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In der verliegenden Arbeit wurden folgende AbkUrzungen verwendet:

LD : Dauerdunkel

RA : Dauerrotlicht

LL : Dauerlicht

LD : Licht-Dunkel-Wechsel

T™H : Temperaturwechsel

a Aktivititszelt

a mittlere Aktivitdtazeit

é Ruhezeit

LI : Verh#dltnis von Aktivitdts- zu Ruhezeit
¥ Phasenwinkel

Ay Phasenwinkeldifferenz

ay mittlere Phasenwinkeldifferenz
T Periodenléinge

T : mittlere Perlodenllinge

T Periodenléinge des Zeltgebers
cT : circaediane Zeit

L-an : Licht-an

L~aus : Licht-aus

Le : Lichtpuls

opP : Operatiaon

5.0p : Schelnoperation

a Vertrauenswahrscheinlichkeit
D. : DROSOPHILA

M. :  MUSCA
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A. EINLEITUNG

Tagesperiodisch ablaufende Prozesse werden bei den melaten Lebe-
wesen durch "innere Uhren' gesteuert . Nach der Entdeckung dieses
PhEnomens wucha das Interesse daran, dle snatomische Lage dieser
inneren uhren zu ergriinden.

Yenn auch jede Einzelzelle potentiell zu circedianen Schwingungen
bef#higt sein muB - Einzeller k#nnen sogar mehrere Rhythmen zei-
gen (Hastings, 1959) -, so scheinen bei Metszoen doch spezielle
Zellen in Zentren eine Ubergecrdnete Rolle im circadianen System
Gbernommen zu haben.

Nervenableitungen, L#slonen, Entfernung von Teilen des Nervensys-
teme und Transplantationen haben bei Insekten geholfen, das Pro-
tocerebrum des Gehlirns und die optischen Ganglien als bedeutsam
fOr die Auepriégung van Rhythmen zu erkennen. ODle genaue Lage der
rhythmischen Zentren {(Pacemaker) innerhalb dieser Telle des Ge-
hirns ist jedoch Gegenstand heftigen Dleputs.

Bei einigen Insektenarten konnten Pacemaker 1in den optischen

Ganglien nachgewiesen werden:

Pacemaker fiir die LaufaktivitBterhythmik sitzen bei PERIPLANETA

AMERICANA, LEUCDPHAEA MADERAE und BLABERUS FUSCUS in den optt-

schen Ganglien {(Nishiitsutsuji-Uwe und Pittendrigh, 1968 =a,b;

Roberts, 1974; Sokolove, 1975; Page et al., 1977; Page, 1976 ;

1982 8; Luket und Weber, 1979).

Pecemaker filr die Singrhythmik wurden bel TELEDGRYLLUS COMMODUS in
den gptischen Ganglien lokalisiert (Loher, 1972; Sokolove und
Loher, 1975; Wiedenmann, 1985). Bel GRYLLUS BIMACULATUS seind die
optischen Ganglien FOr dle Auspr8gung der taufaktivitBtarhythmik
(Tomioka und Chiba, 1984) und der ERG-Rhythmik (Tomioka und Chibe,
1982) unentbehrlich.

Weiterhin sind die optischen Gangllen fOr die ERG-Rhythmik und die
Laufaktivitétarhythmik von verschiedenen K#ferarten von entschel-
dender Bedeutung (Fleisener, 1982; HKoehler und Fleisgner, 1978;
Balkenohl und Weher, 1981).



Bei enderen Insekten wurde dem Zentralgehirn eine griBere Bedeu-
tung ale rhythmisches Zentrum belgemessen als den pptischen Gang-
lien:

8eji ACHAETA DOMESTICA wurden Pacemaker fir die Laufektivitdits-
rhythmik im Protocerebrum um die Para intercerebralis herum ver-
mutet (Azaryan und Tyshchenko, 1970; Tyshchenks, 1973) und in den
neurosekretorischen Zellen der Pers intercerebralis (Cymborowskil,
1973: 1981; 1983).

Die rhythmische FlugaktlvitBt von ANTHERAEA PERNYI und HYALOPHORA
CECROPIA wverschwindet nech Entfernen der Cerebralloben, aher
nicht nach Entfernen der optlschen Ganglien (Truman, 1974).

Bei CULEX PIPIENS bleibt sie ebenfalls nach Entfernen der optil-
schen Ganglien erhalten (Chibs und Kaeail, 1984).

Die Mutente so von DRDSOPHILA MELANOGASTER zeigt noch rhythmische
Aktivitdt, obwohl die optischen Ganglien euf 20 % verkleinert eind
(Helfrich und Engelmann, 1983). Traneplantationsversuche von
Gehirnen wvon D, MELANOGASTER (Handler und HKonopka, 1979) waren
erfolgreich im Induzierenm einer in der Mutante perQ fehlenden
Rhythmik, obwohl darauf geachtet wurde, mlglichst wenig Gewebe der
optischen Ganglien mitzutrensplantleren {Konopka, persd8nliche
Mitteilung). Unabh#inglg von der Lage des Pecemskers setzt die
erfolgreiche Induktion der Rhythmik die Betelligung von humoralen
Wegen voreus. Ale Hinweis defir fanden #onopka und Wells (198Q0)
abnormel gelegene neurosekretorische Zellen bel der arrhythmischen

Mutente perD.

Betrachtet man elle Ergebnisse zusammenfassend, 8c kristsllisieren
slech zwel grundlegend verschiedene Vorstellungen heraus:

1) Die cptischen Ganglien enthalten wichtige circedisng Pace-
maker. Die Information von diesen Pacemekern wird auf neuralem

Wege weitergeleitet.

2) Das Zentralgenirmn ist der Sitz von i{bergeordneten DOszil-
latoren, wobei neurocsekretorische Zellien mafgeblich hetelligt
sind. Zumindest bei der Informationsvermittlung epielen Hor-

mone eine Rolle.



Ziel meiner Arbelt war, die Bedeutung der optischen Ganglien Fir
das circadiane System von Dipteren (DROSOPHILA MELANOGASTER und
MUSCA DOMESTIGA) noch genauer zu ergrinden, de in den bisherigen
Untersuchungen ihre Beteiligung nicht sicher ausgeachlossen werden
konnte.

AnlaB dieser Untersuchungen waer die Miglichkeit, auf bereits
existierende Gehirnmutanten von D. MELANDGASTER zurtickgreifen zu
kinnen. Diese Mutanten weisen Reduktinnen in verschiedenen Berei-
chen der optischen Ganglien auf. 0Ole st#rksten Reduktionen heben
die Doppelmutenten small optic lobes;sine oculie und mini-
brain;sineoculis, deren optische Banglien auf <5 % verkleinert
sind,

Die Mutanten bieten den Vorteil, den EinfluB von Reduktionen im
optischen Bereich &uf die Rhythmik zu messen, ohne da8 Eingriffe
am Tier mit mdglicherweise verf#lachenden Nebenwirkungen nltig
sind. Als Nachteil mu8 angefilhrt werden, deB8 einerseits noch
geringe Reste der optischen Banglien vorhanden sind, andererseits
aber auych nicht villlg susgeschloesen werden kann, de8 bestimmte
Neurone im Zentralgehirn fehlen. Zumindest small optic lobes und
minibrain - und demit auch die Daoppelmutanten - haben ein lelicht
verkleinertes Zentralgehirn (Heidenreich, 1982). Welterhin k#nnte
man eginwenden, daB die Mutanten sozusagen sekund#r eln neues,
ver#indertes circedianes System benutzten k@nnten.

Aus diesem Grund wurden die Nechteile von operativen Eingriffen in
Kauf genommen und zus#tzlich die Ausuwirkungen der Durchtrennung
beider optischer Trakte und teilweiser Lobektomie auf die Rhythmik
von MUSCA DOMESTICA untersucht.

Auf des Problem einer miiglichen Beteiligung des neurosekretori-
schen Systems bei der Steuerung der LsufaktivitBtsrhythmik konnte
Pur am Rande elngegangen werden. Da miglicherwelse die Lage oder
das Fehlen von lateralen neurcsekretorischen Zellen eine Rolle
splelt (Konopke und Wells, 1980), wurden dlese bei den DROSOPHILA
~ Doppelmutanten untersucht. VYon besonderem Interesse wer in die-
sem Zusammenhang, ob eine kleine laterale neurcsekretorische Zell-
gruppe {(K8pf, 1957) zwischen pptiachen Ganglien und Zentralgehirn
von der Mutation betroffen war.



Bet den Mutanten wurde Schliipf- und Laufaktivitétsrhythmik gemes-‘
sen und mit dem Wildtyp und der errhythmischen Mutante peru (HU'.
nopka und Bemzer, 1971) verglichen. Bei MUSCA DDMESTICA wurde die
LaufaktivitBtsrhythmik vor und nach dem operativen Eingriff unter-

sucht.

Nach Messung der Rhythmik von Mutanten und operierten Fllegen im,
Freilsuf wurden Synchronisationsversuche mit LD-Wechsel bzw. Tem-
persturzyklen durchgefihrt, um N#heres iiber synchronlisierende
Faktoren und eventuelle extraoeulare fFotorezeptoren bei blinden

Fliegen zu erfahren.

Der letzte Teil der Arbeit besch#iftint sich mit dem zugrundelle-
genden Kontrolimechanismus der circedianen Leufaktivit8tsrhythmik
hel Fliegen. Ea wird auf die migliche Steuerung der Rhythmik durch
zwei Oszillatorpopulationen eingegengen und verasucht, diese n#her
zu cherakterisieren. Dabel werden such an CALLIPHORA ERYTHROCE-
PHALA gemachte Aktivit&tsuntersuchungen mitelnbezogen.



8. VERSUCHE MIT MUTANTEN VON D. MELANOGASTER
B8.1. Material und Methoden
B.1.1. Versuchstiere

Die LaufaktivitBt und dle Schlipfrhythmik wurde gemessen bel den
D. MELANOGASTER-Mutanten:

6ptnmutnr blind omb (Labor K. Fischbach;
Universit#t Wirzburg)

lobulaplateless lop "

minibrain mnb "

small optic lobes gol "

sine oculis 8o "

minibrain;sine oculils mnb ;=0 "

small optic lobes;

sine oculls sol;so "

aperiodische Mutante per0 (Lebor W. Zehring;
Brandets University,
Massachusetts)

Mutante mit kurzer

Periodenl#nge pers n

und dem Wildtyp:
Wildstamm Berlin wTg {Labor K.G. Glitz;

MPI Tilbingen)

Alle St#mme wurdenm im LD 12:12 (20°C ¢ 3°C) euf einem selt Jahren
bewdhrten AN#hrmedium in Massenheltung gezlichtet (Rezept siehe
Anhang). Filr die Versuche wurden Tiere belderlei Geschlechts ver-
wendet, da in Vorversuchen keine geschlechtespezifischen Unter-
achiede in der Rhythmik gefunden wurden.



omb

lop

mnb

sol

mnb; 8o
und

sol ;80

perd

Phiinotyp der Mutenten

Mutationsort: Inversion suf dem X-Chromosom mit
Bruchstellen bei 4C4%-7 und 12D2-E1;

Busserlich nicht vom Wildtyp zu unterscheiden.
Die Riesenneurcnen der Lobulaplette fehlen oder sind
stark reduziert (Heisenberg et. al, 1978).

Mutatlionsort: 2 -

Ausserlich nicht vom Wildtyp zu unterscheiden.
Die senkrechten Kleinfeldelemente der Lobulaplatte
fehlen (Fischhech und Heisemberg, 1981).

Mutestionsort: X-Chr. 58,5 (+ 0,8).

Busserlich nicht vom Wildtyp zu unterschelden.
Besamtgehirn ist auf 52 % verkleinert (Heidenreich,
1982).

Mutationeort: X-Chr. 67,5 (& 2).

AuBerlich nicht vam Wildtyp zu unterscheiden.

Medulie und Lobulakomplex sind um 50% reduziert, des
Ientralgehirn um 12 % (Fischbach und Heisenberg, 19871;
Heldenreich, 1982).

Mutationsort: 2 - 57,1 (Milani, 1951).

Oie Ocellen fehlen immer, die Wamplexsugen sind in
unterschiedlichem AusmaB reduziert, Bei{ vollsatBndiger
Ausprégung der Mutation sind dle Tiere v8llig sugenlos.
Die optischen Ganglien sind auf 20 % reduziert. Dle
Lamina fehlt genz (fFischbach, 1983; Abb. 1b).

Doppelmutanten mit linesrer Addition beider Mutationen.
Aussehen wie so. Fir die Versuche wurden nur sugenlose
Tiere verwendet.

Die optischen Ganglien sind auf <5 % reduziert und mit-
einander verschmolzen, so daB die einzelnen Ganglien
nicht mebr unterscheidbar sind {(Abh. 1c.)

Mutetionsort: X-Chr. 3B1-2, zwiechen zegste und white.
Aussehen normal.

Aktivit#t und Schlipfen sind arrhythmiech (Konopke und
Benzer, 1981).



B.1.2. versuchsaufbau und Registrierung
B.1.2.1, Laufaktivitétsversuche

Cie LsufaktivitBt wurde mittels Infrarot - Lightschrenken regis-
trlert. Die Unterbrechung des Lichtstrahls durch ein Tier erzeugte
einen Impuls, der Uber einen Verstidrker zu einem Erelgnisschreiber
(Esterline Angus) geleitet wurde und dort eine Feder auslenkte
(Rbh. 2).

Spiter wurde das System umgestellt: Dle Impulse wurden ilber einen
Multiplexer und Microprocessor (AIM 65) auf eine PDP 11/40 {ber-
tragen. Gleichzeitig wurden die Daten mit Hilfe eines Microcompu-
ters (Ortan} direkt auf einer Diskette gespelchert.

Die Abfrage der Daten durch den Microprocessor erfolgte stdndlich.
Dabei waren dle Daten digitasl so verschllisselt, deB der Stunden-
wert im 15 4-Minuten-Intervalle unterteilt wer. Passierte die
Fliege innerhalb eines 4-Minuten-Intervells eln oder mehrmals dle
Lichtschrenke, wurde dies sls "aktiv" gewertet, bei keinem Durch-
gang alg "inaktiv". Ein Stunden-Intervall bestand aslso sus 15 "Ja

= Nein - Entscheidungen®,

Dle Fliegen wurden 1in kleinen Plexiglassch#lchen (Durchmesser:
35 mm, H8he: 11 mm) gehalten, durch die an einer Stelle dile
Lichtschranke ging. Als Nahrung diente den Fliegen Zucker und
destilliertes Wesser. Die Wesserversorgung wurde durch Dochte
9ewBhrlelstet, die von einem Wasserfl#iechchen in die Versuchs-

schilcher ragten.

Insgesamt stenden 3D sclcher MeBstellen zur Verfligung, gegen Ende

der Versuche wurden sie auf 55 erweltert.






Ocellen
Antennenloben

Lamina

Medulla +
Lobulakomplex

Medullarest +
Lobulakomplex

Unterschiundgangtion

Ocellen

Oceliarnerv
Calyx der Pilzkorper
Lamina
Medulla
Lobula
Lobulaplatte

Medullarest +
Lobulakomplex

Bauchmark

Lobulakomplex
Medulla
Lamina

Antennen-
loben

Unterschlund-
ganglion

Lobulakomplex

Pilzkorper

Unterschiund-
ganglion

Antennennerv

Rest der
optischen Ganglien

a

Abb. 1. Vergleich des Wildtypgehirns (a) mit dem der Mutanten
(b) und sol;so (bzw. mnb;so) (c).

L%

Linke Seite: Fotografien von freipréparierten Gehirnen;
beim Wildtyp sind euf der rechten Hdlfte

noch Reste von Ommatidien zu erkennen.

Rechte Seite: Zeichnungen nach den freipr#parierten Ge-
hirnen zur Verdeutlichung der Unterschiede

in den optischen Ganglien.

a) Wildtypgehirn von vorne, hinten, oben
und unten; b), c) Gehirn von so und von

sol;so jeweils von vorne und hinten.




Ereignisschreiber

Lichtschranke

Petrrschale

Verstdrker

Aktogramm:

Abb. 2: Registrierung der Laufaktivitdt wvan Fliegen. Anhand der
Aufzeichnungen einer Fliege auf dem Ereignisschreiber ist
die Entstehung eines Aktogramms gezelgt,

(verandert nach: Engelmann und Klemke, 19B3).
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B.1.2.2. Schliipfrhythmik

Die Aufzelchnung der Schlipfrhythmik erfolgte mittels der gleichen

Registrieranlage wie die der Laufaktivitét: Die MeBstellen wurden

lediglich um 50° gekippt, so daB die Lichtschranken auf Bewegungen

in der Senkrechten ansprachen (Amb. 3).

Die Puppen der Fliegen wurden mit "Glutofix" auf eine Glasplatte
(410 mm x 110 mm) geklebt und diese umgekehrt auf elpen Trichter
per Trichter war innen mit Teflon
um ein Festhalten der

(105 mm Durchmesser) gelegt.
(Hostaflon TF 5032, Hoechst) iberzogen,
Fliegen am Glas zu vermeiden. Die frisch gesenlipften Fliegen
fielen dureh den Trichter dorch dle Lichtschranke hindurch in mit
Wagaer gefiilite GeP&Be. Die Dberfléchenspannung des Wassers wurde

mit SpGlmittel werringert, so deB die Fliegen ertranken.

Jede geschliipfte Fliege wurde ouf diese lWeise auf dem Ereignis-

Schreiber als Strich merkiert.
15 verschiedene "Schliipfpopulstionen" konnten glelchzeltlig regis-

triert werden.

Bei so und den Doppelmutanten wurde suf die sutomatische Regi-

strierung verzichtet, da eine Unterteilung in vHllig Bugenlose

Fliegen und solche mit Augenresten vorgenommen werden mufte. Des-
halb wurden die frischgeschliipften Tiere stiindlich mit einem Ex-

hauster direkt aus den Gef#fSen mit Ndhrmedium abgesammelt und
unter der Stereolupe getrennt nach sugenlosen und Tieren mit

Augenresten ausgezéhlit.

11



Ereignisschreibe

Glasplatten mit aufgeklebtens Puppen

Autfanggetane

Verstarker

der Senlipfrhythmik. Schllipfende Fliegen
die Lichtschranke und ldsen einen
gelektrischen Impuls aus, der verstdrkt wird und das Re-
lais des hetreffenden Kanals auf dem Ereignisschreiber
zum Ansprechen toringt. Die so erzecvgten Striche kdnrnen
ausgezéhlt werden {mach Engelmann und Klemke, 1983},

ARbh. 3: Registrierung
passieren beim Fallen
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B.1.3. Versauchsdurchfihrung

In der Versuchskammer herrechte eine Temperatur veon 20°C : 0,5°C
und schwaches Rotlicht (RR) (Rotlichtlampe: Leuchtstoffridhre Phi-
lips TL 20W/25A 032 und Filter van Rank Strand, Cinemoid Nr.B
"Primary Red").

Dle Leuchtstoffrihre pefand sich i{iber der £ingangstiir der Klima-
kammer, weshalb die Ausleuchtung der Kammer nicht gleichméBlg war.
Die der tLichtguelle am n#chsten liegenden Kan#le wurden mlt einer
Lichtintensitbt wvon 9Yx10-8 w/cmZ beleuchtet, die am weltesten
entfernten mit 6x10-8 w/cm2.

Diese graduellen Unterachiede wurden bei der Bestimmung von Perle-
denléingen im Freilauf nicht beriicksichtigt.

Unter dlesen fBedingungen wurde dle Laufaktivit#tsThythmik 1im
Freilauf und die Schlfipfrhythmik aller Mutanten beetimmt.

B.1.3.1. Laufektivitdterhythmik

Die Fliegen waren htichstens 5 Tage alt, als sle 1in den Versuch
genommen wurden. Die Ubertragung in dle Plexlglasschélchen er-
folgte mit einer Federstahlpinzette nach sehr kurzer Chloroform-
bet¥ubung, da bel sol;so und mnbiso vBllig augenlose Tlere unter
der Stereolupe hersusgesucht werden muBten.

Die Versuchsdauer richtete slch nach der Lebensdauer der Fliegen
und betrug mindestens sieben Tage. Klirzer lebende Fliegen wurden
nicht berilicksichtigt.

Das Verhalten einiger augenloser Mutenten wurde nach Messen des
Freilaufs auch im LD 12:12 untersucht. Debei wurde in der Licht-
periode WeiBlicht (Osram L 65W/258 UniversalweiB) der folgenden
Lichtintensitdten verwendet: 300 lux
LO lux
B lux
1 lux

AuBerdem wurde das Verhalten von sol;so in einem 16t#gigen Tempe-
raturzyklus 12:12 (im RRA) untersucht. Dle Temperatur in der "Warm-
periode" betrug 22,2°C, in der "Keltperiode" 20,2°C.
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8.1.3.2. Schlipfrhythmik

Zur Aufzucht der Fliegen fir die Schliipfrhythmik wurde das NEhr-
medium in Plastikschiisseln (22 cm Durchmesser, 10 cm Tiefe) ge-
Fillt, die mit einer Glasplatte abgedeckt wurden. Zur Beliiftung
gdienten zwei kreisféirmige mit Geze bespannte Libcher (3 cm Durch-
messer).

Die Fliegen wurden nach kurzer KEltebetdubung lberimpft und
unter Konstantbedingungen von Z20°C + 3°C und LD (12:12) gehalten
(BeiBlicht von 550 lux (Dsram L B5W/77R) in der Lichtperlode).
Nacgh 15 Tagen wurden die Puppen vorsichtig mit einem feuchten
Schwemm von den Wanden der Plastikschilssel und der Glaesplatte in
20°C warmes Wasser geschwemmt, von der Wesseroberfldche abgesam-
melt, gewaschen, auf Filterpspier getrocknet und schlieBlich auf
die Glasplatten aufgeklebt.

Die Uberfihrung in Versuchsbedingungen (RR) erfolgte bel Licht-aus?
des LD.

8ei ao und den Doppelmutanten wurden die genzen Plastikschiisseln,
ohne vorheriges Auswaschen der Puppen zu diesem Zeitpunkt in RR

gebracht.

Die Schlipfrhythmik konnte in der Regel sieben Tage lang gemessen
werden. Dann schlipften kaum noch Tiere und der Versuch wurde

abgebrochen.

B.1.4. Auswertung
B.1.4k.%. Laufaktlivititaerhythmik

Die von jedem Tler erhaltenen fortlaufenden Aufzeichnungen suf dem
Schrelherpapler wurden 1n Abschnitte von 24 Stunden getellt und
diese unterelnander aufgeklebt. Auf diese Welse entstand eln Akto-
gremm von jedem Tier (siehe Abbh. 2).

Die tiber den Microprocessor erfaBten Daten wurden durch eiln spe-
ztelles Programm umgewandelt und auf einem Punktdrucker (NEC PC-
8023B-C} ebenfalls als ARktogramm ausgedruckt.

Beide Aktogremmarten unterschieden sich nicht aystematisch.

14



Zur Beurteilung der Aktivit#tsmuster wurden zwei Methcden angewen-
det:

Auswertung mittels Schablone

Durch die aufeinanderfolgenden Aktivit#tsbeginne der Fliegen wurde
gine Gerade gelegt und nach deren Steigung die Periodenlinge mit
Hilfe einer Schablone bestimmt (Wiedenmann, 1978).

Weren die Aktivit#tsbeginne nicht genau zu bestimmen, aber eine
deutliche, periodische Hauptaktivitdt zu erkennen, so wurde die
Gerade durch diegse gelegt.

Gab es nech AugenmaB mehrere Rhythmen nebeneinander oder aufei-

nanderfalgend, so wuyrde die Periodenl#inge von ellen bestimmi.

Einlesen der Daten in den Computer
und Auswertung durch Zeitreihenanalyse

Die Analyse mittels elektronischer Datenverarbeitung erfolgte mit
dem Progremm "Timesdia" zur Zeitreihenanalyse (Martin, 1978) am TR
440 - System des Tibinger Rechenzentrums.

Mittels "Peripdogrammanalyse" wurden die Periodenléingen der ein-
Zelpen Tiere bestimmt. Die Vertrauenswehrscheinlichkeit wurde auf
S5 % festgelegt.

Des verfahren der "komplexen Demadulstion" wurde angewandt, um
Aufachluf iiher die Konstanz der Periodenlénge und eventuelle Pha-
sengpriinge zu bekommen.

Des Vorhandensein zweler Periodenlingen nebenelnsnder wurde ge-
testet, 4indem eine der belden eliminlert wurde {durch “Signal
8verage” mit Bestimmung der Residuen) und von den lbriggebliebenen
Daten nochmals eine Periodogrammanelyse und eine "komplexe Demodu-

lation" gemacht wurde.

