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EINLEITUNG

Einleitung

Grundlagen circadianer Rhythmen

bei Drosophila melanogaster

Unser Planet dreht sich bekanntermalien innerhalb von 24 h um sich selbst. Der
relative Standpunkt der Erde zur Sonne bedingt dabei, dass sich Tag und Nacht auf
ewig gleiche Weise rhythmisch ablosen. Dieser Licht-Dunkel-Wechsel ist der
prominenteste periodische Ablauf in unserer Natur und wohl auch deshalb haben die
meisten Lebewesen vom Einzeller bis zum Menschen eine innere Uhr evolviert, die
es ihnen ermoglicht, die Ubergénge jeden Tag aufs Neue vorauszuahnen. Auf diese
Weise, konnen sie zu genau dem richtigen Zeitpunkt bluhen, aktiv sein, Beute
erjagen, oder dem Rauber aus dem Weg gehen, sich erfolgreich fortpflanzen oder
auch sich regenerieren.

Voraussetzung flr endogene Tagesuhren sind Taktgeber. Diese circadianen
Schrittmacher (circa = ungefahr, dies = Tag) mussen eigenstandig Schwingungen
erzeugen, sich von der auleren 24h Periodizitat synchronisieren lassen und den
resultierenden Rhythmus an den gesamten Organismus weitergeben. Was beim
Einzeller noch recht einfach zu bewerkstelligen ist, bendtigt beim vielzelligen Sauger
ein zentrales, in sich vernetztes Schrittmacherzentrum im Gehirn, welches dann die
vielen peripheren Oszillatoren in den Geweben und Organen ins rechte
Zusammenspiel bringt.

In Drosophila melanogaster besteht das zentrale circadiane Schrittmachersystem
aus einem Netzwerk von mehreren Neuronenclustern (siehe Abb. 1 nach Fdster et
al. 2007). Im lateralen Gehirn kann man die so genannten Lateralneuronen (LN)
finden. Im dorsalen Protocerebrum gelegen sind die Dorsalneuronen (DN). Die LN
teilen sich auf in zwei vetrolaterale Gruppen (LNv) und eine dorsolaterale Gruppe
(LNd). Die ventrolateralen Gruppen werden anhand ihrer Zellkérpergrof3e noch in

kleine und grof3e LNv aufgeteteilt (SLNv und ILNv — von engl. small und large).
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Abb. 1: Uhrneuronen und ihre Verzweigungsmuster (Forster et al. 2007)
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Die DN kénnen in 3 Gruppen geteilt werden, die beginnend von der dorsalen Mitte
des Gehirns nach auf’en ihrem Auftreten nacheinander als DN1, DN2 und DN3
bezeichnet werden. Zwei der DN1 werden aufgrund ihrer Lage (mehr anterior als die
anderen DN1) DN1a bezeichnet und sind so von den restlichen DN1p (fir posterior)
abgesondert. Zugleich kénnen die DN1a und zwei der DN1p aufgrund ihrer
Expressionseigenschaften von den restlichen DN1p unterschieden werden, denn in
ihnen wird im Gegensatz zu den ubrigen DN1 ein intrazellulares Photopigment
hergestellt.

Abb. 1 zeigt auch die Verzweigungsmuster all dieser Neuronen (Forster et al., 2007).
Pfeilspitzen in den Farben der Zellcluster weisen auf deren ipsilaterale Innervierung
der akzessorischen Medulla (aMe) hin, Pfeile auf eine Contralaterale. Die
akzessorische Medulla ist das wichtigste Relay der circadianen Uhr von Drosophila.
Hier wird hdchstwahrscheinlich die Information der Augen auf die innere Uhr
verschaltet und die der einzelnen Neuronengruppen untereinander (Forster et al.,
2007).

Ganz hinten im Gehirn befinden sich die lateralen Posteriorneuronen (LPN). Auf
diese Schrittmacherneurone werde ich aber im Folgenden nicht mehr eingehen, da

nur sehr wenig uber sie bekannt ist.

Merkmale innerer Uhren

Die in den Schrittmacherzentren generierten circadianen Rhythmen zeichnen sich
durch bestimmte allgemein gultige Merkmale aus. Wie der Name schon andeutet,
weichen sie leicht von 24h ab. Dies erfordert die Synchronisation dieser Rhythmen
mit dem irdischen Tag, der genau 24h lang ist, d.h. die innere Uhr muss verstellbar
sein. Diese Verstellbarkeit macht es auch méglich, auf Anderungen des Licht-
Dunkel-Wechsels (z. Bsp. bei einem Transatlantikflug beim Menschen, oder der
saisonalen Wanderung bei Zugvogeln) zu reagieren. Bei konstanten auf3eren
Bedingungen (d.h. konstante Temperatur und kein Licht, also Dauerdunkel - DD) fallt
die Synchronisation weg und die innere Uhr lauft autonom mit ihrer endogenen
Periodenlange weiter - sie lauft frei.

Ein weiteres Merkmal steht in Kontrast zu den meisten chemischen und vielen
biologischen Reaktionen. Wahrend diese mit steigender Temperatur schneller

ablaufen, ist der endogene Rhythmus der inneren Uhren temperaturkompensiert, das
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bedeutet, die Periode sollte bei steigender Temperatur gleich bleiben. Tatsachlich
wird der Rhythmus manchmal sogar eher langsamer als schneller.

In den meisten Fallen der untersuchten inneren Uhren verschiedenster Organismen,
liegen eine oder mehrere ineinander greifende, negative Ruckkopplungsschleifen als
molekulare Mechanismen zugrunde. Dies bedeutet, dass so genannte Uhrproteine
die eigene Transkription hemmen und damit einen standigen Wechsel von
Reprimierung und Transkription auslosen.

Auch die Taufliege Drosophila melanogaster besitzt ein ebensolches endogenes
Uhrwerk. Die 4 Hauptkomponenten der zugrunde liegenden hier stark vereinfachten
negativen Rickkoppelungsschleife (Abb. 2) in Drosophila sind: period (per), timeless
(tim), Clock (dClk) und cycle (cyc), wobei die Genprodukte Period (hier P) und
Timeless (hier T) aus dem Cytoplasma in den Kern translocieren und dort ihre eigene
Transkription hemmen (Ubersicht siehe Edery, | 2000). Sie bewerkstelligen dies
durch eine Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren Clock (dCLK) und Cycle (CYC),
welche dann nicht mehr an die DNA binden kdnnen. Proteinkinasen wie Doubletime
(DBT) und Shaggy (SGG) sind jeweils fur die Phosphorylierungen und/oder den
Abbau von Period bzw. Timeless zustandig. Scheint die Sonne, oder ist das Tier
kinstlichem  Licht ausgesetzt, wird Timeless zusatzlich durch den
Blaulichtphotorezeptor Cryptochrom (CRY) abgebaut. Diese Mechanismen
verzogern einerseits die Ruckkoppelungsschleife auf eine Dauer von ca. 24 h und
gewahren andererseits dem Licht eine Mdglichkeit, die innere Uhr zu verstellen.
Mutationen in diesen Uhrgenen oder gar ihr Verlust fihren zu Veranderungen der
endogenen Periodenlangen bis hin zur Arrhythmie.

Uber die Outputsignale der Uhr in Drosophila melanogaster ist bis jetzt leider wenig
bekannt. Jedoch kann der Transkriptionsmechanismus natirlich auch die Bildung
anderer Proteine rhythmisieren, und diese so genannten clock controlled genes
(ccgs) geben vielleicht auf diese Weise den Takt des Uhrwerks an nachgeschaltete
Zellen weiter.

Eine andere Moglichkeit, die Weitergabe von Informationen periodisch zu gestalten,
ist, potentielle Ausgangssignale erst bei der Translation so zu beeinflussen, dass das
Protein oder Peptid periodisch mehr oder weniger fur den Organismus zur Verfugung
steht. Auch der Transport der Signalproteine zu ihren Wirkungsorten kann durch
Verzdgerung und/oder Beschleunigung verantwortlich daflr sein, dass eine

Information rhythmisch weitergegeben wird.
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Ein Beispiel hierflr ist Pigment Dispersing Factor (PDF). Die RNA dieses 18
Aminosaurereste umfassenden Neuropeptids wird nicht rhythmisch exprimiert (Park
et al., 2000) genauso wenig wie die Peptidmenge im Zellkorper oszilliert (Park et al.,
2000). Jedoch ist PDF in den Terminalen des dorsalen Protocerebrums nur
periodisch nachweisbar. Somit muss auf dem Weg vom Zellkérper zu den

Terminalen ein rhythmisierender Vorgang eingreifen.

Kerneintritt

CRY <+ Licht
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l\
' - df
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cogs l / PDF VU

Outputsignale

Abb. 2: Stark Vereinfachte Darstellung des molekularen Mechanismus der inneren Uhr von Drosophila
melanogaster (modifiziert nach Edery I, 2000). Erldauterungen siehe Text. period (per), timeless (tim),
Clock (dClIk), cycle (cyc), clock controlled genes (ccgs), pigment dispersing factor (pdf), Period (P),
Timeless (T), Clock (dCLK), Cycle (CYC), Pigment Dispersing Factor (PDF), Doubletime (DBT),
Cryptochrom (CRY), Shaggy (SGG)
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Neuropeptide

Neuropeptide werden von den inneren Uhren im Tierreich bevorzugt als
Signalmolekule benutzt (Maywood et al., 2006; Nassel and Homberg, 2006) und sind
deshalb in diesem Forschungsgebiet sehr im Fokus. Ganz allgemein sind
Neuropeptide kurzkettige Proteine (von 3 bis zu uber 50 Aminosaureresten;
Ubersicht siehe Nassel, 2002), die in den gesamten Nervensystemen von den
Hydrozoen bis zum Menschen vorkommen. Neuropeptide gehen aus groReren
Precursorproteinen, so genannten Preproproteinen hervor. Dabei kann ein
Preproprotein mehrere Neuropeptide enthalten. Das Precursorprotein von PDF
enthalt beispielsweise noch das so genannte PDF-Associated-Protein (PAP),
welches ebenfalls nur in den s- und ILNv vorkommt und ein fast identisches
Expressionsmuster wie PDF zeigt (mundliche Mitteilung von C. Forster).

Prinzipiell lauft die SignalUbertragung mit Neuropeptiden folgendermallen ab: Sie
werden in Vesikeln gespeichert, die sich in Varikositaten oder in Synapsen befinden
konnen. Eine Depolarisation triggert dann ihre Exocytose in den extrazellularen
Raum. Hier binden sie in den Zielgebieten meist an G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. Unter den Signalsubstanzen sind Neuropeptide strukturell und
funktional die heterogenste Gruppe, was erklart, warum Neuropeptidsignale ein sehr
komplexes Thema darstellen (Ubersicht siehe Nassel, 2002). Diese Vielschichtigkeit
steigert sich noch durch die Variabilitat der Effektorsysteme, also nachdem die
Neuropeptide an ihren Rezeptor gebunden haben (Nassel, 2002). Somit stellt die
Neuropeptidforschung eine gewisse Herausforderung dar.

Jedoch lassen die hervorragende genetische Manipulierbarkeit von Drosophila
melanogaster und die Tatsache, dass hier oft nur einzelne Neurone bestimmte
Neuropeptide enthalten, hoffen, dass sich zumindest ein Teil der Funktionen
einzelner Neuropeptide offenbaren. PDF ist ein solches Neuropeptid, denn es wird in
im Gehirn nur in bestimmten LNv hergestellt (Helfrich-Forster und Homberg, 1993).

Deshalb heil3en diese Zellen auch PDF-Neuronen.

11
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Pigment-Dispersing-Factor

Fehlen genau diese PDF-Neuronen, ist es fur Drosophila schwer, einen stabilen
Freilaufrhythmus im DD aufrecht zu erhalten (zusammenfassend in Taghert und
Shafer, 2006). Diese Tatsache und das Expressionsmuster von PDF (rot und braun
in Abb. 1) legt eine Beteiligung von PDF an der inneren Uhr von Drosophila nahe.
Genauer gesagt, konnte es als Signalsubstanz die Information der einzelnen
Oszillatoren an andere Zellen weitergeben. Denn, in den ILNv ware es damit fur die
Verbindung der beiden Hemispharen pradestiniert und in den sLnv kénnte es die
circadiane Rhythmik an nachgeschaltete Zellen transferieren. Im dorsalen
Protocerebrum sitzen einerseits weitere Schrittmacherneurone und andererseits
mogliche Ansprechpartner fur den circadianen Output, wie beispielsweise
neurosekretorische Zellen. PDF ist also wie geschaffen, um als Kopplungs- und/oder
Outputfaktor zu arbeiten. Renn et al. (1999) und Helfrich-Forster et al. (2000)
machten die ersten Entdeckungen, die dieser Vermutung wissenschaftliche
Grundlage verliehen: Sie fanden heraus, dass Fliegen ohne PDF eine signifikant
kirzere Periodenlange in ihrer lokomotorischen Aktivitat im Freilauf zeigten, als der
Wildtyp. Fliegen mit konstant zu viel PDF im dorsalen Protocerebrum hingegen,
zeigten eine signifikant langere Periode als der Wildtyp. Aullerdem wurden die
meisten der Fliegen, egal ob sie gar kein, oder zu viel PDF hatten, innerhalb der
ersten zwei Wochen im DD komplex rhythmisch, oder arrhythmisch (Renn et.al.,
1999; Helfrich-Férster et al., 2000). Dies lieR zwei Schlisse zu: Einerseits
verlangsamt PDF anscheinend den Rhythmus der lokomotorischen Aktivitat, was fur
die Weitergabe der circadianen Information an nachgeschaltete Effektorsysteme
spricht. Andererseits ist der Organismus der Fliege mit einem aus dem Gleichgewicht
geratenen PDF-Spiegel nicht in der Lage, den endogenen Rhythmus Uber langere
Zeit hinweg synchron oder Uberhaupt aufrecht zu erhalten. Dies wiederum deutet
darauf hin, dass PDF mit der Stabilitdt des circadianen Systems zu tun hat und die
Schrittmacherzellen mdglicherweise untereinander koppelt. Peng et al. (2003) und
Lin et al. (2004) lieferten weitere Hinweise darauf, dass dem tatsachlich so ist:
Erstere konnten nachweisen, dass ohne PDF im DD das Cycling der tim und cry-
RNA in allen Uhrneuronen allmahlich abnimmt und schliel3lich verschwindet; Lin et

al. (2004) stellten fest, dass PDF zumindest die sLNv untereinander koppelt, denn in

12



EINLEITUNG

Fliegen ohne PDF lauft in diesen Zellen die Translokation von PER in den Kern nicht
mehr synchron ab.
Somit kann fur PDF eine Output- und eine Kopplungsfunktion im circadianen Geflge

postuliert werden. Die genauen Mechanismen sind allerdings weiterhin unklar.

Theoretische Uberlegungen zu den Versuchen

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht viel mehr Uber PDF bekannt, als eben das
Expressionsmuster, dass es in den sLNv-Terminalen zyklisch vorhanden ist und die
Wirkung auf die lokomotorische Rhythmik. In der Zwischenzeit kennt man bereits den
Rezeptor von PDF (Hyun et al., 2005; Lear et al., 2005; Mertens et al., 2005). Das

ursprungliche Expressionsmuster des PDF-Rezeptors (Abb. 3), welches diesen auf

den ILNv, aber nicht auf den sLNv beschrieben hatte, ist mittlerweile bereits auch
revidiert: Nicht die ILNv haben den PDF-Rezeptor, sondern die sLNv (Shafer et al.,
2008).

Abb. 3: Aus mehreren unabhéangigen
Veroffentlichungen zusammen gesetztes
Bild der Expression des PDF-Rezeptors
(Forster, 2006). Die einzelnen Zellen,
variieren von Veroffentlichung zu
Veroéffentlichung (rote, gelbe und griine
Zellen), jedoch sah keine der Studien den
PDF-Rezeptor in den sLNv oder DN2, nur
in den ILNv, Teilen der LNd und den
restlichen DN. Zusiatzlich waren in einer
Untersuchung auch Zellen auBerhalb des
Uhrnetzwerks gefunden worden.

13
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Es war Ziel dieser Arbeit, das Wissen uber PDF zu vertiefen und aufgekommene
Fragen durch bereits beschriebene Ergebnisse und Hypothesen genauer zu

beleuchten. Insbesondere sollten die folgenden Fragen geklart werden:

1. Greift PDF in die Phosphorylierung von PER ein?

Wie oben erlautert, bewirkt PDF Periodenveranderungen der inneren Uhr. Solche
Periodenveranderungen kdnnten durch Einflussnahme auf die Phosphorylierung der
Uhrproteine PER oder TIM bewerkstelligt werden. Insbesondere eine Untersuchung
von Petri und Stengl (2001) machte dies wahrscheinlich: Bei der Schabe Leucophea
maderae fuhrte ins Schrittmacherzentrum appliziertes PDH (Homolog des PDF aus
Krabben) zu Phasenverzdgerungen, egal zu welchem circadianen Zeitpunkt diese
Administrationen geschahen. Eine Berechnung im Computer-Modell, mit allen bis
dato bekannten ,Zahnradern® der inneren Uhr ergab, dass diese Reaktion
hdchstwahrscheinlich nur durch einen Eingriff in die Phosphorylierungen von Period
erreicht werden kann. Um diese Hypothese zu uberprufen, sollten wildtypische Tiere
und PDF-negative Tiere auf ihre Unterschiede in der Phosphorylierung getestet
werden. Dies war moglich durch eine neue Western Blot Technik mit
Immunhistochemie, die hohere Auflosung im Bereich der Phosphorylierungsstufen
von Period versprach (siehe Odyssey™ Handbuch) als die gangige

Chemolumineszenz-Methode.

2. Ist die lange Periodenlange von sine oculis® auf die zusatzlichen PDF-Fasern

zurlickzufihren?

Das sine oculis®® (so®) Allel bewirkt, dass die Fliegen keine Augen mehr haben und
sich ihre optischen Loben auf 20% der wildtypischen Grofe verkleinern (Fischbach,
1983). Helfrich-Foérster und Homberg (1993) haben berichtet, dass das
Verzweigungsmuster der ILNv der so™ Fliegen nicht mehr dem gewdhnlichen Muster
(Verzweigungen in der ipsilateralen Medulla , Projektionen und Verzweigungen Uber
den hinteren optischen Trakt in die kontralaterale Medulla) folgen, sondern wohl
aufgrund der mangelnden GrofRe des optischen Lobus in das zentrale Gehirn von
Drosophila projizieren. Dadurch erhdht sich die Zahl der PDF-positiven Fasern in der

akzessorischen Medulla. AuRerdem zeigen so®* Fliegen eine langere Periode als der

14
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Wildtyp (Helfrich, 1986). Sollte diese Periodenverlangerung mit den zusatzlichen

PDF-Fasern und damit mit zusatzlichen PDF-Signalen im zentralen Gehirn

fOl

zusammenhangen, sollte eine Einkreuzung des Pdf®* Allels in den so® Hintergrund

diese Verlangerungen ruckgangig machen und diese Fliegen sollten eine

fOl

Periodenlange ahnlich oder gleich der von Pdf*" Fliegen zeigen.

3. Was geschieht, wenn man die Signalibertragung von PDF stort?

Sollte PDF tatsachlich mit seinen Signalen die Periodenlange beeinflussen, muss
sich, wenn diese Signallbertragung gestort wird, etwas an der Periodenlange von
den Fliegen andern. Kaneko et al. (2000) hatten versucht, Uber das GAL4/UAS
System die SynapseniUbertragung in den PDF-Zellen per Tetanustoxin
auszuschalten. Im Gegensatz zu Fliegen, die nach selektiver Ablation der LNv
arhythmisch wurden oder mit kurzer Periodenlange freiliefen, waren die Fliegen mit
blockierten Synapsen in den PDF-Neuronen rhythmisch kaum betroffen (Kaneko et
al., 2000; Renn et al. 1999). Tetanustoxin spaltet Synaptobrevin, ein Teil des SNARE
Komplexes, der Vesikel fiir die Signallibertragung an die Membran bindet (Ubersicht
siehe Humeau et al., 2000). Da PDF aber anscheinend parakrin an unspezialisierten
Stellen der Membran abgegeben wird (Miskiewitcz et al., 2004) und nicht an
Synapsen, scheint diese Blockade PDF-Signale nicht beeinflusst zu haben.

Folglich muss nach anderen Wegen gesucht werden, die Signalibertragung von
PDF zu storen. Eine Moglichkeit besteht darin, die Endozytose von PDF in
nachgeschalteten Zellen zu unterbinden. Um das Signal zu beenden, werden
Neuropeptide namlich an ihrem Wirkungsort mitsamt dem Rezeptor internalisiert,
oder durch Peptidasen abgebaut. (Ubersicht siehe Néssel, .2002). Diese Rezeptor
gesteuerte Endozytose ist Dynamin abhangig. Dynamin ist eine GTP-ase, die sich
um den ,Hals“ einer Clathrin ummantelten Einbuchtung der Zellmembran legt und
sich bei Spaltung von GTP zu GDP zusammenzieht, was dann zu einer Abschnurung
eines Vesikels in das Zellinnere fuhrt (Abb. 4; Lodish et al, 2001).

Diesen Vorgang der Internalisierung kann man bei Drosophila mit Hilfe des
thermosensitiven Dynamin-Allels shibire®! gezielt reversibel stéren, indem man mit
Hilfe des GAL4/UAS Systems das semidominante shibire®! Gen nur in bestimmten
Zellen exprimiert. Wird nun die Fliege in Temperaturen von 28°C oder hdher

transferiert, funktioniert in den gezielt angesteuerten Zellen die zuvor beschriebene

15
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Einschnurung nicht mehr, oder nur sehr eingeschrankt (Kitamoto, 2001; siehe auch

Abb. 5).

Auf diese Art und Weise sollten Fliegen in ihrer Signallibertragung in verschiedenen

Uhrzellgruppen, vor allem aber in den PDF-Zellen selbst beeintrachtigt werden.

integrale Membranproteine, die von den
Transportvesikeln ausgeschlossen werden

exoplasmatische Seite

cytosolische Seite

Vernetzungs-
partikel

faserartig%
Clathrin- \

halle

WSS Dynamin

clathrin-coated
vesicle

Abb. 4: Schematische Darstellung des
Abschniirungsvorganges eines Vesikels mit Hilfe
von Dynamin. (Lodish et al, 2001)

Abb. 5: Ist die GTP-ase nicht mehr
funktionstiichtig, so legen sich mehr und
mehr Dynaminmolekiile um den ,,Hals“ der
Einschniirung, jedoch wird kein Vesikel mehr
abgeschniirt. (Lodish et al., 2001)

4. Welche Zellen sind den sLNv nachgeschaltet?

Bei der Durchfuhrung des gerade genannten Experimentes war es wichtig, zu

wissen, welche Neuronen den PDF-Zellen nachgeschaltet sind. Leider sind diese
bisher nicht bekannt. Deshalb wurde (erneut Uber das GAL4/UAS System) in den
PDF-Neuronen Weizenkeimagglutinin (WGA), ein Lektin, exprimiert, das sowohl

16



EINLEITUNG

anterograd als auch reterograd an Folgezellen, bzw. vorhergehende Zellen
weitergegeben wird (Yoshihara et al., 1999; Tabuchi et al., 2000). Somit konnten die
PDF-Folgezellen markiert werden und das neuronale Netzwerk der inneren Uhr von

Drosophila um einen Baustein erweitert werden.

5. Was geschieht im circadianen Netzwerk, wenn man Teile oder alle der

Hauptschrittmacher ablatiert?

Das Netzwerk der inneren Uhr von Drosophila ist komplex und wie bereits erwahnt
noch nicht vollig entschllsselt Es stellt sich die Frage, wie es nach Ablation der
wichtigsten Uhrzellgruppen reagiert. Nach bisherigen Erkenntnissen sind die
Hauptschrittmacher die lateralen Neuronen (sLNv, ILNv, 5M-sLNv, LNd) (Rieger et
al., 2006). Die anderen Uhrneuronen, die auf den Output der LN angewiesen sind,
um im circadianen Netzwerk eine interne Synchronisation zu erhalten, kdnnten bei
Fehlen der LN diesen Gleichklang verlieren.

Durch genaue Analyse der Laufaktivitat dieser Fliegen und durch Farbungen im
Gehirn zu verschiedenen Zeitpunkten sollte es maoglich sein, eventuell auftretende
Desynchronisation in den verbliebenen Uhrneuronen sichtbar zu machen. Welche
Untergruppen der LN hierbei die wichtigste Rolle spielen, kdnnte die systematische
Ablation verschiedener Untergruppen der LN aufzeigen.

