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Kapitel 1

Einleitung

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

Im Laufe der Evolution hat sich das Leben auf der Erde stédndig neuen Le-
bensrdumen und wechselnden Umweltbedingungen angepasst. Nur eine Um-
weltbedingung ist dabei konstant geblieben und bestimmt bis heute maf-
geblich das Leben der meisten Organismen: Der Wechsel zwischen Tag und
Nacht. Sehr friih in der Evolution hat sich herausgestellt, dass eine Anpas-
sung an diesen Umwelteinfluss die biologische Fitness entscheidend verbes-
sert. Daher besitzen nahezu alle rezenten Organismen — von Einzellern bis
zu den Saugetieren — eine innere Uhr, die den Tagesablauf der Organismen
steuert.

Bereits im 18. Jahrhundert wurde die circadiane Rhythmik bei Pflanzen ent-
deckt. De Mairan beschrieb die circadiane Blattbewegung der Mimose (Mi-
mosa pudica, de Mairan, 1729), die sich auch in konstanter Dunkelheit fort-
setzt und Carl von Linné pflanzte 1745 seine Blumenuhr im botanischen Gar-
ten von Uppsala. Aufgrund der Koevolution zwischen Bestauber und Pflanze

Offnen etliche Pflanzen ihre Bliiten nur zu bestimmten, artspezifischen Tages-
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zeiten. Von Linné nutzte diese Beobachtung und arrangierte entsprechende
Blumen in Form eines Ziffernblattes so, dass er anhand der geoffneten Bliiten
die Uhrzeit abgelesen konnte. Heute dienen Vertreter der unterschiedlichsten
Aste des Stammbaumes als Modellorganismen fiir die circadiane Rhythmik.
Neben der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (siehe unten) dienen z.B.
Synechococcus, ein Vertreter der Cyanobakterien (Review: Iwasaki and Kon-
do, 2004), Brotschimmel (Neurospora crassa, Review: Dunlap and Loros,
2006), der Kreuzbliitler Arabidopsis thaliana (Review: Gardner et al., 2006)
und Vertreter der Sauger, wie die Maus (Review: Ko and Takahashi, 2006)
als Modellorganismen.

Obwohl die auffilligste Funktion der inneren Uhr bei Tieren darin besteht,
den Aktivitdts- und Ruhephasenrhythmus zu steuern, geht die Bedeutung
der inneren Uhr und der Einfluss auf den Organismus weit dariiber hinaus.
Sie dient vor allem dazu, den Organismus auf die zu erwartenden Anfor-
derungen rechtzeitig vorzubereiten. Daher stehen sehr viele physiologische
Bereiche unter der Kontrolle der inneren Uhr, wie z.B. der Stoffwechsel und
Teile des Immunsystems, um nur zwei zu nennen (Panda et al., 2002).

Dass eine gut funktionierende innere Uhr tatséchlich einen Selektionsvorteil
bietet, wurde eindrucksvoll in Versuchen an Cyanobakterien gezeigt. Ver-
schiedene Kulturen, deren innere Uhren aufgrund einer Mutation im selben
Gen unterschiedliche Periodenléngen haben, wurden miteinander gemischt
und in verschiedenen kiinstlichen Licht / Dunkel-Zyklen kultiviert. Nach
27 Tagen in Kultur zeigte sich, dass von dem urspriinglichen Gemisch aus
zwei Stdmmen nur noch ein Stamm in der Kultur vorhanden war, ndmlich
der Stamm dessen Periode der inneren Uhr nédher an der Dauer der Licht /
Dunkel-Zyklen lag. Dieser Stamm war in der Lage den anderen Stamm zu

tiberwachsen (Ouyang et al., 1998).
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1.2 Die Grundstruktur von inneren Uhren

Die innere Uhr ist ein Mechanismus zur Messung der Zeit, der dhnlich ei-
ner Uhr im technischen Sinn, durch duflere Einfliisse, sogenannte Zeitgeber,
gestellt werden kann. Diese Zeitgeber ergeben sich aus den Folgen des Tag-
Nacht-Rhythmus. Der wichtigste Zeitgeber ist Licht, aber auch der Tem-
peraturunterschied zwischen Tag und Nacht, sowie bei hoheren Organismen
soziale Einfliisse, wie z.B. die Nahrungsaufnahme (Stephan et al., 1979), sind
in der Lage die innere Uhr neu zu stellen. Diesen Vorgang bezeichnet man
in der circadianen Rhythmik als Entrainment. Obwohl die Zeitgeber in der
Natur die innere Uhr téglich neu synchronisieren, ist die innere Uhr auch
in der Lage unter konstanten Bedingungen, ohne dfere (exogene) Zeitgeber,
mit einer Periodenldnge 7 von ca. 24 h weiterzulaufen. Wie auch bei ei-
ner Uhr im technischen Sinn, besitzt also die innere Uhr einen Oszillator, der
selbstandig ,, tickt“. Die tédgliche Synchronisation in der Natur durch die Zeit-
geber ist aber wahrscheinlich auch der Grund, warum die innere Uhr unter
konstanten Bedingungen meist nur eine Periodenldnge von ca. 24 h aufweist.
Da es in der Natur einen Zustand ohne Zeitgeber nicht gibt, fand im Laufe
der Evolution keine Optimierung der Freilaufperiode auf genau 24 h statt
(Mohr and Schopfer, 1992).

Der Oszillator erzeugt im Signalausgang (Output) messbare, unter konstan-
ten Bedingungen ungefihr téglich ablaufende (circadiane) Rhythmen z.B. in
der Genexpression, in Aktivitdt / Ruhe und Anderungen des Stoffwechsels.
Der Mechanismus, der der inneren Uhr zugrunde liegt ldsst sich also folglich
in drei funktionale Bereiche gliedern: (Signaleingang) Input — Oszillator —
Output (siehe Abb. 1.1).

Um den Anforderungen in der Natur gerecht zu werden, muss die innere
Uhr noch iiber eine weitere Féahigkeit verfiigen, die Temperaturkompensati-

on. Die Temperatur unterliegt in der Natur ja nicht nur einer circadianen
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drei funktionalen Teile des circadianen Systems.

era tl[ y Ab'blldm'lg 1.1: Sc'hematls'che ].)arstellung der

Der temperaturkompensierte endogene Oszilla-

\9 St
y W@CJIOJ? tor wird laufend {iber exogene Zeitgeber wie
Se] . .

Licht und Temperatur mit der Umwelt synchro-
endogener

Input Oszillator Output

nisiert und erzeugt messbare Rhythmen z.B. im

Verhalten oder in biochemischen Prozessen.

Schwankung zwischen Tag und Nacht sondern auch einer saisonalen Schwan-
kung, bestimmt durch generell kéltere Temperaturen im Winter und wérmere
Temperaturen im Sommer. Zudem gibt es im Sommer kalte und im Winter
vergleichsweise warme Tage.

Biochemische Prozesse, auf denen auch die innere Uhr beruht, sind in ih-
rer Reaktionsgeschwindigkeit stark temperaturabhéngig. Eine Erhhung der
Temperatur fithrt iiblicherweise zu einer zwei- bis dreifachen Reaktionsge-
schwindigkeit. Wiirde diese Gesetzméfigkeit auch fiir die innere Uhr als
Ganzes gelten, so wiirde sich die Geschwindigkeit mit steigender Temperatur
erh6hen und sich die Periodenldnge damit verkiirzen, womit die innere Uhr
unbrauchbar wére. Die innere Uhr ist jedoch in der Lage iiber einen weiten
Temperaturbereich die Periodenlidnge relativ konstant zu halten (Pittend-
righ, 1954, siehe Kap. 1.7).

Die innere Uhr verfiigt also iiber drei grundlegende Eigenschaften. Sie ist
(i) iiber duBlere Reize, , Zeitgeber”, mit der Umwelt synchronisierbar, (ii) sie
verfiigt iiber einen endogenen Ostzillator, der unter konstanten Bedingungen
mit einer Periodenldnge von ca. 24 h weiterlduft, und (iii) sie ist tempera-
turkompensiert, also in der Lage die Periodenlénge iiber einen weiten Tem-

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

ganismus fiir die circadiane Rhythmik

Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist aus zahlreichen Griinden, wie
z.B. einfache Zucht, kurze Generationsdauer, leichte genetische Manipulier-
barkeit, einer der wichtigsten Modellorganismen in der Biologie. Auch in der
Erforschung der circadianen Rhythmik spielt Drosophila daher eine entschei-
dende Rolle.

Bisher sind in der Fliege vier verschiedene Rhythmiken bekannt. Am bes-
ten untersucht ist die Rhythmik de Lokomotoraktivitit (siche Kap. 2.4 und
3.2.6). Daneben gibt es die Schlupfrhythmik, wobei mit Schlijpfen in diesem
Fall das Schliipfen des adulten Tieres aus der Puppe gemeint ist. Die Tiere
sind nach dem Schliipfen bis zur vollstandigen Aushértung des Chitinpanzers
sehr anfillig gegeniiber Austrocknung. Das Schliipfen findet daher bevorzugt
in den frithen Morgenstunden statt, wenn die Temperatur noch niedrig und
die Luftfeuchtigkeit relativ hoch ist (Pittendrigh, 1954).

Des Weiteren ist eine circadiane Rhythmik in der Sensitivitdt der Antennen
gegeniiber Duftstoffen bekannt. Diese zeigt sich in der Amplitude der elek-
trischen Signale der Antenne als Reaktion auf Duftstoffe (Krishnan et al.,
1999). Neu verdffentlicht wurde Anfang diesen Jahres eine Rhythmik in
der Morphologie der Enden der Motorneuronen, welche die Flugmuskulatur
innervieren. Die Synapsen dieser Motorneuronen sind am Tag signifikant
grofer als in der Nacht, auch unter konstanten Bedingungen. Ernstaunlich
an dieser Rhythmik ist die Tatsache, dass die betroffenen Zellen selbst iiber
kein zelleigenes circadianes System verfiigen (Mehnert et al., 2007).