Aufgrund aller Ausuwertungsmethoden konnten die Fliegen 1in ver-

sthiedene Bruppen eingeteilt werden (siehe Ergebnisse B.2.1.1.).

15



B.1.4.2. Schlipfrhythmik

Zur Bestimmung der Schilpfmaxima wurde die Anzahl der pro Stunde
geschiipften Fliegen auf dem Schreiberpapier ausgezdhlt und als
Histogramm in Stundeneinheiten aufgetragen.

Beginn und Ende der einzelnen Schlipfmaxima wurden bestimmt ound
deren Medianwerte berechnet. Als Medisnwert wird der Zeitpunkt
geines Schliipfmaximuns bezeichret, zu dem 50 % der Fliegen ge-

gchlipft sind.
Die Pericdenldnge berechnet sich aus der durchschnittlichen Zeilt

zwischen den Medianwerten.

Zum besseren Vergleich des Schlipfmusters der verschiedenen Mu-
tanten wurden die Schlipfmaxima in Abkildungen auf jeweils 100 %
geachlipfte Fliegen normiert.

B.1.5. Statiatik

Zum Testen der Signifikamz der Ergebnisse wurden richtparametri-
ache Testverfahren wie der Xx2-Tesg, Mann-Whitney-U-Test,

Wilcoxon-Teat und Spearman-Rang-Korrelstionstest verwendet (Sie-
gel, 1956).

B.1.6. FBArbung der neurosekretorischen Zellen

Die FHrbung von reurosekretorischen Zellen bherubht auf der Bindung
von baslisehen Farbstoffen an saure und von sauren Farbstoffen an
basische neurosekretorische Produkte.

Neurpeekretorische Produkte sind in der Regel basisch und werden
durch saure Farbstoffe angef#rbt. Durch starke DOxidation werden
manche jedoch ®auer und bincden somlt basische Farhstoffe. Oie
Umwandlung ins Saure ist abh#inglg vom Typ der neurcsekretorischen
Zellen. Neurosekretorlsche Zellen vom Typ A zelgen die oben ge-
nannte Reaktion in sauren pH, wdhrend solche vom Typ B vorwiegend
basisch blelben.

Der hier verwendete Farbstoff Paraldehydfuchsin ist basisch und
firbt deshalb neurosekretorische Zellen vom Typ A besonders gut
an. Durch geeignete Wahl des pH-Werts der FHrbellisung war jedoch
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auch eine Anférbung der Zellem vom B-Typ méglich. Nicht angeférbt
wurden Zellen vom Typ C. Sie benstigen nach Resbe (1982) eine
Fixierumg in Helly's-Flissigkeit und FHrbung durch Azocarmin.

B.1.6.1. Préparation und Fixierung der Gehirne

Behirne von Fliegen verschiedener Altersstufen wurden mit Hilfe
zweier feiner Pinzetten freipr#pariert und nach MbBglichkeit villig
von anhaftendem Fettklrper und Trecheen befreit. Die Pr#paration
erfolgte in physiologischer Kochsalzliésung (Rezept siehe Anhang)
unter der Stereolupe und dauerte wungefdhr 10 Miputen. Danach
wurden die Gehirne fiir drei Stunden in Bouin'scher Flissigkeit

fixiert (Zusammensetzung siehe Anhang).

B.4.6.2. Frbung und Einbettung der Gehirne

Die fixiertem Gehlrne wurden sle Ganzes gefdrbt und eingebettet.
Zun#ichst wurden sie mehrmals in einer ges#ttigten Lisung von
Liscos rsusgewaschen, um alle Reste von Bouin'scher Lbsung zu
entfernen. Die Oxidation erfolgte nach Ubergeng in wdesrige Lésung
durch ein 1:1 Gemlsch auas KMnOy, und H2504. Gestoppt wurde sle
durch NepSp05. Nech erneutem Ubergang in 70 % Ethenol erfolgte die
Firbung 1n Paraldehydfuchsin. Nach Auswaschen wurden die Gehirne
vlillig entwBssert und Uber Nacht in Zederndl sufbewahrt, um sie
transparent zu machen. Das Zederndl wurde mit Xylel entfernt und
die Gehirme in DePFeX eingebettet.

(Benaues Vorgehen und Rezepte fir dle Fdrbel#sung siehe Anhang.)

B.1.6.3. Auswertung der PrH#parate

Oie beste Quelit#t hatten die Préparate zehn Tege bis drel Monate
nach der Einbettung.

Zur mikroskopiechen Auswertung stend ein Fotomikroskap (Zeiss G
41-170) zur Verfiigung. Alle Aufnabmen wurden zwei Monate nach der
Einbettung gemacht. <{Zu apdteren Zejitpunkten wurde eine leichte
Entférbung der Prépsrste beobachtet.)

Nur Zellen, dle eindeutig ein stark nef#rbtes Cytopleasme und eine

ungefédrbte HKernregion aufwiesen, wurden als neurosekretorische
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Zellen angesehen und ihre Lage und Zahl vestimmt {wvgl. Kdpf, 1957;
Rensing, 1966 a).
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8.2. Ergebnlsse

B.2.1. Leufaktivitét

B.2.1.1. freilaufversuche

Mit Hilfe der

Computerauswertung und der Ausuwertung nach den

Aktivit&tsbeginnen durch Schablone konnten die Fliegen in drei
Gruppen elngeteilt werden (Helfrich und Engelmann, 1983):

1) Tiere mit eiper deutlichen und durchgehenden Periode.

Definitiaon:

Die Periodogrammanalyse zeigte nur eine signifi-
kante Periodenl#nge. Dlese konnte durch komplexe
Demodulation im untersuchten Bereich als konstent-
bleibend best8tigt werden.

Bei der Auswertung mittels Scheblone wer es még-
lich, elne gerade Linle durch die Aktlvit&tsbegin-
ne oder zumlndest durch die Hauptaktivitdt zu le-

gen.

2) Tiere mit komplexer Rhythmik.

Definition:

Oie Periodogremmenalyse zeigte mehrere aignifikan-
te Periodenléngen ader , wenn nur eine gefunden
wurde, erwies sich diese nach komplexer Demodula-
tion els nicht stabil. Dabei betrugen die Schwan-
kungen 1in der Perlodenl#inge melst mehr als zwel
Stunden. Bei der Auswertung mittels Schablone war
g8 entweder unmiigiich , tm ganzen Untersuchungs-
zeltraum durchgehende Linien durch Aktivititabe-
ginne oder Heuptektivit#ten zu legen, oder es
konnten mehrere durchgehende, sich Oberkreuzende

Periodenlingen ausgemessen werden.
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3) Arrhythmische Tiere.

Definition: Die Pericdogrammanalyse

ergab keine signifikante
Periodenlinge.

Die cptische Beurteilung zeigte eine gleighmidBige
Aktivitdt fber den gesamten Untersuchungszeitraum
hinweg. Lediglich eine Unterteilung in hyperakti-
Ve, durchschnittlich aktive und fast inaktive
fliegen war miiglich.

Diese Gruppeneinteilung wurde beil allen Stimmen gemacht.

Tabelle

1

gibt eine {persicht fber den prozentualen Anteil der

drei Gruppen in jedem Stamm. Zum Verglelich wurden die Werte Filr
die Mutanten so und sol aus Helfrich wund Engelmann (1983) lber-

nommen.
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Tabelle 1

Prozentualer Anteil von rhythmischen, arrhythmischen und Fliegen
mit komplexer Rhythmik beim Wildtyp und den untersuchten Mutanten.

L n klare Rhythmik | kamplexe Rhythmik Arrhythmie
urg 66 80,3 % 13,6 % 6,1 %
omb 19 84,2 % 0,0% 15,8 %
lop - 26 92,3 % 7,7 % 0,0 %
mnb 16 81,3 % 6,2 % 12,5 %
sol 36 a3 .3 % 13,9 % 2,8 %
8o 109 67,9 % 25,7 % ° 6,4 %
mnb; 8o 32 0,0 % 81,3 % * 18,7 %
so0l;sc 49 D,0 % 85,7 % * 14,3 %
perQ 54 0,0 % LD,7 % ¢ 59,3 % *

Lifffe 9 77,8 % 11,1 % 11,1 % )

* gignifikant erhdhter Prozentsatz im Verglelch zum Wlldtyp
bei o&'= 0,01 (x2 - Test)
¢ signifikant bey a'= 0,1
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N&here Untersuchung der Fliegen mit komplexer Rhythmik

Wie sus der Definition {siehe vorige Seite} zu ersehen ist, sind
in dieser Gruppe Fliegen mit verschiedenartigen Aktivititsmustern
zugsammengefadt.

Einmal sinrd es Tiere, bel denen nur zeitweise eine Rhythmik 2zu
erkenner ist, Tiere, deren fhythmik nicht sebr deutlich ist, ihre
Periodenl&nge &ndert, oder Tiere, deren Aktivitdt nach kurzer Zeit
in Arrhythmie Gbergenht. Ciese Art von komplexer Rhythmik wurde bel
den meister per@ Mutanten gefunden. Abh. & zeigt Beispiele.

Zum anderen gibt es Fliegen mit komplexer Rhythmik, deren Aktivi-
tdtsmuster aus mehreren vaneinander unabh#ngligen Komponenten zu-
sammengesetzt iat (Abb. 5). Dabei sind Fliegen, die genau zuwel
Periodenlédngen gleichzeitig zeigen, sehr h#ufig (Abb. 6). Bei den
Joppelmutanten mnt;so und sol;eo war der Anteil solcher Fliegen
besonders hoch, aber auch bei den anderen Mutanten und selbst heim

Wildtyp kemen sie wvor.

Tabhelle 2 zelgt fir die wverschiedenen Mutanten, wle hoch der
Anteil an Fliegen mit zwet Periodenl&ngen bei Fliegen mit komple-
xer Rhythmik war. Die Beurteilung erfolgte visuell nach den Akto-

grammen.
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komplexer Rhythmik gerechnet.
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Tabelle 2

Anteil der Tiere mit 2wel Perlodenldéngen en der
Gesamtzahl der Tiers mit komplexer Rhythmik (n).

n Tiere mit 2 T's %
uTg 9 2 22,2
lop 2 1 50,0
mnb 1 1] g,o
8ol 5 2 40,0
sg 28 14 50,0
mnb ;80 26 22 84,6
sol;so L2 38 90,5
parU 22 1 4,0
per#® 1 o 0,0

1

Letder konnten nicht alle Fliegen zus#tzlich durch Periodogramm-
der TR 440 durch das

Verfigung

8nalyse heurtellt werden, da nech Stillegung
Rechenzentrum das Timesdia-Programm nicht mehr zur

8tand, Die ersten Versuche mit den Doppelmutanten wurden noch mit

dem Progremm anslysiert. Die Ergebnisse der Periodogremmanalyee

Stimmten mit den visuellen Heobachtungen Oberein.

In Abu.7 sind zur ilbersicht die von den einzeinen Tleren erhalte-
Nen Periodogramme fir WTg, mnb;so und sol;so iibereinander ge-
2eichnet. In der Abbildung ist bel den Dappelmutsnten die Aufspal-
tung der Rhythmik in zwei Komponenten erkennbar.

Bei mnb;sp ist stets die lHngere Komponente dominant, whhrend bei

80l;80 beide glelchberechtigt erscheinen. Die visuelle Beurteilung

Pech den Aktaogrammen ergab dasselbe Bild: Die kiirzere war bel

mnb;ap manchmal nur snsatzweise zu erkennen und lief selten ganz

ohne Unterbrechung durch {Abb. 6b)-
Bet 80l;80 war ebenfalls meistens die l#ngere Komponente stirker
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ausgeprdgt. Es gab aber auch Tiere, bei denen die kirzere domi-

nierte nder beide gleich stark weren {Abb. 6d)-.

Neben Fliegen mit zwel sich Uberkreuzenden Pericdenléngen, traten
goiche auf, die "Splitting" in zwei +#omponenten zeigten, welche
2ine Phasenbezliehung von 180° beibehielten (Abb. 6a). Dieses
"Splitting® war bei mnb;ao besonders h3ufig zu beobachten und ging
stets von der lingeren Peripdenl&nge zus. Inwisweit die klirzere
mit einbezogen ist, 1st unklar. In Abb 6 a gibt es Anzeichen
dafir, daB sie sich auch nach "S5plitting" in der langen Peripden-
lénge noch andeutungsweise durch das Aktogramm zieht.

Periodenléngen der verschiedenen Mutanten

Die Periocdenléngen wurden bei allen Tieren mit Ausnahme einiger
Doppelmutanten durch Periodogrammanalyse bestimmt. Bel dreil Tieren
der Mutante mnb;sp und 20 Tieren der Mutante sol;sp konnte die
Periodenl#énge nur mittels Schablone bestimmt werden, Oda das Times-
diaprogramm zum Zeltpunkt der Auswertung nicht zur Verfiigung
stand. Da es Jjedoch heil den ersten Tieren keinen Unterschied
zwischen Pericdenlidngenbestimmung per Periodograemmanalyse und
direkt nach dem Aktogramm geb, wurden alle Perliodenl#ngen zur

Mittelwertsherechnung herangezogen.

Tabelle 3 zeigt die durchachnittlichen Pericdenl&ngen der ver-
schiedenen Mutanten, sowohl beil &larer als auch bei komplexer
Rhythmik.

Bei per0 wurde wegen der undeutlichen Rhythmik auf eine Perioden-

l4ngenbestimmung ganz verzichtet.

Apb. 6: Fliegen, deren Aktivit8tsmuster zwel Xomponenten gleich--
zeitig zelgt:

8} seplitting

8) T4 von 26,9 Std. dominiert. Ansstzueise ist eine kiir-
zere Periodenl#nge ven T3 = 21,3 5td. zu erkennen, die
besanders an den Kreuzungspunkten mit T 4 in Erachel-
rnung tritt.

c) Die ldngere Periodenlénge (T4 = 25,2 Std. 1ist etwas
geutlicher als die kiirzere (T 7 = 21,4 §td.).

d) Hurze (21,2 Std,) wund lange (25,6 S5td.) Periodenlinge
sind etwa gleich stark ausgeprégt.
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Tabelle 3

Durchschnittliche Periodenldngen der untersuchten Mutanten in
Stunden mit Angabe der Standardfehler.

T“gi n klare Rhythmik n komplexe Rhythmik

WTg 53 é 23,6 ¢ 0,05

omb 16 23,5 + 0,09

lop 24 : 23,6 + 0,07

mnb 13 | 23,5 ¢ 0,05

8ol 27 23,7 + 0,05

8D Th 24,1 ¢+ 0,05 * | 14 22,9 + 0,09 * / 25,2 + 0,170 *
mnb;ag 22 21,4 + 0,19 = / 25,1 ¢ 0,09 *
80l ;80 38 21,32 + 0,9 * s 25,5 £ 0,10 *
per® 7 19,6 + 0,11 *

*

signifikant 1#ngere (bzw. kiirzere) Perlodenlénge im Verglelch
zum Wildtyp beil a'= 0,01 (Mann-Whitney-U-Test).

Arrhythmische Fliegen

Der Aktivitdtsspiegel der Fllegen wurde eus den Aktogrammen ermit-
telt, indem jecem 20min.-Intervall ein "AktivitHtswert" zugeord-

het wurde, der van null (keine Aktivit#t) bis vier {(Hyperaktivi-

t8t) reichte.

Ein Tier wurde als hyperaktiv eingestuft,
als fast inektiv, wenn

wenn seine mittlere

Aktivit#t zwischen cen Werten 3 und & lsg,
Sle unter dem Wert 0,5 lag. Abb.8 zeigt entsprechende Aktogramme.
Dazuischen liegende Werte wurden als durcheehnittlich aktiv gewer-

tets,
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Abb. B: Arrhythmische Fliegen, die als hyperaktiv (a) und fast
inaktiv (b) eingestuft wurden.

Tabelle &4 gibt die Vertellung der drei Aktivitdtsgrade fir die

verschiedenen Mutanten wieder.
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Tabelle &

Verteilung von Hyperektivit#ét, durchschnittlicher Aktivitd#t und
Inaktivitsdt bet arrhytbmischen Fliegen

n fast imektiv durchschn. aktiv hyperaktiv

wTg 4 100,0 %

omb 3 66,7 % 33,3 0%
mnb 2 100,0 %

snl 1 100,0 %

s0 7 42,9 % 57,1 %

mnb;eao 6 33,3 % 66,7 %

gol;so 7 14,3 % 71,4 % 14,3 %
perD 32 28,1 % 68,8 % 3,1 %

B.2.1.2. Synchronisation von sol;so und per0 durch einen Licht-
Dunkel-Wechsel (LD 12:12)

Ergebnisse beim Wildtyp und der Mutante so

Die Synchronisation auf LD erfolgt bei Wildtyp-Fliegen und &0 sehr
schnell, ohne nennenswerte Transients (Helfrich und Engelmanmn,
1983).

Im LD zeigen die meisten Fliegen ein bimodales AktivitHtsmuster:
Die Aktivit#t beginnt unmittelbar mit "Licht-an®, 1HB8t dann etwas
nach und wird, drei Stunden bevor daa Licht ausgeht, wieder sehr
stark (Mack, 1980). In der Dunkelperiode aind die Fliegen nahezu
inektiv. Die Mutsnte soc zelgt desselbe Aktivit#8tsmuster wie der
Wildtyp (Helfrich umd Engelmann, 1983). Dabei betrug die zur
Synchronlsation verwendete Lichtst3rke bel so und den meisten
Wildtyp-Flieger 400 lux: einige Wildtypen wurden bel 40 lux in der
Lichtperiode registriert, was jedoch keinen grofBen EinfluB auf das

Aktivitdtsmuster hatte.
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Versuche mit spol;so-Mutanten

8ei 24 sol;so-Mutanten wurde die Aktivitdt im LD bei 300 1lux
aufgezeichnet und 28 wurden bei 40 lux registriert. Bei sechs
Fliegen wurde die Lichtintensitit in Stufen bis zu 10 lux bzw.

1 ilux abgesenkt.

Alle untersuchten Fliegen waren bis zur Lichtimtensit#t vam 1 lux
eindeutig synchronisiert. Allerdings zeigten sie (mit drei Aus-

nahmen) ein zum Wildtyp ver#indertes Synchronisaticnsmuster:

8ei 30D lux traten typiacherweise zwel Aktivit&tsbinder auf. Das
erste begann kurz vor oder bel Licht-an, das zweite 3 bis 0 Stum-
den wvpr tLicht-aus und erstreckte sich 1 bis & Stunden in die
Dunkelperiode {(Abhb. 9, 14, 15 a). Das zueite Aktivitdtshand war
stets deutlicher. Zwischen den belden Aktivitdtshdndern waren dle
meisten Fliegen %aum aktiv. Die wenigen Ausnabmen waren entweder
bevorzugt 1in der Lichtperinode woder eber noch héufiger in der
Dunkelperiode aktiv.

Bei 40 lux fehlte das erste Aktivit&tsband und das zweite war
breiter und schwankte interindividuell sidrtker in der Phasenlags
zu Licht-aus (Ahb. 10).

Tabelie 5 gibt einen [berblick Uber die beobachteten Aktivitats-

muster bei den beiden Lichtintensitdten.
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Abb. 9: Verhalten von sol:so im LD (300 lux) und nach {bergang
in RR.
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Tebelle S

Beobachtete Aktivititsmuster bel aspl;sc im LD 12:12
bei 3001wx und L0 lux.

Aktivitd&tabsdnder hei] nur Aktlvitét bei [ Aktivitdeis-
Licht-en u. Light-aus Light-aus muster wie
beim
wenig [Aktivitdt dae- Wildtyp
Akti- zwisehen brejites | schmales
vitét Aktivi- | Aktivi-
dazuwi-{in d, {in d. téts- tdts-
n | schen (Licht-|Dunkel- band kand
phase |phaae
:fncl 24 | 54,2 %(12,5 %)16,7 % 4,1 % 8,3 %
ux e —— et
83,4 % 12,4 % L,2 %
40 28] 7,1 %| 0,0 %| 3,6 % | 35,7 % 42,9 %
lux e —
|1G,7 %S 78,6 % 10,7 %
1

Beim weiteren Absenken der Lichtintensit#t auf 1 lux bliet bed
drei von sechs Tieren das AktivitHtsmuster wie bei 40 lux
(schmales Aktivit#tsbend um den Zeitpunmkt Licht-aus); bel zwel
Fliegen, die bei 40 lux wie der Wildtyp synchronisiert waren,
traten nun zwei Aktivit#tsbHnder auf: ein schwicherea bei Licht-an
und ein deutlicheres bel Licht-aus. Bei einem Tier, welches bel
40 lux zwei Aktivit#tsbdnder zeigte, verschwand das erste und das
Zwelte wurde etwas breiter.

N&here Charakterislerung des eraten Aktivit&isbandes
Ea wurde die Phasenlage des ersten AktivitHBtsbandes zu Licht-an
(A ¥YL-an) susgemessen (Teb. 6).

20 der 24 Tiere, die bei 300 lux registriert wurcen, zeigten
dieses AktivitH#tsbhand. Davon begannen 11 Tiere mit der Aktivitét

bereits vor L-an, sechs geneu mit L-apn und drel erst nach L-an.

Bei 4D 1lux zeigten nur drei Fliegen das erste AktivitHtsband.
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Die Breite des ersten AktivitHtsbandes (a4) war stets ungefdhr
gleich, ganz unabhiingig vom Aktivitd&tsbeginn. Deshalb ist in Ta-
belle B ein gemeinsamer Mittelwert fGr a1 angegehen.

Tabelle 6

Phasenbeziehung des ersten Aktivitidtsbandes (A¥ L-an) von
synchronisierten saol;so-Mutanten zu Licht-an und Breite dieses
Aktivitdtsbandes (*49). Alle Angaben in Stunden.

n A¥ L-an aq aq gesamt
308 lux | 10 +2,55 + 0,32 4,50 + 0,16

6 0,00 4,08 + 0,33

3 =2,17 = 1,01 4,50 + 0,76 4,60 + 0,21
40 lox 2 +2,50 + 1,00 4,75 + 1,75

Néhere Charakterisierung des zweiten Aktivitétshandes

Die Phasenlage des zwelten Aktivitdtsbandes zu Licht-aus (4¥ L-
aus) konnte von 22 Flliegen bei 300 lux und van 25 Fllegen bei
%0 lux bestimmt werden {(Tabelle 7).

HBei beiden Lichtintensitdten gab es keine Fliege, die erst nach L-
aus aktiv wourde. Bei 300 lux begannen drei Fliegen mit ihrer
Aktivitdt unmittelbar bel L-aus, die Obrigen deutlich vor L-aus.

Bei 40 lux war die Phasenbeziehung zu L-aus wesentlich variabler
als bei 300 lux. Der AktivitHdisbeglinn schuwankte ven einer Stunde
vor L-3usa blas zu & Stunden var L-ava. Im Durchschnitt hegann die
Aktivitdt signifikant friher als bel 300 lux und die Breite des
Aktivitdtsbandes (a 3} war grdfBer (Mann-Whitney-U-Test, a'= 0,01).
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Tanelle 7

Phesenbezlehung des zweiten Aktivitdtsbendes (A¥ L-sus) von
synchronisierten sol;so-Mutanten zu L-aus und Hrelte dieses

Aktivit3dtsbandes ( @ 2) in Stunden.

n A¥ L-aus agz oz gesemt
300 lux| 19 +1,66 + 0,17 ~ | 4,08 & D,27
3 0,00 4,17 + 0,17 4,10 ¢ 0,23 *

40 lux | 25 +3,68 ¢ 0,24 * 6,00 + 0,35 6,00 £ 0,35 *

* signifikant verschieden bel a'= 0,01

Abh&ngigkeit der Fhasenlage im LD von der vorigen Fhasenlage der
fliegen im RR

0a die Fliegen im LD (besonders hel 40 lux) sehr unterachisdliche
Phasenbeziehungen zu L-aus zeligen erhebt sich die Frage, ob diese

ven ihrer varherigen Phasenlage (im RR) shh#ngen.

Bei 15 Fliegen wurde die Aktivit#t einige Tage vor Beglinn des LD
(40 lux) im RR registriert. In keinem Fall lieB sich ein Verwellen
tn der urspringlichen Phasenlage des RR beobaschten.

Unabh#ngig davon, wie groB die dafiir notwendigen Phasenverschle-
bungen waren, gingen die Fliegen ihre cherakteristische Phasenbe-
ziehung zum LD chne nennenswerte Transients (max. zwel Tage} eln

(siehe Abb. 10, 14b und 15).

Nach zweil Wochen wurde der LbD-Wechsel bei 6 Fliegen um & Stunden

nach vorne verschoben. Die Fliegen folpgten unmittelbar und be-

hielten so ihre urspriingliche Phasenlage zum LD bei (Abb. 11).
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Abb. 11: Aktivit#t voen sol;so im LD (40 lux). Am 15. Tag wurde
der LD um & 5td. nach vorne verschoben. Die Fllege folg-

te ohne nennenswerte Transients.