Diese gezielte Ablation der Zellen sollte erneut mit dem GAL4/UAS System
bewerkstelligt werden. Head involution defective ist ein Drosophila-eigenes Gen, das
normalerweise programmierten Zelltod in Form von Apoptose in der Entwicklung der
Fliege aktiviert. Unter der Kontrolle von UAS und GAL4 kann es in den gewunschten

Zellen Apoptose induzieren und somit sind diese Zellen dann nicht mehr vorhanden.
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Material und Methoden

Samtliche Rezepte, Konzentrationen und pH-Werte sind im Anhang nachzuschlagen.

Fliegenstamme

Alle Stamme wurden bei einem Licht-Dunkel-Wechsel (LD) von 12:12 h und
konstanten 20°C (x 2°) gehalten. Als Nahrung diente ihnen ein bewahrtes
Nahrmedium. Die Fliegenkolonien wurden alle 2-3 Wochen auf neues Futter gesetzt.
Verwendete Fliegenstamme sind in Tab. 1 dargestellt.

In vielen Experimenten wurde das sog. GAL4/UAS System verwendet. Das
GAL4/UAS System (Ubersicht siehe Duffy, J.B. 2002) stammt urspriinglich aus der
Hefe Sacharomyces cervisiae. GAL4 codiert fur ein Protein mit 881 Aminosauren,
welches als Regulator fur andere Gene wirkt und von Galaktose induziert wird. GAL4
kann an die DNA binden und besitzt transkriptionelle Aktivierungsfunkionen.
Zielsequenz ist ein Upstream Activating Sequences (UAS) - Element, welches als
Enhancer funktioniert und essentiell fur die Aktivierungsfunktion von GAL4 bendtigt
wird. Mit Hilfe dieses Systems koénnen in Drosophila Gene zielgerichtet in
bestimmten Zellen angeschaltet werden. Dazu bringt man das GAL4-Gen unter die
Kontrolle eines Promotors, dessen Protein das gewiunschte Expressionsmuster zeigt
und erzeugt einen Fliegenstamm, der diese Kombination stabil in seinem Genom
tragt. Dieser Stamm wird als Treiber-Linie bezeichnet. In einen anderen
Fliegenstamm sollte man das UAS-Element in Verbindung mit dem gewunschten
Gen, das gezielt exprimiert werden soll, einbringen. Diese Fliegenlinie ist der so
genannte Responder. Kreuzt man Treiber- mit Responderlinie erhalt man im
Nachwuchs Fliegen, welche nur in den bewussten Zellen das GAL4 Protein
synthetisieren. Dieses bindet an das UAS-Element und somit wird die Transkription
des gewunschten Gens aktiviert.

Ein weiterer Baustein in diesem System ist GAL80, ein Repressor aus der Hefe.
Dieser bindet GAL4 und inaktiviert dieses somit. Wird also nun in der Treiberlinie
GAL8O0 unter die Kontrolle eines weiteren Promotors gebracht, kann man das zuvor

eingebrachte GAL4-Konstrukt gezielt ,abschalten” (Suster et al., 2004).
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Tab. 1.: verwendete Stamme und ihre Charakteristiken

Stamm (Bezugsquelle)

Mutations-/
Insertionsort

Phiinotyp/
Expressionsschema

Wildtyp

Canton S (Labor Hall)

wildtypische Fliegen

Mutierte Stimine

vellow white (v w)
(Labor Schneuwly)

X-Chr.

Yellow: dieses Protein wird zur Bildung von
Melanin in der Kutikula benétigt, d.h. Fliegen
mit einer yellow - Mutation haben einen
honigfarbenen Kérper. (Biessmann 1985)
White: ATP-bindende Kassette des ABC -
Transporters, welcher bei Mutation nicht mehr
in der Lage ist den Precursor des
Augenpigments richtig in die Zelle zu
transportieren. Deshalb haben diese Fliegen
weille Augen.

yw; Pdf “ (Labor Taghert)

3.Chr.
(Renn et al. 1999)

Diese Null-Mutante kann kein funktions-
tiichtiges PDF mehr herstellen.
(Renn et al. 1999)

sine occuilis (so) (Labor Fischbach)

2.Chr. 57,1
(Milani, 1951)

Ozellen werden nie gebildet, die Komplexaugen
sind in unterschiedlichem Ausmal bis hin zum
vollstdndigen Fehlen reduziert.

(Fischbach, 1983)

GAL4 Treiberlinien

Diese Linie exprimiert in den kleinen

v w; Pdf-GAL4 (Labor Taghert)

Wy RO-GAL4 (Labor Taghert) 2.Chr. ventrolateralen PDF-Neuronen und in Tracheen.
o (Helfrich Forster et al.. 2007)
2.Chr. Das GAL4 Protein wird hier in den groflen und

(Renn et al. 1999)

kleinen LNv hergestellt (Renn et al. 1999)

Wy crj‘g’\‘r— GAL4-13 (Labor Emery)

3.Chr.

In diesem Stamm findet man die GAL4
Expression in allen LN, den DN1a, 2 DN1p und
und 2 DN3 (Emery et al., 2000; Helfrich-Forster
et al., 2007)

Pdf —GALSO cny BN Gara-13

O MRS
(Labor Rosbash)

yw;

2.Chr./3.Chr.

Das Pdf~-GALS0 Konstrukt hemmt in den sLov
vollstindig und in den ILNv nur teilweise die
GALA4-Bildung, die der oben beschriebene cry -
Treiber eigentlich bedingt. (Helfrich-Foérster et
al., 2007)

v w; tim-(UAS)-GAL4 (Labor Young)

2. Chr.
(Blau and Young, 1999)

Alle Uhrneurone, einige ektopische Neurone
und viele Gliazellen enthalten bei dieser
Treiberlinie das Protein GAL4

UAS Responderlinien

UAS-GFP S56T (Labor Fischbach)

Es existieren 2 Stdmime
mit Insertionen von
GFP im 2. oder 3. Chr.
Leider konnte nicht
mehr nachvollzogen
werden, welcher der
verwendete Stamm war

Ein modifiziertes Green-Fluorescent-Protein
(GFP) aus der Qualle dequorea victoria wurde
unter Kontrolle der Upstream Activating
Sequences (UAS) ins Genom der Fliege gebracht
und fungiert so als Reportergen. Die Modifika-
tionen betreffen die Absorptions- und Emissions-
wellenlinge, die eine optimale Anregung bei 488
nm gewihrleistet (Abb. 3.1.). (Tto et al., 1997)

UAS-shi™! (Labor Kitamoto)

siehe UAS-GFP

In dieser UAS-Linie kann das semidominante
thermosensitive shibire-Allel shi™ mit Hilfe des
UAS-GAL4 Systems exprimiert werden.
(Kitamoto, 2001)

UAS —hid 16

(Labor Schneuwly)
Cvo

2. Chr.
(McNabb et al., 1997)

head involution defective (hid) ist ein
Zelltodgen, welches unter UAS-Kontrolle
gezielte Ablationen méglich macht.

19



EINLEITUNG

Immunhistochemie

Far die Immunhistochemieversuchen war es fur die jeweilige Fragestellung notig, die

Tiere in unterschiedlichen Temperatur- und Lichtverhaltnissen grol3zuziehen:

A.) shi®' - Versuch

Nachwuchs aus den Pdf-GAL4 x UAS-shi! Kreuzungen und Pdf-GAL4 Fliegen
wurden sowohl auf 18°C als auch auf 28°C gezlchtet. Auf diese Weise sollten die
Unterschiede im PDF-Cycling in den sLNv-Terminalen bei funktionstiichtigem bzw.

defektem Shibire-Protein ans Licht kommen.

Diese Tiere wurden ohne Rucksicht auf ihr Geschlecht im Alter von 10-12 Tagen zu
den Zeitpunkten ZT 23, ZT 1, ZT 3, ZT 5, ZT 7, ZT 9 und ZT 11 getdtet, fixiert und

spater prapariert (s.u.).

B.) GFP-Expressionsversuch

Nachkommen aus den verschiedenen, bei 20°C Kkultivierten GAL4 x UAS-GFP
Kreuzungen wurden vor der Praparation je 9-12 Tage auf 20°C bzw. 28°C gehalten.
Damit waren diese Fliegen in einem vergleichbaren Alterszustand in der

GAL4-Expressionsstarke, wie in den shi**

Laufaktivitatsversuchen (s.u.).

C.) Pdf-GAL80;cry-GAL4 x UAS-hid Versuch

Die bei Standardbedingungen gezogene F1-Generation der Pdf-GAL8O;cry-GAL4 X
UAS-hid Kreuzung wurden nach 7-9 Tagen 12:12h LD ins Dauerdunkel (DD)
transferiert. Die Temperatur blieb weiterhin konstant 20°C. Einen Teil der Fliegen
praparierte ich am ersten Tag im DD zu den Zeitpunkten, die im LD ZT9 und ZT20
gewesen waren. Die restlichen Versuchstiere wurden zu denselben Zeitpunkten am
7. Tag im DD prapariert. Diese Zeitpunkte wurden so gewahlt, da die Kontrollfliegen

UAS-hid im Laufaktivitatsversuch mit ihrer 23,99 h Periodenlange zu diesen
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Zeitpunkten im DD ihr Aktivitatsmaximum, bzw. —minimum hatten. Somit sollten die
synchronisierten Zellen zu diesen Zeitpunkten weniger (ZT9) und mehr (ZT20)

gefarbt sein.

D.) Pdf-GAL4 x UAS-WGA Versuch

Auch hier wurde die F1 Generation der Pdf-GAL4 x UAS-WGA Kreuzung unter
Standardbedingungen gezogen. Diese Tiere mussten allerdings WGA im Gehirn
akkumulieren (mundliche Mitteilung von Dirk Rieger), weshalb die Versuchstiere und

die Kontrollfliegen (CS) erst nach 5 Wochen prapariert wurden.

Praparation

In Phosphatpuffer (PP) freipraparierte Drosophila Gehirne (whole mounts) wurden 1h
lang in Zamboni’s Fixativ fixiert. Nach 3%x10 min spllen mit PP wiederholte sich der
Spulvorgang mit 3x10 min, allerdings mit Phosphatpuffer dem das Detergenz
TritonX-100 in einer Konzentration von 0,5 % (PPT 0,5%) zugesetzt wurde. Um
spater unspezifische Antikdrperbindung zu verhindern, wurde versucht, mit 5%
Ziegenserum in PPT 0,5% Uber Nacht bei Raumtemperatur alle freie Bindungsstellen
zu sattigen. Anschlie3end inkubierten die Gehirne bis zum nachsten Tag bei 4°C in
der Losung mit dem primaren Antikérper. Nach 5x10 min Spulen in PPT 0,5% wurde
der fluorochrom-gekoppelte sekundare Antikorper aus der Ziege aufgebracht. Die
Absorptions- und Emissionsspektren der verwendeten Antikorper sind in Abb. 6 zu
sehen. In dieser Losung verblieben die Praparate uber Nacht bei Raumtemperatur.
Der letzte Spulvorgang (4x10 min PPT 0,5% und 10 min PPT 0,1%) sollte dann den
restlichen ungebundenen Antikérper auswaschen. Die whole mounts wurden in
Vectashield ® eingebettet und bei 4°C aufbewahrt, um eine Austrocknung zu
verhindern. Mussten die Fliegen zu einem bestimmten Zeitpunkt prapariert werden,
wurden sie direkt in Fixativ, mit 0,5% TritonX-100 versetzt, getotet.

Nach 1h wurden die Fliegen 5x10 min in PPT 0,5% gespult. Erst dann erfolgte die

Gehirnpraparation. Das restliche Procedere blieb identisch.
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Abb. 6: Absorbtions- und Emissionsspektren der verwendeten sekundaren Antikorper, bzw. des
eingekreuzten GFP. Gestrichelte Linien zeigen Anregungsspektren, durchgezogene Kurven stellen das
Emissionsspektrum dar. (modifiziert nach http://probes.invitrogen.com/resources/spectraviewer/ und
Heim and Tsien, 1996)

Auswertung

Die Praparate wurden mit dem konfokalen Laser Scanning Microscope (LSM) 510
von Zeiss digital gescannt. Die Dicke der optischen Schnitte sollte ein konstanter
Faktor bleiben und war auf 2um (x0,1um) festgelegt. Es wurde fir jeden Versuch
zusatzlich darauf geachtet, dass der VergrolRerungsfaktor bei der Aufnahme der
Gehirne gleich war. Der Faktor war so gewahlt, dass die zu untersuchenden
Strukturen in einer Gehirnhalfte pro Aufnahme zu sehen waren. Fir jeden Versuch
entstand deshalb pro gescannter Hirnhemisphare ein Datenfile. Die resultierenden
konfokalen Schnitte konnten je nach Bedarf zusammenmontiert werden, sodass ein
gemeinsames Bild entstand, oder wurden direkt weiter flr die Auswertung genutzt.
FUr die Auswertung der PDF-Menge in den Terminalen wurden all die Schnitte
zusammengenommen, die Teile der Terminalen beinhalteten und als Tagged Image
File Format (TIFF) - Datei exportiert. Auch flr die Messung der Expressionstarke der

GFP-Treiberlinien wurden die Schnitte, die Teile der einzelnen Neuronengruppen
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enthielten jeweils verbunden und umgewandelt. Uberstieg die Anzahl der Schnitte,
die Teile der Neuronengruppen zeigten, jedoch 10, d.h. waren die Zellgruppen dicker
als 20um, wurden mehrere verschiedene Montagen gemacht, die jeweils einzelne
gefarbte Nervenzellen enthielten. Die Schnitte fur die PER-Bestimmung in den vielen
einzelnen Neuronen blieben aus Grinden der Arbeitsersparnis jedoch im
ursprunglichen Format (LSM-File), und nur der Schnitt, in denen das zu messende
Neuron scharf umrandet zu sehen war, kam der Auswertung zu. Die
Intensititsbestimmung erfolgte mit dem frei erhaltlichen Programm ImageJ'. Dazu
wurden die TIFF- bzw. LSM-Bilder gedffnet und vom RGB-Color Modus in den 8-bit
Modus umgewandelt. Bei den LSM-Files gewahrleistete dies eine Standardisierung
der einzelnen Gehirne, da die Intensitatsschritte nun ebenso wie die TIFF-Bilder
jeweils von 0 bis 255 festgelegt waren, und nicht jedes einzelne Bild einen eigenen
Tiefst- bzw. Hochstwert im Bereich von 0 bis 65535 aufwies. Das Programm nahm
hierzu das Minimum bzw. Maximum des gegenwartig geodffneten Schnittes und

skalierte danach den gesamten Stapel linear von 0 bis 255.

Abb. 7: Beispiel vor und nach einer Punktintensititsbestimmung. Rote Markierungen reprasentieren die
10 subjektiv hellsten Punkte in den Terminalen. Gelbe Markierungen zeigen 10 frei gewahlte
Hintergrundsintensitdtsmessungen

Bei den Bildern der Terminalen wurde die Funktion des Point Selection Tools von
ImagedJ genutzt, mit welchem die 10 subjektiv hellsten Punkte in den Endigungen der
sLNv (Park et al., 2000) zu markieren und deren Intensitat zu erfassen waren (siehe
Abb. 7). ImageJ zeigte die Intensitat dieser Punkte an und ermdglichte, diese Werte

zu speichern.

1 © National Institutes of Health, USA
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Eine fast identische Methode kam im WGA-Versuch zum Einsatz, allerdings wurden
hier nur die drei hellsten WGA-Punkte in den Versuchs und Kontrolltieren angeklickt,
die direkt neben den PDF-Terminalen lagen. Als Referenz galt ein Punkt in der Calyx
des Pilzérpers, die nur Hintergrundfarbung aufwies. Somit war ausgeschlossen, dass
unspezifische WGA Farbung im dorsalen Gehirn falschlicherweise als

Hintergrundfarbung gewertet wurde.

Mit Hilfe einer frei zuganglichen Zusatzfunktion des Programms - YAWi2D? - konnten
auch die mittleren Intensitaten von Zellkérpern ermittelt werden. Dazu wurde per
Computermaus mit dem ,Zauberstab® so lange auf den zu untersuchenden
Zellkorper geklickt, bis dieser vollstandig umrandet war (siehe Abb. 8). Das
Programm gab dann die mittlere Intensitat an. Da der Grad an Fluoreszenz
proportional zur Menge an Antigen oder Fluoreszenzprotein ist, konnte auf diese
Weise die durchschnittliche Hohe der GFP-Expression oder die mittlere PER-Menge

bestimmt werden.

Umrandung
durch
YAWI| 2D

Abb. 8: ILNv mit YAWI2D Umrandung.

2 ©Guarracino M.R., Coppola, D. und Lassandro F. http://yawi3d.sourceforge.net/
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Statistik

Alle Tests wurden mit dem Programm SYSTAT ®? fiir Windows durchgefiihrt. Soweit
vorhanden wurden von jeder Praparation mindestens 8 Gehirne, also 16
Hemispharen ausgewertet. Aus den jeweils gemessenen Intensitatswerten einer
Hemisphare ergaben sich Mittelwerte von Neuronengruppen bzw. Terminalen pro
Gehirnhalfte. Dies ergab je Zeitpunkt, bzw. Temperatur oder GFP-Expression
statistisch vergleichbare Wertetabellen. Als Signifikanzgrenze wahlte ich eine
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von p < 0,05. Bei p < 0,001 galten die Werte als
hochsignifikant unterschiedlich. Einem Test auf Normalverteilung folgte eine
Varianzanalyse (ANOVA) und im Bedarfsfall ein Post Hoc - Test nach Bonferroni, um
signifikante Unterschiede in den Farbungen zu finden. Entsprachen die Werte keiner
Normalverteilung, wurden die statistischen Tests trotzdem durchgefihrt und die
Irrtumswahrscheinlichkeit nach Glaser (1978) angepasst, d.h. der erhaltene p-Wert
wird multipliziert um einen strengeren Test zu erhalten. Sind danach die p-Werte
immer noch unter dem Signifikanzniveau, kann getrost von einem signifikanten

Unterschied ausgegangen werden.

Laufaktivitat

Als Versuchstiere fur die Laufaktivitat dienten ausschlieBlich 1-3 Tage alte
Mannchen. Die Auswahl erfolgte unter binokularer Kontrolle und CO,-Betaubung. Mit

Ausnahme der Tiere in den shi®!

- Versuchen wurden alle Laufaktivitatsfliegen auf
20°C gezlchtet. Die Aufzucht der Ersteren erfolgte auf 18°C, damit sich kein
defektes Shibire-Protein bilden konnte.

In den meisten Fallen wurden die Tiere fur 5-7 Tage in einem Licht-Dunkel Wechsel
von 12:12 h gehalten. Danach folgte eine 2-3 Wochen lange Periode mit konstanter
Dunkelheit. All dies geschah bei einer Temperatur von 20°C (+ 2°). Ausnahme dieser

Regel waren die shibire-Versuche. Hier war der Versuchsraum erst ca. 2,5 Wochen

3 Version 11.00.01 © SYSTAT Software, Inc. 2004
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auf 18°C temperiert, daraufhin wurde diese Klimakammer auf 28°C hochgeheizt.
Nach insgesamt 3 Wochen Dauerdunkel, bekamen die Fliegen dann wieder eine
Woche lang einen 12:12 h Licht-Dunkel-Wechsel.

Aufzeichnung

Damit die Laufaktivitat einzelner Fliegen aufgezeichnet werden konnte, mussten
diese isoliert werden. Jedes Versuchstier wurde vorsichtig und unbeschadigt in eine
Fotometerkuvette eingesetzt, die mit einem Koérnchen Hagelzucker als Futter
bestlickt war. Oben befand sich ein Loch mit Gazenetz bespannt zur Luftversorgung.
An der Unterseite ermoglichte ein weiteres kleineres Loch die Wasserversorgung.
Acht dieser Kuvetten waren zu einer Einheit zusammengeklebt (8-er Einheit), welche
mit einer exakt passenden Abdeckung aus Plexiglas verschlossen wurde. Dieser
Deckel hatte oben ebenfalls acht gréliere Locher, die tUber den Luftldchern mit Netz
zu liegen kamen (Abb. 9). Die Wasserversorgung erfolgte Uber einen unten
liegenden Spalt, in welchen ein Schwammtuchstreifen platziert wurde, der so die
Wasserversorgungslocher verschloss. Die Enden dieses Schwammes lagen in
Wasserbehaltern und konnten Uber die Dochtwirkung Feuchtigkeit zu den Kuvetten
transportieren.

Loch fir die
Luftversorgung mit
Infrarotlichtschranke Gazenetzabdeckung

f

|
|

—~ Zuckerstick

"t o

Loch fur die Wasser-
Versorgung

o]

i ] o

Ber-Einheit
er-Einhei =1

Plexiglas-
abdeckung

Abb. 9: Einzelne Fotometerkiivette als Registrierraum fiir
eine einzelne Fliege und die endgiiltige 8er Einheit mit der
dazugehorigen Abdeckung aus Plexiglas.

26



EINLEITUNG

Vier der 8-er Einheiten (also 32 Messplatze) wurden in eine Aufzeichnungseinheit
gesteckt. Dort kam am gegenuberliegenden Ende von Futter und Wasser je eine
Infrarotlichtschranke pro Kivette zu liegen. Dies garantierte, dass keine Futter- oder
Wasseraufnahmeaktivitat, sondern nur Laufaktivitat registriert wurde. Die
Lichtschranke bestand aus einer infrared light emitting diode (LED) und
Phototransistor (PT). Bei Unterbrechung des Infrarotlichtstrahls registrierte dies der
PT und gab einen elektrischen Impuls Uber eine Interfacekarte an einen Multiplexer
(MP) und schlieBlich eine periphere Prozessoreinheit (PPU) weiter (Abb. 10). Von
hier wurden die Daten stlndlich fortlaufend auf einen PC Ubertragen. Da wurden die
Daten der jeweils letzen 30 Tage auf einer Diskette gespeichert. Eine mit der PPU
verbundene Funkuhr gewahrleistete eine exakte Zeitmessung im Versuch. Die
resultierenden Stundenwerte waren digital in 15 4-Minuten-Intervalle verschlisselt,
wobei die ein- oder mehrmalige Passage der Lichtschranke innerhalb dieser 4-
Minuten-Intervalle als ,aktiv* bewertet wurde. Ansonsten galt die Fliege als ,inaktiv*.
Auf diese Weise erhielt man pro Stunde 15 ,Aktiv-Inaktiv-Entscheidungen®.
Insgesamt standen 8 Aufzeichnungseinheiten a 32 Kuvetten flr insgesamt 256
Fliegen pro Versuch zur Verfugung. Jede dieser Einheiten war von einem

Metallgehause umgeben, um elektrische Stérungen zu vermeiden.

Metallgehause

Wasserbehalter

Wasserversorgung

Abb. 10: Vier 8er-Einheiten ergeben zusammen eine Aufzeichnungseinheit. (modifiziert nach
Helfrich-Forster 1998)
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Auswertung

“4  conv.py“® und

Die Daten wurden mit verschiedenen Linux-Programmen (,akto
,pyth2elt*®) in eine Form gebracht, welche das Windows-Programm ,El Temps*’
einlesen konnte. Hier wurden dann Aktogramme und soweit mdglich
Durchschnittstage und Periodenlangen berechnet. Aktogramme sind Darstellungen
der Aktivitat iber einen gewissen Zeitraum, wobei alle 24h eine neue Aktivitatszeile
unter die vorherige gesetzt wird (siehe Abb. 11 A). So erhalt man im Laufe der Zeit
ein Bild, welches den zeitlichen Aktivitatsverlauf einer Fliege genau darstellt.
Veranderungen im Freilaufverhalten kann man unter Umstadnden besser sehen,
wenn man 48h hintereinander, jedoch immer noch jeweils 1 Tag untereinander
darstellt. Eine solche lllustration nennt sich Doppelplot und ist in Abb. 11 B zu sehen.
Um ein allgemeines Aktivitatsprofil der Fliegen zu erhalten, konnten mit Hilfe der
Programme die durchschnittlichen Aktivitatsmengen Uber 24h hinweg ermittelt
werden. Die Kurve der Durchschnittstage und die zugehdrigen Standardfehler
wurden als Wertetabelle exportiert und in Techplot® eingelesen und geglttet. So
waren sie fur die endglltige Darstellung besser geeignet. Ein solcher
Durchschnittstag Uber insgesamt 6 Tage ist in Abb. 12 dargestellt.