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

kularen Oszillator zu beeinflussen (siehe Kap. 1.4). Es wird daher bei der
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Erforschung der Funktionsweise der inneren Uhr meist als Zeitgeber verwen-
det. Die Fiegen werden dabei in einem kiistlichem Licht / Dunkel-Zyklus
(LD, 12 h Licht, 12 h Dunkelheit) gehalten. Die Zeitangabe in diesem Sys-
tem erfolgt tiber die Zeitgebertime (ZT). Zum Zeitpunkt ZT0 geht das Licht
an, bei ZT12 beginnt die Dunkelphase. Konstante Dunkelheit wird mit DD
angegeben, Dauerlicht mit LL. Neben Licht kénnen auch kleine Tempera-
turschwankungen von nur 3 °C als Zeitgeber vom Organismus erkannt und

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

1.4 Der molekulare Oszillator von Drosophi-

la melanogaster

Die Untersuchung der molekularen und genetischen Mechanismen der inne-
ren Uhr begann vor iiber 30 Jahren mit der Isolierung von drei Fliegenlini-
en, bei denen sowohl die Rhythmik des Lokomotorverhaltens, als auch des
Schliipfens gestort ist (Konopka and Benzer, 1971). Es stellte sich heraus,
dass es sich um drei unterschiedliche Mutationen im selben Gen, period (per)
handelt. Die Linie per’’ zeigt kein rhythmisches Verhalten mehr, bei den
Anderen kommt es zu einer Periodenverligerung (per’) und zu einer Peri-
odenverkiirzung (per®). Bei per” ist auerdem die Temperaturkompensation
(siehe Kap. 1.7) gestort, da sich die Periodenldnge im Lokomotorverhalten
bei steigender Temperatur verlangert (18 °C: 27,1 h, 25 °C: 29,6 h, 29 °C:
31,4 h, Huang et al., 1995). Die Sequenzanalyse der drei per-Allele zeigte,
dass es sich um drei Punktmutationen handelt, wobei die Mutation in per?:
ein verfrithtes Stoppcodon erzeugt und damit zu einem verkiirztem Polypep-
tid fithrt (Baylies et al., 1987). Mittlerweile sind mehr als ein Dutzend Gene
bekannt, fiir die eine Beteiligung am circadianen System nachgewiesen wer-

den konnte und ihre Anzahl steigt stetig.
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Mechanistisches Grundprinzip der inneren Uhr, nicht nur von Drosophila me-
lanogaster, ist die genetische negative Riickkopplungsschleife basierend auf
folgendem Prinzip: Ein Gen wird abgelesen (transkribiert) und das dann in
der Translation gebildete Protein hemmt die Transkription des eigenen Gens.
In der inneren Uhr der Fliege sind bisher zwei solcher Schleifen, die inein-
ander greifen, bekannt und gut untersucht. Mehrere Arbeitsgruppen haben
jedoch kiirzlich ein neues Gen (clockwork orange) isoliert, das eine dritte ne-
gative Riickkopplungsschleife darstellen konnte (Lim et al., 2007, Matsumoto
et al., 2007 und Kadener et al., 2007).

Die erste Schleife besteht im wesentlichen aus vier Faktoren, den beiden
basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren Clock (Clk, Allada
et al., 1998) und cycle (cyc, Rutila et al., 1998) und dem Repressor per und
dessen Bindungspartner timeless (tim, Sehgal et al., 1994). Die Proteine
CLK und CYC dimerisieren mittels ihrer PAS-Domé&nen (PER-ARNT-SIM,
Crews and Fan, 1999), binden an die E-Boxen der Promotoren von per, tim
und anderer ccgs (clock controlled gene) und aktivieren so deren Transkrip-
tion (Darlington et al., 1998). Bei ZT15 erreichen die mRNAs beider Gene
ihr Expressionsmaximum und 4-6 h Stunden spéter die Proteine. Nach der
Translation halten sich beide Proteine zuerst im Cytoplasma auf, wo sie auch
dimerisieren. Der Heterodimer trennt sich jedoch wieder, worauf PER und
TIM getrennt in den Zellkern gehen, wo sie erneut dimerisieren (Meyer and
Young, 2006). Im Zellkern bindet der Komplex, wahrscheinlich iiber PER,
an den CLK:CYC-Komplex an, der sich daraufhin von der DNA 16st, worauf
die Transkription von per, tim und anderer ccgs eingestellt wird (Chang and
Reppert, 2003). In S2-Zellen wurde jedoch auch gezeigt, dass PER in Ab-
wesenheit von TIM in der Lage ist eine CLK:CYC aktivierte Transkription
zu reprimieren (Rothenfluh et al., 2000, Weber and Kay, 2003, Nawathean
and Rosbash, 2004). Dies weist darauf hin, dass die Repressoraktivitéit von

PER:TIM hauptséchlich auf PER zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des molekularen Oszillators von Drosophila
melanogaster. Abkiirzungen siche Text. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht alle

Faktoren, die am molekularen Oszillator beteiligt sind, dargestellt.

In einer zweiten Schleife wird die Transkription von Clk durch den Aktivator
Par Domain Protein le (PDP1) und den Repressor VRILLE (VRI) reguliert.
Sowohl Pdp1, als auch vri sind cegs, die durch den CLK:CYK-Komplex ak-
tiviert werden. Sowohl die vri-mRNA, als auch das VRI-Protein erreichen
jedoch das Maximum 3-6 h vor der Pdpl-mRNA und dem PDP1-Protein,
wodurch VRI in der Lage ist die Expression von Clk zu hemmen. Erst dann
kann durch die verzogerte Akkumulation von PDP1 die Clk-Expression wie-
der gestartet werden (Cyran et al., 2003). Die Expression des Partners von
CLK, CYC, findet jedoch kontinuierlich statt. Das cyc-mRNA-Level unter-
liegt keiner circadianen Schwankung (Rutila et al., 1998).

Zudem gibt es neben PER und TIM noch einen weiteren Repressor, der durch
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das Gen clockwork orange (cwo) kodiert wird (Lim et al., 2007, Matsumoto
et al., 2007 und Kadener et al., 2007). Im Gegensatz zu PER:TIM, deren
Repression iiber die Bindung an CLK:CYC vonstattengeht, bindet CWO di-
rekt an die E-boxen in den Promotorregionen. CWO kann dadurch sowohl
die eigene, als auch die Transcription anderer ccgs direkt beenden und bil-
det somit eine weitere negative Riickkopplung. Es wird angenommen, dass
cwo-abhingige Riickkopplung die Amplitude der Schwingung der molekula-
ren Uhr reguliert (Lim et al., 2007).

PER unterliegt wihrend der Zeit einer steigenden Phosphorylierung, durch
zwei Kinasen, der Casein Kinase 2 (CK2, Lin et al., 2005) und DOUBLE-
TIME (DBT, Kloss et al., 1998), die im Cytoplasma beginnt und sich im
Zellkern fortsetzt. Durch die steigende Phosphorylierung wird PER desta-
bilisiert und schliefllich durch die Ubiquitin Ligase SLIMB (SLMB, Grima
et al., 2002) zum Abbau durch das Proteasom markiert. Auf PER wirkt
jedoch auch eine Phosphatase durch direkte Dephosphorylierung stabilisie-
rend ein. Es handelt sich dabei um die Protein Phosphatase 2A (PP2A,
Sathyanarayanan et al., 2004), die aus den Untereinheiten TWINS (TWS)
und WIDERBORST (WDB) besteht. Ferner scheinen die beiden Protei-
ne DBT und PP2A auch CLK zu phosphorylieren bzw. dephosphorylieren.
DBT gelangt in einem Komplex mit PER in den Zellkern, und bei der Bin-
dung des DBT:PER:TIM-Komplexes an CLK:CYC, wird neben PER auch
CLK phosphoryliert, was zum Abbau von PER und CLK fiihrt (Kim and
Edery, 2006, Yu et al., 2006). TIM wird von der Kinase SHAGGY (SGG),
dem Drosophila-Ortholog der des Sédugerproteins Glycogen Sythase Kinase-3
(GSK-3) phosphoryliert, was vor allem seinen Kerneintritt bewirkt. (Marti-
nek et al., 2001).

Das System, wie es bisher dargestellt ist, ist zwar schon in der Lage, selbstén-
dig zu schwingen, es fehlen jedoch noch die Schnittstellen mit den Zeitgebern,

die eine Synchronisation mit der Umwelt erméglichen. Uber die Synchroni-
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sation des molekularen Oszillators mit dem Zeitgeber Licht ist mittlerweile
einiges bekannt. Der Blaulichtrezeptor CRYPTOCHROME (CRY, Stanew-
sky et al., 1998) wird durch Licht aktiviert und bindet dann TIM (Ceriani
et al., 1999, Busza et al., 2004), was zu einem Abbau iiber das Proteasom
fithrt (Naidoo et al., 1999, Grima et al., 2002). Vermittelt wird dieser Pro-
zess durch das Protein JETLAG (JET, Koh et al., 2006, Peschel et al., 2006),
das unter Anderem fiir die Ubiquitinierung von TIM wichtig ist (Koh et al.,
2006). Dieser durch Licht forcierte Abbau von TIM, zusammen mit der Hy-
perphosphorylierung, bewirkt dann auch den Abbau von PER.