Verhalten nach (bergang vom LD in RR

Bei 11 Fliegen wurde dle Aktivit#t nach Beendigumg des LO (300
lux) noch einige Tage im RR reqglstriert. Eine Fliege war Ffast
inaktiv und muB von der Beurtellung ausgenommen werden. Eine
weltere starbh nach 7 Tagen, weshalb nur schuwer eine Aussage ge-
troffen werden kann.

Die tbrigen neun Fliegen hgtten im LD die bereits beschriebenen
beiden Aktivit3tsbiinder bel L-an und L-aus. Beim [bergang zum RR
verschwand in den meiaten F8llen die L-an-Kompaonente, wlhrend sich
die L-aus-Komponente im RR mit einem T von 25 Stunden fortzuset-
zen schien. 8e1l manchen Tieren spaltete sich vaon dlieser Komponente
frilher oder spéter noch eine kurze mit T=21,5 Stunden ab {Abb.
9a).

Welche Rolle die L-an-Komponente aus dem LD spielt, ist unklar. In
allen neun FHllen verachwand diese nicht sofort, sondern blieb
noch ein bis zwel Tage nach iibergang in RR bestehen. Bei einem
Tier war sie l#nger 2u beobachten. Sie lief mit einem T >24 Std,
frei (Abb. 9b).

Auch beim Wildtyp setzte sich die L-an-Komponente bei manchen
Tieren nach im AR fort (Abp. 12).
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Synchronisation von perD

Einige perD-Mutanten (n = 13) wurden neun Tage im LD 12:12 {(mit 3
lux in der Lichtperliode) regigtriert. Alle waren innerhalh van ein
bie zwei Tagen synchronisiert, wobel ihre Aktivitdt wie beim
Wildtyp fast ausschlieBlich auf die tLichtperiode beschridnkt war
(Abh. 13).

Bimodalit#t wurde nur vereinzelt beobachtet (Abh. 13a andeutunge-
weisel.

Nach Uhergeng vam LD 1 RR zelgten acht Tiere nicht safort wieder
Arrhythmie, sondern waren ein his zehn Tage rhythmisch, bis das
Rktivitdtamuster schlieBlich wieder diffuser wurde (Abb. 13b8). Der
Rktivititsbeginn schob sich dabel meistens leicht pech hinten, was
fir ein T >24 Std. spricht. Eine genaue Periodenlinge konnte
Jedoch nicht bestimmt werden.

Abb, 12 (siehe nichste Seite): Verhalten vom Wildtyp im LO und
anschliefendem RR.

a) Fliege mit unimodalem Aktivit&tsmuster im LD. Im an-
schlieBenden RR blieb das Aktivitdtsband in fast ur-
springlicher Areite erhalten.

b) Fliege mit bimodalem Aktivitdtsmuster im LD. Beide
“omponenten bleiben im RR erhalten und lsufen parallel
zuelnander.

c) bie L-an ¥omponente scheint sich nach (bergang in RR
aufzuspalten., Auffidllig 4{st die Phasenlage im RR und
das etwas unregeim#Bige Aktivitd8tsmuater.

Abb. 13 (slehe berndchste Seite): Synchronigation von per0 im LD
12:12 (3 lux) und Verhalten vor und nach dem LD.
a) Die Fllege wird kurz nach Ende des LD wieder arrhyth-

misch.
b) Bis ca. 11 Tage nach Ende des LD ist eine Rhythmik zu
erkennen. Sie ist biphasisch und hat eln T >24 S5td.
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8.2,1.3. Synchronisation von Wildtyp-Fliegen und spl;so-Mutanten
durch Temperaturzyklen (12:12)

Einige sol;so-Mutanten (n = 15) und Wildtypen {(n = 9) wurden fOr 7
nis 716 Tage einem Temperaturwechsel ausgesetzt. Der Tempera-
turunterschied betrug 2°C (20,2°C = 0,5°C / Z2,2°C + 0,5°C).

Tabelle 8 gibt einen (berblick {iber die synchranisierten und richt

synchronisierten Fliegen belider Stédmme.

Tabelle 8

Prozentualer Anteil van auf einen Temperaturwechsel
gynchronisierten und nicht synchronisierten Fliegen

bel WTy und sol;sn

n synchronisiert | nicht asynchroniaiert| Zweifelsfille

uTg 3 55,6 % 11,4 % 33,3 %

sol:s0 | 715 40,0 % 33,3 % 26,7 %

Synchronisierte Fllegen

WwTg: Dle Fliegen waren in der "Warmperiode™ des Temperaturwech-
sels aktiv, Jjedoch war die Abgrenzung zur "Keltperiode”
nicht sp deutllch wile beim LD. Oft waren die Fliegen Gher
die Warmperiede hinaus aktiv. (Sie begannen mit vermehrter
Aktivitdt , bevar die Temperaturerhfihungerfolgte, und waren
auch nach der Temperaturabgenkung noch sehr aktiv.)

Auch wdhrend der Kaltperiode tret noch Aktivit#t auf.
Bimpdalitdt wurde nie bechachtet.

Ot die Synchronisation sofort nach Einsetzen des Temperatur-
zyklus erfolgte, kann nicht gesagt werden, da alle syn-
chronisierten Tiere vorher bereits in Phase mit dem Tempe-
raturzyklus waren.
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sol;so: Oie Synchronisation war sehr verschwommen, und es kann
nicht ausgeschlossen werden, daB im Aktivit&tsmuster
unterschwellig noch freilsufende Komponenten vorhanden
sind {(Abb. 1b4a).
Die Aktivitdt trat nicht in der "Warmperiode® auf, son-
dern war nach hinten verschoben; In zwei Fillen sguwelt,
da8 die Tiere ihre Hauptaktivit#t in der Kaltperiode hat-
ten.
Dle anderen hatten sie am Ende der Warmperiode bils weit
in die Kaltperiode hinein. Damit lag lhre Phase zum Tem-
peraturabfall etwa se, wle die der Licht-aus-Komponente
der durch LD synchronlaslerten Fliegen zum Licht-sus
(Abb. 14),

Es bestanden jedoch mehrere Unterschiede:

- nie war eine biphasische Aktivit#t zu beobachten,

- das AktivitHtsband im Tempersturwechsel war wesentlich
breiter als im LD,

- die Fllegen waren nicht unmittelbar synchronisiert,
sondern brauchten 5 bis 10 Tage zur Synchranisatian, je
nech vorherliger Phasenlage.

Abh. 14 &, b (slehe nHchste Seite):
Synchraonisation von sol;so durch einen Tempersturzyklus
{TH) und durch einen Licht-Dunkel-Wechsel (LD; 300 lux).
Warmperiode des TH und Lichtperinde des LD sind durch weiBe
Balken gekennzeichnet. Im TH sind andeutungawelse noch
frellaufende Komponenten zu erkennen.

Abb. 15 a, b {(sishe (iberndchste Seite):
Fliegen, die durch etnen Tempersturwecheel (TH) nicnt
synchronisiert wurden, aber im LD (300 lux)} deutliche

Synchronisation zeigen,
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Nicht synchronisierte Fliegen und unklare FHlle:

WTg: Bis auf eine Fliege 1lebten diese Fliegen nur 7 his 1¢ Tage.
Aufzeichnungen der Aktivit#t wvor den Temperaturwechsel lagen
nur bei einer Fllege vor. DOiese war mit dem Temperaturwech-

sel stark auBer Phase.

s0l;ap: Ahb. 15 zelgt zwel Beispiele fUir Fliegen, die zwar im LD
aynchronisiert waren, im Tempersturwechsel aber Freflauf
zeigten. VYilele der nicht synchronisierten Fliegen hatten
vor dem Temperaturwechsel eine unglinstige Phasenlage. 5Sle
glichen diese dann allméhlich an und hatten ihre typische
Phasenlage zum Temperaturwechsel gegen Ende desselben ge-
rade erreicht ({(vgl. Abb. 15 a). In diesen F#éllen war es
schwer zu beurtellen, ob sis synchronisert waren oader
nicht.

Andere Fliegen wuren. wlhrend des Temperaturwechsels fast
inaktiv oder hyperaktiv, 8o daB aua diesen Grinden eine

Beurtetlung schwer fiel.

8.2.2. Schlipfrhythmik

Die Schlipfrhythmikergebnisse fir die verschiedenen Mutanten wur-
den aus mehreren Einzelversuchen gewonnen. Alle wurden unter den
gleichen Bedingungen durchgefiihrt und deshalb die aus den einzel-
nen Versuchen gewonnenen Schliipfkurven Jjeweils fir jeden Stamm
sufaddiert. Abb. 16 zeigt die normelisierten Summenkurven flr alle
Stimme . Nur btet per0 wurden die Absclutwerte eingetragen, da keine

Schlipfmaxima bestimmt werden konnten.

Bei sa und den Doppelmutanten war das Vorhandensein der Schlipf-
rhythmik ganz unabh#nglg wvon der GriBe der Augenreste. V&llig
augenlose Tiere schliipften genauso rhythmisch wie solche mit Au-
genresten. Auch 1in der Periodenl#nge war Kkein Unterschied zu
sehen. Deshalb wurden diese Mutanten gpiter ebenfalls automatisch
registriert. (In Abb. 16 lat die Summe aus augenlosen Fliegen und
solchen mit Augenresten elngetragen.)
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Abb. 16: Schlhpfrhythmik des Wildstamms und der verschiedenen Mu-

tanten (normalisierte Kurven). Am rechten Rand izt Je-
weils die Periodenl3nge angegeben.
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Abb. 16 (Fortaetzung):

SchlOpfrhythmik der per-Mutanten. Bei per0 iset die Kurve
nicht normelisiert.

Tabelle 9 gibt die Anzanl der Versuche, dile Gesamtzahl der ge-

achlipften Tiere und die errechneten Pericdenléngen Fir die ver-

schiedenen Stamme wieder. Zum Vergleich sind die Periodenlingen

der Laufaktivititsrhythmik miteingetragen.
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Tabelle 9

Anzahl der GSchlipfrhythmikversuche {x), Zghl der {nsgesamt
geschlipften Tiere (n) und Periodenifingen der verschiedenen
Stamme fir Schlipf- und Leufektivitbtsrhythmik.

x n Sehlipfrhythmik Laufektivittsrhythmik
WT¥B 5 10 197 22,7 + 0,44 = 23,6 + 0,05
omb 4 7 031 24,2 + 0,44 23,5 + 0,09
lop 2 17 506 24,2 + 0,33 23,6 + 0,07
mnb 5 5 331 24,1 4+ 0,32 23,5 3 0,07
sol 5 7 819 24,5 ¢+ 0,54 23.7 + 0,05
so v, 4 898 23,5 + 0,79 24,1 + 0,05
21,4 » 0,18
mnh;so 5 2 164 24,1 + 0,20 25,1 &+ 0,08
. 21,6 £ 0,14
g0l ;80 a 3 094 23,9 + 0,35 255 + 0209
pers 1 2 450 20,5 + 0,34 * 19,6 + 0,11
per0 1 - -

* im Vergleich zu den GUbrigen St&mmen sigriflkant kiirzer
bef a'= 0,01 (Mann-Whitney-U-Test)

Auffallend ist dle relativ geringe Schlipfesusbeute bei so, mnb und
besonders bel den Ooppelmutanten. Awuszbhlungen ergasben, daf bhei
den Doppelmutanrten nur etwa 30 % der verpuppten Fliegen schllipf-
ten. Die {ibrigen entwlckelten sich zwar normal, waren eher en-
scheinend unfdhig, sus der Puppenhiille zu kommen ur ertrockneten
schlieBlich. Kinstlich aus der Puppe befreite Fliegen (herlebten

und unterschieden sich nicht von normel geschlipften.
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Die Periodenlé&nge von per8 war signifikant kirzer als die aller

anderen Stimme, bei perU war keine Rhythmik zu erkennen.

WTg hatte ebenfalls eine signifikant kirzere Periodenlénge als die
{ibrigen Gehirnmutanten. Deren Periodenlé@ngen lagen alle dicht bei

24 5tunden und unterschieden sich nicht signifikant vaneinander.

Mit Ausnmahme von perS wurde keine Korrelation zwischen den Ferio-

denléngen von Schlipf- und Laufaktivitdtarhythmik gefunden.

§.2.3. Neurosekretorische Zellen
8.2.3.1. Allgemeine Beobachtungen

Die Anférbung der neurosekretorischen Zellen mit Paraldehydfuchsin
war bei den gewdhlten Farbebedingungen nur bel &lteren Fliegen

miglich:

Bei sehr jungen Fliegen (weniger als 7 Tage alt) farbten sich die
neuraosekreterischen Zellen nicht, bei mittelalten (~14 Tage) waren
die Zellen der Pars intercerebralis arngefédrbt und erst hel Hlteren
(»>20 Tage) fHrbten sich auch die lateralen neurosekretorischen
Zellgruppen an. Die F&rbung war um so deutlicher, je #dlter die

Fliegen waren.

Sehr stirend wirkten aich Reste vom Fettkdrper uwnd von gr&8eren
Tracheen auf das Férbeergebnis aus. ODer Fettktirper muBte deshalhb
vollstdndig entfernt werden. Das brachte einige Schuierigkeiten
mit sich, da er teilweise sehr fest am Ferilemm des Gehirna gaB.
Hei Besch#digurg des Perilemms wurden die neurcsekretorischen
Zellen oft verschoben, da sie sehr nahe an der Oberfléche des
Gehirns sitzen. Selbst eine leichte Quetschung des Gehirne konnte
dies bewirken. Aus diesem Grund wurden nur BGehirne in Betracht
gezogen, deren #uBere Farm vor der FHrbung und Fixierung in keiner
Weise verdndert war. Leichte Schrumpfungen wdhrend der Fixierung

muBten in Kauf gemaommen werden.
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B.2.3.2. Beschrelbung der gefundenen neurosekretorischen Zell-
gruppen beim Wildtyp

Eg wurden vier Gruppen von neurosekretorischen Zellen gefunden.
Eine Unterscheidung zwischen Zellen vom Typ A und Typ B wer nicht
migiich.

Die gréB8te neurpsekretorische Zellgruppe war die der Pars interce-
rebrelis, Es wurden 20 bis 32 angefdrbte Zellen gez#hlt.

“leinere neurosekretorische Zellgruppen befanden sich auf der
“Hinterseite des Gehlrna. Sehr gut zu sehen waren fest immer zuwei
Paar Zellen nahe den Calyces der Pilzk#irper (Abb. 17 c).

Auf der Frontseite des Gehirns geb es ebenfalls eine pasarig
vorhandene Zellgruppe. 5Sie bestand aus zwel bis vier Zellen und
lag genau zwischen Protocerebrum und den pptischen Gangiien (Abb.
17 b).

B.2.3.3, Neurasekretorische Zellgrupppeh bei den Mutanten

In Bezug euf ihre neurosekretorischen Zellen unterachieden sich

die Mutanten in kelner Weise vom Wildtyp: Zahl und Lage der Zellen
war gleich, Auch dle neurosekretorischen Zellen zwlechen Protoce-
rebrum und nptischen Gangliem waren bei so (Abh. 18) und sol;sao
bzw, mnb;so (Abb. 19} vorhanden.

Abb. 20 gibt einen {nerbiick liber die gefundenen neurosekretaori-
achen Zellen bei Wildtyp unc Mutanten.

Abb. 17 (siehe ndchste Seite): Neurosexretorische Zellen beim WT.

a) Ubersicht iiber das Gehlrn bei stark abgeblendetem Mi-
kroskopkondensor (——s-groBe Tiefenschérfe).
b), c) Gleiches Gehirm, auf die Vorderfront (b) bzw.

Hinterfraont {(c) scharf gestellt.
Die PfFeile kennzeichnen die mneuvrosekretorischen Zel -

len.
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Abb. 17 (Legende siehe S. 51).
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Abb. 18: Neurosekretorische Zellen zwischen Zentralgehirn und op-
tischen Ganglien bei so.
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Rbb. 19: Neurosekretorische Zellen zwischen Zentralgehirn und op-
tischen Ganglien bei sol;so.
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urosexretorischen Zellen beim Wild-
B) und sal;so (bzw. mnb;sa)

(c). Rechts: Frontalansicht; links: Dorszlansicht.

fAbh. 20: bersicht Uber die ne
typ (a) ung den Mutanten so (
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B.3 Diskussion

B.3.1. Bedeutung der optischen Ganglien fir die LaufaktivitHts-
rhythmik von DROSOPHILA MELANDGASTER

Bei keiner der wuntersuchten Gehirnmutanten ist der Anteil &ar-
rhythmischer Fliegen signifikant erhéiht. Deshalb besteht kein
Grund zur Amnabme, daB bei einer von ihnen das circadiane System

verloren gegangen ist.

Addiert marm die Ruswirkungen aller Mutationen, so zeigt sich, dai
es nur sehr wenige Neuromen in den aptischen Ganglien pgibt, die

von keiner Mutation betroffen sind:

1) sp hat keine Lamina. —=Die Lamina scheidet als Sitz fUr

Pacemaker aus.

2) lop und aomb fehlen verschiedene Neuronengruppen in der Lobula-
platte. Bei linearer Additicon beider Mutationen wlrde vaon der
Lobulaplatte nichts mehr (brig bleiben (Fischbach, persinliche
Mitteijung).—#Die Lobulaplatte scheidet aus.

2) mol und mnb  simd im Ausma@ der Reduktion der optischen
Ganglien zwar vergleichbar, aber von beiden Mutationen sind
unterschiedliche Neuronenklassen betrcffen (Heidenreich,
1982). Faolglich sind die Rudimente der aptischen Gangllien hei
so0l:s0 und mnb;so wahrscheinlich aus verschiedenen Neurcnen-

strukturen zusammengesetzt.

4) Die einzigen bisher sicheren gemeinsamen Strukturem von sa und
spl (bzw. mnb) sind die groBen Tangentialneuronen der Medulla

und des Lobulakomplexes (Fischbach, persdnliche Mitteilung).

5) Bei oen Doppelmutanten konnten bisber lediglich die Riesen-
neuronen der Lobulaplatte (= groBe Tangentialneuroren) sicher

identifiziert werden. Genau diese Neuraonen fehlern jedoch amb.

Insgesamt sind die Tanmgentialneurcnen der Medulla und der Lobula
die einzigen Neuronen, die eventuell bei allen Mutanten vorhanden
s5ein kdnnten., Allerdings konnten sie bei den Doppelmutanten bisher

nicht nachgewiesen werden.
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Damit werden die optischen Ganglien als alleiniger Sitz von Pace-

makern fir die Laufaktivitdtsrhythmik hchst unwahrscheinlich.

Die optischen Ganglien scheipen fir die Auspr8gung der Aktivi-

tdtsrhythmik jedoch 8edeutung zu haben. Daflir spricht der signi-

Fikant erhihte Anteil von Fliegen mit zwei oder mehr circadianen

Homponenten be! den Doppelmutanten. Des weitern spricht cdle sig-

nifikante Verl#ngerung der Periodenldnge bel so und sol;so (bzw.
mnl;so} fiir elne Beteiligung der optischen Ganglien am circadianen
System.

Da die Rhythmik mit zunehmender Verkleinrerung des Volumens der
optischen Gangllen komplexer und die Periodenl#inge l#nger wird

(Reihe: WTg—sg—wsnl;sp (bzw. mnb:;so)), scheint eher die Summe

von intakten Neuronen, als ein eng begrenzter Neuronenbereich for

des Aufrechterhelten einer normelen Rhythmik und Periodenl#nge
verantwortlich zu sein. DaB so etwas midglich {at, zeigter Versuche
am isplierten Auge von Aplysias: Gewebereduktionen verklirzten die

Freilaufperiodenlinge des "compound actien potentlal®™ (CAP), und

bel Reduktion des Gewebes um 80 % war die bleibende Aktivit#t im
optischen Nerven arrhythmisch (Jacklet und Geranima, 1971). Daraus
wurde geschlpssen, daB der CAP-Rhythmua von elner Population von
Oszillatoren mit Hhochfrequenter nicht
Erkl#rung beruht auf

gegenseitig gekoppelten
circadianer Fregquenz erzeugt wird. Dieae
einem Modell von Pavlidis (1969), bel dem circadlane Pacemaker als

eine Population von biochemischen Oszillatoren erkléirt werden. Die
Freguenz h#ngt dabel von der Anzahl der Einzeloszillatoren ab.

Andererseits kBnnten die pptischen Ganglien als Kopplungsfaktor
flir verschiedene im Zentralgehirn lokalisierte Laufaktivitdtsos~
z2illatoren wirken. Eine Verringerung der HKopplungsstdrke wlrde
Zundchst eine Pericdenverl#ingerung bewirken und im Extremfall zum

Entknppeln verschiedener Komponentan flhren.

Beide Hypotheser setzen voraus, daB die Laufaktivitétschythmik pei

DROSGPHILA ganz allgemein von mehreren Oszillatoren (evtl. zuwei

Oszillatorengruppen) gestzuert wird. Ole Tetsache, daB auch der

Wildtyp manchmal zwel oder mehrere Rhythmen nebeneinander zelgt
(vgl. #elfrich und Engelmann, 1983) untersatitzt diese Hypothese.
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B.3.2. M#gliche Erklarung der Arrhythmie bei per0

Auf wvielen der Aktogramme von per0 1st zumindeat zeitwelse naoch
eine Rhythmik zu erkennen. Dies macht deutlich, daB Arrhythmie
nicht unbedinrgt mit einem Fehlen der "immeren Uhr" (bzw. der
"inneren Uhren") gleichzusetzen ist.

Oftmals 1&8t aich dle Arrhythmie genausogut durch ein Auselnan-
derlaufen {(asynchron werden pder entksppeln) vonm mehreren Einzel-
oszillatoren erkldren. Daflr spricht auch die Tatsache, daB sich
per0 durch einen LD synchronisieren 14B8% und daB nach Ende des LD
viele Fliegen fir wenige Tage rhythmisch bleiben und erst allm#h-
lich wieder in Arrhythmie iibergehen. Dlies wirde bedeuten, daB der
duBere Zeltgeber (hier der LD) stark genug ist, um die Einzelas-
zillatoren zu synchronisieren, die innere Kopplung zwischen den
Einzelnszillatoren jedoch alleine nicht austeicht, um ihre interne
Synchronisation aufrechtzuerhalten, weshalb sie unter Konstantbe-
dingungen mehr oder weniger schnell wieder suseimander laufen,
Untersuchungen an Speicheldrisen von perB (Weitzel und Rensing,
1981) zeigten, daB die Einzelzellen der OCridse noch rhythmiach
waren, die Driise als Ganzes jedoch kaum noch Rhythmizitdt zelgte.
Dies k#nnte ebenfalls auf ein asynchrones Schwingen der E£inzel-

zellen zurickzufilhren sein.

0ie Arrhythmie wvon peru wie auch die Periodenmlidngenverdnderung wvon
per® und perl konnte auf Verdnderungen innerhelb eirmer spezi-
fischen fAegian auf dem X-Chromesom zurlickgefiihrt werden (Young und
Judd, 4978; Bargielio und Young, 19B84). Kiirziich gelang es soger
durch Transfer eilnes 7,1 kb DNA-Stiicks, welches fir eine 4,5 kb
poly (A)* RNA kodiert, eine arrhythmische Mutante wieder
rhythmiasch zu machen (Bargielles, Jackson und Yaung, 1984). Das wvan
dieser 4,5 kb poly (A}+ RNA translatierte Protein scheint grofe
Bedeutung fir die physiologische Uhr zu haben. 5o ist es in der
Lage, abh#ngig von seiner Dosis oder uWirksamkeit, die Perio-
denldnge zu beschleunigen oder zu verlangsamen (Smith und Konopka,
1982). Fehlt es ganz oder iat es inektiv, wie fdr perl angenommen
wird, so klinnen dle Tiere keine Rhythmik mehr aufrechterhalten.

Dieser Befumd impliziert jedoch night, daB per0 keine innere Uhr
mehr hat, sondern lediglieh, daB der Mutante ein essentieller
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5toff zum normalen Funktionieren der Uhr fehlt. Geht man nun davon

aus, rad die innere Uhr aus vielen Einzeloszillatoren besteht, sa

kBnnte dleses Praotein in cder Lage sein die Kopplung zwischen den

finzeloszillatoren coder die S5t#rke cder Einzeloszillatoren selbst

Zu verdndern. Beides verdndert wiederum die Periodemlénge (En-
right, 1980).

