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as a representative of the

insect world i have often wondered
on what man bases his claims

to superiority

everything he knows he has had

to learn whereas we insects are born
knowing everything

we need to know

don marquis: the lives and times of archy and
mehitable

Als ein Vertreter der Insekten-Welt

habe ich mich oft gefragt,

worauf die Menschen ihre Behauptung griinden,
sie seien allen iiberlegen

alles, was sie wissen, miissen sie lernen

wahrend wir Insekten so geboren werden

dass wir alles wissen, was wir wissen miissen
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Nur eine Fliege ...

Herbst. Das Laub wird bunt. Zeit der Ernte. Obst ist reif geworden und in der Kiiche
wimmelt es von kleinen Fliegen. Ganze Wolken von Fruchtfliegen kénnen aus dem Ab-
falleimer aufstieben, wenn er gedffnet wird, um eine neue Ladung Abfall loszuwerden.
Sehr zum Arger der Hausfrau treiben sich diese Drosophila jetzt iiberall herum. Aber
welche Wunder verbergen sich hinter diesen kleinen Flugkiinstlern! Nur eine Fliege?

Ich lade Dich zu einer Zeitreise ein. Wir wollen sehen, wie aus dem auf Obst abgelegten
Ei eine Fliege wird, die sich mit einer mannlichen Fliege paart und wieder Eier ablegt,
aus denen schon in zwei Wochen wieder eine neue Generation entsteht. Wie Maden aus
den Embryonen im Ei werden, die sich hduten und verpuppen. Frith morgens, wenn es
noch kiithl und feucht ist, schliipfen die Fliegen, weil ihnen eine innere Uhr sagt, dafl es
jetzt Zeit ist, sich aus den Puppenhiillen herauszuarbeiten.

Die geschliipfte Fliege gehorcht ebenfalls einer inneren Uhr. Diese Uhr gibt den Takt
zum Schlafen und Wachen. Der Licht-Dunkel-Wechsel stellt die Uhr, damit sie ‘richtig’
lauft. Die Umgebungstemperatur kann der Uhr nichts anhaben, sie l&uft bei hohen und
niedrigen Temperaturen immer gleich schnell.

Nur eine Fliege. Fliegenuhren, fliegende Uhren: Wo ticken sie in der Fliege, wie ticken
sie und wozu tun sie das? Eine Zeitreise, die Dir zeigen soll, welche Wunder in so einer
kleinen Fliege stecken.
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1 Die

Taufliege Drosophila als

Modell-

System der Genetiker

Der Lebenslauf der Taufliege Drosophi-
la wird beschrieben. Die Fliegen eignen
sich fiir genetische Untersuchungen. Es gibt
zahlreiche Mutanten, bei denen unter ande-
rem auch die Tagesuhr verdindert ist.

In der Biologie, der Lehre vom Le-
ben, spielt die Genetik eine zentrale Rol-
le. Die Genetiker beschéftigen sich mit
der Vererbung. Der Augustinerménch Gre-
gor Mendel (1822-1884) hatte schon 1866
entdeckt, dafl das Erbgut eines Organis-
mus aus Einzelfaktoren zusammengesetzt
ist ( ( )). Er hatte im Kloster-
garten in Briinn zwei Erbsensorten mitein-
ander gekreuzt, die sich in einem Merk-
mal wie zum Beispiel in der Farbe der Blii-
ten unterschieden. Die Nachkommen (F1-
Generation) hatten Bliiten, deren Farbung
zwischen denen der Eltern lagen. Er be-
obachtete, wie sich bei Kreuzungen zwi-
schen den Nachkommen Pflanzen ergaben,
bei denen sich die urspriinglichen Farben
der Eltern bei je einem Viertel der zweiten
Generation (F2-Generation) wieder zeig-
ten (heraus-mendelten, wie man heutzuta-
ge sagt).

Die Mendelschen Gesetze wurden 1900
von Correns (1864-1933), de Vries (1848-
1935) und Tschermak (1871-1896) wieder-
entdeckt ( ( ), ( ),

( )). Diesen abstrakten Erb-

Faktoren wurden dann die Chromosomen
als ein konkretes Substrat zugeordnet.

( ) zeigte, dafl sich die Mendel-

Gesetze aus dem Verhalten der Chromoso-

men (vorher als Kopplungsgruppen bezeich-

net) bei der Zellteilung und Befruchtung er-
geben.

F. Miescher (1844-1895), ein Zeitgenos-
se Mendels, entdeckte 1869 in Tiibingen
die Nukleinsduren ( ( )). Es
dauerte fast 80 Jahre, bis diese als Trager
der Erbinformation erkannt wurden (Wat-
son und Crick 1953, ( )). Als
DNS-Doppelhelix erfiillt sie alle Anforde-
rungen, die an die Erbsubstanz zu stellen
ist. Bei Mutanten sind einzelne Erbfakto-
ren, die man Gene nennt, verindert. Die
Reihenfolge der Nukleinsduren des betref-
fenden Gens hat sich gedndert. Wenn also
bei einer rot blithenden Erbse durch eine
Mutation' das Gen fiir die rote Bliitenfarbe
verdndert wurde, wird der Farbstoff nicht
mehr gebildet und die Bliite ist weif3.

Heute weifl man sehr viel iiber die Gene,
wie sie aufgebaut sind, wie sie funktionieren
und wie es vom Gen zum Phén kommt, al-
so zum dufleren Ausdruck der Erbinforma-
tion (zum Beispiel zur roten Farbe der Blii-
ten). Morgan (1866-1945, Nobelpreis 1933)
hat bei seinen Untersuchungen gefunden,
daf} sich die Fruchtfliege Drosophila fir ge-
netische Untersuchungen besonders eignet
( ( )). Es gibt inzwischen zahl-
reiche Mutanten. Selbst bestimmte Verhal-
tensweisen dieser Fliegen koénnen zum Teil
auf bestimmte Gene zuriickgefithrt werden.
Dariiber mehr im Abschnitt 1.2.

Ldie zufillig auftreten kann oder durch Bestrah-
lung mit UV-Licht oder durch ‘mutagene Sub-
stanzen’ induziert werden kann
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1 Die Taufliege Drosophila als Modell-System der Genetiker

: 1. Larvenstadium
g\Larvenstadi ur/n_q '17}]’ (Mf*r*";}
’-T—T T v“ f’rr;y‘a"y { 4 dut¥
(’(’ 1 ) jj ¥ i
N AFTy 1"-
2 Flb. ‘-J——-L—""‘” 2. Larvenstadlum 1557

Abbildung 1.2: Lebenszyklus der Fruchtfliege Drosophila. Weibliche Fliege (oben) legt
Fier (eins rechts gezeigt), aus denen Larven schliipfen (drei Stadien, drittes Stadium
links unten gezeigt). Sie verpuppen sich in einem Puparium (Mitte links) und verwandeln
sich in eine Fliege (Metamorphose). Wenn sie fertig ist und die richtige Zeit erreicht
wurde, driickt sie einen Deckel auf und schlipft aus der Puppenhiille. Nach ( )
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1.1 Lebenslauf einer Taufliege

Fruchtfliegen Drosophila finden wir oft an
faulendem Obst. Die Méannchen balzen vor
den Weibchen in charakteristischer Weise
(Abbildung 1.1). Nach der Kopulation su-
chen die Weibchen eine geeignete Stelle, um
Eier abzulegen. Die Larven erndhren sich
von Hefezellen, wachsen und héuten sich
dreimal. Am Ende des vierten Larvensta-
diums kriechen die Tiere aus dem Futter
und suchen trockenere Stellen auf. Sie bil-
den eine Puppenhiille und in ihr wandelt
sich die Larve in eine Fliege um. Sie driickt
einen vorgeformten Deckel der Puppenhiille
auf und gelangt ins Freie (Abbildung 1.2).

1.2 Drosophila -ein idealer Or-
ganismus fiir Genetiker,
Biologen, Chronobiologen
und Molekularbiologen

Drosophila ist ein ideales Objekt fiir Gene-
tiker, Biologen, Chronobiologen® und Mole-
kularbiologen?®. Die Tiere sind klein, soda8
man sie in Glasflaschen im Labor in groflen
Mengen auf einem einfachen Nahrungs-Brei
aufziehen kann. Sie sind aber grof3 genug,
um ihr Verhalten gut beobachten zu kon-
nen. Mutanten lassen sich durch mutage-
ne Substanzen erzeugen, und es gibt inzwi-
schen sehr viele davon. Selbst fiir das Ver-
halten hat man Mutanten gefunden, vor
allem durch die bahnbrechenden Untersu-
chungen von Benzer (Benzer (1967)). Ei-

2%in der Chronobiologie wird die Bedeutung der
Zeit und periodischer Zeitablaufe fiir Organis-
men untersucht

3die Molekularbiologie versucht, die molekularen
Grundlagen biologischer Vorgénge zu verstehen.
Wie ist zum Beispiel ein Gen aufgebaut und wie
kann es die Erbinformation kodieren und an die
Nachkommen weitergeben.

1.1 Lebenslauf einer Taufliege

Abbildung 1.1: Balz und Kopulation der
Fruchtfliege Drosophila. Mdannchen (rechts
oben) balzt vor Weibchen in charakteris-
tischer Weise, wobei auch das Vibrieren
der Fliigel (oberes Bild) wichtig ist. Mit
etnem guten Mikrophon kann man dabei
einen Gesang horen. Seine Frequenz ist et-
wa 1/60 Sekunde. Das Muster des Gesangs
ist als rote Kurve gezeigt. Erst nach dem
komplizierten Vorspiel der Balz kommt es
zur Kopulation mit dem Weibchen (unte-
res Bild, Weibchen unten). Gezeichnet von
Mareike Forster nach Bildern in Green-
span (1995)

13



1 Die Taufliege Drosophila als Modell-System der Genetiker

ner seiner Studenten, Konopka, hat Mu-
tanten isoliert, deren Tagesuhren verédndert
waren ( ( )). Bei
einer dieser Mutanten ging die Tagesuhr
schneller als im Wildtyp, bei einer ande-
ren langsamer, und bei einer dritten war
die Uhr defekt. Inzwischen haben auch die
Molekularbiologen sehr intensiv diese Mu-
tanten untersucht, um herauszufinden, wie
die Uhren molekularbiologisch funktionie-
ren koénnten. Dartiber mehr in Kapitel 5.
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2 Schliipfen in Zeitfenstern

Bei der Taufliege Drosophila kénnen wir
verschiedene Rhythmen beobachten. Wenn
sich im Puppenstadium aus den Maden die
Fliegen gebildet haben, schliipfen sie zu ei-
ner bestimmten Zeit des Tages aus der
Puppenhiille. Durch eine innere Uhr wird
ein Zeitfenster gedffnet. Nur wdahrend die-
ser Zeit kann eine Fliege schliipfen und das
ist vorteilhaft fiir die Tiere. Die Schlipfuhr
wird durch den Licht-Dunkel-Wechsel des
Tages synchronisiert. Wir werden die dabei
benutzten Licht-Rezeptoren kennenlernen.

Es gibt in den Siidstaaten der USA die
Fruchtfliegen-Art Drosophila pseudoobscu-
ra. Bei ihr wurde vor allem durch Pittend-
righ! und seine Schiiler untersucht, zu wel-
chen Zeiten die Tiere schliipfen (Pittend-
righ (1993), Abbildung 2.1, Winfree (1986),
Abbildung 2.2). Diese Art lebt in trockenen
Gebieten. Die Larven kriechen am Ende
des vierten Larvenstadiums in den Boden.
In einer Tiefe von etwa 4 bis 10 cm ver-
puppen sie sich. So tief dringt kein Licht
ein und Temperatur-Unterschiede zwischen
Tag und Nacht sind gering. Die Larven
wandeln sich in etwa 7 Tagen in eine ferti-
ge Fliege um. Sie schliipft aus der Puppen-
hiille und kriecht zur Erdoberflache. Dort
hértet sich ihre Aulenschicht (Kutikula) in
den ersten Stunden und die Tiere kénnen
dann fliegen.

Die noch nicht ausgehirtete Kutikula
148t Wasser durch. Damit sie nicht aus-
trocknen, miissen die Tiere zu einer Zeit
schliipfen, zu der die Luft noch feucht ist.

lein schottischer Name; wird Pittendrig gespro-

chen

Abbildung 2.1:

‘Darwin’sche  Uhren-Beobachter’ (Selbst-
zeugnis). Universitit Durham (England),
Columbia Universitit (New York, USA),
Princeton Universitit (New Jersey), Stan-
ford Universitdit (Californien). Aufnahme
von 1967

Colin S. Pittendrigh, der
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2 Schliipfen in Zeitfenstern

Abbildung 2.2:  Arthur Winfree studier-
te technische Physik an der Cornell Uni-
versitit, nahm an einer Seereise des For-
schungsschiffes RV Chain teil, Doktorar-
beit 1970 an der Princeton Universitdt
(New Jersey) bei Pittendrigh, danach Pro-
fessor an der Purdue Universitdit, an der
Universitdt von Californien in San Diego,
und an der Universitat von Arizona. Hier
mit seinem Sohn Erik beim Autor in Tiu-
bingen
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Das ist am frithen Morgen der Fall. Eine in-
nere Uhr sagt den neu gebildeten Fliegen ir-
gendwie, daf jetzt die giinstigste Tageszeit
zum Schliipfen kommt. Die Tiere 6ffnen in
der Puppenbhiille einen vorgeformten Deckel
und konnen herausschliipfen. Sie kriechen
durch die Erde an die Oberfliche. Da die
Puppen etwa 7 Tage im Boden sind, muf}
die Uhr ziemlich exakt sein und genau alle
24 Stunden ein Zeitfenster 6ffnen, in dem
die Tiere schliipfen kénnen, sobald sie zu
fertigen Fliegen entwickelt sind.

Wenn wir sehr viele Puppen beobachten,
ist das Schliipfen aus dem Puppengehéu-
se nicht gleichméaBig iiber den Tag verteilt.
Es erfolgt vielmehr am frithen Morgen kurz
nach Sonnenaufgang. Jede Fliege kann na-
tiirlich nur einmal schliipfen. Sie benutzt
dazu ein Zeitfenster von etwa 4 Stunden.
Ist sie noch nicht schliipfbereit, wartet sie
bis zum néchsten Zeitfenster am folgenden
Tag, um dann zu schliipfen. Abbildung 2.3
zeigt in der mittleren Kurve die Zahl der ge-
schliipften Tiere pro Stunde wéhrend einer
Woche bei einer Temperatur von 21°C. Je-
den Tag beobachten wir in den ersten vier
Stunden nach Lichtbeginn hohe Schliipfra-
ten. Nachmittags und nachts schliipfen kei-
ne Tiere.

2.1 Zeit zum Schliipfen

Woher wissen die Tiere, dafl es Zeit zum
Schliipfen ist? Zunéchst miissen sie so weit
entwickelt sein, daf} die Fliege fertig ausge-
bildet ist. Auerdem miissen sie aber auch
wissen, wann das tégliche Zeitfenster (frith
am Morgen) zum Schliipfen offen ist.

So, wie ein Detektiv sich verschiedene
Moglichkeiten iiberlegt, wie ein Verbrechen
geschehen ist, konnen auch wir uns iiber-
legen, wie die Fliegen das Kunststiick fer-
tig bringen, zum richtigen Zeitpunkt zu
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Abbildung 2.3:  Zahl der geschlipften
Drosophila-Fliegen pro Stunde wéihrend ei-
ner Woche bei drei verschiedenen Tem-
peraturen. Zundchst wurden die Kultu-
ren fiir zwei Tage im 12:12 stindigen
Licht-Dunkel-Wechsel gehalten. In den
ersten vier Stunden nach Lichtbeginn ho-
he Schliipfraten, nachmittags und nachts
schliipfen keine Tiere. Danach wurde das
Schlipfen in schwachem Dauer-Rotlicht
gemessen. Die Fliegen schlipfen weiter-
hin tagesperiodisch. Die Periodenlinge ist
bei allen drei Temperaturen fast gleich und
zetgt somit die Temperaturkompensation
des Schlippfrhythmus. Nach ( )

2.1 Zeit zum Schliipfen

schliipfen und an die Oberfliche zu krie-
chen, wenn die Luft noch feucht ist und sie
nicht austrocknen. Wissenschaftler bilden

- Hypothesen, um ein Problem (hier: Wie
| finden die Fliegen den richtigen Zeitpunkt

zum Schlipfen) zu lésen. Das wollen wir

- auch tun. Wie ein Detektiv miissen dann

auch die Wissenschaftler ihre Hypothesen

| testen. Sie tun das meistens durch Experi-

mente.

Hypothese 1: Mit der Morgensonne wird
es warmer. Die steigende Temperatur ver-
anlasst die Tiere, die weit genug entwickelt
sind, zu schliipfen (oberes Diagramm in
Abbildung 2.4).2 Wir priifen diese Hypo-
these in einem Raum mit konstanter Tem-
peratur (Abbildung 2.5). Das Sonnenlicht
ersetzen wir durch eine weifle Leuchtstoff-
rohre. Sie wird durch eine Schaltuhr fiir
12 Stunden angeschaltete und danach fiir
12 Stunden abgeschaltet. Ergebnis: Trotz

| konstanter Temperatur schliipfen die Tie-
L re weiterhin in den ersten Stunden nach

Lichtbeginn. Die Tiere schliipfen also nicht
am Morgen, weil dann die Temperatur an-
steigt.