Neben CRY, das direkt Einfluss auf den molekularen Oszillator nimmt, gibt
es in der Fliege noch weitere Photorezeptoren, die an der Ubertragung des
Lichts in die innere Uhr beteiligt sind: Die Komplexaugen, die Ocellen und
das Hofbauer-Buchner-Auglein (H-B-eyelet, Hofbauer and Buchner, 1989).
Erst in Abwesenheit dieser Photorezeptoren und CRY sind Fliegen nicht
mehr in der Lage mit Licht / Dunkel-Zyklen zu synchronisieren (Helfrich-
Forster et al., 2001).

Uber den Mechanismus der circadianen Thermorezeption ist nur wenig be-
kannt. Einzig die Beteiligung des neu isolierten Gens nocte (no circadian
temperature entrainment) und der Phospholipase C (PLC), in der Fliege ko-
diert durch das Gen norpA, an diesem Vorgang ist gesichert (Glaser and
Stanewsky, 2005).

Neben diesem Prozess und der Beteiligung an der Phototransduktion, wo
NORPA iiber G-Proteine durch photoaktiviertes Rhodopsin aktiviert wird
(Hardie and Raghu, 2001), spielt norpA auch eine Rolle bei der Anpassung
an saisonale Anderungen der Temperatur und Photoperiode (Collins et al.,
2004 und Majercak et al., 2004). Diese Anpassung an die saisonalen Schwan-
kungen stellt ein temperaturabhéngiges Spliceereignis der per-mRNA dar. Es
handelt sich dabei um ein nicht translatiertes Intron im 3’ UTR, das entweder

vorhanden ist (Typ A) oder durch Splicen entfernt wird (Typ B’). Bei 18 °C
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wird verstiarkt Typ B’ gebildet, bei 29 °C Typ A. Die Bildung von Typ B’ bei
kalten Temperaturen fiihrt zu einer verfrithten PER-Akkumulation und einer
Bevorzugung der Lichtphase im LD-Verhalten vor allem bei kurzen Lichtpha-
sen (Majercak et al., 1999).

1.5 Die Uhrneuronen sind fiir das rhythmi-

sche Verhalten verantwortlich

Viele Gewebe der Fruchtfliege verfiigen iiber autonome innere Uhren, die
anhand der rhythmischen Expression von per und tim nachgewiesen wer-
den konnen. Mit Hilfe von Reportergenen wie luciferase oder GFP, die die
Expression von per widerspiegeln, wurden verschiedene isolierte Korperteile
von Drosophila auf rhythmische Biolumineszenz untersucht. Dabei wurde im
Kopf, den Antennen, dem Thorax, dem Abdomen, im Fliigel und in Beinen
rhythmische Biolumineszenz nachgewiesen (Plautz et al., 1997). Auch in den
Malpighischen Geféaflen konnte durch Antikérperfarbungen eine rhythmische
Expression von PER und TIM nachgewiesen werden (Gibultowicz and He-
ge, 1997). Die grofite Gruppe an Zellen mit per- und tim-Expression im
Kopf sind die Photorezeptorzellen im Komplexauge mit iiber 12.000 Zellen
(Helfrich-Forster, 2002). Im Vergleich dazu ist die Zahl der Zellen, die das
rhythmische Lokomotorverhalten bestimmen mit ca. 150 Zellen eher gering.
Bei dieser Gruppe per- und tim-exprimierender Zellen handelt es sich um die
sog. Uhrneuronen, die im Zentralgehirn der Fliege lokalisiert sind.

Diese Neuronen werden aufgrund ihrer Lage und Gréfe traditionell in sechs
Gruppen eingeteilt: Drei Gruppen lateraler Neurone, (LN) und drei Gruppen
dorsaler Neurone (DN) (Ewer et al., 1992, Frisch et al., 1994, Kaneko and
Hall, 2000, Helfrich-Forster, 2003). Die lateralen Neuronen setzen sich aus

den dorsalen (LNg), den kleinen ventralen (s-LNy) und den grofien ventralen
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Abbildung 1.3: Lokalisation der Uhrneuronen im Fliegengehirn (Abb. aus Helfrich-
Forster et al., 2007). Laterale Neuronen: LNy (orange), I-LNy und s-LNy (rot), und 5"
s-LNy (violett); dorsale Neuronen: DN, DNo, DNj3 (blau); lateral posteriore Neuronen:
LPN (griin); aMe: akzessorische Medulla; H-B: Hofbauer-Buchner, R: Photorezeptorzel-

len.

(I-LNy) lateralen Neuronen zusammen. Bei diesen Zellen handelt es sich um
die Hauptschrittmacherzellen, denn diese Zellen sind notwendig und ausrei-
chend, rhythmisches Lokomotorverhalten, auch in Abwesenheit von Zeitge-
bern zu erzeugen (Ewer et al., 1992, Frisch et al., 1994). Sowohl die s-LN,
als auch die I-LN, exprimieren das Gen pigment dispersing factor (pdf, Renn
et al., 1999) mit dessen Hilfe auch die Projektionen dieser Zellen aufgekléirt
werden konnten (Helfrich-Forster, 1995). Einzige Ausnahme bildet die sog.
5 s-LN,, welche keine PDF-Expression zeigt (Kaneko et al., 1997). Das
Neuropeptid PDF ist wichtig fiir die Aufrechterhaltung von rhythmischem
Verhalten in konstanten Bedingungen. Eine Nullmutation des pdf-Gen fiihrt
zu einer Periodenverkiirzung im Lokomotorverhalten und die Tiere werden
mit der Zeit arhythmisch (Renn et al., 1999).

Die dorsalen Neuronen unterteilen sich in die DN, DN, und DNj3. IThre Funk-

tion ist weniger gut verstanden. Sie tragen zwar zum rhythmischen Verhalten
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unter LD-Bedingungen bei (Veleri et al., 2003, Klarsfeld et al., 2004) sind je-
doch dafiir nicht zwingend notwendig (Ewer et al., 1992, Frisch et al., 1994).
Die Lokomotoraktivitéit von Drosophila unter LD-Bedingungen ist durch zwei
Aktivitéatspeaks gekennzeichnet, dem Morgenpeak und dem Abendpeak (sie-
he Kap.: 2.4 und 3.2.6). Der Morgenpeak scheint hauptsichlich von den
s-LN,, gesteuert zu werden, wihrend fiir den Abendpeak einige LNy, die 5"
s-LN, und Teile der DN; beteiligt sind (Grima et al., 2004, Stoleru et al.,
2004, Rieger et al., 2006).

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

1.6 Der Aufbau und die Funktion von PERI-
OD

1.6.1 Doméinen von PER und deren Funktion

Uber einen Zyklus der inneren Uhr hinweg interagiert das Protein PERIOD
mit verschiedenen anderen Faktoren der inneren Uhr und wechselt aufler-
dem vom Cytoplasma in den Zellkern. Es verfiigt daher {iber eine Vielzahl
verschiedener Doménen, die diese Interaktionen, sowie den Kompartiments-
wechsel, vermitteln (siehe Abb. 1.4).

Als erster Interaktionspartner von PER wurde in einem Yeast-two-Hybrid-
Screen das Protein TIMELESS isoliert (Gekakis et al., 1995). Als notwen-
diger Bereich fiir eine Bindung von PER an TIM wurden die Aminosiuren
(AA) 233-365 in PER identifiziert. Es scheint jedoch noch einen zweiten
Interaktionsbereich zu geben, AA 448-512, der mit einem Cytoplasma Lo-
kalisationssignal (CLD, siche unten) zusammenféllt (Saez and Young, 1996).

Auflerdem wird PER durch das Homolog der Casein Kinase le DOUBLE-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von PERIOD. Uber dem Protein sind die
Interaktionspunkte mit DOUBLETIME (DBT), TIMELESS (TIM), CRYPTOCHROM
(CRY) und CLOCK:CYCLE (CLK:CYC) dargestellt. NLS: Nuclear Localization Do-
main, CK2: Phosphorylierungsstelle der Casein Kinase 2 (Ser149, 151 und 153), A: PAS-A,
B: PAS-B, CLD: Cytoplasmatic Loalization Domain, NES: Nuclear Export Signal, S/M:
Short Mutable Region, C: C-Domain, T/G: Threonine/Glycine Repeat Region, A: Re-
gion wichtig fiir Phosphorylierung und Kerntransport, CCID: CIOCK:CYCLE Inhibition

Domain.

TIME phosphoryliert. DBT kann an die AA 1-365 von PER binden (Kloss
et al., 1998) und destabilisiert PER, durch Phosphorylierung. Auflerdem wird
von der Region A (AA 761-787) (Nawathean et al., 2007) angenommen, dass
sie ebenfalls Interaktionen mit DBT vermittelt. Sie ist fiir die Phosphorylie-
rung und den Kerntransport wichtig. Eine Phosphorylierung durch Casein
Kinase 2 (CK2) findet an den Serinen 149, 151 und 153 statt (Lin et al.,
2005). Die Interaktionspunkte mit der Protein Phosphatase 2a (PP2a) sind
noch nicht bekannt, liegen aber wahrscheinlich im Bereich der Interaktions-
punkte von PER mit DBT und CK2 (Sathyanarayanan et al., 2004).