Durchschnittstage von einzelnen Fliegen dienten in einem Teil der Versuche dazu,
die Akrophase der morgendlichen, abendlichen und néachtlichen Aktivitat zu
berechnen. Hierzu wurden die Kurvenwerte der Einzeldurchschnittstage aus
El Temps ausgelesen und in Systat eingelesen. Hier gab es die Funktion ,Smooth &
Plot“. Es wurden Regressionen durch die Daten gelegt, allerdings hatte nicht jeder
Datenpunkt dieselbe Gewichtung, sondern Daten, die nahe am zu berechnenden
Datenpunkt lagen bekamen mehr Gewichtung als weiter aullen liegende Daten.
Dadurch erfuhr die Kurve des Durchschnittstages eine extreme Glattung und so
konnten die Maxima dieser neuen Kurven als Akrophasen der jeweiligen Aktivitat

gerechnet werden.

* © Hellrung, W.; Tiibingen

> © Engelmann,D.; Tiibingen

® © Neumann, S.; Tiibingen, 2000

" Version 1,187 © Diéz-Noguera, A.; Barcelona, 1999
® © Dietrich, R.; Braunschweig
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Abb. 11: Beispielaktogramm einer Wildtypfliege. Links ist ein einfaches Aktogramm zu sehen, rechts die
Aktivitat derselben Fliege als Doppelplot. Die gelben Bereiche kennzeichnen Lichtzeiten. Nach dem 6. Tag
blieb das Licht aus, und die Fliege zeigte in konstanten Bedingungen ihren endogenen Rhythmus.
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100 %
Altiatat - -

I b 14 18 24h

Abb. 12: Durchschnittstag der Wildtypfliege von Abb. 4. Hierzu wurde
die Aktivitat der ersten 6 Tage gemittelt und dann geglattet.

FUr die Periodenlangenbestimmung konnte das Programm ElI Temps eine
Periodogrammanalyse nach Sokolove-Bushell durchfuihren. Alle erhaltenen Werte

wurden einer statistischen Uberpriifung unterzogen.
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Um die durchschnittiche Menge der Aktivitat Morgens, Abends und in der Nacht
ermitteln zu kdnnen, wurden in bestimmten Fallen die Durchschnittstage einzelner
Fliegen mit Image J folgendermalien bearbeitet: Aus El Temps als Bilddatei
exportierte Einzeldurchschnittstage, die alle standardisiert waren, sprich dieselbe
Grole und Qualitat hatten, wurden in Image J eingelesen. Hier wurden die vorher
festgelegten Abschnitte von morgendlicher, abendlicher und nachtlicher Aktivitat
nacheinander eingefarbt und dann die Pixelflache mit dem Zauberstab umrandet und
bemessen (Abb. 13). So ergaben sich fur die einzelne Fliege Daten Uber die Menge
der verschiedenen Aktivitaten am Tag. Diese Daten wurden dann ins Verhaltnis zur
Pixelflache der gesamten Aktivitat der einzelnen Fliege gesetzt. Somit wurden Fehler
durch individuelle Unterschiede in den Aktivitatsmengen umgangen. Mit den
resultierenden Mittelwerten der Stamme konnten dann statistische Vergleiche

durchgefuhrt werden.

2309 2714

C _______________________________________________________________________________________________________|]
Abb. 13: Ein standardisierter Einzeldurchschnittstag mit Markierungen, die festlegen, wann Aktivitat zu
einem Nacht-, Morgen- oder Abendpeak gerechnet wird. Griin ist hierbei nachtliche, blau morgendliche
und rot abendliche Aktivitit. Die farbigen Zahlen geben jeweils die Anzahl der Pixel, die die jeweilige

Aktivitdt einnimmt, wieder. Die unterstrichene schwarze Zahl ist die aus den Einzelteilen aufaddierte
Gesamtaktivitdt dieser Fliege.

Statistik

Auch hier wurden alle Tests mit dem Programm SYSTAT ® durchgefuhrt. Die
statistisch vergleichbaren Wertetabellen entstanden nun durch die verschiedenen
Aktivitasmengen, bzw Akrophasen oder Einzelperiodenlangen der Fliegen pro
Genotyp und - falls erforderlich - ,Behandlung®. Diese bestand beispielsweise aus
Temperaturwechseln. Zur Uberprifung signifikanter Unterschiede wurde mit den

Werten genauso verfahren, wie bei den Praparationsversuchen.
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Western Blot

FiUr die Western Blots wurde keine Rucksicht auf das Geschlecht der Versuchstiere,
die bis zu 1 Woche alt waren, genommen. Alle Fliegen wurden bis zum
Versuchszeitpunkt unter Standardbedingungen (siehe Seite 18) gehalten. Fir einen
Western Blot - Ansatz wurden mindestens 50 Versuchstiere pro Zeitpunkt und

Genotyp vorbereitet.

Praparation

Fir diesen Ansatz wurden y w; ;Pdf®*

als Versuchstiere und y w als Kontrolltiere
verwendet. Die synchronisierten Fliegen wurden Uber einen 24h hinweg alle zwei
Stunden, beginnend mit Zeitpunkt ZT1 abgesammelt. Dies ging folgendermal3en von
statten: Die Fliegen wurden aus ihren Kulturglaschen Uber einen Trichter in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen® geschiittelt, welches fingerbreit in fliissigem Stickstoff stand.
Auf diese Weise Schock gefroren, konnten die Versuchstiere weiterverarbeitet
werden, ohne dass Drosophila- eigene Proteasen das Ergebnis verfalschten. Immer
noch gefroren wurden die Fliegen in den Rohrchen Vibrationen ausgesetzt
(Vortex-Genie2 ®'%). Somit wurden die Képfe der Fliegen vom Kérper getrennt. Das
Aussortieren der Kopfe auf Trockeneis schutzte die Proteine weiterhin vor Abbau.
Jeweils 25 Kopfe pro Zeitpunkt und Genotyp wurden eisgekihlt mit
Proteinextraktionspuffer versetzt und homogenisiert (Biovortexer''). Dieses
Homogenisat wurde 2 x 6 min. bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert (Biofuge pico™?).
Der Uberstand wurde (iberfiihrt, das Pellet verworfen. Die Proben wurden mit jeweils
10ul 5-fach-DGLP Gelladepuffer versetzt und 3 min. bei 95°C aufgekocht. 30ul
dieses Gemischs wurden in die Ladetaschen zweier Polyacrylamidgele™ (4,5%

 TPP ®, Europe/Switzerland

19 scjentific Industries, Inc.; Bohenia, NY, USA

1 Bjospec Products; Bartsville, OK, USA

12 Heraeus /Kendro Laboratory Products GmbH; Hanau, Deutschland
3 Herstellung siehe Anhang
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Polyacrylamid im Sammelgel, 6% im Trenngel) pippetiert (Gelapperatur: HoeferTM
SE600™). Die Auftrennung erfolgte ca. 16h bei 55V 150mA und 5W (Consort Power
Supply E 83515) in 1-fach Elektrophoresepuffer. Jedes der zwei Trenngele wurde
nach der Proteinseparierung so zurechtgeschnitten, dass die erwunschte
Auftrennungsregion mit reichlich Spielraum erfasst war. Eines dieser Gelstlicke kam
auf 3 in Semi-Dry-Blotting-Buffer (SDBB) getauchte Whatman Filter und einer
gewasserten Nitrocellulosemembran zu liegen, die ganz exakt auf die Gelgrole
zugeschnitten waren. Auf das Gel wurden noch einmal drei mit SDBB befeuchtete
Whatman Filter gelegt. Dieser Aufbau muldte auf die Plus-Pol Platte des
PerfectBlue™ Semi-Dry-Electroblotters' geschichtet werden. Eventuell vorhandene
Luftblasen in dem ,Sandwich® wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig
herausgerollt. War anschlieend die Minus-Pol Platte vorsichtig mit gleichmafligem
Druck obenauf geschraubt, wurden die Proteine eine Stunde lang bei 400 mA, 30V
und 250 Watt auf die Membran transferiert. Ebenso wurde mit dem 2. Gel verfahren.
Nach Auseinandernehmen der Blots, muldte darauf geachtet werden, dass die
Membranen mit der Proteinseite nach oben auf mit Parafim' ummantelte
Glasscheiben in einer feuchten Kammer platziert wurden. Hier wurden per
Uberschichtung mit Odyssey Blocking Buffer’® 2h lang die unspezifischen
Bindungsstellen abgesattigt. Danach inkubierten die Membranen bei 4°C uber Nacht
im Period-Antikdrper'®. Der Inkubation folgten mehrere Spiilvorgidnge mit Tris-
gepufferter Saline, die mit einem Tensid versetzt war (TBST) (20sec, 30min, 15min,
3x5min). Abgeschirmt von Licht und bei Raumtemperatur verblieb der sekundare
fluoreszierende Antikdrper®® fir 2 h auf den Membranen. Der hier verwendete
Antikorper von Rockland™ konnte durch eine Wellenlange von 800nm angeregt
werden (Anregungs- und Emissionsspektrum siehe Abb. 14). Nach erneutem Spllen
(s.0.) konnten die Membranen mit dem Odyssey™ Infrared Imaging System?'

gescannt werden.

¥ Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg, Germany

15 peglab Biotechnologie GmbH; Erlangen, Deutschland

18 peglab Biotechnologie GmbH; Erlangen, Deutschland

7 American National Can Company, USA

18 Li-Cor® Biosciences; Lincoln, NE, USA

19 aus dem Kaninchen. Verdiinnung: 1:10000 in 5% Milch in TBST mit 0,02% Natriumazid (Stanewsky)
20 IRDyeTM 800 Goat anti Rabbit Rockland

2! Li-Cor® Biosciences; Lincoln, NE, USA
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Abb. 14: Absorptions- und Emissionsspektrum des sekunddaren Western Blot Antikorpers
IRDyeTM 800 (modifiziert nach http:/biosupport.licor.com/docs/odyssey/applicationbriefs/IRdye800_Ab_kit.pdf)

Auswertung

Der Scanner lieferte ein TIFF-Bild, welches mit der Odyssey-eigenen Software
analysiert wurde. Hierzu zeichnete man Rechtecke um die Proteinbanden. In diesem
Fall wurde die period-Protein Region in zwei Banden aufgeteilt: eine hdoher und eine
niedriger phosphorylierte per-Bande (siehe Abb. 16). Das Programm errechnete in
einem mehrere Pixel breiten Umfeld des Rechtecks einen Hintergrundwert (siehe
Abb. 15), der dann von der Intensitat innerhalb des Rechtecks abgezogen wurde.

Der angegebene Wert hiel3 ,Integrated Intensity*.
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Abb. 15: Grafische Darstellung der Berechnung der Intensitat. Die Banden bestehen aus der Intensitéat
des Signals und der Intensitit des Hintergrunds. Um die Proportionalitat der Fluoreszenzfirbung zur
Proteinmenge nutzen zu kénnen, muss das Signal vom Hintergrund getrennt werden. Das Programm
erkennt in mehreren Pixeln rund um das Signal die durchschnittliche Intensitidt des Hintergrunds und
kann dann diesen Wert vom eigentlichen Signal abziehen. (I = Intensitdt; b= Hintergrund; S = Signal)
(modifiziert nach dem Odyssey User Manual)

Damit Intensitatsschwankungen zwischen den einzelnen Blots keine Rolle spielten,
wurden all diese resultierenden relativen Intensitaten eines Blots auf dessen
Maximalintensitat normalisiert, d.h. jeder Blot hatte dann nur noch Intensitatswerte
von 0 bis 1. Da ich insgesamt 3 Mal das gesamte Prozedere mit y w und y w; :Pdf**

durchflihrte, konnten fir jede Bande ein Intensitatsmittelwert berechnet werden.
Statistik

Die Statistik wurde wieder mit dem SYTAT® Programm durchgefihrt.
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Ergebnisse

1. Untersuchung von PER-Phosphorylierungsbanden bei

y wund vy w; :Pdf%

Wie bereits erwahnt, zeugen bisherige Versuche von einer Einflussnahme von PDF
auf die innere Uhr bei Drosophila (Renn et.al., 1999; Helfrich-Forster et al., 2000;
Peng et al., 2003; Lin et al., 2004.) Wie PDF diesen Eingriff vornimmt, ist weiterhin
unklar. Laut Literatur ist es wahrscheinlich, dass PDF uber die Phosphorylierungen
von PER die Uhr beeinflusst (Petri und Stengl, 2001). Deshalb wurden die beiden
Stamme yw und yw;;Pd® (ber den Tag verteilt abgesammelt und aus
Kopfextrakten die jeweils vorhandene Menge der zwei unterscheidbaren PER-
Phosphorylierungszustande per Western Blot bestimmt. Abb. 16 zeigt einen solchen

Western Blot und Abb. 17 die resultierende Quantifizierung aller Western Blots.

Abb. 16: Hier ist ein eingescannter Western Blot von y w; :Pdf”* und y w als Kontrolle zu sehen. Aus
Platzgriinden wurden die Proben auf zwei Membranen verteilt. Der jeweils obere Kasten markiert die
hoherphosphoylierte und damit schwerere Bande, wiahrend die untere Bande weniger phosphoryliert ist
und damit schneller durchs Gel wandern kann. Die Zahlen und Buchstaben geben an, um welchen Stamm
es sich handelt und zu welchem Zeitgeberzeitpunkt die Probe abgesammelt wurde. (p: y w; ;Pdf®!, y: y w,
M: Molekiilgewichtsmarker)
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Die Kurvenverlaufe von yw und yw; ;Pdf®* sind sich sehr ahnlich aber nicht
identisch: in beiden Stdammen steigt die weniger phosphorylierte Stufe des Period ca.
2 h friher an als die hoher phosphorylierte. Auch die Maxima der weniger
phosphorylierten Bande erscheinen 1 bis 2h frlher. Interessanterweise scheinen
jedoch bei y w; :Pdf** beide Per-Banden frilher anzusteigen als bei y w. Die Maxima

der y w; ;Pdf**

Kurven sind aber dann wieder in etwa zur selben Zeit (weniger
phosphorylierte Bande, ZT 19) oder sogar spater (hoher phosphorylierte Bande,
ZT21) als die von y w (ZT19 bzw. ~ZT20).

Leider konnten in der statistischen Untersuchung diese Unterschiede zwischen den

Kurvenverlaufen von y w und y w; ;Pdf**

nicht bestatigt werden. Dies liegt wohl vor
allem an der Variabilitat der verschiedenen Western Blots und dem damit
verbundenen hohen statistischen Fehler. Der einzige signifikante Unterschied
zwischen den Stammen liegt in dem Befund, dass y w; ;Pdf®* insgesamt mehr Per zu

haben scheint.

y w/y w; ;Pdf’" Quantifizierung
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Abb. 17: Resultate der Quantifizierung der Western Blots. Die blauen Linien zeigen den Verlauf der PER-
Proteinmenge in der wenig phosphorylierten Bande, die roten Linien den des hoher phosphorylierten
PERs. Gestrichelte Linien reprasentieren die Versuchstiere, Durchgehende die Kontrollen.

Trotzdem ist die Tendenz von Fliegen ohne PDF einerseits einen friheren Per-
Anstieg und andererseits ein normales, oder gar verspatetes Maximum zu zeigen
erkennbar und wirde mit einer groReren Anzahl an Versuchen moglicherweise auch

statistisch offenbar.
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2. Laufaktivitat von so®

Sine oculis ist eine augenlose Mutation mit einer nicht vollstandigen Penetranz, d.h.
es treten immer wieder Augenreste auf, die in ihrer GroRe und Form von einem fast
vollstandigen integrierten Facettenauge bis zu einem wenige Ommatidien
umfassenden Stielauge reichen (Zulassungsarbeit Acksel, 2006). Um festzustellen,
ob die Periodenlange von der Anwesenheit eines grollen Augenrests beeinflusst
wird, wurden Fliegen mit und ohne Augenreste in der Laufaktivitatsanlage registriert.
so®* mit groRen Augenresten hat eine Periodenléange von 24,64 + 0,11 h. Bei so™ -
Fliegen ohne Augen lauft die innere Uhr mit einer Freilaufperiodenlange von
24,88 + 0,20 h. Statistisch sind die Periodenlangen mit oder ohne Augenreste nicht
unterschiedlich (p=0,31). Deshalb wurden die Werte der augenlosen und mit

01« auf.

Augenresten versehenen so®*-Fliegen gepoolt und tauchen nur noch als ,so
Da theoretisch auch Hintergrundeffekte im Genom der so®* Fliegen fiir die lange
Periodenlange verantwortlich sein konnten, kreuzte ich 3 verschiedene
Defizienzstdmme - mit einer Deletion im so Genbereich - mit der so® Mutante und
registrierte diese heterozygoten Tiere wiederum in der Aktivitatsanlage (o. Abb).
Diese Fliegen hatten also bis auf die so-Region immer zumindest eine wildtypische
Kopie aller Gene und somit konnten rezessive Hintergrundmutationen keine Rolle
mehr spielen. Alle drei heterozygoten Fliegenlinien zeigten Periodenlangen zwischen
24.5 und 25,0h und waren von denen der so°1-FIiegen nicht signifikant verschieden
(F(3/71)=0,99; p=0,40). Um festzustellen, ob die lange Periodenlange der
so®’-Fliegen mit den in der Einleitung erwéhnten Fehlprojektionen der ILNv aus dem
hinteren optischen Trakt, und dem damit verbundenen Mehr an PDF
zusammenhangt, wurden so';Pdf®* Fliegen generiert und ihre Laufaktivitdt im

fOl

Vergleich zu so® und y w; ;Pdf®* Fliegen aufgezeichnet (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Diese Abbildungen zeigen jeweils 2 typische Beispielaktogramme der verwendeten Mutanten
s0%, y w; :Pdf" und so®;Pdf’’. Es ist deutlich zu sehen, dass die Periodenlinge der Doppelmutante der
Periodenlinge von y w; ;Pdf” dhnelt und nicht der von so°.

%1 acht

Fir die Auswertung musste auf die besonderen Eigenschaften von y w; ;Pd
gegeben werden, denn es ist, wie bereits erwahnt bekannt, dass Fliegen ohne PDF

unter DD — Bedingungen teilweise ihre Rhythmizitat nach mehr oder weniger vielen
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Tagen verlieren. (Renn et al.,1999). Auch in diesem Versuch bildeten die y w; ;Pdf**

Fliegen keine Ausnahme, sie waren in uber 60% der Falle arythmisch, oder wurden
es im Laufe des Versuchs. Dieser Effekt wird dem Fehlen von PDF zugeschrieben
(Renn et al., 1999). Deshalb war diese Eigenschaft auch bei den so®:;Pdf®* Fliegen
zu erwarten. Wie Abb. 19 zeigt, ist genau dies bei so%;Pdf®* in 50% der Tiere auch
der Fall, wahrend es bei so®* selbst, nur in knapp 25% der Fallen zur Arrhythmie im

Laufe des Versuchs kommt.

Orhythmische Fliegen, die rhythmisch bleiben
B rhythmische Fliegen, die arhythmisch werden
O arhythmische Fliegen

100%

75%

50% -

25% +

0%

y w; ;Pdf* s0%:Pdf® so”!

Abb. 19: Prozentsitze der rhythmischen, arythmischen und arhythmisch werdenden Fliegen in den
Versuchs und Kontrollstammen. Fliegen, denen PDF fehlt zeigen mehr Arhythmie als PDF-positive
Fliegen.

Fir die Periodenlangenbestimmung wurde auf mindestens 5 Tage Rhythmizitat
geachtet. Die Periodenlange von y w; :Pdf®* ist bekanntermaBen kiirzer als 24h
(Renn et al., 1999). In diesem Experiment hatten diese Fliegen eine durchschnittliche
Periodenlange von 23,17 £0,21h. Im Vergleich dazu hatten die so;Pdf*
Doppelmutanten eine Periodenlange von durchschnittlich 22,75 £ 0,22 h.

Weitere Statistik zeigte, dass die so Fliegen in ihrer Periodenlange hochsignifikant
unterschiedlich zu y w; ;Pdf® und so®;Pdf® waren. Dies alles ist auch in der

zusammenfassenden Abb. 20 vermerkt.
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Abb. 20: Durchschnittliche Periodenlangen der Versuchs- und Kontrollfliegen. Es ist deutlich, dass die
Versuchstiere (so”;Pdf"") Periodenlingen zeigen, die denen von y w; ;Pdf"" gleichen und sich von den
PDF-positiven so®" und Defizienzkreuzungen unterscheiden. Die drei rechten Datenpunkte sind die
Ergebnisse der Kreuzungen von so°1-FIiegen mit Defizienzstammen im so-Genbereich. (Die
Statistiksymbole sollen bedeuten, dass alle verwendeten Stamme mit einer Periodenldnge liber 24h zu
den beiden PDF-negativen Gruppen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,001 unterschiedlich
sind. Die Zahlen in den Saulen geben die Anzahl der ausgewerteten Tiere des jeweiligen Stammes an.)

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die langere Periodenldnge von so® auf PDF
zuruckzufihren ist, denn sobald kein PDF vorhanden ist, ist dieser Effekt
verschwunden und die Fliege zeigt eine Periodenlange die von der von y w; :Pdf*
nicht zu unterschieden ist. so®* unterscheidet sich insofern vom Wildtyp, als dass
PDF-Fasern des Hinteren Optischen Traktes zusatzlich zu den Fasern der sLNv ins
dorsale Protocerebrum ziehen (Helfrich-Forster und Homberg, 1993). Diese
Unterschiede zwischen so®:Pdf® und so™ legen deshalb nahe, die Effekte von

zusatzlichem PDF im circadianen System noch einmal genauer zu beleuchten.
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3. Expression des thermosensitiven Allels shibire® i

diversen Untergruppen der Uhrneuronen

Shibire blockiert die Aufnahme von Substanzen aus dem synaptischen Spalt. Somit
konnen Transmitter langer an den Rezeptoren gebunden bleiben und die Signallange
ausdehnen.

! einmal nur in den sLNv,

Die verschiedenen GAL4-Treiberlinien ermdglichten es, shi
dann in allen PDF-Neuronen, in allen LN, in allen LN auf3er den sLNv und schlief3lich

in allen Uhrneuronen, mehreren ektopischen Zellen und vielen Glia zu exprimieren.

3.1. Expressionsmuster der verwendeten GAL4 — Linien

Um festzustellen, in welchen Neuronen genau die verschiedenen Treiberlinien
exprimieren, wurden diese mit einer GFP-Responderlinie gekreuzt und anschliel3end
das Expressionsmuster mittels konfokaler Mikroskopie ausgemacht.

R6-GAL4 zeigt Farbung nur in den kleinen ventrolateralen Schrittmacherneuronen
(siehe Abb. 21 A), wahrend Pdf-GAL4, GFP auch noch in den ILN, exprimiert (Abb.
21 B). cry-GAL4 weist Farbung in allen lateralen Neuronengruppen auf und
zusatzlich in vier DN1-Neuronen (genauer den DN1 a und DN1p) und 2
DN3 Neuronen (Abb. 21 C). Die Treiberlinie Pdf-GAL8O; cry-GAL4 exprimiert offen-
sichtlich trotz der GAL80 Reprimierung der GAL4 Expression ein klein wenig in den
ILNy, jedoch war kein GFP in den sLN, zu finden. Die restliche Expression ist der der
cry-GAL4-Linie identisch (Abb. 21 D).

tim-GAL4 zeigt in allen Uhrneuronen (sLN,,ILNv, 5thsLnv, Lnd, DN1, DN2, DN3)
GFP und exprimiert zusatzlich in anderen ektopischen Neuronen und vielen Glia-
Zellen (Abb. 21 E)
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" Abb. 21 A-E:

GFP-Expression in verschiedenen Treiber-
linien (R6-GAL4 — A; Pdf-GAL4 - B; cry-
GAL4 - C; Pdf-GAL8O;cry-GAL4 — D; tim-
GAL4 -E)

Diese  konfokalen @ Aufnahmen von
wholemount Praparaten stellen typische
Vertreter der einzelnen Treiberlinien dar.
Die Beschriftung in den Bildern zeigt, in
welche Zellen das GFP exprimiert wird.
(Ausnahme tim-GAL4: hier sind so viele
ektopische Zellen angefarbt, dass die
Beschriftung der DN-Gruppen nicht
moglich war)

Der Balken zeigt eine Strecke von 10 um.