Hypothese 2: Das Licht am Morgen ist
fir die erhohte Schliipfrate verantwortlich
(mittleres Diagramm in Abbildung 2.4).
Auch diese Hypothese ist tiberpriifbar (Ab-
bildung 2.5). Wir bringen unterschiedlich
alte Puppen, die in den néchsten Tagen
schliipfen werden, nach einer 12 stiindigen
Lichtperiode nicht in Dunkelheit, sondern
in schwaches Rotlicht. Es bleibt wahrend

2Allerdings sind in der Natur die Tiere in einer
Tiefe von im Schnitt 7 cm verpuppt, und es dau-
ert sicherlich einige Zeit, bis diese Bodenschicht
von der Morgensonne aufgewérmt ist. Es ist des-
halb unwahrscheinlich, daf} diese Hypothese fiir
Tiere im Freiland richtig ist. Trotzdem konnte
gezeigt werden, dafl im Temperaturwechsel mit
hoheren Graden am Tage und niedrigeren in der
Nacht das Schliipfen getaktet (synchronisiert)
wird.
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Abbildung 2.4: Warum schlipft Drosophi-
la zu bestimmten Zeiten? Hypothese 1: Fi-
ne bestimmte Temperatur (rote Kurve, obe-
res Diagramm) veranlasst die Tiere, die
weit genug entwickelt sind, zu schliipfen
(grave Kurve). Hypothese 2: Das Licht
am Morgen ist fiir die erhéhte Schliipfrate
(grave Kurve) verantwortlich (gelber Be-
reich, mittleres Diagramm). Hypothese 3:
Die Tiere kénnen Umweltfaktoren als Zeit-
geber benutzen, die in unserer Kammer
trotz konstanter Temperatur und Dauer-
Rotlicht weiterhin im 24 Stunden Takt auf-
treten (Faktor X, grine Kurve, unteres
Diagramm,)
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der gesamten Beobachtungszeit einige Ta-
ge an. Fiir die Tiere ist das Rotlicht wie
Dunkelheit (man nennt es auch Sicherheits-
licht). Wir kénnen aber das Schliipfen der
Tiere im Rotlicht beobachten. Erstaunli-
cherweise schlipfen wieder viele Fliegen in
einem vierstiindigen Zeitfenster kurz nach
der Zeit, zu der normalerweise das Weif3-
licht angegangen wére. Und wenn wir einen
weiteren Tag beobachten, finden wir 24
Stunden nach dem Schliipfen ein weiteres
Schlipfmaximum. Es ist so, als ob die Tie-
re das Zeitfenster zum Schliipfen auch ohne
duBere Anhaltspunkte (oder Zeitgeber) be-
nutzen kénnen.

Hypothese 3: Die Tiere konnen Umwelt-
faktoren (‘Faktor X’) als Zeitgeber benut-
zen, die in unserer Kammer trotz konstan-
ter Temperatur und Dauer-Rotlicht weiter-
hin im 24 Stunden Takt auftreten (unteres
Diagramm in Abbildung 2.4). Zum Beispiel
schwankt das Magnetfeld der Erde tages-
periodisch. Um diese Hypothese zu priifen,
geben wir unterschiedlich alten Puppen vor
dem Schliipfen einen umgekehrten Licht-
Dunkel-Wechsel: Die 12 Stunden Lichtpe-
riode wird zur Nachtzeit, die Dunkelperi-
ode zur Tagzeit. Die Tiere schliipfen jetzt
bevorzugt in den ersten Stunden nach Be-
ginn der kiinstlichen Lichtperiode, wenn al-
so in der Natur Nacht ist (Abbildung 2.5).
Wenn wir nun nach der umgekehrten Be-
leuchtung dauernd schwaches Rotlicht ge-
ben, schliipfen die Tiere jeweils 24 Stun-
den nach den erhohten Schliipfraten des in-
versen Licht-Dunkel-Wechsels. Waren &au-
Bere Zeitgeber fiir das vierstiindige Schliipf-
maximum verantwortlich, miiiten diese im
Dauer-Rotlicht das Schliipfen auf die nor-
male Schliipfzeit bringen. Wir sehen also,
dafl ein Licht-Dunkel-Wechsel ein Zeitge-
ber fiir das Schliipfen ist: Das rhythmische
Schliipfen 148t sich auf andere Tageszei-
ten verschieben. Aber unter konstanten Be-
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Abbildung 2.5: Test der Hypothese 1 (oberer Teil): Wenn die Temperaturschwankungen
im Laufe des Tages fiir das Schliipfen verantwortlich wdren, dirfte unter konstanten
Temperaturen das Schliipfen nicht mehr nur zu bestimmten Zeiten erfolgen. Die Tiere
schliipfen aber weiterhin in einem engen Zeitfenster zu Beginn der Lichitperiode.

Test der Hypothese 2 (mittlerer Teil): Wenn die Lichtperiode fir das Schliipfen verant-
wortlich wdre, diirfte es ohne Lichtperiode nicht mehr nur zu bestimmten Zeiten erfolgen
(die graue Kurve gibt den Zeitraum an, zu dem einen Tag vorher die Lichtperiode ge-
geben worden war). Es zeigt sich aber, daf$ die Tiere immer noch zu der gleichen Zeit
schlipfen und auch 24 Stunden spater (zwischen 30. und 33. Stunde ).

Test der Hypothese 3 (unterer Teil): Die Lichtperiode wurde 12 Stunden spdter als ib-
lich gegeben (gelber Bereich). Es zeigt sich, daf$ dadurch der Schlipfrhythmus um 12
Stunden verschoben wird. Wenn der Faktor X (grine Kurve) fiir das Schlipfen verant-
wortlich wdre, miften jedoch die Tiere zu den “iblichen Zeiten schliipfen.

Daraus folgt, daf8 die Tiere zu bestimmten Zeiten schliipfen, die von einer inneren Uhr
bestimmt werden. Die Uhr kann durch Licht verschoben werden (wie die untere Kurve

zeigt)
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2 Schliipfen in Zeitfenstern

dingungen lauft diese Rhythmik weiter. Es
gibt keine versteckten Auflenfaktoren wie
zum Beispiel das tagesperiodisch schwan-
kende Magnetfeld der Erde, die sie beein-
fluBt.

Aus diesen Versuchen folgt, daf§ die Tiere
zu bestimmten Zeiten schliipfen, die von ei-
ner inneren Uhr bestimmt werden. Die Uhr
kann durch Licht verschoben werden.

2.2 Eine Uhr zum Schliipfen

Der vorige Abschnitt hat uns gezeigt:
Die Drosophila-Fliegen besitzen innere Uh-
ren, die das Schliipfen nur in bestimm-
ten Zeitfenstern im 24-Stunden-Takt er-
lauben. Diese Uhren koénnen durch den
Licht-Dunkel-Wechsel verschoben werden.
Die Tiere brauchen diese innere Uhr, weil
sie sich in einer Tiefe verpuppen, in der
kein Licht zu sehen ist und Temperatur-
Unterschiede nur gering sind. Da es 7 Ta-
ge dauert, bis die Larve sich in eine Fliege
umgewandelt hat, mufl die Uhr ziemlich ge-
nau sein und alle 24 Stunden das Zeitfens-
ter 6ffnen. Ubrigens ist die Schliipfuhr von
Drosophila pseudoobscura ein ganz seltener
Fall, bei dem der Takt genau 24 Stunden
ist. Wir werden spéter andere tagesperi-
odischen Uhren kennenlernen. Die meisten
dieser Uhren laufen unter Konstantbedin-
gungen nicht genau im 24-Stunden-Takt,
sondern etwas schneller (zum Beispiel 23.4
Stunden) oder etwas langsamer (zum Bei-
spiel 24.8 Stunden). Man spricht deshalb
auch von circadian-Uhren.

Wir hatten auch gesehen, dafl es keine
versteckten Zeitgeber gibt, die das rhyth-
mische Schliipfen bewirken. Wenn man
namlich die Tiere in einem umgekehrten
Licht-Dunkel-Wechsel halt, kehren sie ih-
ren Schliipfrhythmus ebenfalls um und be-
halten ihn dann bei, wenn die Tiere dau-
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ernd im Dunkeln (oder schwachem Rot als
Sicherheitslicht) gehalten werden. Man hat
in einer Station am Stdpol ebenfalls ta-
gesrhythmisches Schliipfen gefunden, ob-
wohl dort im Sommer oder Winter prak-
tisch keine Zeitgeber fiir den Tag-Nacht-
Wechsel mehr existieren. Stattdessen ist im
Sommer Dauerlicht, im Winter Dauerdun-
kel, und alle anderen physikalischen Gro-
Ben, die sich an anderen Stellen der Erde
tagesperiodisch dndern, sind konstant.

2.2.1 Mutanten: Schnelle und langsa-
me Tanten

Obwohl die Schliipfrhythmik einen genau-
en 24-Stunden-Takt hat, gibt es auch bei
ihr einen Hinweis darauf, dass es sich um
eine innere Uhr handelt (bei einer Peri-
odenlénge von genau 24 Stunden liegt im-
mer der Verdacht nahe, dass ein versteckter
Zeitgeber die Rhythmik treibt): Von Droso-
phila gibt es Mutanten, deren Uhr schnel-
ler (per®), oder langsamer (per!) liuft als
beim Wildtyp. Das &uflert sich in einem
kiirzer als 24 Stunden Takt (per®) und ei-
nem lidnger als 24 Stunden Takt (per!) des
tagesperiodischen Schliipfens. Das Schliip-
fen wird also tatséchlich von einer inneren
Uhr kontrolliert. Die Aktivitdtsrhythmen
der Mutanten-Populationen wiirden eben-
falls kiirzere (fiir per®), lingere (fiir per!)
und arhythmische (fiir per®) Muster zeigen
(Abbildung 2.6). Wird das Uhren-Gen der
Mutanten repariert, indem das funktionie-
rende Gen des Wildtyps eingeschleuft wird,
liegt auch der Schliipfrhythmus wieder nor-
mal bei genau 24 Stunden beziehungsweise
nahe 24 Stunden beim Aktivitdtsrhythmus.

Ubrigens gibt es auch Mutanten, die
frither als normal (early) oder spéter als
normal (late) schliipfen, obwohl die Peri-
odenlénge der Schliipfrhythmik unter Kon-
stantbedingungen genau 24 Stunden be-
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Abbildung 2.6: Schnelle (per?),
same (per') und arhythmische (per®)
Drosophila-Mutanten. Aktivitdtsmuster je
etner reprasentativen Fliege zundchst fiir
eine Woche im Licht-Dunkel- Wechsel (LD,
erste Zeile iber dem jeweiligen Aktogramm
mit schwarzen Balken fiir Dunkelheit und
roten Balken fiir Licht) und dann von Tag
8 bis 30 im schwachen Rotlicht (DD, zwei-
te Zeile iiber dem jeweiligen Aktogramm
mit schwarzem Balken). Die Aktogram-
me zeigen die tdgliche Aktivitdt der Flie-
gen von 0-24 Uhr. Der besseren Ubersicht-
lichkeit halber wurde der Aktogramm-Block
nochmals rechts um einen Tag nach oben
verschoben aufgetragen, sodass auf Tag 1
Tag 2, auf Tag 2 Tag 3 und so weiter fol-
gen. Auf der y-Achse sind die Tage aufge-
tragen. Nach (2002)

lang-

2.2 Eine Uhr zum Schliipfen

tragt und damit normal ist (Abbildung
2.7). In diesem Fall hat die Mutation be-
wirkt, dafl die Uhr anders an den Licht-
Dunkel-Wechsel angekoppelt ist.

— Maximum early

— Maximum WT

— Maximum late

Schliipfrate

10
Tageszeit [Std]

Abbildung 2.7: Frih und spdt schliipfen-
de Drosophila-Mutanten.  Aufgetragen
ist das Schlipfmuster wvon Fliegen-
Populationen im Verlauf eines Tages. Die
friih-schlipfende Mutante (‘early’) hat ihr
Schlipf-Mazimum der Fliegen aus den
Puppenhiillen friher als der Wildtyp, die
spat-schliipfende Mutante (‘late’) spdter.
Nach (1981)

2.2.2 Augen der Schliipfuhr: Von
Zeitgebern und Zeitnehmern

Es gibt bekanntlich Arbeitgeber und Ar-
beitnehmer. Der Arbeitgeber hat ein Un-
ternehmen und gibt Leuten, die Geld ver-
dienen wollen, Arbeit. Die Arbeiter sind
die Arbeitnehmer. Fiir Lebewesen mit in-
neren Uhren gilt etwas dhnliches. Die inne-
ren Uhren brauchen Zeitgeber in der Um-
welt, damit sie immer im richtigen Takt mit
dem 24-Stunden-Wechsel der Umwelt lau-
fen. Wiirden diese Uhren keine Zeitgeber
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2 Schliipfen in Zeitfenstern

haben, wiirden sie mit der Zeit aus dem
Takt kommen, denn keine Uhr ist so genau,
dafl sie ohne Korrekturen auskommt. Au-
Berdem mufl eine Uhr ja auch einmal star-
ten und dann auch gestellt werden.

Andererseits brauchen die Uhren auch
Zeitnehmer, also Vorrichtungen, mit de-
nen sie die Zeitgeber erkennen konnen.
Die Zeitgeber-Signale miissen dann benutzt
werden, um die Uhren zu stellen, wenn sie
falsch liefen (Abb. 2.8).

Wir hatten auf Seite 17 gesehen, dafl
der Schlipfrhythmus durch einen Licht-
Dunkel-Wechsel verschoben werden kann.
Auch ein einzelner Lichtpuls verschiebt den
Rhythmus des Schlipfens, wenn er zum
Beispiel schliipfbereiten Puppen gegeben
wird, die sich in dauernder Dunkelheit be-
finden. Der Licht-Dunkel-Wechsel und ein
einzelner Lichtpuls sind also Zeitgeber. Es
miissen aber auch Zeitnehmer vorhanden
sein, die das Lichtsignal an die Uhr wei-
terleiten, durch die das Schliipfen gesteuert
wird. Wie finden wir heraus, welche Licht-
rezeptoren das sind?

Die tibliche Methode ist, ein Aktionsspek-
trum aufzustellen und dieses mit bekann-
ten Absorptionsspektren verschiedener Pig-
mente (Farbstoffe) zu vergleichen. Ein Ak-
tionsspektrum erhélt man folgendermaflen:
Farblicht wird auf den Organismus einge-
strahlt und der Effekt (‘Aktion’) gemessen.
Je stérker eine bestimmte Farbe (wissen-
schaftlich: Wellenldnge) wirkt, umso weni-
ger Lichtenergie ist nétig, um den Effekt zu
erhalten.

Wie erhélt man ein Aktionsspektrum
im Fall des Schliipfrhythmus? Wir wissen,
daB ein Lichtpuls den Schliipfrhythmus ver-
schiebt. Wir verwenden nun verschiedenes
Farblicht mit unterschiedlichen Intensité-
ten und bestimmen fiir jede Wellenlénge
die Verschiebung (Abbildung 2.11). Je ho-
her die Lichtintensitdt, umso stérker die
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Verschiebung. Wir kénnen nun die Men-
ge Licht einer bestimmten Farbe bestim-
men, die den Rhythmus zum Beispiel um
vier Stunden verschiebt. Wenn wir das fiir
viele Wellenlédngen machen und die Werte
in einem Diagramm eintragen, erhalten wir
ein Aktionsspektrum (Abbildung 2.12). Als
néchstes vergleichen wir es mit dem Ab-
sorptionsspektrum verschiedener bekann-
ter Pigmente. Wenn wir nun finden, daf}
unser Aktionsspektrum dem Absorptionss-
pektrum von Flavin gleicht, ist es wahr-
scheinlich, daf} dieses fiir die Verschiebung
des Schlipfrhythmus durch Licht verant-
wortlich ist.

Die Wirkung des Lichtes hangt davon ab,
wie stark der Puls ist und zu welchem Zeit-
punkt er die Fliege trifft (Abbildung 2.9,
Abbildung 2.10). Zur subjektiven Mitter-
nacht? ist die Verschiebung des Rhythmus
am starksten, wenn der Lichtpuls stark ist.

Weil die Wirkung eines Licht- oder Tem-
peraturpulses auf den Tagesrhythmus da-
von abhéngt, wann er gegeben wird, muf]
man sich einen bestimmten Zeitpunkt aus-
suchen (zum Beispiel eine Stunde vor der
subjektiven Mitternacht). Tut man das
nicht und benutzt unterschiedliche Zeiten,
wirken die Pulse verschieden, ohne daf3 die
Lichtstarke variiert wurde.

