus wurde die Phasenlage der
Inneren Uhr von D. melanogaster deutlich beeinflusst. In Analogie zu einer VergroBBerung der

Phasenbeziehung zwischen Morgen- und Abendaktivititspeak bis zur nahezu vollstindigen
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Nachtaktivitit konnte eine dazu einhergehende Expansion der Phasenbeziehung zwischen den
Proteinmaxima von PER und TIM in den M- und E-Zellen des circadianen Systems
nachvollzogen werden. Erhebliche Verdnderung der Geschwindigkeit der Inneren Uhr durch

nichtliches Mondlicht konnte nicht festgestellt werden.
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4. Diskussion

4.1. Durch néachtliches Mondlicht provozierte Nachtaktivitat von Taufliegen ist
nicht nur ein Ausdruck von Lichtpraferenz

Das typische, bimodale Aktivititsprofil von Wildtypfliegen unter einem artifiziellen,
rektanguldren LD-Zyklus mit Morgen- und Abendaktivititsmaxima sowie einer ausgedehnten
Mittagsruhe ist bekannt und wurde schon beschrieben, z.B. durch Helfrich-Férster (2000). Doch
in der Natur ist es in der Nacht nur allzu selten ,,stockdunkel*. Die in der Natur vorherrschenden
Lichtbedingungen, die etwa bei Viertelmond auftreten, wurden simuliert und mit den LD-Daten
verglichen.

Charakteristisch fiir ein wildtypisches LD-Aktivititsprofil ist der rapide Aktivitdtsanstieg bei
Tages- oder Lichtbeginn der ,Licht-an“-Effekt und ein reflexartiger Abbruch der Aktivitit bei
Beginn der Dunkelheit, der ,Licht-aus“-Effekt. Es handelt sich um Maskierungseffekte oder
»masking®, eine direkte Auswirkung von Lichteffekten auf das Verhaltensmuster, hierfiir ist die
endogene Uhr nicht der Ausloser (Mrosovsky et al., 1996 und 1999). Morgenaktivitit vor und
Abendaktivitit nach der 12h Lichtphase wird durch die Dunkelheit unterdriickt. Unter LM Zyklen
konnte gezeigt werden, dass Fliegen deutlich auf néchtliches Mondlicht reagieren: Sie werden
nachtaktiv! (Abb. 7)

Genauer betrachtet werden durch néchtliches Mondlicht die im LD erkennbaren negativen
Maskierungseffekte (Aktivititsunterdriickung durch Dunkelheit) aufgehoben, die Aktivititspeaks
am Abend und Morgen erscheinen symmetrischer und abgerundeter, und zusitzlich mit einem
enormen Aktivititsanstieg ist eine hoch signifikante Verbreiterung der Phasenlage nachweisbar.
Der Morgenpeak erscheint frither, der Abendpeak spiter, bedingt dadurch wird die Mittagsruhe
langer und um Mitternacht werden die Fliegen aktiver (Abb. 7). Eine interessante Parallele zu
Hamstern ist erkennbar. Bei 10Lux Mondlicht in der Nacht verfriiht sich der Morgenpeak
erheblich, es konnte auch eine Verbreiterung der Aktivitdsphase an sich beobachtet werden. Ist
diese Flucht in die Nachtaktivitit nur eine Anpassung an niedrigere, von Drosophila bevorzugte
Lichtintensititen? Diplomarbeiten von Fraunholz (2006) und Popp (2006) weisen auf
Bevorzugung niedriger Lichtintensitdten hin (0,065 bis 10Lux), und maximale Aktivitdtsniveaus
wurden bei Lichtintensititen bei nur etwa 10Lux ermittelt (Rieger et al., 2007). In freier Wildbahn
ergaben Messungen, dass Fliegen vor allem in Regionen mit einer Beleuchtung zwischen 5- und
10Lux zu finden sind (R. Costa, personliche Mitteilung).

Ist nun diese Nachtaktivitdt ein Ausdruck schlichter Lichtpriferenz? Nein: es konnte in dieser

Studie gezeigt werden, dass die endogene Rhythmik ebenso verdndert wird. So ist ein ,,phase
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advance* der Proteinpeaks der PER- und TIM-Expression der M-Zellen nachweisbar. Identisch
mit der im Verhalten gezeigten Verspidtung des Abendpeaks ist ein ,,phase delay” des
Uhrproteinmaximums in zumindest einem Teil der E-Zellen (der fiinften s-LN,) erkennbar. Die
daraus resultierende Frage, ob nun aufgrund von Veridnderungen in der Inneren Uhr diese
Nachtaktivitit ausgelost wird, wie dies Mrosovsky (1996) beschreibt, oder ob es sich vor allem
um Maskierungseffekte aufgrund von Lichtpriferenzen handelt, kann nicht eindeutig beantwortet
werden. Auch bei Versuchen mit Uhrmutanten konnte gezeigt werden, dass Masking sehr wohl
eine wichtige Rolle spielt: Tageslicht unterdriickt Aktivitdt, Mondlicht wirkt mobilisierend
(Kempinger, Diplomarbeit, 2006). Ahnlich wie bei Taufliegen sind Verhaltensmodulationen
durch Maskierungseffekte auch bei Weillkopfmaki (Eulemur fulvus albifrons) erkennbar:
Mondlichtgabe ldsst auch diese Tiere nachtaktiv werden und Aktivitdt in Dunkelheit und zu
grellem Licht wird vermieden (Erkert und Cramer, 2006). Sehr dhnliche Effekte wie bei
Drosophila konnten auch bei graufiiigen Nachtaffen (Aotus lemurinus griseimembra) beobachtet
werden (Erkert und Grober, 1986).

Der Mondlichteffekt ldsst sich wohl auf eine Wechselwirkung beider Phinomene zuriickfiihren,
da auch eine Anpassung der endogenen Periode aufgrund von Verinderungen im Verhalten

bereits beschrieben wurde (Mrosovsky, 1996).

4.2. Die Bedeutung der Lichtsensitivitat der Photorezeptoren und des
circadianen Systems

Wihrend stabiler Lichtphasen speziell in der Morgen- und Abendddmmerung synchronisieren
Lebewesen téglich ihre Innere Uhr mit den externen Zeitgebern (vor allem Licht) der Umwelt
(Biinning, 1969). Eine Voraussetzung hierfiir ist, dass sehr schwaches Licht wahrgenommen
werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das circadiane System von Drosophila
hoch lichtsensitiv ist und bereits niedriges Dauermondlicht in der Nacht Verhaltensmodifikationen
sowie gravierende Anderungen des Oszillationsrhythmus der Inneren Uhr auslost. Schon bei
minimalen Mondlichtintensititen um 0,004 Lux zeigen die Fliegen Reaktionen in der
Lokomotoraktivitit (D. Bichler, Diplomarbeit 2007). Es stellt sich die Frage, welche
Photorezeptoren hierfiir verantwortlich sind.

Die peripheren Uhren in den optischen Loben reagieren nicht auf Mondlicht, obwohl deren
Photorezeptorzellen mondlichtsensitiv sind. Es konnte im Vergleich LD zu LM keine
Veridnderung des Proteinexpressionsrhythmus beobachtet werden (Abb. 9). Dies erscheint auch
verstdndlich und sinnvoll, da fiir die Bildaufnahme im Tageslicht eine reflexartige prézise
Adaptation an die sich schnell dndernden Lichtverhiltnisse gewihrleistet sein sollte, um jederzeit

eine optimierte Sehleistung zu erzielen. Circadiane Photorezeptoren sollten sich jedoch zumindest
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nicht in Bereichen niedriger Lichtintensitit anpassen, um schon geringfiigige
Helligkeitsunterschiede— wie sie in der Abend- und Morgendimmerung vorkommen— detektieren
und sie von diffusem Dauermondlicht unterscheiden zu konnen. Ubereinstimmend mit dieser
Hypothese ist keine Verénderung der Phasenlage der Proteinexpression der peripheren Uhren,
jedoch in den M-und E-Zellen der Uhrneuronen festgestellt worden (Abb. 11 und 12). Die hohe
Bedeutung der Komplexaugen— und damit den Rhodopsinen— zur Anpassung an variable
Tagesldngen wurde in einer Studie von D. Rieger beschrieben (2003). Auch die Ergebnisse
meiner Arbeit zeigen auf, dass die Komplexaugen die Photorezeptoren fiir die beobachteten
Phinomene sind. Interessanterweise sind die Rhodopsine der Insekten nahe verwandt mit dem
circadianen Photorezeptor Melanopsin der Sdugetiere, dem eine wichtige Rolle der Lichtrezeption
auch niedriger Intensitdten zugesprochen wird (Peirson und Foster, 2006; Panda et al., 2005). Der
circadiane Blaulichtrezeptor Cryptochrom ist ein Kandidat, der dem Organismus ermoglichen
konnte, nidchtliches Mondlicht von Ddmmerungslicht unterscheiden zu kénnen, da sich nur in der
Dimmerung der Anteil von Blaulicht entscheidend verdndert (Heldmaier und Neuweiler, 2003).
Es sollte jedoch erwihnt werden, dass cry’-Fliegen, denen Cryptochrom fehlt, wie die Wildtyp-
Fliegen ihre Aktivitit durch nédchtliches Mondlicht verschoben, diese Fliegen die Reaktion jedoch
erst unter einer hoheren Mondlichtintensitit von 0,5Lux zeigten (siehe Abb. 8). Cryptochrom hat
also eine Funktion in der Mondlichtsensorik. Der Mondlichteffekt auf das Verhalten der Tiere

eya

erscheint jedoch unabhingig von Cryptochrom. So konnte in den cli”“-Fliegen (Fliegen ohne
Komplexaugen jedoch mit Cryptochrom) im Vergleich zum Wildtyp Canton S keine
Verbreiterung der Phasenbeziehung zwischen Morgen- und Abendpeak nachgewiesen werden,
auch wenn die Mondlichtstdarke auf 0,5 Lux erhoht wurde (siehe Abb. 8). Weitere Experimente
sind notig, um die Rolle von Cryptochrom aufzukléren.

Doch wie wird nichtliches Mondlicht in LM-Zyklen wahrgenommen und prozessiert?

Hier zeigt sich wie sensibel die circadianen Photorezeptoren auf nur #duBerst geringfiigige
Intensitédtsunterschiede im Ddmmerlicht reagieren konnen. Dies wird offensichtlich, da Mondlicht
von 0,03 Lux Intensitédt zwar eine Verbreiterung der Phasenlage der Aktivitdtspeaks verursacht,
jedoch im Vergleich zu einer Studie in MM von 0.5Lux Intensitit (etwa Vollmond) keine
Entkopplung der Morgen- und Abendoszillatoren (sog. interne Desynchronisation) beobachtet
werden kann (Rieger et al., 2006), geschweige denn Arhythmizitit als Folge einer Interpretation
von LM als LL auftritt (Aschoff, 1979; Konopka et al., 1989; Rieger et al., 2006). Diese
Arrhythmizitit wird durch das Versiegen der Oszillationen der Uhrproteine in den Uhrneuronen,
das durch den lichtbedingten Abbau von TIM (via Cryptochrom) prozessiert wird, hervorgerufen
(Emery et al., 2000; Rosato et al., 2001). Es scheint plausibel, dass in den sensitiven Uhrneuronen
die Mondlichtintensitdt nicht ausreicht um die Uhrfunktion komplett zu zerstoren, jedoch

ausreicht, um etwa 30% der Proteine kontinuierlich abzubauen (Abb. 9). Wirkt sich diese
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Proteinreduktion auf die Geschwindigkeit des endogenen Oszillators aus? Ein Vergleich der
Periodenlidnge von MM und DD klirt diese Frage auf: eine Verldngerung der Freilaufperiode wie
unter LL-Bedingungen von J. Aschoff (1958) prognostiziert ist nicht nachvollziehbar (siehe auch
Abb. 7).

Es ist nicht bekannt, ob auch andere Lebewesen eine so hochsensible Fihigkeit der
Lichtwahrnehmung wir die Taufliege besitzen, doch neuerdings werden vermehrt Effekte,
hervorgerufen von, z.B néchtlichem Mondlicht an Sdugern (Gorman et al., 2005 und 2006; Evans
et al., 2007) charakterisiert. So konnte in diesen Studien eine prézisere Anpassung an
verschiedene Photoperioden durch nichtliche Mondlichtgabe erreicht werden. Auch diese
Erkenntnisse konnen als Hinweis dafiir gelten, dass Mondlicht einen erheblichen Effekt auch auf
die Innere Uhr auslost. Dies konnte als Hinweis dafiir gelten, dass auch heute noch primitive,
marine Tiere ihren Reproduktionszyklus an lunaren Zyklen ausrichten (Danilenko et al., 2000).
Zuriick zu dieser Arbeit: was bewirkt nun dieser Mondlichteffekt auf molekularer Ebene in den

Uhrneuronen? Dies soll nun detailliert im nichsten Abschnitt diskutiert werden.

4.3. Die Relevanz einer flexiblen Inneren Uhr bei sich verandernden,
natiirlichen Lichtverhéltnissen: Unterstiitzung fiir das ,,2-Oszillatoren-Modell*
von Pittendrigh und Daan

Die Ergebnisse dieser Arbeit erinnern an das vielzitierte sog. 2-Oszillatoren-Modell von
Pittendrigh und Daan (1976), das beschreibt, dass zwei vermutlich gekoppelte circadiane
Oszillatoren einen robusten, sich an natiirlich wechselnde Lichtverhiltnisse anpassenden
Tagesrhythmus generieren konnen. Die Aufklirung der neuronalen Grundlagen des bimodalen
Aktivititsprofils von Drosophila bestitigte die Validitit und bekriftigte die Anwendbarkeit des
urspriinglich fiir Nager entwickelten Modells auch fiir die Taufliegen (Stoleru et al., 2004; Grima
et al., 2004; Rieger et al., 2003 und 2006; Helfrich-Forster, 2006; Miyasako et al., 2007).
Erstmalig wird in dieser Arbeit ein vertiefender Einblick in die Verdnderungen des molekularen
Zustands der endogenen Oszillatoren gewihrt der durch sehr niedriges Mondlicht— vergleichbar
der Lichtstdrke bei Viertelmond— hervorgerufen wird. Speziell die Phasenlage der Uhrproteine in
den M- und E-Zellen ist interessant, um deren Beitrag fiir die Verdnderungen im Aktivitétsprofil
zu diskutieren.

Betrachtet man die PER- und TIM-Proteinexpressionsmuster in den fiir die Generierung des
Morgenpeak verantwortlichen s-LN,,— also den M-Zellen— so kann im Vergleich der LM zu den
LD eine Verfrithung der Phasenlage (phase advance) um 2 Stunden von ZT 23 auf ZT 21
beobachtet werden (Abb. 10 und 11). Die Verschiebung der Proteinpeaks korreliert exakt mit der

Verfriihung des Morgenpeaks im Aktivititsmuster (Abb. 12). Wenn man in Analogie zur
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Verfrithung des Aktivititspeaks und des Uhrproteinpeaks in den M-Zellen eine Verspitung des
Proteinpeaks (im Einklang mit der Verspitung des Abendaktivititspeaks) in den E-Zellen
erwartet, so kann diese Vermutung bestétigt werden. Bemerkenswerterweise trifft dies aber nur
fiir einen Teil der E-Zellen, der fiinften s-LN, zu (Abb. 10 und 11). Der Mondlichteffekt fiihrt zu
einem phase delay von 2 Stunden: Von ZT 21 (LD) auf ZT 23 (LM). Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten jedoch nicht darauf hin, dass die LNy eine Rolle als E-Zellen spielen, wie von Grima
(2004) und Stoleru (2004) beschrieben. Die Zellen verhalten sich dhnlich den M-Zellen, der
Mondlichteffekt dussert sich in einem phase advance (Abb.10 und 11). Bei genauerer Betrachtung
fallt auf, dass der breite Proteinexpressionspeak sehr flache Schultern zeigt (Abb. 11). Wie bei
den LNy ist eine Verbreiterung der Proteinpeaks auch bei den 1-LN, durch den Mondlichteffekt
hervorgerufen worden (Abb.10 und 11). Eine Erkldrung hierfiir konnte eine schon frither von
Rieger (2006) vermutete Heterogenitit der Zellen sein. Auch Yoshii et al., (in press) bestitigt
Unterschiede innerhalb der Zellen dieses Zellkomplexes: Nur drei der sechs LNy haben
Cryptochrom. Es wurde in Erwigung gezogen, dass die einzelnen Zellen des Clusters zu
unterschiedlichen Zeiten ihre Proteinexpressionsmaxima aufweisen, und somit der Gipfel der
gemittelten Firbeintensitit abgerundete erscheint. Rieger (2006) nimmt auch an, dass nur eine
LNy eine E-Zelle ist, da nach fiinf Tagen in LL-Bedingungen nur eine ,,extra LNy in Phase mit
der fiinften s-LN, war und so die langperiodische Komponente kontrollierte. Es ist gut moglich,
dass auch diese extra LNy einen phase delay aufzeigt, ohne spezifischen Marker war es aber nicht
moglich diese Zelle von den anderen LNy zu unterscheiden. Es wird also deutlich, dass die
Proteinexpression der M-Zellen genauso wie das Maximum der Morgenaktivitit frither erscheint,
und sich vice versa die Abendaktivitit wie die Proteinexpressionsmaxima der E-Zellen verspitet.

Zusammenfassend bekriftigen diese Ergebnisse die Vermutung, dass das 2-Oszillatoren-Modell
von Pittendrigh und Daan (1976) optimal geeignet ist, um die Flexibilitit der Inneren Uhr auf
jahreszeitliche Veridnderungen der Tageslinge auch bei der Taufliege zu erkldren. Es konnte
gezeigt werden, dass niedrige Mondlichtintensititen unterschiedlich auf die Phasenlage der M-
und E-Oszillatoren wirken, und sich die Phasenbeziehung zwischen Morgen- und
Abendaktivititspeak verbreitert, wie auch von Evans (2007) diskutiert wurde. Weitergehend
konnte wie von Rieger (2006) vermutet bestitigt werden, dass die s-LN, die M-Zellen und

zumindest die fiinfte s-LLN, einen Teil der E-Zellen darstellen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde schwaches Mondlicht (0,03Lux) zur Simulation natiirlicher
Lichtbedingungen in der Nacht gewdhlt, um einerseits etwaige Verhaltensanpassungen der
Taufliegen zu studieren und um andererseits vertiefende Einblicke in die Photosensorik der
Inneren Uhr und deren Organisation zu erlangen. Es stellte sich heraus, dass die Wildtyp Canton
S-Fliegen ihre Hauptaktivitit in die Nacht verschoben und dadurch die Phasenlage zwischen
Morgen- und Abendpeak deutlich breiter wurde. Die Fliegen wurden also nachtaktiv, der negative
Maskingeffekt, der im Vergleich in LD auftritt, verschwindet. Dies kann auch als klare
Lichtpriferenz fiir niedrige Lichtintensitdten gedeutet werden, das durch ein signifikant hoheres
Aktivititsniveau unter MM-Bedingungen im Vergleich zu DD bestiitigt wird. Fiir die Erzeugung
dieses Mondlichteffekts sind die Komplexaugen notwendig, da bei Fliegen ohne Komplexaugen
(cli®?) dieser Effekt nicht mehr auftritt.

Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, wie sich der Mondlichteffekt auf das Verhalten
der Oszillationen der Uhrproteine PER und TIM in den Neuronen der endogenen Uhr auswirkt. Es
bestitigt sich, dass die Anwendbarkeit des oftmals zitierten 2-Oszillatoren-Modells von
Pittendrigh und Daan (1976), das urspriinglich fiir Siduger erstellt wurde, auch fiir Drosophila
zutrifft. Wie von Pittendrigh und Daan vorausgesagt, veranlasst eine verlidngerte Lichtperiode,
dass sich die Periodik des Morgenoszillators verkiirzt, die des Abendoszillators verlidngert. Die
vorliegende Arbeit bestétigt prinzipiell diese Theorie, da durch das Mondlicht in der Taufliege die
M-Zellen (s-LN,) eine Periodenverkiirzung aufzeigen, und zumindest ein Teil der E-Zellen (die
fiinften s-LN,) ihre Periode verlidngern. Die Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen aber der
Annahme fritherer Arbeiten, dass die LNy E-Zellen sind, vielmehr verhalten sich diese als M-
Zellen, zeigen jedoch einen sehr breiten Proteinpeak, der auf eine schon frither prognostizierte
Heterogenitidt des Zellclusters schlieBen ldsst. Weiterfiihrende Arbeiten sind notig, diese
Diversitit der Zellgruppen aufzukliren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestidtigen auch, dass néchtliches Mondlicht nicht nur zur
Synchronisation lunarer Zyklen beitrdgt, sondern wohl auch die sehr lichtsensitive Innere Uhr auf
die Ddmmerung vorbereitet, die Zeit, in der die Uhr tagtéiglich neu gestellt wird, um eine prizisere

Anpassung an verschiedene Photoperioden zu gewéhrleisten.
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1. Einleitung

1.1. Das Protein Rhodopsin 7 (RH 7) von Drosophila melanogaster

Wie eingangs erwihnt ist die vollstindige genomische Sequenz von D. melanogaster seit dem
Jahr 2000 bekannt (Adams et al., 2000). Die Entschliisselung des Genoms ist jedoch nur ein erster
Schritt, der zum Verstindnis der molekularen Mechanismen in den Zellen beitrigt. Von
entscheidender Bedeutung zum Versténdnis der Funktion einzelner Gene im Gesamtkontext eines
Organismus ist die Erforschung der Funktion noch nicht charakterisierter Proteine.

Das Gen CG5638 liegt auf dem dritten Chromosom und es wird angenommen, dass das
Gen fiir ein Protein unbekannter Funktion mit 483aa und einem Gewicht von 53,7kDa (Flybase)
codiert (siehe Abb. 13). Die aufgrund Sequenzanalyse prognostizierte Proteinstruktur deutet auf
das Vorhandensein einer 7 Transmembrandomine (TMD) hin, ein Charakteristikum fiir G-Protein

gekoppelte Proteine.

a CG5638 ( Rh7)
ATG TGA
|
5 3
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
— ~— _/
b

Schema
eines Rhodopsins
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Abb. 13: Schema des Gens CG5638 (rk7 ) (Flybase) und Modell einer 3D-Struktur eines
Rhodopsins

Exon-Intron-Struktur des Gens rh7 (b) Modell eines Rhodopsins. Die blauen Siulen stellen
schematisch die 7 (TMD) dar; Die vermutet Grofe des Proteins RH7: 483aa; 53,7kDa.

Aufgrund hoher Sequenzhomologie mit den bekannten Drosophila-Rhodopsinen Rh1-6 wurde
das Protein innerhalb der ,Superfamilie”“ der G-Protein gekoppelten, integralen
Zellmembranproteine, den Rhodopsinen, zugeordnet, und erhielt die Bezeichnung ,,Rhodopsin 7.
Das Protein wurde als Rhodopsin benannt, obgleich keine Kenntnis iiber die Funktionalitit des
Proteins als Lichtrezeptor oder iiber eine Rolle des Proteins bei der Signaltransduktion- wie es fiir
Rh1-6 zutrifft, vorlag.

Und genau diese Funktionalitit wird bezweifelt. Zweifel bestehen, da das bei Rhodopsinen der
Invertebraten in der dritten cytoplasmatischen Schleife konservierte His-Glu-Lys-Motiv, das fiir
die Bindung des G-Proteins und damit eine mogliche Signalwirkung wichtig ist, bei RH7 fehlt
(Gértner und Towner, 1995; Girtner, 2000; Huber, 2000).

1.2. RH7- der unbekannte Photorezeptor der Dorsalen Neurone?

Trotz dieser Zweifel ist RH7 der bisher vielversprechendste Kandidat auf der Suche nach dem
noch unbekannten circadianen Photorezeptor in D. melanogaster.

Wie eingangs beschrieben konnen selbst Fliegen, bei denen alle bekannten Photorezeptoren
ausgeschaltet wurden, auf zyklische LD-Wechsel synchronisieren, weshalb es ein weiteres
Photopigment geben muss.

Das Gen norpA codiert fiir die PLCg, die wiederum eine essentielle Komponente der Drosophila
Phototransduktionskaskade ist (Bloomquist et al., 1991, Schneuwly et al., 1991; McKay et al.,

1995). Starke Allele des mutierten norpA-Gens (z.B. norpA*

) haben die Inaktivierung der
Transduktionskaskade und dadurch dem Verlust der Signalwirkung zur Folge (Hotta und Benzer,
1970; Montell, 1999). Die Synchronisation des molekularen Oszillators mit dem Zeitgeber Licht
durch den circadianen Blaulichtrezeptors CRY ist in der cry’-Mutante nicht mehr moglich
(Stanewsky et al., 1998; Emery et al., 2000; Ceriani et al., 1999). In der Doppelmutante, den
norpA**, cry’-Fliegen sind also die Rhodopsin- und Cryptochrom- vermittelten Signale nicht
mehr vorhanden. Und trotzdem sind diese Fliegen zu LD-Zyklen synchronisierbar, und
molekulare Rhythmen in den DN der Fliegen sind nachweisbar (Stanewsky et al., 1998; Emery et
al., 2000b; Helfrich-Forster et al., 2001, Veleri et al., 2003). Das ist ein Hinweis, dass das
circadiane System der Taufliege durch einen unbekannten Photorezeptor, unabhéngig von der
PLCj oder Cryptochrom, Lichtsignale empfingt (Hall, 2000).