42



ERGEBNISSE

3.2. Laufaktivitat unter 18°C bzw. 28°C

Wie im Material und Methoden Teil beschrieben, wurde die Laufaktivitat der Tiere
erst bei 18°C und dann bei 28°C aufgezeichnet. Hierbei waren sie zuerst im LD bei
18°C, dann wurde das Licht ausgeschaltet und die Tiere verblieben im DD. Nach
einiger Zeit wurde die Temperatur auf 28°C erhoht. Wieder spater wurden die Tiere
wieder einem LD ausgesetzt. Die folgenden Abbildungen (Abb. 22 1. — 22 4.d)
zeigen  reprasentative  Beispielaktogramme  der  Kontrollen und  der
Versuchstierstamme. In manchen Fallen sind aus mangelnder Einformigkeit mehrere
Aktogramme von einem Versuchstierstamm abgebildet, um die Diversitat zu

dokumentieren.
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4. Die Versuchsstimme
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c) R6-GAL4 UAS-shi*'
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e) Pdf-GAL80;cryBN-GAL413 ,UAS-shi'

I
JUWVRY 171 17 A Y S

Abb. 22: Hier sind typische
Aktogramme der  Kontroll und
Versuchstiere dargestellt, die einen
Uberblick iiber das Aktivititsmuster
der einzelnen Stimme geben sollen.
Waren die Stimme in ihrer Lauf-
aktivitat nicht homogen, sind zur Ver-
anschaulichung mehrere Diagramme
angegeben.

Deutlich erkennbar ist, dass die
Versuchs- aber auch die Kontroll-
stimme unterschiedlich auf die
Temperaturerh6hung reagieren:
Pdf-GAL4 und tim-GAL4 beispiels-
weise reagieren kaum. Sehr gegen-
satzlich dazu ist tim-GAL4 UAS-shi®'
zu sehen, wo alle Tiere wenige Tage
nach der Temperaturerh6hung
starben.

3.3. Einfluss von Shibire®® auf die Freilaufperiodenlange

Zunachst soll die Aktivitat im DD bei18°C und 28°C betrachtet werden. Die Fliegen

waren zuerst im DD bei 18°C. Die Temperatur wurde dann auf 28°C erhoht (siehe

Beispielaktogramm einer Kontrollfliege im DD, Abb. 23). Aus diesen Daten wurden

die Periodenldngen und Starke des Rhythmus (Power) der einzelnen Fliegen bei

18°C und bei 28°C erstellt und dann fur die einzelnen Stamme gemittelt (Tab. 2).

itsl

Eine augenscheinliche Ausnahme ist tim-GAL4 UAS-shi~". Diese Fliegen Uberlebten

28°C nicht langer als 48h.

Abb. 23: Typisches Beispielaktogramm einer Kontrollfliege im Freilauf. Blauer Hintergrund bedeutet 18°C

Umgebungstemperatur; rot bedeutet 28°C.
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Ansonsten ist Tab. 2 auch zu entnehmen, dass immer mindestens 80% der Fliegen

rhythmisch waren. Jedoch fallt auf, dass bei 28° mehr arhythmische Fliegen zu

beobachten waren. Die Power des Rhythmus anderte sich bei fast allen Stammen

nicht wesentlich in der hdheren Temperatur. Manche zeigten einen etwas besseren,

andere einen schlechteren Rhythmus.

Tab. 2: Durchschnittliche circadiane GroRen der einzelnen Fliegenstamme bei 18°C und 28°C

18°C 28°C
Stamm n  |Arrhyth.(%) | Periode (h) | Power IArrhyth.(%) | Periode (h) | Power
Canton S 25 0 23,950,170 | 27,39%+1,39 | O 24,39 +0,07 | 21,25 +2,06
UAS-shi® 36 0 24,72 +0,05 | 26,02 £1,45 | 11,11 24,48 +0,07 | 36,00 £2,65
R6-GAL4 20 0 23,48 £+0,09 | 20,01 0,87 | O 24,25 0,08 | 22,83 £2,05
R6-GAL4 UAS-shi*® 19 0 24,14 +0,05 | 26,31 1,53 | O 24,48 +0,05 | 25,40 +2,12
Pdf-GAL4 42 0 24,51 +0,05 | 30,67 1,55 | O 25,12 +0,09 | 39,21 +2,33
Pdf-GAL4 UAS-shi® 85 0 25,16 +0,04 | 35,96 £1,21 || 5,88 27,03 £0,09 | 39,71 1,36
Pdf-GAL80;cry-GAL4 9 |o 23,940,221 | 20,32 2,08 | 11,11 23,66 +0,13 | 25,44 +3,80
Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-shi®| 31 12,9 23,59 +0,10 | 19,92 £1,10 || 3,23 23,71 £0,07 | 27,79 £1,74
cry-GAL4 17 0 24,49 £+0,10 | 28,77 2,07 | 17,65 24,30 £+0,18 | 22,11 +2,37
cry-GAL4 UAS-shi* 19 0 24,67 +0,04 | 31,74 +2,50 | 10,53 24,42 +0,11 | 39,51 £2,11
tim-GAL4 11 |0 24,650,225 | 35,78 +4,29 | 18,18 25,23 +0,18 | 35,64 +4,19
tim-GAL4 UAS-shi® 12 16,67 27,33 £0,30 | 21,64 £1,70 || ---- - -

Die Periodenlangen der einzelnen Stamme bei 18°C und 28°C sind in Abb. 24

zusatzlich  grafisch  aufgearbeitet. @ Es  gibt  signifikante = Unterschiede

(F(22/594)=115, 15 ; p<0,01)

zwischen den

Stammen bei den verschiedenen

Temperaturen. Auffallig ist hierbei, dass Pdf-GAL4 UAS-shi™ bei 28°C eine deutlich
langere Periodenlange hat als bei 18°C (p<0,01). Bei tim-GAL4 UAS-shi*' fallt ins
Auge, dass bei 18°C die Periodenlange, im Vergleich zu tim-GAL4 ungekreuzt, sehr
lang ist (p<0,01). Innerhalb der Stdmme sind noch bei R6-GAL4 und Pdf-GAL4

signifikante Unterschiede (p<0,01) zu verzeichnen. Die restlichen Periodenlangen

bewegen sich alle in einem engen Rahmen und sind innerhalb der einzelnen

Stamme auch nicht signifikant verschieden.
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Abb. 24: Periodenldngen der einzelnen Stamme bei 18°C bzw. 28°C. Signifikante Verdanderungen sind mit

Sternchen markiert (%: p<0,05; % %*: p<0,01).

49



ERGEBNISSE

Abb. 25 verdeutlicht die Periodenveranderungen der einzelnen Stamme. Hier wurde
bei jeder Fliege die 18°C Periodenlange von der 28°C Periodenlange abgezogen und
dann alle Werte eines Stammes gemittelt. Die Periodenveranderung ist
stammabhangig (F(10/281)=45,48; p<0,01). Jedoch ist nur von Pdf-GAL4 zu
Pdf-GAL4 UAS-shi* eine signifikante Veranderung (p<0,01) bemerkbar. Alle anderen

+tsl

Stamme zeigen keine Unterschiede zu den mit UAS-shi~ gekreuzten Tieren.

Pdf-Gal4 Uas-shi ™'

1,5

1 R6 -Gal4
T Pdf-Gal4 tim-Gal4
Canton S l T
0,5 T 1
_ - Pdf-Gal80; cry-Gal4
Uas:ghi *'
cry-Gal4
0 —— 8 &
I R6-Gal4 Uas-shi _Jl_. &\\\k\\\\ -
UAS-shi*® o ©

cry-Gal4 Uas-shi "'

-0,5 1
Pdf-Gal80; cry-Gal4

Abb. 25: Periodenldangenveranderung von 18°C nach 28°C der einzelnen Fliegenstamme. Signifikante
Verdnderungen wurden hier nur vom GAL4 - Elternstamm zum gekreutzten Stamm untersucht.
Signifikanzen sind mit Sternchen markiert (%: p<0,05; % %*: p<0,01).

3.4. Expressionsstarke der Treiberlinien

Um festzustellen, ob die vorangegangenen Ergebnisse mit der Expressionsstarke
der Treiberlinien zusammenhangen, wurden diese mit GFP gekreuzt und dann bei
20°C bzw. 28°C prapariert. Abb. 26 zeigt die Ergebnisse der Intensitatsevaluierung in
den LN.
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A . . )
Intensitatsvergleich der Lateralneuronen bei 20°C
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Abb. 26: Hier ist die Auswertung der GFP Expression zu sehen. A zeigt die GFP-Intensitat
und somit die Expressionsstidrke in den LN der verschiedenen Treiberlinien bei 20°C. B
offenbart dasselbe fiir 28°C.

Darin wird deutlich, dass die Expressionsstarke von Stamm zu Stamm
unterschiedlich ist und auch unterschiedlich auf die hohere Temperatur reagiert.
Wahrend die Intensitat der GFP-Fluoreszenz von Pdf-GAL4 bei 28° allgemein hdher
ist als bei 20°C, fallt sie bei R6-GAL4, tim-GAL4 und Pdf-GAL80;cry-GAL4 ab. Cry-
GAL4 reagiert nicht wirklich auf die unterschiedlichen Temperaturen, was die

Expressionsstarke angeht, aber insgesamt war die Expressionsstarke relativ niedrig.
Da nur Pdf-GAL4 UAS-shi® eine Veranderung der Periodenldnge zeigte und auch

die Ergebnisse der Expressionsstarke den Treiber Pdf-GAL4 hervorhoben, wurden
im Folgenden nur die Pdf-GAL4 UAS-shi*™ Ergebnisse betrachtet.
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3.5. EinfluB von Shibire® auf das durchschnittliche Tagesaktivitatsmuster

Wie man an den obigen Aktogrammen sehen kann, hat die Temperatur und evtuell
auch Shibire™ einen deutlichen Einfluss auf das Aktivitaitsmuster. Um dies zu
verdeutlichen, wurden die durchschnittlichen Aktivitatsprofile aus den 4 Abschnitten
des Versuchs (LD und DD bei 18°C, LD und DD bei 28°C) berechnet
(=Durchschnittstage).

Die Durchschnittstage in Abb. 27 zeigen die der Elternlinien und der gekreuzten
Pdf-GAL4 UAS-shi®™ Fliegen. Die Pfeile indizieren die durch extreme Glattung der
Kurven ermittelten Aktivititsmaxima. UAS-shi'® hat im Vergleich zu den anderen
Linien ein uneinheitlicheres Aktivitatsmuster, was sich in dem zum Teil hdoheren
Standardfehler zeigt. Die Dunkelhemmung im LD ist hier auch nicht so deutlich
ausgepragt. Im Dauerdunkel ist kaum ein bimodales Muster erkennbar, der
Morgenpeak ist nur als eine Schulter des Abendpeaks wahrnehmbar. Diese Schulter
verandert sich kaum bei 28°C, d.h. der Morgen und Abendpeak haben sich nicht

! Tiere hat den

voneinander entfernt sondern eher angenahert. Keines der UAS-shi
zweiten LD bei 28°C erlebt.

Pdf-GAL4 zeigt im Gegensatz zu UAS-shi® ein durchgéngig gleichférmigeres
Muster. Im LD zeigte sich, dass die Fliegen bei 28°C eine langere Ruhepause in der
Mitte des Tages einlegen als bei 18°C. Der Morgenpeak endet also friher und der
Abendpeak beginnt spater. Im Dauerdunkel ist bei auch bei diesen Kontrolltieren der
Morgenpeak eher eine Schulter oder bei 18°C sogar nur eine Schiefe des

S ginheitlich und der

Abendpeaks, jedoch ist das Muster, anders als bei UAS-shi
Standardfehler klein. Eine Verbreiterung der Aktivitatsphase ist hier im DD sehr gut
erkennbar: die Schiefe bei 18°C wandelt sich in 28°C zu einer Schulter, die den

tsl

Morgenpeak darstellt. Somit liegen hier im Gegensatz zu UAS-shi~ die Peaks bei der
hdheren Temperatur weiter voneinander entfernt.

Die gekreuzten Versuchstiere unterscheiden sich im LD bei 18°C und 28°C kaum
von denen der Pdf-GAL4 Kontrolltiere, auch sie haben bei 28°C in der Mitte des
Tages eine langere Inaktivitat als bei 18°C. Hier ist jedoch auch im Dauerdunkel
immer eine klare Bimodalitat des Aktivitatsmusters zu erkennen, bei 28°C noch

etwas deutlicher als bei 18°C. Dies unterscheidet die Versuchstiere von beiden
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Kontrollstammen. Die Aktivitatspeaks liegen im DD bei 28°C ebenfalls weiter

voneinander entfernt als bei 18°C, jedoch nicht so deutlich wie bei Pdf-GAL4.

UAS-shi®™ UAS-shi®™ y w; ;PdF-GAL4 y w; ;Pdf-Gaid
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Abb. 27: Durchschnittstage der Pdf-GAL4; UAS-shi'' Fliegen und ihrer Kontrollen. Die Zahlen im oberen
Rechten Eck geben die Anzahl der zur Berechnung verwendeten Tiere an. Die Pfeile zeigen die durch
Glattung berechneten Aktivitatsmaxima der Stamme an.

3.6. Einfluss von Shibire®® auf das PDF-cycling in den Terminalen der sLNv

Da Shibire®™ die Periodenlange von Pdf-GAL4 verldngerte und aus friiheren Studien
bekannt war, dass PDF in den Terminalen der sLN, rhythmisch cycelt (Park et al.,
2000), war der nachste Versuch, diese Schwankungen des PDF-Levels in den sLN,
der Pdf-GAL4 UAS-shi* Fliegen zu untersuchen (Abb. 28 und Abb. 29).
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Pdf-GAL4 UAS-shi'®'

Pdf-GAL4

¢ / ZT05

. . B

18°C

Pdf-GAL4 UAS-shi'' Pdf-GAL4

ZT03

Abb. 28: Anti-PDH-Farbung in
den Terminalen der sLNv:

Hier sind 8 reprasentative
konfokale Aufnahmen
dargestellt, die zeigen, dass die
Terminalen der sLNv sowohl in
den Versuchs- als auch in den
Kontrolltieren bei 18°C und 28°C
gleich reagieren, und es, wie
schon friiher gezeigt (Park et al.,
2004), zu verschiedenen
Zeitpunkten unterschiedlich viel
PDF in den Terminalen gibt.
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Abb. 29: Durchschnittliche PDF-Farbung der sINv Terminalen in Versuchs- und Kontrolltieren bei 18°C
und 28°C zu verschiedenen Zeitpunkten. Es gibt keinen statistischen Unterschied in den
Kurvenverlaufen, lediglich die Farbe-Intensitit war sowohl bei 18°C als auch bei 28°C in den
Kontrolltieren signifikant hoher als in den Versuchstieren. Kontrolltiere: Pink, Versuchstiere: Blau
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Aus den Abbildungen ist zu entnehmen, dass PDF in den Terminalen der sLNv
rhyhmisch vorhanden ist. Bei 18°C ist ein Peak zu sehen, der sowohl bei den
Versuchs- als auch bei den Kontrolltieren bei ZT5 liegt. Bei 28°C existieren 2 Peaks,
die zwischen ZT1 und ZT3 und bei ZT9 auftreten. Dieser Einfluss der Temperatur auf
den Intensitatsverlauf ist signifikant (p=0,02). Was der ahnliche Verlauf der Kurven in
den Grafiken weiter impliziert, bestatigte die statistische Untersuchung: Es gibt keine
Wechselwirkung zwischen der Temperatur und den Stammen, d.h. die Temperatur
hat in den Versuchstieren keine andere Wirkung als in den Kontrolltieren
(F(1/417)=0,39, p=0,53). Jedoch ist ein Unterschied in der Intensitat festzustellen.

Sie ist in den Kontrolltieren allgemein héher als in den Versuchstieren (p<0,01).

3.7. Vergleich der Durchschnittstage von CS und y w; :Pdf® bei 18°C und 28°C

Um festzustellen, ob PDF in die Peakverschiebungen bei hdheren Temperaturen

f01

eingreift, wurden Canton S und y w; ;Pdf"" Fliegen unter denselben Bedingungen wie

im shibire Versuch aufgezeichnet. Abb. 30 zeigt Beispielaktogramme der beiden

Stamme:
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Abb. 30.: Fortsetzung siehe ndchste Seite
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Abb. 30: Beispielaktogramme von Canton S und y w; ;Pdf01, die typische Vertreter der Laufaktivitat der
beiden Stamme darstellen.

Die daraus resultierenden Durchschnittstage sind in Abb. 31 zu sehen. Da sich die
Feststellung der Periodenlange bei vielen Fliegen als recht schwierig erwies, sind
hier jeweils nur diejenigen mit einberechnet, die bei beiden Temperaturen eine klare
deutliche Periode zeigten. Bei Canton S traf dies auf 6 Tiere zu, bei y w; ;Pdf®* auf 4.
Nur 2 der CS Fliegen waren auch im LD bei 28°C am Leben, deshalb ist dieser
Durchschnittstag sehr minimalistisch. Allgemein sind die Durchschnittstage von so
wenigen Individuen nicht sehr gleichmallig in ihrer Struktur, was auch hier zu sehen
ist.

Fliegen, welchen das Neuropeptid PDF fehlt, zeigen bei 18°C einen sehr kleinen
Morgenpeak — sowohl im LD als auch im DD. Bei 28°C im DD ist er dann
anscheinend gréRer als der Abendpeak. Im LD zeigen die Pdf° Tiere 3 Peaks von
denen 2 als normale Morgen- und Abendpeaks erscheinen, wahrend der Dritte
mitten in der Nacht zu sehen ist.

Anhand der Durchschnittstage ist es nicht moglich, die exakten Peak - Maxima
abzulesen, um festzustellen, ob die Peaks sich voneinander entfernen, oder nicht.
Deshalb wurden die Einzeldurchschnittstage der Fliegen mit dem Programm Systat
stark geglattet und dann von dieser neuen Kurve die Uhrzeit der Maxima bestimmt
(Abb. 32). Mittelwerte und Standardfehler aller Fliegen aus diesen Berechnungen
sind in dieser Abbildung sichtbar gemacht. Bei CS im 2.LD bei 28°C scheint es so,
als hatten diese Fliegen einen Peak in der Nacht, jedoch waren hier nur 2 Fliegen
auswertbar und diese nur jeweils 3 Tage aktiv (siehe Abb. 30), somit kann nicht
gesagt werden, ob es sich um echte Peaks, oder Artefakte handelt und deshalb

wurde nicht naher darauf eingegangen.
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Abb. 31: Durchschnittstage der CS Fliegen und der y w; Pdf
Fliegen bei 18, bzw. 28°C. Die genauen Anzahlen der Tiere, die fiir
die einzelnen Durchschnittstage verwendet wurden, kénnen in der
jeweils oberen linken Ecke abgelesen werden. Die rein schwarzen
Durchschnittstage sind DD-Durchschnittstage, bei den Anderen
stellt gelb die Lichtphase des Tages dar. Die Temperatur ist in den
rechten oberen Ecken der Durchschnittstage zu finden. CS ist
links, y w; ;Pdf"* rechts.

Bei CS kann man sowohl im LD als auch im DD erkennen, dass die Maxima von
Morgen und Abendpeak sich bei 28°C weiter vom Tagesmittelpunkt entfernen als bei
18°C. y w; ;Pdf** zeigt mit dieser Auswertungsmethode bereits im DD bei 28°C 3
Peaks, was den Vergleich Uber das Auseinanderdriften der Peaks zwischen CS und
pdf0 zunichte machte.

Die im DD gefundenen Peaks sind schwer statistisch miteinander zu vergleichen, da
bei 28°C jeglicher Anhaltspunkt fur die richtige Lage der Peaks fehlt, deshalb wurden

sie fur den Grafen anhand der Morgenpeakdaten aus dem LD angeordnet.
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Akrophasen der Aktivitat
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Abb. 32 A-C: Akrophasen der Aktivitatspeaks von CS und y w; :Pdf™" bei 18°C und 28°C. A: LD
Bedingungen (bezogen auf die Uhrzeit). Fliegen ohne PDF haben einen verfriihten Abendpeak und bei
28°C einen 3. Aktivitatspeak in der Nacht. B: DD Bedingungen. Die Zeitpunkte der Maxima wurden auf den
letzten LD-Tag zuriick extrapoliert. Wieder zeigt y w; :Pdf"" 3 Peaks bei 28°C. Unter den pdf0-Fliegen
herrscht groBe Variabilitat, was die Vorverschiebung der Aktivitat im DD angeht. C: Deshalb wurden die
DD Peaks auch noch so geplottet, dass der Aktivititsmedian auf die 12 Uhr Position gelegt wurde. Hier ist
dann zu sehen, dass die Vorverschiebung zwar variabel ist, aber die Phasenlage der Peaks zueinander ist
sehr dhnlich.
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Statistisch gesehen ist diese Positionierung im DD bei 28°C willkirlich, auch wenn
sie auf den Beobachtungen des LD beruht. Deshalb wurden die statistischen
Vergleiche auf den LD und den 18°C DD beschrankt. Leider mussen die Ergebnisse
trotz dieser Einschrankung mit duerster Vorsicht betrachtet werden, weil nur sehr
wenige Tiere zur Auswertung zur Verfiigung standen. Daher lassen sich nur wenige

Dinge mit Sicherheit sagen: Der Abendpeak von y w; ;Pdf’!

ist im LD signifikant
frher als der von CS (p<0,001). Die Morgenpeaks unterscheiden sich statistisch
nicht, jedoch lasst sich in der Grafik die Tendenz dazu ablesen, dass bei CS der
Morgenpeak bei 18°C spater liegt als bei 28°C. Bei so wenigen Tieren kann man
allerdings keine Aussage drlber treffen, ob dies ein systematisches Phanomen ist,
oder nicht. Bei y w; ‘Pdf’? scheint es nicht der Fall zu sein, allerdings gilt auch hier,
dass mehr Tiere bendtigt wurden, um diese Aussage zu verifizieren.

Beide Stamme reagieren gleich auf die hdhere Temperatur, namlich mit einer
signifikanten Verschiebung des Abendpeaks nach hinten (p<0,001). Im 18°C DD gibt

es aufgrund der hohen Variabilitdt von y w; ;Pdf®*

keinen signifikanten Unterschied
mehr zwischen den Morgen und Abendpeaks, aber man kann trotzdem deutlich
erkennen, das bei den Fliegen ohne PDF die Akrophasen der Aktivitatspeaks sich im

Vergleich zum Wildtyp nach vorne verschieben.

Damit die Frage nach der Herkunft des dritten Peaks genauer beleuchtet werden
konnte, wurden y w; :Pdf** Fliegen und y w Fliegen bei 30°C aufgezeichnet. Leider
konnte bei diesen Fliegen kaum Nachtaktivitdt im Durchschnittstag festgestellt
werden, und auch im Dauerdunkel war kein 3. Aktivitatspeak festzustellen. Deshalb

wird hierauf nicht weiter eingegangen.
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4. Wheat-Germ-Agglutinin (WGA) als Tracer fur sLNv-

Folgeneuronen

Des Weiteren sollte untersucht werden, Uber welche Zellen, das PDF-Signal im
dorsalen Protocerebrum weitergegeben wird. WGA ist ein Lektin das sowohl
anterograd als auch reterograd an der Synapse weitergegeben werden kann
(Yoshihara et al., 1999; Tabuchi et al., 2000). Mit dem GAL4/UAS System in die
Fliege gebracht, sollten Folgezellen sichtbar gemacht werden. Da nach mundlicher
Mitteilung von D. Rieger dieses Lektin erst akkumulieren muf}, wurden 5 Wochen alte

Fliegen prapariert. Die dorsale Region um die Endigungen der sLNv wurde dann

genauer betrachtet.

Abb. 33 A-C: Anti-PDF
und Anti-WGA-Farbung
in Pdf-GAL4;UAS-WGA
Fliegen.

A und B zeigen die
Terminalen der sLNv, C
zeigt WGA positive
Zellen im dorsalen
Protocerebrum.

Fusion

In Abb. 33 B kann man sehen, dass das WGA sowohl im Trakt der sLNv vorhanden
ist, als auch in Verastelungen, in denen kein PDF zu sehen ist. Aulerdem sind direkt
neben den PDF-Endigungen einzelne grine WGA-Punkte. Des Weiteren waren

wenige Zellen im dorsalen Protocerebrum angefarbt Abb. 33 C. Diese sind von ihrer
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Lage her nahe der DN1, jedoch teilweise zu gro® um selbst DN1 zu sein. Bei einer
Kontrollfarbung mit CantonS Fliegen konnte aul3erdem festgestellt werden (Abb. 34),
dass diese Zellen auch in Wildtypfliegen mit dem WGA-Antikdrper anfarbbar sind.
Dies bedeutet, dass der Antikdrper nicht spezifisch genug ist und diese Zellen
wahrscheinlich keine echte WGA-Farbung besitzen.