3Im Licht-Dunkel-Wechsel mit einer Lichtperiode
von 6 bis 18 Uhr und einer Dunkelperiode von
18 bis 6 Uhr wére Mitternacht um 24 Uhr. Be-
findet sich der Organismus, dessen circadianen
Rhythmus wir untersuchen, unter konstanten
Bedingungen, kann der Mitternachts-Zeitpunkt
durchaus zu einer anderen Zeit liegen. Wird
zum Beispiel ein inverser Licht-Dunkel-Wechsel
gegeben mit der Dunkelperiode am Tag, wére
die subjektive Mitternacht um 12 Uhr Mittags.
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Abbildung 2.8: Zeitgeber in der Umwelt wie der Licht-Dunkel-Wechsel oder periodische
Schwankungen der Temperatur werden vom Organismus tber Zeitnehmer empfangen.
Dazu dienen Rezeptoren, die zum Beispiel das Licht absorbieren. Die Zeitgebersignale
werden an die Uhr weitergeleitet und stellen diese, falls sie nicht im richtigen Takt
mit der Umwelt ist. Die Uhr steuert Vorginge wie das Schliipfen der Fliegen aus dem
Puparium oder die Lauf-Aktivitdt der Fliegen

2.2.3 Temperatur-Kompensation der
Schliipfuhr

Uhren miissen ein Uhrwerk haben und sie
miissen einzustellen sein. Sie brauchen aber
noch eine andere Eigenschaft: Bei hohe-
rer Temperatur diirfen sie nicht schneller,
bei niedrigerer Temperatur nicht langsa-
mer laufen. Das findet man auch tatséch-
lich bei der Schlipfrhythmik (Abbildung
2.3): Das rhythmische Schliipfen der Flie-
gen erfolgt unabhéngig von der Umgebung-
stemperatur immer im 24-Stunden Takt
( ( )). Trotzdem kann die
Temperatur einen Einfluss auf das Schliip-
fen haben. Gibt man Puppen im Dauer-
Rotlicht einen 12:12 Stunden Tempera-
turwechsel (von beispielsweise 25°/20°C),
kann der Schliipfrhythmus dadurch syn-
chronisiert werden (Abbildung 2.13). Wie
beim Licht ein einzelner Lichtpuls kann bei
der Temperatur auch ein einzelner Tem-

peraturpuls (zum Beispiel von 3 Stunden)
den Rhythmus unter Konstantbedingungen
verschieben.

2.3 Made oder Fliege?

Im Gegensatz zu den Wirbeltieren haben
Insekten kein inneres Skelett, sondern ein
Auflenskelett. Es besteht aus Chitin, ist
hart und schlagfest und schiitzt die Tiere
vor Wasserverlust. Aber es kann sich nicht
stark ausdehnen. Deshalb miissen sich In-
sekten hduten, wenn sie eine Weile gefres-
sen haben und gewachsen sind. Sie durch-
laufen verschiedene Larvenstadien. Bei den
urspriinglichen Insekten sehen die Larven-
stadien und die erwachsenen Tiere sehr
dhnlich aus. Nur die dufleren Geschlechts-
organe und bei manchen Insekten die Flii-
gel werden bei der Hautung vom letzten
Larvenstadium zum ausgewachsenen In-
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Abbildung 2.9: Fin Lichtpuls verschiebt den circadianen Schlipfrhythmus von Drosophila
pseudoobscura. Untere Kurve: Kontrolle ohne Lichtpuls. Obere Kurve: Ein zu einer
bestimmten Zeit (*) gegebener Lichtpuls verschiebt die Schlipfmaxima gegeniber den
entsprechenden Mazima der Kontrollen (gestrichelte blaue Linien), wie die roten Pfeile
zeigen (um 1,2,4,4,4,4 Stunden)
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Abbildung 2.11: Dosis-Effekt Kurven der Phasenverschiebung des Schliipfens von Droso-
phila: Verschiedene Lichtintensititen (x-Achse, in Zahl der Lichtquanten pro Quadrat-
meter und Sekunde) unterschiedlicher Wellenlangen (siehe die Zahlen an den Kurven,
in Nanometer) wurden benutzt, um Gruppen von Puppen zu einer bestimmten Phase
ihres circadianen Rhythmus (CT 17) zu bestrahlen. Zu diesem Zeitpunkt werden Pha-
senverzogerungen induziert, und hohere Intensititen (mehr Quanten) verschieben stér-
ker, wie die Steigung der Kurven zeigt. Bestimmte Wellenlingen wie 459 und 451 nm
sind wirksamer als andere (zum Beispiel 384 und 395 nm). Das zeigt sich in der gerin-

geren Zahl von Lichtquanten, die zur Phasenverschiebung nétig sind. Die z-Achse ist

logarithmisch. Solche Daten sind Grundlage fir das Aktionsspektrum in Abbildung 2.12.

FEinzelheiten in Helfrich-Forster and Engelmann (2002)
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Abbildung 2.10: Wie Drosophila in ei-
nem Tag unterschiedlich auf Lichtpulse
und Temperaturpulse reagiert: Viele Expe-
rimente in der Art, wie in Abbildung 2.9
gezeigt, wurden durchgefihrt, um die ro-
te und blaue Phasenresponsekurve zu er-
halten. Die Lichtpulse wurden dabei zu
verschiedenen Zeiten (‘Phasen’) im cir-
cadianen Zyklus (x-Achse, in circadianer
Zeit CT angegeben) gegeben. Die Phasen-
verschiebungen des Lichtpulses wurden als
Funktion der Phase auf der y-Achse aufge-
tragen. Verfriht der Lichtpuls den Rhyth-
mus, liegen die Werte oberhalb der Null-
Linie, verzogert er, liegen sie unterhalb.
Starke Lichtlichtpulse ergeben eine star-
ke Phasenresponsekurve (rote Kurve) und
schwache Lichtpulse eine schwache Pha-
senresponsekurve (blaue Kurve). Die grine
Kurve g¢ibt die Phasen-verschiebende Wir-
kung eines Temperaturpulses wieder
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Abbildung 2.12: Aktionsspektrum Phasen-
verschiebenden Lichtes beim Schliipfrhyth-
mus von Drosophila: Die Zahl der Quan-
ten, die nétig sind, um den Rhythmus um
vier Stunden zu verschieben, wurde aus
Abbildung 2.11 abgelesen. Die reziproken
Werte (also 1/Wert) wurden als Maf fir
die Empfindlichkeit auf der y-Achse gegen
die Wellenlidngen (x-Achse) aufgetragen.
360 bis 390 nm: UV-Licht, 400 bis 480
nm: Blaulicht. 510: Grines Licht. Lingere
Wellenlangen (rotes Licht) sind wirkungs-
los. FEinzelheiten in Helfrich-Forster and
Engelmann (2002)
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Abbildung 2.13: Ein 12:12 Stunden Tem-
peraturwechsel von 25°/20°C (rot/weiss)
synchronisiert den Schlipfrhythmus
(schwarze Verteilung) wvon Drosophila
pseudoobscura. Die Larven und Puppen
wurden unter Dauer-Rotlicht gehalten. x-
Achse: Zeit in Stunden. Nach

(1968)

2.3 Made oder Fliege?

sekt noch gebildet. Wanzen und Heuschre-
cken sind Beispiele fiir diese hemimetabolen
Insekten.

Bei den holometabolen Insekten sehen die
Larvenstadien untereinander ahnlich aus,
verwandeln sich aber nach der letzten Héu-
tung vollig. Das geschieht in einem beson-
deren Puppenstadium. Hier wird aus der
Fliegenmade eine Fliege, aus der Raupe ein
Schmetterling, aus dem Engerling ein Ka-
fer. Es sind also zwei verschiedene Dinge,
die bei der Entwicklung einer Fliege ablau-
fen: Larvales Wachstum und Metamorpho-
se. Die Larven wachsen, hduten sich, wach-
sen, hduten sich, bis sie nach dem vierten
Larvenstadium eine Puppe bilden, die nicht
mehr frift. In der Puppe verwandelt sich
die Made in die Fliege. Man nennt diesen
Vorgang Metamorphose.

Wie kommt es nun zur Larvenh&utung?
Und wieso wird bei der letzten Hautung zur
Fliege eine Puppe gebildet und in dieser die
Larve in die Fliege umgewandelt, die sich so
stark in ihrer Gestalt und ihrem Bau von
der Made unterscheidet?

Bei der Hautung miissen sehr viele ver-
schiedene Aufgaben koordiniert werden.
Alle Zellen unter der Kutikula (Epidermis-
zellen), die oberste Zellschicht des Vorder-
und Hinterdarmes (Epithel) und die Innen-
auskleidung des Atemsystems (Tracheen)
miissen neu gebildet werden und die alten
abgehoben und abgestreift (gehdutet) wer-
den. Es gibt vorgebildete Bruchlinien ( Hdu-
tungsndhte), an denen die alte Haut auf-
platzt.

Noch komplizierter ist es bei der Meta-
morphose der Made zur Fliege im Puppen-
stadium. Aus Imaginalscheiben und Imagi-
nalanlagen im letzten Larvenstadium ent-
wickeln sich die Beine, Fliigel, Antennen
und Geschlechtsorgane. Die vorletzte Lar-
venhaut wird nicht abgestreift, sondern
zum Puparium umgewandelt. Abbildung

27



2 Schliipfen in Zeitfenstern

La4 Bauch—

seite

Puppe wird
gebildet, Seite

spéteres Kopf aus— Puppe
Puppen— gestiilpt fertig
Stadium

Abbildung 2.14: Umwandlung einer Made der Fruchtfliege Rhagoletis pomonella in eine
Fliege. Von links nach rechts: 1. Viertes Larvenstadium (La4), von der Kutikula des
dritten Stadiums umhillt. 2. Puppe bildet sich (seitliche Ansicht). 3. Puppe von der
Bauchseite. 4. Fliegen-Kopf kurz vor dem Ausstilpen und 5. nach dem Ausstiilpen. 6.
Puppe fertig entwickelt. In 5. und 6. sieht man die Kopfblase, mit der die Puppenhiille
durchstossen wird. Sie bildet sich nach dem Schliipfen zuriick. Nach ( )

2.14 zeigt diese Verdnderung in einer Serie
von Bildern. Auch im Korper gibt es zahl-
reiche Umwandlungen. Zum Beispiel wer-
den die Muskeln der Made in Fliegenmus-
keln umgewandelt. Die Fliege farbt sich
dunkel. Schliellich schliipft die Fliege aus
der Puppenhiille, indem sie mit einer Kopf-
blase® einen Deckel aufdriickt und durch
die Offnung schliipft. Sie pumpt Blut in
die Flugel, die sich dadurch ausbreiten. Die
Kutikula héartet aus und die Fliege kann
jetzt fliegen.

Bei der Koordination aller dieser Vorgén-
ge spielt die Nachbarschaft eine Rolle (zum
Beispiel Muskeln und Nerven), Hormone
selbstdndiger Driisen und neuroendokrine
Zellen im Gehirn. Auch Nervenimpulse sind
beteiligt.

Je nachdem, wie die Hormone zusam-
menspielen, kommt es zur Larvenhautung
oder zur Metamorphose. Das sollten wir

4die Kopfblase ist eine Ausstiilpung in der Stirnge-
gend und bildet sich nach dem Schliipfen wieder
zuriick
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uns jetzt etwas genauer ansehen.

Zunichst einmal miissen die Fliegenma-
den sich mehrfach h&uten (man nennt das
auch FEcdysis), weil die alte Kutikula zu
eng geworden ist. Dabei passiert einiges
im Korper der Tiere. Auch Hormone spie-
len dabei eine wichtige Rolle. Beteiligt sind
20E, PTTH, EH, ETH und CCAP (Uber-
sicht: ( )). Die Namen die-
ser Hormone sind hier nur abgekiirzt.” Die
Steuerung dieser ganzen Vorgéinge wird im
Gehirn der Maden durch besondere Zellen
bewerkstelligt.

Das Gehirn einer Larve mit Gehirnzellen,
die PER und TIM exprimieren -vier kleine
LN,, zwei DNy, und zwei DNs und ihre
Projektionen sind in Abbildung 2.15 dar-
gestellt.

P20E: 20-Hydroxy-Ecdyson ( ( ),
PTTH: prothoracitropes Hormone, EH:
Hautungs- oder Eclosion-Hormon (

( )), ETH: Ecdysis-auslésendes Hormon
( ( )) und CCAP: Crustaceen-
cardioaktives Peptid ( ( ),

(1999)).
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Abbildung 2.15: Nervensystem einer 13
Stunden alten Larve von Drosophila von
oben mit den beiden Hemisphdren (Ge-
hirnhélften) und der Ringdrise (oben) und
darunter das lingliche Bauchmark mit
neurosekretorischen Zellen am hinteren
Ende. Gehirnzellen, die PER wund TIM
exprimieren -vier kleine LN,, rot, zwei
DNy, lila, und zwei DNy, hellblau- und ih-
re Projektionen. Lichtsignale gelangen von
den larvalen Augen tber den Bolwig-Nerv
(gelb) zu den sLN,. Nach

(1997) und (2003a)

2.3 Made oder Fliege?

2.3.1 Eine Fliege fahrt aus der Haut

Nach dem letzten Larvenstadium verpup-
pen sich die Tiere und wandeln sich wah-
rend der Metamorphose in eine Fliege um.
Das ist ein sehr kompliziertes Zusammen-
spiel verschiedenster Hormone und Neuro-
transmitter im Kopf und Koérper. Es ist
noch nicht in allen Einzelheiten aufgeklért.

Wenn dann die Fliege ausgebildet ist,
mufl sie aus der Puppenhiille schliipfen.
Auch das ist ein kompliziertes Spiel und
ebenfalls noch nicht v6llig verstanden. Das
Gehirn ist in Abbildung 2.16 schematisch
dargestellt. Es sind die Mitspieler darge-
stellt, die zum erfolgreichen Schlipfen der
Fliege aus der Puppenhiille fithren. Zum
einen muf} das Schliipfen vorbereitet und
durchgefithrt werden, zum anderen muf} es
durch die circadiane Uhr zeitlich koordi-
niert werden. Zunichst die Vorbereitung
zum Schliipfen:

In der Pars intercerebralis und der Pars
lateralis des Zentralgehirns gibt es neuro-
sekretorische Zellen. Sie funktionieren so-
wohl als Nerven wie auch als Driisen. Sie
geben PTTH und EH® ab. Durch PTTH
wird weniger 20E in den Prothorakaldrii-
sen produziert. Zusammen mit ETH von
den Inka-Zellen der epitrachealen Driisen’
im Abdomen ( ( )) indu-
zieren PTTH und EH die Hautung. EH
und ETH stimulieren die neurosekretori-
schen CCAP Zellen. Diese befinden sich
im Unterschlundganglion und im Nerven-
system der Segmente des Brustabschnittes
(Thorax) und des Hinterleibs (Abdomen).
CCAP wird nur zu bestimmten Zeiten ab-
gegeben und moduliert die Muskelkontrak-
tionen so, daf3 die Tiere schlieflich schliip-

fen ( (1997)).

SEH liegt in drei verschiedenen Neuropeptiden vor
"Driisen, die auf den Tracheen liegen. Die Tra-
cheen sind das Atemsystem der Insekten
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Abbildung 2.16: Kontrolle des Schliipfens von Drosophila durch Zellgruppen im Gehirn.
Fiir die Kontrolle des Schliipfens entscheidend sind PTTH und EH im Gehirn, CCAP im
Unterschlundganglion USG (gepunktelte Ellipse), PG, CA und CC in der Ringdriise).
Das circadiane System besteht aus den sLNv (rot) und den ILNv (violett). Es ist mit den
LNd-Zellgruppen, den DN1, DN2 und den DNS3-Zellgruppen verbunden und auch mit
den Strukturen, die fir das Schlipfen zustandig sind (PTTH, EH, CCAP). Licht kann
iiber Photorezeptoren (Komplezauge, Ozellen und Hofbauer-Buchner-Augelchen HBA,
golden und gelb) den Schliipfrhythmus synchronisieren (siehe Abbildung /.1). Da das
Bild verwirren kann, sind die wichtigsten Schritte bei der Kontrolle des Schliipfens in
Abbildung 2.17 dargestellt. Nach Myers et al. (2003) und Helfrich-Forster (2003a)
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Die wichtigsten Vorgénge sind in Abbil-
dung 2.17 dargestellt. Hier wird auch ge-
zeigt, an welchen Stellen die circadiane Uhr
angreift (roter Kreis mit Schwingung). Sie
kontrolliert im Gehirn zweierlei:

1. die Abgabe des Prothorakotropen Hor-
mons von den PTTH-Zellen

2. die Abgabe des Schliipthormons EH
von den EH-Zellen.

Die PTTH-Zellen und die EH-Zellen sind
bei Drosophila im Zentral-Gehirn lokali-
siert Abbildung 2.16). Die circadiane Uhr
ist in den sLNv (rote Zellen in Abbil-
dung 2.16) lokalisiert. Die abgehenden Ner-
ven der circadianen Uhrenzellen im s-LNv
iiberlappen sich mit Fasern der EH-Zellen
( ( )) und innervie-
ren wahrscheinlich auch die PTTH-Zellen
( ( )). Auch die CCAP-
Neuronen im Unterschlundganglion kénn-
ten mit den Uhrenzellen in Kontakt treten

(Abbildung 6A,B in ( ))-
AuBerdem iiberlappen Fasern der DN2 mit
den CCAP-Fasern ( ( ). Es

sind aber auch noch andere Wege betei-
ligt, da die Fliegen auch noch rhythmisch
schliipfen, nachdem die EH-Neuronen ent-
fernt wurden ( ( )). Die
Prothorakaldriisen PG kommen dafiir als
Kandidaten in Frage, da sie einen cir-
cadianen Rhythmus zeigen (

( )). Offenbar wird also das Schliip-
fen iiber mehrere parallele Wege tagespe-
riodisch (circadian) kontrolliert.