Des Weiteren sollte erwidhnt werden, dass selbst in Fliegen in denen externe- wie interne

Augenstrukturen vollkommen fehlen und dariiberhinaus Cryptochrom ausgeschaltet ist (glass®”,
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cry’-Fliegen) diese Fliegen also blind sein sollten, immer noch eine Reaktion auf Licht feststellbar
ist (Helfrich-Forster et al., 2001). Dies ist ein weiterer Hinweis, dass selbst in diesen Fliegen noch
ein unbekannter Lichtrezeptor vorhanden sein muss.

In einer Arbeit, in denen die Synchronisationsfihigkeit von Wildtyp Canton S-Fliegen auf
Farblicht-LD-Wechsel iiberpriift wurde, konnte festgestellt werden, dass diese Fliegen auch im
sehr langwelligen Intensitdtsbereich (Rotlicht, > 550nm) zu einem LD synchronisiert werden
konnten bzw. einem Shift dieses LD-Zyklus folgen konnten (Helfrich-Forster et al., 2002). Dies
ist wiederum ein Hinweis, dass ein unbekannter Rotlicht-Photorezeptor existiert, der fiir die
Lichtsensitivitit von Wildtyp Canton S-Fliegen im langwelligen Bereich iiber 550nm
verantwortlich sein konnte, die sich mit dem Absorptionsspektrum der bekannten
Photorezeptoren, sowohl Cryptochrom, als auch den Rhodopsinen 1-6 nicht erklidren ldsst (siehe

Abb. 14).
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Abb. 14: Illustration der spektralen Empfindlichkeit der Rhodopsine und von Cryptochrom
(Nomogramme); Aktionsspektrum von Wildtyp Canton S-Fliegen
Rh: Rhodopsin; WT: Aktionsspektrum von Wildtyp-Fliegen (nach Helfrich-Forster et al., 2002).
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1.3. Ziele des Rhodopsin 7-Projekts

Ein Ziel dieser Arbeit war zu testen, ob RH7 iiberhaupt exprimiert wird. Wenn RH7 exprimiert
wird, so soll die Identifikation des Expressionsortes von RH7 geklirt werden.

In einem ersten Ansatz wurden von S. Veleri mehrere Rh7-GAL4 Treiberlinien, deren Expression
des Transkriptionsfaktors GALA4 unter der Kontrolle unterschiedlicher Teile des Rh7-Promotors
ist, hergestellt (detailierte Information in der Dissertation von S. Veleri, 2005). In meiner Arbeit
wurden die unterschiedlichen Rh7-GAL4 Fliegenstimme mit der Linie yw;UAS-GFP gekreuzt,
um durch Analyse des GFP-Expressionsmusters den moglichen Expressionsort von RH7
identifizieren zu konnen. In einem weiteren Ansatz zur Aufkldrung des Expressionsmusters von
RH7 wurden immunohistochemische Markierungen mit Hilfe eines Antikorpers gegen RH7
(Rh7:E), der freundlicherweise von R. Paulsen (Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt wurde,
durchgefiihrt.

Ein weiteres Ziel war die Funktionsanalyse des Proteins RH7.

Da die Analyse der Funktionalitit des potentiellen Photorezeptors RH7 dadurch erschwert bzw.
verhindert werden konnte, dass Proteine dhnlicher Funktion die Funktion von RH7 ,,verdecken®
(maskieren), und um Aussagen iiber Funktion des Proteins in vivo erzielen zu kénnen, sollten im
Sinne des ,,forward genetic*“-Ansatzes einerseits transgene Linien hergestellt werden, die das rh7-
Gen ,,iiberexprimieren* und andererseits sollte in einem weiteren Ansatz eine knock-out Mutante
etabliert werden. Genauer formuliert sollten transgene Linien hergestellt werden, die unter
Kontrolle des Rhl1-Promotors das 747-Gen in R1-6 exprimieren (yw;RhI-Rh7;+-Fliegen). In
einem weiteren Ansatz sollten diese Fliegen in den Rh1-knock-out Hintergrund gebracht werden,
so dass RH7 das einzige Protein in R1-6 ist (yw,;Rh1-Rh7;ninaE-Fliegen). Eine Untersuchung, bei
der der histologische Zustand der Rhabdomere in der Retina kontrolliert wird, soll Aufschluss
dariiber geben, ob RH7 in R1-6 als potentielles Photopigment den Phinotyp der Augen in
yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen retten kann. Ableitungen des Laminapotentials von yw;Rhl-
Rh7;ninaE-Fliegen in Elektroretinogramm-(ERG)-Studien sollen Einblick geben, ob RH7 als
funktioneller Photorezeptor fungieren kann.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, durch Phinotypisierung der Rh7 knock-out Mutante im
Vergleich mit wildtypischen Fliegen und den gerade genannten transgenen Linien Riickschliisse
auf die Funktionalitét des Proteins RH7 in der circadianen Photorezeption ziehen zu kdnnen. Die
Durchfiihrung mehrerer Verhaltensexperimente soll einen vertiefenden Einblick in die potentielle
Funktion von RH7 in der Schwachlichtrezeption vermitteln. Dabei ist die Durchfiihrung von
Experimenten, bei denen die Dimmerungsphasen simuliert werden, geplant. In weiteren Ansétzen
soll iiberpriift werden, ob RH7 ein potentieller Rotlichtrezeptor ist. Dabei ist in einem ersten

Ansatz ein Rotlicht-Shiftexperiment geplant, um das Resynchronisationsverhalten der Fliegen zu
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einem verschobenen Rotlicht-Dunkel-Zyklus (RD) zu testen. Unterstiitzend soll ein weiteres
Experiment, in dem nach einem RD-Zyklus Dauerrotlicht (RR) vorgesehen ist, vertiefenden

Einblick in die etwaige Rotlichtsensitivitit von RH7 geben.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsmaterialien, Standardiésungen und Chemikalien

Material und Methoden

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, falls nicht gesondert

aufgefiihrt, von den Firmen Sigma-Aldrich, Invitrogen, NEB (New England Biolabs) und ROTH

bezogen. Alle Losungen und Medien wurden, wenn nicht anders angegeben, nach den Protokollen

von Ausubel et al., (1996) hergestellt.

2.1.2. Mikroorganismen und Fliegenstamme

Die fiir die Transformation verwendeten heatshok-kompetenten Zellen waren E. coli XL-1 Blue

von der Firma Stratagene (Sambrook and Gething, 1989). Um einen guten Uberblick iiber die in

diesem Teil der Arbeit verwendeten Fliegenstimme zu erhalten, wurden die Stimme tabellarisch

aufgelistet (siche Tab. 3).

Tab. 3: Die Genotypen der wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstamme.

Die Rh7-UAS-Linien (Bezeichnung: Rh7:X) von S. Veleri wurden genau in der Dissertation von

S. Veleri, 2005 beschrieben.

Fliegenstimme Beschreibung Quelle Literatur

YW, +;+ Kontrollstamm, Stammsammlung Lindsley und
weisse Augen und helle Zimm, 1992
Korperfarbe

Canton S Wildtypstamm Stammsammlung Konopka et al.,

1989

yw; +;ninakl Rhodopsin 1 Mutante Stammsammlung Kurada und

Allel: ninak"” O’Tousa, 1995

yw;+;srninakl Rhodopsin 1 Mutante, J. Bentrop,

Allel: ninaE" weisse Augen und helle | Karlsruhe

(sr: dark med. stripe thorax) Kérperfarbe

yw;Bl/CyO; + Balancerstamm, Stammsammlung Lindsley und

(Dl: bristled; CyO: curly) 2. Chromosom Zimm, 1992
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yw,+;H/TM3 Balancerstamm, Stammsammlung Lindsley und
(H: hairless; TM3: stubbled) 3. Chromosom Zimm, 1992
yw;+; kiA2-3 Stamm mit P-Element Stammsammlung Lindsley und
(kiA2-3i: kinked) Transposase Zimm, 1992
ww;Sp/CyO; TM2/MKRS | Doppelbalancerstamm, Stammsammlung

(Sp: sternopleural; TM2:Ubx,
vergroflerte Halteren;

MKRS: stubbled)

2. und 3. Chromosom

Lj wo7e%. P-Element Stamm Bloomington Stock | Bellen et al.,
P{Epgy2]EY13118 Center: BL 21406 2004
Rh7: 9B /CyO Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
2. Chromosom 2005
Rh7: 9 (X) Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
X-Chromosom 2005
Rh7: 2B/ TM3 Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
3. Chromosom 2005
Rh7: 1C/ TM3 Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
3. Chromosom 2005
Rh7: 9-1/CyO Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
2. Chromosom 2005
Rh7: 1A/ TM3 Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort Dissertation,
3. Chromosom 2005
Rh7: 1B on ki Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort unbekannt Dissertation,
2005
Rh7: no BLon X Rh7-Gal4 Linie, S. Veleri S. Veleri,
Insertionsort unbekannt Dissertation,
2005

yw, UAS-GFP

UAS-GFP Linie

Bloomington Stock

Center
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2.1.3. Drosophila-Aufzuchtmedium

beschrieben.

2.1.4. Aufzuchtmedien fiir Bakterien

2.1.5. Oligonukleotide, Antikérper und Konstrukte

5 aufgelistet.

Tab. 4: Oligonukleotide, die fiir die PCR und Sequenzreaktionen verwendet wurden

Material und Methoden

LB-Medium: 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; 3 ml/l IN NaOH
LBamp-Medium: Autoklaviertes LB-Medium mit 50pug/ml Ampicillin

Bezeichnung Sequenz (5°-3’) Verwendungszweck
Rh7:2 S TTAACTCAATTTCCGCCGATTA Deletionskartierung
Rh7:2 AS TCGGGAGATTCTTCGTCT Deletionskartierung
S-Primer 2 S TTGGAGGTCACTTTGCTG Deletionskartierung
Rh7 antis. Primer 2 AS GCTCTTTGCTCGCTCGTT Deletionskartierung
Rh7 ,,Exon on AS“ AS GCCGTTTGGCGGTGTTAT Deletionskartierung
RH7r.o.p. S AGGCTATTCACATTTCATTACG Deletionskartierung
RH7 r.o.p. AS TGTTACTGGCACCGCATC Deletionskartierung
Sense 2000 S GTGTCAAGCCGAACAAAGC Deletionskartierung
Sense 1000 S AAATGTTGCCTCTGCTCACC Deletionskartierung
Oktober 1 S TTAGGTGACAGGGAACAA Deletionskartierung
Oktober 2 S AACAAAGCGTGCGGAGAT Deletionskartierung
AS September AS CCTCGAAAAACCATAGACCA Deletionskartierung
Jan 2k7 S1 S TTGTGACCAGGACCGAGAC Deletionskartierung
Jan 2k7 S2 S TCTTAACGGCCTAAACATGC Deletionskartierung
Jan 2k7 AS GACCAAGAAACACCCACTAAC Deletionskartierung
cDNA S AATCCATATAGAGGCGACAG cDNA-Test; rh7-Gen
cDNA AS TACATTCACTACAGGGACAAG cDNA-Test; rh7-Gen

Das Aufzuchtmedium und die Aufzuchtbedingungen wurden bereits im ersten Teil dieser Arbeit

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen und Sigma-Genosys synthetisiert und

geliefert (siehe Tab. 4). Die in diesem Teil der Arbeit verwendeten Antikdrper wurden in Tabelle
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Sense 1

AACACGGTCAGAATCCACA

cDNA-Test Gen CG9760

Antisense 1

ACCCGATGTCTCGCACTAT

cDNA-Test Gen CG9760

Tab. 5: In diesem Teil der Arbeit verwendete Antikorper

Antikorper Wirt Verdiinnung Referenz/ Quelle
o-PER Kaninchen 1:1000 Stanewsky et al., 1998
o-Rh7 (Rh7:E) Kaninchen 1:1000 J. Bentrop, 2004
Alexa Fluor 488 Ziege; a-Kaninchen 1.200 Invitrogen, CA
Alexa Fluor 568 Ziege; o-Kaninchen 1:200 Invitrogen, CA

Das Rh1-Rh7-Konstrukt wurde freundlicherweise von J. Bentrop und R. Paulsen, Universitiit

Karlsruhe zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich hierbei um einen P-Element-Vektor YC4

(Yellow Carnegie Vektor) der aus einem Konstrukt aus Rhl-Minimalpromotor, Rh7 coding

sequence und der Rh1 3” UTR bestand (Abb. 15).
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Abb. 15: Graphische Darstellung der Rh1-Rh7 Klonierungskassette mit Angabe der

Schnittstellen

2.2. Genetische Methoden

2.2.1. Das UAS-Gal4-System

Das UAS-Gal4-System ist ein in vivo System, welches aus zwei transgenen Fliegenlinien besteht:

einer sogenannten Gal4-Treiber-Linie und einer UAS-Linie. In der Gal4-Treiber-Linie wird ein

natiirlicherweise nicht vorkommender Transkriptionsfaktor (Gal4) aus Hefe unter der Kontrolle

eines spezifischen Promotors exprimiert. Kreuzt man die Treiber-Linie mit einer bestimmten

UAS-Linie, so bindet Gal4 an die UAS-Sequenzen und induziert so die Expression des
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gewiinschten Gens. Auf diese Weise ermdglicht dieses System in vivo die durch den Promotor der
Treiber-Linie spezifizierte riumlich und zeitlich gerichtete Expression eines bestimmten DNA-
Abschnitts oder Gens. In dieser Arbeit wurden von S. Veleri (2005) hergestellte Rh7-Gal4-Linien
(unter Kontrolle des Rh7 Promoters) mit yw,;UAS-GFP Fliegen gekreuzt (Tab. 3). Das GFP
(Green Fluorescent Protein) wurde somit unter Kontrolle verschiedener Rh7-Treiberlinien

exprimiert.

2.2.2. Keimbahntransformation und Herstellung genetisch stabiler Transformanten

Mit Hilfe des Quiagen® Plasmid Midi Kits wurde die fiir die Injektion in Fliegenembryos
bestimmte DNA, die wie in Kapitel 2.3.2 amplifiziert wurde, aufgereinigt. Darauthin wurde die
DNA in sterilem Wasser gelost. Nach Zentrifugation der DNA und Zugabe von 10x
Injektionspuffer und Lebensmittelfarbstoff (zur Kontrolle der injizierten DNA-LOsung) wurde die
DNA-Lo6sung auf eine Konzentration von 300ng DNA/ul eingestellt.

Nach manueller Dechorionisierung auf Klebeband und kurzer Trocknungsphase auf Silikagel
wurden die Embryonen mit Voltalev Ol (Atofina) iiberschichtet, um eine weitere Austrocknung
zu verhindern. Injiziert wurde in ca. 30-60 Min. alte yw;+;ki 42-3 Embryonen (syncytiales
Stadium), in zwei Ansidtzen zu je 30 bzw. 80 Embryonen, die beziiglich der Transposase
heterozygot waren. Die Injektion der DNA in das Polplasma erfolgte mit Hilfe von
Injektionskapillaren (Eppendorf), der erforderliche Druck (etwa 1 bar) wurde mit Hilfe einer
Stickstoffflasche mit Druckminderer erzeugt. Im 18°C Raum schliipften iiberlebende Larven auf
Apfelagarplatten. Die Larven wurden dann in Gldsern mit dem beschriebenen Fliegenbrei
tiberfiihrt.

Die sich daraus entwickelnden Fliegen wurden anschlieBend mit dem Stamm yw;+;+
riickgekreuzt. Die Nachkommen dieser Fliegen wurden auf dunkle Korper (Das yellow Gen war
der Marker des P-Elements) hin untersucht und zum Bestimmen des Insertionschromosoms
folgendermallen weitergekreuzt.:

Fliegen mit dunklen Koérpern, die auch keine Transposase enthielten (und daher nicht den Marker
ki = kinked trugen), wurden entweder mit Fliegen der Balancerstimme des zweiten Chromosoms
yw;Bl/CyO;+ oder des dritten Chromosoms yw;+,H/TM3 gekreuzt. (Fliegen, die nach wie vor
den den Marker ,.kinked“ trugen, wurden verworfen). Die daraus resultierenden Nachkommen mit
dunklen Korpern und den jeweiligen Balancern wurden erneut mit dem entsprechenden
Balancerstamm gekreuzt. Wenn die Nachkommen dieser Kreuzungen dann dunkle Koérper hatten
und keine Balancer mehr zu erkennen waren, konnte davon ausgegangen werden, dass sich das

P-Element auf dem zweiten bzw. dritten Chromosom befand. Mehrere homozygote Linien mit
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dem P-Element auf dem zweiten Chromosom (yw;RhiI-Rh7;+) und dritten Chromosom

(yw,+,;Rh1-Rh7) konnten so etabliert werden.

2.2.3. Herstellung der knock-out Mutante durch P-Element Remobilisierung

Um die Funktion des RH7 Proteins nachweisen zu konnen wurde auch eine Rh7 knock-out Linie
hergestellt, um durch vergleichende Studien eines moglichen Rh7 knock-out Phinotypes mit dem
Phénotyp von Wildtypstimmen FEinblick in die Funktion des Proteins gewinnen zu konnen. Es

stellte sich heraus, dass der Stamm (y_1 w3 P{EPgy2)EY13118) mit einem P-Element-Insert in

einer Entfernung von 147bp in 5’ Richtung vor dem ersten Intron des rh27-Gens bereits existiert

(Abb. 16). Dieser Stamm wurde vom Bloomington Stock Center bezogen.

rh7 (CG 5638)

P(EPgy2)EY1118

Y Exon 1
5 1 3

I

- —
143bp

Abb. 16: Schema, das die Lage des P-Elements im rh7-Gen (Stamm: BL 21406) darstellt.

Durch Kreuzen des Stammes BL 21406 mit dem Transposasestamm yw;+;kiA2-3 wurde das
P-Element remobilisiert. Da die Quote einer Deletion im Vergleich zu einer pridzisen Excision
duBerst gering ist, wurden 220 FEinzelkreuzungen angesetzt. Um einer Rekombination
vorzubeugen wurden die heterozygoten Minnchen der F1-Generation mit Jungfrauen des
Balancerstammes yw;+;H/TM3 gekreuzt. Die F2-Generation, die nur den Balancer und helle
Korper hatten wurden mit dem Balancerstammes yw;+;H/TM3 erneut gekreuzt, um in der F3-
Generation Fliegen mit dem Genotyp yw;+,;P°/TM3 zu bekommen. Die Fliegen dieses Genotyps
wurden miteinander gekreuzt, um stabile, homozygote Fliegen ohne P-Element zu erhalten
(yw; +,;P°/P°). Daraufhin wurden Deletionskartierungen vorgenommen, um zu testen, ob es sich
um Revertanten oder echte Deletionslinien handelte. Die genaue Erkldrung der Deletionsstelle

(mit Schema) liegt im Kapitel 3.1.2.2. und Abb. 18 vor.
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2.2.4. Etablierung einer doppelt homozygoten Linie des Rh1-Rh7-Konstrukts im ninaE-

Hintergrund

Zur Optimierung der Funktionsanalyse des RH7 Proteins wurde der Stamm yw;+;ninaE und der
Stamm yw;RhI-Rh7;+ in den Doppelbalancerstamm yw;Sp/CyO;TM2/MKRS eingekreuzt.
Dadurch wurden in der FI-Generation die Stimme yw;RhI-Rh7/CyO;TM2/MKRS bzw.
ww;Sp/CyO; TM2/ninaE erhalten. Die Fliegen dieser Genotypen wurden untereinander gekreuzt
um in der F2- Generation homozygote Tiere der Genotypen yw;RhI-Rh7/Rh1-Rh7;TM2/MKRS
oder yw;Sp/CyO;ninaE/ninaE zu erhalten. Die F2-Generationen wurden nun gegeneinander
gekreuzt, um yw;RhI-Rh7/CyO; TM2/ninaE Fliegen zu erhalten. Durch erneutes Kreuzen der F3-
Generation aus diesen Nachkommen konnten die Balancer ausgekreuzt werden, das Resultat war

die Etablierung des doppelt homozygoten Stammes yw;Rh1-Rh7/Rhl-Rh7;ninaE/ninaE.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Allgemeines

Die hier beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden nach laboriiblichen
Standardmethoden (Sambrook und Gething, 1989) durchgefiihrt. Die Losungen und Medien

wurden, wenn nicht anders angegeben, nach den Protokollen von Ausubel et al. (1996) hergestellt.

2.3.2. Klonierung, Transformation und Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Klonierung des im Punkt 2.1.5. beschriebenen Konstrukts wurde freundlicherweise von J.
Bentrop, Universitidt Karlsruhe vollzogen und in Glycerolstocks angeliefert. Die
Hitzeschocktransformationen erfolgte in heatshock-kompetenten Zellen E. coli XL-1 Blue wie in
Ausubel et al. (1996) beschrieben. Auf den Hitzeschock (42°C fiir 45 Sekunden) folgte eine
sofortige Inkubation auf Eis fiir ca. 2 min. Nach einer Zugabe von 1ml LB-Medium wurde der
Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C gehalten und danach auf LB,,-Agarplatten ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Isolation der DNA erfolgte entsprechende den Angaben des
Herstellerprotokolls des verwendeten QUIAGEN Plasmid Midi Kits.
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2.3.3. ,,Single fly* gDNA-Isolierung

Die gDNA (genomische DNA) aus einzelnen Fliegen wurde nach dem Protokoll von Gloor
(1993) prépariert. Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurde eine Fliege in einem Eppendorftube
zerquetscht. 50ul Squishing Buffer wurde dazugegeben, darauthin 20 Min. bei 37°C inkubiert und
diese Reaktion durch Erhitzen auf 95°C (zwei Min.) abgebrochen. Fiir eine PCR wurde

normalerweise 1,5-2ul gDNA als Template eingesetzt.

2.3.4. RNA-Isolierung und Reverse Transkription

Die Fliegen wurden in fliissigen Stickstoff getaucht und dann die Kopfe durch Vortexen von den
Korpern getrennt. Auf Trockeneis wurden 80 Kopfe abgesammelt. Die Aufarbeitung der Proben
erfolgte nach dem TriFast®-Protokoll der Firma PEQLAB. Menge und Sauberkeit der RNA wurde
durch spektrophotometrische Messung ermittelt. Aus dem Ergebnis der Messung errechnete sich
die RNA- Template Menge, die fiir die Reverse Transkription eingesetzt wurde. Die Reverse
Transkription wurde wie im QuantiTect® Reverse Transkription Handbook der Firma QUIAGEN
beschrieben durchgefiihrt. In diesem Protokoll wird die cDNA-Synthese inklusive Entfernung

genomischer DNA-Kontamination beschrieben.

2.3.5. Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Die Amplifizierung spezifischer DNA Stiicke erfolgte unter Verwendung von Taq'-Polymerase
aus Thermus aquaticus. Die Reaktion erfolgte in PCR-Maschinen der Firma Biometra und im
RoboCycler Gradient 40 der Firma Stratagene. Bei Verwendung des RoboCycler wurden die
Proben mit 25 ul Mineraldl iiberschichtet um ein Uberkochen der Proben zu verhindern. Der

PCR-Reaktionsansatz wurde in Tabelle 6 wiedergeben.

Tab. 6: Standardreaktionsansatz (Endvolumen 25ul) und Programm der Reaktionszyklen

Tul Primer S Reaktionszyklen
Tul Primer AS
0,5ul MgCl, 95°C 3 Min
1ul dNTPs (10mM) 95°C 1 Min. s
1,5ul Template DNA ~58°C 1 Min. Zyklen
2,5ul 10 x PCR-Puffer oder RXN-Puffer 72°C 2 Min.
(Invitrogen) 72°C 10 Min.
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1ul DNA-Polymerase (Taq") 10°C o
add auf 25ul H,0PHF¢

Die optimalen Annealing-Temperaturen wurden fiir jedes Primerpaar ausgetestet und

entsprechend angewendet. Ebenso variierte die Zyklenzahl zwischen 33 und 35 Zyklen.

2.3.6. Gelelektrophorese und Nukleinsdureaufreinigung

Die elektrophoretische Auftrennung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde in 0,8-2,0%
TAE-Agarosegelen (Sambrook et al., 2001) bei einer Spannung von 100-130V vollzogen. Der mit
der DNA interkalierende Farbstoff EtBr (10ul/160ml) wurde dem Gel direkt zugegeben. Die
DNA-Banden wurden dadurch unter UV-Licht sichtbar. Die Fragmentgroen konnten im
Vergleich zu Banden des Lingenstandards (1KB Marker, NEB) abgeschitzt werden. Die zum
Sequenzieren bendtigten Banden wurden ausgeschnitten und mit dem QiaQuick Gel Extraction

Kit von QUIAGEN extrahiert.

2.3.7. Sequenzierung

Die gereinigten Proben wurden mit dem BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) sequenziert (siehe Tab. 7). Dieser Kit benutzt markierte Di-deoxy-Nukleotide als
Terminatoren, dadurch kommt es zu kontrollierten Abbriichen in der DNA. Ein spezielles
Sequenzierungssystem ist dann in der Lage die Sequenz der Probe auszuwerten. Diese

Auftrennung wurde in der Firma GENEART in Regensburg, (Biopark 2) ausgefiihrt.

Tab. 7: Die Komponenten der Sequenzierungsreaktion

1ul BigDye® Premix Reaktionszyklen
4ul 5x Puffer 95°C 5 Min
Tul Primer 95°C 30 Sek.
10-20ng DNA 50°C 10 Sek 25 ZyKlen
DNA/100bp 60°C 4 Min.
add auf 20ul dd H,0 4°C o
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Die Analyse der von der Firma GENEART iibermittelten Daten erfolgte mit dem Programm
BioEdit (Hall, 1999).

2.3.8. Deletionskartierung

Mit Hilfe von verschiedenen Primersets up- und downstream des p-Element Insertionsorts der
Linie BL 21406 von Bloomington wurde die gDNA der einzelnen Fliegenlinien nach dem Jump-
out- Experiment auf die GroBe und genaue Lokalisation der Deletion hin iiberpriift. Die
Genotypisierung erfolgte durch Sequenzermittlung wie im obigen Kapitel beschrieben. Zusitzlich
wurde durch Anwendung von RT-PCR Experimenten iiberpriift und kontrolliert, in welchen
Fliegenstimmen Rh7-mRNA nachweisbar war und ob die Deletionen auch andere Gene, die

neben dem rh7-Gen lokalisiert sind, betrafen.