Zusatzlich sind auch in den Kontrollfarbungen Anti-WGA gefarbte Punkte im dorsalen
Protocerebrum zu sehen, allerdings lassen sich keine Punkte sehr nahe an oder in
den dorsalen Endigungen der sLNv feststellen, aullerdem sind die WGA-Punkte in
CS signifikant (p=0,004) dunkler als in den Versuchstieren (siche Abb. 34 C) und
sind offensichtlich kleiner. Deshalb kann davon ausgegangen werden dass hier eine

spezifische Farbung in den gekreuzten Versuchstieren vorliegt.

c Intensitat der
WGA-Farbungen

[
[

20

pdf-Gal4; cs
UAS-WGA

Fusion

Abb. 34 A-C: Anti-PDF und Anti-WGA-Kontrollfarbung in CS Fliegen und Farbequantifizierung
A und B zeigen die Region der Terminalen der sLNv mit angefarbten WGA-positiven Zellen. In C ist die
vergleichende Quantifizierung der WGA Farbungen in den Versuchstieren und den Kontrollen zu sehen.

Leider konnte nicht festgestellt werden, welchen Zellen bzw. Zellkorper diese
potentiellen nachgeschalteten Synapsen der sLNv entspringen. Jedoch sind
Sulfakinin positive Zellen im dorsalen Protocerebrum Kandidaten, die circadiane
Information der sLNv aufnehmen und weiterleiten kénnten (mundliche Mitteilung C.
Forster). Deshalb wurden AntikOrperfarbungen mit Sulfakinin durchgefuhrt.

Abb. 35 zeigt ein Gehirn einer cry-GAL4 UAS-GFP Fliege, die zusatzlich mit Anti-
Sulfakinin Antikorpern angefarbt wurde. Da sehr viel im Gehirn Sulfakinin — positiv

ist, ist es durchaus mdglich, dass die kleinen PDF-Zellen Uber das Sulfakinin
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Netzwerk ihre circadiane Information an nachgeschaltete Effektor-Organe

weitergeben. Jedoch kann dies nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Abb. 35: Sulfakinin und cry Markierungen in einem Drosophila Gehirn. (Blau: Sulfakinin, GFP: cry-GAL4-
13) In dem vergroBerten Ausschnitt sind die Terminalen der sLNv zu sehen mit sulfakinin-positiven
Endigungen in unmittelbarer Nahe.

5. Ablation verschiedener Untergruppen von Uhrzellen

Die bisherigen Versuche zeigen, dass PDF im circadianen Netzwerk eine Rolle in der
SignalUbertragung spielt. Nun sollte herausgefunden werden, was geschieht, wenn
dieses Gefuge durch die Ablation wichtiger Uhrzellgruppen gestort wird. Dafur
wurden UAS-hid Fliegen mit verschiedenen GAL4-Stammen gekreuzt und dann in
ihrer Laufaktivitat beobachtet. Die folgenden Abbildungen zeigen typische

Aktogramme der einzelnen Versuchs und Kontrollstamme.
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Abb. 36: Fortsetzung siehe nachste Seite
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Abb. 36: Beispielaktogramme der Versuchs- und Kontrollfliegen des Ablationsversuch. Die Tiere waren
bei 20°C ca. 1 Woche im LD, danach wurden sie ins Dauerdunkel transferiert. Es ist deutlich zu sehen,
dass die Kontrollstimme in ihrer Rhythmizitat nicht beeintrachtigt sind, die Versuchstiere, jedoch, je
nach Ablation Probleme haben, unter konstanten Bedingungen ihren Rhythmus beizubehalten.

5.1. Laufaktivitatsversuch der ablatierten Fliegen

Pruft man die Aktivitaten im LD, so fallen vor allem die nachtlichen Aktivitaten bei
manchen Stammen auf. Deshalb wurden die Aktivitatsverteilungen im
Durchschnittstag ausgewertet. Die Aktivitatsbestimmung der einzelnen Zeitraume
(Morgen-, Abend- und Nachtaktivitat) erfolgte wie im Material- und Methodenteil
beschrieben. Statistische Analysen der Verteilungen ergaben, dass sich manche
Stichproben so sehr voneinander unterschieden (p<0,000001) dass fur die spateren
Varianzanalysen ein sehr hoher Korrekturfaktor nach Glaser (1978), namlich 10,
verwendet werden musste. Damit konnte sichergestellt werden, dass die errechneten
Signifikanzen tatsachlich vorhanden waren.

In diesem Versuch wurden sowohl Mannchen als auch Weibchen betrachtet.
Tatsachlich gibt es auch einen Geschlechterdimorphismus in der Aktivitatsverteilung.
Die Weibchen sind prozentual mehr am Morgen (P=0,015) und weniger in der Nacht
(p<0,001) aktiv (0. Abb.). Da sich dieses Ergebnis allerdings in allen Stammen mit
einer teils hoheren teils niedrigeren Tendenz gleicht, konnten Mannchen und
Weibchen gemeinsam betrachtet werden.

Die Ergebnisse der Parentalstamme (o. Abb.) zeigten nur einen signifikanten
Unterschied zwischen den GAL4 Stammen und des UAS-hid Stammes (p=0,008).
Deshalb wurden die GAL4 Stamme zu einer Kontrollgruppe zusammengefasst.
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Abb. 37: Durchschnittstage der Kontroll- und Versuchtierstimme und die Ergebnnisse der
Quantifizierung der prozentualen Aktivititsmenge pro Peak. Der zweite Durchschnittstag ist invers
geplottet, so dass die Nachtphase als zusammenhédngendes Stiick gesehen werden kann. Die roten
Striche in den Durchschnittstagen zeigen die gewahlten Grenzen fiir die Quantifizierung an.

MP: Morgenpeak; AP: Abendpeak; NP: Nachtpeak.
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Abb. 37 zeigt alle Durchschnittstage und die Ergebnisse der Quantifizierung der
Versuchs- und Kontrollstamme. Die Statistische Auswertung ergab folgendes: Der
Morgenpeak verhalt sich nicht in allen Stammen gleich (F(4/180)=44,00; p<0,001).
Ein Post hoc Test zeigte, dass die morgendliche Aktivitat von Pdf-Gal80;cry-GAL4
UAS-hid signifikant mehr als bei allen anderen Stammen ist. Die UAS-Kontrolle und
Pdf-GAL4 UAS-hid haben statistisch dieselbe prozentuale Menge an morgendlicher
Aktivitat, welche geringer als bei allen anderen Stammen ist. Cry-GAL4 UAS-hid und
die GAL-Kontrollen liegen mit ihrer morgendlichen Aktivitdt zwischen den anderen
Stammen und unterscheiden sich statistisch nicht. Anders beim Abendpeak der
einzelnen Stamme (F(4/180)=57,88; p<0,001): Hier ist die UAS-hid Kontrolle der
Stamm mit der prozentual hochsten abendlichen Aktivitat und somit signifikant
unterschiedlich zu allen anderen Stammen. Cry-GAL4 UAS-hid und Pdf-GAL8O0;cry-
GAL4 UAS-hid haben eine statistisch gleiche geringere abendliche Aktivitat, die sich
mit allen anderen Stammen signifikant unterschiedet. Die GAL4 Kontrollen und Pdf-
GAL4 UAS-hid liegen diesmal signifikant zwischen den anderen Stammen.

Wie aus den Grafiken (Abb. 37) ersichtlich ist, ist in den Kontrolltieren die nachtliche
Aktivitat sehr gering, wahrend sie in den Versuchstieren im Vergleich hoher ist
(F(4/180)=18,71; p<0,001).

Der Unterschied in den Stammen ist signifikant zwischen den Kontrollstammen und
den Versuchstieren. Die Versuchstierstamme sind untereinander nicht signifikant
verschieden, jedoch gibt es gewisse Tendenzen: die meiste Nachtaktivitat zeigt cry-
GAL4 UAS-hid, gefolgt von Pdf-GAL4 UAS-hid.

SchlieRlich und endlich lasst sich sagen, dass die Stamme, in denen Uhrzellen
ablatiert wurden, nachtliche Aktivitatsanteile haben, wahrend die Kontrollstdmme
kaum nachtliche Aktivitat zeigen. AuRerdem scheint sich das Verteilungsmuster der
Aktivitat beim Fehlen bestimmter Uhrzellen zu verschieben. So ist die morgendliche
Aktivitat in den Kontrollen immer geringer als der Abendpeak. Fehlen allerdings alle
Hauptschrittmacher gleichen sich die Aktivitdtsmengen aus. Sind nur die sLNv
vorhanden, schlagt die Verteilung sogar um und die Fliegen zeigen mehr Aktivitat am

Morgen als am Abend.
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Danach wurden jeweils 10 Fliegen ohne Rulcksicht auf Geschlecht und im Falle der
GAL4-Kontrollen ohne Ricksicht auf den Stamm zufallig aus den Versuchs- und
Kontrollstdmmen ausgewahlt, um an ihnen die Peaks der einzelnen
Aktivitatszeitrdume zu bestimmen, so wie auch im vorigen Versuch bei y w; ;Pdf**

und CS geschehen. Abb. 38 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung:

Aktivitatspeaks

UAS-Kontrolle .

Gal4Kontrollen ' *
pdf-Gald; U AS-hid ™
cryeGald; U AS -hid ™
pdf-Gald0;cry-Gal 4; a

UAs-hid
0 6 12 18 24

Abb. 38: Akrophasen der Morgendlichen, abendlichen und nachtlichen Aktivitit in Kontrollstammen und
Fliegen mir ablatierten Uhrneuronen. Morgenpeak und Nachtpeak treten bei allen Fliegen zur gleichen
Zeit auf; das Abendpeak-Maximum ist bei Pdf-GAL4 UAS-hid signifikant friher als bei den
Kontrollstammen und bei Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid, jedoch nicht friiher als das von cry-GAL4 UAS-
hid. (%: p<0,05; %%: p <0,01)

Die Kontrollen zeigen keinen Nachtpeak, wahrend er in allen Versuchstierstammen
zumindest manchmal auftritt. Bei Pdf-GAL4 UAS-hid hatten alle untersuchten Fliegen
einen nachtlichen Peak, bei cry-GAL4 UAS-hid 70%. Dieser ist in beiden Fallen sehr
bestandig in der Zeit, wann er auftritt. Pdf-GALB8O; cry-GAL4 UAS-hid liegt zwischen
den Kontroll- und Versuchstieren mit 4 von 10 mdglichen nachtlichen Peaks und
einer deutlichen Streuung in der Uhrzeit. Zeitlich gesehen liegt der Nachtpeak jedoch
bei allen Stammen statistisch gleich (F(2/18)=2,02; p=0,162). Auch die Morgenpeaks
ereignen sich nicht zu unterschiedlichen Zeiten (F(4/45)=0,86; p=0,486). Bei den
Abendpeaks gibt es jedoch Unterschiede (F(4/45)=7,24; p<0,001): Der Pdf-GAL4
UAS-hid-Peak liegt friher als der der Kontrollen. Auch die Pdf-GAL80;cry-GAL4
Fliegen haben ihren Abendpeak spater als die Pdf-GAL4 UAS-hid Fliegen.
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Des Weiteren wurden — soweit moglich — die Periodenlangen der einzelnen Stamme
ermittelt (siehe Tab. 3). Dabei stellte sich heraus, dass die Rhythmik der einzelnen
Versuchsstamme im DD unterschiedlich war. Teilweise waren die Tiere uUber die
gesamte Lange des Versuchs rhythmisch, teilweise ging die regelmalige
lokomotorische Aktivitat schon nach wenigen Tagen in Arhythmie dber. Dies
gestaltete die Periodenlangenbestimmung recht schwierig, jedoch wurden immer alle
Aktivitatstage in die Berechnung mit einbezogen. Alle Fliegen, die so schnell in
Arhythmie Ubergingen, dass sie keine signifikante Periodenlénge zeigten, wurden als

arhythmisch gewertet.

Tab. 3: Periodenlangen und Rhythmizitit der Versuchs- und Kontrollstamme

davon im DD Periodenlange

Stamm gl n rhythmisch [%]  [h]
J+9 18 8333 24,680,17
PAf-GAL4 3 8 87,50 24.22+0.19
S 10 80,00 25.21+0.10
3+9 13 100 24.,34+0.13
cry-GAL4 3 4 100 24,46+0,23
o 9 100 24.23+0.18
J+9 10 80,00 24.43£0,86
PA-GALBOcry-GAL4A & 3 100 23,9240,14
o 7 71,43 24.730.64
J+9 16 100 23,99:0,09
UAS-hid 39 100 23,9040,15
o 7 100 24.110,08
J+0 35 77,14 23,17+0.16
Pdf-GAL4 UAS-hid 3 19 9474 23,2540,12
o 16 5625 23,010.44
3+9 31 1613 25,08+0.57
cry-GAL4 UAS-hid J 20 1500 25,3140,59
11 1818 24754142
| J+Q 44 2045 23,92+0,20
POTOALBOCYGALE 3 29 1379 24,27+0,36
o 15 3333 23,63+13,59

Um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass allerdings mehrere Rhythmische Tage
vorhanden waren, wurde in einer Doppelblindstudie von jedem Tier die Anzahl der
rhythmischen Tage im DD bis zur Arrhythmie bestimmt. Hier war insgesamt kein
signifikanter Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen festzustellen (p=0,291).
Deshalb wurden sie gemeinsam betrachtet. Daraus ergibt sich folgende
Konstellation: Die Kontrollgruppen und Pdf-GAL4 UAS-hid sind sehr lange oder fast
durchgangig rhythmisch im DD, wahrend cry-GAL4 UAS-hid und Pdf-GALS8O0;cry-

GAL4 UAS-hid im Durchschnitt noch nicht einmal die Halfte der Gesamtanzahl von
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Tagen im DD rhythmisch sind, bevor sie arhythmisch werden. Dieser Unterschied ist
hochsignifikant (F(4/148)=49,808; p<0,001)

Anzahl der rhythmischen Tage im Dauerdunkel
*%

100% | |

Tage

UAS-hid ; cry ™ -GAL4 Pdf-GAL80 ;cry ®N.GAL4 y w;Pdf-GAL4 GALA4- Kontrollen UAS-hid
+ + UAS-hid UAS-hid cyo

Abb. 39: Anzahl der rhythmischen Tage in Dauerdunkel. Mdnnchen und Weibchen gepoolt. Die rote
Markierung indiziert den Tag, an dem die Fliegen alle Tage im DD rhythmisch gewesen waren. Die
Asterisken zeigen an, dass die Kontrollen und Pdf-GAL4 UAS-hid jeweils gegeniiber cry-GAL4 UAS-hid
und Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid signifikant langer rhythmisch sind. (p<0,01)

Betrachtet man allerdings die Stamme einzeln getrennt voneinander, so stellt man
fest, dass es dann bei zwei Stammen einen signifikanten Unterschied zwischen
Mannchen und Weibchen gab. Pdf-GAL4 UAS-hid Weibchen werden hochsignifikant
frher (p=0,002), namlich nach gut der Halfte der DD-Tage, arhythmisch als die
dazugehdrigen Mannchen. Auch bei UAS-hid ist der Unterschied zwischen den
Geschlechtern signifikant, jedoch werden hier die Weibchen im Durchschnitt erst

einen Tag vor Ende des Versuchs arhythmisch. (p=0,012)

5.2. Immunhistochemische Préparationen von Pdf-GAL80:cry-GAL4 UAS-hid Fliegen

Betrachtet man die Aktogramme der Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid Fliegen genauer,
so stellt man fest, dass die Aktivitat im DD nicht wie bei cry-GAL4 UAS-hid nach den
durchschnittlich ersten 3 Tagen direkt arhythmisch wird, sondern ,auseinander” lauft,
d.h. die Aktivitatsphase wird von Tag zu Tag langer, bis das Tier konstant Uber den
gesamten Tag verteilt aktiv ist (Abb. 40) Um diesem Phanomen auf zellularer Ebene
auf die Spur zu kommen wurden Gehirne dieser Fliegen und der Kontrolle UAS-hid

zu bestimmten Zeitpunkten im DD prapariert (genaues Schema siehe Material und
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Methoden) und das Period Protein angefarbt. Uber den PER Gehalt in den Zellen
sollte festgestellt werden, ob die einzelnen Uhrzellgruppen synchron waren.

[ B = (o Die Kontrolle UAS-hid wurde gewéhlt,
I, DD

o W mm da sie im DD eine Periodenlange von
i — - Wil ) | < 23,99+0,09 h hat. Dies sollte auch bei
5: l TR - Farbungen im DD in einheitlichen
L T ol 1
i T . T Ergebnissen resultieren, da die
10: % einzelnen Fliegen in ihrem circadianen
15i > Status nicht so weit voneinander
i entfernt sein konnen, wie bei hoheren
PYRITTATTRITH —— 1 oder niedrigeren Periodenlangen. Wie

Abb. 40: Beispielaktogramm einer pdf- im Material und Methoden - Teil

GAL80;cry-GAL4;UAS-hid Fliege. Im DD ist

deutlich die stetige Verbreiterung der beschrieben, wurden zuerst die

Aktivitatsphase bis hin zur Arythmie zu Intensitaten der einzelnen Zellen der
erkennen. Zusétzlich wurden im 1. und 7. Tag
DD die Farbezeitpunkte eingezeichnet. verschiedenen ZeIIgruppen bestimmt,

dann die Zellzahl gezahlt und aus diesen beiden Parametern der so genannte
Farbeindex berechnet. (Die p-Werte aus diesem Versuch sind aufgrund ihrer Menge

im Anhang nachzuschlagen.)

5.2.1. Feststellung des Normalzustandes durch Analyse der Kontrolle

Zuerst sollte Uberhaupt untersucht werden, was sich vom ersten zum siebten Tag im
Dauerdunkel in den einzelnen Zellgruppen andert. Dazu wurden die Farbeindices der
UAS-hid Fliegen miteinander verglichen. Die statistische Untersuchung ergab, dass
alle LNs sowohl am ersten als auch am siebten Tag im DD zum Zeitpunkt geringster
lokomotorischer Aktivitat signifikant mehr Period Protein beinhalten als zum Zeitpunkt
hdchster lokomotorischer Aktivitat. Die DN verhielten sich allerdings anders. Sie
hatten zwar noch am ersten Tag im DD einen signifikanten rhythmischen Wechsel im
PER-Gehalt, jedoch nicht mehr am siebten Tag im DD.

5.2.2. Numerische Analyse der Ablation der Zellen

Die statistische Untersuchung der Unterschiede der Zellzahlen zwischen den
Versuchstieren und dem Kontrollstamm bestatigte, was teilweise schon Uber das
Expressionsmuster zu sehen war: Da bei den Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid Fliegen
die ILNv, die 5thsLNv, alle bis auf eine LNd und 4 DN1 fehlen, gab es hier wie
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erwartet signifikante Unterschiede zur Kontrolle. Jedoch konnte in den

Versuchstieren auch signifikant 6fter nur eine DN2 angefarbt werden.

A .
UAS-hid
erster Tag DD
3
O geringste Aktivitat
W hochste Aktivitat
x 2
[}
T
f=)
‘©
| [i
w4
0
sLNv ILNv XLN LNd DNA1 DN2
B .
UAS-hid
siebter Tag DD
3
O geringste Aktivitat
W hochste Aktivitat
x 2
[}
T
f=)
‘@
£
Hyj
w1
0
sLNv ILNv xLN LNd DNA1 DN2

Abb. 41: Farbeindices der PER-gefarbten Uhrzellgruppen der UAS-hid Kontrolltiere im
1. Tag (A) und 7.Tag (B) des DD. Alle LN cyceln auch noch am 7. Tag im DD, wahrend
die DN anscheinend ausdampfen.

Bis auf die DN1 hatten aber die Farbezeitpunkte und der Tag im DD an dem die
Farbung vorgenommen wurde keinen signifikanten Einfluss auf die Zellzahl.

Bei den DN1 waren zu dem Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat signifikant
weniger Zellen gefarbt. Nach 7 Tagen im DD waren die DN1 insgesamt signifikant

weniger gefarbt. Des Weiteren bestanden signifikante Wechselwirkungen zwischen
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den Farbezeitpunkten und den Stammen und zwischen den Farbezeitpunkten und an

welchem Tag im DD die Fliegen prapariert wurden.

5.2.3. Untersuchung der Intensitatsunterschiede in den verschiedenen Zellgruppen

Da signifikante Unterschiede in den Zellzahlen beider Stammen bestehen, kénnen
die Farbeindices bei den Vergleichen zwischen den Stammen nicht herangezogen
werden, da man nur bei angenommener gleicher Grundgesamtheit der Zellen diese
verwenden darf. Somit bleibt nur die durchschnittliche Intensitat fur den Vergleich.
Dieser Vergleich wurde in zwei grundsatzliche Gruppen aufgeteilt: einerseits die
Zellgruppen, die in beiden Stammen vollstandig erhalten waren (sLNv, DN2) und die

Zellgruppen, die teilweise ablatiert wurden (LNd, DN1).

UAS-hid Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
erster Tag DD erster Tag DD
3 3
DOgeringste Aktivitat Ogeringste Aktivitat
Mhochste Aktivitat Mhochste Aktivitat
o o
E 2 T n\? 24
= =
c c
sLNv DN2 sLNv DN2
UAS-hid Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
siebter Tag DD siebter Tag DD
3 3

DOgeringste Aktivitat
Whochste Aktivitat

DO geringste Aktivitat
B hochste Aktivitat

sLNv DN2 sLNv DN2

Intensitat [I-B/B]
Intensitat [I-B/B]

Abb. 42: Intensitdtsunterschiede zwischen den Kontrolltieren UAS-hid und den Versuchstieren Pdf-
GALS8O;cry-GAL4 UAS-hid in den sLNv und den DN2, die durch die Ablation unberiihrt bleiben soliten.
Grau: Zeitpunkt der geringsten lokomotorischen Aktivitit in den Kontrollen; Schwarz: Zeitpunkt der
héchsten lokomotorischen Aktivitédt in den Kontrollen; Oben: 1. Tag im DD; Unten: 7. Tag im DD
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A) Zellen, die in beiden Stammen vollstandig erhalten waren

Bei den DN2 gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Stammen und
auch keine Wechselwirkung zwischen Farbezeitpunkt und Stamm, jedoch waren die
Farbezeitpunkte jeweils signifikant voneinander unterschiedlich.

Auf die sLNv traf am ersten Tag im DD dasselbe zu, wie auf die DN2. Am siebten
Tag im DD jedoch gab es durch die hohere Intensitat in den Versuchstieren einen
signifikanten Unterschied zwischen den Stammen. Aber auch hier war keine
Wechselwirkung zwischen Stadmmen und Farbezeitpunkt gegeben, d.h. beide
Stamme reagierten gleich, nur war in den Kontrolltieren weniger PER (siehe auch
Abb. 42).

Um genauere Schlisse ziehen zu konnen, wurde bei den sLNv zusatzlich die
Lokalisation von PER untersucht. Abb. 43 zeigt die Ergebnisse dieser Bewertungen.
Die statistischen Berechnungen zeigten, dass in der Tat zwischen den beiden
Stdammen Unterschiede bestehen. Die Lokalisation von PER zu den
Farbezeitpunkten war in den Kontrolltieren sowohl am 1. als auch am 7.Tag im DD
statistisch voneinander unterschiedlich. Im Gegensatz dazu war dies bei den
Versuchstieren nur am 1. Tag im DD der Fall. PER bleibt hier mehr im Kern als

zwischen Kern und Zytoplasma zu wechseln.