Bei DROSOPHILA wiirde belspielsweise eine starke Kopplung, hervor-
gerufen durch eine groBe Menge oder sehr ektives Protein, eine
kurze PeriodenlZnge bewirken. Bei herabgesetzter Kopplung durch
weniger aktives Protein wilrde sich <cie Periodenl&nge verldngern
und bei mnoech schwicherer Kopplunmg in Arrhythmie Ubergehen. In der
Tat wurde elne Mutante gefunden {(T{71:4)3JC43), die entweder eine
sehr lange Perlodenlénge het bpder arrhythmisch ist, oder sber im
Laufe ihres Lebens von einer sehr langen #Periodenldnge in Ar-

rhythmie ibergeht (Smith und Konopka, 13981).

Es erscheint unwahrscheinlich, da® cdurch Reduktion von Gewebe 1n

den optischen Ganglien die Kenzentration des fraglichen Proteins
herabgesetzt wird. Sowohl die optischen Ganglien alsauch das Pro-

tein k#nnten jedoch die HKopplung zwlschen Einzeloszilletoren be-

einflussen.

B.3.3. Verhalten der blinden Fllegen im LD und Vergleich mit dem
Wildtyp

Ersteunlicherweise lieBen sich die tlinden Doppelmutenten durch

LD-Zyklen bis zur Lichtintensit#t von 1 lux aynghronisieren. Die
Synchronisatlon erfolgte ohne nennenswerte Transients, wund die

Fliegen Folgten auch Phasenverschiebungen des LD sofort.

Dies deutet sauf einen sehr lichtempfindlichen extrepcularen
Fotorezeptor fiir dle Laufektivitdtsrhythmik hin, denn den Ooppel-

mutapten fehlen spowohl Komplexaugen als auch Ocellen.

Eine Synchronisation durch bei Lichteinfall entstehende Absorp-

tionswdrme auf der Cutliecula kann wegern der geringen Lichtintergi-

tdt weitgehend ausgeschlossen werden. Um ganz sicher zu gehen,

wurden in elnem weiteren Versuch Terpersturzyklen mit 2°C Tempe-
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raturunterschied angebnoten. Es ist nicht anzunehmen, daB die even-
tuell dureh Lichtabsorption entstandene WHrme beil den verwendeten
Lichtintensit&ten 2°C tetrug, insbesondere nicht, da dle Cuticula
von DAUSOPHILA nicht schwarz ist.

Bei ciesem Temperaturunterschied lieBen sich jedoch nur 50 % der
Fliegen synchronisieren. Sie brauchten zur Synchronmisation fidnf
bis zehn Tage und hatten ein undeutlicheres Synchronisationsmuster
ala im LD.

Demnach ist die 1m LD beobachtete Synchronisation auf das Licht

und nicht auf die Temperatur zuriickzufiihren.

Extraoculare Fotorezeptoren sind hei Invertebraten sehr h#ufig
(Truman, 1976; Page, 1982 b).

So ist bei DROSOPHILA schan l#nger bekannt, daB die Komplexaugen
{und Ocellen) fir die Synchronisation der Schlipfrhythmik kelne
Rolle spielen (Zimmermann und Ives, 1971; Zimmermann und Gold-
gmith, 1971; Engelmann uncd Honnegger, 1966).

Der erste Hinweis, daB HKomplexaugen und 0Ocellen auch fir die
Synchronisation der Laufaktivit3tsrhythmik unbedeutend sind, war
die Fahigkeit der augenlosen Mutante so, sich auf einen LO (12:12)
zu synchronisieren (Helfrich und Engelmann, 1383).
Merkwiirdigerweise war ihr Aktivitdtsmuster im LD jedoch verschie-
den van dem der Doppelmutanten. so zeigte wie der Wildtyp im LD
ginen Morgen- und Abendgipfel der Laufaktivit#dt. Ein solches bimo-
dales Muster wurde hereits von anderen Autoren fir die Rhythmik
der {Laufaktivitdt wound des Sauerstoffverbrauchs bel DROSOPHILA
beschrieben (Hardeland und Stange, 1971; Mack, 1980; Rensing 1966
b; Rensing et al., 1968).

Die Doppelmutanten haben in Unabhéngigkeit van der Lichtintensitét
entweder beide Gipfel (L-an- und {-aus-Komponente) oder nur den
Abendgipfel (L-aus-Kamponente).

Beide Gipfel haben jedoch eine verdnderte Phasenbezliehung zu L-an
und L-aus. Der Morgengipfel beginnt deutlich wvoy L-an und der
Abendgipfel erstreckt sich in die Dunkelperiode hipein.

Dieser Unterschied z2u so kann nur auf die weitere Verkleinerung
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der optischen Ganglien beil der Doppelmutanten zuriickgef{hrt wer-

den, denn Komplexaugen und Ocelien fehlen in belden F#llen.
Es gibt zwei mégliche Erklérungen:

Entweder k#8nnen die optischen Garglien selbst Licht wahrnebmen und
zur Synchronisstion beitragen. Oder das circadiane System ist
durch die Verkleinmerung der optlschen Ganglien ver#ndert, und

diese VerZnderung wirkt sich auch auf das Synchrenisationsverhal-

ten aus.

Eine Lichtempfindlichkeit der cptischen Ganglien ist schwer vor-
stellbar, da dazu absorbierende Pigmente varhanden sein missten,

solche aber bisher dort nicht nachgewiesen wurden.

Fir die zuweite Erkldrung spricht, deB die wenigen durch Tempera-
turzyklen deutlich synchronisierten Fllegen zum Temperaturzyklus
die gleiche, verdnderte Phasenbeziehung haben wle zum LD bel 40
lux. Der Wildtyp zeigt dagegen im LD und im Temperaturwechsel die

normale Phasenbeziehung. Bei 8o wurde das Aktivitdtemuster leider

nicht im Temperaturwechsel aufgezeichnet.

Nach den Regeln der Schwingungslehre ist die Phasenbeziehung
einer Schwlpgung zu einem festen #uBeren Zeitgeber (hier T = 24
Std.) abh#ingig von der Eigenfreguenz der Schuingumg und der Stérke
des Zeitgebers.

Nimmt man pun einen LD (12:12) als HuBeren Zelitgeber und die
Laufaktlvitdt eines tagaktiven Tiers als Zeiger flr elne endogene
Rhythmik mit der Periodenlfinge T , 8o wird sich die Aktivitdt ans
Ende der Lichtperiode schieben, wenn T sehr lang lst und an den
Anfang der Lichtperiode, wern T sehr kurz iat.

Bei den Doppelmutanten findet man beldes, wund dles 1st auch zu
erwarten, da Im Freilauf zwei Komponenten esuftreten: eine mit
einem T von 22 S5td. und die andere mit elnem T von 25 S5td.
Danach k#nnte die ver#nderte Phasenbeziehung zum LD auf die im
Fretlauf beobachteten extremen Periodenlédngen zuriickgefihrt wer-
den. Ist diese Hypothese richtig, 9o miBten die Phasenwinkel
zwischen Aktivitdt uwnd L-an {(bzw. L-aus) be! Herazbsenken der
Lichtintemsitit noch griéfBer wercen und 1m anachlieBenden RR wvom

Margerngipfel die HKomponente mit kurzer Periaodenlinge und wvaom
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Abendgipfel die mit langer Pericdenlsinge ausgehen.
¥eine dieser Voraussetzungen wurde Jjedoch erfiillt:

- Bei Herabsetzen der Lichtintensitdt von 300 lux auf 4O Iux
schien die L-an-Komponente mit der L-aus-KYomponente zu einem ver-
breiterten Abendglipfel zu wverschmelzen: Der Morgengipfel wver-
schwand und der Abendgipfel begann etwas friher und wurde breiter.
Die Durchschnittsaktivit&t hlieb etwa gleich.

- Sich dem LD angchlieBende Aufzeichnungen im RR zeigten nur in
einem Fall, daf eine Komponente mit kurzer Periodenlénge van L-an
ausgehend weiterlief. In allemn anderen F&llen verschwand der Mor-
gengipfel nach wenigen Tagen, und vem Abencgipfel spalteten sich
beide Komponenten ab, die mit langer und die mit kurzer Periaden-

lEnge.

Damit scheinen Maorgen- und Abendgipfel des LD nicht mit den belden
im fFreilauf begbechteten Komponenten identisch zu sein,

Trotz des Verschwindens der L-an-Komponente bei niedrigen Licht-
intensitidten und im AR handelt es sich bei ihr wahrschelinlich
nicht um eine exogene Reaktion auf L-an (Meekiereffekt des
Lichts). Ansonsten miiBte sie mit Ende des LD schlagartig ver-
schwinden wund sie dgldrfte im LD erst gensu bel L-an beginnen und
nicht schon deutlich vorher. 0Oie L-an-Komponente scheint vielmehr
ein Teil des Dszillatorsystems zu sein, dessen Auftreten von der
Lichtintensitdt abhBngig 1ist. Bei niedriger Lichtintensit&t formen
L-an- und L-pus-Komponente einen gemeinsamen Abendgipfel in der
Laufaktivitédt.

Wie schon erwdhnt, findet man die L-anr- und L-aus-Komponente auch
im bimodalen Aktivit&@tsmuster des Wildtyps, lediglich in sanderer
Phaaenlage zum LD.

Auch beim Wildtyp scheint die L-an-Komponente nicht rein exocgen zu
sein, obwohl! sie stets genau mit L-an beginnt. 5ie setzt sich im
RR fort: teils paralliel zur L-aus-Komponente, teils gegeml&ufig zu
ibr, teils splittet ale in eine lange und kurze Komponente auf.

Diese Beobachtungen deuten wiederum darauf hin, dal sich die
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Mutanten mit stark verkleinerten optischen Gangliem im prinzi-

piellen Aufpbau des Oszillatorsystems nicht vom WT umterscheiden.

B.3.4. Schlipfrhythmik

Das circadiane Muster der Schliipfrhythmik scheint bei allen Mu-
tanten unverdndert zu sein. Die optilschenm Gangllen sind also
offensichtlich nicht in die Kontrelle der Schliipfrhythmik verwik-
kelt.

Mit Ausnahme der per®-Mutante gibt es keine Korrelation zwischen
der Periodenlénge der S5Schliipf- und Laufaktivitd8tsrhytbmik flir die
verschiedenen Mutanten., Dies ist ein welterer Hinweis dafilir, dag
beide Rhythmen von verschiedenen Oszilletoren (bzw. Oszillatorpo-
pulationen) gesteuert werden (vgl. Engelmann und Meck, 1978) und
die Reduktion der optischen Gengllen nur euf die Laufaktivitdts-
rhythmik wirkt. Des durch die per-Mutetionen ver#nderte Protein
kinnte dagegen allgemein auf die Kopplung zwischen Einzeloszilla-
toren aller Oszillatorpopulationen wirken.

Allerdings wmuB deraufhingewiesen werden, daB elne genz genaue
Periodenléngenbestimmung Bei der Sehlipfrhythmik problematisch
fat. Es wurde eine groBe VYerietion in den AbstHinden zwischen den
einzelnen Schlipfmaxima eines Versuches und auch in der Perioden-
l&nge zwischen verschiedenen Versuchen gefunden. Diese LUngensulig-

keiten sind unter anderem auf den kurzen Zeitraum zurickzufihren,

in dem die Schliipfrhythmik gemessen werden kann. Dazu kommen wie

bel jeder Populetionsrhythmik die individuellen Unterschiede zwi-

schen den Einzeltieren. So erschelnt es fraglich, ob eine eventu-

elle Aufspaltung in zwel Rhythmen bei den Doppelmutenten innerhalb
von nur acht Zyklen erkennber sein kann. Jedoch miBte die Rhythmik

zumindest schneller ausdémpfen, falls interindividuelle Unter-

schiede in T  von zweil bis drei Stunden suftréten. Das cies
jedoeh nicht becbachtet wurde, 1st anzunehmen, daB Schliipf- und

Laufaktivitdtsrhythmik vonelnarder wunabhéngig gesteuert werden.

BEhnliches gilt auch Ffiir CALLIPHORA STYGIA. Hier verkiirzt sich

T der Schliipfrhythmik bei
sich T fir die Laufaktivitatsrhythmikverl#ngert (Wadgel, 1984).

zunehmender Lichtintensitdt, wdhrend
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Oer bei so, mnb und den Doppelmutanten beobachtete Schlipfdefekt
wurde bereits von Heidenreich (1980) beschrieben und auf mangelnde

Beinbewegungen beim Schliipfvorgang zurlickgefihrt.

Erstaunlich und nicht erkl#&rbar 18t die sehr kurze Pericdenldnge
des Wildtyps. WNormelerweise liegt 7T fir die Schlipfrhythmlk nahe
bet 24 S5td. (Meck, 1980). Da Jjedoch sechs Einzelversuche mit
jeweils demselben Ergebnis gemacht wurdem, erscheint es unwahr-
scheiniich, deB des gefunden kurze T eln Zufallsergebnis ist.

8.3.5. Neurosekretorische Zellen

Die Ergebnigse, die mit der Pareldehydfuchsinf#rbung erzielt wur-
den, stimmen recht gut mit fridheren Befunden iberein:

Die AnfPArbbarkelt hé@ngt vom Alter der Fliegen ab (KBpf, 1957;
Thomsen, 1965} und eine Unterscheidung in A- und B-Zellen acheint
bel der Paraldehydfdrbung fraglich {(Thomsen, 1965; Rensing, 1966a).

0ie beschriebenen neurosekretorischan Zellgruppen entsprechen ganz
gut den bereits PUr O. FUNEBRIS (sipf, 1957) und D. MELANOGASTER
(Rensing, 1966 a) beschriebenen Gruppen. Nur dea von Rensing
{1966 a) beschriebene Zellpaar in der Frantalregion vor dem mitt-
leren Faserbilndel wurde nicht gefunden. Allerdings férbte es sich
bel ihm auch nur ab und zu an, und es ist deshalb nicht amzuneh-
men, daB es bei den hier untersuchten Fliegen fehlt.

Die Untersuchung der neurgosekretorischen Zellen bel den Mutanten
war insofern 1interessant, als Neurchormone Rhythmen vermitteln
(Handler und Konopka, 1979) und ein Zusammenhang zwlschen Zahl und
Lage neurosekretorischer Zellen und Ausprdgung der Rhythmik gefun-
den wurde (Konopkz und Wells, 1980).

Die bepbachteten Anderungen im Aktivit#tsmuster der Doppelmutanten
hdtten aleo auch auf dem Fehlen neurosekretoerischer Zellgruppen
beruben kidnnen. Dabtei wer insbesondere an die Zellgruppe zwischen
Frotocerebrum und aptischen Ganglien zu denken, da unbekannt war,

ob diese von der Mutation betroffen war.

Interessanterweise war das neurosekretorische System der Mutanten
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vGllig identisch mit dem des Wildtyps und auch die Anfirbbarkeit
der Zellen in Bezug auf das Entwicklungsstedium unterschied sich
nicht von ihm. Damit 1st das verdnderte Verhalten der Mutanten

nicht auf fehlende neurosekretoriache Zellen zurlickzufilhren.

Hichst fraguiirdig erscheinen die Untersuchungen von Konopka wund
Wells (1980), die die Arrhythmie von per0 auf elne ge#nderte
Position der euf der Hinterseite des Gehirns gelegenen neurose-
kretorischen Zellen zuriickfihrten.

Die Zellen k8nnten durch die PrHparation verschoben worden sein.
Die hier gemachten Untersuchungen zelgen, daB dies sehr leicht betl
Verletzen des Perilemms oder Quetschen des ganzen Gehlirns passie-
ren kann. In der Tat zeigt das 1n einer Abbildung als Beispiel
angefihrte Gehirn aus Konopka und Wells (1980) eine abnorme HuBere

Form.,

Der gelungene Nachwels der neurosekretorischen Zellen 188t noch
keinerlel Aussage {iber ihre Funkticnaféhigkeit und fiber eine even-
tuelle Beteiligurg von neurgsekretorischen Zellen am circadianen

System der Fliegen zu. Eine genauere Untersvchung steht noch aus.

Es ist wahrscheinlich, daB Neurosekretion eine Rolle im circadie-
nen System gpielt:

Nach Besch#digung oder Entfernen der Pars Intercerebralis ver-
schwindet die Laufaktivit#tsrhythmik bet Scheben (Roberts, 1966;
Nishiitsutsuji-lwo et al., 1967) und Grillen (Cymborowski, 1973),
Bei Schahen kidnnten hormonale Faktoren die Rhythmik wvon Tier zu
Tier tibertragen {(Cymborowski und Bredy, 1972); bel DROSOPHILA
missen Neurohormone fir diese Ubertragung verantwortlich sgeln
(Handler und Konopks, 1979). Bei Grillen gelang die Ubertragung
der Rhythmik durch Transplantetion der Fars intercerebrelis (Cym-
borowski, 1981). Tagesrhythmische Schwankungen im Zellkernvolumen
der neurosekretorischen Zellen der Pars intercerebrslis wurden het
DROSOPHILA gemessen (Rensing, 1966 a). Das Zellkernvolumen ist ein
indirektes MaB fir die eigentliche Hormonsynthese (Klug, 1958/59;:
Binning und Joerrens, 1962). Interessanterwelse gab es eine hohe
und stelle Zunahme cdes Zellkernvolumens drei Stunden vor Beginn

der Lichtperlode und eine niedrigere und breltere drel bis sechs

Stunden vor Beginn der Dunkelzeit. Dieses Muster stimmt genau mit
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dem Aktivitdtsmuster der Dappelmutanten im LD Uberein, und die

Frage erhebt sich, pb das Licht Uber die neurosekretarischen
Zellen auf die Laufaktivitdt wirkt. Immerhin kann Licht als Zeit-

geber direkt vom Gehirn gder den neurosekretorischen wahrgenommen
werden (Kalmus, 1938; Gorf, 1963;: Lees, 1964; Steel und Lees,
1977) und damit rickt dies in den Bereich des Miglichen. Endgll-
tige Kldrumg kann jedoch nur durch weitere Versuche erzielt wer-
dgen.

&6



C. VERSUCHE MIT MUSCA DOMESTICA
C.1. Materisl und Methoden

C.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten Stubenfliegen (MUSCA DOMESTICA). Sie
stammten aus der Umgebung Tibingens und wurden selt einigen Jahren
im LD 16:8 hei 25°C gezichtet. Die Fliegen waren nicht Hlter als

10 Tage, als ais in den Yersuch genommen wurden. Es wurden wiede-
Tum Tiere beiderlel Geschlechts verwendet,

€.1.2. Versuchsaufbau, Registrierung und Auawertung

Die Leufaktivitdt von MUSCA wurde mit der gleichen Anlage regis-
triert wie die von OROSOPHILA. Lediglich die Versuchssch#lchen
waren griBer: Sie hatten einen Durchmesser von 9 cm und eine HYhe

von 1,5 cm.
DPie Auswertung erfolgte wie bei DROSOPHILA mittels Schablane und

Timesdia-Programmen.

C.1.3. Versuchsbedingungen

Um Aufschluf Ober das rhythmische VYerhalten der Fliegen zu bekom-

im LL und Im LD regis-

men, wurden diese zun#chst im RR, im DD,

triert.

Es wurden folgende Lichtintensitéten verwendet:

im RR: 9x10-8 W/cm? im LL: 1,80 lux imLD: 40,00 lux

Ex10-8 W/cm? 0,50 lux 8,00 lux
3x10-8 W/cm2 0,04 Lux 3,00 lux
1300 lLIX

3x1ﬂ‘3 lux

Weiterhin wurde versucht, die Flisgenm durch Temperaturzyklen zu

aynchronisieren (Bedingungen wie beil DROSOPHILA, vgl. 8.1.3.1.}
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C.1.4. Operative Methoden

Vor dem operativen Eingriff wurden die Fliegen fir etwa 10 Tage im
RR registriert. Nur Fliegen mit klarer Rhythmlk dienten als Ver-
suchstiere.

Bei der Uperation wyrde entweder ein optischer Trakt oder beide
optischen Trakte durchtrennt oder versucht, die optischen Ganglien
ganz zu entfernen {Lobektomlie}. W&hrend der Operation waren die
Flieger etwa FUnf bis zehn Minuten elner Lichtintensitdt wvon 6x10%
lux ausgesetzt (Kaltlichtgquelle; Gossen GKL 315). HKontrolltiere

wurden entweder scheinoperiert oder nur beleuchtet.

C.1.4.1. Durchtrennung der optischen Trakte und Lobektomie

Fiir die Operation wurden die Tiere zundchet durch Einbetten in
geschmeidig gemachtes Plastilin festgelegt. Der Kopf wurde vor-
sichtlig nach vorne gebogen und mit Plastilin filxiert, um den
Zugang zu den goptischen Trakten von der Hinterseite der Kopfkapsel
zu ermbglichen. Als Operationsmesser dlente =2in Rasierklingen-
splitter, der 1in einen Prépariernadelhalter eingeklemmt wurde.
Geschnitten wurde entlang zwet von auBen sichtbaren Cuticulaver-
steifungen, unter denen die optischen Trakte verliefen (Abb. 21).

Bel Scheinoperatianen wurden die gleichen Schnitte gemacht, jedoch

weniger tief, so daB die optischen Trakte nicht getraoffen wurden.

Fiir die Lobektomie wurde nach Durchtrennung der optischen Trakte
je ein kleinea drelieckiges Fenster in die Quticula des Hinterkop-
fes geschnitten und dis optischen Genglien zundchst wmit einer
Prépariernadel von der Innenseite der Augenkappe gelSist und dann

mit einer feinen Pinzette entfernt.
Die Wunden wurden mit Waehs verschlossen (Schmelzpunkt 30°C).

Nach der Operation wurde die Aktivitdt der Fliegen fiir zwei bils
drei Wochen im RR gemessen. Bel manchen noch zus#tzlich eine Woche
im LD bel &40 lux.
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Abb.

21;

Cuticulaversteifung

Halsansatz

hinterer Rand des
Komplexauges

Ocellarnerv

Schnittfuhrung
bei der Operation

Lamina

Medulla
Lobulakomplex
optischer Trakt

Hinterseite des Kopfes von MUSCA DOMESTICA. Beim Durch-
trennen der optischen Trekte wurden zur Orientierung der
Schnitte von auBen sichtbare Cutikulasversteifungen zur
Hilfe genommen. Die Lage des Gehirns wund der Schnitte
ist in der unteren Zeichnung gezeigt (ver#ndert nach
Straussfeld, 1976).




C.%.4.2. Abdecken von HKomplexaugen und QOcellen mit schwarzem
wachs

Um zu testen, ob sich nicht operierte, aber blinde Fliegen noch
von LD-Zyklen synchronisieren lassen, wurden 1m t0 bei einigen
Fliegen die HKomplexaugen und Ocellen mit schwarzem Wachs abge-
deckt. Bel anderen nur die ¥amplexaugen oder nur dle Ocellen. Das
zum SchlieBen der Operationswunden verwendete Wachs wurde dazu

mit RuB vermischt.

C.1.5. Histologische Kontrolle

Die genaue Lage des Schnittes und die Vollstdndigkelt der Lobekto-
mie wurde nach Ende dea Versuchs histologlisch untersucht.

Dazu wurde der Kopf mit der Front auf ein Paraffinbléickchen ge-
klebt und die hintere Wand der Kopfkapesl entfernt, ahne das
Gehbirn zu beechiidigen. Dieses wurde dann 1in situ fir 10 Minuten
mit "Chicago-Blue" gef#rbt und mit Case-Puffer gespilt. Chicago-
Blue dringt nur langsam in intaktes Gewebe ein und f&rbt deshalb
vor allem die Gehirnoberfl#che. An den heach#idigten Stellen kann
der Farbstoff jedoch schneller ins Gehirn eindringen, wodurch die
Lage des operstiven Schnittes leicht erkennbar wird. AnschlieSend
wurden die Kiépfe mit Carnoy-Fixierl#sung fixiert, mit Iscpropanol
entwissert und in Paraplast eingebettet. (Rezepte und genaues

VYorgehen siehe Anhang.)

Mit einem Zelss Wetzlar Serienachrnittmikrotom wurden 10 pgm dicke
Serienschnitte angefertigt wund dlese lichtmikroskopisch unter-
sucht.
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C.2. Ergebnisse

£.2.1. Charakteristika der Lsufektivitéitarhythmik wvan MUSCA
DOMESTICA

£.2.1.1. Verhalten in RR und DD

Die Fliegen wurden zu Ende der Lichtperiode des LD der Anmzuchthe-
dingungen 1n RR gebracht und mindestens 2 Uochen registriert. Die
ldngste Registrierdauer Betrug 12 Wochen. Insgesamt wurde die
Aktivitdt van 258 Fllegen im RR aufgezeichnet:

81,4 % der Tiere zeigten deutliche
frellaufende Rhythmen,

14,7% hatten eine komplexe Rhythmik mit
mehr als einer Kompanente,

3,9 % waren arrhythmisch.

Es bestand %ein Unterschied im Verhalten und ip der Perlodenl#inge
Zwischen den Fliegen, die bei verschiedenen Lichtintensitéten des
Rotlichts registriert wurden.