Resultat dieser ganzen Vorginge ist, daf3
die Fliegen nur in einem bestimmten Zeit-
Fenster unmittelbar nach Beginn der Licht-
periode am Morgen schliipfen (Abbildung
2.17). Die Méannchen schliipfen etwas frii-
her als die Weibchen. Wir hatten schon fri-
her gesehen, daf} nicht der Beginn des Lich-
tes das Schliipfen der fertigen Fliegen aus

2.3 Made oder Fliege?

der Puppenbhiille induziert, sondern eine in-
nere Uhr (Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.17: Ereignisse, die zur Hdutung und zum Schlipfen fiihren, und ihre zeit-
liche Kontrolle durch eine circadiane Uhr (roter Kreis mit Oszillation und gepunktelte
Pfeile, da unsicher). Es sind zwei Modelle gezeigt. Durchgezogene rote Pfade sind beiden
Modellen gemeinsam. Besonderheiten des Modells 1 sind rot gestrichelt, Besonderheiten
des Modells 2 sind blau gezeichnet. Fin Paar neurosekretorischer PTTH-Zellen in der
Pars intercerebralis des Fliegenhirns in der Puppe geben PTTH (ein Neuropeptid) ab.
Es bewirkt, dafS die Prothorakaldriise FEcdysteroide an die Hamolymphe abgibt. Vor ei-
ner Hdautung ist die Konzentration zundchst hoch, um dann stark abzunehmen. Hdautung
und Schliipfen kann erst beginnen, wenn die Ecdysteroide eine niedrige Konzentrati-
on itm Tier haben. Das Schlipf-induzierenden Hormon ETH von den Inka-Zellen der
epitrachealen Driisen im Hinterleib und das Schliipfhormon EH stimulieren die neurose-
kretorischen CCAP-Zellen im Unterschlund-Ganglion und im Nervensystem der Brust
und des Hinterleibs, sodafi CCAP abgegeben wird. Es beendet das Verhalten vor dem
Schlipfen und beeinflufit die Muskelkontraktionen, die schlieflich zum Schlipfen der
Tiere fiihren. Nach (2003)
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3 Wie wird der Schlaf-Wach-Rhythmus ge-

steuert?

Auch die Laufaktivitdt wird durch eine
innere Uhr gesteuert und tiber verschiedene
Lichtrezeptoren synchronisiert. Unter kon-
stanten Temperatur- und Lichtbedingungen
lauft der Rhythmus weiter. Die Perioden-
ldnge ist aber bei den einzelnen Fliegen
nicht mehr genau 24 Stunden, sondern et-
was kiirzer oder linger. AufSerdem hdngt
ste auch von der Lichtintensitdt ab. Ver-
schiedene Mutanten wurden isoliert, deren
Tagesrhythmen verdndert sind. Genetische
und molekularbiologische Methoden wurden
eingesetzt, um herauszufinden, wie die cir-
cadianen Mechanismen funktionieren. Be-
stimmte neurosekretorische Zellen im Ge-
hirn sind die Zentren, welche die lokomo-
torische Aktivitat steuern. Schlaf-dahnliches
Verhalten wurde bei Drosophila beobachtet
und untersucht.

Wir werden kennenlernen, wie man den
Schlipfrhythmus und die lokomotorische
Aktivitdt registriert und analysiert.

3.1 Von der inneren Uhr zu den
Beinen

Im letzten Abschnitt hatten wir gelernt,
dafl Fruchtfliegen zu bestimmten Zeiten des
Tages schliipfen und eine Uhr dafiir zu-
standig ist. Wenn die Fliege geschliipft ist
und ihre Kutikula hart geworden ist, kann
sie herumlaufen und fliegen. Fruchtfliegen
sind ausgesprochene Augentiere und des-
halb am Tage aktiv. Darin &hneln sie den
Menschen (jedenfalls den meisten). In der

Nacht ruhen sie. Man hat sogar zeigen kon-
nen, daf} sie dann schlafen ( ( ),

( )). Auch die loko-
motorische Aktivitdt (herumlaufen und flie-
gen) von Drosophila wird von einer cir-
cadianen Uhr kontrolliert. Sie kann mit
Infrarot-Lichtschranken gemessen werden.
Abbildung 3.1 zeigt die Aktivitat eines Tie-
res. Es war zunéchst fiir drei Tage in ei-
nem Wechsel von 12 Stunden Licht und
12 Stunden Dunkelheit (LD 12:12). Fliegen
sind nur wahrend der Lichtperiode aktiv.
Der Licht-Dunkel-Wechsel hat die Uhr syn-
chronisiert, die die lokomotorische Aktivi-
tat kontrolliert. Danach wurde die Fliege in
schwachem Dauer-Rotlicht gehalten. Jetzt
zeigt sich die endogene Natur der Uhr: Da
die Periodenlénge nicht genau 24 Stunden
betriagt (im Gegensatz zum Schliipfrhyth-
mus), beginnt die Aktivitit jeden Tag et-
was spater (bei dieser Fliege; eine andere
konnte eine schnellere Uhr haben und des-
halb jeden Tag etwas friiher aktiv werden).
Die Periodenlange des Rhythmus betrégt
in diesem Beispiel 24.6 Stunden.

Die Periodenlange lésst sich beeinflussen,
wenn die Lichtintensitit verindert wird!
( ( )). Das war bei der
Temperatur anders: Wurde diese variiert,
blieb die Periodenlénge (beinahe) konstant.
Diese Temperaturkompensation ist schon
beim Schliipfrhythmus besprochen worden
und eine charakteristische Eigenschaft cir-

sie muB aber gering sein: Im Dauerlicht iiber 10

Lux verschwindet der Rhythmus der lokomoto-
rischen Aktivitét.
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LED Fliege 12:12y [% ]
l J I

-Photo-
@ transistor Docht bD
Wasser
L 11| ]
>> |—»| PC |- Printer Akthramm %%
—
\J ‘ ‘

——
aktogram-dros/D248/060304 0 6 12 18 24

Abbildung 3.1: Links: Eine Drosophila Fliege wird in einer kleinen durchsichtigen Kii-
vette mit Plastikdeckel auf der (rechts befindlichen) Offnung gehalten. Ein Docht liefert
Wasser aus einem darunter liegenden Gefiff zum Trinken, ein Stiick Zucker dient als
Futter. Unterbricht die Fliege beim Herumlaufen das Infrarotlicht (roter Pfeil in Kiivet-
te) einer Leuchtdiode (IR-LED, oben), entsteht im Phototransistor unter der Kiivette
ein Signal, das verstirkt (>>) und mit Hilfe eines PC gespeichert wird. Uber viele Tage
hinweg registriert ergibt sich (rechts) ein Aktogramm der Laufaktivitit einer einzelnen
Fliege. In einem Aktogramm wird die Aktivitdt als Striche und, wenn sie dicht auf-
einander folgen, als Balken dargestellt. Aufeinanderfolgende Tage sind untereinander
aufgetragen. Fir die ersten 3 Tage befand sich die Fliege im Licht-Dunkel-Wechsel (LD
12:12) und danach in konstantem schwachem Rotlicht. Hier ergibt sich ‘Freilauf’, wie
die rote Linie zeigt: Sie verbindet den Aktivitdtsbeginn der Tage im schwachen Rotlicht.
Aus der Steigung der roten Linie ldf$t sich die Periodenlinge bestimmen. Sie betrigt
bei dieser Fliege 24.6 Stunden. Figentlich miifte die Aktivitdt vom achten Tag an statt
hinter 24 Uhr hinter 0 Uhr aufgetragen werden. Dann lafit sich aber der Freilauf nicht
so gut sehen
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cadianer Rhythmen (siehe Seite 23 und Ab-
bildung 2.13). Eine Uhr, die bei verschiede-
nen Umgebungstemperaturen unterschied-
lich schnell gehen wiirde, ware ziemlich
nutzlos.

Braucht die Uhr einen Kick von einem Zeit-
geber der Umwelt, um in Gang zu kommen?
Das ist untersucht worden, indem Drosophila
vom Eistadium an im Dauerdunkel und un-
ter konstanter Temperatur angezogen wurde.
Es zeigte sich, dafl die Fliegen einen circadia-
nen Laufaktivitdtsrhythmus besaflen. Er ver-
laduft aber unter den einzelnen Fliegen nicht
synchron. Es ist wie in einem Uhrenladen, in
dem der Uhrmacher viele Uhren stehen hat, die
er vergessen hat, auf die richtige Zeit zu stellen.
Sie laufen zwar, aber geben ganz verschiedene
Zeiten an. Der Rhythmus kann also auch oh-
ne Licht und andere Zeitgeber induziert wer-
den. Wird Licht im ersten Larvenstadium ge-
geben, wird der Rhythmus der Tiere synchro-
nisiert. Licht im Embryonalstadium kann das
nicht ( ( ).

3.2 Augen, um die Laufuhr zu
stellen

Circadiane Rhythmen haben bestimmte Ei-
genschaften wie Freilauf und Temperatur-
kompensation. Sie lassen sich durch Zeit-
geber synchronisieren, wobei der Licht-
Dunkel-Wechsel am wichtigsten ist. Das
Licht wird von Licht-Rezeptoren wahrge-
nommen und in Signale umgewandelt, die
zum Ostzillator gelangen und ihn beeinflus-
sen. Wir hatten bereits bei der Schliipfuhr
einiges iiber die Photorezeptoren erfahren,
iiber die Licht das Schliipfen synchronisiert
(siehe Unterabschnitt 2.2.2).

Wie Licht den lokomotorischen Akti-
vitdtsrhythmus von Drosophila synchroni-
siert, ist in Abbildung 4.1 schematisch dar-
gestellt. Fliegen haben nicht nur die beiden
groflen seitlichen Komplexaugen zum Se-
hen, sondern noch eine Reihe anderer Au-

3.2 Augen, um die Laufuhr zu stellen

gen und auch Strukturen, bei denen man
normalerweise nicht an Augen denkt. Diese
Lichtrezeptoren sind alle bei der Synchro-
nisation der Laufuhr beteiligt. Woher weif3
man das? Man hat Mutanten verwendet,
bei denen einer oder mehrere dieser Rezep-
toren fehlen. Trotzdem wird der Rhythmus
noch synchronisiert (

(1983), (1986),
( ), ( )). Erst, wenn
alle Photorezeptoren fehlen oder ihre Funk-
tion verloren haben, werden die Fliegen
nicht mehr durch einen Licht-Dunkel Zy-
klus synchronisiert (
( )). Das wollen wir uns jetzt im Ein-
zelnen ansehen.

Komplexaugen tragen zur Synchroni-
sation des circadianen Aktivitdtsrhythmus
durch Licht bei. Obwohl die Laufuhr von
Mutanten ohne Komplexaugen noch durch
Licht-Dunkel-Zyklen synchronisierbar ist,
gibt es Unterschiede: Bei einer Mutante oh-
ne Komplexaugen (sine oculis) ist die cir-
cadiane Lichtempfindlichkeit etwa tausend
mal geringer als beim Wildtyp mit intakten
Augen. Wenn man den Larven des Wild-
typs kein Carotin? im Futter gibt, kénnen
sie nicht mehr mit den Komplexaugen se-
hen, weil kein Sehpigment gebildet werden
kann. Die Tiere kénnen némlich Carotin-
Verbindungen nicht selbst herstellen. Die
Empfindlichkeit des circadianen Rhythmus
auf Licht ist bei Carotin-Mangel auf ein
zehntausendstel reduziert. Um den gleichen
Betrag ist auch die Seh-Empfindlichkeit
der Komplexaugen bei solchen Carotin-
verarmten Fliegen verringert.

Auch das Aktionsspektrum (zur Erinne-
rung: Es gibt an, welche Lichtfarben be-
sonders gut gesehen werden koénnen) un-
terscheidet sich von dem des Wildtyps

2Carotin ist ein Farbstoff. Er macht zum Beispiel
Mohren gelb-rot
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3 Wie wird der Schlaf-Wach-Rhythmus gesteuert?

( (1996),

( )): Die Tiere ohne funktionierende
Komplexaugen konnen kein rotes Licht se-
hen ( ( )). Auch ihr Ak-
tivitatsrthythmus lédsst sich mit rot nicht
synchronisieren. Die Komplexaugen spielen
also eine Rolle bei der Synchronisation der
Tagesuhr.

Die Ozellen (= Stirnaugen) scheinen zu-
sammen mit den Komplexaugen bei der
Synchronisation des Aktivitdtsrhythmus
wichtig zu sein, wenn der Licht-Dunkel-
Zyklus stark vom normalen abweicht, also
zum Beispiel bei sehr kurzen oder sehr lan-
gen Dunkelperioden.

Es sind aber noch weitere Photorezepto-
ren bei der Synchronisation des lokomoto-
rischen Aktivitatsrhythmus beteiligt®. Da-
zu gehoren die Hofbauer-Buchner Aug-
lein ( ( )). Sie
bestehen aus vier Lichtrezeptor-Zellen und
ihre Nervenfortsétze projizieren in die Ge-
hirnregion, in der sich die circadianen Uh-
ren befinden ( ( )

( )7
( )). Damit die Uhren durch Lichtsigna-
le synchronisiert werden kénnen, muss es ja
Verbindungen zu den Lichtrezeptoren ge-
ben.

Aber sogar die glass-Mutanten, die
iberhaupt keine inneren und &ufleren
Augenstrukturen mehr besitzen, koénnen

380 fanden ( ) zwei Maxima im
Aktionsspektrum der Synchronisation des Ak-
tivitdtrhythmus von Wildtyp und augenlosen
Fliegen. Auflerdem sind die Geraden, die den
Prozentsatz synchronisierter Fliegen als Funk-
tion der Lichtintensitdt in Dosis- Responskurve
darstellen (siche Abbildung 2.11), fiir mehrere
der getesteten Wellenldngen nicht parallel zu-
einander. Interessanterweise waren diese Kur-
ven auch bei augenlosen Fliegen nicht parallel,
was vermuten lasst, dass sogar diese Fliegen ver-
schiedene Photorezeptoren zur Synchronisation
benutzen.

36

noch durch Licht synchronisiert wer-
den ( (1996), Hall (1998)).
Auf der Suche nach diesen Rezepto-
ren wurde schliefllich gezeigt, dass die
circadianen Uhr-Zellen (LNv) selbst
Licht-empfindlich sind. Sie benutzen das
Blaulicht-empfindliche Cryptochrom als
absorbierendes Molekiil (

(2000), (1999)).

Drosophila benutzt also verschiedene
Lichtrezeptoren, um seine Tagesrhythmen
zu synchronisieren. Larven und Adult-
tiere verwenden Cryptochrom als Pig-
ment in den Uhr-Neuronen. Extraretina-
le (Hofbauer-Buchner-Auglein) und retina-
le Augen (Komplexaugen und Ozellen) hel-
fen, die Aktivitit an die Anderungen der
Lichtintensitat anzupassen. Man hat sich
Gedanken gemacht, warum so viele Pho-
torezeptoren beteiligt sind. Vielleicht ist
das circadiane System dadurch in der La-
ge, die unterschiedlichen Qualitaten des na-
tiirlichen Lichtes wahrzunehmen. Natiirli-
che Licht-Dunkel Zyklen bestehen nicht nur
aus weiflem Licht, welches schlagartig an
und aus geht. Stattdessen dndern sich die
Lichtintensitdten am Morgen und Abend
allmahlich wahrend des Zwielichtes in sei-
ner Intensitdt, spektralen Zusammenset-
zung und in der Lage der Sonne in Be-
zug auf den Horizont. Organismen koénn-
ten diese Eigenschaften benutzen, um je
nach ihrer Okologie und Strategie Licht
zu sammeln (siehe
( )). Bei allen bisher getesteten Tieren
einschliefllich des Menschen synchronisiert
die Morgen- und Abenddémmerung wirk-
samer als wenn Licht schlagartig an oder
aus geht ( ( ))-

( ) hatte vorgeschlagen, dass
Organismen die niedrigen Lichtintensitdten
des Zwielichtes (wéahrend der biirgerlichen
Dammerung) fiir die Tagesldngenmessung
verwenden. Damit kénnen sie die Jahreszei-



ten bestimmen, denn die Tagesldnge héngt
gesetzméaBig von der Jahreszeit ab. Schlie-
lich wird bei Signalen aus der Umwelt auch
das Rauschen reduziert, wenn mehrere Ein-
génge benutzt werden. Das gilt auch fiir
Licht-Rezeptoren.