B) Zellen, die in den Versuchstieren teilweise ablatiert wurden

Bei den LNd zeigte sich bei beiden Testtagen ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Stammen. Die Kontrolltiere waren jeweils intensiver gefarbt als die
Versuchstiere. Am 1. Tag im DD offenbarten beide Stamme einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Farbezeitpunkten, d.h. die Zellen hatten
unterschiedliche PER-Level. Dieser war zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer
Aktivitat hdher als zu jenem Zeitpunkt, wenn die Fliegen am meisten umherlaufen.
Am 7.Tag im DD existierte dieser Unterschied nicht mehr. Es lieR sich keinerlei
Wechselwirkung zwischen den Stammen und den Zeitpunkten feststellen, was

bedeutete, dass die LNd im Freilauf in beiden Stammen gleich reagieren. (Abb. 44)
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PER-Lokalisation in den sLNv am 1. Tag im DD

Kontrolle Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
*k%k *kk
1 1
geringste héchste geringste héchste
lokomotorische lokomotorische lokomotorische lokomotorische
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat

PER-Lokalisation in den sLNv am 7. Tag im DD

Kontrolle Pdf-GAL8O0;cry-GAL4 UAS-hid
*
1
geringste héchste geringste héchste
lokomotorische lokomotorische lokomotorische lokomotorische
Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat

Abb. 43: PER Lokalisation in den sLNv am 1. und 7. Tag im DD in den Versuchstieren und den
Kontrolltieren. Wahrend die Kontrolltiere UAS-hid auch im 7. Tag im DD noch signifikante
Wanderungen von PER aus dem Zytoplasma in den Kern und umgekehrt vermuten lasst, bleibt
in den Versuchstieren in den beiden praparierten Zeitpunkten PER eher im Kern. Asteriske
zeigen signifikante Unterschiede (%: p<0,05 % % %: p<0,001)

Auch die DN1 waren in beiden Stammen signifikant unterschiedlich intensiv gefarbt:
Die DN1 der Kontrollfliegen besallen mehr PER als die der Versuchstiere. Da auch
der PER-Gehalt der DN1

verschiedenen Farbezeitpunkten ein signifikanter Unterschied festzustellen (Abb.

periodisch wechselte, war insgesamt zu den 2
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Es lie sich auch zum ersten Mal eine signifikante Wechselwirkung zwischen den
Stammen und den Zeitpunkten finden, was bedeutete, dass die PER-Menge der DN1

in den Kontrolltieren am 1. Tag im DD einen anderen Verlauf hat als in den

Versuchstieren.

UAS-hid Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
erster Tag DD erster Tag DD

DOgeringste Aktivitat Dgeringste Aktivitat
Whochste Aktivitat B hochste Aktivitat

N
u

Intensitat [I-B/B]

Intensitat [I-B/B]

1 T
LNd DN1 LNd DN1
UAS-hid Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
siebter Tag DD siebter Tag DD
3 3

DOgeringste Aktivitat
Whochste Aktivitat

Intensitat [I-B/B]
Intensitat [I-B/B]

LNd DN1 LNd DN1

Abb. 44: Intensititsunterschiede zwischen den Kontrollitieren UAS-hid und den Versuchstieren Pdf-
GAL80;cry-GAL4 UAS-hid in den LNd und den DN1.Von den LND existiert nach der Ablation nur noch
eine Zelle, die DN1 haben 4 Zellen weniger. Grau: Zeitpunkt der geringsten lokomotorischen Aktivitit in
den Kontrollen; Schwarz: Zeitpunkt der hochsten lokomotorischen Aktivitidt in den Kontrollen; Oben: 1.
Tag im DD; Unten: 7. Tag im DD

Dieser Unterschied basierte auf der Tatsache, dass bei den Kontrolltieren ein
hochsignifikanter Unterschied in der Intensitat zwischen dem Zeitpunkt geringster
lokomotorischer Aktivitat und dem Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat
bestand, wahrend dies bei den Versuchstieren trotz einer Tendenz in diese Richtung
nicht der Fall war. Am siebten Tag im DD war diese Wechselwirkung jedoch nicht
mehr vorhanden. Die Stamme waren zwar noch signifikant unterschiedlich intensiv
gefarbt und auch das Cycling in den Zellen konnte noch nachgewiesen werden,

jedoch reagierten jetzt wieder beide Stdamme zu beiden Zeitpunkten gleich.
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Diskussion

1. Western Blot Analyse von y w und y w; ;Pdf**

In der Literatur wurde von Petri und Stengl (2001) postuliert, dass PDF auf die innere
Uhr zurtckwirkt und diese Uber die Einwirkung auf die Phosphorylierung von PER
beeinflusst. Um diese Hypothese, die fur Schaben aufgestellt wurde, bei Drosophila
zu testen, wurden Western Blots von y w und y w; :pdf°* durchgefiihrt, und dann auf
die Period-Menge uber den Tag verteilt untersucht. Mit dem Oddyssey Infrared
Imaging System war es auflerdem moglich zwei Phosphorylierungsbanden zu
determinieren, die sich in ihrem Molekulargewicht unterschieden und deshalb
aufzutrennen waren. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontrolle und den pdf0 Fliegen im Verlauf der Kurven der
Phosphorylierungsbanden Uber den Tag. Jedoch kann per Auge eine Tendenz dazu
gesehen werden, dass die pdf0 Fliegen im Vergleich zur Kontrolle friher einen PER-
Anstieg in der niedrig phosphorylierten Bande zeigen und spater mehr PER in der
hoher phosphorylierten Bande haben. Diese leichten Abweichungen flhren
wahrscheinlich zu dem signifikanten Unterschied in der Menge an PER in y w; -Pdf°L.
Mehr Per in PdfO Fliegen wurde fur einen Eingriff von PDF in die Phosphorylierung
von PER sprechen, denn Per wird durch Doubletime phosphoryliert und ist dann dem
Abbau preisgegeben (Ubersicht siehe Edery, 2000). Allerdings ist der Kurvenverlauf
statistisch nicht unterschiedlich, was damit zusammen hangen konnte, dass es sich
um Untersuchungen im normalen LD handelt. Wirde man dieselben Versuche nach
ein paar Tagen Dauerdunkel wiederholen, so konnten sich durchaus ein Unterschied
ergeben, jedoch ist dies ein schwieriges ja fast unmdgliches Unterfangen, da jedes
Tier eine individuelle Periodenlange hat, die dann bertcksichtigt werden musste, d.h.
die Tiere aufzeichnen und zum richtigen Punkt absammeln. Bei einer Wiederholung
des hier diskutierten Experiments mit 25 Tieren pro Zeitpunkt und Stamm (12
Zeitpunkte und 3 Wiederholungen) waren hierfur insgesamt mindestens 1800 Tiere
notwendig (backups nicht eingerechnet). Und selbst dann ware ein schlissiges
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Ergebnis unsicher, da leider sehr viel mehr Augenzellen PER enthalten als
Uhrzellen, das bedeutet, die Ergebnisse spiegeln immer den Zustand der Augen
wieder, nicht den des circadianen Systems und wenn PDF die Augenzellen nicht
beeinflusst, ist wahrscheinlich kein Effekt auf dem Western Blot zu sehen. Western
Blots mit augenlosen Fliegen kdnnten hier moglicherweise Aufschluss geben, jedoch
mussten dann mehr Versuchstiere pro Zeitpunkt gesammelt werden, da ja dann
weniger PER vorhanden ist und aulerdem muss bei der Interpretation auf die
verlangerte Periodenléange von so® Riicksicht genommen werden. Genau um diese
verlangerte Periodenlange von sine oculis ging es im nachsten Versuch, der darauf

abzielte, ob diese Verlangerung auf PDF zurlckzuflhren ist, oder nicht.

2. Laufaktivitat von so®

so hat verkleinerte optische Loben (Fischbach, 1983). Wohl auch durch diese
Verkleinerung und dem damit verbundenen Platzmangel, ziehen Fasern der ILNv
vermehrt in den hinteren optischen Trakt und von dort aus unublicherweise entlang
der Fasern der sLN, auch ins dorsale Protocerebrum (Helfrich-Forster und Homberg,
1993).

Die Periodenldnge von so ist langer als 24 h (Helfrich, 1986). Ob wie bereits
erwahnt diese Verlangerung mit der zusatzlichen Menge an PDF in akzessorischen
Medulla und im dorsalen Gehirn von Drosophila zusammenhangt, sollte dieser
Versuch klaren.

Zuerst wurde analysiert, inwiefern potentielle Augenreste die Periodenlange
beeinflussen. Da aber selbst groRe Augenreste keinen signifikanten Effekt auf die
Periodenlange haben, mussten die Versuchstiere nicht auf jedes Restommatidium
unterm Mikroskop untersucht werden, sondern konnten mit einem Binokular
aussortiert werden.

Warum die Augen keinen Effekt auf die Periodenlange haben, kann moglicherweise
mit einer fehlenden funktionstuchtigen Verschaltung der Restaugen zum Gehirn
zusammenhangen. Sollte das nicht der Fall sein, so tragen die Komplexaugen
eventuell einfach nicht zur Periodenlange bei.

Die Arhythmie-Ergebnisse der Doppelmutante so®:;Pdf®, bei der ja dhnlich wie bei
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y w; ;Pdf’® Giber ein Viertel der Fliegen nach einer gewissen Zeit arhythmisch werden,
sprechen dafur, dass normalerweise PDF auf die Uhr zurtckwirkt, denn sie zeigen
einmal mehr (Renn et al., 1999), dass der Verlust der rhythmischen lokomotorischen
Aktivitat erst nach gewisser Zeit auftritt. Damit ist klar, dass die
Informationstibertragung im circadianen Netzwerk noch funktioniert und nur der
Rhythmus selbst nach und nach seinen Takt verliert. Ob diese Arhythmie allerdings
durch eine Desynchronisation der verschiedenen Schrittmacher zustande kommt
oder tatsachlich die Uhr still steht, ist hier in diesem Versuch nicht zu ersehen.

Die lange Periodenlange von so-Fliegen ist eindeutig auf die so Mutation
zuruckzufihren, denn die Fliegen aus den Kreuzungen mit den Defizienzstammen
zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Periodenlange.

Da die Doppelmutante so:pdf®* eine ahnlich kurze Periodenldnge hat wie y w; ;Pdf®*,
kann aullerdem davon ausgegangen werden, dass PDF fur die Verzdgerung der
inneren Uhr verantwortlich ist. Dies ist wahrscheinlich darin begrundet, dass die ILNv
keinen offensichtlichen Rhythmus in der PDF-Abgabe haben. Dies kdnnte bedeuten,
dass im Falle von so® mehr PDF als gewdhnlich konstitutiv von den ILNv abgegeben
wird. Auf diese Weise konnte ein fortwahrend starkeres PDF-Signal entstehen,
welches die innere Uhr standig verlangsamt und so® zu einer langen Periode fiihrt.
Laut Hyun et al. (2005) und Mertens et al. (2005) liegen im dorsalen Gehirn einige
Neuronen welche den pdf-Rezeptor exprimieren. Teilweise sind diese Neuronen
Uhrzellen, wie beispielsweise die DN1a, welche mit ihren Verzweigungen
lichtmikroskopisch gesehen mit den Verzeigungen der sLN, Uberlappen und so
maoglicherweise direkte Verbindungen zu den pdf-Zellen haben (Forster et al., 2007).
Neuere Ergebnisse von Shafer et al (2008) haben aber gezeigt, dass nicht, wie
bisher angenommen (Hyun et al., 2005; Lear et al., 2005; Mertens et al., 2005) die
ILNv den PDF-Rezeptor besitzen und die sLNv nicht, sondern im Gegenteil die sLNv
auf pdf mit einer Erhohung des zyklischen AMP reagieren (= Konsequenz der
Bindung von PDF an den Rezeptor) und die ILNv nicht. Somit gibt es zwei mogliche
Orte im Gehirn von Drosophila, wo der beobachtete Effekt seinen Ursprung haben
konnte: Einmal die Terminalen im Gehirn, deren nachgeschaltete Zellen das starkere
PDF-Signal empfangen, oder die akzessorische Medulla, wo die ILNv auf die sLNv
verschalten und damit das erhdhte PDF seine Wirkung starker entfalten kann. Diese
Mdglichkeiten konnten mit dem vorliegenden Versuch nicht auseinanderdividiert

werden, jedoch stand dieses Experiment in Zusammenhang mit einigen anderen
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Versuchen, deren Ergebnisse in Wuelbeck et al. (2008, submitted)
zusammengefasst und diskutiert wurden. Die Versuche von Wulbeck et al. zeigen,
dass der Effekt der langeren Periodenlange nicht im dorsalen Protocerebrum
entstehen kann, da im Falle einer signifikant hdheren PDF-Ausschuttung nahe der
sLNv Terminalen komplexe Rhythmen entstehen die aus 2 Komponenten bestehen,
eine kurzere und eine langere (Helfrich-Forster et al., 2000). Die Periodenlange der
kirzeren Komponente hangt direkt von der Anzahl der Varikositaten im dorsalen
Protocerebrum ab. Bei so1, welches nicht signifikant mehr PDF im dorsalen
Protocerebrum hat, entstehen allerdings keine komplexen Rhythmen, weshalb von
der Theorie der Entstehung der langen Periodenlange im dorsalen Gehirn
abgesehen werden sollte. Wulbeck et al (2008) konnten zudem in PDF-Farbungen
nachweisen, dass die Intensitat der Farbung in der akzessorischen Medulla bei
Wildtyp Fliegen signifikant geringer ist als bei so-Fliegen. Danach sind die Dendriten
der sLNv in der akzessorischen Medulla diejenigen, die von den ILNv die vermehrte
PDF Information Uber den PDF-Rezeptor erhalten und deshalb entsteht die lange
Periodenlange. Somit wurden im Folgenden Experimente durchgefuhrt, in denen die
SignalUbertragung der Uhrneuronen (mit speziellem Fokus auf den PDF-Neuronen)

gestort war.

tsl

3. Expression des thermosensitiven Allels shibire™ in
diversen Untergruppen der Uhrneuronen

Dynamin ist fur die Abschnirung der Vesikel in das Zellinnere wichtig. Blockiert man
mit Hilfe des Gal4/UAS Systems diesen Vorgang mit dem mutierten Drosophila
Dynamin shibire®™, so muss man sich dariiber im Klaren sein, welche Vorgénge in
der Zelle damit beeinflusst sind: Zuerst ist hier der Reuptake von Transmittern aus
dem synaptischen Spalt zu nennen, dann die postsynaptische, Rezeptor gesteuerte
Endozytose von Neuropeptiden und schlieBlich endocytotische Vorgange in
Gliazellen auch betroffen. Awasaki und Ito (2004) konnten namlich zeigen, dass mit

Shibire blockierte Endocytose in Gliazellen auf die Entwicklung der Fliege Einfluss
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nimmt. Wahrend des frihen Puppenstadiums, kurz vor Beginn der
Axondegeneration, verschwinden simultan Cluster von benachbarten Varikositaten,
die je zu verschiedenen Neuronen gehdren. Glia sind in diesen Prozess mit
eingebunden, indem sie die Vrikositaten umschlieBen. Wird den Gliazellen die
Madglichkeit zur Endocytose genommen (Uber Shibire) so wird dieses Umschlieen
und damit der Abbau der Varikositaten gehemmt, was das notwendige Ausdunnen
der Axone und ihrer Kontakte in der Entwicklung von Drosophila schwerwiegend
verzogert. Somit ist bewiesen, dass die Gliazellen Endocytose betreiben, die von
Shibire abhangig ist. Da PDF ein Neuropeptid ist, war in diesem Versuch vor allem
die Rezeptor gesteuerte Endozytose von Belang. Zunachst mussten allerdings vor
dem eigentlichen Versuch die Expressionsmuster der einzelnen Gal4 Linien
untersucht werden, um hinterher Aussagen uber die Effekte von Shibire tatigen zu

konnen.

3.1. Expressionsmuster der verwendeten GAL4 — Linien

Die verschiedenen GAL4 - Linien sind ideal geeignet die einzelnen
Uhrneuronengruppen getrennt voneinander anzusteuern. R6-GAL4 treibt zwar nicht
nur in den sLNv, sondern zum Teil auch in den Tracheen (Helfrich-Forster et al.,
2007); dies war jedoch fur die folgenden Versuche, die ja mit der synaptischen
Ubertragung interferieren, irrelevant. So konnte ich mit R6-GAL4 die sLNv anpeilen,
mit Pdf-GAL4 die sLNv und ILNv, was nach Vergleichen zu Aussagen Uber die
Funktion der beiden Neuronencluster beitragen konnte. cry-GAL4 treibt in allen LN-
Gruppen, jedoch lasst sich ohne vergleichende PER-Farbungen leider nicht sagen,
ob diese Treiberlinie in allen LNds treibt, oder nicht. Anderen Untersuchungen
zufolge gibt es wohl mindestens eine LNd, die nicht von dem cry-Treiber erfasst wird
(Helfrich-Forster, mundl. Mitteilung). Weiterhin exprimiert diese cry-GAL4 Linie in vier
DN1 und zwei DN3. Zwei der DN1 sind die DN1a, die Shafer et al 2006 beschrieben
haben. Sie haben eine Verbindung zur akzessorischen Medulla (Helfrich-Forster et
al., 2007). Insgesamt gesehen lassen sich hiermit Aussagen Uber die Funktion der
LN treffen, jedoch muss immer die Einschrankung gelten, dass ein Teil der Effekte
auch von den DN1a, DN1 oder DN3 stammen konnten und umgekehrt, dass
sozusagen fehlende Effekte durch das Vorhandensein der einen LNd erklart werden

konnen.
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In den Pdf-Gal80;cry-Gal4 Fliegen wird die GAL4 Expression in den sLNv vollstandig
gehemmt. Trotz der Expression von GALS80 in den ILNv ist erstaunlicherweise
trotzdem noch eine geringe GAL4 Menge vorhanden. moglicherweise ist hier die
Menge an GAL8O0 nicht ausreichend, um jegliche GAL4 Bildung zu hemmen. Auch
diese Linie exprimiert ebenso wie cry-Gal4 in einer LNd kein GAL4 aber treibt in 4
DN1 und 2 DN3. Dies muss auch in diesem Fall fur die Ergebnisse mit in Betracht
gezogen werden.

Tim-GAL4 treibt in allen Uhrneuronen, einigen ektopischen Nervenzellen und
zusatzlich in einer Menge Gliazellen. Da noch nicht vollstandig bekannt ist, wie
umfassend die Funktionen der Glia sind, kdnnen deshalb Ergebnisse mit tim-GAL4

nur annahernd interpretiert werden.

3.2. Laufaktivitdt und Freilaufperiodenldnge von Fliegen mit mutiertem Shibire in

verschiedenen Neuronen unter 18°C bzw. 28°C

Die Laufaktivitat ist ein guter Anzeiger fur den Zustand der Rhythmizitat des Tieres.
Es lasst sich einfach ablesen, ob die Uhr verlangsamt, beschleunigt, oder gar
arhythmisch gemacht wurde. Wie im Ergebnisteil gezeigt, ist bis auf tim-GAL4 UAS-
shi' keiner der untersuchten Stamme stark in seiner Rhytmik beeintrachtigt worden.
Tim-GAL4; UAS-shi™ Tiere hatten schon bei 18°C eine deutlich Iangere Periode als
die Kontrollstamme und starben nach 1-3 Tagen bei 28°C. Dies ist moglicherweise
auf die ektopischen Neuronen und/oder die Gliazellen zurtickzuflhren, in denen das

shibire'®’

offensichtlich bereits bei 18°C eine Funktionsstorung hervorrief, die dann bei
28°C so verstarkt wurde, dass die Tiere nicht mehr lebensfahig waren.

Der einzige andere bemerkbare shi*-Effekt trat bei Pdf-GAL4 UAS-shi* auf. Diese
Tiere verlangerten ihre innere Periodenlange um fast 2 Stunden. Diese markante
Veranderung lasst darauf schlieRen, dass hier an den Synapsen der s- und/oder
ILNv tatsachlich etwas geschehen ist. Die Veranderungen der anderen Stamme
waren nicht signifikant. Da R6-GAL4 keine Periodenverlangerung zeigte, scheint der
Effekt bei Pdf-GAL4 nicht auf die sLNv zurlckfUhrbar, sondern ful3t auf einer
Signalverzogerung uber die ILNv. Laut Petri und Stengl et al. (2001) I6sen PDF-
Injektionen in die akzessorische Medulla bei Leucophea madaerae zu jeder
Tageszeit Rhythmusverzégerungen aus. Auf demselben Weg kdnnte moglicherweise

der Shibire Effekt Gber permanente Delays bei Drosophila wirken. Somit ist PDF ein
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guter Kandidat fir den Transmitter, Uber den der Verlangerungseffekt bei Pdf-GAL4
UAS-shi* lauft.

Bei cry-GAL4 trat auch keine signifikante Veranderung ein, deshalb ist es moglich,
dass die LNd oder die DN1a entgegen der ILNv wirken. Dieser Effekt wirde auch bei
Pdf-GAL80;cry-GAL4 erklaren, dass nichts geschieht, denn hier wird ja immer noch
in den ILNv Shibire®™ exprimiert. Welche Substanz fiir den mdglichen, gegenléufigen
Effekt der LNd verantwortlich ist kann zu diesem Zeitpunkt leider noch nicht gesagt
werden, da deren Neurotransmitter bzw. Neuropeptide noch nicht bekannt sind. Bei
den DN1a ist IPNamid ein moglicher Kandidat (Shafer et al., 2006), dessen
Wirkungsweise allerdings noch Uberhaupt nicht erforscht ist und ich somit auch in
diesem Fall keine Aussagen treffen kann.

Bei den vorliegenden Ergebnissen scheint es also so zu sein, dass die ILNv fur die
Verlangerung der Periode in Pdf-GAL4 UAS-shi® zustindig sind, und die LNd
gemeinsam mit den DN als Gegenspieler der ILNv fungieren.

Leider passen hierzu allerdings nicht Ergebnisse anderer Untersuchungen: Da laut
neuesten Ergebnissen von Shafer et al. (2008) die sLNv und nicht die ILNv den PDF-
Rezeptor besitzen, ist zu vermuten, dass in der akzessorischen Medulla die ILNv
circadiane Signale an die sLNv weitergeben. Dies widerspricht im Prinzip noch nicht
dem gefunden Ergebnis, dass die ILNv fur den genannten Effekt zustandig sind,
denn sie kdnnten ja durch einen gestorten Transmitter Reuptake langer auf die sLNv
signallisieren. Allerdings muss man hierzu folgendes beachten: Neuropeptide werden
im Allgemeinen in den synaptischen Spalt abgegeben und dann nicht an der
Prasynapse via Reuptake recycelt, sondern an der Postsynapse Uber Rezeptor
gesteuerte Endozytose zum Abbau internalisiert (Nassel, 2002). Dies bedeutet, dass,
wenn PDF fur den oben genannten Verlangerungseffekt in Pdf-GAL4 zustandig sein
sollte, nur postsynaptische Strukturen in den hier angesteuerten Zellen beachtet
werden durfen. Da die ILNv keinen PDF-Rezeptor besitzen und die sLNv nur
Dendriten in die akzessorische Medulla ausbilden (Helfrich Forster et al., 2007) kann
ein PDF gesteuerter, periodenverlangernder Effekt in diesem Fall nur von den sLNv
ausgehen. Ist in den sLNv nun die Endozytose blockiert und somit das Signalende
verzogert, kann PDF an den Rezeptoren langer signalisieren. Warum konnte dann
der Effekt von Pdf-GAL4 UAS-shi® nicht mit R6-Gal4, das ja nur in den sLNv treibt,
wiederholt werden? Eine mdgliche Erklarung lag in den Expressionsstarken der
GALA4 Linien.
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3.3. Expressionsstarke der Treiberlinien

Sieht man sich dann die Gal4 Expression der einzelnen Treiberlinien bei den
verschiedenen Temperaturen tatsachlich an, so muss man feststellen, dass die
Stamme sehr unterschiedlich mit ihren Expressionsstarken auf die Temperaturen
reagieren: Wahrend R6-GAL4, Pdf-GAL80;cry-GAL4 und tim-GAL4 die Expression
reduzieren, steigert Pdf-Gal4 die Produktion von GAL4. cry-GAL4 hingegen bleibt in
seiner Expressionsstarke bei beiden Temperaturen mehr oder weniger gleich. Die
beiden expressionsstarksten Linien sind Pdf-GAL4 und tim-GAL4. Diese starken
Treiber sind auch die Einzigen, bei denen sich Effekte von Shibire®™ in der
Laufaktivitat zeigten. Dies deutet darauf hin, dass nur in ihnen so viel GAL4 und
damit fehlerhaftes Shibire exprimiert wurde, dass es Uberhaupt erst zu Buche schlug.
Somit muss leider davon ausgegangen werden, dass die Abwesenheit der Effekte
bei den anderen Treibern nicht durch eine Aufhebung des ILNv-Effekts tUber die LNd
oder DN1a verursacht wurde, sondern durch die Tatsache, dass eine zu geringe

! die Ubertragung an den Synapsen nicht weiter beeintrachtigt.