Fliegen mit deutlicher Rhythmik

Die Rhythmik dieser Tiere war sehr avageprigt. Aktivitdts- und
Ruhezeit waren deutlich voreinander getrennt: W3hrend der Aktivi-
tdtszeit waren die Tiere sehr aktiv, dagegen war in der Ruhezeit
fast keine Aktivit#t zu beobachten.

Im hohen Alter wurde das Aktivitdtsmuster menchmal verschwommener,
und zwel bis drei Tage vor Tod der Tiere trat fest immer Hyperak-

tivit#t auf.

Abb. 22 zeigt die gefundenen Aktivit¥tsmuster wvon Fllegen mit
deutlicher Rhythmik 1m RR nach flbergang vom LD. Widhrend der ersten
3 bis 14 Tage Im RA hatte die Mehrzahl der Tiere (59,0 %) eine
Periodenlfnge von 23,2 (40,04) Stunden, die sich dann auf 24,7
(z0,04) Stunden verl#ngerte und im weiteren konstant blieb. Bei
einem Tier (0,5 %) war es umgekehrt: Oie Periodenlénge war erst
lang (24,8 Std.) und dann kurz (23,35 Std.}. Ein Teil der Fliegen
(29,5 %) hatte von Anfang an eine lange Periocenl#nge (25,0 + 0,08
Std.), manche (4,3 %} behielten Zelt ihres Lebens eine kurze
Periodenl#dnge (23,3 + 0,15 Std.) bei. Der Rest (6,7 %) hatte wvon

Anfang an eine Periodenl&nge ven gepau 24,0 S5td.
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Abb. 22: Verschiedene Aktivitdtsmuster von MUSCA DOMESTICA nach

Ubergang von LD in RR.

a)

Bis zum neunten Tag ist T <24 Std., dann verlingert
gs sich plétzliich auf 25,5 Std.

T wire kontinuierlich ldnger.

T iat »>24 Std,, aber AktlivitHtsanfang und -ende ha-
ben ein unterschiedliches T .

T ist van Anfang an > 24 5td.

T bleibt <24 Std.
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Nur 6 Fliegern wurden auch im 0D registriert (ABb. 23). Die mitt-
lere Periodenldnge dieser Fliegen lag bei 2&,5 (+0,06) Stunden und
war damit etwas klrzer als im RR (24,8 + 0,70 Std.). Der Unter-
schied war bei a'= 0,01 gerade nicht mehr signifikant {(Wilcoxon-

Test).

el  _ —

158 7T I B T e AR
46-73 0D
o= = |l u= Lol = u
= T SR - SR . Sm———
b et - mt— T ——— :
1" = . -
53 —_—— D m——— D ] T
] A - 7 ———— - b
7] - ———— — - P e — :
0] e e — : e —r— !
- e S—————————— — -
0 o e e———— - - - v
* - T ——
] T LT | = — b [
e _ TR — il -
3 = e LT I
T v —————— i ' - - . = ]
»xJ - . —d T .

& 3
LIl “m‘f'm

-]

IR NNRE!

R

g

Ly

R

- |

Abh. 23: Aktivitd#t von MUSCA DOMESTICA im LD, RR und DD.
Nach Ende des LD ist die Fliege weniq aktiv und T ist
< 24 Std. Am 20. Tag wird ¥ wverléngert ungd bleibt bet
24,55 Std. konatant. Im DO betrégt T 24,35 5td. und dasa
Aktivit&tsmuster wird undeutlicher.
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Fliegen zwischen deutlicher und komplexer Rhythmik

Eine klelne Grupge von Fliegen muBte nach Periodogrammanslyse zZu
den Fliegen mit deutlicher Rhythmik gerechnet werden, da nur eine
signifikante Periodenlinge gefunden wurde, sie hatten Jjedoch eine
biphasische Aktivitdt (Abnh. 24): Parallel zur Hauptaktivitdt llef
ein zweiter kleinerer Aktivit#tsgipfel.
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Abb. 24: Fliegen mit biphmsischer Aktivit#t im RR.

Fliegen mit komplexer Rhythmik

Nach Periodegremmanslyse und optischer B8eurteilung hatten 52,7 %
dieser Fliegen mehr als zwei #Homponenten, deren Periodenldngen
jedoch nicht genau zu bestimmen waren (Abb. 25 h). Bei 7,4 %
zeigten sich genau zwei Xomponenten mit T1 = 21,3 (+0,36) Stunden
und T2 = 25,4 (+0,14) Stunden (Abb. 25 a, c).
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Abb. 25: Aktogramme vgn MUSCA DOMESTICA mit mehreren, freilsufen-
den Kaomponenten.
a) ¥4 = 23,0 Std., unad T2 = 24,7 Std. alternieren mitepi-
nander. Anfangs ist das AktivitHtsmuster leicht bi-
phasisch.

b) mehr als zwel Komponenten.
c) Ty = 21,5 5td. und T2 = 24,7 Std. prégen sich gleich-

zettig aus. Tz oominiert stark
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Arrhythmische Fliegen

Der Aktivit#tsspiegel von 80 % der Fliegen war normal, 10 % waren
hyperaktiv und 10 % fast inaktiv.

C.2.1.2. Verhalten im LL

Das Verhalten im LL wurde bei drei Lichtintensit#ten registriert:
Bei 1,8 lux waren die meisten Fliegen arrhythmisch und viele
gleichzeitig hyperaktiv (Abb. 27). Bei 0,5 lux und 0,04 lux stieg
der Anteil der Fliegen mit deutlicher Rhythmik (Abb. 28), sehr
viele hatten jedoch eine komplexe Rhythmik (Abb. 29). Abb. 26
zeigt die prozentuale Verteilung der verschiedenen Aktivitdtsmus-
ter bei den drei Lichtintensitéten.

n= 258 n=35 n=36 n=16

100 % arrhythmisch
+ hyperaktiv

80% D arrhythmisch

komplexe
Rhythmik

l rhythmisch

60%

L0%

20°/or

0%

RR 0,04 lux 050lux 1801ux

Abb. 26: Prozentualer Anteil wvon rhythmischen Fliegen, arrhyth-
mischen Fliegen und Fliegen mit komplexer Rhythmik bei
MUSCA DOMESTICA unter verschiedenen Lichtbedingungen.




;&'Pﬂ R T D 3
I

g, ———
S - = — IR O
Muscq 78 . Musca 78
ol e - - e -
7 - — ; - %ﬁr‘
L = >0 =
~T¢ b 1 _' —_—
54 - _ - “Sat—
: * - “—— T * )
7 I — T
of—— - —— = ——]
. - . ] —— —
o — = - r———r] R
S A o — n
o i
: n .
L n
x == ——h
r— v T =
bl b
— 4 A
: e Em
(30
W0 1.81ux}
~S——

|

ol

{3l

_LI_LI?IIIIFIII

Abb. 27: AxtivitBt von MUSCA DOMESTICA im RR, LL ven 1,8 lux und

LD (3 lux).
Im LL iat dle Fliege srrhythmisch und hyperaktiv.

Die Untertetlung in Fliegen mit klarer Rhythmik und solche mit

kKomplexer Rhythmik war oft problematisch: Beide Zustdnde gingen
Manchmal ineimander Gber, Tiere mit an sich klarer Rhythmik #nder-
ten hdufig thre Periodenlénge (Abb. 28) und bel Tieren mit mehre-

ren Komponenten herrschte aft eine vor (Abb. 29p).
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MUSCA DOMESTICA mit klarer Rhythmik
Obwohl die Rhythmik sehr deutlich ist,
ldnge nicht so stabil wie normalerweise
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Abb. 29: Beispiele fOr komplexe Rhythmik im LL von 0,04 lux.
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Vergleichder Periodenl#ingen von Tieren mit deutlicher Rhythmik
Im AR und im LL

Ein Vergleich war bei Tieren méglich, die spwchl im RR als auch im

Lt lange genug registriert worden weren (n = 19):

78,39% verld@ngerten ihre Periodenl#nge Im LL um durchschnittlich
0,74 (+0,172) Stunden im VYergleich zum RR;

21,1 % verklirzten sie um durchechnittlich 1,75 (+D,65) Stunden.

In beiden Richtungen war die Periccdenverfinderung signifikant {(wil-
coxon-Test, a'= 0,01). Es bestand kxein Unterschied in der Perio-

denverdnderung zwischen Tieren in 0,5 lux und 0,04 lux LL.

Ubergang von LL nach RR

Bei thythmiaschen Tieren war von Interesse, ob dar Ubergang von LL
nach RR eine Phasenverschiebung in der Rhythmik bewirkt. Bel
keinem der 20 Tiere mit klarer Rhythmik wurde eine Phesenver-
schiebung beobachtet, obwohl der {(bergang zu verschiedenen circe-
dianen Zeiten erfolgte (CT O bis CT 23,5) (wgl. Abb. 28).

Bet den arrhythmischen Fllegen wurde die Phesenlege der Rhythmik
im RR zum Ende des L{ bestimmt. Dies war nur bel sechs Tleren
miglich, Die {Obrigen wurden nicht lange genug im RR reglstriert,
oder waren euch im RR arrhythmiech. Bel den sechs untersuchten
Fliegen wer dile Phasenlage zum Ubergsng vaon LL nach RR eehr #Bhn-
lich: ber Aktivitdtsbeginn lag 8 bis 10 Stunden vor dem Ubergang
und das Aktivitdtesende Plel mit ihm zusammen (Abh. 30).
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Abb. 20: Upergang einer im LL arrhythmischen Fllege vom LL (D,05
lux) in RR. Der Zeitpunkt des Ubergangs scheint die Pha-
aenlage der Rhythmik im RR zu bestimmen.

C.2.1.3, verhalten im LD

Ole zur Synchronigation van MUSCA verwendete maximale Lichtinten-
8itit betrug 40 lux, die geringste 3x10-3 lux.

Oie meisten Fliegen waren sofort nach Einsetzen des LD synchroni-
S8iert., Be!i anderen wurden Trensients von maximal zwei Tagen be-
Obachtet. Auch Fhasenverschiebungen des LD folgten dile Fliegen
8ofort oder mit sehr geringen Transients (wvgl. Abb. 44).

Von 40 bis 1 lux waren nur geringfigige Anderungen im Synchroni-
Sationsmuster zu beobachten (Tab. 10}:

Uie Aktivitd#t war susschlieBlich auf die Lichtperiode beschrinkt,
begann bel den meisten Tieren unmittelbar mit Licht-am und endete
S8thlage-tig nach Licht-aus (vgl. Abh. 27, 31h, 34). Manche Tiere
zelgten keine Aktivit#t direkt nach Licht-an {vgl. Abb. uLBb).
Seltener hBrte die Akthvitst suf, bevor das Licht ausging. Wenige
Tiere zeigten ein bimodales Aktivit3tamuster.
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Tabelle 10

Rktivitdtsmuster von MUSCA DOMESTICA
beil verschiedenen Lichtintensitdten im LD.

T T
i : unimodale ABktivit#t bimocale | unregeliméBig
) Aktivitst synchro-
PN Aktivi- Aktivi- Aktivi- nisiert
| titsbeg. | tétsbeg.|tl4tsende
' u. -ende | etwas etwas lnvers
mit L-an | spéter friher
. u. L-aus
1
L0 luxiZU 60,0 % 20,0 % 0,0% 15,0 % 5,0% o0,0%
B8 lux!12| 67,0 % 16,5 % 0,0 % 16,5 % D,0% | 0,0%
|
3 lux|36 55,5 % 19,5 % 3.0% 8,0% 8,0% 6.0 %
1 lux|20 60,0 % 20,0 % 12,0 % m,0% 0,0% 0,0 %
3“?'3'1& 0.0% 81,3% | 12,5% 0.0% 6.2% | 0.0%
Ux

Bei Absenken der Lichtintenait#t euf 3x10-3 lux #nderte =ich das

AktivitAtsmuster:

Das Aktivitdtsband schmaler
Tieren (81,3 %) beschrénkte es sich auf die
Lichtpericde, bei 2 Tieren (12,5 %} verlegerte ea sich nach vorne

31y. HBei 13
Hélfte der

wurde zunBchst {Abb.

zweite

und bei einem Tier (6,2 %) zuerst ana Ende, dann an den Anfang und

schlieBlieh wieder ans Ende der Lichtperiode. zu den

10},

Es wurde

Tieren mit Synchronisation gerechnet (Teb.

Eine Fliege zeigte kurz nach Verlegerung der Aktivit#t nach hinten
31a).

unregelméBiger

Freilauf, eine andere nach 11-t#giger Synchronisation (Abb.

sich zund3chst auf die z2weite

blieb ein Teil der Aktivitét

Beti deren Aktivit#t

HE1lfte der Lichtperiode beschrinkte,
synchronisiert,

cen anderen,

wdhrend =sich eine zuwelte
(AbD.

mehr ocer weniger gut

Komponente (zumeist mit langer FPeriodenldnge) abspaltete
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318). In einem Fall wurde die vorwiegend aufs Licht beschrirkte
Aktivitdt von schréglaufenden Bindern von Nichtaktivitdt durchzo-
gen (Abb. 32a). Eine andere Fliege zeigte nach Verlust der Syn-
Chronisation voriibergehend splitting (Abh. 3Zb)}.

Abb. 31 (siehe nHechete Seite):
Aktivitdtsmuster von MUSCA DOMESTICA im LD bei Absenken

der Lichtintensit&t. B1ls zur Lichtintensitét wvon 1 lux

beginnt die Aktivitdt mit L-an und endet mit L-aus. Bei

3x10-2 lux beschr#nkt sie sich auf die zweite HHE1fte der

Lichtperiode.

a) Die Fliege zeigt nach 11 Tagen LD mit 3x10-3 lux
Freilauf.

b) Ein Teil der Aktivitst bleibt synchronisiert, der an-
dere lduft mit T = 26,0 S5td. frei.
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Abb. 32 (siehe vorige Seite): .
Aktivitdatsmuster von MUSCA DOMESTICA im LD bei 3x10°~
lux.

a) Die Fllege bleibt synchronisiert. ODie schrég durch
die Aktivit8tazeit durchlaufenden Bipder wvaonm Nicht-
aktivit#t kdnnten jedoch Ausdruck einer unterschuwel-
lig freilaufenden Komponente sein.

b) Die Fllege ist nur wdhrend der erstem Tage synchroni-
siert. Dann 18uft sie zun#chst mit T = 25,6 Std. frel
und kurz cdanach spaltet sich eine zweite Komponente
mit T = 21,2 5td. ab. Ab dem 32. Tag sind beide ver-
einigt, und die Fliege l8uft mit 7T = 25,3 5td. frei.

C.2.1.4. Verhalten in Temperaturzyklen (12:12)

Von 28 Fliegen 1lieBen aich 17 (60,7 %) durch einen 16t#gigen
Temperaturzyklues synchronisieren, sechs (21,4 %) wurden nicht syn-
chronisiert und bel finf (17,9 %) konnte keine klare Aussage
getroffen werden, da sie nach 7 bis 10 Tegen starben.

Synchronisierte Fliegen

Pie Fliegen hatten 1ihre Hsauptaktivitst 1in der UWermperiode des@
Temperaturwechsels. Hel sieben Fliegen flel der erste Temperetur-
anstieg fest genau in CT O des Freilaufs; es war also keine Phe-
senverschiebung zum Errelchen der Synchronisation n8tig (Abb. 33}.
Bei 10 Fliegen war der Temperaturzyklus gegen die urspriingliche
Ahythmik verschaben. Eine dieser Fliegen saynchronisierte sich
trotzdem ipnerhalb vom wenigen Tagen. Die anderen 9 brauchten bis
zu 10 Tage, bis ste mit dem Tempersturzyklus synchron waren. Hei b
von ihnen gab es neben der synchronisierten Aktivitdt unter-

schwellig freilaufende Xomponenten (Abb. 34).
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““‘ﬂbb. 34: Synmchronisation von MUSCA DOMESTICA dutch einen Tempera-

turwechsel und durch einen LD (3 lux}. Zur Synchronisa-
tion mit dem Yemperaturwechsel wurden einige Tage ben#-
tigt wund unterschwelliyg kgnnten auch nach Synchronisa-
tien noch freilsufende Kampenenten vorhanden sein. Die
Synchronisation durch LO erfolgte sofort und das Aktivi-
t&tsmuster war wesentlich klarer als im Temperaturwech-
sel.

Nicht synchronisierte Fliegen

Zu Beginn des Temperaturwechsels waren zwei Fliegen in Phase mit
UEmselhen, zeigten aber trotzdem einen freilaufenden Rhytbmus mit
T >24 Stunden. Die iibrigen & waren zu Beginn des TemperatuTwech-
Sels auBer Phase mit cdiesem; alle Fliegen bewegten sich in Rich-
tung der Warmephase des Temperaturwechsels. Orei Fliegen hatten
B8ie gegen Ende des Temperaturwechsels erreicht. Miglicherweise

wdren sie danach synchronisiert gewesen,

£.2.2. Laufaktivitit von operierten Fliegen im RR

C.2.2.1. Auswirkung der Operaticnen auf die LaufaktivitBts-
rhythmik

Die meisten Fliegen hatten nach der Operation eime weniger deut-
liche Rhythmik als vorher. Dies war einerseits auf einen erhdhten
l:“‘:ti.u1ti’:it5|5;:|‘.haglal {in 75 % aller cperierten fliegen) und anderer-
Seits auf den Verlust klarer Ruheperioden (¢ ) zuriickzufdhren
{Tanelle 11).

Verdnderungen wurden auch im Aktivititsmuster der Fliegem be-
Obachtet. Es konnten wiederum drei Aktivitétstypen wunterschieden
werdern: Fliegen mit deutlicher Rhythmik {Abb. 35), Fliegen mit
komplexer Rhythmik (siehe Abb. 43b) und arrhythmische Fliegen
{siehe Abb. 43g). Tabelle 12 gibt die Verteilung dieser drei
Typen fiir die unterschiedlichen Qperationen wieder. Nur hei den

Kontrollen waren alle Fliegen rhythmisch.
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Tabelle 11

Aktivitdtsspiegel, Anderung des ARktivitdtsspiegels
und Verhdltnis von Aktivitdtszeit zu Ruhezeit (a:g)
bei operierten Fliegenund Kontrollenm

Aktivitdts- |mittl. Anstieg

n spiegel des Aktivitdts~; n x:p
spiegels
vor Operation 1,64 + 0,08 0,776 x+ Q0,094
53 0,70 x 0,12 = |20 *
nach " 2,31 + 0,10 2,428 1+ 0,407
vor Scheinop. 1,53 + 0,10 0,708 + 0,094
20 0,499 + 0.16 20
nach A 1,62 + 0,17 0,724 + 0,060
vor Lichtpuls 1,67 + 0,18 0,727 +« 0,045
15 0,27 + 0,13 15
nach " 1,75 +» 0,17 o,940 + 0,148

* signifikant tei a'= 0,005 (Wilcoxon-Test)
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AktivitBtstypen

Tabelle 12

von MUSCA DDMESTICA

nach

beid- und einseitiger Durchtrennung der ecptischen Trakte,
Lobektamie, Scheinoperation und Lichtpulsen

klare komplexe Arrhythmie | davon
n Rhythmik Rhythmik hyper-
aktiv
P
Bingeitige
Durchtrennung | 14 35,7 % 21,4 % 42,9 % 100 %
d. ppt. Trakte
beigseitige
Durchtrennung 53 52.8 % 18,9 % 28,3 % 657 %
d. gpt. Trakte
Lobektomie 10 50,0 % 30,0 % 20,0 % 100 %
Scheinop. 20 160,0 % 0,0 % 0,0 %
Lichtpuls 15 100,0 % g,0 % 0,0 %
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C.2.2.2.

Bei

optisgchen Traktes vollsténdig.
hatten 28 vollstindige,
9 Fliegen war die Operation auf einer Seite

Operation
heiden Seiten.

gelungen,

Aktivitétamuster
cperaticn (a}

(h},

Bei

und Durchtrennen
In beiden F#&llen
verldngert ihr T nach dem Eingriff.

lich der Aktivitdtsspiegel erhdht und

von MUSCA DOMESTICA im RR nach Schein-
beider optischer Trakte
Dleibt die Rhythmik erhalten und
Bei b wird zusdtz-
a:¢ vergrifert.

Hiestologlische Untersuchung

allen einseitig operiertenm Fliegen war die Durchtrennung des

Von den 53 Fliegen mit beidseitiger
richtig plazierte Schnitte auf

aber suf der anderen Seite lag der Schnitt mehr distal.

Die Ubrigen 16 Fliegen hatten auf elner Seite Schnitte durch den

cptischen Trakt oder durch den Lobulakomplex, &auf der anderen

Seite war die Durchtrennung nicht vollstdndig.
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Neurale Verbindungen zwischen Gebirmn und aptischen Ganglien wurden
Nach gelungener Operaticn in keinem der untersuchten Félle wieder
hergestellt.

Bei der Mehrzahl der Fliegen waren die cptischen Gamgllien degene-
rliert, was am \Vorhandenaein von viglen kleinen '"Vakuolen" im
Gewebe zu erkemnen war (Abh. 36, 27). Diese degenerierten Regionen
Yurden normelerweise viel stBrker angefdrbt als der Rest des
Hirngewebes (Abb. 36a,b, 37a). RAuch distale Telle des Protocere-
brums waren in unterachiedlichem AusmaB von der Degeneration he-
troffen (Abh. 3&c, 37c,d), aber niemals wurden "Vakuolen™ in den

pilzki:‘nrpern, im Zemtralkomplex oder im den Antennenloben gefunden.

Cegenerationen in den pptischen Ganglien und manchmal auch im
Protogcerebrum wurden auch beti Fliegen mit Schnitten durch den
LDhulaknmplex (Abb. 36b) wnd bel Fliegen mit wnvollsténdiger
Durchtrennung des optischen Traktes gefunden {(Abbn. 36c).

Die versuchte Lobektomie war in keinem Fall vollsténdig. Teile der
Lamina und manchmal Stiicke des Lobulakomplexes waren noch vorhan-
den. Allerdings hatten sie meist keine Verbindung mit dem Gehirn
und waren stark degeneriert (Abb. 37b).

Abb. 36 (siehe nBchste Seite): Beispiele fiir vekuolisierte Reglo-
nen in den optlischen Ganglien (a, b} und im distalen Be-
reich dee Zentralgehirns (&).

a} Schnitt zwlischen Gehirn ung Lobulekomplex mit tief ge-
férbten aptischen Ganglien. (Tier hlieh rhythmiach.?

B) Schnitt durch den Lobulakomplex. Die tief gef8rbten
aptischen Ganglien 8ind auf beiden Seiten des Schnit-
tes degenerlert. (Tier blieb rhythmisch.)

c) Unvollsténdiger Schnitt mit Degenerationen in Teilen
des Zentralgehirns und der optischen Ganglien. (Tier
wurde arrhythmisch).
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Abb. 36 (Legende siehe 5. 93).
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Abb. 37 (Legende siehe S. S6).
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Abb. 37 (siehe vorige Seite): Histologische Beispiele, die cdle
Korrelation zwischen Lage von degeneriertem Gewebe und
rhythmischem Verhalten illustrieren.

8) Vollsténdiger Schnitt. Die optischen Banglien sind
degeneriert, wdhrend das Zentralgehirn normal er-
scheint. Das Tier war rhythmiech.

b) Lobektomie. Teile der optischen Banglien sind nach
vorhanden, aber degeneriert. Es gibt keine degene-
rierten Regionen 1im Zentralgehirn. Das Tier war
rhythmisch.

c} Wenige groBe Vakuolen nahe der groBen Kommissur. Das
Tier war rhythmlsch,

d} VollstBndiger Schnitt. Die optischen Genglien sind de-
generiert und auch im Zentralgehirn gibt es ausgedehn-
te degenerierte Regionen im ventrolateralen und hin-
teren Protocerebrum. Das Tier war arrhythmisch.

e} Kontrollfliege. FHrbung und fixierung erfolgten sofort
nach der Operation. Keine sichtbare Vakuolenblldunng.

£.2.2.3. Korrelation zwischen postoperativem Verhalten und
histologischem Befund

€8s wurde xeinerlel HKorrelation gefunden zwischen der Lage der
operativen Schnitte und dem Auftreten von Rhythmizit#t (klare und
komplexe Rhythmik) und Arrhythmie (Abb. 38a). Jedoch waren diese
Bktivit&tstypen mit dem Vorhandenseln von Vekuolen im Zentralge-
hirn korreliert (Abb. 38b):

In der Gruppe C)(Abb 38b) mit Vakunlen in beiden laterslen H¥1ften
des Zentralgehirns war der Antell arrhythmischer Fliegen signifi-
kant hiéher als in den anderen Gruppen. Dagegen waremn alle Fliegen
chne Vexuolen im Gehlrngewebe (Bruppe(:) Abb. 38b) rhythmlsch.
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Abb. 38: Prozentualer Anteil von rhythmischen, arrhythmischen
Fliegen und solchen mit komplexer Rhythmik in Abh&ngig-
keit von:

a) Der Lage des Schnittes unterhalb des Diagramms ge-
zeigt: bis Schnitte.ebLuhektumie).

b) Dem Grad der Degeneration (die degenerierten Regionen
sind schwarz markiert).