Seine Funktion als Transkriptionsrepressor erfiillt PER im Zellkern durch sei-
ne Bindung an den aus CLOCK und CYCLE bestehenden Transkriptionsfak-
torkomplex CLK:CYC. PER bindet mit der CLK:CYC Inhibition Domain
(CCID, AA 764-1034) an die Transkriptionsaktivatoren CLK:CYC, wodurch
sich diese vermutlich von der DNA 16sen und stoppt dadurch die eigene Tran-
skription, sowie die von tim und anderer Gene (Chang and Reppert, 2003).
Der Wechsel des PER-Proteins aus dem Cytoplasma in den Kern wird ne-

ben der Phosphorylierung noch durch weiter Doménen und Signalsequenzen
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im PER-Protein gesteuert. Experimentell bestétigt sind bisher zwei, die
Cytoplasmatic Localization Domain (CLD, Saez and Young, 1996) und ein
Nuclear Localization Signal in der CCID (Chang and Reppert, 2003). Das
CLD umfasst auch eine Interaktionsdoméne von PER mit dem Protein TIM
(siche oben). Durch eine Bindung von TIM an PER wird diese Doméne
wahrscheinlich verdeckt, und PER kann vermittelt durch das NLS in den
Zellkern wandern. Aufgrund von Sequenzhomologien vermutet man in PER
noch ein weiteres Kernlokalisierungssignal (NLS: AA 73-77, Chang and Rep-
pert, 2003), sowie ein Nuclear Export Signal (NES), das einen Kernexport
vermitteln konnte. Ein solches NES findet sich auch in den homologen PER-
Proteinen der Maus (mPER1, mPER2 und mPER3) im Anschluss an ein
CLD (Vielhaber et al., 2005). Seine Fuktionalitdt ist jedoch experimentell
noch nicht bewiesen.

Eine weitere wichtige Doméne des PER-Proteins ist die Threonine/Glycine
Repeat Region (T/G). Dieser Bereich ist in seiner Lénge variabel und be-
ginnt mit der AA 697. Die T/G-Region ist ein Bereich der eine Rolle bei
der Temperaturkompensation, und damit bei der Anpassung an verschiede-

ne Klimazonen, spielt (Sawyer et al., 1997, sieche Kap. 1.7).

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

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

In der ersten Studie (Huang et al., 1993) wurde durch Coimmunoprazipi-
tation (ColP) gezeigt, dass in wvitro transkribierte und translatierte PER-

Fragmente dimerisieren kénnen, wenn sie jeweils eine vollstindige PAS-Do-
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méne (A und B) besitzen. In dieser Studie wurde aufierdem die per®-
Mutation (Konopka and Benzer, 1971, Baylies et al., 1987) untersucht. Es
wurde gezeigt, dass ein Austausch der Aminosdure Valin243 in ein Aspartat
(D, per®) oder in ein Arginin (R) eine Dimerisierung der Fragmente fast ginz-
lich verhindert. Der Austausch in die ebenfalls neutrale Aminoséure Leucin
fithrte nur zu einer verminderten Dimerisierung. Den ersten Hinweis auf eine
Homodimerisierung von vollstdndigem PER in der Fliege erbrachte eine ColP
von einem rekombinanten PER-3-Galactosidase durch PER-HA in Protein-
extrakten von Fliegenkopfen, die beide rekombinanten Proteine gleichzeitig
exprimierten. Im Prézipitat der ColP konnte [3-Gal-Aktivitdt nachgewiesen
werden. Die Dimerisierung ist in der Fliege wohl aulerdem auf einen biolo-
gischen Prozess zuriickzufiihren, da sich im Prézipitat keine §-Gal-Aktivitét
detektieren liefl, wenn fiir die ColP zwei Proteinextrakte gemischt wurden,
wobei jeder Extrakt nur eines der beiden rekombinanten Proteine enthielt.
Im Gegensatz zu den PER-Fragmenten scheint also eine Homodimerisierung
des vollstéindigen PER-Proteins in der Fliege keine zuféllige Zusammenlage-
rung der Molekiile zu sein, sondern ein Prozess an dem wahrscheinlich noch
andere Faktoren beteiligt sind.

In der zweiten Studie (Huang et al., 1995) wurde die Dimerisierung der wild-
typischen Fragmente im Yeast-two-Hybrid-System bestétigt. Es zeigte sich
auferdem, dass die Dimerisierung der Mutanten V243D und V243R stark
temperaturabhéingig ist. PER-V243D und PER-V243R koénnen in der Hefe
nur bei 25 °C, nicht aber bei 30 °C oder 37 °C mit sich selbst dimerisieren. Ei-
ne Dimerisierung der Mutanten mit PER-Fragmenten ohne Austausch ist in
der Hefe bei 25 °C und 30 °C moglich. Durch ColP-Experimente, wieder mit
den oben beschriebenen Fragmenten, bei verschiedenen Temperaturen (16 °C,
25 °C und 30 °C) wurde diese Temperatursensitivitét fiir V243D bestétigt.
V243D dimerisiert nur bei 16 °C, V243R dagegen bei keiner der drei Tempe-

raturen.
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Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Vermutung, dass die Periodenverldnge-
rung, sowie die gestorte Temperaturkompensation von per’-Tieren auf ein
gedndertes Homodimerisierungsverhalten von PER zuriickzufiithren ist. Der
PER-Homodimer wurde damit zu einem moglichen Ausgangspunkt fiir die
Untersuchung der Temperaturkompensation der inneren Uhr.

Dass PER in Fliengekopfen tatséchlich in einem Komplex von mehr als einem
Protein vorliegt, wurde durch Ultrazentrifugation und Gelfiltration nachge-
wiesen (Zeng et al., 1996). ColP-Experimente mit Tieren die sowohl MYC-,
als auch HA-getagtes PER exprimierten, zeigten, dass PER zu einem kleinen
Prozentsatz als Homodimer vorliegt. Die Homodimerisierung wurde zu den
Zeitpunkten ZT16 ZT20 und ZT2 durchgefiihrt und bei allen Zeitpunkten
konnte ein Homodimer nachgewiesen werden. Die Menge des Homodimers
ist jedoch sehr gering und unterliegt in seiner Menge keiner zeitlichen Schwan-
kung. Als Hauptinteraktionspartner von PER wurde daraufhin das Protein
TIMELESS identfiziert (Zeng et al., 1996). Neben der in per® beeintriichtig-
ten PER-Homodimerisierung ist auch die Interaktion mit TIM schwécher und
stark temperaturabhingig (Gekakis et al., 1995). Der Phinotyp von per”
ist daher wahrscheinlich nicht nur auf die verédnderte Homodimerisierung,
sondern auch auf die temperaturabhingige Heterodimerisierung mit TIM
zuriickzufiithren. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde dem PER-Homodimer

keine physiologische Bedeutung mehr zugesprochen.

1.6.2.2 Die Aufklirung der 3D-Struktur der PAS-Doméine von
PER

Erst die Aufkliarung der 3D-Struktur eines PER-Fragments (Aminosduren
232-599), welches sowohl die PAS-Doménen, als auch einen Teil der C-Do-
méne enthielt, brachte den PER:PER-Homodimer wieder ins Spiel (Yildiz
et al., 2005). Das Fragment lag im Kristall als Dimer vor (siehe Abb. 1.5). Als

Basis fiir die Dimerisierung wurden zwei Strukturen ermittelt. Jedes Frag-
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Abbildung 1.5: 3D-Struktur des PERIOD-Fragments aus Yildiz et al., (2005). Dar-
gestellt ist die Dimerisierung von zwei Molekiilen, Molekiil 1 (rot, grau) und Molekiil 2
(gelb, blau). Die Tryptophane Trp482 (Pfeile) sind auf der Schleife SD’-GE’ lokalisiert
und ragen in eine hydrophobe Tasche, die aus A, aB und aC gebildet wird. Die oF von
Molekiil 2 ragt hinter die g-Faltbldtter der PAS-A von Molekiil 1 und bildet dadurch das

aF-Interface. Die oF von Molekiil 1 ist keiner Interaktion beteiligt.

ment bildet durch die Aminosduren Ile244, Met246, Gly249 (BA), Ser273,
11275 (aB) und Phe286, 11e290 (aC) eine hydrophobe Tasche, in welche
die Seitenkette des Trp482 des anderen Fragments hineinragt. AufBlerdem
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biegt sich die aF-Helix von einem Molekiil (in Abb. 1.5 Molekiil 2) hinter
die (-Faltblatter der PAS-A-Doméne des anderen Molekiils. Das daraus ent-
stehende aF-Interface wird durch eine Salzbriicke zwischen Arg345 (PAS-A;
BD) und Glub66 (aF), sowie durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Val243 mit Met560 und Met564 stabilisiert (siche Abb. 1.5 und schematische
Darstellung in Abb. 1.6). Die aF-Helix des anderen Molekiils (in Abb. 1.5

Molekiil 1) scheint keine solche Interaktion auszubilden. Die Aufklarung
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung von PERIOD, dem kristallisierten Fragment
und der Interaktionspunkte im PER:PER-Homodimer. Uber dem vollstéindigen Prote-
in (1-1224) sind die Interaktionspunkte mit DOUBLETIME (DBT), TIMELESS (TIM),
CRYPTOCHROM (CRY) und CLOCK:CYCLE (CLK:CYC) dargestellt. Darunter ist
das kristallisierte Fragment (232-599) mit den Interaktionspunkten des Homodimers dar-
gestellt. NLS: Nuclear Localization Domain, CK2: Phosphorylierungsstelle der Casein
Kinase 2 (Ser149, 151 und 153), A: PAS-A, B: PAS-B, CLD: Cytoplasmatic Localization
Domain, NES: Nuclear Export Signal, S/M: Short Mutable Region, C: C-Domain, T/G:
Threonine/Glycine Repeat Region, CCID: CLOCK:CYCLE Inhibition Domain, hydroph.
Tasche: hydrophobe Tasche.
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der 3D-Struktur liefert damit auch eine Bestétigung und Erklarung fiir die
vorangegangenen Studien von Huang und Kollegen (1993, 1995). Auch im
3D-Model ist Val243 durch die Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen
wichtig fiir die Stabilisierung des Dimers. Die Einfithrung einer Ladung an
dieser Position durch einen Austausch in ein negativ geladenes Aspartat oder
ein positiv geladenes Arginin unterbindet diese hydrophoben Wechselwirkun-

gen und fithrt damit zu einer Destabilisierung des Dimers.