Ferner scheinen die verschiedenen Pho-
torezeptoren eine unterschiedliche Bedeu-
tung fiir die Synchronisation des circadia-
nen Rhythmus und fiir direkte Lichteffek-
te zu haben ( ( ),

( ), ( )). Durch
die Komplexaugen wird das Aktivitdtsmus-
ter der Adulttiere direkt beeinfluit und der
circadiane Rhythmus besonders in extre-
men Lang- und Kurztagen synchronisiert.
Auch die Ogzellen scheinen diese Effekte
zu zeigen. Moglicherweise wirken sie dabei
auf einen Rhythmus, der fiir den zweiten
Morgengipfel zusténdig ist (siehe Seite 42),
wahrend die Komplexaugen den fir den
Morgengipfel 1 verantwortlichen Rhythmus
synchronisieren ( ( )). Crypto-
chrom wirkt als Lichtrezeptor-Molekiil in
Zellen auf circadiane Rhythmen, ist aber
zur Synchronisation des Aktivitdtsrhyth-
mus nicht zwingend noétig. Die Bedeutung
der Hofbauer-Buchner-Auglein fiir die Syn-
chronisation der Aktivitdtsrhythmen und
fir direkte Lichteffekte ist noch nicht be-
kannt. Es gibt nadmlich bisher noch kei-
ne Mutanten, denen diese Photorezeptoren
fehlen oder bei denen sie defekt sind. Viel-
leicht konnten hier Versuche mit Zelltod-
Genen, die diese Rezeptoren spezifisch aus-
schalten, weiterhelfen.

3.3 Steuerung des Drosophila
Schlafes

Schlaf-&hnliches Verhalten wurde
bei vielen Tieren (
( )) auch bei Drosophila beschrieben

wie

3.3 Steuerung des Drosophila Schlafes

( (2000), ]
(2000), (2003), (2006)). Uber

die beteiligten Signale und Mechanismen
berichtet ( ( )
dort weitere Literatur). Eine begrenzte
Zahl von Zellen in der Pars intercere-
bralis ist beteiligt. Sie projizieren von
dort zum Tritocerebrum. Epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptoren  (extracel-
lular growth factor receptor EGFR) und
andere Faktoren aktivieren die extrazellu-
lare Signal-regulierende Kinase ERK, die
bei Sdugern und Fliegen die synaptische
Plastizitdt moduliert. Wird EGFR iiber-
exprimiert, wird die Schlafdauer erhoht.
Lokomotorische Aktivitdt, Periodenldnge
und Phase des Aktivitdtsrhythmus sind
aber nicht beeinflufit.

Auflerdem scheint das dopaminerge Sys-
tem Dbeteiligt zu sein. Pharmakologi-
sche und genetische Manipulation zeigen,
dafl verringerte Dopaminkonzentration die
Schlafdauer verldngert und erhéhte Kon-
zentration die Schlafdauer verkiirzt. Eini-
ge prominente Dopamin-Projektionen en-
den in den Pilzkérpern (siehe Abbildung
3.2). Sie sind fiir Reaktionen zusténdig, die
Ruheverhalten induzieren, fir assoziative
Konditionierung und fiir Schlafmodulation.
Beide Systeme sind im dorsalen Mittelhirn
lokalisiert, wo sich auch PDF-enthaltende
Zellen befinden, die fir die lokomotorische
Aktivitdt zustdndig sind (siehe Abbildung
3.2).

und

37



3 Wie wird der Schlaf-Wach-Rhythmus gesteuert?

Abbildung 3.2: Lage der an der Steuerung des Schlafes beteiligten Gehirnareale von Dro-
sophila melanogaster und neurosekretorische Zellen. PK Pilzkorper (gold), DA Dopa-
minerges System (rosa), PI Pars intercerebralis-Neurone (hellgrin). Hofbauer-Buchner
Auglein (rot), dorsale (DN1, 2, 3, griin) und ventrale laterale Neuronen (sLNv, rot,
und ILNv, dunkel). Siehe auch Abbildung 4.1. Nach (2000) und

(2007)
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4 Wo steckt die innere Uhr der Fliege?

Rhythmische Laufaktivitdt und Schlipfen
wird durch verschiedene Zellen gesteuert,
die im Gehirn der Fliegen liegen. Ihre Ver-
schaltung untereinander und mit den Ziel-
organen wird erkldrt. Sie sind auflerdem
mit Photorezeptoren verbunden, die Licht
aufnehmen und die Uhren mit der Um-
welt synchronisieren. Rhythmisches Verhal-
ten wird durch solche Zentraluhren gesteu-
ert, wahrend lokale Uhren in den verschie-
denen Geweben und Organen arbeiten. Das
circadiane System der Fliegen ist also aus
vielen Uhren zusammengesetzt.

Wo befinden sich die Zentren, in de-
nen das Schliipfen und die lokomotori-
sche Aktivitdt der Fliegen circadian kon-
trolliert werden? Das wurde in den letz-
ten Jahren intensiv untersucht (Ubersicht:

( )7

( ) ( )). Die Er-
gebnisse sind im néchsten Abschnitt dar-
gestellt. Die verschiedenen Photorezepto-
ren fiir Licht, mit denen die Tagesrhyth-
men synchronisiert werden, wurden bereits
besprochen (siche Abschnitt 3.2). Weitere
Fragen wie die, ob Schliipfrhythmus und
lokomotorische Aktivitdt von der gleichen
circadianen Uhr kontrolliert werden und ob
es neben den Zentraluhren im Gehirn auch
lokale Uhren in den Geweben und in den
Organen gibt, werden in weiteren Abschnit-
ten beantwortet.

4.1 Ein Blick ins Fliegenhirn

Wir miissen jetzt einen Blick ins Gehirn der
Fliegen werfen, denn dort sind nicht nur die

verschiedenen Photorezeptoren fiir Licht zu
finden, mit denen die Rhythmen synchro-
nisiert werden (siche Abschnitt 3.2), son-
dern auch die Zentren, durch die das circa-
diane Verhalten gesteuert wird (Abbildung

41, (2003),
( ))-

Die Zentren fiir tagesrhythmisches
Schlipfen und circadiane Aktivitdt sind
bestimmte neurosekretorische Zellen. Sie
liegen an der Seite der beiden Gehirnhalf-
ten und werden deshalb Lateral-Neuronen
(LN) genannt. Es gibt jeweils eine mehr
dorsal liegende Gruppe (LNd, 5 bis 8
Zellen) und eine mehr ventral gelegene
(LNv). Die ventrale Gruppe besteht aus
Neuronen mit grofien Zellkérpern (ILNv, 4
bis 6 Zellen) und aus Neuronen mit kleinen
Zellkérpern (sLNv, 5 Zellen). Die kleinen
LNv sind die wichtigsten Zellen fiir das
circadiane Verhalten. Sie senden Nerven-
fasern in den dorsalen Teil des zentralen
Gehirns. Im dorsalen oberen Gehirn liegen
aulerdem drei Gruppen dorsaler Neuronen
(DN1, etwa 15 Zellen, zwei DN2 Zellen,
und etwa 40 ziemlich kleine DN3 Zellen).

Im Gehirn der Larven findet man nur
vier kleine LNv, zwei Zellen der DN2
und zwei Zellen der DN1 (siehe Abbildung
2.15).

Die Verbindungen zwischen den neurosekre-
torischen Zellen und den Photorezeptoren wur-
den durch Farbungen charakteristischer Substan-
zen nachgewiesen. Die lateralen Neuronen zie-
hen hauptséchlich ins dorsale Protocerebrum.
Dort iiberlappen sich ihre Enden. Von den DN-
Zellgruppen laufen nur die Fasern der DN1 zu ande-
ren Gehirngebieten wie die akzessorische Medulla
aMe und vielleicht zum optischen Lappen. Ande-
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4 Wo steckt die innere Uhr der Fliege?

Abbildung 4.1: Lage der Uhren-Zellen und der Photorezeptoren zur Synchronisation der
circadianen Laufuhr im Gehirn von Drosophila melanogaster. Schnitt von oben nach un-
ten (‘frontal’) durch den Kopf mit Zentralgehirn, optischen Lappen mit Lamina, Medulla
einschliefllich Lobula (nicht gezeigt), verschiedene Photorezeptoren und neurosekretori-
sche Zellen. Licht synchronisiert den Rhythmus (gelbe Pfeile) tiber die Komplexaugen,
die Hofbauer-Buchner Auglein (HBE, rot), und die ventralen lateralen Neuronen (sLNwv,
rot, und ILNv, dunkel). Der Rhythmus kann tber Ozellen und die dorsalen lateralen
Neuronen (LNd, lila) zusdtzlich beeinflufit werden. Nach (2000)
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4.2 Eine Uhr fiir circadianes Schliipfen und fiir lokomotorische Aktivitat?

re DN1-Zellen haben Ausliufer zum Schlund (Oso-
phagus). Die wichtigsten Verbindungen der DN1
sind die dorsalen Kommissuren. Sie laufen zur ge-
geniiberliegenden Seite des dorsalen Gehirns. Auch
die DN2 Neuronen laufen in der gleichen Kommis-
sur. Die Fasern der DN3 Zellen sind mehr ventral
und enden auf der gleichen Seite des dorsalen Ge-
hirns. Hier {iberlappen sie mit einigen Fasern vom
LNd und vom DN2. Die LNd-Fasern laufen an der
Oberflache des Lateralhorns. Sie bilden einen dor-
salen Ast, der parallel zu den DN3 Fasern verlauft,
und einen ventralen Ast, der die Mittellinie unter
der DN1/DN2-Kommissur kreuzt.

Die Fasern der Uhr-Zellen enden im obe-
ren Protocerebrum. Dieser Teil des Gehirns
ist mit den meisten Stellen des Gehirns ver-
bunden und enthélt auflerdem weitere neu-
rosekretorische Zellen. Circadiane Signale
von den Uhr-Zellen koénnen so elektrisch
oder iiber Hormone zu ihren Ziel-Organen
gelangen. Die Neuronen aller Uhr-Zellen
scheinen miteinander verbunden zu sein.
Dadurch sind sie in der Lage, die circa-
diane Zeit an das dorsale Protocerebrum
und vielleicht iiber die groflen LN auch in
die optischen Lappen zu schicken. Aber die
verschiedenen Zellen kénnen unterschiedli-
che Rollen im circadianen System spielen.

Die kleinen LNv und LNd sind die

Zell-Gruppen, die wohl fiir die circadia-
nen Rhythmen beim Schliipfen und bei
der lokomotorischen Aktivitdt verantwort-
lich sind (
( )). Sogar eine einzelne funktionelle
LN-Zelle ist dazu noch in der Lage. Das
wurde an disco-Mutanten gezeigt. Norma-
lerweise fehlen bei diesen die LN-Zellen,
aber gelegentlich sind noch eine oder we-
nige dieser Zellen vorhanden (

( )). In diesem Fall zeigen
die betreffenden Tiere eine rhythmische
Aktivitat, wahrend sonst disco-Mutanten
arhythmisch sind.! Aber auch die DN-

!Tatsachlich wurden diese Tiere gefunden, als
Charlotte Forster die Laufaktivitét einiger hun-
dert disco-Fliegen registrierte und ganz selten

Zellen sind am circadianen System be-
teiligt. Fiir das circadiane Schliipfen sind
die kleinen LNv-Zellen verantwortlich. In
der geschliipften Fliege sind die LNd, die
grofen LNv und die kleinen LNv an der
Kontrolle der circadianen lokomotorischen
Aktivitat beteiligt. Diese Gruppen verwen-
den? als Signale fiir weiter abwiirts gelegene
Neurone. Die grolen LNv projizieren nicht
ins dorsale Protocerebrum und haben viel-
leicht eine spezielle Funktion beim Koppeln
der kleinen LNv und LNd der beiden Ge-
hirnhélften.

4.2 Werden Schliipfen und lo-
komotorische Aktivitat von
der gleichen circadianen
Uhr kontrolliert?

Von den zahlreichen Ereignissen, die bei
Drosophila circadian kontrolliert werden,
hatten wir zwei Beispiele kennengelernt,
die Schliipf- und Laufrhythmen. Handelt es
sich dabei um eine Uhr oder um verschie-
dene, die diese beiden Verhaltensrhythmen
steuert? Wenn es verschiedene sind, wie
stehen sie miteinander in Beziehung und
wie interagieren sie miteinander? Und wo
sind sie lokalisiert? Schliellich wiirden wir
gern wissen, wie diese Uhren funktionieren
(Kapitel 5).

Die Schliipfrhythmen haben auch un-
ter konstanten Bedingungen einen genau-
en 24-Stunden-Takt, und es wurde schon
erklart, warum das so ist (Kapitel 2). Die
Laufuhren dagegen sind in konstanter Um-
welt bei den einzelnen Fliegen meistens et-

einige rhythmische Aktivitdtsmuster fand. Sie
untersuchte dann bei diesen rhythmischen Tie-
ren den Kopf und fand, dafl bei ihnen noch eine
oder mehrere der LNv-Zellen vorhanden waren.
2Pigment dispersing factor, ein Neuropeptid. Es
wurde urspriinglich bei Krebsen entdeckt
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4 Wo steckt die innere Uhr der Fliege?

was schneller oder etwas langsamer als 24
Stunden. Das spricht zunéchst gegen eine
einzige Uhr, die beide Vorginge steuert.
Muf3 aber nicht: Die Uhr koénnte ja nach
dem Schliipfen der Fliege ihre Geschwin-
digkeit &ndern. Schliipfen und Laufen wiir-
den dann immer noch von einer Uhr gesteu-
ert. Es konnte aber gezeigt werden, dass die
Laufuhr schon in der Puppe lauft, und zwar
mit einer anderen Geschwindigkeit als die
Schliipfuhr ( ( ).

Andererseits haben Mutanten von Dro-
sophila melanogaster, deren Schliipfuhr
schneller oder langsamer ist als die des
Wildtyps, auch schnellere oder langsamere
Laufuhren ( ( ).
Wenn die Mutation den Oszillator betrifft,
wiirde das fiir eine Uhr sprechen, die bei-
de Vorgénge circadian steuert. Es gibt aber
auch eine Mutante (ebony), bei der der
Laufrhythmus verdndert ist, der Schliipf-
rhythmus aber nicht (

( )). Ahnliches wurde bei Drosophi-
la pseudoobscura beobachtet (

( )). Als ein weiteres Bei-
spiel wurde bei der Mutante lark die Phase
des Schliipfrhythmus beeinflusst, aber der
Laufrhythmus war in Phase und Periode
normal. Das wiirde gegen eine Uhr sprechen
und fiir ein Multioszillatorsystem.

Fiir mehrere Uhren spricht auch folgen-
des: Mutanten von Drosophila melanogas-
ter, deren lokomotorische Aktivitat nicht
circadian kontrolliert wird, reagieren noch
photoperiodisch:* Sie kénnen durch einen
Kurztag in einen Ruhezustand (Diapause)
versetzt werden. Bei der photoperiodischen
Zeitmessung ist aber eine circadiane Uhr
beteiligt ( ( )). Das wiir-
de bedeuten, dass eine circadiane Uhr die
photoperiodische Zeitmessung durchfiihrt,

3die kritische Tageslinge ist allerdings um 2 Stun-
den kiirzer
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die nicht mit der Uhr fiir die Schliipf- und
Aktivitatsrhythmen identisch ist.

Selbst die Laufaktivitdt kann durch mehr
als einen Oszillator circadian gesteuert
werden. Mutanten, bei denen die opti-
schen Lappen stark reduziert sind, zeigen
im Aktogramm unter Konstantbedingun-
gen zwei circadiane Komponenten. Sie un-
terscheiden sich in ihrer Periodenlénge et-
was voneinander. Deshalb driften die bei-
den Rhythmen langsam auseinander, bis
sie sich nach einiger Zeit wieder treffen
(Abbildung 4.2, ( ),

( )). Eine dieser Komponen-
ten ist der Morgenoszillator. Selbst dieser
scheint aus zwei Komponenten zu bestehen.
Das zeigt sich in Aktogrammen von Tie-
ren, deren Laufaktivitit unter extremeren
Licht-Dunkel-Zyklen mit entweder sehr viel
kiirzeren oder sehr viel ldngeren Lichtperi-
oden registriert wurden ( ( ))-

Drosophila besitzt also, wie iibrigens
auch andere Insekten, ein Multioszillator-
system. Es kontrolliert verschiedene Vor-
gdnge auf verschiedenen Ebenen circadi-
an. Dieses System besteht aus autonomen
Uhren in Zellen, Geweben und Organen,
die direkt durch Licht-Dunkel-Zyklen syn-
chronisiert werden, aber auch aus zentra-
len Uhren im Gehirn, die durch verschie-
dene Photorezeptoren, aber auch direkt
durch Licht synchronisiert werden (siche
Abschnitt 3.2). Wie diese verschiedenen
Komponenten des circadianen Systems zu-
sammenwirken, ist noch nicht gut bekannt.