2.3.9. Western Blot (Semidryblot)

Die Fliegen wurden in fliissigen Stickstoff getaucht und dann die K&pfe durch Vortexen von den
Korpern getrennt. Auf Trockeneis wurden 20 Kopfe abgesammelt und mit
Proteinextraktionspuffer (100mM HEPES, pH 7,5; 0,5M KCL; 25% Glycerin; S0mM EDTA;
0,5% Triton X-100; 0,1M B-Glycerophosphat; 0,5mM Na;VO, pH 11; 0,5mM PMSF; 20ug/ml
Aprotinin; ImM DTT; 5 pg/ml Leupeptin; Spug/ml Pepstatin) homogenisiert. Nach Abtrennen
fester Zellriickstinde wurden die Proben 3 min. bei 95°C denaturiert, daraufhin mit
Proteinladepuffer (TRIS, SDS, Glycerol, B-Mercaptoethanol, Bromphenolblau) auf SDS-Gele
aufgetragen und aufgetrennt. Der Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembranen
(Schleicher&Schiill) folgte dem Semi-Dry-Elektroblotting-Verfahren (Sambrook et al., 1989) in
einer Fastblotkammer von Biometra. Nach Blocken der unspezifischen Bindestellen (1 Std. in 1%
BSA/TBST) wurden die Membranen iiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikdrper (Rh7:E;
Verdiinnung 1:500 in 5 % Milchpulver/TBST) inkubiert. Die Membranen wurden gewaschen (2x
15 min. TBST) und 2-3 Stunden mit dem sekundiren HRP-Antikérper bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Signaldetektion erfolgte mit dem Pierce SuperSignal®-Kit, die dabei entstehenden

Lichtsignale wurden auf Rontgenfilm festgehalten und eingescannt (16-Bit; SW).

2.4. Immunohistochemie und histologische Methoden

2.4.1 Antikorperfiarbung an wholemount-Fliegenhirnen
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Diese Technik wurde im Material- und Methoden-Teil des ersten Teils dieser Arbeit ausfiihrlich
beschrieben. Das verwendete Protokoll wurde nicht veridndert. Der Rh7:E Antikérper wurde in

einer Verdiinnung von 1:1000 verwendet.

2.4.2. Antikorperfiarbung an Kryostatschnitten

Nach Betiduben der Fliegen in CO, wurden den Fliegen Riissel, Beine und Fliigel entfernt, die
Korper dann in 4% PFA in PBS 4h bei 4°C fixiert. 4 Waschschritte in PBS folgten, darauthin
wurden die Fliegen iiber Nacht in eine 25% Saccharoseldsung in PBS untergetaucht und inkubiert.
Nach Abtrennen der Kopfe wurden diese auf Gewebetrigern mit Tissue-Tek (Sakura) eingebettet
und abgekiihlt. Im Kryostat (LEICA CM 3000) wurden 12um Horizontalschnitte angefertigt, auf
Objekttriger aufgereiht, anschlieBend 5 min bei 40°C getrocknet und dann mit PBS 3x
gewaschen. Nach Blocken in 5% Normal Goat Serum (NGS) fiir 2 Stunden erfolgte die
Inkubation des primidren Antikorpers Rh7:E (Verdiinnung 1:1000, 3% NGS, 0,03% Triton-X in
PBS) iiber Nacht auf 4°C. Am zweiten Tag wurde der primédre Antikdrper abgezogen und die
Schnitte 3x mit 0,1% Bovine Serum Albumin (BSA), 0,03% Triton-X in PBS gewaschen.
Daraufhin folgte die Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden mit dem fluoreszenten
sekundédren Antikorper (Goat Anti Rabbit gekoppelt mit Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Nach 3
Waschschritten mit 0,1% (BSA) in 0,03% Triton-X in PBS wurde 2x in 0,1% BSA in PBS
Losung und 2x in PP (pH 7,4) gewaschen. Nach kurzem Antrocknen der Préiparate wurden diese
auf dem Objekttriger mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) iiberschichtet, mit

einem Deckglédschen abgedeckt und mit Rubber Cement (Marabu) versiegelt.

2.4.2.1. Quantifizierung der Antikorperfiarbung

Das Scannen der Priparate erfolgte durch das konfokale Lasermikroskop (LSM 510 META, Carl
Zeiss Microlmaging, Jena, Germany), das das Signal des fluoreszent markierten Antikorpers
anzeigte. Die so erhaltenen Bilder wurden in das Programm NIH Image] (Wayne Rasband,
freiverfiigbare Software) importiert und in 8-bit RGB-Bilder konvertiert. Die Signalstirke der
Féarbung in den Photorezeptorzellen R1-6 und wo méglich auch R7 und R8 wurde gegeniiber dem
Hintergrund (Medulla) bestimmt mit der Kalkulation: Intensitdt (Zelle)= (Wert (Zelle) minus
Hintergrund)/Hintergrund. Daraus wurde der Mittelwert, die Standardabweichung (SD) und der
Standardfehler (SEM) berechnet.
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2.4.3. Priparation und Firbung von Semidiinnschnitten

Von den Fliegen wurde der Kopf mit einem Stiick Thorax mit einer Rasierklinge unter
Phosphatpuffer (PP; pH 7,4) auf Eis abgetrennt. In 5% Glutaraldehyd (in 0,1M PP (pH 7,4) mit 2
% Saccharose in PP) wird iiber Nacht fixiert. Nach 3x waschen in PBT (PP mit 0,1% Triton-X)
wurden die Kopfe 2 Stunden in 1% Osmiumtetraoxyd auf dem Schiittler gebracht, um bei 4°C zu
kontrastieren. In einer ansteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 95%, 3x100% EtOH je 10
min.) wurden die Préiparate entwissert und daraufthin 2x 10min in Propylenoxid inkubiert. Nach
erneutem Waschen in PBT (3x) wurden die Préparate in eine 1:1 Propylenoxid/Epon-Mischung
iiberfiihrt. Uber Nacht verdichtete sich diese. Am nichsten Tag wurden die Priparate mit einer
definierten Ausrichtung der Kopfrichtung in gummierte, epongefiillte Formchen versenkt, um die
erwiinschten Querschnitte durch die Retina erhalten zu konnen. Die Aushirtung des Kunstharzes
dauerte 2 Tage bei 60°C. Die Priparatblécke wurden nach einem Tag auf Raumtemperatur zur
Nachhirtung aus den Formchen gedriickt. Dann konnten die Blocke mit einem Diamantmesser
(Diatome Histo, Firma Schmied, Bielefeld) im Mikrotom der Firma Reichert (Modell 2040)
geschnitten werden (Schnittdicke 0,2um).

Die Schnitte wurden fiir 2 min. auf einer 60°C Platte mit filtrierter Farbelosung nach Richardson
(1:1 Mischung aus 1%Methylenblau in 1% Boraxlosung mit 1% Azur-II-Losung in H,O(dest.))
gefiarbt. Nach 2x waschen in H,O(dest.) wurden die Schnitte mit DPX (DPX mountant for

histology; Firma Fluka) tiberschichtet und mit Deckglidschen abgedeckt.

2.4.3.1. Bewertung der retinalen Degeneration

Die Aufnahmen der Retinaquerschnitte wurden mit einer Mikroskopkamera (CCD Kamera, Firma
Olympus, Modell DP20), montiert auf ein Mikroskop der Firma LEICA, Modell DMR, gemacht.
Die so erhaltenen Bilder wurden in das Programm NIH ImageJ (Wayne Rasband, freiverfiigbare
Software) importiert und in 8-bit RGB-Bilder konvertiert. Auf einer definierte Flidche der
Aufnahme der Retinaquerschnitte wurde ein Rechteck der Grofie (area) 350000 Pixel abgegrenzt
und die durch Vakuolisierung entstandenen Locher im Gewebe (> area 500 Pixel) gezihlt. Daraus
wurde die durchschnittliche Flichengréfle und der durchschnittliche Fldchenanteil der Locher im
Vergleich zur Gesamtfliche berechnet. Aus diesen Ergebnissen wurde der Mittelwert, die
Standardabweichung (SD) und der Standardfehler (SEM) berechnet. Die untersuchten Fliegen
waren 21-25 Tage alt.

62



Material und Methoden

2.5. Verhaltenstests

Die Messung der Lokomotoraktivitit erfolgte in Versuchsanlagen wie sie im ersten Teil dieser
Arbeit bereits beschrieben wurde. Die Experimente wurden in 2 prinzipiell identischen Anlagen
durchgefiihrt, der einzige Unterschied bestand darin, dass in der zweiten Anlage die Registrierung
der absoluten Laufaktivitit (Anzahl von Durchgingen durch die Lichtschranke) nach jeder

Einzelminute gespeichert wurde.

2.5.1. Wahl der unterschiedlichen Lichtprogramme

In den Experimenten wurden verschiedene Lichtprogramme gewihlt um mogliche Rolle des
Proteins RH7 in der Lokomotoraktivitit der wildtypischen Taufliegen im Vergleich zu
Uberexpressions- bzw. knock-out Mutanten testen und charakterisieren zu konnen. Folgende

Lichtprogramme wurden gewihlt:

1. ,,Rampenexperiment “ zur Simulation von Ddmmerungsperioden:

Die Simulation der D@mmerungsphasen wurde in diesem Experiment durch
logarithmische Zunahme/Abnahme der Weilllichtintensitét {iber einen Zeitraum von 1,5
Stunden (in 1-Minuten-Schritten) bewerkstelligt. In einem weiteren Ansatz wurde
Mondlicht (0,5Lux) anstelle der Dunkelphase verwendet. Ein Vergleich der
Aktivitdtsmusters von wildtypischen Fliegen (yw, mit Rhodopsin 7) mit Rh7 knock-out
Fliegen ermoglichte es, Riickschliisse iiber die mogliche Rolle von RH7 als
Schwachlichtrezeptor ziehen zu kénnen. Das verwendete Lichtprogramm wird in Tabelle
8 erldutert. Die Lichtquellen bestanden ausschlieBlich aus LED’s (Lumitronix LED
Technik, GmbH, Jungingen, Germany).

Tab. 8: Lichtprogramm des ,,Rampenexperiments*

Bezeichnung Dauer | Lichtintensitiit,

Lichtprogramm (Tage) | Lichtprogramm Rampe

LD (Licht /Dunkel) 6 100Lux

DRLR 7 Morgens: 0-100Lux, logarithmisch steigend;
(Dunkel/Rampe/ Dauer d. Rampenphase: 1,5 Stunden)
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Licht/Rampe) Abends: 100-OLux, logarithmisch abnehmend;
Dauer d. Rampenphase: 1,5 Stunden)

MRLR 7 Morgens: 0,5-100Lux logarithmisch steigend;

(Mondlicht/Rampe/ Dauer d. Rampenphase: 1,5 Stunden)

Licht/Rampe) Abends: 100-0,5Lux, logarithmisch abnehmend;
Dauer d. Rampenphase: 1,5 Stunden)

LM (Licht /Mondlicht) 7 100 Lux /0,5Lux

MM (Dauermondlicht) ~7 0,5Lux

2. Rotlicht-Shiftexperiment zum Test des Resynchronisationsverhaltens:

Die Fliegen wurden in einen Rotlicht-Dunkel (RD) Zyklus (12:12h) fiir 6 Tage gehalten.
Am Folgetag wurde das Rotlicht um 6 Stunden verspitet angeschaltet, der urspriingliche
12:12 RD Zyklus wurde nach dem Verschieben des Tagesbeginns fiir die restliche Dauer
des Experiments beibehalten. Das Resynchronisationsvermdgen der Fliegen zu dem neuen
Zyklus wurde in einem ersten Experiment bei einer Rotlichtintensitit von 0,02uW/cm?
getestet. Weitere Experimente mit hoheren Rotlichtintensititen (0,04uW/cm?® und
0,08uW/cm?) zum Testen der Dosisabhingigkeit des Resynchronisationsvermogens
wurden ebenso durchgefiihrt. Als Lichtquellen wurden Xenophot Halogenlampen (12V,
120W; (A= 200-380nm)) von Osram (Berlin, Germany) verwendet, deren Lichtstrahl
durch Rotlichtfolien (Transmission 11%, E-colour # 182 light red, A>580nm, ROSCO

Laboratories, London, U.K.) geleitet wurde.

3. ,,Dauerrotlichtexperiment

In der ersten Woche wurden die Fliegen in einem RL-Zyklus synchronisiert. Die
Rotlichtintensitit war 203,4uW/cm?, die Intensitit des Weisslicht war 29,28uW/cm?2.
Danach wechselte das Lichtprogramm auf RR (Dauerrotlicht) fiir die restliche Zeit (etwa 3
Wochen). Es wurden wildtypischen Fliegen yw;+;+ und Rh7 knock-out Fliegen getestet,
um Aussagen iiber eine mogliche Funktion von RH7 als Rotlichtrezeptor treffen zu
konnen. Die Lichtquellen bestanden ausschlieBlich aus LED’s (Lumitronix LED Technik,
GmbH, Jungingen, Germany). Die Rotlicht-LED’s hatten eine Wellenlidnge von 625-630

nm.
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2.5.2. Auswertung der Lokomotoraktivitit

Die Auswertung der Rohdaten des Shiftexperiment zum Test des Resynchronisationsverhaltens
erfolgte wie im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben. Die anderen Verhaltensexperimente wurden
in einer neueren Versuchsanlage aufgezeichnet. Die Rohdaten wurden als Textfiles abgespeichert.
Im Programm Microsoft Excel (Microsoft) konnten diese Daten (Graphen) durch
freundlicherweise von Ch. Helfrich-Forster und T. Yoshii zur Verfiigung gestellte Vorlagen
bearbeitet werden. Die Ermittlung der Aktivititsmaxima (Aktivititspeaks), die Erstellung eines
repréasentativen Durchschnittstags (mehrerer ausgewihlter Tiere), die Analyse der Periodizitdt und
das Ermitteln der Aktivititsmengen in ausgewihlten Lichtphasen wurde dadurch bewerkstelligt.
Die graphische Darstellung der Daten in Aktogrammen wurde im Programm EIl Temps (A. Diez-

Noguera, Barcelona, Spanien, 1999) vollzogen.

2.6. Elektroretinogramm (ERG)-Analyse

Die ERG-Studien wurden von Pia Gartmeier im Rahmen einer Zulassungsarbeit durchgefiihrt.
Der Taufliege wurde die indifferente Elektrode (Referenzelektrode) in den Thorax des Tieres
versenkt. Zur Ableitung des Elektroretinogramms wurde eine mit Ringerlosung gefiillte
Glaskapillare (differente Elektrode) mittels eines geerdeten Mikromanipulators auf das Auge der
Fliege aufgesetzt. Dadurch wurde die Messung des sog. Laminapotentials, die Ableitung der
Photorezeptoren 1-6, gewihrleistet. FEine elektrostatische Ablenkung der Messung durch
Ausseneinfliisse wurde durch das Anbringen von Abschirmblécken verhindert. Sowohl die
indifferente als auch die differente Elektrode waren mittels eines Vorverstirkers mit einem PC
und dem entsprechendem Programm zur oszillatorischen Darstellung Easy Logger for DSIM12
(PC Data logging Software by USB Instruments) verbunden, das die Reaktionen des Fliegenauges
digital aufzeichnete. Die Lichtquelle war eine Richtleuchte von Spindler & Hoyer (Gottingen)
deren Lichtintensitit iiber Graufilter variiert wurde. Die Lichtreize mit einer Dauer von 200ms
wurden von dem Stimulator Grass S44 vermittelt.

Nihere Informationen {iiber den Experimentaufbau sowie eine genaue Beschreibung der
Durchfiihrung werden in der Zulassungsarbeit von P. Gartmeier (Fertigstellung voraussichtlich

Friihjahr 2008) beschrieben.
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Um Protein- und DNA-Sequenzen miteinander vergleichen zu koénnen, und um Daten iiber das

rh7-Gen bzw. das Protein RH7 zu erlangen, wurden Algorithmen folgender Internetdatenbanken

verwendet:

FlyAtlas: The Drosophila adult gene

expression atlas

http://flyatlas.org/atlas.cgi

Flybase

http://flybase.bio.indiana.edu/

ExPASy Proteomi Canton S Server

http://www.expasy.ch

National Center for Biotechnology

Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

JustBio (Bioinformati Canton S)

http://www.justbio.com/index.php
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3. Ergebnisse

3.1. Die Etablierung transgener Linien und RH7 Mutanten zur
Funktionsanalyse des RH7 Proteins

3.1.1. Herstellung transgener Linien und von RH7 Mutanten

Der Nachweis bzw. die Charakterisierung einer moglichen physiologischen Funktion des Proteins
RH7 im Organismus konnte dadurch erschwert werden, dass die bekannten Rhodopsine, im
Speziellen Rhl, in groBeren Mengen exprimiert werden, und dadurch die Funktion von RH7
,verdecken (maskieren). Dies konnte die Funktionsanalyse von RH7 erschweren bzw.
verhindern. Um dennoch eine Moglichkeit zur Analyse der Funktion des Proteins in vivo erzielen
zu konnen, wurde im Sinne des ,,forward genetic*-Ansatzes eine transgene Linie hergestellt, in
der das rh7-Gen unter Kontrolle eines starken Promotors exprimiert wurde, d.h. also erheblich
mehr RH7-Protein gebildet wurde.

Hierfiir wurde der Rh1-Promotor verwendet. Mehrere homozygote Linien mit dem P-Element auf
dem zweiten Chromosom (yw,;RhI-Rh7;+) und dritten Chromosom (yw,+;RhiI-Rh7) konnten so
etabliert werden. Insgesamt konnten 12 Linien etabliert werden, wobei das Konstrukt in 6 Linien
auf dem zweiten Chromosom, in 5 Linien auf dem drittten Chromosom und in einer Linie im
ersten Chromosom lokalisiert war. Im Kontrast dazu wurde in einem weiteren Ansatz eine Rh7
knock-out Mutante etabliert.

Zuerst wurde durch RNA-Isolierung und RT-PCR-Experimente iiberpriift, ob durch die Insertion
des P-Elements im Stamm BL 21406 im Promotorbereich des rh7-Gens die Transkription von
Rh7-mRNA noch gewihrleistet war. Es stellte sich heraus, dass die Transkriptionsrate im
Vergleich zu Wildtypfliegen verringert war, das P-Element im Promotorbereich des rh7-Gens
jedoch nicht zu einem Expressionsstop fiihrte (siehe Abb.19). Daher wurde versucht durch ein P-
Element jump-out Experiment das P-Element zu remobilisieren, um eine Rh7 knock-out Mutante
herzustellen. Da die Quote einer Deletion im Vergleich zu einer prizisen Excision duBerst gering
ist, wurden 220 Einzelkreuzungen angesetzt. Es konnten 81 Linien isoliert werden. Daraus
wurden homozygote Deletionslinien (Fliegen ohne P-Element) hergestellt. Daraufhin wurden
Deletionskartierungen vorgenommen, um zu testen, ob es sich um Revertanten oder echte
Deletionslinien handelte (siehe Kapitel 3.1.2.2.).

Das Gen ninaE codiert fiir Rh1, das in den Rezeptorzellen 1-6 lokalisiert ist. Mutationen in

diesem Gen fithren zu einer Degeneration der Rhabdomere dieser Rezeptorzellen (Kumar and
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Ready, 1995). Es wurde gezeigt, dass andere funktionelle Rhodopsine, wie z.B. Rh5 getrieben
vom Rh1-Promotor die Rhabdomerdegeneration verhindern konnte (Chou et al.,1996).
Es stellte sich die Frage, ob RH7, ebenso getrieben vom Rh1-Promotor, fihig war, die Funktion

von Rh1 zu ibernehmen. Der Stamm yw;Rhi1-Rh7;ninaE wurde daraufhin etabliert.

3.1.2. Charakterisierung der transgenen Linien und der RH7 Mutante

3.1.2.1. Bestitigung der Uberexpression des RH7 Proteins durch Western Blot-
Analyse

Mit Anfertigung von Western Blots (Semi dry blots) wurde versucht, die Ergebnisse der
Erhchung der RH7-Proteinmenge in den ,Rh1-Rh7-Uberexpressionslinien® zu bestitigen.
Dariiberhinaus gaben diese Experimente Aufschluf, inwieweit der Antikdrper auch denaturiertes
RH7-Protein detektierte. Es wurden in einem ersten Ansatz 20 Fliegenkopfe der Rh1-Rh7-
,,Uberexpressionslinie“ (Linie 22), des Referenzstammes yw;+;+ und yw;+;ninaE abgesammelt,
die Proben aufbereitet und die Proteine bei 95°C 3min. denaturiert. Nach Anwendung des
Chemolumineszenz-Verfahrens wurden die Filme entwickelt, die Ergebnisse eingescannt. Es
zeigte sich, dass nur bei der Rh1-Rh7-,,Uberexpressionslinie* eine Bande auf einer Hohe von etwa
50-55 kDa detektierbar war, auch nach sehr langer Belichtungszeit konnte keine Signale fiir die
beiden Referenzlinien yw,+;+ und yw; +;ninaFE nachgewiesen werden (sieche Abb. 17). Das RH7-
Protein weist ein Gewicht von 53,7 kDa auf (Flybase), die Hohe der Bande des detektierten
Proteins konnte mit dem berechneten Gewicht des Proteins iibereinstimmen. Es kann iiberdies
angenommen werden, dass die RH7 Menge in den Referenzstimmen unter der Detektionsgrenze

lag.

kDa yw;Rh1-Rh7;+ yw;+ninak  yw;++

62 =——>
.-

47,5 —p

Abb. 17: Detektion des RH7 Proteins in Fliegenkopfen durch Western Blot Analyse

Ein Signal wurde nur fiir die Rhl-Rh7—,,Uberexpressionslinie“ (Linie 22) detektiert, ein Signal
in den Referenzlinien yw;+;+ und yw;+;ninaE konnte nicht ermittelt werden. Die Hohe der
Bande stimmt mit dem berechneten Gewicht des RH7 Proteins von 53,7 kDa iiberein. Lage der
Pfeile: Hohe der Banden des Markers (nicht gezeigt).
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Das Experiment konnte jedoch nicht repliziert werden. Das Versuchsprotokoll wurde daher fiir
weitere Western Blots verdndert. Durch Erhohung der eingesetzten Proteinmenge (die Proteine
von 50 und 90 Kopfen) sowie Verdnderungen in der Behandlung der Proben wurde in etwa 25
weiteren Ansidtzen kein Signal nachgewiesen. Dieses Ergebnis bestitigt Erkenntnisse von J.
Paulsen, Karlsruhe, der mit diesem Antikdrper keine eindeutigen Signale auf Western Blots

nachweisen konnte (personliche Mitteilung).

3.1.2.2.Verifizierung der RH7 Mutante durch Sequenzanalysen und

Deletionskartierung

Durch PCR-Experimente wurden die 81 homozygoten Deletionslinien daraufhin getestet, ob beim
Herauslosen des P-Elements aus dem Genom der Fliegen eine prizise Exzision stattfand oder ob
DNA-Fragmente aus dem Genom durch die P-Element Mutagenese mit herausgeldst wurden.
Durch Wahl von Primerpaaren angrenzend in 5’ und 3’ Richtung des urspriinglichen P-Element
Insertionsorts (Abb.18) konnte nachgewiesen werden, dass 2 Deletionslinien (Linien 35 und 47)
entstanden. Die Deletionen in beiden Linien erstreckten sich in 3’ Richtung vom P-Element
Insertionsort. Die restlichen Linien waren Revertanten, da durch prizise Exzision des P-Elements

die Sequenz des rh7-Gens nicht modifiziert wurde.

rh7 (CG 5638) CG 9760

P(EPgy2)EY1118

il i [ ]
5 =y - 3

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4

P(EPgy2)EY1118

5 3
Exon 1
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Abb. 18: Schema des rh7-Gens mit Anzeige des P-Element Insertionsortes; Schema des
Gens CG9760

Oben: Exon-Intron Schema des Gens rh7 mit Anzeige des P-Element Insertionsortes in 5’
Richtung vor dem ersten Exon, und Exon-Intron Schema des in 3’ Richtung vom ri7-Gen
gelegene Nachbargens CG9760. Griine Pfeile: Lage der Primer, die zur Untersuchung der
Deletionsgrosse nach der P-Element-Mutagenese verwendet wurden. Blaue Pfeile im Schema
des Gens rh7: Primerpaar, das in RT-PCR-Experimenten zur Uberpriifung der Transkription des
rh7-Gens verwendet wurde. Pfeile im Gen CG6790: Lage der Primer, mit deren Hilfe durch die
Amplifikation von Fragmenten in der Linie yw;+;+ und in der knock-out Mutante verifiziert
wurde, dass nur das rh7-Gen in der knock-out Mutante deletiert wurde. Unten: Vergroferte
Ansicht des rh7-Gen Schemas des Promotorbereichs und des ersten Exons. Der rote Balken
markiert den durch P-Element-Mutagenese deletierten Bereich (inklusive P-Element) von 187bp
der Linie 35.