1.7 Mechanismen der Temperaturkompensa-
tion

Die Temperatur auf der Erde unterliegt, wie oben beschrieben, einer starken
Schwankung. Bei biochemischen Reaktionen hat eine Temperaturerhchung
um 10 °C eine doppelte bis dreifache Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge. Die
innere Uhr benttigt daher Mechanismen, die Periodenldnge trotz wechseln-
der Temperaturen relativ konstant zu halten.

Eine wichtige Rolle dabei spielt das Gen per. Das PER-Protein besitzt ei-
ne Doméne, die sich aus sich abwechselnden Threoninen und Glycinen zu-
sammensetzt, die Threonine/Glycine Repeat Region (T/G). Dieser Bereich
spielt ein Rolle bei der Temperaturkompensation. In der Natur kommen
vorwiegend zwei Formen dieser T/G-Region vor. Fliegen, die ein Allel mit
17 Wiederholungen, (T/G);7 tragen, zeigen bei hohen Temperaturen eine
Periode néher bei 24 h als Tiere mit 20 Wiederholungen (T/G)g. Tiere
mit (T/G)qo haben jedoch eine bessere Temperaturkompensation iiber einen
grosseren Temperaturbereich. (T/G)q7 ist daher in der Natur vorwiegend in
Nordafrika anzutreffen, (T/G)gy in Nordeuropa, wo eine stirkere Tempera-
turschwankung herrscht.

Wie in Kap. 1.6.2 erwihnt, zeigten die Untersuchungen der Mutation per’,

dass eine Reihe weiterer biochemischer Prozesse am Mechanismus der Tem-
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peraturkompensation beteiligt sein kann. Es wurde gezeigt, dass PER-Frag-
mente, die PAS-Doménen besitzten zum Einen einen Homodimer bilden kén-
nen, zum Anderen aber auch in der Lage sind, mit PER-Fragmenten die
die C-Doméne enthalten, zu dimerisieren. Da die per’-Mutation die Ho-
modimerisierung temperaturabhéngig schwécht und die Interaktion mit der
C-Doméne temperaturabhéngig stéarkt, wurde fiir die Temperaturkompensa-
tion ein Modell basierend auf diesen beiden Dimerisierungen vorgeschlagen.
Es wurde vermutet, dass es eine intramolekulare Interaktion zwischen der
PAS- und der C-Doméne gibt, die in Konkurrenz mit der Homodimerisierung
steht. Eine temperaturbedingte Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
diesen Interaktionen wére dann in der Lage andere, von der Temperatur be-
einflusste Effekte, wie vielleicht die Kernlokalisation, auszugleichen (Huang
et al., 1995).

Neben PER:PER-Homodimerisierung scheint in per’ auch die PER:TIM-
Heterodimerisierung temperaturabhingig gestort zu sein. Die Stabilitiat des
PER:TIM-Komplexes wurde daher ebenfalls mit der Temperaturkompensa-
tion in Verbindung gebracht (Gekakis et al., 1995). Zudem ist die Mutati-
on tim°L (Supressor of perf) in der Lage ist den per®-Phiinotyp zu unter-
driicken (siehe Diskussion Kap. 4.2.1.6, Rutila et al., 1996). Dies favorisiert
die PER:TIM-Interaktion als mogliche Komponente der Temperaturkompen-
sation. Trotz dieser verschiedenen Ansétze ist der Mechanismus der Tempe-

raturkompensation jedoch weitgehend unverstanden.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

1.8.1 Untersuchung der transgenen Fliegenlinie 21-32

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Landskron, 2002) wurde eine P-Ele-
ment-Mutagenese mit einem luciferase-Konstrukt durchgefiihrt. Dabei wur-

de das Konstrukt pTrap-luc vom X-Chromosom auf die Autosomen mobili-
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siert. Ziel war es, durch Messung der LUCIFERASE-Aktivitat der erzeugten
Fliegenlinien, Linien zu isolieren, bei denen eine Insertion in ein circadian
reguliertes Gen stattgefunden hatte.

Eine der isolierten Linien ist 21-32. Diese Linie zeigt in LD eine rhythmische
LUCIFERASE-Aktivitéit, mit einem néchtlichen Maximum. Die Biolumines-
zenz dieser Linie steht unter der Kontrolle der inneren Uhr, da nach Einkreu-
zen eines X-Chromosoms mit per?! keine rhythmische Biolumineszenz mehr
gemessen werden kann. Das Konstrukt ist 66 bp vor dem Transkriptionsstart
des Gens CG6328 (93F2-93F6) auf Chromosom 3 inseriert. Homozygot ver-
ursacht das Insertionschromosom Sterilitdat. Messungen der Lokomotorakti-
vitéit ergaben auflerdem ein reduziertes rhythmisches Verhalten. In DD sind
nur 50 % der Tiere mit einer Kopie des Insertionschromosoms rhythmisch,
von den homozygoten Tieren nur 17 %.

Durch geeignete Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob CG6328 ein
ceg ist, also ein Gen, das unter der Kontrolle der inneren Uhr steht, oder

vielleicht sogar selbst ein Bestandteil des molekularen Oszillators.

1.8.2 Untersuchung der Funktion des PER:PER-Ho-

modimers

Die Aufklarung der 3D-Struktur der PAS-Doménen des Proteins PERIOD
zeigte, dass PER im Kristall als Homodimer vorliegt, und bestéitigte damit
altere Studien, die auf eine Homodimerisierung hinweisen. Die 3D-Struktur
offenbarte zudem mogliche Interaktionspunkte, die auch in der Fliege diese
Homodimerisierung vermitteln kénnten.

Durch die Herstellung transgener Fliegen, die getagte rekombinante PER-
Proteine exprimieren, sollte die Moglichkeit geschaffen werden, eine Homo-
dimerisierung von PER in der Fliege zu untersuchen. Auflerdem sollte durch

die Einfithrung verschiedener Mutationen in diese Proteine eine Dimerisie-
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rung gezielt verringert oder ganz unterbunden werden. Auf diese Weise soll
gekléart werden, ob, und wenn ja, welche physiologische Bedeutung der Homo-
dimer in Fliegen hat. Besonders die mdogliche Beteiligung am Mechanismus
der Temperaturkompensation soll geklart werden, da die molekularen Hin-
tergriinde dieses wichtigen Aspekts der inneren Uhr immer noch weitgehend

unverstanden sind.

1.8.3 Untersuchung eines Nuclear Export Signals in

PER

Untersuchungen der PERIOD-Proteine der Maus (mPER1, mPER2 und
mPER3) zeigten, dass diese Proteine im Anschluss an die Cytoplsmatic Loca-
lization Domain (CLD) ein Nuclear Export Signal (NES) besitzen. Sequenz-
vergleiche ergaben, dass das Drosophila PER wahrscheinlich ebenfalls {iber
ein derartiges Signal verfiigt (Vielhaber et al., 2001). Durch die Erzeugung
transgener Tiere, die ein rekombinantes PER mit einer Mutation im puta-
tiven NES exprimieren, soll untersucht werden, ob es sich dabei tatséchlich

um ein funktionelles NES handelt.



Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 PCR, Sequenzierung und Sequenzanalyse

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

Tabelle 2.1: Reaktionszyklen der PCR und der Sequenzreaktion.

Fiir PCR wurde ausschlieflich Thermus aquaticus Polymerase (Tag") un-

ter folgenden Reaktionsbedingungen verwendet: 20 mM Tris HCI ph 8,75,
10 mM KCI, 10 mM (NHy4)2SOy4, 2 mM MgSOy, 0,1 mg/ml Bovine Serum Al-
bumin (BSA), Primer je 0,4 uM, Desoxiribonucleosidtriphosphate je 0,4 mM,
DNA-Matrize, 1,5 pul Tagt in 50 ul Gesamtvolumen. Die DNA-Matrize bil-
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Primer Sequenz Verwendung

tim1957-S | GTGGTTGCGTAATGCCCTGG | Is-tim / s-tim
tim568-AS | GCACCGTCAGATTGACGA
JO-S GGGTATCGTTACACTTGCTGC | Plw™]?t—32-
JO-AS GGATGATGTCTCGACACTTCC | Revertanten
per3823-S | CACCTTCTGCGTGATGCTGC | R345E
perd295-AS | CTTCATTACCGTCTCGTAGG
perd187-S | CAGTGCACTGGGCTATCTGC | W482E
per4666-AS | CTCCTGCTTGACCGTGTCCG
per4522-S | GCAGTGCAACGTCTTCGAGG | I530A, M560D
perb354-AS | TCTCCATCTCGTCGTTGTGC
per6129-S | TGATGTACCAGCCGATGCCC HA- bzw.
per6506-S | CTGCAGCAGCAGCAATCCCG c-myc-TAG
per7291-AS | GTGGTTCGATGTTCGAACCC
HA-test CGTAATCGGGCACATCGTAGG
c-myc-test | CCTCGCTGATCAGCTTCTGCT

Tabelle 2.2: Oligonukleotide, die fiir PCR und Sequenzreaktionen verwendet wurden.
Das tim-Primerpaar stammt aus der Arbeit von Shobi Veleri, die per-Primer aus der Ar-
beit von Franz Glaser. Mit dem Primerpaar JO-S (270 bp vor Plw*]?'=32) und JO-AS
(250 bp nach PlwT]?'~32) wurde der ehemalige Insertionsort des P-Elements nach der Re-
mobilisierung untersucht. Die Orientierung der TAGs in den per-Konstrukten wurde mit
den Primerpaaren HA- bzw. MYC-test / per6129-S bzw. per7291-AS iiberpriift. Sequen-
ziert wurden die Insertionsorte der TAGs mit dem Primerpaar per6506-S / per7291-AS.