4.3 Zentraluhr und lokale Uh-
ren

Schliipf- und Laufrhythmen von Drosophila
werden circadian kontrolliert, wie wir sa-
hen. Beides sind Verhaltensrhythmen und
wir haben gesehen, daf} sie durch Zentral-



4.3 Zentraluhr und lokale Uhren

Tage

Tageszeit

Abbildung 4.2: Aktogramm einer Drosophila Fliege mit zwei circadianen Komponenten
im Muster der lokomotorischen Aktivitat. In den ersten sieben Tagen wurde die Fliege
in etnem 12:12 stindigen Licht-Dunkel-Wechsel gehalten (siehe schwarzes Balkenmuster
ganz oben; der jeweils zweite Tag wurde noch einmal auf der rechten Seite aufgetragen,
damit man das Aktivitatsmuster besser erkennt). Die lokomotorische Aktivitat besteht
aus einem Morgen- und einem Abendteil und die Aktivitdt ist mit dem externen 24
Stunden-Rhythmus synchronisiert. Vom achten Tag an war die Fliege im Dauerdunkel.
Die Aktivitdt zeigt Freilauf mit zwei Komponenten: Die Periode der kiirzeren Kompo-
nente ist etwa 22 Stunden und verlduft von rechts oben nach links unten, die Periode
der lingeren ist 25 Stunden und verlduft von links oben nach rechts unten. Die beiden
Komponenten laufen auseinander und treffen sich wieder. Nach

(2000)
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4 Wo steckt die innere Uhr der Fliege?

uhren im Gehirn gesteuert werden.

Damit ist aber der Uhrenladen von Dro-
sophila noch nicht ganz beschrieben. Denn
periphere Gewebe und verschiedene Or-
gane werden durch selbstédndige circadia-
ne Uhren kontrolliert. Sie wurden in iso-
liert kultivierten Komplexaugen (

( )), chemosensorischen
Zellen der Antenne (damit riechen die Flie-
gen, ( )7
( )), Malphigischen Rohren (das sind
die Nieren der Fliegen, ( )
( )) Prothorakal-
driisen (vom Gehirn beeinflufite Driisen im
Brustabschnitt, ( )) (Ab-
bildung 4.3) und anderen Geweben gefun-
den. Diese Zellen und Organe sind aber fiir
den Schliipf- und Aktivitatsrhythmus nicht
wichtig.

Wie hat man nachgewiesen, dafl auch
in Geweben und Organen Tagesuhren ti-
cken? Dazu wurde ein Reporter-Gen eines
Enzyms, der Luciferase, in die Korperzel-
len gebracht. Luciferase bewirkt das Leuch-
ten von Gluhwirmchen-Weibchen, die da-
mit im Dunklen Mannchen anlocken. Das
Gen wurde an einen Promotor gehéngt,
der durch die circadiane Uhr gesteuert
ist. Promotoren kénnen Gene beeinflus-
sen, zum Beispiel an- und ausschalten. Auf
diese Weise erhielten die Fliegen in ihren
Geweben und Organen die Fiahigkeit, zu
leuchten. Da die circadiane Uhr den Pro-
motor beeinflufite, sodass das Luciferase-
Gen zu bestimmten Zeiten des Tages Luci-
ferase exprimierte, zu anderen nicht, zeig-
ten sich circadiane Leuchtrhythmen in den
einzelnen Geweben und Organen. Diese
Rhythmen konnten auch in Gewebekul-
turen nachgewiesen werden. Dazu wur-
de durch das per-Gen getriebenes griin-
fluoreszierendes-Protein (GFP) verwendet,
das nur an Stellen gebildet wird, an de-
nen das Uhren-Gen per aktiv ist. Mit emp-
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findlichen Kameras kann im UV das gri-
ne Leuchten des GFP tiiber mehrere Ta-
ge hinweg nachgewiesen werden. Lichtpul-
se verschoben die Phase dieser Rhythmen
( (1997)).

Drosophila und wohl auch viele andere
Insekten besitzen also neben den Zentral-
uhren, die Verhaltensweisen wie Schliipfen
und Laufen circadian steuern, auch Uhren
in peripheren Organen und Geweben, die
autonom sind und direkt vom Tag-Nacht-
Wechsel synchronisiert werden.

4.4 Mutanten

Verschiedene Mutanten, die Anderungen
im Gehirn zeigen, unterscheiden sich vom
Wildtyp durch ihr Aktivitdtsmuster. Sie
wurden verwendet, um den Mechanismus
aufzuklaren, der den circadianen Uhren
zugrunde liegt. Die wichtigsten Mutanten
sind im oberen Teil der Tabelle 4.1 zusam-
mengestellt.

Augenmutanten wurden benutzt,
herauszufinden, welche Photorezeptoren
fir die Synchronisation der lokomotori-
schen Aktivitat zusténdig sind (

( ), unterer Teil der Ta-
belle 4.1; siche auch Abschnitt 3.2).
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Abbildung 4.3: Leuchitrhythmen von Drosophila-Geweben: Durch per-Gen getriebenes
grin-fluoreszierendes-Protein (GFP) wird nur an Stellen gebildet, an denen das Uhren-
Gen per aktiv ist. Mit empfindlichen Kameras kann im UV das grine Leuchten des
GFP diber mehrere Tage hinweg nachgewiesen werden. Im Licht-Dunkel- Wechsel ist der
Rhythmus ausgepragt (Tag 0 und 1), im Dauerdunkel dampft er aus (Tag 2 bis 5 in den
beiden oberen Kurven, Tag 2 bis 6 in den beiden unteren Kurven). Ein erneuter Licht-
Dunkel-Wechsel (Tag 6 und 7 beziehungsweise Tag 7 bis 9) verstdrkt und verschiebt den
Rhythmus. Oben (grin) Rissel (Proboscis), darunter (braun) Antenne, darunter (rot)

Bein, unten (blau) Fligel. Nach

(1997)
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die Synchronisation des circadianen Systems von Drosophila melanogaster beeinflussen

Tabelle 4.1: Wichtige Mutanten von Drosophila melanogaster mit gednderten Eigen-
(unterer Teil der Tabelle). Aus

A6chaften der circadianen Uhr (oberer Teil der Tabelle) und einige Augenmutanten, die



4.4 Mutanten

Die meisten Ergebnisse von Abschnitt
3.2 beruhen auf Versuchen, bei denen
Augen-Mutanten benutzt wurden.
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5 Das Uhr-Getriebe

Die Mechanismen der circadianen Uh-
ren, die Schlipfen und Laufen der Flie-
gen kontrollieren, werden vorgestellt. FEs
handelt sich um molekulare Rickkopplungs-
schleifen, in denen bestimmte Genproduk-
te entscheidende Rollen spielen. Die Spie-
ler und Spielregeln sind einigermaflen gut
bekannt. Auch die Wirkung des Lichtes
und der Temperatur wird auf der moleku-
laren Ebene recht gut verstanden. Es kann
zum Beispiel erkldrt werden, warum die
Uhr bei verschiedenen konstanten Aujffen-
temperaturen immer gleich schnell lduft,
aber trotzdem auf eine Erhohung oder Er-
niedrigung der Temperatur reagiert. Wenn
durch Mutationen einige der Mitspieler
dieser Schwingungsvorgdinge ausfallen oder
zu stark sind, dndert sich die Dauer der
Schwingung oder die Uhren hioren auf zu
laufen.

Es wird nun Zeit, die Uhren etwas ge-
nauer anzusehen, die fiir die verschiedenen
Tagesrhythmen zusténdig sind. Wir hatten
gesehen, was sie alles steuern. Wir wissen
aber noch nicht, wie sie funktionieren. Das
wollen wir in den néchsten Abschnitten er-
fahren.

5.1 Ein Riickkopplungsmodell
fiir Schwingungen: Das
Spiel

Welche Mechanismen liegen den circadia-
nen Uhren im Gehirn von Drosophila zu-
grunde, die Schliipfen und lokomotorische
Aktivitat kontrollieren? Das wurde in den
vergangenen Jahren intensiv und erfolg-

reich untersucht. Es gibt aber noch viele
unbeantwortete Fragen. Hier werden nur
die wichtigsten Grundlagen beschrieben.
Einzelheiten sind in neueren Ubersichts-
arbeiten beschrieben ( ( ),

(2000), (2000),

(2002), (2001),
(2001), (2007)).

Beide Rhythmen - Aktivitat und Schliip-
fen - lassen sich durch molekulare Riick-
kopplungsschleifen beschreiben. Sie sind so-
zusagen das Prinzip des Spieles, dem wir
auf die Spur kommen wollen. In ihm gibt
es Spieler, ndmlich eine Reihe von Uhr-
Genen. Sie heiflen period (per), timeless
(tim), clock (clk), cycle (cyc), doubletime
(dbt), vrille (vri) und pdpi.. Gene produzie-
ren Eiweifle, die oft als Enzyme bestimmte
Stoffwechselschritte kontrollieren. Die ent-
sprechenden Proteine der Uhr-Gene sind
PER, TIM, CLK, CYC, und DBT, VRI
und PDPi(siehe5.1 Tabelle 4.1). Muta-
tionen in diesen Genen beeinflussen beide
Rhythmen stark, die Fliegen werden aperi-
odisch oder d&ndern die Periodenlénge ihres
freilaufenden Rhythmus.

Wie sieht nun das Spiel aus, in dem
die genannten Spieler miteinander intera-
gieren? In Abbildung 5.1 sind die beiden
Riickkopplungsschleifen -RKK und +RKK
beschrieben, auf denen die circadiane Uhr
beruhen soll (nach Ergebnissen von

(2003) und (2003)).
Sie sind nicht einfach zu verstehen, und wir
miissen uns einiges dabei erst erkléren las-
sen. Ich will folgendermafien vorgehen: Es
wird das Spiel erklart, ohne die verwende-
ten Fachausdriicke zunéchst eingehend zu
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4 Abbau durch ~
Proteasomen CYTOPLASMA
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~ /

Abbildung 5.1: Modell mit zwei Riickkopplungskreisen. Im negativen Riickkopplungskreis
-RKK (rot umrandet) hemmen PER und TIM zusammen mit DBT nach Phosphorylie-
rung (durch CK2 und SGG) dber eine Kinase CYC und CLK. Dadurch wird weniger
TIM und PER von den tim- und per-Genen exprimiert. In einem positiven Riickkopp-
lungskreis +RKK (rot umrandet) erhohen CYC und CLK die Expression der Gene vri
und pdpie. VRI hemmt und PDPy. fordert die Expression von clk und cyc. Im negati-
ven Rickkopplungskreis -RKK hemmen PER und TIM die Transkriptionsfaktoren CYC
und CLK (statt Pfeil kurzer Querstrich), und die Transkriptionsfaktoren CYC und CLK
fordern die Ezpression von per und tim (durch Pfeile markiert). TIM und PER wer-
den durch DBT, CK2 und SGG phosphoryliert und durch Proteasomen abgebaut. Im
positiven Riickkopplungskreis +RKK férdern CYC und CLK die Expression von vri und
pdpie. Die Produkte dieser Gene, VRI und PD P, fordern (VRI) beziehungsweise hem-
men (PDPy.) die Expression des clk- und des cyc-Gens.

Licht (gelber Zickzackpfeil) wird von Cryptochrom (gelb) absorbiert und wirkt tiber ein
Signal auf TIM ein, was dadurch zerstort wird. Genaueres ist noch nicht bekannt.
Beide Riickkopplungskreise wirken zusammen und mRNA von Uhr-gesteuerten Genen
wie zum Beispiel PDF wird tagesrhythmisch gebildet. Die Produkte kionnen auf Uhr-
Bestandteile einwirken oder von diesen beeinflusst werden (PDF kann PER beeinflussen,
VRI hemmt die PDF-Bildung). Die Vorginge verlaufen im Cytoplasma und im Kern,
wie im Bild gezeigt. Nach Cyran et al. (2003), Glossop et al. (2005) und Mackey (2007)
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erkldren. Das wird erst in einem folgenden
Abschnitt geschehen.

CLK und CYC sind basische Helix-loop-
Helix-PAS Transkriptionsfaktoren. Sie bil-
den Heterodimere und binden an ein E-
box-Element' in den Promotoren der per
und tim Gene. Dadurch wird die Tran-
skription beider Gene aktiviert (

(1998), (1998),
( )). Die Menge der mRNA von per und
tim nimmt kontinuierlich zu, bis am frii-
hen Abend ein Maximum erreicht ist. Die
Produkte PER und TIM erreichen ihr Ma-
ximum erst am spaten Abend (
( ), ( )). Die Verzo-
gerung scheint durch post-transkriptionale
Regulation der per mRNA (

( )) und des PER zustande zukommen
( (1997),
( )). Einer der regulatorischen Mecha-~

nismen destabilisiert PER durch DBT-
abhéngige Phosphorylierung (

( ), ( ))- PER wird aber
durch Dimerisierung mit TIM stabilisiert.
Nach einem fritheren Modell (ref xxx) soll-
ten diese PER-TIM Dimere, wenn sie ei-
ne kritische Schwelle erreicht haben, in den
Kern gelangen und dort ihre eigene Tran-
skription hemmen, indem sie den transkrip-
tionalen Aktivator CLK-CYC inaktivieren
( (1998)).

Dieses Modell ist inzwischen durch neue
Untersuchungen und Befunde noch kompli-
zierter geworden (siehe Seite 52). Durch die
Zeitverzogerung zwischen mRNA und Pro-
tein fithrt diese negative Riickkopplung zu
einer stabilen Oszillation von per und tim
mRNA und den Proteinen.

Uff, das war hart. Das scheint ja
ein ziemlich vertraktes und ausgefalle-
nes Spiel zu sein. Also, jetzt mal ganz

langsam, um was geht es hier? Zu-

'mit der Nukleotid-Sequenz CACGTG

5.2 Die Spieler und die Spielregeln

néchst schau Dir mal eine kleine Ani-
mation an, die in einfacher Weise zeigt,
was eben so kompliziert vorgestellt wur-
de ((http://www.hhmi.org/biointeractive-
/clocks/animations.html). Das molekulare
Modell der Drosophila Uhr, das in Abbil-
dung 5.1 dargestellt wurde, ist hier als Ani-
mation gezeigt. Man kann sehen, wie die
Uhr-Gene per und tim die Uhr-Proteine
PER und TIM produzieren. Diese wan-
dern vom Kern ins Zytoplasma und bilden
zusammen hier ein Dimer. Dieses Dimer
kann durch die Kernmembran wandern und
die Transkriptionsfaktoren CLK und CYC
hemmen. Dadurch wird die Transkription
von PER und TIM gestoppt. Die Konzen-
tration von PER und TIM sinkt, weil sie
abgebaut werden. Licht wird {ber Pho-
torezeptoren empfangen und &ndert das
Drosophila-Cryptochrom CRY. Als Fol-
ge wird das PER/TIM Dimer abgebaut

( (2002)).

5.2 Die Spieler und die Spielre-
geln

Nun sollten wir uns mit den Spielern etwas
néher bekannt machen, die vorher kurz auf-
gefithrt wurden (in Abschnitt 5.1) und ver-
suchen, die Spielregeln genauer zu verste-
hen. Die Spieler sind wesentliche Teile der
circadianen Uhr (Teile des Uhrwerks) und
miissen von den durch die Uhr kontrollier-
ten Teilen (Zeiger der Uhr) unterschieden
werden.

Zwei der Spieler sind PER und TIM,
die von den Genen period (per) und time-
less (tim) kodiert werden. PER bildet mit
TIM ein Dimer. Es wird durch diese Di-
merisierung stabilisiert. PER und TIM ha-
ben folgende Aufgaben: Wenn eine kritische
Schwelle des PER-TIM Dimers erreicht ist,
kann es in den Kern gelangen und dort die

o1



5 Das Uhr-Getriebe

Transkription von PER und TIM hemmen
(also ihre eigene Herstellung), indem sie
den transkriptionalen Aktivator CLK-CYC
inaktivieren. Reguliert werden die per- und
tim-Gene durch CLK und CYC, die durch
die Gene clock (clk) und cycle (cyc) expri-
miert werden. Sie sind basische Helix-loop-
Helix-PAS Transkriptionsfaktoren. Sie bil-
den Heterodimere und binden an ein E-
box-Element in den Promotoren der per-
und t¢im- Gene. Dadurch wird die Tran-
skription beider Gene aktiviert. Fir den
Abbau von PER ist DBT zustéindig, das
vom Gen doubletime (dbt) kodiert wird.
Es fordert die Phosphorylierung von PER
und dadurch den Abbau durch Ubiquitin
an Proteasomen. Ein weiteres Uhr-Protein
ist das cAMP Respons-Element Bindepro-
tein (CREB). Es ist ebenfalls an der Riick-
kopplungsschleife beteiligt und fordert die
Ostzillationen von PER und TIM. Weitere
solcher Uhr-Faktoren werden méglicherwei-
se noch entdeckt.
Die zeitlichen Verldufe sind von

( )beschrieben und in Abbil-
dung 5.2 gezeigt. Sie wurden aufgeklart,
indem eine alte Zelllinie eines Drosophi-
la-Embryos aus dem Jahr 1972 beson-
ders préapariert wurde (PER wurde mit
gelber, TIM mit griiner Fluoreszenz ver-
sehen). Beide konnten durch einen Hit-
zeschock induziert werden. Dabei ergab
sich (siehe Abbildung 5.2), dafli PER und
TIM zunéchst 4 Stunden lang gleichmé-
Big im Cytoplasma verteilt waren, dann
nach 5-6 Stunden sich rasch innerhalb ei-
ner Stunde in Gruppen (Focus, Mehrzahl
Foci) um den Kern herum ansammelten,
und zwar unabhéngig von der PER- und
TIM-Menge. Dann gelangen PER und TIM
in den Kern, wiederum unabhéngig von
der PER- und TIM-Menge und unabhén-
gig voneinander (PER in der Regel etwas
schneller). Das wurde durch die FRET-
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Methode (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer) festgestellt, bei der eine Resonanz
erfolgt, wenn PER und TIM eng zusammen
sind. Dann bilden sich rasch PER/TIM-
Komplexe (wobei die FRET-Signale abneh-
men).