Die Anzahl der Versuchstiere ist jeweils Uiber den S&ulen
angegeben. Die S#ule ganz rechts zeigt die Summe aller
Tiere.

Betrachtet man alle arrhythmischen Fliegen fiir sich, so zeigt
sich, daB 65 % von ihnen Degenerationen auf beiden Seiten des
Zentralgehirns haben. 30 % der arrhythmischen Fliegen haben keine
degenerierten Bereiche im Zentralgehirn. Jedoch waren alle diese
Fliegen extrem hyperaktiv (vgl. Abb. 43d), was das Erkennen einer
eventuell vorhandenen Rhythmik schwierig macht.

Auch einige nach der Operation rhythmische Fliegen hatten vakuo-
lisierte Bereiche im Zentralgehirn. Jedoch waren die degenerierten
Regionen kleiner als bei arrhythmischen Fliegen und kamen nie in

beiden Gehirnhdlften gleichzeitig vor. Meistens lagen sie genau
zZwischen ventrolateralem und hinterem Protocerebrum (Abb. 37c).
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C.2.2.4. Charakteristika der postoperstiven Rhythmen

Nach Durchtrennen der optischen Trakte wurden 25 der rhythmischen
Fliegen lang genug registriert, um ihre postoperativen Rhythmen
genaueTr zu untersuchen. Dies beinhaltete die Bestimmung und den
Vergleich von pré- und postoperativen Periocdenléngen (Tahelle 13}
und der Phase der Rhythmen.

Fast alle Fliegen verl&ngerten ihre Periode nach der Operation
{Abb 39). Das wurde allerdings auch bei scheinpoperierten eder nur
"belichteten" Fliegen gefunden (Abb. 40). Dle Periodenverldngerunyg
war signifikant (ae'= 0,01; Wilcoxon-Test).

Tabelle 13

BndeTungen in der Periodenl#nge nach Durchtrennung der optischen
Trakte, Lohektomie, Scheinoperstion und Lichtpulsen.

var nach Differenz
n Behandlung Behandlung
{Stunden) (Stunden) (Stunden)

Durchtrennung
der optischen| 20| 24,9 + 0,16 25,6 + 0,14 0,66 + 0,11

Trakte

Lobek tamie 3]124,8 » 0,48 26,0 + 0,45 1,23 + 0,07
Scheingp. 20 1 25,3 + 0,18 25,6 + 0,10 0,31 + 0,13
Lichtpuls 15 [ 25,0 ¢ 0,23 25,3 ¢ 0,23 0,32 + 0,05
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Abb. 39: Ubereinandergezeichnete Periodogramme aller Fliegen mit
durchtrennten aptischen Trakten vor und nach der Opera-
tion. Die gefundenen Periocdenl#ngen sind am oheren Rand
der Diagramme mit Strighen markiert.

Abb. 40 (siehe nschste Seite): {bereinandergezeichrete Periodo-
gramme ( jeweils vor und nach Behandlung) von scheinope-
rierten Tieren {(a) und Tieren, denen ein finfmindtiger
tichtpuls (6x10% lux) gegeben wurde (h).
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Zusdtzlich bewirkten alle Behandlungen eine betr#chtliche Phasen-

verschiebung.

Die Anderung in der Perilodenldnge war weder mit der circadianen
Zeit, zu der der Eingriff durchgefiihrt wurde, korreliert noch mit
Richtung (delay oder advance) oder Betrag der Phasenverschiebung,
die durch die Behandlung bewirkt wurden. £Es gab eine leichte
Tendenz bel Fliegen mit kiirzeren Periodenldngen, cdiese nach den
Dperationen st#rker zu verléngerns als solche mit léngeren T'a
(Spearman-Rank-Korrelations-Kaeffizient 5 = 0,5).

Die beobachteten Phasenverschiebungen waren abbh#ngig von der cir-
cadianen Zeit, zu der die Stiirung erfalgte (Abb. &41). Es wurde
kein Unterschied zwischen operierten, scheinoperierten und nur
belichteten Fliegen gefunmden. Da Licht der einzige gemeinsame
Faktor bet allen Behandlungen war, sind die becbachteten Phagen-
verschiebungen Reaktlonen auf das Licht. Abb. 41 stellt folgiich
Rine Phasenresponasekurve von MUSCA DOMESTICA auf 5 Minuten
Sttirlicht wvon 6x104% lux dar.

12 N & Operation
a Scheinoperation
L . ® Lichtpuls
'
g ot
o
3 a
-~ © r
s s
) a
- 4 a 2a
@ .
c
2 - 4 s
4 A
£ oh 2 - . a S
] P . a
5 L a
& -4+ a * 2 : Wt
a & s .
= rF Y '.
. a a
'g 8r 2
- a
= ‘DA &
- 4 &
-12 + -
A 1 i L 1 1 L 1 1 1 L 1 A
0 & 8 12 16 20 2%
cT

Abb. 41; Phasenresponse auf finfminiitiges WeiBlicht (Ex10% lux).

Operierte (Durchtremnung der optlschen Trakte oader Lob-
ektomie), scheinoperierte und picht operierte Fdlle sind
durch verschiedene Symbole wiedergegeben.
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C.2.3. Laufaktivitdt von operierten Fliegen im LD

Un zy testen, ob Fliegen mit durchtremnten optischen Trakten noch
auf einmen Licht-Dunkel-Wechsel reagieren k#nnen, wurde die Lauf-

aktivitat im LD 12:12 bei 40 lux in der Lichtphase registriert.

Alle Fliegen wurden synchronisiert (Abb. 42). Jedoch war bei den
Fliegen, deren cptische Trakte vollstdndig durchtrennt waren, die
Aktivit#t mit dem LD suBer Phase. Sie begann wdhrend der zweiten
H&lfte der Lichtphase und dauerte bis "Mitternacht" an (Abb. 43,
44). Der Phasenwinkel zwischen Licht-an und Aktivitdtsbeginn be-
trug in vielen F#llen genau 6 Stunden. Abb. &4b zeigt eine Fliege,
bei der der Licht-Dunkel-Wlechsel vor der Operation um 6 Stunden
vorverschoben wurde. Nech der Operation verlagerte sich die Akti-
vitidt nach hinten, als ob der LD wieder um & Stunden nach hinten
verschoben worden wire.

Andere Fliegen waren nach der Operation invers aktiv, d.h. dun-
kelaktiv.

Bemerkenswert 1at, daf alle Fliegen synchronisiert wurden, auch
solche, die vorher im AR arrhythmisch (Abb. 43c) oder hyperaktiwv
(Abb. 43d) waren. Einige der hyperaktiven Fliegen waren nach Ende
des LD im folgenden RR wieder rhythmisch (Abb. 45).
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Abo. 42: Synchronisation von blinden Fliegen im LD (40 lux). ODie
PFericdogramme der Einzeltiere wurden {bereinander ge-
zeichnet. Das mittlere Diagramm zeigt die Periodenl¥ngen
nach der Operation im RR. Im unteren Diagramm liegen sie
alle pei 26 S5td, was Synchronisatien auf den LD anzeigt.
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Pra- wund peostoperative AktivitAtsmuster von ingividuel-
len Fliegen im RA und im LL (72:12). Zeitpunxt und Art
der Operation ist durch Y% (Durchtrennung oer optischen
Trakte) und @ (Lobektomie) angegeben.

a) Klare Rhythmik nach Lobektomie (). Synchronisatian
durch LD at dem 20. Tag mit Rktivitatsbeginn in cer
Mitte der Lichtphase wund Aktivitdtsende mach Mitter-
nacht.

b) Komplexe fnythmik nach Durchtrennen der optischen
Trakte (#). Synchronisation curch LD ab dem 2B, Tag
mit &hnlicher Phasernlage wie a).

c) Arrhythmie nach Durchtrennen der optischen Trakte (W)
Synchranisation durchlLDab dem 23. Tag. Der Axtivi-
tdtsbeglinn ist wiederum verzigert.

d) Hyperaktivit#t nach Lobektomie (@ ). Synchronisation
durch LD ab dem 18, Tag.
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C.2.4. Verhalten im LD nach Abdecken von HKomplexaugen, QOcellen
oder beidem

Durch Abdecken der Ocellen wurde die Aktivit#t der Fliegen 1in

keiner Weise beeinfluBt. Sie blieb wie vorher synchronisiert (Abb.
4ea),

Nach Abdecken der Komplexaugen wurden die Fliegen erst in der
Zweiten Halfte der Lichtphase aktiv. Im Gegensatz zu den Fliegen
mit durchtrennten optischen Trakten stoppte die Aktivitdt bei 40
lux jedoch sofaort mit Licht-aus. Uurde die Lichtintensit&dt auf 1
lux herabgesetzt, dehnten die Fliegen ihre Aktivitd3tszeit in die
Dunkelphase hinein aus und verhielten sich demit wie die operier-
ten Fliegen bei 40 lux (Abb. LGb).

Bei 14 Fliegen wurde versucht, Komplexsugen wund Ocellen sbzudek-
ken. Die spitere Kontrolle auf Dichtheit der Abdeckung ergab, daB
nur bel wvier Fliegen die Abdeckhng vollsténdlig war. Von 1lhnen
zeigten drei Frellauf {Abh. 47). Alle snderen waren so synchroni-

siert wie nach Abdeckung der Komplexaugen allein.
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abgedeckt wurden (MY,
tdtsmuster zu haben.

Fliege, deren Komplexaugen (am 9. Tag)
Wachs abgedeckt wurden (Q).
einige Stunden
Bei Absenken der Lichtintensitit auf
B lux dehnt sie sich in die Dunkelphase aus,

Aktivityt
zuvor mit L-aus.

ohne EinfluB

nach L-an,

1 lux noch verstdrkt wird.
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Abb. 47: Freilsuf im LD nach Abdecken von Komplexsugen und Ocel-
len.
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C.3 Diskussaion

C.3.1. Charakteristika der Laufektivitétsrhythmlik von
MUSCA OOMESTICA

C.3.1.1. Verhalten im RR

Im VYergleich zu DROSOPHILA (Helfrich und Engelmann, 1983) zeichnet
sich MUSCA im allgemeinen durch eine gehr ausgeprdgte Rhythmik
aus. Aktivitdts- und Ruhephasen sind deutlich gegeneinander abge-
setzt und machen die Beurteilung des Aktivitatsmusters leicht.
Lediglieh nach sehr langer Registrierzeit (lber sechs Wochen) und
kurz vor dem Tod der Tiere wurde das Aktivit#tsmuster manchmal
verschugmmener, und es tret Hyperaktivit&t auf. Diese Erscheinun-
gen sind els Alterseffekte mnzusehen. fAbmnliche Bepbachtungen wur-
den neben versachiedenen SHugern bel DROSOPHILA (Mack, 1980) und
AEDES (Nayar und Sauermann, 1971) gemacht.

Ser Antell rhythmischer, bzw. arrhythmischer Fliegen und solcher
mit komplexer Rhythmik 1st bei MUSCAR &hplich wie beim Wildtyp von
DROSOPHILA.

Ungeféhr die HB1Fte der Tiere mit komplexer Rhythmik zelgt zwel
Komponenten glelchzeitig. Damit liegt der Anteil dleser Fllegen
etwas hBher als pei DROSOPHILA (WTg).

Auff#llig ist, deB die metsten Fliegen mit deutlicher Rhythmik
streng genommen ebenfalls zwei Kompenenten zeigen, die zeitlich
sufeinanderfoigen. ZunBchst war die Periodenlénge <24 5td., dann
verlingerte sle sich und war =24 Std. Dles 1st &ln Hinweis flr
eine Beteiligung wvon zwei Kompanenten, selbst bei Fliegen wmit
deutllcher Rhythmik.

Die Periodenverl#ngerung k#nnte aber auch vom Alter der Fliegen
abhdngen. Alterseffekte dieser Art wurden fir Nager besechrieben
(Pittendrigh und Daan, 1976 8). Hier nabm T systematisch im Alter
ab, Jjedoch betrug der maximale Unterschied in der Perlodenldnge
0,6 5Std. Bei MUSCA betrigt der Unterschied durchsachnittlich
1,5 S5td.

Wern der Ubergang von kurzer zu langer Pericdenlsinge beli MUSCA vom
Lebensalter abhinge, mUBten alle #lteren Tiere, die in den Versuch
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genommen wurden, hereits von Anfang zn die l3ngere Periodenlinge
zeigen. Dies war jedoeh nicht der Fall. Die Anderung in der Perio-
denl8nge erfolgte immer eine gewisse Zeit nach dem Ubergang in RR.
Deshalb liegt der Periodenverlédngerung eher eine fnderung im cir-
cadianen System zugrunde, die ven der Zeit des VYerweilens in

Dauerbedinmgungen abhé@ngt und ganz unabhinglg vom Lebensalter ist.

Bhnliche Beobachtungen wurden bei den Fliegen PHORMIA TERRAENOVAE
(Szint-Paul und Aschoff,1979; Aschaff und Saint-Paul,1982) und
CALLIPHORA STYGIA (Waddel, 1984) gemacht.

Die Periodenlé&ngen der beiden zeitlich asufeipanderfolgenden Hom-
ponenten saind mit T4 = 23,1 Std.umed T = 24,7 Std. etwas ver-
schieden von T4 = 21,9 S5td. und T2 = 25,4 Std. der Fliegen, die
Zwei Homponenten gleichzeitig zeigen. Die Differenz zwischen der
kurzen und langen Ferlodenlfinge ist bei den letzteren gréBer.

Dies ist zu erwarten, wenn man annimmt, da8 bei den Fliegen mit
komplexer Rhythmik beide Komponanten vonelnander entkoppelt sind
und jeweils ihre spezifische PeriodenlBnge auspr#gen. Bei den
Fliegen, die beide Komponenten zeitlich getrennt voneinander aus-
pridgen, bleiben sie dagegen stets gekoppelt. Das System ist jedoch
sp variabel, daB einmel die einme und einmal die aendere dominiert.
Da beide miteinander in Wechselwirkung stehen, kommt nie die

Periodenldnge einer Komponente voll zur Ausprégung.

Die Anderung der Pericdenléinge kann also auf die gegenseitige
Wechselwirkung eines Zwel-Komponentensystems, welches die Laufak-
tivitht kantrolliert, zuriickgefihrt werden.

Auch die biphasische Aktivit3t von Fliegen kann so erkl#rt werden.
Hier wdren die beiden Komponenten gekoppelt, aber leicht auBer

Phase (vgl. Zwei-Oszillatorenmodell von Wiedenmann, 19807 .

Da es bel MUSCA nehen Fliegen mit 2zwei Xomponenten auch solche mit
mehreren %amponenten gibt, ist anzunehmen, dsB des circadlane
System wie bei DROSOPHILA (Helfrich und Engelmann, 1983) aus
vielen Einzeloszillatoren besteht, die jedoch zu zwel (bergeord-
neten Gruppen zusammengefaBt seind. Ganz #hnliche (berlegungen
wurden zur Erkl#rung des MUSCA &dhnelnden Aktivitltsmusters von



CALLIPHORA STYGIA herangezogen (Waddel, 1984},

C.3.1.2. Verhalten im OD und LL

Im DD war T etwas kiirzer als Iim RR. Oies steht im Einklang mlt
Bepbachtungen van Mack (1980) an DRDSOPHILA und von Waddel (1984)
an CALLIPHORA.

Das Verhalten wvon MUSEA im LL ist #hnlich dem anderer Dipteren
(Mack, 1980; UWaddel, 195#) und unterscheldet sich damit von dem
anderer Insekten. Wéhrend bel diesen die circadiane Rhythmik beil
hdheren Intensitéten allmBhlileh eusddmpft, wird MUSCA hereits bel
sehr niedrigen Lichtintensitdten arrtythmisch und hyperaktiv. 5o
waren bei 1,8 lux berelts 81,3 % der Fliegen arrhythmisch. Gut die
HElfte davon war hypersktiv. Dles atimmt mit Beobachtungen von
Tsutsumi (1973) Oberelin.

Ea scheint elne kaussle Verbindung zwischen Licht und Aktivit#dt zu
bestehen. Man k&nnte fast vermuten, daB Licht elnen Maskiereffekt
auf die Laufaktivititsrhythmik ausibt (Trumen, 1972), wdhrend des
zugrundeliegende circadiane System freilduft: Im Licht wird immer
dis Mbglichkelt, aktiv zu seln, wahrgenommen.

Um dies zu testen, wurden Versuche mit noch niedrigeren Lichtin-
tensit8ten gemacht. Der Maskiereffekt sollte bel elner kritischen
Intensitd#t wverschwinden und die tatsdchliche Rhythmlk erkennbar
sein. Dies war auch der Fall, Jjedoch war die Rhythmik nicht, wie
erwartet, deutlich, sondern es traten signifikant mehr Tiere mit
komplexer Rhythmik auf als im RR.

Paa circadiane System von MUSCA acheint also im LL weniger stabil
zu sein els im RR und hBufiger ip seine Elnzelkomponenten aufzu-
spalten. Diese beobachteten Anderungen im Aktivit#tsmuster k&nnen
nicht allein auf einen Maskiereffekt des Lichtes zurilickgefihrt
werden. Dieser mag sicher bei der erhiihten Aktivit#t der Tiere
mitspielen, aber das Auftreten von mehreren Kamponenten lliegt eher

im circadianen System selbst.

Das Licht hat demnach zwel voneinander unabhidnglige Wirkungen:
Erstens erhidht es den Aktivit#tsspiegel und zweltens hat ea eine
destablilisierende Wirkung auf das circadiane System.
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Die destebilisierende Wirkung ki@nnte auf einer 3chwichung der
Kopplung zwischen den (Oszillatorgruppen {bzw. Einzeloszillatoren)
beruhen.

Bei berabgesetzter Kepplung sollte es zundchst (bevor die Einzel-
oszillatoren entkoppeln) zu Periodenléngenverd&nderungen kommen
(Enrtight, 1980: Christensen und Lewis, 1982: 1983)., Dies wurde
tatsiachlich bectbachte t: War im LL noch eine deutliche Rhythmik zu
2rkennen, so schuwankte deren T in der Regel, auBerdem unterschied
sich T L signifikent von TRA. Die meisten Fliegen verldngerten
Tim LL. Dies steht im Einklang mit Befunden an DROSOPHILA (Mack,
1980) und CALLIPHORA {(lWaddel, 1984) und widerspricht der Aschoff -
Regel.

Eipige Fliegen wverkirzten 7 jedoch im LL.

Eine herabgesetzte HKopplung zwischen Einzeloszillatoren wiirde
demnach bel den meisten Fliegen eine Periodenverl#ingerung bewir-
ken und bei wenigen eine Periodenverkidrzung zur Folge haben. Das
Licht kBnnte natidrlich such die St#rke der Dszillatorgruppen (oder
Einzeloszilletoren) #ndern. Bei den meisten Fieren wiirde dann im
LL die Komponente mit langem T verstdrkt, bei den anderen die mit

kurzem T,

LHBt man alle Spekulationen beiseite, bleibt elnes:
Die Beobachtungen lassen sich leichter mit elmem Dszilletorsystem,
das aus mehreren £inzelkomponenten bestebt, erkléren, als mit

einem einzigen Pacemaker, der die LaufaktivitHtsrhytbmik steuert.

Die im LL gehduft auftretende Arrhythmie w#re dann dle Falge veon
entkoppeliten, ssynchron schwingenden Einzeloszillatoren und nicht

auf einen einzigen stillatehenden Pacemaker zuriickzufihren.

Die experimentelle Unterscheidung erscheint jedoch schuwierig. denn
beide Systeme wlirden sich nach dem (bergang wvon LL in RR gleich

verhalten:

- Der Pacemaker wird durch L-gus wieder in Gang gesetzt unc hat
stets die gleiche charakteristische Phasenbeziehung zum L-8us.

- Die asynchron schwingenden tinzeloszillatoren werden durch (-
aus wieder synchronisiert und der daraus tesultierende Rhythmus
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spllte wlederum beil allen Fliegen die gleiche Phaserbeziehung

zum L-aus haben.

Tatsachlich hatte cie Rhythmik aller im LL arrhythmischen Fliegen
im fpolgenden RR die gleiche Phasenbeziehung zu L-aus.

Pagegen verursachte der Wechsel wvaon LL in RR bei Fliegen mit
deutlicher Rhythmik im LL keine Phasenverschiebungen. Nur die

Peripdenl&nge und eventuell das AktivitBtsmuster wurden verindert.

C.3.1.3. Verhalten Im LD und in Temperaturzyklen

MUSCA DOMESTICA 1ist tagektiv und frihbere Heobachtungen zeigten im
LD entweder ein unimpdelesa oder ein bimodales Aktivitdtsmuster
{(Parker, 1962; Tsutsumi, 1973). Bel den Frellandversuchen van
Parker hatten nur die mHnnlichen Tiere ein bimodsles Aktivitdts-
muster, die weiblichen zeigten einen einzigen Aktivit#tsgipfel.
Ein solcher geschlechtsbedingter Unterachled wurde in den hier ge-
machten Versuchen nicht gefunden. Dies kdnnte an den unterschied-
lichen Versuchsbedingungen liegen.

Pie meisten Fliegen {(~85 %) hatten im LD ein unimodales Aktivi-
tétsmuster, wobel die Aktivit#t in der Regel mit L-an begann und
mit t-aus stoppte. Die iibrigen Fliegen (~15 %) zeigten Bimodall-
tdt, jedoch nie so ausgeprdgt wie DROSOPHILA.

Dies gilt flir Lichtintensitdten von 40 bis 4 lux. Bel Herehsenken
der Lichtintensit#t auf 3Ix10-3 lux weren alle Fliegen unimodal
aktiv, wohei des Aktivit#tsband schmaler wurde. Melstens fehlte
die Aktivit#t nech L-an. AuBerdem war h#ufig nur ein Tell der
Aktivit#dt synchronisiert, w#hrend der andere freilief. Dies kdnnte
wieder auf die Beteiligumg von zwel HKomponenten am circedianen
System hindeuten:

Eine sehr lichtempfindliche Komponente, die fir die Aktivitat
gegen Ende der Lichtperiode verantwortlich ist und wehrscheinlich
ein T <24 Std. het und eine weniger lichtempfindliche Komponente,
die cie Aktivit#t unmittelbar nach L-an steuert und sich bel
niegriger Lichtintensit#t nach hinten verschiebt, wohei sie mit
der Abendkamponente verschmilzt und schlieBlich mit T =>24 5td.
freilduft,
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Damit ergeben sich gewisse Parallelitéten mit dem "morning" wund

"evening" - Oszillatormodell fiir nachtaktive S&uger {Flttendrigh
und Daan, 976 b):

"Morning" und "evening" - DOszillator reagieren unterschiedlich auf
Lickt: Die Periodenlfnge des "morning" - Oszillators (= Abend-
Usziliator eines tagaktiven Tieres) ist p 24 Std. und wird bei
zunehmender Lichtintensit#t verkilirzt, die des "evening" - Oszilla-

tors (= Morgen-Oszillator eines tagaktiven Tieres) 1{st dagegen

> 24 S5td. und wird im LL verldngert.

Ahnliches kidnnte bei MUSCA gelten. Im LD wirde der Abend-Oszllila-
tor dominieren, wihrend unter Freilaufbedingungen normalerweise
der Morgen- Oszillator die Oberhand behdlt. Er wird im LL verldn-
gert, was bei den meisten Tieren begbachtet wurde. In den selte-
neren F#llen, bei demen T Im LL wverkirzt wird, k8nnte dles auf
einen stidrkeren Abendoszillator zurlickzufihren gein, der sich im
LL verkidrzt.

Yergleicht man die Synehranisation im LD (4 - 40 lux) mit der
durch Temperaturzykien, so f#1lt auf, daB die Temperatur kein sa
starker Zeitgeber zu sein scheint wie das Licht.

Die Tiere waren zwar bevorzugt in der Warmperioede aktiv, aber auch
in der Kaltperiode trat noch viel Aktivitdt auf. AuBerdem gab es
manchmal unterschwellig freilaufende Komponenten, und es dauerte
sehr lange, bis Synchromrisation eintrat, wenn die Fliegem anfangs
aufer Phase mit gem Temperaturzyklus waren. Manche Fliegen wurden
Gberhaupt nicht synchronisiert. Dagegen erfolgte die Synchronisa-
tion auf einen LD wie bei DROSOPHILA ahne nennenswerte Transients
und eelbst bel 3x10-3 lux waren alle Fliegen zumindest zeltweise

synchronisiert.