Menge an Shibire
Dies muss in jedem Fall fiir kommende Experimente mit shibire®™ in Betracht
gezogen werden und steht in eindeutigem Gegensatz zu der landlaufigen Meinung,
GAL4 zeige bei hoheren Temperaturen eine hohere Aktivitat und damit wurde das
Gen des UAS-Responders starker exprimiert (Duffy, 2002). Es kann durchaus sein,
dass die GAL4 Aktivitat mit hdheren Temperaturen zunimmt. Es ist aber ebenso
denkbar, dass die Promotoren, unter deren Kontrolle das GAL4 steht,
temperaturbeeinflusst sind und im Normalfall zwar ihre Aktivitat mit hoherer
Temperatur steigern, jedoch ist eben die circadiane Uhr von Drosophila
temperaturkompensiert, ja sogar uUberkompensiert. Als rein spekulative aber dennoch
mogliche Erklarung der Expressionsabnahme steht deshalb eine ebenso
uberkompensierte und somit temperaturabhangige Aktivitat der Promotoren der
verwendeten GAL4 Linien im Raum. Als Ausnahme in dem hier vorliegenden Fall
reagiert nur Pdf-GAL4 so wie es die Literaturmeinung wiedergibt. Als
Schlussfolgerung ist es fur alle folgenden Auswertungen deshalb durchaus
angebracht, nur auf Pdf-GAL4 UAS-shi® einzugehen. Eine weitere Fragestellung, die
sich allerdings zusatzlich aus diesen Ergebnissen ziehen lasst, ist: Ist PDF
temperaturkompensiert? Unerwarteter Weise ergaben die Ergebnisse des folgenden

Versuches hierzu genaueren Aufschluss.
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3.4. Einfluss von Shibire®® auf das PDF-cycling in den Terminalen der sLNv

Dass PDF in den Terminalen der sLNv zyklisch zu- und abnimmt, ist, wie erwahnt,
schon langer bekannt (Park et al., 2000).

Dieses cyceln kann man sich zunutze machen, um den Zustand der jeweiligen
inneren Uhr verschiedener Stamme vergleichen zu kdonnen, denn wie Park et al.
zeigten, erschien der PDF-Peak der kurzperiodischen per® Mutante friiher als der des
Wildtyp.

Die verschiedenen Zeitpunkte rund um das erwartete PDF-Maximum sollten also
eine Mdglichkeit darstellen, den EinfluR von Shibire auf die innere Uhr wahrend des
LD anzuzeigen.

Wie in dem Ergebnisteil erwahnt, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchs- und Kontrolltieren im Verlauf der Kurven festgestellt werden, was
bedeutet, dass eine verlangerte Wirkungsdauer von PDF im synaptischen Spalt
keine Auswirkung auf die innere Uhr im LD hat, denn sonst hatten sich die
Kurvenverlaufe in der hdheren Temperatur unterscheiden missen.

Allerdings hat die Temperatur an sich einen signifikanten Effekt auf die rhythmische
Anwesenheit von PDF in den Terminalen der sLNv. Dieser interessante Aspekt
bedarf in Zukunft noch genauerer Untersuchung, soll aber hier schon einmal
diskutiert werden. Da y w;Pdf-GAL4 - Fliegen, welche als Kontrolle dienten, keinerlei
Verhaltensauffalligkeiten zeigten und somit wildtypisch anmuteten, war es vertretbar,
sie mit den Wildtypdaten von Park et al. zu vergleichen. Zur Verdeutlichung habe ich
die Kurven der Kontrolltiere mit der Wildtypkurve von Park et al. gemeinsam in Abb.
45 dargestellt. Die Experimente von Park et al wurden bei 25°C durchgefuhrt
(personliche Mitteilung Foérster, 2006). Die Maxima der einzelnen Kurven sind mit
Pfeilen unterhalb der Grafiken verdeutlicht.

Der erwahnte Effekt der Temperatur ist deutlich zu sehen. Je hoher die Temperatur,
desto fruher das PDF-Maximum in den sLNv Terminalen. Genauer gesagt, liegt es
bei 18°C bei ZT5, bei 25°C bei ZT3 und bei 28°C zwischen ZT1 und ZT3, also
ungefahr bei ZT2. Dies ergibt pro 3,5°C eine Vorverschiebung der Maximalphase um
ca. 1h. Diese Korrelation besagt, dass sich die Phasenbeziehung des PDF-cycling
zum Licht Dunkelwechsel je nach Temperatur verandert. Diese Veranderung steht in

krassem Gegensatz zur ansonsten temperaturkonstanten inneren Uhr.
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Abb. 45: Vergleich der pdf-Farbungen der sLNv Terminalen bei 18°C 25°C und 28°C.
Die 25°C Daten sind Park et al. (2000) entnommen. Die Pfeile geben das
wahrscheinliche Farbemaximum an.

Zusatzlich ist es ein weiterer Hinweis darauf, dass das Cycling von PDF in den
Terminalen nicht temperaturkompensiert ist und auf diese Weise vielleicht der
inneren Uhr als StellgroRe bzw. Anzeiger fur die richtige Positionierung der Aktivitat
in hoheren Temperaturen dient, doch dazu spater mehr. Zuerst sollte noch der
durchschnittliche Aktivitatsverlauf Uber den Tag auf shibire Effekte untersucht

werden.

3.5. EinfluB von Shibire ¥ auf das durchschnittliche Tagesaktivitatsmuster

Da shibire’™ im LD auf das PDF-cycling in den Terminalen der sLNv keinen Einfluss
hat, war nicht zu erwarten, dass die Durchschnittstage im LD gro3 beeinflusst
werden. Pdf-GAL4 UAS-shi* zeigt im LD einen fast identischen Kurvenverlauf wie
Pdf-GAL4, und dies sowohl bei 18° als auch bei 28°C. Also kann Shi* hier keinen
Einfluss auslben. Ein weiteres gemeinsames Merkmal von Pdf-GAL4 und den
Versuchstieren ist die Tatsache, dass die Peaks bei der hoheren Temperatur weiter
voneinander entfernt sind als bei 18°C.

Dies ist ein bekannter Effekt, den Majercak et al 1999 bereits beschrieben haben
(Abb. 46). Bei meinen Versuchstieren im DD ist ein deutlicher Unterschied zu den

Kontrolltieren zu sehen: Sie haben immer ein eindeutig bimodales Aktivitatsmuster
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mit klarem Morgenpeak, was nicht der Normalitat entspricht (vgl. Majercak et al
1999). Da dieser Effekt schon bei 18°C auftritt kann man davon ausgehen, dass nicht
Shi®' dafiir verantwortlich zeichnet, sondern Hintergrundeffekte der Kreuzung eine
Rolle spielen. Die Reaktion auf die hdhere Temperatur ist aber normal: Die Maxima

der Aktivitat entfernen sich voneinander.

LD DD1 DD2 DD3

18°C
>,
o
- )E O
<
-

29°C
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i 12 24 1% iR &1 72 q4
Time (hr)

Abb. 46: Majercak et al 1999. Diese Grafik verdeutlicht, dass die Aktivitatspeaks von
Drosophila normalerweise je nach Temperatur im DD naher zusammen sind oder
auseinander driften.

Pdf-GAL4 hat im DD bei 18°C entweder nur einen Aktivitatspeak oder beide Peaks
sind ineinander verschmolzen. Fur letzteres spricht die Schiefe des Peaks nach
vorne hinaus. Bei 28° ist dann deutlich eine Morgenpeak-Schulter zu sehen. Die
Entfernung der Peaks voneinander ist bei pdf-gal4 deutlicher und grof3er als bei den
anderen Stammen. Moglicherweise sind auch hier Hintergrundeffekte verantwortlich.
Schlussendlich muss man zu der Auffassung kommen, dass ein langeres PDF-
Signal in der akzessorischen Medulla keine Auswirkungen auf die Aktivitatsverteilung
uber den Tag hat.

Bleibt jedoch erneut die Frage, ob PDF in den Terminalen der sLNv bei

Temperaturunterschieden mit fur Peakverschiebungen verantwortlich ist?
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3.6. Vergleich der Durchschnittstage von CS und y w: :Pdf® bei 18°C und 28°C

Laut Rieger et al. (2006), liegt in den sLNv der Oszillator, der im Dualen Oszillator
System zumindest teilweise flir den Morgenpeak als auch den Abendpeak
verantwortlich ist. Verschiebt sich das pdf-Maximum bei héherer Temperatur in den
Terminalen der sLnv nach vorne, konnte dies die Vorverschiebung des Morgenpeaks
zur Folge haben. Sollte bei Pdf°—Fliegen die Vorverschiebung nicht mehr oder nur in
geringem Male vorhanden sein, sprache es fur diese These. Leider waren fur diese
Auswertung nur zu wenige Tiere vorhanden um ein statistisch fundiertes Ergebnis zu
prasentieren. Dieser Versuch sollte noch einmal mit demselben Versuchsaufbau
Uberprift werden.

Zunachst musste dafur aber erst einmal Uberprift werden, welche Eigenschaften die
Aktivitatspeaks von Pdf’ haben: Die an den Einzeldurchschnittstagen bestimmten
und spater gemittelten Aktivitatsmaxima zeigen zunachst bereits bekanntes:
y w; ;Pdf®* hat im LD im Gegensatz zu CS einen in seiner Akrophase verfrilhten
Abendpeak (Renn et al., 1999). Diese Vorverschiebung ist bei 18°C im Morgenpeak
mdglicherweise vorhanden aber durch die geringe Anzahl der Tiere hier statistisch
nicht nachvollziehbar. Diese Beobachtung jedoch zeigt bereits, inwiefern die

Aussage, dass y w; ;Pdf*

keinen Morgenpeak mehr besitze (Stoleru et al., 2004)
zutrifft: In meinem Versuch ist bei 18°C im LD der Morgenpeak zwar recht klein,
jedoch eindeutig vorhanden und nicht nur eine Reaktion auf Licht,,, denn flr eine
reine Schreckreaktion ist der Peak fast zu spat. Bei 28°C im LD ist der Morgenpeak
dann sogar sehr deutlich und nicht zu Ubersehen. Die Diskrepanz meiner Ergebnisse
zur Literatur kdnnte an der unterschiedlichen Auswertungsweise liegen. In der in
dieser Arbeit angewandten Methode der Durchschnittstagsberechnung wird der Tag
in 360 4-Minuten-Intervalle geteilt, wahrend bei den meisten anderen
Auswertmethoden der Durchschnittstag 48 Halbstunden-Werte hat. Auf diese Weise
gehen wichtige Nuancen, wie beispielsweise der schnelle UberschieRende
Lichta-Effekt, der dann nach kurzester Zeit in einen Morgenpeak Ubergeht, verloren.
Licht,,-Reaktion und Morgenpeak verschmelzen zu einem Peak, der dann
falschlicherweise fur eine reine Schreckreaktion auf Licht gehalten wird. Nun da
geklart war, dass Fliegen auch ohne PDF einen Morgenpeak besitzen, konnte die
These, dass PDF an dem Auseinanderdriften der Peaks bei hoheren Temperaturen

mit verantwortlich ist, angegangen werden.
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Doch leider konnte keine Aussage daruber getroffen werden, ob PDF tatsachlich
etwas mit dieser Peakverschiebung zu tun hat, denn yw;;Pdf®* zeigte
erstaunlicherweise in diesem Versuch 3 Aktivitdtspeaks bei 28°C was eine
Bewertung der Entfernung der Peaks unmaoglich macht, aber neue Fragen in Bezug

auf PDF als Kopplungsfaktor aufwarf. Abb. 47 zeigt eine solche y w; ;Pdf**

Fliege.
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Abb. 47: Aktogramm einer y w; Pdf* Fliege. Die Einfiarbungen sollen verdeutlichen, welche Aktivitat
bei28°C urspriinglich aus welcher Aktivitat bei 18°C hervorgeht. Gelb: Lichtphase im LD; Griin: subjektive
Abendliche Aktivitat; Pink: subjektive Morgenaktivitit bei 18°C; Rot und Blau: 2 Komponenten der
subjektiven Morgenaktivitat bei 28°C
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Hier wurde das Aktogramm im DD so eingefarbt, dass die verschiedenen
Aktivitatsschwalle voneinander zu unterscheiden sind: Erst zeigt die Fliege aufgrund
der Erhdhung der Temperatur insgesamt eine Verbreiterung der Aktivitat, wobei 2
der nun 3 Peaks einen Shift nach hinten ausfihren, wahrend der vordere Teil der
Aktivitat sich weiter nach vorne verschiebt. Bei keiner anderen Fliege war es moglich
die Aktivitat so klar in 3 Komponenten aufzuteilen, jedoch zeigten die geglatteten
Kurven alle deutlich 3 Aktivitatsmaxima.

Eine definitive Aussage, woher der 3.Peak stammt, ist nicht moglich. Trotzdem
sprechen die ersten Ergebnisse dafur, dass er einen Teil der urspringlich
morgendlichen Aktivitat darstellt, wenn man die durchschnittlichen Akrophasen der
Peaks zu Rate zieht. Hier zeigt sich namlich, dass die Standardfehler des Morgens-
und des Nachtpeaks von y w; ;Pdf®* bei 28°C iiberschneiden, die vom Abendpeak
aber nicht. Das heil3t, dass dieser Nachtpeak durchschnittlich naher am Morgenpeak
als am Abendpeak liegt. Da bei den 6 CS Fliegen im 28°C — DD eben nur ein
Morgenpeak sichtbar ist, konnte dies darauf deuten, dass diese 2 Komponenten
anscheinend aneinander gekoppelt sind. In der circadianen Forschungswelt herrscht
die allgemeine Uberzeugung, PDF sei neben seiner Output - Funktion auch ein
Kopplungsfaktor. Also kdnnten die beiden Komponenten zumindest teilweise Uber
PDF gekoppelt werden und bei einem Fehlen von PDF in hoheren Temperaturen
diese Kopplung verlieren. Dies bedeutet aber zusatzlich, dass ein noch unbekannter
Transmitter in niedrigen Temperaturen die Kopplung Ubernehmen muss, denn bei
18°C und 20°C existiert kein Nachtpeak.

Man konnte spekulieren, dass die sLNv Uber die dorsalen Terminalen per PDF diese
Kopplung steuern, denn im shibire Versuch zeigte zusatzliches PDF in der
akzessorischen Medulla keinen gegensatzlichen Effekt (eine teilweise Verschiebung
des Morgenpeaks nach hinten). PER-Farbungen im 28°C DD zu verschiedenen
Zeitpunkten in Pdf’ Fliegen kénnten (iber sLNv Folgezellen, die als Empfanger dieser
Information in Frage kamen, Aufschluss geben. Im genaueren Fokus sollten dabei
die DN1a liegen, die auch durch ihren PDF-Rezeptor (Mertens et al., 2005; Hyun et
al., 2005) gute Kandidaten fir diese Aufgabe waren.

Letztliches Fazit aus diesem Versuch ist, dass leider keine genauen Ergebnisse
vorliegen, die eine Funktion von PDF im Auseinanderdriften der Peaks bei hohen
Temperaturen belegen wirden. Allerdings wurde festgestellt, dass PDF

wahrscheinlich Einzelkomponenten der morgendlichen Aktivitat aneinander koppelt.
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3.7. AbschlieRende Bemerkungen liber die Verwendung von shibire®

Wenn man shibire™ als Tool verwenden wil, muss man sich vorher (iber die
Expressionsstarke des gewlnschten Treibers informieren. Dies genlgt allerdings
nicht nur bei Zimmertemperatur, sondern muss unbedingt auch bei den hdoheren
Temperaturen durchgefuhrt werden, bei denen dann das thermosensititve shibire
Allel nicht mehr als GTPase funktioniert. In meinen Versuchen war deutlich
festzustellen, dass verschiedene Treiber unterschiedlich auf Temperaturerhbhungen
reagieren. Im Allgemeinen muss jedoch vor allem festgestellt werden, ob der Treiber

genugend GAL4 produziert um Uberhaupt einen Effekt auszulésen — trotz der

tsl tsl

semidominaten Eigenschaften von shi~ konnten zwei shi~ Kopien mdglicherweise
bessere Ergebnisse erzielen.

Leider ist bei Verwendung von shibire™ im Gehirn von Drosophila trotz der Spexzifitat
mancher Zellen nicht gesagt, welcher Neurotransmitter prasynaptisch und welches
Neuropeptid postsynaptisch langer im Spalt bleibt und damit langer signalisieren
kann. Dies macht eine Interpretation der Ergebnisse aullerst schwierig und kann im
Zweifelsfall zu falschen Annahmen flhren. Flr die vorliegenden Versuche konnte
man in Zukunft als Nachweis daflir, dass PDF den Periodenverlangerungseffekt
begriindet, einen weiteren Versuch im Pdf® Hintergrund oder im PDF-Rezeptor®
Hintergrund durchflhren. Sind die Periodenverlangerungen in dieser Grof3enordnung

dann verschwunden, muss PDF ursprunglich daftr verantwortlich sein.

4. Wheat-Germ-Agglutinin (WGA) als Tracer fur sLNv-

Folgeneuronen

Dieser Versuch sollte, nachdem in den vorangegangenen Versuchen vor allem die
Synapsen der PDF-Neuronen im Blickpunkt standen, die Neuronen sichtbar machen,
die den PDF-Zellen vor- bzw nachgeschaltet sind. Da WGA sowohl anterograd als
auch reterograd an den Synapsen weitergegeben wird (Yoshihara et al., 1999;
Tabuchi et al., 2000), konnte es tber das GAL4/UAS System in die Fliege gebracht,
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als Tracer benutzt werden. Leider erwies sich der Antikérper gegen WGA als
teilweise unspezifisch, denn nicht nur in den Versuchstieren Pdf-GAL4 UAS-WGA,
sondern auch in CS konnten Strukturen im optischen Lobus und Zellen im dorsalen
Gehirn angefarbt werden. Die Farbungen direkt neben den PDF-Varikositaten in den
Versuchstieren sind aber wahrscheinlich spezifisch, denn sie sind im Vergleich zu
Canton S intensiver gefarbt und liegen naher an den PDF-Farbungen. Also handelt
es sich hierbei wahrscheinlich um Postsynaptische Strukturen der Folgezellen der
sLNv. Da keinerlei weitere Strukturen dieser Neurone angefarbt werden konnten,
muss auch weiterhin Uber den genauen Ubertragungsweg der circadianen
Information spekuliert werden.

Aus reiner Neugier wurden jedoch dann Gehirne gegen Sufakinin gefarbt, einem
Myotropin, dessen Rolle noch nicht ganz erfasst werden konnte, jedoch gehen
Nichols et al. (2002) davon aus, dass myotrope Peptide als Hormone, Transmitter
und Modulatoren wirken koénnen. Ideal also, um wie PDF die Information der
circadianen Uhr weiterzuleiten. Die Farbung zeigt, dass die Endigungen der
Sulfakinin-Zellen und der sLNv nahe beieinander sind, jedoch kann man nicht genau
sehen, ob sie sich Uberlappen.

Es sollten in Zukunft aber weitere Farbungen, die Aufschluss Uber die Folgezellen

geben konnen, durchgefuhrt werden.
Die Frage, was mit den Aktivitatspeaks geschieht, wenn diese nachgeschalteten

Zellen gar keinen Kontakt mehr zu den LN haben, weil diese ganz oder teilweise

ablatiert wurden, sollte im nachsten Versuch geklart werden.

9. Ablation verschiedener Untergruppen von Uhrzellen

5.1. Laufaktivitatsversuch

Leider konnte in diesem Versuch die R6-GAL4 Linie, die nur in den sLNv treibt, nicht

verwendet werden, da sie auch in den Tracheen treibt (Forster et al., 2007) und
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somit die Fliegen nicht Uberlebensfahig sind, wenn man sie mit UAS-hid kreuzt. Bei
den restlichen Treiberlinien konnte durch die Expressionsversuche mit GFP
glucklicherweise genau vorausgesagt werden, welche Zellen ablatiert wurden. Pdf-
GALS8O;cry-GAL4 UAS-hid sind hierbei besonders interessant, da man die sLNv
retten kann.

1 in dem

Im LD zeigte sich erneut, dass bei manchen Stamen wie bei y w; ;Pd
Temperaturversuch, nachtliche Aktivitat auftrat. Sieht man sich die
Aktivitatsverteilung der einzelnen Versuchsstamme und der Kontrollen an, so
bemerkt man, dass manche Versuchstiere mehr Nachtaktivitdt zeigten als die
Kontrolltiere. Diese auffallige Nachtaktivitat wurde per Quantifizierung der
durchschnittlichen  Tagesaktivitat analysiert. Die Wahl der Grenzen der
Aktivitatspeaks stlutzte sich auf die Kontrolltiere und die Erfahrung mit anderen
Experimenten, in denen die Tiere in der Dunkelphase Licht von der Intensitat einer
sternenklaren Nacht bekamen und man damit die Dunkelhemmung der Tiere
reduzieren konnte (Bachleitner et al., 2007). In diesen Experimenten wurde klar,
dass der zweite Aktivitdtspeak des Tages nicht nur vom fruihen Nachmittag bis Licht
aus dauert, sondern sich bis in die Mitte der Nacht erstrecken kann.

Die Geschlechterunterschiede im Morgenpeak ergeben bei der Betrachtung der
Lebensweise von Drosophila durchaus einen Sinn, da die Weibchen morgens ihre
Eier ablegen (Sheeba et al.; 2001) und somit einer der wichtigsten Ablaufe zu dieser
Tageszeit ablauft. Die nachtliche Aktivitat war bei den Mannchen hoher. Dies konnte
darauf hindeuten, dass sie moglicherweise Weibchen zur Paarung suchen. Die
circadiane Verteilung der Paarungsaktivitat bei CS besitzt namlich 2 Maxima: das
erste Maximum liegt 3 h nach Licht-an, wahrend das Zweite in der Mitte der Nacht zu
finden ist (Sakai und Ishida, 2001), also genau zu dem hier verwendeten
Messzeitraum der nachtlichen Aktivitat.

Bei cry-GAL4 UAS-hid und Pdf-GAL4 UAS-hid kann man in den Durchschnittstagen
vor allem sehen, dass sie regelrechte Aktivitatspeaks in der Nacht haben, wahrend
Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid nachts durchgehend und diffus ein wenig aktiv ist und
die Kontrollen so gut wie keine nachtliche Aktivitat haben. Dies sprache erneut dafr,
dass die sLNv (in Pdf-GAL80;cry-GAL4 noch vorhanden) die nachtliche Aktivitat an
den Morgenpeak koppeln. Allerdings sind bei dieser Kopplung sicher nicht nur die
sLNv beteiligt, denn die nachtliche Aktivitat ist zwar sehr diffus, aber dennoch mehr

vorhanden als in den Kontrolltieren. Auch bei den cry-GAL4 UAS-hid, denen
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zusatzlich zu den LNv fast alle LNd, die DN1a und zwei DN1p sowie zwei DN3
fehlen, fallt wohl noch ein weiterer Kopplungsvorgang der lokomotorischen Aktivitat
weg, denn bei ihnen ist die nachtliche Aktivitat diffuser als bei Pdf-GAL4;UAS-hid.
Von welchen Zellen dieser Vorgang urspringlich ausgeht, ist schwer zu sagen, da
mehrere Untergruppen durch die Ablation betroffen sind. Gute Kandidaten waren hier
die DN1a und die LNd von denen mittlerweile bekannt ist, dass sie Verbindungen zur
akzessorischen Medulla und ins dorsale Protocerebrum haben (Forster et al, 2007)
und somit genau wie die sLNv pradestiniert sind, circadiane Informationen von der
Augen-Rhythmus-Schnittstelle akzessorische Medulla (Rieger et al., 2006) zum
dorsalen Protocerebrum weiterzugeben. So kénnte es sein, dass die sLNv in
Kombination mit den LNd oder den DN1a oder beiden die Kopplung eines Teils der
Aktivitat an die Vorgabe der Lichtinformation Ubertragenden Strukturen Gbernimmt.

In den vorausgegangenen Experimenten war das Phanomen der nachtlichen
Aktivitat bei den yw;:Pdf®® Fliegen bei 28°C aufgetreten, was zu der
Schlussfolgerung fuhrte, dass PDF uber die Terminalen der sLNv beide
Morgenpeakkomponenten miteinander koppelt. Die Kombination beider Experimente
suggeriert, dass das PDF-Signal von den kleinen PDF-Neuronen fur einen Teil der
Aktivitat die Verbindung mit der Lichtsynchronisation darstellt. Im Falle der sLNv ist
PDF als Transmitter in den Terminalen (es ist ja in Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
noch in den sLNv vorhanden) ein Kandidat dafir, diese Kopplungsaufgabe zu
ubernehmen. Interessant ware ein Folgeversuch mit Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
Fliegen im Pdf® Hintergrund. Trate dann die Nachtaktivitat wie bei cry-GAL4 UAS-hid
auf, ware dies ein guter Hinweis darauf, dass PDF beide Komponenten Uber die
Terminalen der sLNv koppelt.