Zur Kartierung der Deletion bzw. um zu testen, ob die Transkriptionsrate des rh7-Gens durch die
Deletionen in der Linie 35 und 47 herabgesetzt bzw. verhindert wurde, wurde die RNA isoliert,
durch RT-PCR-Experimente in cDNA umgeschrieben und anschliessend PCR-Experimente mit
den Primern 3 und 4 durchgefiihrt (Abb.18). Dabei ergab sich, dass bei der Linie 35 in 5’
Richtung des P-Element Insertionsortes eine Deletion von 187 bp entstand (Abb.18). Zur
Kontrolle der Funktionalitidt der Primer wurde in einer Bande die gDNA von yw;+;+-Fliegen
eingesetzt. Es wurde bestitigt, dass im Vergleich zur Bande, die aus dem cDNA-Template
amplifiziert wurde, ein GroBenunterschied von etwa 370bp bestand, der mit der GroBe des
Introns, das sich zwischen dem Primerpaar befand, identisch ist. Durch die Deletion im
Promotorbereich des rh7-Gens in der Linie 35 wurde keine Verringerung der Transkriptionsrate
des Gens registriert. Die Bande war mit der Signalstirke der Bande der Revertantenlinie 13 in
Abbildung 19 vergleichbar.

Die Deletion der Linie 47 erstreckte sich vom P-Element Insertionsort in 3’ Richtung iiber das
ganze rh7-Gen. Der Bruchpunkt zwischen dem rh7-Gen und des sich in 3° Richtung
anschlieBenden Gens CG9760 konnte in den durchgefiihrten PCR-Reaktionen nicht bestimmt
werden. Daher konnte keine Sequenzanalyse vorgenommen werden. In RT-PCR Experimenten
deutete die mit dem Wildtyp vergleichbare helle Bande darauf hin, dass das Gen (CG9760) von
der Deletion nicht betroffen war (sieche Abb. 18 und 19). Dies bestitigt, dass in der Linie 47

lediglich das rh7-Gen deletiert wurde.
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700 bp —

Abb. 19: PCR-Experimente zur Uberpriifung der Transkriptionsrate des ri7-Gens

(a) Die Lage des Primerpaares wurde in Abb. 18 mit blauen Pfeilen schematisch angegeben. LS:
Lingenstandard. Bahn 1: Amplifiziertes Fragment aus der genomischen DNA von yw;+;+
Fliegen. Grofle: etwa 700bp, die dem 370bp Intron und Teilen der Exons 3 und 4 entsprechen
(Abb. 18). Bahn 2: Fragment, amplifiziert aus dem cDNA-Template von yw,+,+ Fliegen mit
einer Grofle von etwa 325bp. Bahn 3: Verifizierung der knock-out Mutante (Linie 47): keine
Bande, da das Gen nicht transkribiert wird. Bahn 4: Fragment, amplifiziert aus der cDNA einer
Reverante, das der Signalstirke der Linie 35 entspricht. Bahn 5: Signal der P-Element Linie BL
21406, das auf eine verminderte Transkriptionsrate des rh7-Gens hinweist. (b) Die Lage des
Primerpaares wurde in Abb. 18 schematisch angegeben. Bahn 1: Amplifiziertes Fragment aus
der cDNA von yw,+,+ Fliegen. Bahn 2 Bande, amplifiziert von der cDNA der knock-out
Mutante (Linie 47), das eine wildtypische Transkriptionsrate des Gens CG9760 vermuten ldsst.

3.2. Bestimmung des RH7-Expressionsmusters

3.2.1. Expressionsanalyse von RH7 durch Rh7-Gal4/UAS-GFP Linien

Mehrere Rh7-GAL4 Treiberlinien wurden von S. Veleri hergestellt (detailierte Information in der
Dissertation von S. Veleri, 2005), deren Expression des Transkriptionsfaktors GAL4 unter der
Kontrolle eines 1,4kb-Fragments des Rh7-Promotors war. In dieser Arbeit wurden die Rh7-GAL4
Fliegen mit der Linie yw; UAS-GFP gekreuzt, das GFP wurde somit ektopisch unter Kontrolle der
Rh7-Treiberlinien exprimiert.

Mikroskopische Analysen von wholemount Gehirnpréparaten wiesen deutliche Unterschiede im
Expressionsmuster des GFP in den verschiedenen Rh7-GAL4/UAS—GFP Linien auf. Es stellte
sich heraus, dass in den verschiedenen Linien unterschiedliche Zellen, vor allem in der Nihe der
Dorsalen Neurone im Zentralgehirn, und im Bereich des subesophagialen Ganglions gefirbt
waren. Es konnten auch vereinzelt Markierungen in den Ocellen, in Gliazellen der optischen
Loben und im Osophagus nachgewiesen werden. Ubereinstimmende Expressionsmuster, die in
mehreren Linien beobachtbar waren, traten kaum auf. Es sei darauf hingewiesen, dass Signale in

den Ocellen und im subesophagialen Ganglion in mehreren Linien zu sehen waren, ob es sich in
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den versc hiedenen Linien um identische Zellen (z.B. im subesophagialen Ganglion)

handelte, konnte nicht gesichert geklart werden. Die GFP-Expressionsmuster der einzelnen Linien

sind iibersichtlich in der Tabelle 9 aufgelistet, ausgewihlte Farbungen von Priparaten wurden in

Abb. 20 abgebildet.

Tab. 9: GFP-Expressionsmuster verschiedener Rh7-GAL 4/UAS-GFP Linien.

Auflistung der gekreuzten Linien mit Angabe der Anzahl der Priparate mit charakteristischer
GFP-Firbung. Es konnten kaum eine Ubereinstimmung im Expressionsmuster der einzelnen
Rh7-GAL4/UAS-GFP Linien nachgewiesen werden. Auch innerhalb der einzelnen Stimme war
das Expressionsmuster nicht stabil und unterlag zum Teil einer hohen Varianz. Ein hoher Anteil
der Hirne wies keine GFP-Firbung auf.

Fliegenstamm

(Rh7-Gal4 Linie)

Durchschnittliche
Anzahl der gefirbten

Priparate

Beschreibung des

GFP-Expressionsmusters

UAS-GFP x Rh7: 9B/
CyO

~10% der Priparate
1 Préparat

- 2 Zellen im subesophagialen Ganglion

- Gliazellen im Neurolemm der opt. Loben

UAS-GFP x Rh7: 9 (X)

~40% der Priparate

- wenige Zellen im subesophagialen
Ganglion
- Einzelzellen im Bereich der DN, LNy

UAS-GFP x Rh7: 2B/
™3

~60% der Priparate

- bis 8 Zellen im subesophagialen Ganglion

- Einzelzellen im Bereich der DNy LNy

UAS-GFP x Rh7: 1C/
™3

~95% der Priparate

2 Préparate

- bis 4 Zellen im subesophagialen Ganglion
- Zellcluster im Bereich der DN, LNy mit
Kommisuren

- schwache Féarbung in den Ocellen

UAS-GFP x Rh7: 9-1/
CyO

~70% der Priparate

- bis 8 Zellen im subesophagialen Ganglion
- Einzelzellen im Bereich der DNy, LNy

- schwache Firbung im Osophagus

UAS-GFP x Rh7: 1A/
™3

~60% der Priparate

- wenige Zellen im subesophagialen
Ganglion

- Einzelzellen im Bereich der DN,

UAS-GFP x Rh7: 1B on
ki

~60% der Priparate

- bis 4 Zellen im subesophagialen Ganglion

- Einzelzellen im Bereich der DN; LNy

UAS-GFP x Rh7: no BL
on X

5-10% der Préparate
2 Préparate

- wenige Zellen im subesophagialen
Ganglion

- Gliazellen im Neurolemm der opt. Loben
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Eine vermutete Expression von GFP in den Dorsalen Uhrneurone (DN; und DN;) wurde durch
Markieren der Dorsalen Neurone durch Antikdrperfarbung mit a-PER {iiberpriift. Dabei wurde nur
die Linie UAS-GFPxRh7:1C/TM3 getestet, die die konstanteste GFP-Firbung von Zellen im
Bereich der DN aufwies. In diesem Experiment konnte in keinem Neuron eine Koexpression von
PER und GFP festgestellt werden (Abb. 20), was jedoch nicht zwingend ausschliessen lésst, dass
keine Koexpression- beispielsweise in anderen Rh7-GAL4/UAS-GFP Linien- exisitiert. In nur
einem Prédparat war eine Koexpression von GFP und PER in den Ocellen nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). In zwei weiteren Préparaten des gleichen Experimentansatzes wurde keine

Doppelmarkierung festgestellt.

Abb. 20: Expressionsmuster von GFP in Drososphila-Ganzhirnpriparaten getrieben
unter der Kontrolle verschiedener Rh7-GAL4 Linien.

(a) Griin: GFP-Expressionsmuster der Linie UAS-GFPxRh7:1A/TM3: Féirbung von Zellen in
der Nihe der Dorsalen Neurone (x;), in Zellen des dorsolateral des Osophagus (posterioren
Bereich) (x;), und im Bereich des subesophagialen Ganglions (x3). (b) GFP-Fiarbung der Linie
UAS-GFPxRh7:1C/TM3: Farbung von Zellen in der Nidhe der Dorsalen Neurone (y;), in
Zellen dorsolateral des Osophagus (posterioren Bereich) (y,), und im Bereich des
subesophagialen Ganglions (y3). (¢) GFP-Expressionsmuster der Linie UAS-GFP x Rh7:9(X):
gefirbte Zellen im Bereich der LNy. (d) Linie UAS-GFPxRh7:1C/TM3: Ausschnitt aus dem
Dorsalen Zentralgehirn: Die rot markierten Zellen sind mit o-PER gefirbte Dorsale
Uhrneurone (DN; und DN,), eine Koexpression mit GFP (griin) in den Dorsalen Neuronen
konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.2.1.1. Bestimmung des RH7-Expressionsmusters mit Antikorpern im Wildtyp

Zur Aufklirung des Expressionsmusters von RH7 wurde auch ein Antikorper gegen Rh7 (Rh7:E),
der freundlicherweise von R. Paulsen (Karlsruhe) zur Verfiigung gestellt wurde, verwendet. Es
handelte sich um ein Antiserum gegen das Rh7-Peptid, T412-431, das an eine
Dihydrofolatreduktase gekoppelt wurde. Es lag keine genauere Charakterisierung des Antikorpers
vor, es wurde lediglich darauf hingewiesen, dass mit diesem Antikorper keine eindeutigen Signale
auf Western Blots nachzuweisen waren. In dieser Arbeit wurden neben wholemount
Gehirnpriparaten auch Gefrierschnitte (Kryostatschnitte) kompletter Taufliegenkdpfe der Linie
yw;+,+ angefertigt und mit dem Antikorper gefirbt. Die Verwendung von Gefrierschnitten bot
den Vorteil, auch die Komplexaugen und Ocellen anfirben zu konnen, da diese Strukuren bedingt
durch das Herauslosen des Gehirnes aus der Schidelkapsel in den meisten wholemount-
Préparaten fehlten. In nur wenigen wholemount—Gehirnen konnten die Ocellen erhalten werden.
Die Ocellenfirbung war besonders interessant, da diese bei einigen der Rh7-GAL4/UAS-GFP
wholemounts angefédrbt wurden.

Tatsdchlich zeigte es sich, dass der Antikérper Rh7:E in den Ocellen der wholemount-Préiparate
stets ein sehr starkes Signal aufzeigte (Abb. 21). Ander als in den Reporterlinien wurden
dariiberhinaus in nur etwa 20% der Gehirne schwache Firbungen von je einer Zelle pro
Hemisphire, dorsal im posterioren Bereich des pars intercerebralis erkennbar. Diese Firbung war
jedoch nicht konsistent.

In den Gefrierschnitten zeigte sich, dass durch den Antikorper die Rhabdomere der Ommatidien,
deren Kiristallkegel und auch Ocellen gefirbt wurden (Abb. 21). Kontrollfdrbungen ohne priméren
Antikoper lieBen erkennen, dass das Signal der Kristallkegel ein unspezifisches Signal war, da der
sekundire fluoreszente Antikorper in diesen Strukturen unspezifisch angereichert wurde (Abb.
21). Das Signal in den Rhabdomeren fehlte jedoch in diesen Kontrollfairbungen. Damit konnte
auch die Markierung in den Kristallkegeln in den Schnitten mit primdrem Antikorper (Rh7:E) als
unspezifisches Signal gedeutet werden, das Signal in den Rhabdomeren der Ommatidien in der
Retina als eine spezifische Fiarbung des Rh7:E Antikorpers (Abb. 21).

Da keine Charakterisierung des Antikorpers Rh7:E vorlag und der Antikorper ungeeignet fiir
Western Blot Analysen erschien, wurde die Herstellung eines neuen Anti-RH7-Antikorpers bei
der Firma Davids Biotechnologie (Regensburg) in Auftrag gegeben. Die gegen ein Epitop des im
Rh7-Peptid T312-328 gerichteten affinitdtsgereinigten IgG-Seren aus den Wirtsorganismen
Meerschweinchen und Huhn wurden auf Gefrierschnitten und wholemount-Priparaten
wildtypischer Fliegen und Uberexpressionslinien in den Verdiinnungen von 1:10; 1:100 und

1:1000 getestet. Es konnte keine spezifische Farbung von Zellen festgestellt werden.
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Abb. 21: Antikorperfirbung (Rh7:E) an wholemount-Gehirnpriparaten (a-c) und
Gefrierschnitten (d,e) von yw-Fliegen.

(a) Starkes Antikorpersignal in den Ocellen der Taufliegen. (b) VergroBerte Aufnahme der
Ocellen. (¢) Nur in etwa 20% der Gehirne wurden schwache Firbungen von je einer Zelle pro
Hemisphire, dorsal im posterioren Bereich des pars intercerebralis detektiert (sieche Pfeile) Die
hellen Bereiche des rechten optischen Lobus treten durch unspezifische Hintergrundfdrbung auf.
(d) Langsschnitt der Ommatidien (Gefrierschnitt, 10um). Schnitt ohne Inkubation mit primérem
Antikorper (Rh7:E). Dies bestitigt, dass die Akkumulation des sekundiren fluoreszenten
Antikorpers in den Kristallkegeln der Ommatidien ein unspezifisches Signal ist. (e) Farbung eines
Liangsschnitts der Ommatidien (Gefrierschnitt, 10um) mit Inkubation durch das Rh7:E-Serum
und dem sekundidrem, fluoreszenten Antikdrper. Der Rh7 Antikorper farbt die Rhabdomere der
Ommatidien in der Retina.
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3.2.1.2. Spezifizierung der Antikorperfarbung mit Hilfe der transgenen Linien und

der RH7 Mutante

Nachdem der Antikorper in der Retina Signale gab, sollten die Rh1-Rh7-,,Uberexpressionslinien*
und die Rh7 knock-out Mutante als Kontrollstamm fiir die Spezifitit des Signals eingesetzt
werden. Zundchst wurden Kryostatschnitte von  Wildtyp-Fliegen und RhI-Rh7-
,,Uberexpressionslinien” gemacht und die Signalstirke in R1-6 bestimmt.

Als Referenzwert diente die Hintergrundfiarbung in der Medulla. Die Antikorperfarbung mehrerer
transgener ,,Uberexpressionslinien* wurden getestet. Generell konnte eine hoch signifikant hohere
Signalstirke im Vergleich der Rh1-Rh7-,,Uberexpressionslinien zur Referenzlinie yw;+;+
kalkuliert werden (ANOVA; Post Hoc Test p<0,001). Der hochste Farbeintensitidtsunterschied
bestand zwischen der Kontrollinie und einer transgenen Linie (Linie 22), in der das P-Element auf

dem zweiten Chromosom (yw;RhI-Rh7;+) inseriert wurde (Abb. 22).
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Abb. 22: Signalstirke der Antikorperfirbung (Rh7:E):

Vergleich der Intensitit der Antikorperfirbung der am stdrksten gefarbten Rh1-Rh7
ﬁberexpressionslinie (Linie 22) mit der Referenzlinie yw;+;+. Je 10 Schnitte wurden gewertet.
(ANOVA; Post Hoc Test p<0,001).

In einem weiteren Ansatz wurde die Signalstirke der Antikorperfarbung von Gefrierschnitten der
Uberexpressionslinie 22 und der Linie yw,; RhI-Rh7;ninaE mit der Firbung der knock-out Mutante
und dem Wildtyp yw;+;+ verglichen. Es wurde die Firbung in den R1-6 und in R7/8 bestimmt
(Abb. 23). Allerdings war schwierig zwischen R1-6 und R7/8-Zellen unterscheiden zu konnen.
Deshalb wurden nur solche Priparate gewertet, bei denen die Klassifizierung eindeutig war.

ANOVA ergab einen signifikanten Einfluss der verschiedenen Stimme auf die RH7-

Antikorperfarbung in R1-6 (F;354 = 39,915; p< 0,01) und R7/8 (F415 = 5,122; p< 0,008).
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Abb. 23: Signalstirke der Antikérperfirbung in R1-6 und R7-8 in Gefrierschnitten
Graue Balken: Antikorpersignal in R1-6; schwarze Balken: Antikorpersignal in R7-8. n:
Anzahl getesteter Schnitte in R1-6 (graue Zahlen) oder R7/8 (schwarze Zahlen).

Signifikante Unterschiede in der Férbeintensitéit der Antikorperfarbung in R1-6 sind zwischen
dem Stamm yw;+,;+ und den Linien yw,;RhI-Rh7;+ und yw,;RhiI-Rh7;ninaE, detektierbar. Es
wurde ein signifikant geringeres Signal in R1-6 und R7/8 in der Rh7 knock-out Linie im
Vergleich zur Kontrollinie yw; +; + festgestellt (p< 0,05).

Der anschliessende Post Hoc-Test mit Bonferoni-Adaptation zeigte, dass die knock-out Mutante
sowohl bei R7/8 als auch bei R1-6 ein signifikant geringeres Signal aufwies als die Kontrolle (p<
0,05). Die Linien yw;RhI-Rh7;+ (Linie 22), der Linie yw;RhI-Rh7;ninaE wiesen fiir R1-6 ein
signifikant hoheres Signal auf (p< 0,05), bei R7/8 gab es keinen Unterschied (Abb. 23).

3.3. Funktionsanalyse des RH7 Proteins in der Taufliege

Nachdem RH7 tatsdchlich zumindest in den Komplexaugen und den Ocellen der Fliegen
exprimiert zu werden schien, sollte im Folgenden seine Funktion analysiert werden. Dabei waren

die etablierten transgenen Linien und die knock-out Mutante von grolem Vorteil.

3.3.1. Rolle von RH7 als funktioneller Photorezeptor in der Taufliege

3.3.1.1. ,Rescue-Effekt*: Die Rh1-Rh7-Uberexpression verhindert die

Photorezeptordegeneration in der Linie yw,;RhI-Rh7;ninaE

Zur Charakterisierung des histologischen Zustands der Rhabdomere in der Retina im
Komplexauge wurden Semidiinn-Tangentialschnitte der Retina von 25-28 Tage alten Wildtyp-

Fliegen und Fliegen der Stimme yw;RhI-Rh7;+ (Linie 22), der Linie yw;RhI-Rh7;ninaE und des

77



Ergebnisse

Stammes yw; +;ninaE angefertigt. Im Besonderen sollte iiberpriift werden, ob die Expression des
Proteins RH7 anstelle von Rhl die Degeneration der Photorezeptoren in R1-6 im ninaE-
Hintergrund verhindern konnte. Die Werte wurden aus mindesten 8 Schnitten von vier
verschiedenen Fliegen (mindestens 2 Schnitte/Fliege) pro Genotyp ermittelt.

Als entscheidendes Ergebnis ldsst sich feststellen, dass die Rezeptorzellen R1-6 nicht nur beim
Wildtyp und der Rh7-Uberexpression eindeutig zu identifizieren sind, sondern diese auch bei der
Uberexpression im ninaE-Hintergrund ausgebildet wurden (Abb. 24). R1-6 fehlen in yw; +;ninaE,
bedingt durch das Fehlen von Rh1. Nur die Rezeptorzellen R7/8 sind zu finden.

Nur ein sehr geringer Flachenanteil zwischen den Ommatidien (3,8%) der wildtypischen Fliegen
ist durch Vakuolisierung degeneriert, es wurden auf einer als Referenz genormten Flidche 12 durch
Vakuolisierung entstandene Locher gezidhlt. Die Rhabdomere von R1-6 sowie von R7 und R8

sind vorhanden und gefirbt (Abb. 24a und Abb. 25).
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Abb. 24: 2um-Tangentialschnitte von Retina-Semidiinnpriparaten adulter
D.melanogaster.

(a) Ausschnitt aus der Retina von yw,+;+Fliegen. In den quergeschnittenen Ommatidien sind
die Rhabdomere von R1-6 sowie R7-oder R8 erkennbar. Ein sehr geringer Grad der
Vakuolisierung ist erkennbar. Pfeil: Vakuole im Ommatidium, am linken Rand wurden die
Pigmentzellen vom Ommatidium abgelost. (b) Tangentialschnitt der Retina der
Uberexpressionslinie yw;RhI-Rh7;+ (Linie 22). Intakte Rhabdomere in den Ommatidien sind
erkennbar. Mehrere Vakuolen zwischen den Ommatidien sind sichtbar. Pfeil: Vakuole zwischen
Ommatidien, die Pigmentzellen wurden von den Ommatidien nicht abgelost. (c)
Photorezeptorfliche des Stammes yw;+;ninaE. Die Rhabdomere von R1-6 sind nicht
vorhanden, ein hoher Grad der Vakuolisierung ist erkennbar. Pfeil: Querschnitt eines
Ommatidiums in dem nur R7 oder R8 vorhanden ist. (d) Tangentialschnitt der Retina des
Stammes yw,RhI-Rh7;ninaE. ,Rescue-Effekt™: Die Expression des rh7-Gens verhindert die
Degeneration von R1-6 im ninaE-Hintergrund. Balken: 10um

Der Phiinotyp der Linie 22 mit der Rh1-Rh7 Uberexpression lie auf eine normale Entwicklung
der Rezeptorzellen 1-6 sowie 7 und 8 schlielen. In einem Flédchenanteil von 9,7% wurde eine
Vakuolisierung nachgewiesen, durchschnittlich 18 Locher wurden pro genormten Fldchenanteil
registriert (Abb. 24 und Abb. 25). Im Stamm yw; +;ninaE wurde die Degeneration von R1-6 und
der Verlust der Rhabdomere in R1-6 deutlich (Abb. 24). Die Rezeptorzellen 7 und 8 waren
vorhanden und konnten in den Ommatidien nachgewiesen werden. Ein sehr hoher Anteil der
Rezeptorfliche war degeneriert, eine Fliache von 23,7% war vakuolisiert. Durchschnittlich waren
38 durch Vakuolisierung entstandene Locher pro genormten Fldchenanteil vorhanden (Abb. 24
und Abb. 25). Der Phinotyp des Stammes yw;Rh1-Rh7;ninaE zeigte eine normale Entwicklung
der Rezeptorzellen 1-6 sowie 7 und 8 auf. Eine Fliche von 8,8% entstand durch Vakuolisierung,
durchschnittlich 26 durch Vakuolisierung entstandene Locher pro genormten Flichenanteil waren
auffindbar (Abb. 24 und Abb. 25).

Es wurden hoch signifikante Unterschiede der durch Vakuolisierung entstanden Fliche pro
genormten retinalen Fldchenanteil nur zwischen der Linie yw; +;ninaE und den anderen getesteten
Stammen ermittelt (Post Hoc Test; p= 0,000). Die Berechnung des Verlustes der verbliebenen
Photorezeptorfliche, gemessen an der Anzahl der Vakuolen pro genormten Flichenabschnitt der
Referenzlinie yw;+;+ war hoch signifikant unterschiedlich zu den Linien yw;RhI-Rh7;ninaE und
yw;+; ninaE (Post Hoc Test; p= 0,001 bzw. p= 0,000). Kein signifikanter Unterschied der
Vakuolenanzahl war zur Linie yw;RhI-Rh7;+ registrierbar. Der Stamm yw;RhI-Rh7;ninaE wies
signifikant weniger Vakuolen auf als die Linie yw;+ ;ninaE (Post Hoc Test; p= 0,002), aber
signifikant mehr Vakuolen als die Linie yw;RhI-Rh7;+ (Post Hoc Test; p= 0,043). Hoch
signifikant mehr Vakuolen als in der Linie yw;RhI-Rh7;+ wurden im Stamm yw;+; ninaE

nachgewiesen (Post Hoc Test; p=0,000).
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen auf, dass durch Expression des RH7 Proteins in R1-6 die

Photorezeptordegeneration im ninaE-Hintergrund durch einen ,,Rescue‘-Effekt verhindert wurde.
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Abb. 25: Quantifizierung der Vakuolisierung der Retina adulter Taufliegen

(a) Berechnung der durch Vakuolisierung entstandenen Flichenanteile eines genormten
Fliachenabschnitts quergeschnittener Retina der Linien yw;+;+, yw;RhI-Rh7;+, yw;Rhl-
Rh7;ninaE und yw;+; ninaE. Der Stamm yw,+;ninaE weist eine hoch signifikant stirkere
Vakuolisierung der Retina als die Vergleichsstimme auf (ANOVA; p<0,000). Zwischen den
anderen Stimmen wurden keine signifikanten Unterschiede registriert. (b) Anzahl der Vakuolen
pro genormten Flachenabschnitt. Hoch signifikant mehr Vakuolen als in der Referenzlinie yw; +;+
konnten in den Linien yw;RhI-Rh7;ninaE und yw,+;ninaE nachgewiesen werden, wobei kein
signifikanter Unterschied zur Linie yw;RhI-Rh7;+ bestand. Der Stamm yw;RhI-Rh7;ninaE hatte
signifikant mehr Vakuolen als die Linie yw,;RhI-Rh7;+ und signifikant weniger Vakuolen als die
Linie yw; +;ninaF.
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3.3.1.2 ERG-Studien stiitzen die Annahme zur Féhigkeit der Photorezeption von
RH7 in yw;RhI-Rh7;ninaE

Die ERG-Studien wurden von Pia Gartmeier im Rahmen einer Zulassungsarbeit durchgefiihrt.