C.3.2. Laufaktivitét von operierten Fliegen

C.3.2.1. Bedeutung der optischen Ganglien Flir die Laufaktlvitdts-
rhythmik von MUSCA DOMESTICA

Bei DROSOPHILA scheinen cie optischen Ganglien fir die Rhythmik
entbehrlich zu sein. Da die Mutanten jedoch noch geringe Reste der

aptischen Ganglien besitzen, ist diese Ausgsage nicht ganz selcher.
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Die Operstionen bei MUSCA wurden durchgefihrt, um endgiltig zu
kldren, ob die optischen Genglien notwendig zum Aufrechterhalten

der Laufaktivitdtsrhythmik sind.

Dies ist sicherlich nicht der fall. Da 50 % der Fliegen mit voll=-
atdndig durchtrennten cptischen Trakten klare postoperative Rhyth-
men haben, 1st es sehr unwahrscheinlich, dal die Pacemaker fir die
Laufaktivitdtschythmik in den optischen Ganglien liegen. Mit Si-
cherheit ist die Rhythmizit&t nicht auf neurale Verbindungen zwi-
schen den optischen Ganglien und dem Zentralgehirn angewiesen, wie
esa bei Schaben (Page, 1983) und Grillen (Tomioke und Chiba, 1984)
der Fall ist.

Da die optleschen Ganglien neurosekretorische Zellen enthalten
(KBpf, 1957; Thoamsen, 1965; Rensing, 1966 a; vgl. mit Ergebnissen
tel DROSOPHILA), kann eine humorale Verbindung nicht susgeschlos-
gen werden. Deshalh wurde Lobektomie versucht. Wiederum waren 50 %
der Tiere nach der Operstion noch rhythmisech. Leider war die
Lobektomie nie wvollsténdig. Teile der optischen EGanglien weren
stets noch vorhanden. Allerdings waren diese stark degeneriert,
und es ist kaum vorstellbar, daB sie noch funktionsfdhige neuro-
sekretorische Zellen enthielten. 5o konnten die betreffenden neu-
rosekretorischen Zellen nach Durchtrennen der coptiachen Trakte mit
Faraldehydfuchsin nicht nachgewiesen werden, w8hrend dies bei
nicht operierten Fliegen gelang {(Helfrich und Cymborowski, unver-
Bffentlicht). Es 1ist anzunehmen, daB sie durch die Operatlon

zerstiirt wurden.

Cie Pacemaker fiir die Leufektivitditerhythmik scheinen also im
Zentralgehirn zu liegen.

Um sie n#her zu lokalisieren, wurde versucht, des postoperative
Verhalten der Fliegen mit der Histologie des fehirns zu korrelie-
ren. Die meisten arrhythmischen Fllegen hatten "vakuolisierte"
Regiocnen im Zentrelgehirn. Jedoch war eine genauere Einengung der
fir die Rhythmik wichtigen Regionen nicht midglich, oe die Degene-
rationen in ihrer Lage sehr variabel waren. Wahrscheinlich sind
sie eher auf eine ZerstBrung des Tracheensystems zuriickzufihren
als auf die Durchtrennung der optischen Trakte selbst. Je nechdem,

welche Tracheen getroffen wurden, onnten unterschigdliche Ge-
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hirnbereiche nicht mehr mit Sauerstoff versorgt werden und degene-
rierten. Das kdnnte auch erkldren, warum manche Fliegen mit un-
vollsténdigen Schnitten und sogar ein scheinoperiertes Tier dege-
nerierte Regioner aufuwiesen. Ebensc kann die Zerst@irung von Teilen
des Tracheensystems Regenerationen der optischen Trakte verhindert
haben. Regeneration der Verbkindungen zwischen opptischen Ganglien
und dem Zentralgehirn wurden bhei Schaben (Page, 1883) und Grillen
(Temioka und Chiba, 71984) heobachtet, bei MUSCA jedoch nie.

Um sicher zu gehen, daB die F&rbe- und Fixierprozeduren nicht die
Uirsache der beobachteten Vekuolen waren, wurden Gehirne safart
nach der Durchtrennung beider optischer Trakte der gleichen 8e-
handlung unterzogen. Vakyalisierte Regionen wurden bei ihnen
nicht beobachtet. Oeshalb dGrften die VYakuglen tatsi#chlich auf
Pegenerationen zurilckzufihren sein, die 1m Laufe der Zeit nach der

Dperation erfolgten.

Bhnlich wie bei{ CROSCPHILA sind die optischen Ganglien bei MUSCA
nicht der Sitz van Pacemzkern, aber anscheinend splelen sie den-
noch eine Rolle im circadianen System der Fliegen. Diese SchluB-
folgerung baslert auf puastoperativen Ver#nderungen im Verhalten

von operierten Stubenfliegen:

~ Es tritt komplexe Rhythmik auf,
- die Pericde wird linger,
- der Aktivitdtsspiegel wird erhiiht.

Auftreten von komplexer Rhythmik nach der Operatlon

Das postoperative Aktivitdtsmuster einiger Fliegen war aus mehre-
ren Kompeonenten zusammengesetzt. Im Gegenaatz zu DROSOPHILA waren
jedoeh nur selten genau 2wei Komponenten - eine mit langer und
eine mit kurzer Feriodenlé@nge - zu erkennen. Dle Pericdogrammana-
lyse ergab zwei bis vier Rhythmen und die optische Begurteilung war
wesentlich schwieriger als bel DROSOPHILA. Das lag zum Tell an der
hohen pastoperativen Aktivitdt, die die vorhandene Rhythmik wver-
2chleierte.

Trotz alldem unterstiitzt das Auftreten mehrerer Kompenenten die
Hypothese, daB die Laufaktivit#t von mehren Oszillatoren gesteuert
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wird und daB die optischen Garglien eine Rolle ir der Kapplung

zwischen ihnen spielen,

Peripdenverléngerung

Peripdenverl#ngerungen wurden nach aillen operativen Eingriffen
gefunden.

Bel lobektomierten Fliegen war die Periodenverl#dngerung (+ 1,23
Std.) fast doppelt 9o groB wie bei Fliegen mit durchtrennten
optischen Trakten, und diese war wiederum deoppelt so groB wie die
durch Scheinoperationen hervorgerufene Periodenverldngerung (+
0,66 S5td.). Es scheint alsp eine leichte Korrelation zwlschen dem
AusmaB der Zerstdrung und der Periocdenverlé#ngerung zu bestehen.
Jedoch waren diese Unterachiede statistisch nicht signifikant.
AyBerdem wurden Periodenverl#ngerungen sogar nach Lichtpulsen
beobachtet (+ 0,32 Std.).

Aschoff (1979) fand bei Vertebraten Periodenver#nderungen nach
Lichtpulsen., Die Periode wurde nach Lichtpulsen, die "delays"
hervorriefen, verl#éngert, und bei solchen, die “advances" bewirk-
ten, verkiirzt. Im Falle von MUSCA wurde die Pericde unabhingig
davon, ob die S5tbrungen "delays" oder "advances”™ bewirkten, stets
verliangert.

Page et al. (1977) Ffanden Perlodenverl#ngerung nach Zerstéirung
elner Lobula. Sie erkldrten dies mit der gegenseitigen Kopplung
belder in den Lobulae liegenden Pacemaker. Die Periodenliénge der
beiden gekoppelten Pecemaker sollte kiirzer sein, als die der
beiden Einzelpecemaker.

Die optischen Genhglien k8nnten eine Rolle in der Kopplung von
Dszillatoren spielen, die im Gehirn liegen, wie hereits fdr DROSO-
PHILA diekutiert wurde. Allerdings miBte dann die Kopplung bereits
durch Lichtpulse geschulicht werden, da auch nach Lichtpulsen Pe-

riodenverl&ngerungen auftraten.
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Anatieg des AktivitHtsspiegels

Der Aktivitdtsspiegel war bei operierten Fliegen signifikant
erhiht, wihrend nach Scheinoperationen keine erhihten Aktivitéts-

spiegel auftraten.

Ein Aktivitdtsanstieg wurde bei mehreren Insektenarten nach ver-
schiedenen opperativen Eingriffen Dpeobachtet (Brady, 1967 a, b;
Nishiitsutsuji-uwoe und Pittendrigh, 1368 b: Cymborowski, 1973).
Bei Grillen schien eine St&rung der normalen Funktion von meuro-
sekretorischen Zellen dafiir verantwortlich zu seir (Cymborowski,
1983). Neurosekretorische Produkte hasben auch bei anderen Arten
einen entscheidenden EinfluB auf den Aktivitdtsspiegel (Haeskell
und Moorhouse, 1963; ®Brady 1967 a). Hei PERIPLANETA AMERICANA
vermindern Extrakte aus der Corpors cardisca nicht nur die Lauf-
aktivitdt, sandern ea konnte durch sie auch deutlich die spontane
elektriache Aktivit#t isolierter Nervenstrénge in vitro herahge-
setzt werden ({zbas und Hndgson, 1958). Die Corpora cardiaca
gelten als Speicherorgane fir Neurosekrete aus der Pars interce-
rebralis (Scharrer, 1952).

Es 1ist mbglich, da8 bei MUSCA die Durchtrennung der optischen
Trakte eine Stérung im neurosekretorischen System bewirkte, wo-

gurch der hemmende EinfluB der Neurosekrete wegfiel.

Andererseits haben die optischen Ganglien Verbindung zu den Pllz-
kiirpern {8rady, 1971): Von der Medulle ziehen Nerven zur Celyx und
vom Lobulakomplex zum - und -Lobus der Pilzkdrper. Die Pilzkir-
per wiederum innervieren Unterschlundganglion und Zentralkomplex.
Nach Roeder (1967) und Huber (1965) haben Unterschlundgsnglicn und
Zentralkomplex einen erregernden EinfluB auf die Bewegungsaktivi-
tdt. Beide werden von den Pilzkdrpern gehemmt. Oie optischen
Ganglien kinnten alsp die Aktivitdt lber die Pilzkdrper steuern
(Brady, 1971). F&llt die Innmervation der Pilzxdrper durch dle
optischen Ganglien (nach Durchtrennung der optischen Trakte)} weg,
haben diese keinen hemmenden £influB mehr auf Unterschlundganglion

und Zentralkamplex. Die Tiere wdren folglich hyperaktiv.

Db eine dieser peiden Erkl#rungsmbglichkeliten flir die Hyperaktl-
vitdt ricntig 1st, und wenn ja, welche, kann nur durch weitere
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Experiments geklért werden.

Hyperaktivitit ist nmicht mit Arrhythmie gleichzusetzen. In vielen
Fallen hat es den Anschein, als ob eine vorhandene Rhythmik dureh
die Hyperaktivitdt verdeckt wird. Hinweise daraufhin geben hyper-
aktive Tiere, die durch einen LD sypchrorisiert wurden und an-
achlieBend eine deutliche Rhythmik zeigten. Es 1st durchaus
mBglich, daB nach ldngerer Zeit die Pilzkéirper oder die neurosek-
retorischen Zellen ihre hemmende Funktion wieder esufnehmen. Sicher
zu erwarten ist dies bei den einseitig operierten Tieren, da hier
eine Gehirnh8ifte noch funktionsféhig ist. Bel diesen wurde eine
Abnehme der Aktivit#t nach ldngerer Zeit such am h#uflgsten heoba-
chtet.

C.3.2.2. Fotorezeption und Synchronisation bei blinden Fliegen

Im Gegengetz zu DROSOPHILA PSEUDOOBSCURA (Meck, 1980) scheint das
circediane System von MUSCA sehr lichtempfindlich zu sein:

Nach eimem finfmiplitigen WeiBlichtpuls wurden Phasenverschlebungen
von bis zu 12 Stunden gefunden, sowohl "“delays" als such "advan-
ces". Eine vaorl#uflge Phasenresponsekurve ist in Abb. 40 darge-
atellt.

Wie bereits beachrieben, sind die Tiere im LD wlhrend der Licht-
phase aktiv und ihr Aktivitdtsbend kinnte seus zwei HKomponenten
zusammengesetzt seln: elner weniger lichtempfindlichen Kamponente,
die den ersten Tell der Aktivit#t bildet, und einer sehr lichtem-
pfindlichen Komponente, die den zweiten Teil der Aktlvit#t bildet
{vgl. "Werhalten im LD" C.3.1.3.}.

Um AufschluB iiber die Fatorezeptoren fir die Laufesktivititsrhyth-
mik zu bekommen, wurden Ocellen, Komplexaugen oder beides mit
schwarzem UWachs abgedeckt. Bei Abdecken von Ocellen und Homplex-
augen zeigten oie Tiere, deren Abdeckung vollstHdndlg und dick
gerug war, Freilauf. Dles zeigt erstens, daB die Synchronisation
nicht durch Strahlungswirme des tichtes erfolgte und zweliens, daB

cie Fotorezeptaoren im Kopf liegen.



Bei Abdecken der Oecelien #nderte sich das Synchronisationsmuster
nicht. Damit sind die Gcellen wie bei ORODSORPHILA fir die Synchro-

nisation unbedeutend.

Bel Abdecken der Kaomplexaugen verschwand der Aktivitdtsteil nach
L-an, der zweite Aktivit#dtsteil blieb synchronisiert. Das Verhal-
ten der Fliegen stimm:t =pmit mit dem von normalen Fliegen in senr
schwachem LD iherein: Die weniger lichtempfindliche WKompo-

nente verschwindet, die andere bleibt.

Gleichzeitig bedeutet dies, dafl die Komplexsugen nicht die ent-
scheidenden Fotorezeptoren fiir die Laufaktivitdtsrhythmik sind.
Sie schelinen jedoch tLicht zu elnem Foturezeptor im Zentralgehirn
zi leiten und so die Lichtmenge, die suf ihn trifft, zu erhidhen.
Die fir den Aktivitidtsteil nach L-en verantwortliche Komponente
scheint dieses zus3tzliche Licht zur Synchronisation zu bendtigen.

Das Verhalten von operierten Fliegen im LO fidhrt zum gleichen
Ergebnis.

Operierte Fllegen mit vollst#ndig durchtrenntem optiachen Trakten
begannen mit ihrer Aktivitdt um die Mittagszeit, wie die Fliegen
mit abgedeckten Komplexaugen. Sie dehnten die Aktivitit jedoch in
die Dunkelperiode aus (vgl. mit DROSOPHILA). Damit hatten aie ein
breiteres Aktivit#itshand als die Fliegen mit abgedeckten Komplex-
gugen. Dies mag seinen Brund in elner geschwdchten Mpopplung zwi-
schen normalerwelse eng gekoppelten Oszillatoren haben. £ine enge
Kopplung resultiert in einem schmalen Aktivititsband. B8ei Locke-
Tung der Kopplung sollte das Aktivitdtsband breiter werden. Beil
noch strkerer Abschwdchung der Kopplung sollten aich einzelne
Komponenten abspalten.

Genauso kann auch das Synchronisationsmuster der blindern Doppel-
mutanten von DROSOPHILA erkl#rt werden. Da die Cuticule von OROSO-
PHILA wesentlich lichtdurchl¥ssiger i{st als die von MUSCA, splelen
erwartungsgemi8 die Komplexaugen keine so groSe Rolle 1in der
Erhhung der Lichtmenge, die auf den Fotorezeptor trifft. Aus
digsem Grund zeigt so stets die Aktivit&t bei L-an und die Daop-
pelmutanten pr#gen sie bei hdheren Lichtintensititen aus.

Ein Breiterwerden des Aktivitdtsbandes wurde auch bei elnigen
Stupenfliegen mit abgedeckten HKomplexaugen gefunden, als die
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Lichtintensitdt vermindert wurde. Unter diesen Umstdnden ist der
Zeitgeber anscheinend nright stark genug, alle HKomponenten des
Oszillatorsystems zu synchronisieren. Ahnliches und sogar interne
Desynchronisation (Abspaltung einer Kompanente ) wurde bereits Fiir

normale Fliegen beil extrem schwacher Lichtst8rke beschrieben.

Das wichtigste Ergebnis der Synchronisationsversuche bleibt je-
dach, daB sich alle Fliegen mit durchtrennten optischen Trskten
synchronisieren lie8en, was flr einen extrsocularen Fotorezeptor

spricht.

Interessant 1ist, daB auch pogtoperativ hyperaktive und arrhythmi-
sche Fliegen synchronisiert wurden. Da auch hier die Aktivit#t das
oben beschriehene charakteristische Aktivitdtsmuster im LD hatte,

iat es unwahrscheinlich, da8 ee sich um eine exogene Reaktion auf
Licht handelte, sondern deutet auf elne endogene Uhr hin. Wenn das
richtig ist, bes88en auch arrhythmische Fliegen noch eine "innere
Uhr*, Jedoch wlre ihre Amplitude nicht groB8 genug, um im RR eine
klare Rhythmik zu zeigen. Oder die innere Kopplung zwischen den
Oszillatoren 1ist micht stark genug, um unter Dauerbedingungen eine

Ahythmik aufrechtzuerhalten (vgl. Arrhythmie bel per0).
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D. YERSUCHE MIT CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA
D.1. Materimsl und Methoden

Es wurde die Laufaktivitdt von CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA nach der
bereits fir MUSCA beschriebenen Methocde im RR bei 20° C aufge-
zeichnet. .

Die Versuchstiere wurden im LD 16:8 bel 25°C gezichtet und waren

fiinf Tage alt, sls der Versuch begann.

D.2. Ergebnlase

CALLIPHORA erwieg sich als wesentlich trdger als MUSCA, und viele
Fliegen waren fast genz inaktliv, so daB Uber ihre Rhythmik keine
Aussage gemacht werden konnte. Insgesamt konnte dlie Rhythmik von
25 Fliegen beurteilt werden.

Davon natten 32 ¥ eime Rhythmik mit konstent bleibender Perioden-
lénge, 64 % hatten elne komplexe Rhythmik und 4 % waren arrhyth-

misch.

Fliegen mit klarer Rhythmik

87,5 % hatten eine Rhythmik mit kurzem T (23,0 ¢ 0,15 Std.) (Abb.
48 a);
12,5% hatten eine Rhythmik mit langem T (26,0 + D,00 Std.) (Abb.
48 ).

Flieger mit komplexer Rhythmik

Bei 31,3 % der Flliegen schwankte oie Periodenl#éinge um 24 5td.
herum, 68,7 % zeigten 2 #omponenten; debel iiberwog melstens die
kurze PeriodenlHnge (54,5 %), selten die laenge (9,1 %) und manch-
mel tratem belde 1in alternierender Reihenfolge auf (27,3 %).
Wemige Tiere zelgtenm Splitting in zwei Komponenten, dle zueinender
eing Phasenbeziehung ven 1803° einhielten (9,7 %). Abb. 49 zeigt
Beispiele fiir komplexe Rhythmen.
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Arrhythmlische Fliegen

Pie arrhythmischen Fliegen zeigten durchschnittliche Aktivitdt.
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Abb. 48: Freilauf von CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA im RR.

E) T =23 Std.

b) T = 26 Std.
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Abh.

49:

Beispiele Ffiir das Auftreten wvon zwel Komponenten beil
CALLIPHORA ERYTHROCEFPHALA.

a), b) Die Kompenente mit kiirzerem T dominiert; die l#én-
gere kommt unterschwellig &n den Schnittpunkten bei-
der Homponenten zur Ausprégung.

t) Beide Komponenten aglternieren miteinander.

d} Es tritt vorilbergehend "spiitting" auf.
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b.3. Diskusslon

Die Ergebnisse zeigen, daB auch bei CALLIPHORA ERYTHROCEPHALA zwei
Komponenten mit unterschiedlicher Periodenldnge eine entscheidene
Relle im circadianen System zu spielen scheinen. Bhnliches wurde
fir CALLIPHORA STYGIA beobachtet {(Waddel, 1%84).

In der folgenden "Allgemeinen Diskussion” soll unter anderem etwag

ndher suf diese Beobachtungen eingagangen werden.
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E. ALLGEMEINE DISKUSSION
E.1. Lokalisation des Laufaktivitdtsoszilletors

Die Tatsache, daB einzelne eukaryotische Zellen autonome circa-
diane Pacemaker beinhalten k#nnen, wirft Fragen Ober die zeitliche

Organtsation ver Vielzellern auf:

- Ist ibre Rhythmizitét auf eine oder wenige Zellen zuriickzufiih-
ren, die als Pacemaker agieren und die Rhythmizit&t auf andere

Gewebe Ubertragen?

- Lder ist der Organismus eine Population aus autonomen zellul#-

ren Pacemakern?

Die Ldsung dieser Fragen h#ngt van der enatomischen Lokalisation

spezifischer Pacemaker ab.

Einige Pacemaker wurden bereits 1im Nervensystem verschiedener
Tiere gefunden:

Im suprachiasmatischen Nucleus (SCN} bel SHugern (S5tepban und
Zucker, 1972; Stetson und Watson-Whitmyre, 1976; Moore und Eich-
ler, 1972), im Auge von APLYSIA (Jacklet, 1969) und BULLA (8lock
und UWallace, 1982) und in den coptischen Genglien von manchen
Insekten (Nishiitsutsujl-Uwo und Pittendrigh, 1968 a, b; Roberts,
1974 ; Spkolove, 1975; Page, 1978, 1983; Luket und ueber, 1979 ;
Lakher, 1972; Sokolove und Loher, 1875; UWiedenmann, 1985; Tomioks
und Chiba, 1982, 1984; Balkenohl und Wehber, 19817; Fleissner, 1982;
Koehler und Fleissner, 1978) oder im Zentralgehirn von anderen
(Azaryan und Tyshchenka, 1370; Tyshchenko, 1973; Cymborowski,
1973, 1981; Trumen, 1974; Chibe und Kesal, 198L; Handler und
Konopka, 1979},

Das 2iel dieser Arbeit war, zu kl#ren, ob die optischen Ganglien
der Dipteren DROSOPHILA MELANDGASTER und MUSCA DOMESTICA Pacemaker
fir die Laufaktivitdtsrhythmik enthalten.

Die aptischen Ganglien erwiesen sich in beiden FHllen als ent-

behrlich fiir das Vorhandensein der Rhythmik.
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Jedoch zeigte sich im Laufe der Untersuchungen, daB das circadiane
System dieser Dipteren nicht so einfach aufgebaut wsr, wie zu-
nichst angenommen;:

Neben Tieren mit klarer Rhythmik ung konstanter Pericdenl#nge gah
ps auch solche, die simultan zwei cder mehrere freilaufende Kampo-
nenten im AktivitHtsmuster zeigten. Splitting in zwel Kompanenten
wurde beobachtet wund betrdchtliche Periodenl8ngenverdnderungen
traten spontan oder nach Stdrungen auf.

Dlese Erscheinungen waren elnfacher durch die Beteiligung von
mehreren DOszillatoren an der Steuerung der Laufaktivitditsrhythmik

zu erkldren als durch einen einzigen zertralen Pacemaker.

In das Zusammenspiel dieser 0Oszillatoren schienen die cptischen
Ganglien einzugreifen:

Beli den DROSDPHILA-Mutanten mit stark reduziertem optischen Gang-
lien und den Stubhenfliegen mit durchtrennten optischen Trakten war
der Anteil der Fliegen mit mehreren simultanen Rhythmen signifi-
kant erhdht. Die Stabilltd#t des Gesamtsystems schien also herabge-
setzt zu sein. Als plausibelste Erkl#rung hierfiir wurde angenom-
men, daB die Kopplung zwischen den Einzeloszillatoren geschuwlicht
war. Dabel ist vnklar, ob das System gestdrt ist, weil die opti-
schen Ganglien eine entscheldende Rolle bei der HKopplung wvon
Einzelnszillatoren spielen oder weil das Gehirn duch die fehlenden
optischen Ganglien wverkleinert ist.

Die zweite Erkl#rung impliziert, deB das Gehirn als Gesamtheit
die Laufaktivitdtsrhythmik stewert. Die Auspr#igung der Rhythmik
hinge somit vom Volumen des noch vorhendenen unbeschiidigten Ge-
hirns eb. Dies k#nnte erkl#ren, werum komplexe Rhythmen mit zuneh-
mender Reduktion des Gewebes der optischen Ganglien h#ufiger wur-
den.

Allerdings miBte man dann #hnliche Effekte bei Entfernung belie-
biger anderer Gehirntelle bekommen.