In der Mutante perL2 mit einer circadianen
Periode von 28 statt 24 Stunden wird der Uber-
gang von PER und TIM in den Kern um 4
Stunden verzogert, ohne die Komplexbildung
zu beeinflussen. Die Akkumulation im Kern ist
um 8.5 Stunden verschoben. Assoziation und
Dissoziation des Komplexes ist nicht gedndert,
aber die Sanduhr (Intervall-Timer), die im Cy-
toplasma ablauft, bevor PER und TIM in den
Kern eintreten, ist beeintrachtigt.

DBT interagiert physikalisch mit PER,
wenn dieses mit TIM einen Komplex ge-
bildet hat. Ohne den Komplex wird PER
durch DBT phosphoryliert, dadurch de-
stabilisiert und in Proteasomen abgebaut.
TIM stabilisiert also PER, indem es dessen
Phosphorylierung durch DBT hemmt.

5.3 Wenn Licht hineinspielt

Ein Modell ist nur brauchbar, wenn es die
Gegebenheiten auch erkléren kann, die in
der Wirklichkeit vorliegen. Im Fall der cir-
cadianen Uhr ist das zunéchst einmal der
zyklische Verlauf des Schliipfens und der lo-
komotorischen Aktivitdt der Fliegen. Wie
das auf molekularer Ebene geschieht, hat-
ten wir in Abschnitt 5.2 gesehen. Circadia-
ne Uhren werden aber auch durch Auflen-
faktoren wie Licht und Temperatur beein-
fluBt. Wenn die gerade beschriebene Riick-
kopplungsschleife Grundlage der Rhyth-
men ist, muf} sie auch die Synchronisati-
on der Uhr durch den Tag-Nacht-Wechsel

“Bei dieser Mutante ist eine einzige Amino-
sdure in der PAS-Doméne gedndert (

(1957)).
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Abbildung 5.2: Modell der Akkumulation von PER, DBT und TIM im Kern von S2-
Zellen nach Sacz et al. (2007). PER (blau) und TIM (grin) werden von den per und
tim-Genen im Kern exprimiert und gelangen ins Cytoplasma, wo sie entweder nach
Phosphorylierung mit DBT (rot) durch Proteasomen abgebaut werden, oder aber einen
Komplex TIM mit PER/DBT (griin/blau/rot) bilden. Diese Komplexe sammeln sich in
Foci in der Ndhe des Kernes an (Focus). Nach etwa 5.5 Stunden zerfallt der Komplex
und die Bestandteile gelangen in den Kern. Dort verbinden sie sich mit CYC und CLC
zu einem Komplex, der die Fxpression von CYC- und CLC-kontrollierten Genen wie
tim, per, vri und pdp unterbinden (gestrichelte Pfeile). Vergleiche dieses Schema mit dem
in Abbildung 5.1 und beachte die Unterschiede beim Transport in den Kern: Hier wird
nicht der Komplex PER/DBT/TIM in den Kern transportiert, sondern die einzelnen
Proteine. Das Auseinanderbrechen des Komplexes PER/DBT/TIM im Cytoplasma wird
durch eine Art Sanduhr kontrolliert und dauert 5.5 Stunden. Bei der Mutante per”
dauvert es 8.5 Stunden. Im Kern wird ein Komplex zwischen PER/DBT beziehungsweise
TIM mit CYC/CLK gebildet, der die Expression von tim, per, vri und pdp hemmt. Nach
Mackey (2007) und Saez et al. (2007)
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5 Das Uhr-Getriebe

erkldaren konnen. Auflerdem muf} sie erkla-
ren, wie Lichtpulse die Uhr verschieben.
Schlielich muf} sie auch zeigen, wie Dau-
erlicht die Uhr anhélt. Das soll in diesem
Abschnitt geschehen.

Was sind also die molekularen Grundla-
gen der Synchronisation durch Licht? Das
wird erreicht, indem TIM, einer der Spie-
ler, im Licht abgebaut wird; andere Spieler,
also Uhr-Proteine, werden im Licht nicht
abgebaut ( ( )

( )). Im Dauerlicht ist deshalb we-
nig TIM vorhanden. Da der Spieler PER
mit TIM ein Dimer bilden muss, um nicht
abgebaut zu werden, ist auch wenig PER
vorhanden ( ( )). Die Produ-
zenten von PER und TIM, namlich die per
und tim-mRNA, zeigen keine tagesperiodi-
schen Schwankungen, sondern haben eine
durchschnittliche Konzentration. Aus die-
sem Grunde oszillieren auch ihre Proteine
im Dauerlicht nicht. Das wiirde molekular-
biologisch erklaren, warum im Dauerlicht
der Tagesrhythmus verschwindet und statt
dessen Arrhythmie gefunden wird. Die per®
und tim® Mutanten sind arrhythmisch, weil
bei ihnen dieser Zustand immer herrscht,
auch im Licht-Dunkel-Wechsel (

( )). Damit wére die Frage be-
antwortet, warum Dauerlicht die Uhr an-
halt.

Warum verschieben Lichtpulse den Rhyth-
mus? Auch dafiir ist der Abbau von TIM im
Licht verantwortlich. Miit man namlich, wie-
viel TIM noch nach kurzen Lichtpulsen in den
LN-Zellen (den Uhren-Zellen) ist, zeigt sich eine
strenge Beziehung zu der Phasenverschiebung
des Tagesrhythmus: Je starker der Rhythmus
durch Licht verschoben wurde, desto mehr TIM
wurde auch abgebaut ( ( )). Blau-
licht war dabei besonders wirksam. Im Blau-
licht wird TIM auch besonders stark abgebaut.
Vergleicht man die Wirkung anderer Wellen-
laingen des Lichtes, stimmen die Reaktionen
auf Farblicht beim TIM-Abbau und bei der

o4

Phasenverschiebung iiberein. Beide Ereignisse
sind offenbar eng miteinander verbunden. Da-
mit wire die Frage beantwortet, warum ein
Lichtpuls den Rhythmus verschiebt.

TIM wird auch im Licht abgebaut, wenn

PER fehlt. Ohne PER funktioniert aber die
circadiane Uhr nicht. TIM wird also auch oh-
ne funktionierende Uhr abgebaut (
( )). Auch die Komplexaugen miissen nicht
vorhanden sein, damit TIM im Licht abgebaut
wird ( ( )). Das zeigt, dass der
Abbau von TIM im Licht iiber einen extrare-
tinalen Weg lauft. Das war ja bereits durch Ver-
haltensstudien bekannt.

Alle diese Ergebnisse zeigen, dass der
Abbau von TIM fiir die circadiane Licht-
perzeption entscheidend ist. TIM ist aber
nicht direkt Licht-empfindlich. Es wird auch
nicht immer nach Lichtbeginn abgebaut. Zum
Beispiel schwankt TIM im Larvenstadium in
den Dorsal-Neuronen (DN) gegenlaufig zu den
LN, ist also wiahrend des Tages hoch und wéah-
rend der Nacht niedrig ( ( ))-
Was das biologisch bedeutet, ist unklar. Aber
es zeigt, dass TIM unterschiedlich reguliert wer-
den kann und nicht direkt Licht-empfindlich ist.
Irgendwie muss das Lichtsignal biochemisch auf
TIM {iibertragen werden, nachdem es von Licht-
absorbierenden Pigmenten absorbiert wurde.

Ein solches Pigment ist das Drosophi-
la-Cryptochrom (DCRY)?. Es ist an der

Lichtiibertragung auf TIM beteiligt (
(1998), (1998)).
Das Absorptionsspektrum von Crypto-
chrom entspricht dem Aktionsspektrum der
Verhaltensrhythmen von Drosophila (

( )). DCRY spielt al-
so eine wichtige Rolle. Offenbar ist TIM
ein direktes Ziel von DCRY. Tatséchlich
wurde vor kurzem gezeigt, dass DCRY sei-
nen Zustand nach Belichtung &ndert. Es
kann jetzt in den Kern gelangen und dort
mit dem PER/TIM Komplex interagieren
( ( )). Dadurch wird der
PER/TIM Komplex inaktiviert. Er kann

3Cryptochrome sind Flavoproteine (Ubersicht:

(1999)).



5.6

nicht mehr an der negativen Riickkopp-
lungsschleife teilnehmen. Der Abbau von
TIM ist also nicht der erste Schritt bei
Belichtung. Vielmehr kommt er zu stan-
de, weil PER /TIM durch DCRY inaktiviert
wird.

DCry wird in den LNv exprimiert,
den circadianen Schrittmacherzellen (

( )). Das gilt auch fiir die Droso-
phila-Larven. Die kleinen LNv sind schon
vom ersten Larvenstadium an vorhanden
und ihr PER und TIM schwanken circadi-
an ( ( )). Die kleinen LNv
der Larven werden durch Cryptochrom und
die larvalen Augen synchronisiert (

(1998),
( )). Fehlen beide Photorezeptoren, las-
sen sie sich nicht mehr synchronisieren. Es
ist noch nicht bekannt, ob das auch fiir den
Schliipfrhythmus gilt.

5.4 Warum Temperatur keine
Rolle spielt

Wir erinnern wuns: Die Umgebungs-
Temperatur hat fast keinen Einflul auf
den circadianen Schliipfrhythmus und
auf die Laufaktivitdt der Fliegen. Und
das ist ja auch von einer anstdndigen
Uhr zu erwarten. Sie darf bei hoheren
Temperaturen nicht schneller laufen oder
bei niedrigeren Temperaturen bummeln.
Aber wie wird das auf molekularer Ebene
erreicht? Was sind die Grundlagen der
Temperaturkompensation der circadianen
Rhythmen von Drosophila?

Ein Modell von Goodwin (

( )) wurde von
( ) erweitert. Sie nehmen ei-
ne monomere und eine oligomere Form des
PER-Proteins an. Das Gleichgewicht zwi-
schen den beiden Formen héngt von der
Temperatur ab. In der per’” Mutante ver-

Warum Temperaturpulse eine Rolle spielen

schiebt steigende Temperatur das Gleich-
gewicht zur monomeren Form und beide
Formen werden langsamer abgebaut als bei
per™. Bei per® Mutanten ist das Gleichge-
wicht unbeeinfluBt, aber PERS wird schnel-
ler abgebaut ( ( )). Im Mo-
dell wird der Temperatureinfluss iiber Uhr-
Protein- Abbau kontrolliert.
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Abbildung 5.3: Die Temperaturkompensa-
tion des Laufaktivitdtsrhythmus von Dro-
sophila kann mit dem Goodwin-Oszillator
erklart werden ( (1997)).
Die Temperaturabhdngigkeit der Drosophi-
la Mutanten per™ (griin) und per® (blau)
werden erfolgreich vorausgesagt (Kreise
sind Voraussagen, Dreiecke experimentel-
le Befunde) und die Temperaturkompen-
sation des Wildtyps beziehungsweise von
per™ (rot) ist vorhanden. Nach

(1997)

5.5 Warum Temperaturpulse
eine Rolle spielen

Obwohl die Aulentemperatur die Uhr in ih-
rer Geschwindigkeit nicht beeinfluft, rea-
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5 Das Uhr-Getriebe

giert sie durchaus auf plétzliche Anderun-
gen der Temperatur. Wird zum Beispiel
die Temperatur abgesenkt, verschiebt sich
der Rhythmus. Die Periode bleibt aber in
der nunmehr niedrigeren Temperatur kon-
stant, wie im vorausgegangenen Abschnitt
beschrieben. Das gleiche ist zu beobachten,
wenn die Temperatur erhoht wird. Eine
kurzfristige Temperaturerniedrigung oder -
erh6hung verschiebt ebenfalls den Rhyth-
mus.

5.6 Uhr-getriebene Vorgange

Wir hatten bereits in Abschnitt 3.1 gese-
hen, dass das Schliipfen der Fliegen und
ihre lokomotorische Aktivitat von einer cir-
cadianen Uhr gesteuert wird. Weitere Vor-
ginge im Verhalten, in Geweben und Zellen
werden ebenfalls circadian gesteuert. Wie
greift die Uhr in diese Vorgénge ein, wie
sieht das auf der molekularen Ebene aus?
Es muss dazu Ausgénge der Uhr geben, die
rhythmisch verlaufen.

Ein solcher Ausgang ist das Neuropeptid
Pigment dispersing factor PDF. Es wurde
urspriinglich als Pigment dispersing hormo-
ne PDH bei Krebsen gefunden und steuert
bei diesen Tieren die Farbung. Bei Insek-
ten hat es eine andere Funktion. Es iiber-
tragt den Rhythmus der circadianen Uhr in
den Schrittmacherzellen LN, auf das Ver-
halten (zum Beispiel Schliipfen und loko-
motorische Aktivitét, ( ))-
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6 Wie wird Schliipfen und Laufen der Flie-

gen registriert?

Wie kann man den Schlipfrhythmus und
die Laufaktivitdt von Drosophila registrie-
ren? Es werden verschiedene Methoden und
Gerdte wvorgestellt, mit denen man den
Schliipfrhythmus und die Laufaktivitdt von
Drosophila registrieren kann. Es wird auch
erwdhnt, wie man die Daten sammelt und
auswertet.

Sicherlich m6chtest Du nun endlich wis-
sen, wie man eigentlich das Schliipfen der
Fliegen aus dem Puparium und das Her-
umlaufen der geschliipften Tiere messen
kann. Zwar kann man die Tiere bei die-
sen Vorgidngen beobachten und sich Noti-
zen machen, aber spétestens nach der zwei-
ten durchwachten Nacht macht man sich
Gedanken, ob es nicht auch mit automa-
tischen Verfahren zu registrieren ist. Diese
sollen in den néchsten Abschnitten vorge-
stellt werden.

6.1 Schliipfrhythmus messen

Der Schliipfrhythmus von Drosophila (und
anderer Insekten) aus dem Puparium kann
nur an einer Population festgestellt wer-
den. Frither wurden dazu Schiittelappara-
turen (Bang bozes im Englischen) verwen-
det. Die Puppen wurden mit Tapetenkleis-
ter an Metallplatten festgeklebt. Stiindlich
wurden die Platten mechanisch gehoben
und fallen gelassen, sodass die geschliipf-
ten Fliegen durch einen flachen Trichter
herunter fielen. Sie stiirzten in ein Gefaf
mit Wasser und ertranken, weil ein trop-

fen Spiilmittel die Oberflachenspannung re-
duzierte und sich die Fliegen deshalb nicht
aus dem Gefafl retten konnten. Jede Stun-
de wurde mit einer Drehvorrichtung ein
neues Gefafl unter die Trichter gebracht
(Abbildung 6.1). Nach 24 Stunden wurde
eine neue Drehscheibe mit 24 neuen Ge-
faflen unter die Schiittelapparatur gestellt.
In den Geféflen der Drehscheibe vom Vor-
tag wurde ausgezahlt, wieviele Tiere pro
Stunde geschliipft waren. Die Zahl der Flie-
gen wurde dann grafisch dargestellt (Abbil-
dung 6.2).

Spéater wurde diese aufwéndige und stor-
anfillige Methode verbessert. Die Puppen
wurden auf Glasplatten geklebt und auf
einen Teflon-Trichter gelegt. Unter dem
Trichter-Ende befand sich eine Infrarot-
Lichtschranke. Eine geschliipfte Fliege
konnte sich auf dem Teflon nicht hal-
ten (auf Glastrichterwénden geht das sehr
wohl!) und fiel durch die Lichtschranke in
ein Wassergefafl (Abbildung 6.3).