Erklidrend zum Verstidndnis der Abbildung 27 muf} erwihnt werden, dass die erste Ableitung des
Summenpotentials abgebildet wurde (sieche Abb. 26). Das Summenpotential wurde aus der
Summe des Laminapotentials der Rezeptorzellen R1-6 und dem Rezeptorpotential der in der

Medulla verschaltenden Rezeptorzellen R7-8 berechnet.

Reiz 200ms

Laminapotentiale (R1-6)

\ L

\/F\‘c:w;w-'ﬁ'[:-c-h. tial (R \

Steigung
e, AR AL SAA O A

dadnde WiV Vi g WW

Abb. 26: Modell, das das Erstellen der ersten
Ableitung aus einem ERG erklirt.

Oben: Modell-ERG, unten: Modell einer ersten
Ableitung aus einem Modell-ERG (Grafik nach
P. Gartmeier).

Die erste Ableitung des ERG’s der wildtypischen Fliegen yw;+;+ weist nach Einsetzen des
Reizes und nach Beendigung des Reizes eine deutliche ON- und OFF-Response, abgeleitet aus
dem Laminapotential auf (Abb. 27). Dies bestitigte die Funktionalitit der Photorezeptoren nur in
R1-6 (Heisenberg, 1971; Heisenberg und Wolf, 1984). In der Linie yw,+;ninaE war eine
Ableitung des Laminapotentials nicht erkennbar (Abb. 27). Dies ldsst sich durch die Degeneration
der Rezeptorzellen 1-6 erkldren. Dadurch kann kein ON- und OFF-Signal mehr registriert werden.
Lediglich das schwache Rezeptorpotential, das von R7-8 stammt, wurde nachgewiesen. (Abb. 27).
Die erste Ableitung des ERG’s der Fliegen yw;RhiI-Rh7;ninaE lisst eine deutliche ON- und
OFF-Response erkennen (Abb. 27). Das bedeutet, dass das Protein RH7 die Rolle von Rh1 in der

Linie yw;RhI-Rh7;ninaE als funktioneller Photorezeptor iibernehmen konnte.
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Abb. 27: ERG’s der ersten Ableitung des
Rezeptorpotentials von D. melanogaster

Dunkle Linie: Reiz; Dauer: 200ms. Alter der
untersuchten Fliegen: 7-14 Tage.

(a) ERG der Linie yw;+;+ Durch Stimulation mit
dem Reiz konnte ein ON-Signal (roter Pfeil) und
ein OFF-Signal (blauer Pfeil) registriert werden.
Das Rezeptorpotential ist mit einem griinen Pfeil
gekennzeichnet. (b) ERG der Linie yw;+ ninaE:
bedingt durch die Degeneration von R1-6 konnte—
wie erwartet— kein Laminapotential abgeleitet
werden. Das Rezeptorpotential (griiner Pfeil), das
sich aus den Potentialen von R7 und RS
zusammensetzt, ist erkennbar. (¢) Das Protein
RH7 generiert als funktioneller Photorezeptor in
R1-6 in der Linie yw;RhI-Rh7;ninaFE ein normales
ON- und OFF-Signal. Die Messungen wurden
von Pia Gartmeier durchgefiihrt.

3.3.2. Analyse von Verhaltensexperimenten zur Charakterisierung der Rolle von RH7 in

der circadianen Rhythmik

Die Etablierung der transgenen Uberexpressionslinien und der Rh7 knock-out Mutante bot die

Moglichkeit im Vergleich mit wildtypischen Fliegen die Funktion des RH7 Proteins in der

circadianen Rhythmik analysieren zu konnen, da nicht nur die Ergebnisse der ERG-Studien auf

die Fihigkeit der Photorezeption dieses Proteins hinwiesen. Wie die Expressionsanalysen

erkennen lassen, konnte RH7 in den Komplexaugen exprimiert werden. Ein moglicher

,Dammerungs“‘-Photorezeptor, der auch in der Mondlichtsensorik (siehe erster Teil der

Dissertation) eine Rolle spielen konnte, sollte auch in den Komplexaugen lokalisiert sein. Daher

ist RH7 ein moglicher Kandidat fiir einen Schwachlichtrezeptor. Wie einleitend erwéhnt, gibt es
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dariiberhinaus Hinweise dafiir, dass es offensichtllich einen unbekannten Rotlichtrezeptor gibt,
der fiir eine noch ungeklirte Rotlichtsensitivitit des Wildtyps spricht (siehe Abb. 14).

Es wurden daher Verhaltensexperimente entworfen, die Aufschluss iiber eine mogliche Rolle von
RH?7 als Schwachlichtrezeptor oder moglichen Rotlichtrezeptor geben sollten. Die Rolle von RH7

als Kandidat fiir einen Schwachlichtrezeptor wurde in einem ersten Experimentansatz iiberpriift.

3.3.2.1. Simulation der Ddmmerung

Es wurde das Verhalten einer Revertante, die nachweislich RH7 exprimiert (sieche Abb. 19) mit
dem Verhalten der Rh7 knock-out Mutante in diesem Experiment verglichen. Das Lichtprogramm
bewerkstelligte die Simulation der Dimmerung durch Steuerung einer Lichtrampe, die eine
logarithmische Zunahme (am Morgen) oder Abnahme (am Abend) der WeiBlichtintensitét tiber
einen Zeitraum von 1,5 Stunden ermoglichte. Eine Woche wurde die Aktivitit der Fliegen bei
Dunkelheit in der Nacht und unter Verwendung der Dammerungssimulation aufgezeichnet. In der
darauf folgenden Woche wurden die Fliegen zusitzlichem schwachem Nachtlicht (Mondlicht von
0,03Lux) ausgesetzt. In der letzten Woche wurde das Verhalten der Fliegen in einem LM-Zyklus
ohne Rampe aufgezeichnet. Vorab wurden die Fliegen in einem LD (12:12; Lichtintensitét
100Lux) 6 Tage lang synchronisiert. Aus den Aktivititsprofilen der Einzelfliegen wurden die
Durchschnittstage aller Fliegen fiir jeden Lichtzyklus berechnet. Es zeigte sich, dass die
wildtypischen Fliegen und die knock-out Mutanten generell in allen gewihlten Lichtprogrammen

ein bimodales Aktivitdtsmuster aufwiesen (Abb. 28).
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Abb. 28: Durchschnittstage der wildtypischen Fliegen der Linie 13 und der Rh7 knock-out

Mutante im ,,Ddmmerungsexperiment*

Linke Seite: Durchschnittstage der Revertante (Liniel3), rechte Seite: knock-out Mutante.

Die Zahlen geben die Anzahl getesteter Fliegen wieder. Die farblich markierten Balken geben das
Lichtprogramm wieder. Gelb: Tageslicht; helles Grau: Mondlicht, dunkles Grau: Lage der Rampe
(Dammerungssimulation). Der Vergleich der Durchschnittstage im LD weist auf eine erhohte
Morgenaktivitit der knock-out Mutante im Vergleich zur Revertante hin. Der erhohte
Aktivitdtsspiegel im Morgenpeak kann auch unter Rampenbedingungen nachvollzogen werden.
Unter LMR-Zyklen sind beide Stimme in der Mondnacht etwas aktiver als in der vollig dunklen
Nacht. Dies trifft fiir beide Stimme zu. Im LM-Zyklus konnen im Aktivitétsprofil der beiden
Fliegenstimme in den Durchschnittstagen keine gravierenden Unterschiede festgestellt werden.
Die roten Linien im Aktogramm stellen den Standardfehler (SEM) dar.
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Beim Vergleich der Aktivitétsprofile im LD konnte festgestellt werden, dass der Morgenpeak der
knock-out Mutante durch einen verstirkten ,,Licht-an“-Peak eine groBere Amplitude als der
Morgenpeak der Revertante aufwies. Generell waren die Rh7 knock-out Fliegen etwas aktiver als
die Revertanten. Im folgenden Lichtzyklus wurde die Dimmerung mit Hilfe der Rampe simuliert.
Ein stiarkerer Licht-an Effekt ist nach wie vor in der knock-out Mutante erkennbar, des Weiteren
waren aber keine deutlichen Unterschiede im Verhaltensmuster der beiden Linine
nachvollziehbar. Durch zuséitzliche Erhellung der Nacht durch Simulation von Mondlicht konnte
in beiden Linien ein geringer Anstieg von Aktivitit in der Nacht verzeichnet werden. Es war im
LMR-Lichtprogramm nur noch ein leicht verstdrkter Aktivitdtsanstieg im Morgenpeak der knock-
out Fliegen im Vergleich zu den Revertanten erkennbar. Im letzten Lichtzyklus, LM, waren die
Fliegen relativ alt und nur eine geringe Zahl von Fliegen iiberdauerte die letzte
Aufzeichnungsphase. Deutlich Unterschiede im Aktivitétsprofil der Fliegenstimme waren nicht
erkennbar.

Durch den Einsatz der Rampe zur Simulation der Dammerung wurde die exakte Bestimmung der
Lage des Morgenpeaks und des Abendpeaks ermdglicht, um eine eventuelle Rolle von RH7- im
Vergleich der Revertante mit der Rh7 knock-out Linie— als Schwachlichtrezeptor charakterisieren
zu konnen.

Um eine detailierte Darstellung der Morgen- und Abendaktivitit zu ermdglichen, wurden
Detailausschnitte aus Durchschnittstagen aller verwendeter Aktogramme der Fliegen angefertigt.
Diese Aufzeichnung beschrinkte sich auf 150 Minuten, beginnend 40 Minuten vor Licht-an oder
vor Beginn der Dadmmerungssimulation (Rampe). Auf die Darstellung der LM-Daten wurde

verzichtet (Abb. 29).
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Abb. 29: Genaue Bestimmung der Lage der Aktivititspeaks im ,,Rampenexperiment
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Die Abbildung ist in drei getrennte Bereiche, entsprechend den Lichtprogrammen LD, LDR und
LMR, gegliedert. In der linke Reihe sind die Aktogrammausschnitte der Durchschnittstage der
Morgenaktivititen, in der rechten Reihe die Aktogramme der Abendaktivititen abgebildet. Die
Zahlen am unteren Rand der Aktogramme sind Minutenwerte. Die Zeitgeberzeiten (ZT) der
exakt berechneten Lage der Morgen- und Abendpeakmaxima sind in den Aktogrammen ebenso
wie die Anzahl verwendeter Fliegen angegeben. Die roten Pfeile verweisen auf die berechnete
Lage der Morgen- und Abendpeakmaxima. Durchgehende, graue Linie: Symbolisierung des
Verlaufs der Lichtintensitits der Lichtrampe. Die roten Linien im Aktogramm stellen den

Standardfehler (SEM) dar.
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Die Pfeile in den Aktogrammausschnitten spiegeln die Lage der berechneten Morgen- und
Abendpeaks wieder. Diese divergierten von den Licht-an bzw. Licht-aus-Peaks, einer direkten
Reaktion auf den abrupten Lichtwechsel, die in den Aktogrammausschnitten als deutliche
Aktivititspeaks hervortreten.

Im LD konnte jeweils ein fritherer Beginn des Morgen- und des Abendpeaks der knock-out
Mutante im Vergleich zur Revertante festgestellt werden. Der Morgenpeak der knock-out Mutante
lag bei ZT 0,6, der Peak der Revertante bei ZT 0,85. Der Abendpeak lag bei der Revertante bei
ZT 11,85, der Abendpeak der knock-out Mutante bei ZT 11,66 (Abb. 29). Eine genauere Analyse
der Lichtsensitivitdt und damit der Lage des Morgen- bzw. Abendpeaks wurde in der folgenden
Aufzeichnungswoche durch Einsatz der Rampe ermdglicht. Es konnte nachgewiesen werden, dass
auch im LDR die im LD beobachtete, verfrithte Lage der Aktivitéitspeaks der knock-out Mutante
im Vergleich zur Revertante nachvollziehbar war. So wurde die Lage des Morgenpeaks bei ZT
0,75, die des Abendpeaks bei ZT 11,71 fiir die knock-out Mutante berechnet. Die Kalkulation der
Lage des Morgenpeaks der Revertante lag bei ZT 0,92, die Lage des Abendpeaks war bei ZT
11,87 (Abb. 29). Der Wechsel des Lichtprogramms durch zusétzliche Erhellung der Nacht durch
schwaches Mondlicht in Verbindung mit der Ddmmerungssimulation bestitigte wiederum die in
LD und LDR beobachtete Tendenz, dass die Lage der Aktivititspeaks der knock-out Mutante
frither zu verzeichnen war, als die Lage der Peaks der Revertante. Im LMR wurde das
Aktivititsmaximum der knock-out Mutante am Morgen fiir ZT 0,78, am Abend fiir ZT 11,53
errechnet. Der Morgenpeak der Revertante war bei ZT 1,05, der Abendpeak bei ZT 11,66 (Abb.
29). Ein Vergleich der Lage der Aktivitdtspeaks in LDR und LMR der beiden Stimme zeigte auf,
dass durch die Verinderung des Lichtprogramms eine Verbreiterung der Phasenbeziehungen der
Aktivitdtspeaks entstand. Die Analyse der Lage der Morgenpeaks der Fliegenlinien in LDR und
LMR wies auf Unterschiede der Reaktionen der Stimme auf die unterschiedlichen
Lichtprogramme hin. Es konnten signifikante Unterschiede in der Lage der Morgenpeaks der
Stamme in LDR und LMR kalkuliert werden (ANOVA: p= 0,002). Die Lage der Abendpeaks der
beiden Stamme in LDR und LMR war hoch signifikant verschieden (ANOVA: p= 0,000). Die
beiden Stimme reagierten aber &dhnlich auf die Lichtverinderung mit einer Verfrithung der

Abendpeaks.

3.3.2.2. Rotlicht-Shiftexperiment zum Test des Resynchronisationsverhaltens

In diesem Experimentansatz wurde durch Vergleich der transgenen Linien, der Revertante, dem
Wildtyp yw;+,+; der Rhl Mutante yw; +,ninaFE und der Rh7 knock-out Mutante eine mogliche
Rolle von RH7 in der Rotlichtdetektion analysiert. Es wurde getestet, wie lang die Fliegen der

verschiedenen Stimme brauchen, um auf eine 6-Stunden-Verschiebung des RD-Zyklus zu
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resynchronisieren. Zum Testen der Dosisabhingigkeit des Resynchronisationsvermégens wurden
Experimente mit Rotlichtintensititen von 0,0ZpW/cmz, 0,04;,1W/cm2 und 0,08;,1W/cm2 benutzt.
Beim ersten Experiment (mit 0,02uW/cm?) wurden die Fliegen zunichst durch einen LD-Zyklus
synchronisiert, bei allen folgenden Experimenten wurde dirket mit dem RD-Zyklus begonnen.
Yw;+;ninaE-Fliegen konnten nur im LD-Zyklus synchronisiert werden, jedoch in keinem der
RD-Zyklen (Abb. 30). Die anderen Stimme waren zu unterschiedlichen Prozentsitzen in der Lage
zu synchronisieren bzw. resynchronisieren. Im Folgenden sollen die Aktivititprofile der
verschiedenen Stdmme in RD-Zyklen genauer betrachtet werden. Die Aktivititprofile wurden nur
von synchronisierten Tieren berechnet. Yw, + ninaE-Mutanten waren hier ausgenommen, da sie

Freilauf zeigten und nicht synchronisiert wurden.
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Abb. 30: Aktogramm einer yw;+;ninaE-Fliege

Die Fliegen konnten von Tag 1-6 in LD (gelb hinterlegte Bereiche im Aktogramm)
synchronisiert werden. Ab Tag 7-14 waren die Fliegen im Freilauf mit einer Periodenlidnge (1)
von ~ 24h. Es konnte keine Synchronisation der Tiere auf RD-Zyklen festgestellt werden. Die
Fliegen folgten dem RD-Shift nicht und wurden arrhythmisch.

Die Kontrollinien zeigten bei allen Rotlichtintensititen ein bimodales Aktivitdtsmuster mit einem
schwachen Morgenpeak und deutlicherem Abendpeak und dazwischen eine schwach ausgeprigte
Mittagsruhe. Eine geringe Nachtaktivitit war zu sehen, die nicht von der Rotlichtintensitit abhing.
Der schwache Morgenpeak lag innerhalb des Licht-an Peaks, die Abendaktivitit wurde nach
Licht-aus gehemmt (Licht-aus-Effekt) (Abb. 31). Die Revertante (Liniel3) zeigte ein dhnliches
Aktivititsmuster wie die Fliegen des Wildtypstamms yw;+;+, wobei ein etwas verfriihter
Abendpeak bei der Revertante zu verzeichnen war. Ein Unterschied bestand darin, dass die
Fliegen der Revertante im RD der Intensitit 0,02uW/cm?® in der zweiten Nachthilfte eine hohere

Nachtaktivitit als die yw;+;+-Fliegen aufwiesen (Abb. 31). Eine Rotlichtdosis-abhingige
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Verringerung der Phasenbeziehung zwischen Morgen- und Abendpeak wurde in der Rh7 knock-
out Linie festgestellt. Der Morgenpeak war bei einer Rotlichtintensitit von 0,02uW/cm? deutlich
vor dem Licht-an Peak, niherte sich dem Licht-an peak bei 0,04uW/cm” an und verschmolz mit
dem Licht-an Peak bei 0,08uW/cm?®. Ausserdem war in dieser Linie die Mittagsruhe deutlicher
ausgeprigt als in der Revertante bzw. yw;+;+-Linie (Abb. 31). Das Aktivitétsprofil der yw;RhI-
Rh7;+-Fliegen zeichnete sich durch eine hohe Grundaktivitidt der Fliegen aus. Ein sehr friiher,
deutlicher Morgenpeak war in der Nacht zu sehen. Diese Morgenaktivitidt wurde durch den Licht
an-Effekt unterdriickt, ein starker Abfall der Aktivitit, divergierend vom Verhalten der Revertante
bzw. yw, +;+-Linie konnte nachgewiesen werden. Kaum Aktivitit war am ,,Vormittag* (verfriihte
Mittagspause) zu registrieren. Der durch hohe Aktivitit ausgezeichnete Abendpeak wurde durch
den Licht-aus Effekt bei Beginn der Nacht abrupt unterbrochen. Ein hoher Aktivititsspiegel in der
Nacht war unabhingig von der Rotlichtintensitit nachweisbar (Abb. 31).

Das Grundmuster der Durchschnittstage der yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen war kaum

unterschiedlich zum Aktivitdtsmuster der yw;Rh1-Rh7;+-Fliegen (Abb. 31).
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0,02uW/cm? 0,04pW/cm?2 0,08uW/cm?

YW +,+

48 9 136 181 206 271 316 ' 1 46 91 136 181 226 271 316

y

w;Rh1-Rh7;+

Abb. 31: RD-Durchschnittstage der getesteten transgenen Linien,Wildtyp-Stimme und der
knock-out Mutante

Vertikal sind in drei Reihen die Durchschnittstage (mit Angabe der Anzahl der 2getesteten Fliegen)
aus Experimenten mit den Rotlichtintensititen von 0,02uW/cm?, 0,04uW/cm” und 0,08uW/cm®
angeordnet. Die Balken im Aktogramm symbolisieren das Lichtprogramm. Der Wildtyp yw,+,+
und die Revertante zeigen ein bimodales Aktivitdtsmuster mit geringer Nachtaktivitit. Die Rh7
knock-out Mutante hat bei 0,02;1W/cm2 und 0,04;1W/cm2 einen verfrithten Morgenpeak und eine
verfriihte Mittagspause. Die Rh1-Rh7-Uberexpression im Wildtyp- und im ninaE-Hintergrund hat
einen stark verfrithten Morgenpeak und eine verfrithte Mittagspause, sowie eine erhohte
Nachaktivitiit. Die roten Linien im Aktogramm stellen den Standardfehler (SEM) dar.
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Nach dem Synchronisieren der Fliegen in RD fiir 7 Tage wurde der RD-Zyklus durch ein
verspitetes Einschalten des Rotlichtes um 6 Stunden geshiftet. Das Resynchronisationsvermdgen
des Morgen- und Abendpeaks der Fliegen wurde ermittelt. Die Fliegen wurden fiir 15 Tage in der
neuen LD-Phase registriert. Anschliessend wurden die Tiere fiir 9 Tage im DD gehalten, um die
Kalkulation der Freilaufperiode zu ermoglichen. Die durchschnittliche Shiftdauer innerhalb eines
Zeitraums von 15 Tagen wurde durch unabhingiges Schitzen von mindestens drei Mitarbeitern
der Arbeitsgruppe bewertet. Die Experimente mit Rotlichtintensititen von 0,02uW/cm?,
0,04uW/cm® und 0,08uW/cm® wurden zum Testen der Dosisabhingigkeit des
Resynchronisationsvermogens durchgefiihrt.

Repriisentative Aktogramme der verschiedenen Stimme bei 0,08 W/cm?sind in Abb. 32 gezeigt.
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Abb. 32: Einzelaktogramme der getesteten transgenen Linien, Wildtyp-Stimme und der
Rh7 knock-out Mutante im RD Shiftexperiment bei 0,08;1W/cm2 Rotlicht

Die mit roter Farbe hinterlegten Bildbereiche geben das Lichtprogramm wieder: Tag 1-7: RD
0,08uW/cm®, Tag 8: Verspiteter Beginn des RD um 6h, (Shift) Tag 8-23 RD, Tag 23-Ende DD.
Die Wildtypfliegen yw;+;+ resynchronisierten innerhalb weniger Tage nach dem Shift. Der
Stamm yw;+;+ (Revertante) zeigte ebenso wie die Rh7 knock-out Mutante ein stabiles
Resynchronisationsvermogen. Die Linie yw;RhI-Rh7;+ konnte zum Grofteil ihren Rhythmus mit
dem RD nach dem Shift innerhalb von 15 Tagen resynchronisieren. Bei 0,08;1W/cm2
Rotlichtintensitit konnten 33% der yw,;RhiI-Rh7;ninaE-Fliegen zum verschobenen RD innerhalb
15 Tagen resynchronisiert werden. Ein Anteil von etwa 22% der yw;RhiI-Rh7;ninaE-Fliegen
konnte zum RD in der ersten Woche der Aufzeichnung nicht synchronisiert werden.

Die Fliegen des Wildtypstammes yw;+;+ konnten ausnahmslos sowohl die Morgen- als auch die
Abendaktivitit unabhiingig von der Rotlichtintensitit dem geshifteten RD-Zyklus anpassen (100%
Resynchronisation) (Abb. 33). Die durchschnittliche Dauer die zu einer stabilen Anpassung an
den geshifteten RD-Zyklus benotigt wurde, betrug 7,5 Tage fiir Morgen- und Abendpeak bei
0,02uW/cm® Rotlicht. Eine Erhohung der Rotlichtintensitit resultierte in einer dosisabhingigen
Verkiirzung der zur Resynchronisation bendtigten Zeit auf 4,5 Tage (Abb. 34). Das
Lichtprogramm war fiir 7 Tage RD, am Tag 8 wurde der Shift vollzogen. Die folgenden 15 Tage
wurden die Fliegen im RD der neuen Periode gehalten. Abschlieend wurden die Tiere fiir 9 Tage
im DD gehalten, um die Kalkulation der Freilaufperiode zu ermoglichen (Abb. 32). Die in diesem
Abschnitt beschriebene Resynchronisation der yw;+;+-Fliege zu dem veridnderten RD innerhalb

nur weniger Tage ist deutlich erkennbar.
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a 0,02uW/cm?
100 74 73 71 12 0 (% resynchr.)

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

b  0,04uW/cm? ™
100 67 95 73 19 2 (% resynchr.)

100% -

80% -

60% -

40% -

20% A

C  0,08uyW/cm? N
100 81 100 95 33 2 (% resynchr.)

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

|:| Anteil resynchronisierter Fliegen \\‘s
[ Anteil nicht resynchronisierter Fliegen

Abb. 33: Anteil der Fliegen eines Stammes, die in einer Zeit von bis zu 15 Tagen nach dem
Shift ihre Aktivitit mit dem RD resynchronisieren konnten.

Prozentuale Angabe des Resynchronisationsvermogens der Fliegen zu einem um 6h verspiteten
RD-Zyklus bei Rotlichtintensititen von (a) 0,02uW/cm?, (b) 0,04uW/cm” und (c) 0,08 W/cm®.
Das Resynchronisationsvermogen der Rh7 knock-out Mutante war mit dem Wildtyp
vergleichbar.
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Das Resynchronisationsvermogen der Revertante und beim Wildtyp war nicht abhéngig von der
Dosis der Lichtintensitit. So konnten bei der Revertante bei einer Rotlichtintensitit von
0,02uW/cm® 74% der Fliegen resynchronisiert werden, bei einer Beleuchtungsintensitit von
0,04uW/cm? nur 67%. Bei einer Intensitit von 0,08uW/cm” Rotlicht konnten durchschnittlich
81% der Fliegen innerhalb 15 Tagen ihr Aktivititsprofil dem RD nach dem Shift stabil
angleichen. Eine helligkeitsabhiingige Verkiirzung der Dauer der zu Resynchronisation benétigten
Zeit konnte registriert werden. Bei einer Rotlichtintensitit von 0,02uW/cm?® wurden fiir eine
stabile Anpassung der Phasen an den RD fiir Morgen-und Abendpeak 12 Tage bendtigt. Bei der
Erhohung der Rotlichtdosis senkte sich die benétigte Zeit auf 7,5 Tage im Morgenpeak und 8
Tage im Abendpeak (Abb. 32 und 34). Die Freilaufperiode (1) in DD lag bei 24,08h.
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Abb. 34: Benitigte Zeit, die zur stabilen Resynchronisation auf den geshifteten RD in
einem Zeitraum von 15 Tagen beno6tigt war.