Mit den iibrigen per-Primern wurden die angegebenen Mutationen sequenziert.

deten dabei entweder 10-50 ng Plasmid-DNA oder 1 ul genomische Fliegen-
DNA, die nach der Single-fly DNA prep Methode (Gloor et al., 1993) herge-
stellt wurde. Die Amplifikation fand in einem 771 Gradient oder T3 Ther-
mocycler (Biometra) statt, Programm siehe Tab. 2.1. Die Aufreinigung der

PCR-Produkte erfolgte durch DNA-Gelelektrophorese (Sambrook and Rus-
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sel, 2001), und anschliefende Gelextraktion (QIAquick Gel Extraction Kit,
QUIAGEN).

Sequenzreaktionen wurden entweder mit PCR-Produkten oder Plasmiden
unter Verwendung des BigDye Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kits (Ap-
plied Biosystems, Didesoxymethode (Sanger et al., 1977)) durchgefiihrt. Auf-
getrennt wurden die Produkte von der Firma GENEART, Regensburg, Bio-
park II.

Die Analyse der Chromatogramme erfolgte mit dem Computerprogramm
BioEdit (Hall, 1999), die Analyse der Sequenzen mit dem Softwarepacket
Lasergene v5, DNASTAR. Datenbankvergleiche wurden auf den Internetsei-
ten http://ncbi.nlm.nih.gov/ und http://flybase.net/ durchgefiihrt.

2.1.2 Klonierung allgemein

Die fiir Klonierungen verwendeten Restriktionsenzyme, sowie die Ligase wa-
ren bis auf SanDI (Stratagene) und Sgfl (Promega) von der Firma New
England Biolabs (NEB). Die Reaktionsbedingungen wurden entsprechend
der Beschreibung des jeweiligen Enzyms eingestellt. Bestand bei der Ligase-
reaktion die Moglichkeit der Religation, so wurde der entsprechende Vektor
zusitzlich mit CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, Fermentas) be-
handelt. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte wie oben beschrie-
ben. Bei Ligationen wurden ca. 50 ng Vektor, sowie ein dreifacher molarer
Uberschuf an Insert eingesetzt.

Die Transformationen erfolgten in XL1 Blue heatshock-kompetente Zellen
(Stratagene) unter Verwendung des Protokols fiir diese Zellen. DNA-Plas-
midpriaperationen im kleinen Mafistab wurden mit dem QIAprep Spin Mi-
niprep Kit (QIAGEN) hergestellt. Fiir Plasmidpraperationen im grosseren
Mafstab wurde das QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN) verwendet.

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

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

Ausgangspunkt fiir die Klonierung der period-Konstrukte waren die Vek-
toren -1313-34-hs-per und rec/, die freundlicherweise von Paul Hardin zur
Verfiigung gestellt wurden. Der Vektor -15183-3/-hs-per basiert auf einem
pP{CaSpeR-4} (Thummel und Pirotta, 1991), bei dem die HindIIl, Pstl,
Sall, Xhol und Hpal Schnittstellen entfernt worden waren. Er enthélt die
gesamte per-cDNA, sowie eine 2,1 kb lange genomische Downstream-Sequenz
(HindlIIl / EcoRI), und das -1313-34 per-Promotorfragment zusammen mit
einem 250 bp langen hsp70-Promotor (Hao et al., 1997 und 1999). Der Vek-
tor rec4 basiert auf einem pBluescript KS— (Stratagene), der das Xhol /
EcoRI-Fragment (hsp70-Promotor, per-cDNA und genomische Sequenz) des
-1313-34-hs-per enthilt.
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Abbildung 2.1: Restriktionskarte des Ausgangsvektors -1313-34-hsp-per, der von Paul
Hardin zur Verfiigung gestellt wurde. Kpnl und Xbal sind die Enzyme, mit denen der
dargestellte Bereich in den pP{CaSpeR-4} (7,9 kb) kloniert wurde. Der Bereich zwischen
EcoRI und Xbal stammt aus dem Vektor pBluescript KS~ (durch Klonierung aus rec4 ).
Abkiirzungen: per-P.: per-Promotor (-1313-34), hsp70: hsp70-Promotor. Abstéinde:
Kpnl / Xhol: ~1 kb, Xhol / Sall: ~0,5 kb, Sall / SanDI: ~1,2 kb, SanDI / BamHI:
~1,1 kb, BamHI / HindIIl: ~1,4 kb, HindIII EcoRI: ~ 2,1kb.

Von Masao Doi wurden freundlicherweise die Vektoren pAc-dPer-1530A und
pAc-dPer-M560D zur Verfiigung gestellt, die auf dem pAcs.1/V5-HIS B (In-

vitrogen) basieren und Basenaustausche in der period-cDNA tragen, die im
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PERIOD-Protein die Aminosiurenaustausche Isoleucin-530-Alanin (I530A)
und Methionin-560-Aspartat (M560D) verursachen.

2.1.3.2 Herstellung der TAGs

Die TAGs wurden durch Hybridisierung von je zwei Oligonukleotiden her-
gestellt. Jeweils 150 pmol der Oligonukleotide HA2-S und HA2-AS, sowie
MY C2-S und MYC2-AS (Tab. 2.3) wurden in 74 DNA Ligase Puffer (NEB)
mit 7/ Polynucleotide Kinase (NEB) am 5-Ende fiir die spatere Ligation
phosporyliert. AnschlieBend wurden die Reaktionen 5 min in 1 1 Wasserbad
aufgekocht und im Wasserbad langsam auf 4 °C abgekiihlt. Dadurch wurde
zum Einen die T4 Polynucleotide Kinase inaktiviert und zum Anderen die

Hybridisierung durchgefiihrt.

2.1.3.3 Klonierung der per-Konstrukte ohne Mutationen

Zunéchst wurde das 4,2 kb Xhol / HindlIII-Fragment aus dem rec/ in einen
pBluescript KST (Stratagene) kloniert (pKS-per). In pKS-per wurde an-
schliefend mit Hilfe des QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) kurz vor dem Stopcodon in per mit den Primern Aat-S und
Aat-AS (Tab. 2.3) eine Aatll-Restriktionsstelle erzeugt (pKS-per-Aat). In
diese Aatll-Schnittstelle wurden daraufhin die beiden hybridisierten TAGs,
HA und c-myec, ligiert (pKS-per-HA, pKS-per-c-myc). Die Sequenz der TAGs
wurde so gewéhlt, dass nach einer Insertion die AatIl-Stelle nicht mehr vor-
handen ist. Der korrekte Einbau der TAGs wurde durch Test-PCR und
Sequenzierung (Tab. 2.2) {iberpriift.

Nachdem mit den Primern Bam-weg-S und Bam-weg-AS (Tab. 2.3) bei einem
pBluescript KST die BamHI-Restriktionsstelle entfernt worden war (pkS-
Bam™) wurde das 2,1 kb HindIIl / EcoRI-Fragment aus rec4 in diesen Vek-
tor kloniert (pKS-pgs-Bam™). Durch Klonierung des 2,1 kb grolen HindIII /
Xbal-Fragments aus dem pKS-pgs-Bam™ in die Vektoren pKS-per-HA und



KAPITEL 2. MATERIALIEN UND METHODEN 37

pKS-per-c-myc wurden dann die Vektoren rec4-HA-Bam~™ und rec4-c-myc-
Bam™ erzeugt. Im Ausgangsvektor -1313-34-hs-per wurde daraufhin das
3,5 kb BamHI / Xbal-Fragment mit den entsprechenden Fragmenten aus

rec4-HA-Bam~™ und rec4-c-myc-Bam~ ausgetauscht, was die beiden Kon-

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

2.1.3.4 Klonierung der Konstrukte mit Basenaustauschen

Name Sequenz

HA2-S TTACCCCTACGATGTGCCCGATTACGCCTACGT
HA2-AS AGGCGTAATCGGGCACATCGTAGGGGTAAACGT
MYC2-S TGAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGATCTGTACGT
MYC2-AS AGAGATCCTCCTCGCTGATCAGCTTCTGCTCAACGT
Aat-S CCAGACACAGCACGGGGACGTCTAGTAGCCACACCCGC
Aat-AS GCGGGTGTGGCTACTAGACGTCCCCGTGCTGTGTCTGG
Bam-weg-S CCGCTCTAGAACTAGTGAATCCCCCGGGCTGCAG
Bam-weg-AS | CTGCAGCCCGGGGGATTCACTAGTTCTAGAGCGG
R345E-S CCTGGGGCTCACCTTCGAGGAGGCTCCGGAGGAG
R345E-AS CTCCTCCGGAGCCTCCTCGAAGGTGAGCCCCAGG
W482E-S AGCTTCGTCAATCCAGAGTCCCGCAAGCTGG
WA482E-AS CCAGCTTGCGGGACTCTGGATTGACGAAGCT

Tabelle 2.3: Oligonukleotide, die fiir die Erzeugung der Punktmutationen und die Her-
stellung der TAGs fir die period-Konstrukte verwendet wurden. Basenaustausche sind

durch Fettdruck gekennzeichnet.

Im Vektor pKS-per wurden mit den Primerpaaren R345E-S / R345E-AS
und W482E-S / W482E-AS (Tab. 2.3) die Basenaustausche Arginin-345-
Glutamat und Tryptophan-482-Glutamat erzeugt (pKS-per-R345E und pKS-
per-W482E). Die Xhol / BamHI-Fragmente (2,9 kb) aus diesen Vektoren

wurden dann jeweils in per-HA und per-c-myc ausgetauscht: per-R345E-
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HA, per-R345E-c-myc, per-W/82E-HA und per-W/82E-c-myc. Der dabei
auch freiwerdende pBluescript KS* etwa gleicher Grosse (3 kb) wurde mit
Dral verdaut.

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

Das 1,7 kb lange Xhol / SanDI-Fragment aus pKS-per- W/82E wurde jeweils
in den Konstrukten per-M560D-HA und per-M560D-c-myc ausgetauscht, was
die Konstrukte per-W/82E-M560D-HA und per-W482E-M560D-c-myc er-
zeugte. Das Vorhandensein der Basenaustausche wurde durch Sequenzierung

(Tab. 2.2) tiberpriift.