Die existierende Literstur Uber operative Eingriffe belegt dies
jedoch kaum. Ubher VerHnderungen im rhythmischen Muster wurde nur
nach Zeratdrung bestimmter Gehirnbereiche berichtet, w#hrend an-
dere genauso gravierende Eingriffe die FRhythmik unbeeinfluBt
lieBen (Fleisaner, 1982; Roberts, 1966; Tyshchenka, 1973; Brady,
1971} .
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Es besteht also kein Zuweifel, daB es Gehirnbereiche gibt, die
absolut notwendig zum Aufrechterheslten einer Rhythmik sind, oder
scgar Pacemakerregionen, die eine Population wvon zelluldrem Os-
zillatoren durch Hormone {(Rensing, 1969, 1971: Brady, 1974) oder
durch Neurone (Eskin, 1979; T¥akahashi und Mernaker, 1979) synchro-
nisieren. Das wdren die Pars intercerebralis (Nishiitsutsuji-Uwo
et al., 1967; Cymborowski, 1973) und die Lobula (Sokplove, 1975;
Roberts, 1574 ; Page, 1978) vieler Insekten.

Snlche Zentren mag es auch bei DROSOPHILA und MUSCA geben. Unter-
schiede zwischen verschiedenen Arten kinnten in der Stdrke der
Zentren beatehen uwnd in ger FHhigkeit anderer Zellen, die zer-

stidrten Zentren zu ersetzen und deren Funktion zu Ohernehmen.

Bei Scheben kenn die Lobula nicht von snderen Teilen des gesamten
Dszilletorsystems ersetzt werden, und deshalb verachwindet die
Rhythmik auf Deuer, wenigstens unter Freileufbedingungen. Aber
selbat bei Schaben und Grillen scheint eine stark gedémpfte
Schwingung die Lobektomie zu Gberleben:

Die Singrhythmlk van Grillen kann durch Temperaturzyklen synchro-
nisiert werden, jedoch nur mit Zeltgeberperioden, dle im Mitnah-
mebereich liegen (Rence und Lwoher, 1975).

Bhnliches wurde bei lobektomlerten Schaben beobachtet (Lukat und
Weher, 1979). Zwar wurden gie auch durch Temperaturzyklen suBer-
halb ihres Mitnahmebereichs synchronisiert, seber Page {unverdf-
fentlicht) konnte zeigen, daB der Aktivitétsbeginn von der Feriode
des Zeitgebers abh#ingt.

Beides kann nur schwer als eine exogen gesteuerte Reaktlon auf

Licht angesehen werden.

Cie Lobula scheint demnach zwar eine ilibergeordnete Rolle zu sple-
len, aber sie ist vielleicht micht das einzige rhythmische Zentrum
im System der Schaben. Mit Sicherheit ist sie nicht das eilnzige
rhythmische Gebiet. So iat z.B. die Cuticularhythmik der Schaben
vBlilg avtonam, d.h. unabhéingig von zentraler Steuerung. Sie
bleibt in lobektomierten Schehen erhaiten {(Lukat, 1978) und funk-
tiorniert auch naoch in isolierten Beinstiicken in vitro (Weber, 1945

a, b).
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Weitere ARhythmen wurden in zahlreichen isolierten Geweben nachge-
wiesen: Im Auge von AFLYSIA (Eskin, 1971), in #¥ulturen von Ratten-
leberzellen (Hardeland 1973, Rensing et 8l. 1974} und -Darmepi-
thelzellen (5ugiyama und Yasumota, 1981), bei Darmstlicken von
MESOCRICETUS AURATUS (Binning, 1958) und bel Speicheldriisen wvaon
DROSOAHILA (Rensing, 1969; Nagel und Rensing, 1974; Weitzel und

Rensing, 1981), um nur wenige zu nennen.

Alle diese Ergebnlisse zeigen, daB viele 2Zellen eilnes Vielzellers
zu autonomen clrcadianen Rhythmen befahigt sind.

Selbst bei S&ugern, deren SCN nachgewlesenermaBen zentrale Pacema-
ker enthdlt, werden in letzter 7Zelit mehr und mehr zelluldre Rhyth-
men gefunden, die nach Zerstiirung des SCN ungestéirt weiterlaufen
(Albers et el., 1983; Mpore-Ede, 1983).

Inwieweit Zellen in den optischen Ganglien Oszillatoren enthalten,
kann nach den hier gemechten Versuchen nicht gesagt werden.

Es snllte lediglich dewtlich gemacht werden, daB es eventuell
keine eng umgrenzten Bereiche gikt, die ganz allein Pacemaker
enthalten und nach deren Ausschalten die Rhythmik wnwiederbring-
lich verschwindet. Miglicherweise tragem viele Zellen ihren Tell
zur Rhythmik bei.

£.2. Maglicher Aufbau des Oszillatorsystems

Verschiedene Modelle wurden aufgestellt, bei demnen Populationen
von Oszillatoren cdie circadiane Rhythmik kontrollieren. Diese
Modelle geben gewdhnlicherweise von einer Gruppe von 0Oszillatoren
mit circadiepen Periodenléngen aus, die miteinander gekoppelt sind
und deren Periodenl#ngen um eine Mittelwert von 24 5td. schwanken
(Christensen und Lewis, 1982; Pavlidis, 1969, 1971).

Nech Christensen und Lewis gibt es eine "innere Gruppe" von Oszil-
latoren, die die Rhythmik stevern. Oszillatoren mit extrem abwei-
chenden Periodenl#ingen bilden sogenannte "splinter-Gruppen®", die
normalerweise nicht signifikant zur ausgetibten Rhythmik beltragen,
aber spontsn mit der Zentralgruppe agleren. Sie k#nnerm bei Stdrum-
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gen irgendwelcher Art (exogene und endogene StHrungen) mehr Ge-
wicht bekammen unrd so EinfluB auf die Periodenlénge haben. Auch
die Zusammensetzung der inneren Gruppe ist nicht starr, sondern
gndert sich je nach #uBeren Bedingungen. 5So kann man die unter-
schiedlichen Peripdenl&ngen in verschiedenen Lichthedingungen

erkléren.

Geht man davon aus, daB das gesamte Gehirn als Zellpopuletion die
Leufaktivitétsrhythmik von DROSOPHILA und MUSCA kontrolliert, so
erscheint es plausibel, daB szich Aktivitdtemuster und Perioden-
l#nge nach Verlust oder Abtrennung von Teilen deg Gehirns &ndern,
selbst wenn diese Teile keine ibergeordneten Oszilletoren enthal-

ten.

Bel DROSOPHILA, MUSCA und CALLIPHORA herrscht eine gewlsse Hie-
rarchie unter den £inzeloszilletoren. Das h#ufige Aufireten van
genau zwet HKomponenten 188t vermuten, daB es zweil {bergeordnete
Gruppen gibt:

Eine Oszillatorpopulation, die eine mittlere Periodenllnge von
~25 5td. hat und bei DROSOPHILA wund MUSCA im Freilauf meistens
dominiert, und eine zwelite Oszillatorpopulation mit einer mittle-
ren Periodenlénge van ~22 S5td, die hei CALLIPHORA dominiert.

Die Netur dieser beiden Populationen ist jJedoch noch wvBllig un-
klar.

Zwei ¥omponenten in der Rhytbmlk wurdem auch hel anderen Tierarten
beobaschtet.

Parallelen zu den hier besechriebenen Ergebnissen finden sich vor
#llem bei der Flugaktivit#it von CULISETA INCIDENS (Clopton, 1984 )
und der tLaufaktivitdt von CALLIPHORA STYGIA (Wweddel, 1984}.

Ein weiterer Hinweis fiir e2ine Kontrolle euf der Basis wvon zwei

Komponenten kenn Splitting in zwei Komponenten sein.

Splitting wurde meist bei Vertebraten beobachtet (Pittendrigh,
1960; Hoffmenn, 1971; Pohl, 1972; Guwinner, 1974; Pittendrigh und
Daan, 1976 b; lUnderwood, 1977:; 1987; Earnest und Turek, 1982).

Unter bestimmten Bedirgungen tritt es jedoch auch bei Insekten
auf: So in der Leufektivit#tsrhythmik von LEUCOPHAEA MADERAE (Wie-
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genmann, 1977) und HEMIDEINA THORACICA (Christensen und Leuwis,
1982), im Singrhythmus wvon TELEOGRYLLUS COMMDDUS (Wwiedenmann,
1983; 1985; Wiedenmann und Loher, 1984) und in der ERG-Rhythmik
von BLAPS GIGAS (Kaehler und Fleisaner, 1978).

Bei Insekten konnten die beiden Komponenten in wvielen F&llen auf
die bilaterale Organisation des Gehirns zuriickgefiOnrt werden (uie-

denmann, 1983; HKoehler und Fleissner, 1978).

Im Felle wvon DROSOPHILA, MUSCA und CALLIPHORA 1ist dies unwahr-
acheinlich, da die Periodenld@ngen belder Komponenten sehr unter-
schiedlich sind und {(mit Auvsnahme der unllaterslen Trennung des
optischen Traktes bei MUSCA} keine Manipulatignen unternommen
wurden, die nur elne Gehirnh&lfte betrafen.

Wiedenmann (1983) erklérte die beiden gefundenen Kompanenten bel
Srillen mit Licht- und Dunkelpstemakern in den pptischen Genglien.
Beide sind normelerweise gekoppelt. Im Licht dominiert die Licht-
komponente mit einer Perlodenl#nge von ca. 25 Std. und 1m Dunkeln
die Dunkelxompanente mit T = 22,8 S5td. 8Beide Komponenten sind in
den optischen Ganglien laokalisiert. Unterbindet man Iim LL die
Lichtzufuhr zu einem aoptlschen Lobus, indem man die Retina ent-
fernt, =so wird in ihm die DD-Komponente ausgeprégt. Im intakten
Lobus bleibt die LL-Komponente cominierend. Folglich pr#gen sich
beide Rhythmen gleichzeitig aus.

Diese Erkl#rung kann fir DROSOPHILA und MUSCA nicht stimmen, dg
auch im RR zwei Kamponenten aguftreten und die optischen LGanglien
entweder fehlen oder shgetrennt sind. Ubereinstimmungen besstehen

jedoch in den begobachteten Periodenléingen.

Fir Vertebraten wurde das "morning”"- und "evening"-Oszillator-
Mcdell (Pittendrigh, 1974; Pittendrigh und Daan, 1976 &) entwor-
fen. Beide Oszillatoren verhalten sich wie beil Wiedenmanns Modell
unter wverschiedenen Lichtbedingungen wunterschiediich. AuBerdem
kann man mit fihnen das biphasische Verhalten der Tlere im LD
erkldren, Auf Ubereinstimmuyngen mit MUSCA und DROSOPHILA wurde
bereits im Kapitel C.3.1.3. eingegangen.
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Beide Modelle k&nnmen Teile der hier beobachteten Phénomene erklé&-
ren, keines ist Jjedoch voll kompatibel. Die Herkunft der heiden
Kamponenten bei MUSCA, DROSOFPHILA und CALLIPHORA bleibt demit

spekulativ und kann nur durch weitere Versuche gekldrt werden.

E.3. Extraoculare Fotorezeptoren bei MUSCA und DROSOPHILA

Komplexsugen und Jdcellen sind bei beiden Arten nicht notwendig zur
Synchronisation auf einen LD. Dies impliziert extraoculare Fotore-
zeptoren.

Die Komplexasugen kidnnten jedoch an der Synchronisation heteiligt
sein. 5o scheinen sie besonders bei MUSCA flir die Aktivitdt nach
L-an verantwortiich zu sein. Folgende Grinde sprechen allerdings

gegen eine Beteiligung der Komplexaugen an der Synchronisstion:

1) Bei sehr niedrigen Lichtintensit#ten verschwindet hei MUSCA die
Aktivit8t nach L-an, cbwohl die Komplexaugen intekt sind. Die
blinden Doppelmutanten zeigen die L-an Kamponente bel hoher Licht-
intensit&ten, obwohl die Komplexaugen fehlen. Diese Funde sprechen

gher flr eine Lichtintensit&tsabh&ngigkeit der L-an Komponente.

2) Obwehl manchmal cculare Fotorezeptoren mnachgewiesenermafBen
nicht wichtig fir die Mitmahme sind, kiinnen sie Maskiereffekte
tervorrufen: Bei PROCAMBARUS CLARKII verschwindet die Laufaktivi-
t&tsrhythmik unmittelbar nach L-an nach Entfernung von Retina und
Lamina (Page und Larimer, 1572). Bei HYALOPHORA LCECROPIA ver-
8chwindet die kurze Flugaktivit&tsphase bei L-an (Truman, 1874},
Beli der Schlipfrhythmik der gleichen Art fehlt mach Durchtrennung

der optischen Trakte ehenfalls der Gipfel direkt nach L-an.

3) Extraretinale Fotorezeptoren zeichnen siceh durch eine Unem-
pfindlichkeit im languelligen Bereich des Lichtes aus {(an 550 nm).
Sehr empfindlich sind sie dagegen im Hlavlichtbereich (Maximum um
450 nm) (Truman, 1976; Frank und Zimmermann, 1969; HKlemm und
Ninnemann, 1376). Vorl&ufige Versuche bei MUSCA Phasenverschlebun-
gen durch farbiges Licht zu verusachen, ergsben, dsB durch Gelb-
Rotlicht-Pulse keine Phasenverschiebungen zu erzielen waren, wo-
hingegen Blaulicht und WeiRlicht vergleichbar starke Phasenver-



schiebungen bewirkten. Bei DROSOPHILA stehen aplche Versuche noch
aus. Hier lieBen sich blinde Fliegen nicht durch einen RD (12:12}
aynchreonisieren (Mack, 1980). Die spektrale Empfindlichkeit ist
bei beidern Arten also in (bereinstimmung mit der von extraocularen

Fotorezepturen.

Nach diesen (berlegungen sing extrsoculare Fotorezeptoren allein
verantwortlich fir die Synchronisation der Fliegen.

Noch viBllig unkler ist die Beschaffenheit und Lage der extraocu-
laren Fotorezeptoren. Durch Abdeckungsexperimente konnten sie auf
das Zentrelgehirn eingegrenzt werden {(Page, 1982 b); mit Ausnahme
von MEGOURA VICIAE wurde jedoch noch kein extraocularer Fotore-
zeptor sicher identifiziert. Bei MEGOURA konnte dle Lichtrezeption
mit Hilfe feliner Lichtlelter suf die Pars intercerebralis einge-
engt werden {(Lees, 1964; Steel und Lees, 1977). In Hinblick auf
DROSOPHILA ist dies insofern interessant, als die Aktivit#dt der
neurosekretorischen Zellen im LD zeitlich mit dem Aktivitédtsmuster
der Doppelmutanten Gbereinstimmt (Rensing, 1966 a).
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F. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird das circadiane System der Dipteren
OROS0PHILA MELANDGASTER, MUSCA DOMESTICA und CALLIPHDRA ERYTHROCE-

PHALA nHher analysiert.

Im Schwerpunkt befaBt sich die Arteit mit der Bedeutumg der opti-
schen Ganglien fiir die Laufaktivitdtsrhythmik wvaon D. MELANDGASTER
und M. DOMESTICA und fiir die Schlipfrhythmik von D. MELANOGASTER.
AuBerdem wird die Beteiligunmg der Komplexaugen an der Synchronisa-

tion der Laufaktivit&tsrhythmik beider Dipteren n#her untersucht.

Am Rande wird das neurosekretorische System von 0, MELANOGASTER
und ihren augenlasen Mutantern sine oculis und small optic labes;
gine oculis bzw. minibrein;sine oculis betrachtet wund auf dessen

migliche Bedeutung fir die Laufasktivitétsrhythmik eingegangen.

1. Das circadiane System der Dipteren D. MELANOGASTER, M., DOMES-
TICA wund C. ERYTHROCEPHALA, das die Laufaktivitdtsrhythmik
kontrolliert, ist aus zwei QOszillatorpopulationen aufgebaut,

die miteinander gekoppelt sind:

- Neben Tieren mit deutlicher Rhythmik und arrhythmischen Tie-
ren treten bei den drei Dipterenarten solche auf, die
mehrere rhythmiasche Kompenenten gleichzeitig zeigen: Bei D.
MELANOGASTER sind es 14 %, bei M. DOMESTICA 15 % und bei C.
ERYTHROCEPHALA 6L %.

- Von diesen Fliegen hat ein groBer Teil zwel Komponenten: ei-
ne mit einer Periodenlénge von ca. 22 Std. und eine zwelte

mit ca. 25 5td Peripdenlénge.

- Spontanes Entkoppeln beider Komponenten kemmt in gsehr schwa-
chem LD ung im Daueriicht (Lt) wvor.

- Im LL entkoppeln auch die Einzeloszillatoren beider Oszilla-
torpopuliationen: Die Rhythmik von M, DOMESTICA wird mit
steigender Lichtintensit#dt zunehmend undeutlicher. Bei 0,5
lux haben 50 % der Fliegen mehrere Komponenten, bei 1,8 lux
gind 81 % arrhythmisch.
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Die optischen Ganglien enthalten tei D. MELANOGASTER und M,
DOMESTICA keine entscheidenden Pacemaker Ffir die Laufaktivi-
tdtsrhythmik. Sieg beeinflussen jedoch die Kopplung zwischen

beiden Oszillatorpopulationen und zwischen Einzeloszillatoren:

- Der Anteil arrhythmischer Fliegen ist bei den D. MELANOGAS-
TER-Gehirnmutanten optomotor blind, lgbula plateless, mini-
brain, small optic lobes, sine oculis und den Doppelmutanten
small pptic lobes;sine obculis wund minibrain;sine oculis mit

verkleinerten optischen Ganglien &hnlich wie beim Wildtyp.

- Mit zunehmender VYerkleinerung der optischen Ganglien wird
die Pericde der Laufaktivitdtsrhythmik linger und es treten
signifikant h@ufiger Fliegen auf, die mehrere Komponenten

gleichzeitig zeigen.

- Bei M., DOMESTICA ©bleibt die Laufaktivitdtsrhythmik nach
Durchtrennung beider optischer Trakte wund nach weitgehender
Entfernung der optischen Ganglien kLei 50 % der Fliegen er-
haltem. Ca. 25 % zeigen nach der Operation mehrere Komponen-

ten gleichzeitig wurd 25 % sind arrhythmisch.

- Die Arrhythmie konnte in der meisten F#llen auf Degeneratio-

nen im Zentralgehirn zuriickgeflhrt werden.

- Die postoperativen Rhytbmen zeichnen sich durch eine leicht
verléngerte Periode und eine signifikante Verldngerung der

Ektivitdtszeit aus.

Schlipf- und Laufaktivit&dtsrhythmik werden von verschiedenen Os-
zillatorsystemen gesteuert. Fir die Schlipfrhythmik haben die

optischen Ganglien keinerlei Bedeutung:

- Die Sghlipfrhythmik ist beil den Mutanten deutlich ausgeprégt
und ihre Periode ist unabhdngly von der Grife der nptischen

Ganglien.

M. DOMESTICA und D. MELANDGASTER besitzen einen extraocularen
Fotorezeptor fir die Laufaktivitdtsrhythmik. Die Komplexaugen
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grhihen lediglich die Lichtmenge, die auf diesen extraccularen
Fotorezeptor trifft. Stark von dieser zusdtzlichen Lichtmenge

abhéngig 1st die Aktivitét direkt nach L-an.

- Die blinden ODROSCOPHILA-Mutanten und die Stubenfliegen mit
gdurchirennten optischen Trakten lassen sich wvan einem LD
(12:12) synchronisieren. Eine Synchronisation durch Strah-
lungswiirme des Lichts kann ausgeschlossen werden, da ein
Temperaturwechsel (2°C Temperaturunterschied) einen wesent-

lich schuwdcheren Zeltgeber darstellt.

- Der Wildtyp von DROSOPHILA wund die augenlose Mutante sine
oculis, deren optische Ganglien auf ca. 20 % verkleinert
sind, zeigen 4im LD (300 uynd &0 lux) ein bimodales Aktivi-
tdtsmuster. Die Doppelmutante small optic lobes;sine oculils,
deren optische Ganglien auf 5 % verkleinert sind, zeigt nur
bei 300 lux Bimodalit#t. Bei 40 lux verschwindet die L-gan
Kcmponente, die L-aus Komponente bleibt.

- M. DDMESTICA zeligt im LD melst eiln unimodales Aktivit#tsmus-
ter: Die Aktivitit beginnt unmittelbar mit L-an und endet
schlagartig mit L-aus. Fliegen mit durchtrennten optischen
Trakten beglnnen erst ce. 6 5td. nach L-an aktiv 2u werden
und sind noch in der Dunkelperiode aktiv. Flliegen mit abge-
deckten Komplexaugen oder normale Fliegen bei sehr niedrigen
Lichtintensitéten (3x10-% 1lux) zeigen ein #hnliches Verhal-

ten.

5. Die Arrhythmle der D. MELANOGASTER-Mutante perD kann durch ein
agynchrones Schwingen vieler Einzeloszillatoren erklért wer-

den:

- per0 148t sich durch einen LD synchronisieren und bleibt
nach E£nde desselbhen noch fir einige Tage rhythmisch.

6. Das neurosekretorlsche Syatem der augenlosen Mutantem aine
oculis, small optlc lohes;sine oculis und minibrain;sine ocu-
lis unterscheidet sich nicht vom Wildtyp.



G. ANHANG

G.*. Zuchtmedium FOr DROSOPHILA

1 1 Wasser
160 g WeizengrieB
100 g Zuckerribensirup
15 g Sat Isabgol (als Agerersatz: Sapra et al., 19B2)
8 g Hefeflacken

Als Fungtzide werden hinzugefligt:
0 m)l 4-Hydroxl-Benzoes#ure-Methyleater (Nipagin)
5

ml Propions#ure

G.2. Ndhere Angaben zur histologiachen Technik

G.2.1. Physiologische KochsalzlBsungen
Zur Préparation von DROSOPHILA-Gehirnen

7,5 g NaCl

0,1 g KC1

0,2 g NeHCO4' pro 1 desetillliertes Wasser
0,2 g CaClp

0,0 g Glucose

der pH-Wert ergibt sich zu 7,2;

Case-Puffer fOr MUSCA-Gehirne

7,50 g NeC1

0,35 g KC1

0,14 g NaHCO; pro 1 destllliertes Wasser
0,21 g CaCly

2,50 g Glucose

der pH-Wert wurde mit HCl auf 7,0 eingestellt;

zum Stabilisieren wurde Sorensen-Puffer (19 ml KH,PO, +
31 ml NepHPO,) zugegehen.
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G.2.2. Fixative
Bouin'schesg Fixativ

75 ml gessttigte Lisung von Pikrinsdure (1n Agqua dest.’
22 ml Formaldehyd
5 ml Eisessig

Carmoy-Fixativ

12 ml Ethanol absolut
6 ml Chloraform
2 ml Eisessig

G.2.3. Farhatoffe
Herestellung von Paraldehydfucheinliisung

1 g Besic Fuchsin (Allied Chemical Co.C.I. 42500) wird in
200 ml kochendem Wasser gelfist, die Ltsung filtriert und

2 ml Eigsessig und

2 ml Parsldehyd dazugegeben;

Alles wird fOr drel bis vier Tege im Dunkeln bei Raumtem-
peratur eufbewshrt, dann flltrlert und des Sediment beil
50°C getrocknet, bis es suskristellislert.

125 mg Paraldehydfuchsinkristalle werden in
50 ml 70 % Ethancl gelést und
1 ml Eisessig dezugegeben.

Der pH-Wert der fertigen FéArbeldsung liegt bei ~2,5

Chicago-Blue

2 % Lésung von Chicego-Blue in Case-Puffer.
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G.2.44, Schritte van Fixierung bis Eintettung

Bei DROSOPHILA-Gehirnen

Bouin'sches Fixativ: 3 5td.
gesdttigte Ldsung wvon
LipCO03 Iin 70 % Ethanol: 3 x 10 Min.

50 % Ethanoi: 10 Min.
30 % Ethanecl: 10 Min.
aqua dest.: 10 Min.
0,6 % HpS0y 7 0,6 % KMNOy
1 : 1 8 Min.
4,0 % NagSp0,: 30 Sek.
agua dest.: 2 x 10 Min.
30 % Ethanol: 40 Min.
50 % Ethanol: 10 Min.
70 % Ethanol: 10 Min.
Paraldehydfuchsin: 30 Min.
70 % Ethanol: 2-3 Min.
90 % Ethanol: 10 Min.
95 % Ethanol: 10 Min.
100 % Ethanol: 5 Min.
Zederndil: iiher Nacht
Xylol: 10 Min.
Eindeckeln in DePeX
Bei Fllegenkdipfen
Chicago-Blue: 18 Min.
Case-Puffer: Auswaschen
Carnoy-Fixativ: 3 Std.
100 % Ethanol: 2 x 15 Min.
Isopropanal: 3 5td.

" 6 Std.

" 12 Std.
Isogropancl / Paraffin 1:? 24 Std. bel B0°C
Paraffin (SM 48°C): 1 5td. "

" 5 5td. "
Paraffin (5M 58°C): 24 5td. "

Einblocken in ungebreuchtem Paraffin (Paraplast, GM 98°CY
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