1. Durchschnittliche Anzahl der Tage, die zur Resynchronisation des Morgen- und Abendpeaks
bei Rotlichtintensititen von (a) 0,0ZpW/cmz, (b) 0,04;1W/cm2 und (c) 0,08;1W/cm2 benotigt
waren. Darstellung der Daten im Vergleich der Einzelexperimente Die Gesamtzahl (n) der
gewerteten Fliegen ist iiber den Histogrammen dargestellt.

2. Darstellung der Daten getrennt nach Genotyp in Abhingigkeit zur Rotlichtintensitit. Die Zahl
(n) der gewerteten Fliegen ist iiber den Sdulen der Histogramme dargestellt.
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Das Resynchronisationsvermégen der Rh7 knock-out Mutante bei einer Rotlichtintensitit von
0,02uW/cm? war mit 73% ihnlich dem Resynchronisationsvermogen der Revertante von 74%. Im
Unterschied zur Revertante resultiert die Erhohung der Rotlichtintensitéit auf 0,04;1W/cm2 in einer
Resynchronisationsrate von 95%. Bei einer Intensitit von 0,08uW/cm?® Rotlicht konnten alle
Fliegen der Revertante wie der Wildtyp innerhalb 15 Tagen ihr Aktivititsprofil dem RD nach dem
Shift stabil angleichen (Abb. 33). Auch in der knock-out Mutante war die im Wildtyp und der
Revertante erkennbare Tendenz der Verkiirzung der zum Resynchronisieren benétigten Zeitdauer
durch Erhohen der Rotlichtintensitit erkennbar. Bei O,OZuW/cm2 wurden mehr als 10 Tage (10,5),
bei einer Intensitit von 0,08uW/cm” Rotlicht nur 5 Tage im Morgenpeak und 5,5 Tage im
Abendpeak benétigt (Abb. 34). Die Rh7 knock-out Mutante resynchronisierte schneller als die
Revertante zum RD nach dem Shift und benétigte eine geringe, mit dem Wildtyp yw;+;+
vergleichbare Zeit. Das fiir Rh7 knock-out Fliegen charakteristische Einzelaktogramm spiegelte
dieses Verhaltensmuster wieder (Abb. 32). Die durchschnittliche Periodenlénge (1) im Freilauf im
DD betrug 24,23 h.

Die Uberexpression des RH7-Proteins in der Linie yw;RhI-Rh7;+ bewirkte keine gravierenden
Unterschiede in der Dauer des Resynchronisationsverhaltens im Vergleich mit der knock-out
Mutante bzw. auch der Revertante. Ahnlich dieser Genotypen konnten 71% der yw;RhI-Rh7;+
Fliegen bei einer Intensitit von 0,02uW/cm” Rotlicht innerhalb von 15 Tagen ihr Aktivititsprofil
dem RD nach dem Shift anpassen. Eine Erhohung der Lichtintensitit resultierte in einer Erhohung
des Prozentsatzes synchronisierter Fliegen, bei einer Rotlichtintensitit von 0,08uW/cm® waren
bereits 95% der Fliegen resynchronisiert (Abb. 33). Zeitlich war das Resynchronisationsvermogen
mit der Revertante vergleichbar, 12 Tage (Morgenpeak) und 11,5 Tage (Abendpeak) wurden bei
einer Intensitit von 0,02uW/cm® benétigt. Die Erhohung auf 0,04uW/cm® in einem
Folgeexperiment resultierte in einer Verkiirzung der Resynchronisationsdauer auf 7 Tage
(Morgenpeak) bzw. 6,5 Tage im Abendpeak. Bei einer Intensitit von 0,08uW/cm?® Rotlicht
wurden ebenso 7 Tage im Morgenpeak und 6,5 Tage im Abendpeak benotigt (Abb. 34). In dem
fir die Linie yw;RhI-Rh7;+ charakteristischen Einzelaktogramm zeigt sich, dass die
Verschiebung des Abendpeaks durch Aktivitit, resultierend aus positiven Maskingeffekten durch
das Rotlicht des geshifteten RD ab Tag 8, verdeckt wurde (Abb 32). Die Auswertung der
Shiftdauer wurde dadurch erschwert. Maskingeffekte traten im Morgenpeak nicht auf (Abb. 32).
Die Periode im Freilauf im DD war kiirzer als 24h und lag bei T = 23,88h.

Die Fliegen des Stammes yw;RhI-Rh7;+ konnten mit dem Anfangs verabreichten RD zu 100%
synchronisiert werden. Im Unterschied dazu konnten Fliegen der Linie yw;RhI-Rh7;ninaE
durchschnittlich nur zu 78% im RD synchronisiert werden, ein Anteil von 22% der Fliegen war

nicht rhythmisch im RD ( Abb. 32).
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Das Resynchronisationsvermdgen der Linie yw;RhI-Rh7;ninaE war bedeutend schwicher
ausgepridgt als in den bisher beschriebenen Linien. Das Resynchronisationsvermégen dieser
Fliegen bei einer Rotlichtintensitit von 0,02uW/cm?® lag bei nur 12%, 19% der Fliegen konnten
innerhalb 15 Tagen ihr Aktivititsprofil dem RD nach dem Shift bei einer Rotlichtintensitiit von
0,04uW/cm? angleichen. Nur ein Drittel der Fliegen (33%) resynchronisierte bei 0,08uW/cm?
Rotlicht (Abb. 33). Es war bei einer Rotlichtintensitit von 0,02;1W/cm2 ein Zeitraum von 15
Tagen zur Resynchronisation des Morgenpeaks und ein Zeitraum von 14 Tage zur
Resynchronisation des Abendpeaks notig. Im Experiment mit einer Rotlichtintensitit von
0,04uW/cm® war die Resynchronisation etwas fither vollzogen, der Morgenpeak war nach
durchschnittlich 9 Tagen und der Abendpeak nach 10 Tagen resynchronisiert. Durch eine
Erhohung der Rotlichintensitit auf 0,08uW/cm?” war dieser Prozef nach 8 (Morgenpeak) bzw. 9
Tagen (Abendpeak) abgeschlossen. (Abb. 34). Da nur ein Teil der Tiere zur Resynchronisation
befihigt war, wurden zwei Aktogramme der Linie yw;RhiI-Rh7;ninaE abgebildet. Das erste
Aktogramm war charakteristisch fiir eine Fliege, die in einem Zeitraum von 15 Tagen bei einer
Intensitit von 0,08uW/cm? Rotlicht ihr Aktivititsprofil resynchronisieren konnte (Abb. 32). Die
Mehrzahl der sehr aktiven Tiere war unfihig zu resynchronisieren. Wie im Aktogram 2 (Abb. 32)
reprasentiert, war die Synchronisation zum RD fiir einen GrofBteil der Tiere nicht moglich, der
Freilauf der endogenen Periode wurde erkennbar (Abb. 32). Die Aktivitit in der Dunkelheit und
die Repression der Aktivitit im Rotlicht wurde— wie im Aktogram 2 ersichtlich war— durch den
Effekt des paradoxen Maskings hervorgerufen (Mrosovsky et al., 1999) (Abb. 32). Etwa 15-20%
der Tiere verstarben nach 2-3 Wochen des Experimentverlaufs. Die Freilaufperiode (t) der Linie
yw;RhI-Rh7;ninaE in DD war ldnger als die Freilaufperiode des Stammes yw;RhI-Rh7;+
(23,88h) und betrug 24,39h.

Die Rh1-Mutante yw;+;ninaE war bis auf wenige Individuen im RD nicht synchronisierbar. Bei
einer Rotlichtintensitit von 0,04uW/cm? und bei einer Intensitit von 0,08 W/cm?® konnte je eine
Fliege in einem Zeitraum von 8-10 Tage ihre Aktivititsprofil nach dem Shift resynchronisieren.
Eine nur sehr geringes Aktivitdtsniveau erschwerte die Bewertung. Eine nidhere Charakterisierung

des Genotyps ist am Anfang dieses Abschnittes zu finden (Abb. 30).

Des Weiteren wurden die durchschnittlichen Aktivititsmengen der Fliegenstimme fiir die
Lichtphase, fiir die Aktivitit in der Dunkelheit und das Gesamtaktivititsniveau berechnet. Ein fiir
den Wildtyp typischer, deutlich hoherer Aktivititspiegel in der Lichtphase im Vergleich zur
Dunkelheit war in allen Experimentansidtzen, unabhingig von der Intensitit des Rotlichts
erkennbar (Abb. 35). Die Aktivierung durch das Licht und die Hemmung der Aktivitit in der
Dunkelheit war in einem, dem Wildtyp @hnlichen Aktivititsspiegel in der Revertante und der

knock-out Mutante nachvollziehbar. Auch in diesen Staimmen resultierten die Unterschiede in der
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Rotlichtintensitiit der Einzelexperimente in keiner deutlichen Verinderung des Aktivititspiegels
(Abb. 35). Die Integration des Rh1-Rh7-,,Uberexpressionskonstrukts“ in den Wildtyphintergrund
yw;+;+ bzw. in den ninaE-Hintergrund resultierte in einer erheblichen Verdnderung des
Aktivitdatsmusters. Die Fliegen beider Stimme wurden vermehrt in der Dunkelheit aktiv, es konnte
ein nahezu gleich hoher Aktivitétsspiegel in der Nacht wie am Tag festgestellt werden. (Abb. 35).
Diese Tendenz bestitigte sich in allen durchgefiihrten Experimenten bei Rotlichtintensititen von
0,02uW/cm?, 0,04uW/cm? und 0,08uW/cm?® In den beiden Stimmen yw;RhI-Rh7;ninaE und
yw;RhI-Rh7;+ konnte ein gravierend erhohter Aktivititsspiegel im Vergleich zum
Aktivitdtsniveau des Wildtypstammes, der Revertante und der knock-out Mutante in der
Tagesaktivitit und Nachtaktivitit festgestellt werden. Bei einer Rotlichtintensitit von
0,08uW/cm? war die Tagesaktivitit der Uberexpressionslinie mit der Aktiviit des Wildtyps, der
Revertante und der knock-out Mutante vergleichbar (Abb. 35). Der gravierendste Unterschied in
der Gesamtaktivititsmenge war zwischen den Linien yw;RhI-Rh7;ninaE und der Linie
yw; +;ninaE zu verzeichnen. Die Insertion des Rh1-Rh7-Konstrukts in die ninaE-Fliegen bewirkte
eine deutliche Erhohung des Aktivitdtsniveaus der sehr wenig aktiven yw; +,;ninaE-Fliegen (Abb.
35).
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Abb. 35: Vergleich der Aktivititsmengen der Fliegen in RD-Zyklen
Rot: Aktivitdt im Rotlicht; Schwarz: Aktivitit in der Dunkelheit; Grau: Gesamtaktivitit.
RD-Zyklus bei Rotlichtintensititen von (a) 0,02uW/cm?, (b) 0,04uW/cm”und (c) 0,08u W/em® .
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3.3.2.3. Dauerrotlichtexperiment zur Charakterisierung der Rolle von RH7 als

Rotlichtrezeptor

Die Fliegen wurden in einem RL-Zyklus (12:12) mit 203,4;1W/cm2 Rotlicht und einer
Weisslichtintensitdt von 29,28uW/cm?, synchronisiert. Im weiteren Verlauf des Experiments
wurde das Verhalten der Tiere in Dauerrotlicht (RR) mit einer Intensitit von 203,4uW/cm?
aufgezeichnet. Das Verhalten der Wildtyp-Fliegen yw;+;+, der Rh7 knock-out Mutante, der
Linien yw;RhI-Rh7;+, yw;RhI-Rh7;ninaE und des Stammes yw;+;ninaE im RR wurde
verglichen.

Es zeigte sich, dass die Fliegen eines Stammes meist nicht einheitlich auf den Wechsel des
Lichtprogramms reagierten, wodurch eine eindeutige Zuordnung von Verhaltensmustern bei der
Analyse der Verhaltensdaten erschwert wurde. Es konnten jedoch diverse, fiir alle getesteten
Stimme charakteristische Aktivititsgrundmuster erkannt werden. Eine Ubersicht iiber die

Einteilung der Verhaltensmuster wurde in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tab. 10: Einteilung erkennbarer Verhaltensgrundmuster im RR-Experiment

Erste Reihe: Angabe der Gesamtzahl getesteter Fliegen.

Vergleich der Aktivitétsprofile der getesteten Stimme im RR mit Angabe der Anzahl und Anteil
der Fliegen eines Stammes, deren Verhalten charakteristisch fiir das in der linken Séule der
Tabelle beschriebene Verhaltensmuster ist. Die Periodenldngen (t) sind die Mittelwerte der
berechneten Periodenléngen eines Genotyps.

Fliegen-
stamm YW+ Rh7 knock- yw;RhI-Rh7;+ yw;Rh1- yw;+sninaE
out Rh7;ninaE
Verhaltens-
Muster in RR
Gesamtzahl der Tiere 20 37 18 28 5
Freilauf; T ~24h 1 (5%) 10 (28%) 0 12 (42%) 0
Splitting; 0 0 9 (50%) 2 (8%) 0
Freilauf in Tag 1-4; T (Tag 14 26.3 T (Tag 14 255
. 24,5 24,3
1 Komponente: t > 24h T (ab Tag 5): ’ T (ab Tag 5%
Splitting; 5 (25%) 9 (26%) 3 (16%) 6 (22%) 0
Freilauf in Tag 1-4;
ab Tag 5:
1 Komponente: 1t ~24h
Splitting; 3(15%) 6 (15%) 0 0 0
Freilauf in Tag 1-4; Tiab Tag 5): Tlab Tag 5
ab Tag 5:
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1 Komponente: T <24h 23,6 23,5
Interne Desynchronisation 9 (45%) 5 (14%) 6 (33%) 5 (19%) 0
Arrhythmie 2 (10%) 7 (17%) 0 3 (9%) 5 (100%)

Durch das Dauerrotlicht wurde bei dem Grofiteil (40%) der Wildtypfliegen yw;+;+ eine Interne
Desynchronisation festgestellt (Tab. 10 und Abb. 36). Dies bedeutete, dass nach Transfer der
Fliegen in Dauerrotlicht das Aktivitétsprofil durch den Freilauf einer kurzperiodischen und einer
langperiodischen Komponente, gekennzeichnet durch das Kreuzen von Aktivititskomponenten
nachweisbar war (Abb. 36). Bei einem Anteil von 40% der Fliegen konnte auch ,,Splitting*
beobachtet werden, charakterisiert durch nur voriibergehenden Freilauf einer lang- und einer
kurzperiodischen Komponente. Beide Aktivititskomponenten verschmelzen beim Uberkreuzen
wieder zu einer Hauptkomponente (meist ab Tag 5). Die Peiodenlidnge des Aktivititsbands der
Gesamtkomponente lag bei 23,6 bzw. etwa 24h (Tab. 10 und Abb. 36). Nur eine Fliege war im
Freilauf und 2 Fliegen waren arrhythmisch (Tab. 10).

Bei der Rh7 knock-out Mutante war bei 27% der Fliegen im Freilauf eine Periodenlidnge von etwa
24h zu erkennen (Tab. 10 und Abb. 36). Ein Anteil von knapp 40% zeigte Splitting, dhnlich wie
die Wildtypfliegen mit einer Periodenldnge der Einzelkomponente von 23,6 bzw. etwa 24h. Im
Unterschied zu den Wildtypfliegen wurde aber in nur 14% der knock-out Fliegen eine Interne
Desynchronisation beobachtet (Tab. 10). Die Anwendung des Chi?-Tests deutete auf signifikante
Unterschiede zwischen der knock-out Mutante und den yw; +;+-Fliegen hin (p= 0,027; d(f)= 3).
Bei der Hilfte der Fliegen des Stammes yw;RhI-Rh7;+ konnte Splitting beobachtet werden,
jedoch mit der Besonderheit, dass die Periodenlinge der deutlich langperiodischen Komponente
im Freilauf (T (rag 14y 26,3) mit sehr hoher Aktivitit gekennzeichnet war (Abb. 36). Durch das
Verschmelzen mit der zweiten, schwach ausgeprigten, kurzperiodischen Komponente, ab etwa
Tag 5 in RR, wurde eine Periodenlinge der Einzelkomponente von knapp iiber 24h berechnet (t
(ab Tag 5): 24,5) (Abb. 36). Nur 8% der Fliegen des Stammes yw,;RhI-Rh7;ninaE zeigten auch diese
Verhaltensmuster. Interne Desynchronisation konnte in 33% der yw;RhI-Rh7;+-Fliegen
beobachtet werden und in 19% der Fliegen des yw,;RhI-Rh7;ninaE-Stammes (Tab. 10). Ein Anteil
von 16% yw;RhiI-Rh7;+-Fliegen zeigte Splitting, Zhnlich wie 22% der yw;RhI-Rh7;ninak-
Fliegen mit einer Periodenlinge der Einzelkomponente von etwa 24h (Tab. 10 und Abb. 36). Ein
erheblicher Unterschied im Verhalten der beiden Stimme bestand in der Tatsache, dass der grof3te
Anteil der yw,;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen (43%) auf den Wechsel des Lichtprogramms auf RR mit
Freilauf bei einer Periodenlinge von etwa 24h reagierte, dies jedoch in keiner yw;RhI-Rh7;+-
Fliege nachgewiesen werden konnte (Tab. 10). Ein weiterer Unterschied bestand darin, dass

Splitting in 66% der getesteten yw;Rh1-Rh7;+-Fliegen, aber nur in 30% der yw,;Rh1-Rh7;ninakE-

103




Ergebnisse

Fliegen auftrat. Die Anwendung des Chi?-Tests belegte, dass signifikante Unterschiede zwischen
den Stimmen yw;RhI-Rh7;+ und yw,;Rh1-Rh7;ninaFE bestehen (p= 0,002; d(f)= 3).

Das Ergebnis des Chi?-Tests zum Vergleich der bisher genannten Stimme deutete auf signifikante
Unterschiede aller Stamme untereinander hin (p= 0,002; d(f)= 9). Es sollte jedoch darauf
hingewiesen werden, dass dieser Test unter Vorbehalt durchgefiihrt wurde, da einerseits die
Anzahl der Fliegen, die getestet wurden relativ gering war, und andererseits auch mit
Einzelwerten, die mit der Zahl 0 belegt waren, kalkuliert wurde.

Zur Kontrolle wurden auch Fliegen des Stammes yw;+,;ninaE getestet. Aufgrund sehr geringer
Lokomotoraktivitdt und hoher Mortalitidt konnten nur Verhaltensdaten von 5 Tieren aufgezeichnet

werden. Diese Tiere waren arrhythmisch (Tab. 10).
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Abb. 36: Beispielaktogramme (Doppelplot), die die Verhaltensgrundmuster der getesteten
Stimme im RR-Experiment wiederspiegeln

(a) Fliegen der Stimme yw; +;+, Rh7 knock-out und yw;Rh1-Rh7;ninaFE, die im RR mit Freilauf
von etwa 1 ~24h reagieren. (b) Splitting in RR bei den Stimmen yw;RhI-Rh7;+ und yw;Rhi-
Rh7;ninaE, nach Vereinigung der Aktivitditskomponenten wurde Freilauf mit t >24h festgestellt.
(c) Splitting mit einer Periode von Tt ~ 24h wurde in allen getesteten Stimmen vorgefunden. (d)
Splitting mit einer Periode von t < 24h im Wildtyp und in der knock-out Mutante. (e) Interne
Desynchronisation konnte in allen getesteten Stimmen nachgeweisen werden. (f) Freilauf mit
langer Periodenlinge konnte nur in yw;Rh1-Rh7;ninaE-Fliegen beobachtet werden.
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4. Diskussion

Die Etablierung von transgenen Stimmen, die unter Kontrolle des Rh1-Promotors das rh7-Gen
exprimieren, hat entscheidend zur funktionellen Analyse des bisher unbekannten Proteins RH7 in
D. melanogaster beigetragen. Histologische Nachweise bezeugen, dass RH7 in R1-6 im Rhl
knock-out  Hintergrund  (yw;RhiI-Rh7;ninaE-Fliegen) fdhig ist, eine  wildtypische
Rhabdomerstabilitit zu generieren und damit eine Photorezeptordegeneration zu verhindern.
Dariiberhinaus attestieren die  Ableitungen von ERG’s die Funktionalitit von RH7 als
Photorezeptor. Des Weiteren konnte eine Rh7 knock-out Mutante hergestellt werden, die im
Vergleich zum Wildtyp in verschiedenen Experimentansitzen signifikant unterschiedliche

Verhaltensmuster aufweist.

4.1. RHY ist ein Photorezeptor in D. melanogaster

4.1.1 ERG-Studien bezeugen die Funktionalitit von RH7 als Photopigment

Schon in fritheren Experimenten wurde der ninaE-Promotor verwendet, um erfolgreich die
ektopische Expression von transgenen Opsin-Konstrukten in R1-6 zu gewihrleisten. Die
Integration der Transgene in den ninaE'’-Hintergrund gewihrleistete, dass das Transgen das
einzige Rhodopsin in R1-6 war (O’ Tousa et al., 1985; Zuker et al., 1985, 1988; Feiler et al., 1988,
1992). Diese etablierte Methodik ermdglichte die spektrale und photochemische Analyse der
Rhodopsine 3 und 4 (Feiler et al., 1992), und diente des Weiteren der Isolation und
Charakterisierung weiterer, nur schwach exprimierter Rhodopsine, RhS (Chou et al., 1996) und
Rh 5 und 6 (Salcedo et al., 1999). Im ERG konnte bei der Ableitung des Laminapotentials, das
von R1-6 hervorgerufen wird, ein wildtypisches ON- und OFF-Signal registriert werden, welches
die Funktionalitdt der Photorezeptoren RhS und Rh6 bewies (Chou et al., 1996, Salcedo et al.,
1999). Es sei darauf hingewiesen, das nachweislich das ON-Signal nur durch Ableitung aus der
Lamina und daher von R1-6 erzeugt wird, und ein Signal aus R7/8 nicht in das Laminapotential
mit einfliesst (Heisenberg, 1971). Die Rh1 Mutante (ninaE") zeigte kein ON- und OFF-Signal
(Chou et al., 1996; Bentrop et al., 1997; Kumar et al., 1997; Salcedo et al., 1999). Dieses Ergebnis
wird durch Messergebnisse von Pia Gartmeier (Diplomandin, am Lehrstuhl) bestétigt (siehe Abb.
27). Die erste Ableitung des ERG’s der wildtypischen Fliegen beweist die Funktionalitit des
Photorezeptors Rh1l in R1-6 im yw;+;+-Stamm. Ein ON- und OFF-Signal ist deutlich zu sehen
(siehe Abb. 27). Die Messergebnisse der ERG’s des transgenen Stammes yw;Rhl-Rh7;ninaE
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zeigen, dass das Protein RH7 ein funktioneller Photorezeptor von D. melanogaster ist. In der
ersten Ableitung der ERG’s dieser Fliegen ist ein deutliches ON- und OFF-Signal nachweisbar,
obgleich die Amplitude der Signale nicht die Hohe des Signal des Wildtyps erreicht (siche Abb.
27). So konnte durch eine erneute Anwendung der Methodik der Isolation und Expression eines
einzigen Proteins in R1-6 im ninaE'’-Hintergrund wie bei der Analyse der Rhodopsine Rh5 und
Rh6 die Funktionalitit eines Photorezeptors bewiesen werden (Chou et al., 1996, Salcedo et al.,

1999).

4.1.2. RH7 in R1-6 rettet den Phinotyp der Augen in yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen

Ein weiterer Hinweis, der RH7 die Rolle eines funktionellen Rhodopsines attestiert, ist die
Charakterisierung des histologischen Zustands der Rhabdomere in der Retina im Komplexauge
der Taufliegen. Tangentialschnitte von Semidiinnschnitt-Priparaten der Retina von 25-28 Tagen
alten Wildtyp-Fliegen lassen eine normale Entwicklung der peripheren Photorezeptoren R1-6
sowie der zentralen Photorezeptoren (R7/8) unter Ausbildung stabiler Rhabdomere erkennen
(siche Abb. 24). Tangentialschnitte der Retina der yw,;RhI-Rh7;+-Fliegen deuten auch auf eine
normale Entwicklung der Rhabdomere hin (sieche Abb. 24). Bei genauer Betrachtung der
Photorezeptorfliche des Stammes yw;+;ninaE ist der Verlust der Rhabdomere in R1-6
nachweisbar, im Querschnitt eines Ommatidiums sind nur die Rhabdomere von R7 oder R8
vorhanden (siehe Abb. 24). Ein signifikant hoherer Grad des Verlustes der Photorezeptorfliche
durch Vakuolisierung ist im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten (sieche Abb. 25). Die
offensichtliche Rezeptordegeneration im Phénotyp des Stammes yw; +;ninaE wird vielfach durch
Ergebnisse anderer Studien bestitigt (O’ Tousa et al. 1989; Leonard et al., 1992; Kumar und
Ready, 1995; Acharya et al., 2004; Ahmad et al., 2007; Wang und Montell, 2007).
Tangentialschnitte der Retina von yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen zeigen eine wildtypische
Entwicklung der Rhabdomere von R7 und 8 aber auch R1-6 auf (sieche Abb. 24). Die Rettung des
wildtypischen Phénotyps kann durch Expression von RH7 in R1-6 bewerkstelligt werden. Studien
mit bovinen Rhodopsinen, die ektopisch unter Kontrolle des Rhl Promotors in Drosophila
exprimiert wurden, zeigten nach dem Schliipfen wildtypische Rhabdomere, diese degenerierten
aber nach 7-14 Tagen (Ahmad et al., 2007). Es wird postuliert, dass fiir die Aufrechterhaltung der
Rhabdomerstabilitidt iiber diese Zeitspanne hinaus der cytoplasmatische Teil aus dem C-
terminalen Bereich von funktionellen Drosophila-Rhodopsinen (untersucht an Rh1) benétigt wird
(Ahmad et al., 2007). Auch RH7 weist den fiir Drosophila-Rhodopsine typischen C-terminalen
Bereich auf (flybase). Die in dieser Arbeit untersuchten Taufliegen waren mindestens 25 Tage alt,
und die Rhabdomere der yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen sind zu diesem Zeitpunkt nach wie vor

histologisch wildtypisch ,,gesund* (sieche Abb. 24). Dies deutet wiederum darauf hin, dass RH7
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ein funktionelles Rhodopsin der Taufliege sein konnte. Auch Studien an transgenen Stimmen, die
die funktionellen Rhodopsine Rh5 bzw. Rh6 ektopisch in R1-6 exprimieren, bestitigen, dass die
Stabilitdt der Rhabdomere auch nach einem lidngeren Zeitraum gewihrleistet wird (Chou et al.,
1996, Salcedo et al., 1999).