2.1.4 Westernblot
2.1.4.1 Proteinpriparation und Gelektrophorese

Drei bis vier Tage alte Tiere wurden fiir mindestens drei Tage in einem kiinst-
lichen Rhythmus aus 12 h Licht / 12 h Dunkelheit (LD) bei 25 °C gehalten
und zu den entsprechenden Zeitgeberzeiten in fliisssigem Stickstoff abgesam-
melt. Durch Vortexen wurden die Képfe abgetrennt und auf Trockeneis ab-
gezahlt. Fiir die einzelnen Experimente wurden unterschiedliche Mengen von
Fliegenkopfen verwendet. Wird im Ergebnisteil nicht gesondert darauf hin-
gewiesen, so wurden fiir TIM- und PER-Nachweise in wildtypischen Fliegen
25 Kopfe und fiir Nachweise von PER in den Transformantenlinien der per-
Konstrukte 25, 35 oder 50 Kopfe verwendet.

Die Kopfe wurden in 50 pul Homogenisierungspuffer (20 mM HEPES pH 7,5,
100 mM KCl1, 5 % Glyzerin, 10 mM EDTA, 0,1 % Triton-X 100, 20 mM
[-Glycerophosphat, 0,1 mM Natriumvanandat (NagVOy), 0,5 mM PMSF,
20 pg/ml Aprotinin, 1 mM DTT, 5 ug/ml Leupeptin, 5 ug/ml Pepstatin A)
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homogenisiert. Nach zweimaliger Zentrifugation (6 min bei 16000 g) wurde
der Uberstand mit 10 gl 5x DGLP (0,31 mM Tris, 10 % SDS, 50 % Gly-
zerin, 25 % (B-Mercaptoethanol, 0,1 % Bromphenolblau) versetzt, und 3 min
bei 96 °C aufgekocht.

2.1.4.2 Proteinpriperation mit Dephosphorylierung der Proteine

Die Fliegenkopfe wurden wie oben beschrieben abgezéhlt. Die Proteinextrak-
tion fand in einem Homogenisierungspuffer statt, der im Gegensatz zum oben
beschriebenen, kein NazVO, und nur 1 mM EDTA enthielt. Vor dem Auf-
kochen in DGLP wurden die Proteine mit A-Protein-Phosphatase (A-PPase,
NEB) entsprechend der Herstellerinformation dephosphoryliert.

2.1.4.3 Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die Proteine wurden in einem 16 x 18 cm groflen Polyacrylamidgel bei 55 V
iiber einen Zeitraum von 17 h aufgetrennt (Sammelgel: 4,5 % Acrylamid
[Acrylamid:Bisacrylamid 75:1], 0,1 M Tris pH 6,8, 0,1 % SDS; Trenngel: 6 %
Acrylamid [Acrylamid:Bisacrylamid 75:1], 0,39 M Tris pH 8,8, 0,1 % SDS;
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris, 0,2 M Glycin, 0,1 % SDS).

2.1.4.4 Semidryblot

Auf der Kathode der Blotapparatur wurde der Blot wie folgt aufgebaut: drei
Lagen Whatman 3MM Chromatographiepapier, Polyacrylamidgel, Nitrocel-
lulosemembran (Protran BA85 45 pm, Schleicher und Schuell), drei Lagen
Whatmanpapier. Das Papier und die Membran wurden vor dem Blotten mit
SDBB (Semi-Dry-Blotting-Buffer, 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % Metha-
nol, 0,0375 % SDS) getrénkt. Geblottet wurde fiir 1 h bei einer Stromstérke
von 400 mA (~4 mA / cm?).

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen mit PonceauS gefarbt um
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die Ubertragung zu iiberpriifen. Entfarbt wurde durch mehrere Waschschrit-
te mit zuerst Wasser, und dann TBST (Tris Buffered Saline mit Tween-20:
140 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5, 0,05 % Tween-20). Mit 1 % BSA Frak-
tion V in TBST wurden die Membranen darauthin 2 h geblockt.

2.1.4.5 Antikorperfarbung und Detektion

Direkt nach dem Blocken wurden die Membranen iiber Nacht mit dem jewei-
ligen priméren Antikorper (siehe Tab. 2.4) in 5 % Magermilchpulver in TBST
gefiarbt. Nach 5-6 Waschschritten (insgesamt ca. 30 min) mit TBST erfolg-
te die zweistiindige Inkubation mit dem jeweiligen sekundéren Antikorper
(Tab. 2.4) in 5 % Magermilchpulver in TBST. Nach abermals 5-6 Wasch-
schritten erfolgte die Detektion des sekundéren Antikorpers mit Hilfe des
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) auf Hyperfilm
MP Filmen (Amersham).

Bei Farbungen mit einem zweiten priméren Antikérper wurden die Mem-
branen nach der Detektion mit TBST gewaschen und erneut geblockt. Die

weiteren Farbungen wurden dann, wie oben beschrieben, durchgefiihrt.

2.1.5 Immunocoprizipitation (ColP)

Die ColP wurde nach einen Protokol von P. Emery durchgefiihrt (Busza
et al., 2004). Alle Zentrifugationen und Inkubationen wurden bei 4 °C durch-
gefiihrt. Die Proben (ZT20) wurden bei allen Arbeitsschritten durch Alumi-
niumfolie vor Licht geschiitzt.

Pro Probe wurden 20 pl Beads (Protein G Sepharose Fast Flow Beads, Amer-
sham) bei 2000 rpm (322 g Biofuge Pico, Heraeus) abzentrifugiert, mit 1 ml
Extraktionspuffer (20 mM Hepes pH 7,5, 100 mM KCIl, 5 % Glyzerin, 0,05 %
NP40, 1 mM DTT, 20 mM [3-Glycerophosphat, 0,1 mM NazgVO,, 5 mM
PMSF, 20 pg/ml Aprotinin, 5 pug/ml Leupeptin, 5 pug/ml Pepstatin A) ge-
waschen und mit 5 pl Antikérper (Anti-C-MYC, siehe Tab. 2.4) in 1 ml
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Antigen ‘ Wirt Markierung | Verdiinnung Referenz / Quelle
PER (978-1) | Kaninchen - 1:10000 Stanewsky et al., 1997A
TIM Ratte - 1:10000 M. Rosbash
TIM Ratte - 1:2500 I. Edery
HA.11 Maus - 1:1000 Covance (HISS
(16B12) Diagnostics GmbH)
C-MYC Maus - 1:1000 Covance (HISS
(9E10) Diagnostics GmbH)
Kaninchen Ziege HRP 1:100000 Pierce
IgG (H+L)
Ratte Ziege HRP 1:25000 Pierce
IgG (H+L)
Maus IgG Schaf HRP/ECL 1:2000 Amersham

Tabelle 2.4: Antikérper fiir den Proteinnachweis auf Membranen.

Extraktionspuffer fiir 1 h auf 4 °C rotierend inkubiert. Danach wurden die
Beads abzentrifugiert (2000 rpm) und der Uberstand abgenommen. Die Be-
ads wurden danach pro Probe in 40 ul Extraktionspuffer resuspendiert.

Pro Probe wurden 2x 200 pl Fliegenkopfe (ZT20) in je 400 ul Extraktions-
puffer homogenisiert, zweimal 5 min bei 16000 g zentrifugiert und vereinigt.
20 pl der vereinigten Uberstinde wurden mit 5x DGLP aufgekocht (siehe
oben) und als Kontrolle auf —80 °C eingefrohren. Der restliche Uberstand
wurde dann mit 20 ul antikorpergekoppelter Beads rotierend iiber Nacht in-
kubiert.

Die Beads wurden dann 2 min bei 2000 rpm abzentrifugiert. 20 ul des Uber-
stands wurden wiederum, wie oben beschrieben, als Kontrolle aufgehoben.
Nach dreimaligem Waschen mit 750 pl Extraktionspuffer wurden die Beads
in 30 ul Extraktionspuffer resuspendiert und mit 8 ul 5x DGLP aufgekocht.
Der Nachweis der an die Beads gebundenen Proteine erfolgte dann mit SDS-

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

Wird nicht gesondert darauf hingewiesen, so fanden alle Arbeitsschritte bei
4 °C oder auf Eis statt. 30 Kopfe (ZT15) wurden in 250 pl Trifast (Peq-
lab) homogenisiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der
Uberstand mit 50 pl Chloroform / Isoamylalkohol (49:1) durch Vortexen ver-
mischt, 3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 20 min bei
11000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere, wissrige
Phase mit Isopropanol gemischt und die RNA bei —80 °C gefillt. Die RNA
wurde dann durch eine 15 min Zentrifugation mit 11000 rpm prézipitiert und
mit 75 % Ethanol gewaschen (5 min, 8000 rpm). Nach dem Trocknen wurde
die RNA in 12 pul Wasser gelost.

Die reverse Transkription fand mit dem QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben statt. In die Reaktion zur Beseitigung
von genomischen DNA-Verunreinigungen (¢DNA Wipeout Buffer) wurde die
gesamte RNA-Préaperation eingesetzt. Die daraus resultierenden 14 pl wur-
den wiederum vollstandig in die reverse Transkription mit Oligohexanukleo-
tiden eingesetzt.

Von den 20 pl cDNA-Losung wurde daraufhin 1 gl in einer PCR (siehe oben)
auf Verunreinigungen durch genomische DNA getestet. Dabei wurde ein
Primerpaar (Inv-S / Inv-AS) gegen das Gen Invadolysin verwendet (siche
Tab. 2.5). Inv-S bindet in Exon 6, Inv-AS in Exon 8 von Invadolysin. Im
Fall von genomischer DNA ist das PCR-Produkt 746 bp lang, im Fall von
c¢DNA nur 625 bp, da zwei Introns mit 55 bp bzw. 66 bp fehlen.