Aber wie schon vorhin angedeutet, kann PDF nicht der einzige Transmitter sein, der
die Aktivitat koppelt, denn die weiteren Ergebnisse der Aktivitaten zeigten ganz
deutlich: Nicht der gesamte Morgenpeak wurde nach vorne verschoben, denn es
existiert allen Versuchstieren noch eine Morgenaktivitat, die sich im prozentualen
Anteil der Gesamtaktivitat statistisch gesehen von der der Kontrollen nicht
unterscheidet oder sie sogar Uberstieg. Also wurde dieser Peak von anderen Zellen
und anderen Transmittern an den LD gekoppelt.

Er kann nicht von vorgenannten DN1a kontrolliert werden, denn auch in den cry-
GAL4 UAS-hid Fliegen ist die Aktivitat immer noch in einzelne Peaks aufgeteilt und

ist keine bloRe Reaktion auf Licht bzw. Dunkelhemmung. Der Morgenpeak ist im
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Gegenteil sogar prominenter als gewohnlich, und der Abendpeak ist reduziert. Dies
deutet darauf hin, dass verbliebene Zellen das Aktivitatsprofil zugunsten des
Morgenpeaks verschieben. Wenn die sLNv noch vorhanden sind, wird dieser Effekt
sogar noch deutlicher, was bedeutet, dass die sLNv im Zusammenspiel mit diesen
anderen Zellen den Morgenpeak steuern und die abendliche Aktivitat hemmen.
Welche Zellen dies genau sind, die ja sowohl bei den Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid
als auch bei den cry-GAL4 Fliegen vorhanden sein mussen, wurde hier nicht
beantwortet, konnte aber durch Farbungen der cry-GAL4 UAS-hid Fliegen im LD
beantwortet werden.

Die Akrophasen der Aktivitaten zeigten, dass die sLNv, genauer gesagt, PDF in den
sLNv fur die Vorverschiebung des Abendpeaks verantwortlich zeichnet, denn wie die
Zusammenstellung aller bestimmtem Akrophasen in Abb. 48 darstellt, sind die Lagen
der Pdf-GAL4 UAS-hid und y w; ;Pdf®* 20°C Peaks sehr ahnlich, wenn nicht sogar
gleich. Sind jedoch die sLNv (mit PDF) wieder vorhanden, dann rutscht der
Abendpeak signifikant nach hinten, fast auf Kontrollfliegenniveau. Dies bedeutet,
dass im LD PDF in den Terminalen ausreicht, um die abendliche Aktivitat zum
richtigen Zeitpunkt auftreten zu lassen, also koppelt PDF den Abendpeak Uber die

sLNv Terminalen an den LD.

Aktivititspeaks der Versuchsstimme und y w: :Pdf%
UAS-Kontrolle n wildtypisch 20°C Q
Gal4-Kontrollen | . wildtypisch 20°C Q
cs18°c " wildtypisch 18°C a
csac | " wildtypisch 28°C o
pdf-Gal80;cry-Gald;UAS-hid s n sLNv mit PDF 20°C Qa
cry-Gal4;UAS-hid M keine LNv, kein PDF 20°C P Ll
pdf-Gal4;UAS-hid | M leine LNv, kein PDF 20°C Q el
y w;;pdfot 18°C | Y] alle LNv, kein PDF 18°C
y w;;pdf®? 20°C | " alle LNv, kein PDF 20°C g
y w;;pdfo! 28°C e  alle LNv, kein PDF 28°C Q -
‘ |
0 6 12 18 24

Abb. 48: Akrophasen einiger beobachteter Fliegen. Die ersten 4 Datengruppen sind Kontrolifliegen. Die
restlichen Datengruppen sind von Fliegen, die entweder kein PDF mehr haben oder denen ganze
Uhrzellcluster fehlen. Auffillig ist hier, dass die Pdf-GAL4 UAS-hid Fliegen den y w; ;Pdf’! Fliegen bis auf
die nachtliche Aktivitat sehr dhneln.
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Fehlt nicht nur PDF, sondern die ganzen LNy, tritt zusatzlich zum vorverschobenen
Abendpeak, nachtliche Aktivitat auf, die, wenn die sLNv samt PDF wieder da sind ein
wenig unterdriickt oder zumindest zerstreut wird. Daraus ziehe ich mit den y w; ;Pdf®*
Ergebnissen den Schluss, das PDF die nachtliche Aktivitat oder die Zellen, die daftr
verantwortlich sind, normalerweise an den Morgenpeak koppelt. Auch hier konnte
nicht festgelegt werden, welche Zellen fur den Nachtpeak verantwortlich sind.

Des Weiteren waren das Freilaufverhalten der Versuchstiere untersucht worden.
Warum die Pdf-GAL4 UAS-hid Weibchen viel schneller arythmisch wurden als die
Mannchen, bleibt leider ein Ratsel, dessen Lésung wohl auf einem der beiden x-
Chromosome oder in ihrer Konkurrenz zu suchen ist.

Gemeinsam betrachtet lasst sich aber ganz deutlich sagen, dass die sLNv alleine
nicht ausreichen um den Rhythmus genugend zu stabilisieren, wenn fast alle LNd,
die DN1a, 2 DN1p und 2 DN3 fehlen. Pdf-GAL4 UAS-hid zeigt noch einen fast
wildtypischen Rhythmus im DD (wenn auch mit einer verkirzten Periode), deshalb
konnte man annehmen, dass die fehlenden ILNv hier keine grof3e Rolle spielen.
Sieht man sich jedoch die Ergebnisse von Helfrich-Forster et al. (2007) an, so zeigen
diese, dass die DN1a, Teile der DN3 und vor allem die LNd Kontakte zur
akzessorischen Medulla und ins contralaterale dorsale Protocerebrum haben. Dies
macht sie zu weiteren Kandidaten der Kopplung der Hemispharen, genau wie die
ILNv, die ja auch beide Hemispharen verbinden. Zusatzlich haben diese Zellen aber
Kontakt ins dorsale Gehirn, was sie zugleich dazu befahigen kénnte Medulla und
dorsales Gehirn zu koppeln, wie fur die sLNv postuliert. Ohne diese Kopplungen
scheint es den Uhrzellen unmdglich zu sein, eine gemeinsame Periode zu finden.

Bei genauerer Ansicht der Pdf-GAL80;cry-GAL4 UAS-hid Aktogramme sieht man,
dass die Aktivitat im Freilauf ,auseinanderlauft®, d.h. die Aktivitdtsphase wird von Tag
zu Tag langer. Das spricht wiederum daflir dass die bis dahin durch den LD (also
Cry) synchronisierten Uhrzellen jetzt ihnren gemeinsamen Takt nach und nach wegen

fehlender Kommunikationsmaoglichkeiten verlieren.

5.2. Immunhistochemische Praparationen

Dies sollte in Farbungen von Pdf-GAL8O0;cry-GAL4 UAS-hid Gehirnen im DD
uberpruft werden. Als Kontrolle diente UAS-hid, da diese Fliegen eine Periodenlange

von ungefahr 24h hatten und somit die Einzelfliegen nach mehreren Tagen im DD
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trotzdem noch vergleichbare Ergebnisse liefern sollten. Die Ergebnisse zeigen
unerwarteter Weise, dass sich die beiden Stamme, was die Farbeintensitat angeht,
nur in den DN1 signifikant unterschieden, und dies auch nur am 1. Tag im DD nicht
mehr im 7. Tag im DD. Sieht man sich die Farbungen genauer an, so zeigt sich, dass
die DN1 in den Versuchstieren am 1. Tag im DD weniger Unterschied in der
Intensitat zu den Farbezeitpunkten zeigen als die Kontrolle. Eine mdgliche Erklarung
hierfUr ware, dass die DN1 in den Versuchstieren ohne die synchronisierende
Information der anderen Uhrneurone kaum eigenes cycling zeigen. Andererseits und
viel wahrscheinlicher sind die beiden Farbezeitpunkte im Falle der DN1 falsch
gewahlt und sie liegen bereits im LD aul’er Phase zu den restlichen Zellen, denn
immerhin sollten sie Uber Cry genugend Synchronisationsinformation im LD erhalten.
Diese verschobene Phasenlage ware madglicherweise eine Erklarung fuar die
untypische Aktivitatsverteilung im LD, was die DN1p zu Kandidaten machen wirde,
die im Falle eines Ausfalls der sLNv und den LNd (Rieger et al., 2006) das
Aktivitatsprofil steuern.

In Zukunft sollte das Experiment mit weiteren Farbezeitpunkten wiederholt werden
um genau diese Hypothese zu Uberprifen.

Zurick im DD konnte allerdings fur die stetige Verbreiterung der Aktivitatsphase
keine Erklarung gefunden werden, denn da die sLNv ja weiterhin in Phase schienen
sollte das dorsale Protocerebrum immer noch die Chance auf eine Kopplung mit PDF
haben. So wurden die sLNv genauer unter die Lupe genommen. Die Zellen wurden
darauf untersucht, ob sich PER im Kern oder im Zytoplasma befand, da die
Lokalisation Uber den Tag verteilt sich andert (Shafer et al., 2002) und eine Storung
in diesem Ablauf mdglicherweise die Rhythmusweitergabe beeintrachtigt. Am ersten
Tag im DD geben Versuchs als auch Kontrolltiere zu beiden Farbezeitpunkten
gleiches preis: zu den Zeitpunkten geringster lokomotorischer Aktivitat war PER vor
allem im Zytoplasma zu finden. Entsprechend dazu war zum Zeitpunkt hochster
lokomotorischer Aktivitat PER hauptsachlich im Zellkern lokalisiert. Shafer et al.
(2002) haben genau dieses Ergebnis auch beobachtet, dass in den sLNv in der
circadianen Nacht PER eher im Zytoplasma zu finden ist und am subjektiven Tag im
Kern. Die Kontrolltiere zeigen diese Konstellation auch noch nach 7 Tagen im DD.
Die Versuchstiere, jedoch, haben nun PER zu den praparierten Zeitpunkten nicht
mehr nur im Zytoplasma, sondern mehr im Zellkern. Damit stellt sich die Frage, ob

PER einfach weniger ins Zytoplasma wandert, oder ob auch hier eine andere Phase
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des Rhythmus beim Praparieren getroffen wurde. Gegen letzteres spricht zum einen,
dass die Farbeintensitat zu beiden Zeitpunkten in beiden Stammen die gleichen
Unterschiede zeigte und dass zum anderen zum Zeitpunkt hdchster lokomotorischer
Aktivitat immer noch wie am 1. Tag im DD Kernfarbung vorherrscht und nicht eine
intermediare Farbung gezeigt wird. Somit ware die fehlende Synchronisation im
dorsalen Protocerebrum, die dann schlieRlich zur stetigen Verbreiterung der Aktivitat
fuhrt, erklart, denn wenn die innere Uhr in den sLNv nicht mehr richtig funktioniert,
kann sie auch kein richtiges PDF-Signal an nachgeschaltete Zellen weitergeben.
Andererseits lasst sich ebenso daraus schlieRen, dass die sLNv den Kontakt in der
akzessorischen Medulla zu den anderen Uhrzellen bendtigen, um die PER-
Lokalisation an und fiur sich zu synchronisieren. Da die DN1p als einzige Zellen in
diesem Experiment sich in den Versuchstieren anders verhielten als in den
Kontrollen sollten sie in Zukunft genauer betrachtet werden, auch unter dem Aspekt,

dass sie die nachtliche Aktivitat steuern konnten.
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Zusammenfassung

Die circadiane Rhythmik von Drosophila ist ein weites Forschungsgebiet, das in der
Vergangenheit viel dazu beigetragen hat, die Mechanismen von inneren Uhren im
Allgemeinen zu verstehen. Leider gilt dies kaum im Bereich der Weitergabe des
zentralen Rhythmus an untergebene Strukturen oder der Kommunikation von
Rhythmusgebern untereinander. Diese Arbeit sollte als Grundlagenforschung die
Funktionen und Eigenschaften von dem Neuropeptid Pigment Dispersing Factor
(Pdf) genauer beleuchten, welches in der Literatur als potentieller Kopplungs- und
Outputfaktor gehandelt wird. Es galt, unterschiedlichste Herangehensweisen an das
Thema PDF miteinander zu verbinden und damit ein klareres Bild von der Aufgabe
dieses Neuropeptids im circadianen Gefluge zu erhalten.

Als sicherlich erstaunlichstes Ergebnis ist die Tatsache zu werten, dass nach dem
Verlust von PDF nur bei hohen Temperaturen und dem Verlust der sLNv bereits bei
Raumtemperatur Nachtaktivitat im LD auftritt, die mdglicherweise durch eine
Entkopplung im dorsalen Gehirn dieser Komponente vom Rest der Aktivitat zustande
kommt. Ein Nebenergebnis dieser Versuche ist die Erkenntnis, dass es noch weitere
Kopplungsfaktoren im circadianen System von Drosophila geben muss. Des
Weiteren konnte im Zusammenhang mit anderen Experimenten (Wulbeck et al.,
2008) herausgefunden werden, dass ektopisches PDF in der akzessorischen
Medulla stark verlangsamend auf die innere Uhr wirkt und kein Splitting verursacht,
d.h. weiterhin die nachgeschalteten Zellen miteinander koppelt.

Als Resumee meiner Versuche darf man vermuten, dass von den ILNv
ausgeschuttetes PDF in der akzessorischen Medulla Uber die PDF-Rezeptoren der
sLNv auf die innere Uhr zurtickwirkt und diese verlangsamt. Gleichzeitig koppelt es
uber die dorsalen Terminalen der sLNv einen Teil der morgendlichen
lokomotorischen Aktivitat an restliche Aktivitat.

In Zukunft sollte aber nicht nur PDF im Fokus liegen, wenn man die Kopplung der
Uhrzellen untereinander studiert, sondern auch die Suche nach dem hier postulierten
weiteren — jedoch schwacheren Kopplungsfaktor im circadianen System von

Drosophila.

101



ANHANG

Anhang

Rezepte, Konzentrationen und pH-Werte

Zamboni’s Fixativ (Zamboni und DeMartino, 1976):
4% Paraformaldehyd
7,5% gesattigte Pikrinsaureldsung
in 0,1M Phosphatpuffer, pH 7,4

0,1M Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) (PP):
Stammldsung A: 0,1M Natriumdihydrogenphosphat @ H,0
Stammldsung B: 0,1M Di-Natriumhydrogenphosphat ® 2H,O
Verhaltnis Stammlosung A zu Stammldsung B ist ca. 4 zu 1
(am pH-Meter Stammlésung A zu Stammlésung B geben und genauen pH Wert (7,4)

einstellen)

PPT (Phosphatpuffer mit Detergenz Triton X-100)
Je nach Bedarf 0,1% oder 0,5% Triton zum PP geben

Ziegenserum zum Blocken:
1% Normal Goat Serum in PPT (0,5% TritonX-100)

Primare Antikorper:
Whole mounts:
0,02% Natriumazid
1% NGS
in PPT (0,5% Triton X-100)

Anti-PDH (1:2000) (Kaninchen)(Labor Dircksen)
Anti-PDF (nb33/2) (1:100) (Maus)(Labor Hofbauer)
Anti-PER (1:1000) (Kaninchen)(Labor Stanewsky)
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Western Blot:
0,02% Natriumazid
2% NGS
in TBS (siehe unten)

Anti-PER (1:10000) (Kaninchen)(Labor Stanewsky)

Sekundare Antikorper:
Whole mounts:
0,02% Natriumazid
1% NGS
in PPT (0,5% Triton X-100)

Goat Anti Rabbit Alexa Fluor (1:200)
Goat Anti Mouse Alexa Fluor (1:200)

Jeweils in den Wellenlangen 488nm und 543nm

Proteinextraktionspuffer (1ml):
Stocklosung Proteinextraktionspuffer
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 50mM
Aprotinin 10mg/ml
Dithiothreitol (DTT) 1M
Leupeptin 10mg/ml
Pepstatin A 10mg/ml

Stocklésung Proteinextraktionspuffer (250ml)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-Ethansulfonsaure

(HEPES) 1M pH 7,5
Kaliumchlorid (KCI) 3M
Glycerol 50%
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 0,5M
Triton X-100 10%
R-Glycerophosphat 1M
NazVOs 10mM pH 10-12
Mit destilliertem H,O auf 250ml auffillen

5ml
8,3ml
25ml
5ml
2,5ml
5mi
2,5ml
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DGLP Gelladepuffer (10 ml):
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan (Tris)
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)
Glycerol
3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Mit destilliertem H>O auf 10ml auffullen

Polyacrylamidgele
Sammelgel:
H-0, steril
Tris 1,5M pH 8,8
SDS 20%
Polyacrylamid (PAA) 30%
Bisacrylamid (BIS) 2%
Ammoniumpersulfat (APS) 10%
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trenngel:
HO, steril
Tris 1M pH 6,8
SDS 20%
Polyacrylamid (PAA) 30%
BIS 2%
APS 10%
TEMED

Elektrophoresepuffer (5-fach):
Tris
Glycin
SDS 20%

0,375¢g

5mi
2,5ml
0,01g

12,3 ml
6,5ml
125pl
4,9m|

1ml
125ul
12,5l

14,1ml
2ml
100pl
2,96ml
0,6ml
250l
40ul

30g
1449
100ml

Mit destilliertem H,O auf 2000ml auffullen (zum Benutzen 1 zu 5 mit H,O verdinnen)
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Semi-Dry-Blotting-Buffer:

Tris 5,829
Glycin 2,93g
Methanol 200ml
SDS 20% 1,875ml

Mit destilliertem H,O auf 1000ml auffillen

Tris gepufferte Saline (TBS)
NaCl 5M 28ml
Tris 1M pH 7,5 10ml
Mit destilliertem H,O auf 1000ml auffillen

Tris gepufferte Saline mit Tensid (TBST)
NaCl 5M 28mi
Tris 1M pH 7,5 10ml

TWEEN-20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat) 5ml
(Tensid) 10%

Mit destilliertem H,O auf 1000ml auffillen

p-Werte des Versuchs uber immunhistochemische
Praparationen _von  Pdf-GAL80:cry-GAL4 _ UAS-hid

Fliegen

PER-Farbeindices bei UAS-hid

sLNV

a) Es qibt keinen Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag im DD
(F(1/35)=1,932; p=0,173).

b) Es wurde hochst signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten

lokomotorischen Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen
Aktivitat. (F(1/35)=19,808; p<0,001).

c) Die Zellen zeigen keine Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der Art und
Weise der PER- Schwankungen (F(1/35)= 1,157; p=0,289).
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5th sLNv

a) Es gibt keinen Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag im DD
(F(1/35)=0,012; p=0,913).

b) Es wurde hdchst signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten
lokomotorischen Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen
Aktivitat (F(1/35)=20,191; p<0,001).

c) Die Zellen zeigen keine Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der Art und
Weise der PER- Schwankungen (F(1/35)= 0,168; p=0,685).

ILNv

a) Es gibt einen hoch signifikanten Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag im
DD (F(1/34)=9,161; p=0,004). Die Farbeindices sind am 7. Tag DD hoher als am 1.
Tag.

b) Es wurde hdchst signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten
lokomotorischen Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen
Aktivitat (F(1/34)= 23,211; p<0,001).

c) Die Zellen zeigen keine Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der Art und
Weise der PER- Schwankungen (F(1/34)= 0,492; p=0,487).

LNd

a) Es qibt keinen Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag im DD
(F(1/35)=2,739; p=0,106).

b) Es wurde signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten lokomotorischen
Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen Aktivitat (F(1/35)=
10,871; p=0,02).

c) Die Zellen zeigen keine Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der Art und
Weise der PER- Schwankungen (F(1/35)= 0,013; p=0,909).
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DN1

a) Es gibt einen hochst signifikanten Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag
im DD (F(1/34)= 20,075; p<0,001). Die Farbeindices sind im Mittel am 1. Tag DD
héher als am 7. Tag.

b) Es wurde hdchst signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten
lokomotorischen Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen
Aktivitat (F(1/34)= 59,409; p<0,001).

c) Die Zellen zeigen hochst signifikante Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der
Art und Weise der PER- Schwankungen (F(1/34)= 37,986; p<0,001): Wahrend am 1.
Tag im DD noch eine signifikante Schwankung zwischen den Zeitpunkten auftritt, ist

dies am 7. Tag im DD nicht mehr der Fall.

DN2

a) Es gibt einen hochsignifikanten Unterschied zwischen dem 1. und dem 7. Tag im
DD (F(1/34)= 13,760; p=0,006). Die Farbeindices sind im Mittel am 1. Tag DD hoher
alsam 7. Tag.

b) Es wurde hdchst signifikant mehr PER zum Zeitpunkt der geringsten
lokomotorischen Aktivitat angefarbt, als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischen
Aktivitat (F(1/34)= 26,866; p<0,001).

c) Die Zellen zeigen hochst signifikante Unterschiede am 1. und am 7. Tag DD in der
Art und Weise der PER- Schwankungen (F(1/34)= 34,950; p<0,001): Wahrend am 1.
Tag im DD noch eine signifikante Schwankung zwischen den Zeitpunkten auftritt, ist

dies am 7. Tag im DD nicht mehr der Fall.

PER- Intensitaten der beiden Stdmme im Vergleich

sLNv

1. Tag DD

a) Es gibt keinen statistischen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Stammen: (F(1/29)=1,434; p=0,240)

b) Es gibt im Mittel einen hdchst signifikanten Unterschied in der PER Farbung

zwischen den Zeitpunkten:

Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist mehr PER in den Zellen als
zum Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat (F(1/29)=72,101; p<0,001)

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/29)=0,828;p=0,370)
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7. Tag DD

a) Es gibt einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den Stammen:

UAS-hid hat signifikant weniger PER Farbung (F(1/37)= 4,086; p=0,0499)

b) Es gibt im Mittel einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Zeitpunkten:

Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist hochsignifikant mehr PER in
den Zellen als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat (F(1/37)=7,445;
p=0,009)

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/37)=0,019;p=0,891)

LNd

1. Tag DD

a) Es gibt einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den Stammen:

UAS-hid hat hochsignifikant mehr PER Farbung (F(1/29)= 18,517; p=0,002)

b) Es gibt im Mittel keinen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Zeitpunkten (F(1/29)=7,687; p=0,092).

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/29)=0,010;p=0,920)

7. Tag DD

a) Es gibt einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den Stammen:

UAS-hid hat héchst signifikant mehr PER Farbung (F(1/33)= 15,910; p<0,001)

b) Es gibt im Mittel keinen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Zeitpunkten (F(1/33)=1,812; p=0,187)

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/33)=0,009;p=0,804)

DN1

1. Tag DD

a) Es gibt einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den Stammen:

UAS-hid hat hochst signifikant mehr PER Farbung (F(1/28)=24,405; p<0,001)

b) Es gibt im Mittel einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Zeitpunkten:
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Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist hochst signifikant mehr PER in
den Zellen als zum Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat (F(1/28)=74,290;
p<0,001)

c) Die beiden Stamme verhalten sich nicht gleich (F(1/28)=30,623;p<0,001):

UAS-hid zeigt unterschiedliche PER Intensitaten zu den verschiedenen Zeitpunkten
(p<0,001) Pdf-GAL8O;cry-GAL4 UAS-hid nicht (p=0,265)

7. Tag DD

a) Es gibt einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den Stammen:

UAS-hid hat héchst signifikant mehr PER Farbung (F(1/37)= 20,328; p<0,001)

b) Es gibt im Mittel einen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Zeitpunkten:

Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist signifikant mehr PER in den
Zellen als zum Zeitpunkt hdchster lokomotorischer Aktivitat (F(1/37)=4,355; p=0,043)
c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/37)=1,739;p=0,195)

DN2

1. Tag DD

a) Es gibt keinen statistischen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Stammen: (F(1/28)= 0,021; p=0,886)

b) Es gibt im Mittel einen hdchstsignifikanten Unterschied in der PER Farbung
zwischen den Zeitpunkten:

Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist mehr PER in den Zellen als
zum Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat (F(1/28)=59,926; p<0,001)

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/28)=0,329;p=0,572)

7.Tag DD

a) Es gibt keinen statistischen Unterschied in der PER Farbung zwischen den
Stammen: (F(1/36)= 1,217; p=0,277)

b) Es gibt im Mittel einen signifikanten Unterschied in der PER Farbung zwischen
den Zeitpunkten:

Zum Zeitpunkt geringster lokomotorischer Aktivitat ist mehr PER in den Zellen als
zum Zeitpunkt hochster lokomotorischer Aktivitat (F(1/36)=10,166; p=0,0282)

c) Die beiden Stamme verhalten sich statistisch gleich (F(1/36)=1,497;p=0,229)
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