Diese histologischen Untersuchungen bestétigen, dass das RH7-Protein anstelle von Rh1 in R1-6

eine mit dem Wildtyp vergleichbare Stabilitidt der Rhabdomere gewihrleistet.

4.1.3. Verhaltensexperimente bestétigen die Funktionalitit von RH7 als Photorezeptor

In dieser Arbeit sind mehrere Verhaltensexperimente durchgefiihrt worden, die die Rolle von RH7
als funktioneller Photorezeptor in D. melanogaster bestitigen. In den Experimenten ist eine
mogliche Rolle von RH7 als Rotlichtrezeptor bzw. als Schwachlichtrezeptor untersucht worden.
Durch Vergleich des Verhaltens einer wildtypischen Fliege mit einer Rh7 knock-out Fliege
konnten signifikante Unterschiede in der Rezeption und damit dem Verhalten bei niedrigen
Lichtverhiltnissen, der hier genannten Schwachlichtrezeption verzeichnet werden. Des Weiteren
zeigte sich, dass auch in der Rotlichtrezeption deutliche Unterschiede im Verhalten der transgenen
Stamme mit der Rh7 knock-out Mutante und dem Wildtypen auftraten. Die Verhaltensdaten
werden im Speziellen im Kapitel 4.3. dieser Arbeit diskutiert.

Zusammenfassend kann bestétigt werden, dass RH7 ein funktioneller Photorezeptor der Taufliege
D. melanogaster ist. Die ERG-Studien beweisen die Lichtempfindlichkeit des Proteins.
Dariiberhinaus wird durch Expression des RH7-Proteins in R1-6 anstelle von Rhl die
Photorezeptordegeneration im ninaE-Hintergund verhindert, eine wildtypische Ausbildung der
Rhabdomere kann beobachtet werden. Die Funktionalitit des Photopigments RH7 kann

dariiberhinaus auch anhand von Verhaltensdaten bestétigt werden.

4.2. Analyse des Expressionsmusters von RH7

4.2.1. Hinweise auf ein geringes Expressionsniveau von RH7 im Wildtyp

Der sog. ,,Flyatlas: Drosophila adult expression atlas* ist eine Datenbank, die basierend auf der
Analyse von Microarraystudien (Affymetrix Dros2 expression arrays) an CantonS Wildtyp-
Fliegen die gewebespezifische Transkriptionsrate nahezu aller Drosophila-Gene verdffentlicht. In
nur etwa % der Microarrays wird ein RH7 Signal knapp iiber der Detektionsgrenze nachgewiesen.
Diese Daten unterstiitzen Ergebnisse von Microarray-Analysen von Ch. Griinewald und J. A.
Botella (personliche Mitteilung), in denen Rhodopsin 7 kaum detektiert wurde und stets als

»absent* gewertet wurde. Im Vergleich dazu wurde in jedem Microarray fiir Rh1 ein 200-300fach
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stirkeres Signal nachgewiesen und als ,,present* eingestuft. Das Expressionsniveau von RH7 kann
daher als duflerst gering eingestuft werden, da vergleichsweise auch das nur in der R8 exprimierte
rh6-Gen eine 30-40fach hohere Transkriptionsrate als RH7 aufweist.

Die Western Blot Analyse zur Detektion des RH7-Proteins in Kopfen der Wildtypfliegen yw; +; +,
des Stammes yw; +;ninaE und des Uberexpressionsstammes yw,;RhI-Rh7;+ lassen nur eine Bande
beim Stamm yw;RhI-Rh7;+ erkennen (siehe Abb.17). Die Proteinmenge bei den Stimmen
yw;+,+, und yw; +;ninaE scheint unterhalb der Detektionsgrenze zu liegen. Diese Erkenntnis ist
vergleichbar mit Ergebnissen von Chou (1996). Der Autor beschreibt die Expression des
Photorezeptors RhS in R1-6. Das Protein konnte nur in dem Stamm, der Rh5 in R1-6 exprimiert
durch Western Blot Analyse nachgewiesen werden, eine Detektion des urspriinglich nur in R8
exprimierten RhS Proteins in Wildtypfliegen schlug fehl (Chou et al., 1996).

Wie bereits erwihnt konnte das in dieser Arbeit gezeigte Western Blot Ergebnis nicht repliziert
werden. Die Fignung des verwendeten Antikorpers (Rh7:E) erscheint fraglich. Wihrend dieser
Arbeit wurde die Herstellung eines neuen Anti-Rh7-Antikorpers in Auftrag gegeben. Es zeigte
sich jedoch, dass dieser nicht geeignet war, da in affinititsgereinigten IgG-Seren kein spezifisches
Signal detektiert werden konnte.

Das als sehr gering einstufbare Expressionsniveau von RH7 erschwert die funktionelle Analyse
des photosensorischen Pigments erheblich. Eine ,,Maskierung* der Funktion von RH7 durch die
Rhodopsine R1-6, die im Vergleich zu RH7 warscheinlich deutlich iiberrepriasentiert sind,

erscheint plausibel.

4.2.2. Untersuchung der Lokalisation der RH7-Expression

In einem ersten Ansatz wurde das Expressionsmuster von GFP, das unter Kontrolle des Rh7-
Promotors exprimiert wurde, untersucht. Neun Linien mit unterschiedlichen Insertionsorten
wurden getestet. Es zeigte sich, dass hohe Unterschiede im Expressionsmuster innerhalb eines
Genotyps auftreten und auch im Vergleich der Linien keine konsistente Markierung festgestellt
werden kann (siehe Tab. 9 und Abb. 20). RH7 gilt als Kandidat fiir einen unbekannten
Photorezeptor in den Dorsalen Uhrneuronen (Veleri et al., 2003) Die Expression von RH7 in den
DN erscheint nach den bisherigen Ergebnissen unwarscheinlich, da eine Koexpression von GFP
mit dem Signal der PER-Antikorperfirbung in den DN nicht gefunden wurde (Abb. 20).

Die Uberpriifung des Expressionsmusters von RH7 an wholemount-Gehirnpriparaten durch den
Rh7:E Antikorper deutet aufgrund konsistenter Antikorperfarbung auf eine Expression von Rh7 in
den Ocellen hin (siehe Abb. 21). Auch der Rh7:E-Antikorper firbte nur ausnahmsweise Zellen im
dorsalen Protocerebrum (Abb. 21). Antikdrperfarbungen von Gefrierschnitten an Wildtyp-Fliegen
verweisen auf die Expression von RH7 in den Rhabdomeren der Ommatidien in der Retina (siehe
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Abb. 21). Es handelt sich um eine spezifische Fiarbung des Rh7:E Antikorpers. Das Signal in den
Kristallkegel ist ein unspezifisches Signal, da Kontrollfdrbungen ohne priméren Antikdper zeigen,
dass der sekundire fluoreszente Antikorper in diesen Strukturen unspezifisch angereichert wird
(siehe Abb. 21).

Das Antikorpersignal in den Komplexaugen und Ocellen wiirde auf eine Koexpression von RH7
mit den bekannten Rhodopsinen Rh1-6 schliessen lassen. Das wiirde bedeuten, dass unter der
Annahme, dass RH7 ein funktioneller Photorezeptor ist, in D. melanogaster zwei aktive
Photorezeptoren in einer Rezeptorzelle existieren wiirden. Wie konnte die Zelle differenzieren,
durch welchen Photorezeptor die Aktivierung der visuellen Transduktionskaskade vermittelt
wird? In der Studie von Fein und Szuts (1982) wird postuliert, dass im Tierreich die Expression
eines Photopigments in einer Zelle die Expression eines weiteren Pigments ausschliesst. Diese
Anschauung galt lange als sinnesphysiologisches Dogma. Doch scheint es fiir die Insekten
Ausnahmen zu geben: Vielerlei Arbeiten weisen auf die Expression multipler visueller Pigmente
in einer Rezeptorzelle hin (Sakamoto et al., 1996; Kitamoto et al., 1998). Hinweise auf die
Funktionalitdt der Pigmente, z.B. die Fiahigkeit der Aktivierung der Phototransduktionskaskade
gab es jedoch lange keine. Dies wurde erstmalig im Jahre 2003 explizit an japanischen
Schwalbenschwinzen (Papilio xuthus) untersucht (Arikawa et al., 2003). Die proximalen
Rezeptorzellen R5-8 beinhalten die Opsine PxL.2 und PxL3, deren Absorptionsmaxima bei 515
und 575nm liegen und zusammen fiir eine abnormale spektrale ,,Breitband-Sensitivitit sorgen
(Arikawa et al.,, 2003). Die Aktivierung der identischen Signalkaskade durch die beiden
unterschiedlichen Pigmente wird angenommen. Der biologische Sinn verbleibt spekulativ, eine
generelle Unterstiitzung in der Lichtwahrnehmung wird diskutiert (Arikawa et al., 2003). Rein
hypothetisch konnte in Drosophila die Koexpression von funktionellem RH1 und RH7 existieren,
es erscheint allerdings kaum glaubwiirdig, da kein Hinweis auf eine abnormale spektrale
,,Breitband-Sensitivitit* der Rezeptorzellen existiert (Salcedo et al., 1999).

Unter der Annahme, dass der Antikorper tatsdchlich RH7 in R1-6 detektiert und daher die
Koexpression von Rh1l und RH7 moéglich erschiene, stellt sich die Frage, warum RH7 als
funktionelles Pigment die Degeneration von Rhabdomeren im Stamm yw;+;ninaE nicht
verhindert, da auch schon eine geringe Dosis (wie sie z.B. in stark hypomorphen Stimmen mit
<1% vom Wildtyp-Rh1-Gehalt) funktionellem Rhodopsins ausreicht, um die Generierung
ultrastrukturell intakter Rhabdomere zu ermoglichen (Leonard et al., 1992).

Die Signalstirke der Antikorperfirbung in Kryostatschnitten von yw;+;+-Fliegen und der
transgenen Fliegen mit der Uberexpression (yw;RhI-Rh7;+ und yw;RhI1-Rh7;ninaE), gemessen in
R1-6 war etwa um den Faktor 2-3 hoher (siehe Abb. 23). Nimmt man an, dass RH7 im Wildtyp
eine duBerst geringe Transkriptionsrate aufweist (siehe Kapitel 3.2.1), und tatsdchlich in den

Komplexaugen exprimiert wird, dann erscheint das um den Faktor 2 bis 3 hohere Signal der
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Antikorperfiarbung bei Expression von RH7, getrieben durch den Rh1-Promotor, als sehr niedrig.
Dies wird besonders deutlich, wenn man bedenkt, dass in Wildtypfliegen die Proteine der
Rhabdomerenmembran zu etwa 65% aus Rhl1 bestehen (Schwemer und Henning, 1984; Kumar et
al., 1997).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expressionsanalyse mit Hilfe der UAS-GFP-
Konstrukte keine konkreten Hinweise auf den Expressionsort von RH7 liefern konnte. Auch die
Eignung des verwendeten Antikorpers, Rh7:E, zur Lokalisation des RH7-Expressionsortes
erscheint problematisch. So kann aufgrund des Antikorpersignals keine gesicherte Aussage iiber
das Expressionsmuster von RH7 getroffen werden. Eine Koexpression von RH7 mit den Rh1-6
wire aufgrund des vorliegenden Musters des Antikorpersignals denkbar, miisste aber durch
weitere Untersuchungen gesichert werden. Ungliicklicherweise war die im Rahmen dieser Arbeit

in Auftrag gegebene Herstellung eines neuen Rh7-Antikorpers nicht erfolgreich.

4.3. Die Rolle von RH7 als circadianer Photorezeptor

4.3.1. Beschreibung des Phinotyps der Rh7 knock-out Mutante

In dieser Arbeit wurde in einem ersten Experimentansatz eine mdgliche Rolle von RH7 als
Schwachlichtrezeptor untersucht. Durch den FEinsatz einer ,,Rampe® zur Simulation der
Dammerung wurde die Untersuchung der Lage der Aktivititspeaks in Relation zur Lichtintensitiit
ermoglicht. Diese Peaks treten bei Wildtyp-Fliegen stets bei einer bestimmten Lichtintensitét, und
zwar 5-10Lux auf (Rieger et al., 2007). In weiteren Experimenten sollte getestet werden, ob diese
ermittelte Lichtintensitit bei der Rh7-Mutante veridndert ist.

Bereits in den LD-, LDR- und auch LMR-Durchschnittstagen kann man einen Effekt, der durch
das Fehlen des Pigments RH7 ausgelost wird, erkennen: Das Aktivititsniveau in den
Morgenpeaks dieser Lichtprogramme ist in der knock-out Mutante im Vergleich zur Revertante
deutlich erhoht (sieche Abb. 28).

Um eine exakte Aussage iiber den Einfluss von RH7 auf die Lage der Aktivititspeaks bei zu-
bzw.- abnehmender Lichtintensitét in der Morgen- bzw. Abendddimmerung treffen zu kdnnen, ist
die zeitliche Kalkulation der Lage der Peaks— wie dies in Abbildung 29 dargestellt ist— vonnéten.
Es zeigen sich im Vergleich der Phénotypen der Rh7 knock-out Mutante mit der Revertante in LD
Unterschiede in der Lage der Aktivitdtspeaks: Die Lage des Morgen- wie auch des Abendpeaks
beginnt friiher in der knock-out Mutante (Abb. 29). Nach Anderung des Lichtprogramms durch
Verwendung der Rampe lassen sich- wie im LDR erkennbar- durch das Fehlen des RH7-Proteins

hervorgerufene Verhaltensdnderungen im Vergleich zum wildtypischen Stamm mit RH7
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(Revertante) auf das Lichtprogramm feststellen: beide Stimme reagieren auf den Zusatz der
Dammerungssimulation im Vergleich zum LD mit einem verspiteten Morgenpeak und
verspiteten Abendpeak (Abb. 29).

Das Mondlicht im LMR-Zyklus bewirkt eine im Vergleich zum LDR erkennbare Verspitung des
Morgenpeaks in beiden Linien, die Verschiebung der Peaks war in den beiden Linien signifikant
verschieden: Das Fehlen des RH7-Proteins bewirkte eine signifikant geringere zeitliche
Verschiebung des Morgenpeaks (Abb. 29). Ein weiterer Effekt, der durch das Fehlen des RH7
Proteins in der knock-out Mutante deutlich wird, ist der hoch signifikante Unterschied der Lage
der Abendpeaks, das durch die nédchtliche Illumination mit Mondlicht im LMR im Vergleich zu
LDR auftritt. Die knock-out Mutante reagiert mit einem sehr viel fritheren Abendpeak.

Doch inwieweit dienen diese Ergebnisse zur Charakterisierung des Rh7 knock-out Phénotyps als
Schwachlichtrezeptor?

Die Phasenbeziehung zwischen Morgen- und Abendpeak im Vergleich der beiden getesteten
Fliegenstimme wird unabhingig vom Lichtprogramm kaum verdndert, wie schon erwéhnt
reagieren beide Stimme dhnlich auf die Lichtprogramme. Es zeigt sich jedoch ein weiterer Effekt
von RH7: In den knock-out Fliegen treten die Morgenpeaks wie auch die Abendpeaks friiher als
in der Revertante auf (Abb. 29). Da dies auch in allen untersuchten Lichtprogrammen auftritt,
konnte eine mogliche Rolle von RH7 in der Modulation der Synchronisation der Morgen- und
Abendoszillatoren, die fiir die Generierung der Abend- und Morgenaktivitit gemidll dem
2-Oszillatoren-Modell von Pittendrigh und Daan (1976) verantwortlich sind, liegen. Dieses
Modell wurde ausfiihrlich im ersten Teil dieser Dissertation beschrieben. Die Geschwindigkeit der
beiden Oszillatoren erscheint nicht verdndert, die miteinander vergleichbaren Periodenldngen
belegen dies. Besonders die im folgenden Abschnitt erwédhnten Rotlichtexperimente zeigen, dass
vor allem der M-Peak verfriiht wird. Der E-Peak konnte durch Kopplung passiv folgen.

In Arbeiten von Emery et al., (2000b) und Helfrich-Forster et al., (2001) wurde bereits spekuliert,
dass die Komplexaugen vor allem auf den M-Peak wirken. Eventuell wird diese Wirkung durch
RH7 vermittelt. Diese Effekte treten, wie erwihnt, besonders im Rotlicht auf. Im folgenden

Kapitel wird die Rolle von RH7 in der Rotlichtrezeption diskutiert.

4.3.2. Die Funktion von RH7 in der Rotlichtsensorik

Wie einleitend erwihnt, sollte durch Durchfiihrung zweier unterschiedlicher Experimente
analysiert werden, ob der Photorezeptor RH7 eine wichtige Rolle in der Rotlichtsensorik von D.
melanogaster erfiillt, da Spektralanalysen von Wildtypstimmen und Photorezeptormutanten auf
das Vorhandensein eines bisher unbekannten Rotlichtrezeptors hinweisen (Helfrich-Forster et al.,

2001).
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Zunichst sollen die Ergebnisse des Rotlicht-Shiftexperiments analysiert werden.

Es wurde nach 6 Tagen RD ein durch Wechsel des Lichtprogramms um 6 Stunden verspitet
auftretender RD-Zyklus verabreicht, um die Synchronisierbarkeit der Fliegen zum neu
verabreichten RD-Zyklus als Maf fiir die Rolle des Photorezeptor RH7 in der Rotlichtsensorik
und dessen FEinfluss in der circadianen Rhythmik beurteilen zu konnen. Die gleichartig
konzipierten Einzelexperimente wurden mit Rotlichtintensititen von 0,02uW/cm?, 0,04uW/cm?
und 0,08uW/cm?* durchgefithrt, um auch eine Abhingigkeit des Resynchronisationsvermogens
von der Rotlichtdosis analysieren zu konnen. In den RD Durchschnittstagen zeigt sich ein
signifikanter, von der Rotlichtdosis abhingiger Effekt von RH7: Der Morgenpeak war in der
knock-out Mutante bei der geringsten Rotlichtintensitit deutlich frither als bei der Kontrolle,
verschob sich aber mit zunehmender Rotlichtintensitdt zum Licht-an Peak, bis auch dieser— wie
bei der Wildtyplinie yw;+;+— bei einer Dosis von 0,08uW/cm’ mit dem Licht-an Peak
verschmilzt (Abb. 31). Die Aktivititsmenge und die Verteilung der Aktivitit (Anteil der Tag- und
Nachtaktivitit) sind kaum unterschiedlich (Abb. 31 und Abb. 35). Ein Effekt von RH7 ist in der
erheblichen Verdnderung des Verhaltensmusters erkennbar, wenn dieses Protein unter der
Kontrolle des Rh1-Promotors in den transgenen Stammen yw;RhI-Rh7;+ und yw;RhI-Rh7;ninak
exprimiert wird. In beiden Stimmen zeigt sich eine deutliche Steigerung des Aktivititsspiegel, die
Aktivitéit in der Nacht nimmt zu, und ein ausgeprigter Morgen- wie Abendpeak sind erkennbar
(Abb. 31, 32 und Abb. 35). Besonders sei auf den sehr friilhen Morgenpeak hingewiesen, der in
der Nacht weit vor dem Licht-an Peak auftritt. Die Phasenbeziehung zwischen Morgen- und
Abendpeak ist im Vergleich zum Wildtyp aber auch zur Rh7 knock-out Mutante stark vergrofert
(Abb. 31 und Abb.32). Des Weiteren soll der Effekt von RH7 im Resynchronisationsverhalten
diskutiert werden. Im Vergleich des Wildtyps mit der knock-out Mutante lassen sich keine
gravierenden Unterschiede im Resynchronisationsverhalten feststellen. In einem Zeitraum von 15
Tagen kénnen zumindest bei einer Rotlichtintensitit von 0,08uW/cm? alle getesteten Rh7 knock-
out Fliegen in einer mit dem Wildtyp vergleichbaren Zeitspanne ihren Rhythmus mit dem neuen
RD synchronisieren (Abb. 32, 33 und Abb. 34). Auch im transgenen Stamm yw;RhI-Rh7;+
erscheint die Resynchronisationsfiahigkeit zum verspiteten RD in einem Zeitraum von 15 Tagen
gegeben zu sein (Abb. 32, 33 und Abb. 34). Der Photorezeptor RH7 vermittelt jedoch einen
erheblichen Effekt, der im Vergleich der Stimme yw;Rhl-Rh7;ninaE und yw;+;ninaE deutlich
wird: Durch Expression von RH7 in R1-6 kdnnen im Unterschied zu 0% der yw; +,ninaE-Fliegen
durchschnittlich 78% der yw;RhiI-Rh7;ninaE-Fliegen zu einem RD synchronisiert werden,
dariiberhinaus konnen 33% der synchronisierten Fliegen bei einer Rotlichtintensitit von
0,08uW/cm?® in einem Zeitraum von 15 Tagen ihren Rhythmus zum verspiteten RD

resynchronisieren (Abb. 32, 33 und Abb. 34).
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Die Ergebnisse dieser Rotlichtexperimente weisen auf die Funktion des Photopigment RH7 in der
Rotlichtsensorik hin. Dieser Effekt ist allerdings nur dann deutlich zu erkennen, wenn Rh1 fehlt
und durch RH7 ersetzt wurde. Wenn man die Rh7 knock-out Mutante mit dem Wildtyp
vergleicht, ist jedoch nur ein schwacher Effekt zu beobachten. Eine Erkldrung hierfiir konnte die
vermutete, sehr geringe Expression des Photorezeptors im Wildtyp sein. Ein von RH7 vermittelter
Effekt in der Rotlichtsensorik, konnte durch Signale, vermittelt durch die Rhodopsinen R1-6, die
im Vergleich zu RH7 stark iiberreprisentiert sein konnten, ,,maskiert, also verdeckt werden.
Gestiitzt wird diese Hypothese durch die hohe Effektivitit von RH7 in der Rotlichtsensorik, die
deutlich wird, wenn dieses Pigment anstelle von Rh1 in R1-6 exprimiert wird: 78% der yw;RhI-
Rh7;ninaE-Fliegen konnen im Vergleich zu keiner einzigen yw;+ ;ninaE-Fliege zu einem RD
synchronisiert werden, und 33% der Fliegen konnen innerhalb 15 Tagen nach dem Shift des RD
ihren Rhythmus erfolgreich an den verspiteten RD anpassen. Es muss jedoch erwihnt werden,
dass dieser Effekt durch Analyse eines transgenen Stammes abgeleitet wurde, eine Aussage iiber
die ,,normale* Funktionsbasis von RH7 kann daher nur bedingt formuliert werden.

Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse des ,,Dauerrotlichtexperiments® analysiert werden.
Wildtyp Canton S-Fliegen sind unter RR-Bedingungen rhythmisch (personliche Information von
C. Wiilbeck), jedoch arrhythmisch in Dauerweisslicht LL (Konopka et al., 1989; Emery et al.,
2000a; Helfrich-Forster et al., 2001; Rieger et al., 2006). Diese Arhythmizitit der Wildtyp-Fliegen
wird vermutlich durch den Blaulichtrezeptor Cryptochrom vermittelt, da Fliegen ohne
Cryptochrom in LL rhythmisch sind (Helfrich-Forster et al., 2001; Rieger et al., 2006). Die
Funktion von Cryptochrom kann jedoch durch Verwendung von Rotlicht umgangen werden, da
der Blaulichtrezeptor Cryptochrom das langwellige Rotlicht nicht absorbiert. Es sollte erwihnt
werden, dass LL, auch wenn Cryptochrom ausgeschlossen wurde, deutliche Effekte auf die
Rhythmik hat, sofern intakte Komplexaugen vorhanden sind (Rieger et al., 2006).
Periodenverinderung, sowie eine unterschiedliche Wirkung des Lichtes auf den M- und E-
Oszillator, wie sie beim Splitting und bei der Internen Desynchronisation beobachtbar sind,
konnten gezeigt werden (Rieger et al., 2006). Splitting bedeutet, dass nach Entkoppeln der kurz-
und langperiodischen Aktivititskomponenten diese Komponenten beim Zusammentreffen der
Aktivititsbander miteinander verschmelzen, und in den Folgetagen der Freilauf dieser
Hauptkomponente bei etwa 24h liegt. Interne Desynchronisation bedeutet, dass sich in RR,
ausgehend von der Abendaktivitit zwei Aktivitaitskomponenten (Aktivititsbdnder), die mit einer
kurzen und einer langen Periode im Freilauf sind, iiberkreuzen. Diese Effekte von LL sollten auch
im RR beobachtbar sein, wenn der unbekannte Rotlichtrezeptor in den Komplexaugen vorhanden
ist. Wenn dieser Rotlichtrezeptor RH7 wire, so sollte es Unterschiede zwischen der knock-out

Mutante und den Kontrollen im RR-Experiment geben.
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Die Auswertung der Verhaltensdaten erwies sich als schwierig, da auch die Fliegen eines
Genotyps in RR kein einheitliches Verhaltensmuster aufwiesen (Tab. 10 und Abb. 36). Es
konnten jedoch trotzdem signifikante Unterschiede im Aktivititsmuster im Vergleich des
Wildtyps (yw;+;+) und der Rh7 knock-out Mutante festgestellt werden: Bei nahezu der Hilfte der
registrierten Wildtypfliegen (45%) jedoch nur einem signifikant geringerem Anteil der Rh7
knock-out Fliegen (14%) kann Interne Desynchronisation festgestellt werden (Chi?-Test: p=
0,027; d(f)= 3) (Tab. 10 und Abb. 36). Der Photorezeptor RH7 konnte das Entkoppeln der
Aktivititskomponenten in RR beeinflussen: fehlt RH7, so wird die Entkopplung der
Aktivititskomponenten reduziert, da im groten Anteil (28%) der Rh7 knock-out Fliegen der
Freilauf mit einer Periode von etwa 24h erkennbar ist, dies aber nur in 5% der Wildtyp-Fliegen
auftritt. In beiden Stdmmen ist in nahezu gleichen Anteilen der Fliegen (~40%) Splitting zu
beobachten (Tab. 10 und Abb. 36).