2.1.6.2 Realtime-PCR und Auswertung

Die Realtime-PCR wurde in 20 pl LightCycler-Kappilaren (Roche) mit dem
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) in einem LightCycler (Roche)
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durchgefiihrt. Fiir jede Probe wurde eine Reaktion mit einem Primerpaar
gegen das housekeeping Gen a Tubulin84B und eine Reaktion mit einem Pri-
merpaar gegen die per-Konstrukte angesetzt (siche Tab. 2.5). Pro Reaktion
wurde 1 ul cDNA eingesetzt. Um Pippetierfehler bei der Zugabe der cDNA
zu vermeiden, wurde fiir jede Probe ein Mastermix angesetzt, dem dann die

jeweiligen Primer zugegeben wurden.

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

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

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

Tabelle 2.5: Primer, die fiir die Real-Time-PCR und zum Testen der cDNA verwendet
wurden. Das Primerpaar Inv-S und Inv-AS, gegen das Gen Invadolysin, wurde zum Testen
der cDNA auf Verunreinigungen durch genomische DNA verwendet. Das Primerpaar Tub-
S und Tub-AS bindet an a Tubulin84B und wurde als interne Kontrolle (housekeeping Gen)
bei der Realtime-PCR verwendet. per-LS-1 und per-LS-2 wurden jeweils in Kombination
mit c-myc-test verwendet. Auf diese Kombination beziehen sich auch die Angaben der
Produktldngen bei den Primern per-LS-1 und per-LS-2.

Wihrend der PCR (siehe Tab. 2.6) im LightCycler wurde nach jedem PCR-
Zyklus die Zunahme der Fluoreszenz (sieche Abb. 2.2) des Farbstoffes SYBR
Green gemessen. SYBR Green bindet nur an doppelstringige DNA und
kann nur dann zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Stérke der Fluoreszenz
verhilt sich daher proportional zur Menge des PCR-Produktes.

Fiir die Berechnung der relativen cDNA-Menge wurde der CT-Wert (Cros-
sing Time) verwendet. Der CT gibt an, bei welcher Zyklenzahl die Fluo-
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Zyklen | Temperatur | Dauer

Tabelle 2.6: PCR-Programm fiir die

! 95 C 15 min cDNA-Amplifikation im LightCycler.
40 95°C 15s Der 15 miniitige 95 °C-Schritt dient
56 °C 30 s zur Auftrennung d(?r .Doppelstr'ange der
c¢DNA und zur Aktivierung der Polyme-

72°C 20 s rase.

reszenz und damit das PCR-Produkt einen festgelegten Schwellenwert iiber-
steigt (siehe Abb. 2.2). Fiir jede Probe wurde dann die Differenz (ACT)
aus den CTs von Zielgen und housekeeping Gen ermittelt, die relative RNA-
Menge ergibt sich aus der Potenz des —ACT zur Basis 2:

ACT = CTZeigen — CThousekeeping Gen Relative RNA-Menge: 274CT
Zum Vergleich mehrerer Proben wurden die verschieden relativen RNA-Men-
gen eines Experiments normalisiert, wobei der hochste Wert auf 1 gesetzt
wurde. Aus den normalisierten RNA-Mengen mehrerer Experimente wurde

dann der Durchschnitt, sowie der SEM berechnet.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung

eines LightCycler-Experiments mit einer Pro-
Reaktion 2 be

| Reaktion 1 . Reaktion 1 ist mit dem Primerpaar fiir

das housekeeping Gen, Reaktion 2 mit dem

Fluoreszenz

Schwellenwert Primerpaar fiir das Zielgen. Die Schnittpunk-

te der Fluoreszenzkurven mit dem Schwellen-

0 — t . wert ergeben die beiden CT-Werte (Crossing
Anzahl der Zyklen

Time) in Reaktionszyklen.

2.2 Genetische Methoden

2.2.1 Fliegenstamme

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

X-90: Fliegenlinie mit P-Element-Insertion (luc-sniffer) auf y w-X-Chro-
mosom (Stempfl et al., 2002).

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

ATDD, B16: Wildtypstamme mit dem Allel tim-s auf Chromosom 2 (San-
drelli et al., 2007).

21-32:  Fliegenlinie mit p Trap-luc-Insertion auf Chromosom & vor dem Gen

CG6328 (93F2-93F6).

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

im genetischen Hintergrund von tim’ (Tauber et al., 2007).

T28S, T30S: Fliegenlinien mit einem S-TIM exprimierend Konstrukt im

genetischen Hintergrund von #im’ (Tauber et al., 2007).

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

46B:  Fliegenlinie mit P|[ls-tim]-Insertion im genetischen Hintergrund von

tim? (Sandrelli et al., 2007).

%: Defizienz 93D1-93F8, Bloomington Ne: 5805 (Lindsley and

Zimm, 1992).

yw ;; Ki A2-8: y w mit Kinked und der P-Element-Transposase homo-
zygot auf Chromosom 3 (Lindsley and Zimm, 1992).

Yy w ;; TLMB: y w mit Hairless iiber dem Balancerchromosom TMS3, Sb?

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

1971).

y per® w ; By per® w mit Bristle iiber dem Balancer Curly of Oster

’ Cyo"
(Lindsley and Zimm, 1992).

;i =y per’” w mit Hairless iiber dem Balancer TM6B, D?

(Lindsley and Zimm, 1992).

y per® w

2.2.2 Fliegenaufzucht

Die Fliegen wurden bei 18 °C oder 25 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 65 % in Glasern auf einem Nahrungsbrei, bestehend aus 0,8 % Agar,
2,2 % Riibensirup, 8,0 % Malzextrakt, 1,8 % Bierhefe, 1,0 % Sojamehl, 8,0 %
Maismehl/-gries und 0,3 % Nipagin, gehalten. In den Zuchtraumen herrscht
ein kiinstlicher Tag/Nacht—Rhythmus von 12/12 h LD. Die Betdubung der
Fliegen erfolgt entweder durch COs oder Diethylether.

2.2.3 Remobilisierung des P-Elements von 21-32

Das P-Element der Linie 21-32 ist auf dem 3. Chromosom lokalisiert. Da
die Fliegen dieser Linie homozygot steril sind, ist das Insertionschromosom
mit TM3 balanciert. Durch Einkreuzen der Transposase, die A2-3 ebenfalls
3. chromosomal lokalisiert ist, wurde das P-Element mobilisiert. Resultie-
rende weiflaugige Fliegen wurden anschliefend mit TLMB balanciert. Bei der
Parentalkreuzung wurden etwa 10 Weibchen (Jungfrauen) mit 10 Mannchen
gekreuzt (Massenkreuzung). Bei den folgeneden Kreuzungen (F1-F4) wur-

den Einzelkreuzungen angesetzt.

Parentalkreuzung:

yw + PlwT] yw + KiA2-3

yw' +° TM3 Y T KiA23
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F1-Kreuzung:
yw 4+ H gw 4 P
yw + TMS3 Y '+ KiA23
F2-Kreuzung (das Chromosom nach der Remobilisierung des P-Elements ist

durch P([w*])~, also eine weile Augenfarbe gekennzeichnet:

yw, £ _H L yw +  (Pt])”

yw + TMS Y '+ TMS
F3-Kreuzung;:

yw £+ P yw + (PlT])”

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

yw, + P yw 4 (PT)”

yw' + " (Pwt])- Y U+ (Plwt])”

2.2.4 Herstellung Transgener Fliegen
2.2.4.1 DNA-Mikroinjektion in Fliegenembryos

Die DNA fiir die Injektion wurde mit Hilfe des QUIAGEN Plasmid Midi Kits
aufgereinigt und in sterilem Wasser gelost. Nach 30 min Zentrifugation bei
16000 g wurde die Midiprep-DNA mit sterilem Wasser, 10x Injektionspuffer
und griiner Lebensmittelfarbe auf eine Konzentration von 300 ng/ul DNA
sowie 1x Injektionspuffer (5 mM KCI, 0,1 mM NaPO, pH 6,8) und Lebens-
mittelfarbe 1:20 verdiinnt.

Die fiir die Mikroinjektion verwendeten Embryonen hatten folgenden Geno-

typ: 5 s Ki ﬁg_g. Zum Absammeln frisch gelegter Embryonen
wurden 5 Kreuzungen von je 20 Weibchen (Genotyp: Z—Z) und 20 Ménnchen
(Genotyp: %£* ; ; ?2 ﬁg:g) auf Eiablageplatten (1,8 % Baktoagar, 2,4 %

Zucker, 0,15 % Nipagin, 25 % Fruchtsaft) gehalten. Die Embryonen wurden
spétestens 30 min nach der Eiablage von den Eiablageplatten gesammelt,
mit Wasser gewaschen, durch Rollen auf doppelseitigem Klebeband mecha-

nisch dechorioniert und fiir die Injektion aufgereiht. Danach wurden sie fiir
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1-3 Minuten iiber Silikagel getrocknet. Um eine weitere Austrocknung zu
verhindern wurden die so vorbereiteten Embryonen mit Voltalev H10S Ol
(Atofina) iiberschichtet.

Die Injektion erfolgte mit Eppendorf Femtotips II, deren Spitzen vor der
Injektion vorsichtig an einem Objekttriager gebrochen wurden. Injiziert wur-
de in Embryonen, bei denen die Zellularisierung noch nicht begonnen hatte,
und zwar in den posterioren Bereich. Hier schniiren sich spéter die Polzellen
ab, die die Keimbahn bilden. Nach der Injektion wurden die Objekttréger
mit den Embryonen auf befeuchteten Eiablageplatten gelagert, 