Ein erheblicher Unterschied im Verhalten der transgenen Stimme yw;RhI-Rh7;ninaE und
yw;Rh1-Rh7;+ besteht darin, dass in nahezu der Hilfte (42%) der yw,;Rh1-Rh7;ninaE-Fliegen in
RR Freilauf bei einer Periodenlinge von etwa 24h beobachtbar ist, dies jedoch in keiner yw;Rh1-
Rh7;+ Fliege auftritt (Tab. 10). Splitting ist in 66% der getesteten yw;RhI-Rh7;+-Fliegen, aber
nur 30% der yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen nachweisbar. Der Chi>Test belegt signifikante
Unterschiede zwischen den Stammen yw;RhI-Rh7;ninaE und yw;RhI-Rh7;+ (p= 0,002; d(f)= 3).
Es konnten nur wenige Tiere des Stammes yw; +;ninaFE registriert werden, die jedoch arhythmisch
in RR waren. Eine Funktion des Photopigments RH7 in der Rotlichtsensorik wird auch in diesem
Experiment deutlich, wenn dieses Pigment anstelle von Rh1l in R1-6 exprimiert wird: 90% der
yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen sind in RR rhythmisch, hingegen ist keine Fliege des Stammes
yw; +,ninaE rhythmisch (Tab. 10).

Die beiden Rotlichtexperimente lassen erkennen, dass RH7 ein rotlichtsensitiver Photorezeptor in
D. melanogaster ist. Es erscheint jedoch schwierig die Rolle von RH7 eindeutig zu beschreiben,
da, moglicherweise bedingt durch die vermutete, sehr geringe Expressionsrate des Proteins, ein
Signal, vermittelt durch RH7, durch die Funktion der hoher reprisentierten Rhodopsine 1-6
verdeckt wird, und damit nur eine untergeordnete Rolle spielen konnte. Eine mogliche
Unterstiitzung fiir diese Spekulation besteht in den gravierenden Unterschieden, die durch
,,Uberexpression“ von RH7 in R1-6 anstelle von Rhl im Stamm yw;RhiI-Rh7;ninaE
hervorgerufen werden: Wie durch Analyse beider Rotlichtexperimente ersichtlich wird, generiert
RH7 die Synchronisation von einem grofen Anteil von Rh1-Mutanten zu RD bzw. RL-Zyklen
und verhindert Arhythmizitét in RR (siehe Abb. 32, 33, 34 und 36; Tab. 10).

Wie beeinflusst schwaches Rotlicht die circadiane Rhythmik in anderen Organismen?

Die Verdnderung des Melatoninspiegels wird als ein maBgebender Faktor zur Kontrolle

circadianer Effekte von Lichtstimuli in Fischen und Sdugern beschrieben (Oliveira et al., 2007).
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So wird die Verwendung von Rotlicht zur Arbeit in der Nacht empfohlen, da rotes Licht die
Produktion von Melatonin z.B. von Senegal-Flundern (Solea seleganensis) in der Nacht nicht
beeinflusst und somit deutliche Auswirkungen von rotem Licht auf die Innere Uhr ausgeschlossen
werden (Slotten et al., 2005; Oliveira et al., 2007). Eine durchaus iibliche Behandlung, um Sauger
vor einem Experiment im Freilauf zu halten, ist das Halten der Tiere in einem angeblichen ,,DD*,
jedoch mit schwachem Rotlicht im Hintergrund. Effekte auf die circadiane Rhythmik bedingt
durch den Rotlichteinfluss z.B. bei Nagern wie der Nilgrasratte (Arvicanthis ansorgei) werden
nicht angenommen (Slotten et al., 2005). Bei Vogeln, speziell den Zugvigeln sind jedoch
erhebliche photoperiodischer Effekt z.B. auf die Zugunruhe der Kappenammer (Emberiza
melanocephala) ausgelost durch Experimente mit Blau- und Rotlichtphasen nachgewiesen
worden (Malik et al., 2004). Eine entscheidende Bedeutung in der Auslosung der Zugunruhe wird
dabei dem Anteil von Rotlicht zugesprochen (Malik et al., 2004). Detaillierte Hinweise iiber
circadiane Effekte von Rotlicht in der Taufliege D. melanogaster liegen nicht vor, lediglich ein
moglicher Effekt von Rotlicht als Entrainment—Stimulus in RD-Zyklen wurde diskutiert (Zordan
et al., 2001).

Die Ergebnisse der Rotlichtexperimente belegen eine Funktion von RH7 in der Rotlichtsensorik.
Es kann angenommen werden, dass nicht nur in Vogeln photoperiodische Effekte durch Rotlicht
ausgelost werden, sondern in Sdugern wie auch Fliegen Rotlicht durchaus nicht unerhebliche

Effekte auf die circadiane Rhythmik auslésen kann.

4.4. Ist RH7 ein Melanopsin-dhnlicher Photorezeptor in D. melanogaster?

Das Protein RH7 erhielt die Bezeichnung ,,Rhodopsin® aufgrund hoher Sequenzhomologie zu den
bekannten Drosophila-Rhodopsinen. Es wurde z.B. 30,5% Homologie mit Rh5 und 25%
Homologie mit RH6 nachgewiesen (Veleri, Dissertation 2005). Dariiberhinaus deutet die
Architektur des Proteins auf das Vorhandensein von 7 Transmembrandoménen (TMD) hin, ein
Charakteristikum fiir G-Protein gekoppelte Rhodopsine. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde
RH7 der ,,Superfamilie* der G-Protein gekoppelten Rhodopsine zugeordnet (Flybase).

Interessanterweise jedoch weist RH7 mehr Ahnlichkeit mit einer Retinal-Isomerase
(Retinochrom) des Tintenfisches auf als mit den Rhodopsinen (Hara-Nishimura et al., 1990).
Weitere Zweifel, ob es sich bei RH7 um ein ,,typisches* Invertebraten-Rhodopsin handeln konnte
entstanden, nachdem beschrieben wurde, dass bei Sequenzanalysen ein in der dritten
cytoplasmatischen Schleife bei Rhodopsinen der Invertebraten konserviertes His-Glu-Lys-Motiv,
das fiir die Bindung des G-Proteins und damit eine mogliche Signalwirkung wichtig ist, in RH7

nicht exisitiert (Franke et al., 1992; Girtner und Towner, 1995; Girtner , 2000). Die
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Sequenzvergleiche sind {iibersichtlich in der Dissertation von S. Veleri (2005) dargestellt. Die
Absenz des His-Glu-Lys-Motivs, sowie das Fehlen der C-terminalen Region des Proteins (wichtig
fir die Arrestinbindung und damit Deaktivierung aktivierten Rhodopsins) fehlt auch in
Retinochrom, daher wird dieser Isomerase nur eine katalytische Rolle zugesprochen, eine
signalisierende Funktion jedoch ausgeschlossen (Spudich et al., 2000). Die Sequenz von Rh7
weist auf eine Arrestinbindestelle im C-terminalen Ende auf, und eine Signalwirkung kann sehr
wohl festgestellt werden, wie in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte. Aufgrund hoher
Sequenzhomologie und durch Bestiitigung der photosensorischen Funktion sind erstaunliche
Parallelen mit einem circadianen Photorezeptor der Siduger feststellbar, der seit dessen
Entdeckung (Provencio et al., 2000) hohe Aufmerksamkeit erlangte und seit etwa einem Jahrzehnt
Mittelpunkt akribischer Forschung ist: Melanopsin (Opn-4). Melanopsin vermittelt eine
Signalwirkung trotz fehlen des His-Glu-Lys-Motivs, es stellt sich daher die Frage, ob RH7 ein
Melanopsin-dhnlicher Photorezeptor in D. melanogaster sein konnte.

Melanopsin ist ein Photorezeptor der Vertebraten, der in einer Untergruppe retinaler
Ganglienzellen (RGC) exprimiert wird und unabhédngig von den Signalen der Stibchen und
Zapfen die circadiane Rhythmik der Sduger synchronisiert (siehe Abb. 37) (Panda et al., 2005; Fu
et al., 2005; Sekaran et al., 2005; Hattar, 2006; Peirson und Foster, 2006; Mure, 2007, Berson et
al., 2007; Wang und Montell, 2007).

‘/.. SCN

Abb. 37: Schematischer Ausschnitt aus einem
Teil der Vertebraten-Retina

Der circadiane Photorezeptor Melanopsin ist nur

in 1-3% der RGC’s exprimiert und sendet nach

Aktivierung durch Licht Signale zum SCN.
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Melanopsin wird jedoch interessanterweise auch eine Funktion als Photoisomerase zugesprochen,
da das Pigment alternativ 11-cis- oder all-frans-Retinal binden kann (Melyan et al., 2005; Panda
et al., 2005; Fu et al., 2005; Peirson und Foster, 2006; Berson, 2007). Die ,,bireaktive Fihigkeit,
einerseits als Photorezeptor zu wirken und andererseits wiederholt die Isomerisierung zwischen
den Stereoformen des Retinals katalysieren zu kénnen, konnte mittlerweile auch in vivo bestitigt
werden (Mure et al., 2007), hat es doch lange nur als Fihigkeit der Rhodopsine von Arthropoden
und des Tintenfisches gegolten (Koyanagi et al., 2005). Bemerkenswerterweise deuten
Stammbaumanalysen basierend auf Sequenzdaten von Zellen der Ganglionschicht wie
Amakrinzellen, Horizontalzellen und RGC’s auf einen rhabdomeren Ursprung von Melanopsin
hin und nicht auf einen gemeinsamen cilidren Ursprung mit den Stibchen und Zapfen der Retina
(Arendt, 2003, Arendt et al., 2004, Nickle und Robinson, 2007, Wang und Montell, 2007).
Tatsdchlich konnte die Koexistenz cilidrer und rhabdomerer Photorezeptoren auch im
Meeresborstenwurm Platynereis nachgewiesen werden (Arendt et al., 2004). Eine weitere
Bestitigung fiir die Koexistenz rhabdomerer und cilidrer Photopigmente gelang in einem als
evolutiondrem Bindeglied angesehenen Cephalochordaten: Branchiostoma belcheri (Koyanagi et
al., 2005). Hohere Sequenzhomologien mit Opsinen der Invertebraten als mit den Vertebraten
unterstiitzen die Annahme, dass sich bei Melanopsin um ein Opsin rhabdomeren Ursprungs
handelt (Fu et al., 2005; Koyanagi et al., 2005; Peirson und Foster, 2006; Berson, 2007). Wie
mehrfach bestitigt, entspricht die von Melanopsin ausgeloste Signaltransduktionskaskade dem
Mechanismus in den rhabdomeren Photopigmenten der Invertebraten. Die Aktivierung der
Transduktionskaskade iiber Gg-Proteine mit anschlieBender Stimulierung des Effektorproteins
PhospholipaseC; (PLCg), endend in einer Depolarisation der Photorezeptormembran konnte
mehrfach bestitigt werden (Isoldi et al., 2005; Melyan et al., 2005; Panda et al., 2005; Qiu et al.,
2005; Peirson und Foster, 2006; Berson, 2007; Wang und Montell, 2007).

Doch welche Erkenntisse lassen sich nun fiir den Photorezeptor RH7 ableiten?

Hypothetisch konnte es sich auch bei RH7 in Drosophila um ein bireaktives Protein handeln, das
eine katalytische (Isomerase) und ein signalisierende Funktion (Photorezeptor) vereint. Die
Vermutung, dass RH7 wie Melanopsin iiber die Aktivierung von Gg-Proteinen mit anschlieBender
Stimulierung des Effektorproteins PhospholipaseCy (PLCy) die Invertebraten-
Transduktionskaskade auslost, liegt nahe und wurde auch schon frither vermutet (Adams et al.,
2000). Dies wiirde aber bedeuten, dass das angeblich fiir die Bindung des G-Proteins bedeutsame
(Franke et al., 1992; Girtner und Towner, 1995; Girtner, 2000), bei Rhodopsinen der
Invertebraten konservierte His-Glu-Lys-Motiv der dritten cytoplasmatischen Schleife, fiir eine
mogliche Signalwirkung nicht existentiell wichtig ist, da Melanopsin— und vermutlich RH7- in

der Lage wiren trotz Fehlen dieses Motives die Invertebraten-Transduktionskaskade auszulGsen!
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Diskussion

Das Gen norpA codiert fiir die PLCg, die wiederum eine essentielle Komponente der Drosophila
Phototransduktionskaskade ist (Bloomquist et al., 1991; Schneuwly et al., 1991; McKay et al.,
1995). Starke Allele des mutierten norpA-Gens (z.B. norpA’*') haben die Inaktivierung der
Transduktionskaskade und dadurch dem Verlust der Signalwirkung zur Folge (Pak et al., 1970,
Hotta und Benzer, 1970). In einem Experiment kann daher durch Insertion des mutierten
norpA"”-Gens in den Stamm yw;RhI-Rh7;ninaE kontrolliert werden, ob RH7 iiber die
Invertebraten-Transduktionskaskade signalisiert. Falls dies zutrifft, sollte kein ON- und
OFF-Signal im ERG der norpA"*' :Rhi1-Rh7;ninaE-Fliegen mehr zu finden sein.

Sollte dies zutreffen, dann wire jedoch auszuschliessen, dass RH7 der noch nicht identifizierte
Photorezeptor der norpA”*!, cry’-Fliegen ist, der trotz Eliminierung der Signale der Rhodopsine 1-
6 und Cryptochrom die Synchronisation molekularer Rhythmen in den DN der Fliegen zu LD-
Zyklen gewihrleistet (Stanewsky et al., 1998; Emery et al., 2000b; Helfrich-Forster et al., 2001,
Veleri et al., 2003).

Doch konnte RH7 auch iiber noch vollig unbekannte Mechanismen ein intrazelluldres Signal
vermitteln: Es sollte bedacht werden, dass das Dogma, das die 7 TMD-Rezeptoren selektiv durch
Aktivierung von spezifischen heterotrimeren G-Proteinen Signalkaskaden auslosen, stark
diskutiert wird (Hall et al., 1999; Filipek et al., 2003; Berson 2007). Dies wiirde bedeuten, dass
nicht nur klassisch tiber G-Proteine, sondern auch z.B. durch direkte Aktivierung von Arrestinen,
G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK), Polyprolinbindenen Proteinen (SH3), kleinen
GTP-bindenden Proteinen (g) eine Vielzahl von bisher noch unbekannten intrazelluldren
Signalwegen existieren konnten (Hall et al., 1999). Diese Spekulation erscheint durchaus
plausibel, da auch bei der Ermittlung der von Melanopsin aktivierten Transduktionskaskade die
Effektiviat des Einsatzes von Pharmaka zur Blockade von Komponenten des
Signaltransduktionswegs als kaum wirksam einzuschétzen war (Peirson und Foster, 2006; Berson,
2007).

Es erscheint aus meiner Sicht plausibel, dass in Sdugern wie in Fliegen noch bisher unbekannte
bzw. unzureichend charakterisierte Pigmente existieren, da, obwohl ein Kerngebiet der
Sinnesphysiologie in der Erforschung des Sehens in Sdugern liegt, auch die Funktionen der
Opsine Encephalopsin, Peropsin, RGR-Opsin und VA-Opsin noch fast vollig unbekannt sind
(Bellingham et al., 2003; Terakita, 2005; Nickle und Robinson, 2007).

Es sei abschliessend noch auf eine weitere vermutete Gemeinsamkeit von RH7 und Melanopsin
hingewiesen: Wie die Ergebnisse meiner Arbeit vermuten lassen, ist RH7 ein vermutlich schwach
exprimiertes Protein. Auch das Expressionsniveau von Melanopsin ist sehr niedrig: In nur 1% der
RGC’s des Menschen und der Miuse ist dieser circadiane Photorezeptor auffindbar (Berson et al.,

2002, Foster, 2005).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Sequenz- und Funktionsanalyse von RH7
erstaunliche Parallelen mit dem Invertebraten-dhnlichen circadianen Photorezeptor der Sauger,
Melanospin, aufzeigt. Dieses sog. bireaktive Pigment erfiillt eine signalisierende und katalytische
Funktion, FEigenschaften die eventuell auch RH7 erfiillen konnte. Experimente mit einer
blockierten Invertebraten-Phototransduktionskaskade konnten Aufschlufl iiber den von RH7

aktivierten Signalweg geben.

4.5. Ausblick

Durch die in dieser Arbeit erworbene Erkenntnis, dass das Proteins RH7 ein Photorezeptor in D.
melanogaster ist, erdffnet sich eine breite Basis fiir weitergehende Untersuchungen des Themas:
Eine Vielzahl molekularbiologischer, histologischer, genetischer und verhaltensbiologischer
Untersuchungen wird vonnédten sein, um Lokalisationsort, Expressionsniveau, physiologische
Funktionalitdt und Signalwirkung des Pigments charakterisieren zu konnen. Eine grofe Hilfe
konnten die bereits in dieser Arbeit etablierten transgenen Linien sowie die Rh7 knock-out
Mutante darstellen.

Zunichst sollte jedoch die Herstellung eines RH7-spezifischen Antikorpers forciert werden, um
Einblick in das Expressionsmuster von RH7 zu erhalten, um so auch die Frage zu diskutieren, ob
es sich bei RH7 wirklich um den unbekannten Photorezeptor der Dorsalen Neurone in D.
melanogaster handelt. Parallel dazu konnten die spektralen Eigenschaften des Pigments durch
Ableitung von ERG’s unter Einsatz monochromatischer Lichtsignale charakterisiert werden. Die
Expression von RH7 in heterologen Expressionssystemen (z.B. in Oocyten von Xenopus) zur
Analyse der Funktionalitit des Pigments erscheint empfehlenswert, da auch zur Aufklidrung der
Funktion und physiologischen Wirkung von Melanopsin die Anwendung dieser Methodik
entscheidenden Beitrag geleistet hat (Melyan et al., 2005; Panda et al., 2005; Qiu et al., 2005;
Peirson und Foster, 2006).
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5. Zusammenfassung

Dieser Teil der Dissertation befasste sich mit der Funktions- und Expressionsanalyse eines bisher
nicht charakterisierten Proteins in D. melanogaster. Dieses Protein wurde aufgrund hoher
Sequenzhomologien mit den bekannten Rhodopsinen 1-6 der Taufliege RH7 genannt und der
Photorezeptorklasse der Rhodopsine zugeordnet (Adams et al., 2000). Das Expressionsmuster von
RH7 im Wildtyp konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig bestimmt werden. Einerseits waren
Ergebnisse nicht konsistent, die durch Uberpriifung von UAS-GFP Linien (UAS-(Rh7)-
Konstrukte von S. Veleri, 2004) ermittelt wurden, zum anderen bediirfen die Vermutungen iiber
den moglichen Expressionsort des Proteins, die durch Signale des verwendeten Antikorpers (von
J. Bentrop, Karlsruhe) ermittelt wurden, und eine Expression von RH7 in den Komplexaugen und
Ocellen vermuten lassen, einer Verifizierung.

Um die Rolle von RH7 in der Photosensorik von Drosophila auch in vivo iberpriifen zu kdnnen,
wurden in dieser Arbeit Uberexpressionslinien etabliert und eine Rh7 knock-out Mutante
hergestellt.

Im Rahmen dieses Teils der Dissertation gelang die Identifikation eines neuen Photorezeptors in
D. melanogaster. Durch Ableitung von ERG’s konnte erstmalig die Funktion von RH7 in der
Photosensorik bewiesen werden. Dariiberhinaus bezeugen histologische Nachweise, dass RH7 in
R1-6 im Rhl knock-out Hintergrund (yw;RhI-Rh7;ninaE-Fliegen) fahig ist, eine wildtypische
Rhabdomerstabilitit in R1-6 zu generieren, was wiederum als Beleg fiir die Identitit von RH7 als
funktionelles Drosophila-Rhodopsin gilt (Chou et al., 1996, Salcedo et al., 1999). Die Analyse
des circadianen Lokomotorverhaltens, getestet in unterschiedlichen Experimentansitzen,
demonstriert, dass RH7 einen Einfluss auf die circadiane Rhythmik der Taufliegen hat. Im
Vergleich des Verhaltens wildtypischer Fliegen mit Rh7 knock-out Fliegen und Fliegen der
transgenen Stdimme konnten signifikante Unterschiede in der Schwachlichtrezeption (Weisslicht)
verzeichnet werden. Des Weiteren zeigte sich, dass auch in der Fidhigkeit der Rotlichtsensorik
deutliche Unterschiede, die im Vergleich der Aktivititsprofile der Stimme ersichtlich wurden, zu
verzeichnen waren.

Abschliessend sei darauf hingewiesen, dass Sequenzanalysen eine hohe Sequenzidentitdt mit
einem derzeit populdren Gegenstand der Forschung, dem ,bireaktiven® Protein Melanopsin,
bestitigen. Melanopsin fungiert nicht nur als circadianer Photorezeptor der Sduger sondern erfiillt
auch eine katalytische Funktion als Retinalisomerase (Peirson und Foster, 2006). Die Ergebnisse
dieser Arbeit bieten eine breite Basis fiir weitergehende Untersuchungen der genauen Funktion

bzw. des Expressionsmusters von RH7. Dariiberhinaus ist auch die Frage zu kléren, ob es sich
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aufgrund der Gemeinsamkeiten von RH7 und Melanopsin bei RH7 nicht um einen Melanopsin-

dhnlichen, ,,bireaktiven* Photorezeptor handelt.
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VI. Glossar

Aa: von (engl. amino acids): Aminosiduren
CLK: Clock

CYC: Cycle

CRY: Cyptochrom

ZT: Zeitgeber Zeit

CT: circadiane Zeit

LD: Licht-Dunkel Wechsel

DD: Dauerdunkel

LL: Dauerlicht

DD: Dauerdunkel

DRLR: Dunkel/Rampe/Licht/Rampe
MRLR: Mondlicht/Rampe/Licht/Rampe

Glossar

R: ,,Rampe*: 0-100Lux Lichtintensitit, logarithmisch zu/abnehmend; Dauer d. Rampenphase: 1,5

Stunden
LMR: Licht-Mondlicht-Rampe
LM: Licht-Mondlicht Wechsel
MM: Dauermondlicht
R1-R6: Rezeptorzelle 1 bis 6 der Komplexaugen
R7, R8: Rezeptorzelle 7 und 8 der Komplexaugen
Rh: Rhodopsin
I-LNv: gro3e ventrale laterale Neuronen
s-LNv: PDF- positive kleine ventrale laterale Neuronen
5. s-LNv: PDF-negatives kleines ventrales laterales Neuron
LNy: dorsale laterale Neuronen
DN1a: anteriore dorsale Neuronel
DN1p: posteriore dorsale Neuronel
DN2: dorsale Neurone2
DN3: dorsale Neurone3
PDF: ,,pigment dispersing factor Homolog von PDH in der Fliege.
GFP: griin fluoreszierendes Protein
NGS: ,,normal goat serum*‘; Serum aus Ziegenblut
TrX: Triton X (Detergens)
LPN: laterale posteriore Neurone
SEM.: ,.standard error of the mean‘* = Vertrauensbereich des Mittelwertes
T: Freilaufperiode eines circadianen Systems
TIM: TIMELESS
UTR: nicht-translatierte Region einer RNA
WT: Wildtyp
ZT: ,zeitgeber time*= Zeitgeberzeit
Kb: kilo-Basen-Paare (Lidngenangabe fiir DNA)
kDa: kilo-Dalton (Massenangabe bei gro3en Molekiilen)
mRNA: ,messenger RNA*, Boten-RNA
n: ,,numera‘‘=Anzahl
ORF: offener Leserahmen eines Gens (,,open reading frame**)
PAGE: Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR: Polymerase-Kettenreaktion
PER: PERIOD
PLC;. PhospholipaseCy
RNA: Ribonukleinséure
BSA: Rinderserumalbumin (Protein)
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cDNA: zur m-RNA komplimentire DNA (,,copy“ oder ,,complementary*)
EMS: Ethylmethansulfonat

et al.: ,,et altera” = und andere

EtOH: Ethanol

EMS: Ethylmethansulfonat

EtBr: Ethidiumbromid

gDNA: genomische DNA

Rh1-Rh7-Konstrukt: Konstrukt aus:Rh1-Minimalpromotor, Rh7 coding sequence und Rh1 3’UTR
ERG: Elektroretinogramm

TMD: Transmembrandoménen

RGC: Retinale Ganglion Zellen

YC4: P-Elementvektor (Yellow Carnegie Vektor)
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