Bei einer anderen Methode werden die
Puppen einzeln in Locher einer Platte ge-
bracht, auf deren Unterseite ein feines Netz
verhindert, dass sie herausfallen. Uber der
Lochplatte liegt eine berufite Glasplatte.
Beim Schliipfen versuchen die Tiere, sich zu
befreien und kratzen den Ruf} ab. Sie ster-
ben schnell ab und vertrocknen. Rotlicht
kann von unten durch die vom Ruf} frei-
gekratzten Stellen auf eine Photozelle fal-
len. Je mehr Tiere geschliipft sind, desto
mehr Rufl wird abgekratzt und desto mehr
Licht fallt auf die Photozelle. Ihre Span-

o7



6 Wie wird Schliipfen und Laufen der Fliegen registriert?
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Abbildung 6.4: Registrieren des Schlipfrhythmus von Drosophila-Fliegen mit der Ruf-
Methode. Oben: Puppen (braun) werden einzeln in Locher einer Lochplatte gebracht.
Ein feines Netz auf der Unterseite verhindert, dass sie herausfallen. Uber der Lochplatte
liegt eine Glasplatte, deren Unterseite mit Rufl bedeckt ist. Beim Schliipfen kratzen die
Tiere den RufS ab (helle Stellen im Rujf$ des oberen Bildes), sterben und vertrocknen.
Rotlicht von unten (rote Pfeile) fallt durch die Rujf-freien Stellen auf eine Photozelle
(lila), deren Spannung mit einem Voltmeter (gelb) oder iber einen Computer registriert
wird und ein Maf fir die Zahl der geschlipften Tiere ist. Links unten: Vier berufte
Glasplatten mit hellen Kreisen an Stellen, unter denen geschlipfte Fliegen den Ruf$
abgekratzt haben. Rechts unten: Diagramm des Schliipfens im Laufe von sechs Tagen.
Je mehr Tiere schliipfen, umso mehr Ruf8 wird abgekratzt und umso mehr Licht fallt
auf die dariber liegende Photozelle. Damit steigt die Spannung, die somit die Zahl der
geschliipften Fliegen wiederspiegelt
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Abbildung 6.1: Registrieren des Schliipf-
rhythmus wvon Drosophila-Fliegen —mit
Schiittelapparatur. Flacher Trichter ent-
hdlt eine Platte, auf der Puppen mit
Tapetenkleister aufgeklebt sind. Vorder-
seite und Oberseite sind wverschlossen.
Stindlich wird der Trichter durch eine
Hebevorrichtung  mehrfach  angehoben
und fallen gelassen (roter Pfeil ganz
oben). Dabei fallen die in dieser Stunde
geschliipften Fliegen in ein Wassergefa3
und ertrinken. In der ndchsten Stunde
schiebt ein Drehmechanismus das ndchste
Wassergefifs wunter die Trichteréffnung
und am Ende der Stunde werden wieder
die Fliegen herausgeschiittelt. Die ertrun-
kenen Fliegen werden ausgezihlt (siehe
Abbildung 6.2)

6.1 Schliipfrhythmus messen

A

—— Mannchen
—— Weibchen
0 6 12 18 24

Tageszeit [Std]

100 ~
7+

50 +

25

—50

Zahl der geschliipften Fliegen
(=)

—-75 F

—-100 ~

Abbildung 6.2: Mit der Schiittelmaschi-
ne (Abbildung 6.1) wurden jede Stunde
die geschliipften Fliegen in Wassergefifien
gesammelt und die Zahl der mdnnlichen
Fliegen (nach oben aufgetragen) und der
weiblichen Fliegen (nach unten aufgetra-
gen) bestimmt. Das Schliifen erfolgt in
den frithen Morgenstunden. Die Mdnnchen
schliipfen etwas friher als die Weibchen
(also micht ladies first)
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6 Wie wird Schliipfen und Laufen der Fliegen registriert?

angeklebte
Puppen
N
Teflontrichter
i
Infrar{cg— d Phototransistor
L tdi
euchtdio i e

Wassergefas
mit Tropfen

Spulmittel ertrunkene Fliegen

Abbildung 6.3: Registrieren des Schliipf-
rhythmus von Drosophila-Fliegen aus dem
Puparium mit teflonisierten Trichtern
und Infrarot-Lichtschranken am Ende des
Trichters. Die Puppen werden mit Tape-
tenkleister auf die Unterseite einer Glas-
platte geklebt. Sie liegt auf einem Teflon-
trichter. Geschlipfte Fliegen rutschen auf
diesem ab und fallen durch eine Infrarot-
Lichtschranke am Ende des Trichterrohres
in ein Gefdfy mit Wasser. Zahl und Zeit-
punkt der geschliipften Fliegen kann so be-
stimmt werden
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nung ist demnach ein Ma8 fiir die Zahl der
geschliipften Tiere (Abbildung 6.4,
(1999)).

Statt einer Photozelle kann man auch ei-
ne Videokamera iiber den Platten anbrin-
gen und mit einem Bildanalyseprogramm
die Zahl der freigekratzten Locher und da-
mit die Zahl der geschliipften Tiere bestim-
men.

6.2 Laufrhythmus messen:

Um die lokomotorische Aktivitdt von Dro-
sophila zu registrieren, werden einzelne
Fliegen in kleinen Geféflen wie zum Bei-
spiel Spektralphotometer-Kiivetten gehal-
ten. Ein kleines Stiickchen Hagelzucker und
der Docht einer Wasserflasche geniigen,
um die Tiere einige Wochen am Leben
zu halten. Die Laufaktivitat wird mit ei-
ner Infrarot-Lichtschranke gemessen (

( )). Lauft die Fliege durch
die Lichtschranke, wird ein elektrisches Si-
gnal erzeugt und gespeichert. Aus den Da-
ten lassen sich Aktogramme erzeugen. Oft
reduziert man dabei die Information. Man
bestimmt also nicht, wie oft ein Tier in ei-
nem bestimmten Zeitraum die Lichtschran-
ke unterbrochen hat. Stattdessen stellt man
fest, ob ein Tier in einem bestimmten Zeit-
intervall (beispielsweise in 4 Minuten) min-
destens einmal (oder mindestens n mal) ak-
tiv war. Dann wird aus dem Histogramm
ein Strich-Aktogramm (Abbildung 4.2).

Besonders vielseitig lassen sich Bildana-
lyseverfahren einsetzen. Mit einer Videoka-
mera wird das Verhalten des Insekts re-
gistriert und die Bilder mit Bildanalyse-
programmen ausgewertet. Hier lassen sich
sehr viel mehr Informationen auswerten als
bei dem vorher geschilderten Verfahren mit
Lichtschranken. So kann festgestellt wer-
den, an welchen Stellen des Kafigs sich das



6.2 Laufrhythmus messen:
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Abbildung 6.5: Das Verhalten wvon einzelnen Drosophila-Fliegen kann mit ei-
ner Video-Kamera registriert und mit einem Rechner ausgewertet werden. Die
(Spektralphotometer-) Kivetten enthalten je eine Fliege, ein kleines Stick Zucker (als
Futter) und einen Docht zu einem Wasserbehdlter (zum Trinken). Auferdem haben die
Kiivetten eine seitliche Offnung mit Netz zur Beliiftung. Licht roter Leuchtstoffrohren
(die zusdtzlich noch mit einer roten Folie umwickelt sind) beleuchtet die Tiere von der
Seite, sodass sie mit der Video-Kamera erkannt werden. Die Bilder werden in regelmd-
Bigen Abstinden digitalisiert und mit einem Programm umgewandelt. Auf diese Weise
kann die Position der Tiere verfolgt und das Verhalten (Trinken, Fressen, Putzen) er-
kannt werden. Nach Schuster 1988 und Engelmann, unverdffentlicht
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6 Wie wird Schliipfen und Laufen der Fliegen registriert?

Tier befindet, ob es frifit oder ob es trinkt
(Abbildung 6.5).
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/ Bedeutung der Rhythmen

Werden Fliegen in nicht-24-Stunden Ta-
gen gehalten (21- oder 27-Stunden Tage)
oder wird ihre innere Uhr hdufig verscho-
ben, sterben sie frither. Am ldngsten le-
ben Fliegen, die auch im Alter einen gu-
ten Tagesrhythmus besitzen. Arhythmische
Drosophila-Mutanten haben weniger Nach-
kommen.

Wir hatten schon im Kapitel 2 gesehen,
was ein Tagesrhythmus fiir eine Fliege be-
deutet, die aus der schiitzenden Puppen-
hiille im Erdboden in eine gefahrliche Um-
welt gelangt. Der richtige Schliipfzeitpunkt
kann iiber Leben und Tod entscheiden. Es
ist also von hohem Wert, eine prézise inne-
re Uhr zu haben. Es gibt aber auch andere
Vorteile einer Tagesuhr.

Das zeigte sich bei Versuchen von

( ) mit Drosophila me-
lanogaster-Fliegen. Ein Teil der Tiere wur-
de in Kunsttagen gehalten, deren Periode
nicht 24 Stunden betrug, sondern 27 Stun-
den. Ein anderer Teil der Fliegen lebte in
einem 21-Stunden-Tag. Als Kontrolle wur-
den Tiere verwendet, die sich in einem nor-
malen 24-Stunden-Tag befanden. Von je-
der der drei Gruppen wurde jeden Tag die
Zahl der toten Tiere bestimmt. Abbildung
7.1 zeigt, da} die Tiere im normalen 24-
Stunden-Tag am ldngsten lebten. Es konnte
sein, daf} die innere Uhr in den zu schnel-
len oder zu langsamen kiinstlichen Tagen
Probleme hatte, sich anzupassen und dafl
deshalb die Tiere frither starben als ihre
gliicklicheren Artgenossen im Normaltag.

Bei anderen Fliegen wurde ein dhnlicher
Versuch gemacht: ( ) hiel-

100 T

80 | — 24 7
i — 21
g 60 J
,f.; — 29
—= 40 F .
R I
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O T T T T T T T

0 20 40 60 80

Zeit [Tage]

Abbildung 7.1: Lebensdauer wvon Droso-
phila unter 24-Stunden-Zyklen und nicht-
2/-Stunden-Zyklen. Am ldngsten leben die
Fliegen in 24-Stunden-Zyklen (rote Kurve,
12 Stunden Licht, 12 Stunden Dunkelheit).
In 21-Stunden-Zyklen (grine Kurve, 10.5
Stunden Licht, 10.5 Stunden Dunkelheit)
nimmt die Zahl der moch lebenden Flie-
gen mit der Zeit (x-Achse) schneller ab,
und noch kiirzer leben Fliegen, die in 27-
Stunden-Zyklen (blave Kurve, 13.5 Stun-
den Licht, 13.5 Stunden Dunkelheit) gehal-
ten wurden. Nach

(1972)
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7 Bedeutung der Rhythmen

ten Phormia terrae novae- Fliegen in einem
12:12 stiindigen Licht-Dunkel-Wechsel. Ei-
ne Gruppe wurde jede Woche um sechs
Stunden verzogert, als ob sie von FKuropa
nach USA geflogen worden wéren. Bei ei-
ner anderen Gruppe wurde der Rhythmus
um sechs Stunden vor-verschoben (als ob
sie von USA nach Europa geflogen worden
wéren). Bei einer dritten Gruppe wurde in
einer Woche der Rhythmus verzogert, in
der néchsten verfriiht, danach wieder verzo-
gert. Eine vierte Gruppe blieb als Kontrolle
immer im gleichen Rhythmus. Im Gegen-
satz zu der Kontrollgruppe war die Lebens-
dauer der Tiere in den drei Versuchsgrup-
pen verkiirzt (Abbildung 7.2). Es konnte
sein, dafl auch hier die Fliegen Probleme
hatten, die ihre innere Uhr immer wieder
verschieben mufiten, um sich an die Zeit-
verschiebungen anzupassen, die das ‘Reisen
iiber Zeitzonen’ mit sich brachten.

In einem anderen Experiment wurden
Musca domestica-Fliegen nach dem Schliip-
fen in schwachem Dauer-Rotlicht gehalten
und ihre lokomotorische Aktivitdt gemes-
sen. Sie zeigten fiir einige Zeit einen cir-
cadianen Rhythmus, aber die meisten Tie-
re wurden nach einiger Zeit arrhythmisch.
Es zeigte sich, dass die Tiere am langsten
lebten, die am Ende noch rhythmisch wa-
ren (Abbildung 7.3). Das konnte bedeuten,
dass Fliegen mit einem stabilen circadianen
Rhythmus langer leben.

Es wére interessant, durch Versuche her-
auszubekommen, ob die Lebensdauer ver-
kiirzt wird, wenn der circadiane Rhythmus
vollig unterbunden wird.

Von Klarsfeld and Rouyer (1998) wurde
die Lebensspanne einer kurzperiodischen
(per™, Periodenlinge 16 Stunden) und ei-
ner langperiodischen Mutante (per’, Pe-
riodenldnge 29 Stunden) von Drosophi-
la melanogaster in einem Tag mit 12:12
Stunden Licht-Dunkel-Wechsel und in ei-
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Abbildung 7.2: Lebensdauer von Phormia
terrae novae Fliegen, deren Licht-Dunkel-
Zyklus jede Woche einmal um 6 Stun-
den mnach friheren (‘Ost’, weil Verfri-
hung einem Flug nach Osten entspricht)
oder spdteren Zeiten (‘West’, weil Verspd-
tung einem Flug nach Westen entspricht)
verschoben wurde. Fine Gruppe (‘beides’)
wurde sowohl nach Osten als auch nach
Westen Zeit-verschoben. Kontrolltiere, de-
ren Licht-Dunkel-Wechsel nicht verscho-
ben wurde, leben im Schnitt 125 Tage
(blave Kurve). Nach Aschoff et al. (1971)



LD-Wechsel per™ ‘ perT ‘ per’ ‘
8:8 50.9+1.3(9) | 46.9+0.5 (7) | 48.5+ 0.5 (8)
12:12 5244+0.8 (8) | 44.44+0.9 (8) | 47.6 £ 0.9 (5)

Tabelle 7.1: Lebensdauer beim Wildtyp pertund einer kurz- (perT) und langperiodischen
(per’) Mutante von Drosophila melanogaster in Tagen, mit Standardfehler und Zahl

der Versuchswiederholungen in Klammern.
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Abbildung 7.3: Prozentsatz von Fliegen
mit circadianem Rhythmus unter konstan-
ter Temperatur im schwachen Rotlicht. Im
Laufe der Zeit (z-Achse, Tage) verlieren
immer mehr Tiere ihren Tagesrhythmus
(sie werden also arhythmisch). Aber ab
dem sechzigsten Tag bleibt der Prozentsatz
etwa gleich und nimmt ganz am Ende, als
fast alle Tiere gestorben waren, auf 50%
zu (Engelmann, unverdffentlicht)

Aus (1998)

nem 8:8 stiindigen Licht-Dunkel-Wechsel

untersucht. Wie Tabelle 7.1 zeigt, ist die

Lebensspanne der per™-Tiere (die dem

Wildtyp entsprechen) grofler als die der

per-Mutanten, und zwar unabhéngig vom

Licht-Dunkel-Wechsel.! Siehe auch
(1973).

Arhythmische Mutanten (per®) von Dro-
sophila melanogaster geben bei der Kopu-
lation weniger Spermien ab. Die Weibchen
legen weniger Eier und mehr davon sind un-
fruchtbar ( ( )). Die Zahl
der Nachkommen ist daher geringer, sie ha-
ben also eine geringere reproduktive Fit-
ness. Bei den per™-Tieren (bei denen das
mutierte Gen wieder in Takt ist) sind hin-
gegen die Daten wie beim Wildtyp (Tabelle
7.2). Uhr-Gene sind also wichtig fiir repro-
duktive Fitness.

! ( ) hatten keine Unterschiede
in der Lebensdauer gefunden, aber die von ih-
nen verwendeten Mutanten hatten weniger ex-
treme Periodenlédngen
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7 Bedeutung der Rhythmen

Typ ‘ Eier/Paar ‘ % unbefruchtet | Nachkommen /Paar ‘

Wildtyp 71.2 6.2 65.7
per? 49.7 10.3 45.7
per™ 65.7 4.6 60.9

Tabelle 7.2: Reproduktive Fitness beim Wildtyp und einer arhythmischen Mutante von
Drospophila melanogaster. Die Eier pro Paar, die Zahl der unbefruchteten Fier und die
Nachkommen pro Paar sind fiir die arhythmische Mutante per® geringer als fiir die des
Wildtyps. ‘Reparierte’ Mutanten perthaben hingegen wieder etwa die gleichen Werte
wie der Wildtyp. Uhr-Gene sind also wichtig fiir reproduktive Fitness. Aus

(2002)
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8 Jahreskalender der Fliegen

Fliegen tberdauern die harschen Win-
ter in den hdheren Breitengraden, indem
sie in einen besonderen Ruhezustand ge-
hen. In diesem Stadium der Diapause wird
der Stoffwechsel gedrosselt, die Kdlteresis-
tenz erhéoht und die Fortpflanzung einge-
stellt. Ob der Winter naht, merken die Flie-
gen an den kiirzer werdenden Tagen. Sie
missen dazu die Tageslinge messen kion-
nen und nach einer bestimmiten Zahl von
Kurztagen die Diapause beginnen. Das En-
de des Winters wird entweder an den linge-
ren Tagen im Frihjohr erkannt, oder meis-
tens daran, daf$ es nach niedrigen Tempe-
raturen im Winter im Frihjohr wieder wdr-
mer wird.

Fliegen gehen wie viele andere Insekten
der hoheren Breitengraden in einen beson-
deren Ruhezustand, wenn der Winter naht.
Man nennt ihn Diapause. Was dabei pas-
siert, woran die Fliegen merken, dafl der
Winter naht, und wie das Ende des Win-
ters erkannt wird, soll in den folgenden Ab-
schnitten erklart werden. Wir werden se-
hen, dal Fliegen wie viele andere Organis-
men einen inneren Jahreskalender besitzen,
der durch die Tageslinge mit dem Jahres-
lauf synchronisiert wird. Das ist besonders
gut an Drosophila littoralis untersucht wor-
den.

8.1 Wie kommt eine Fliege
iiber den Winter?

Wenn Du Dir eine Fruchtfliege anschaust,
kannst Du Dir sicherlich schwer vorstel-
len, wie so ein zartes Gebilde einen Win-

ter in den hoheren Breitengraden iiber-
davern kann. Aber sie kann es, wie ihre
schiere Gegenwart zeigt. Wie bringt sie das
fertig? In dem Buch ‘Biokalender’ (

( )) habe ich gezeigt, wie Insek-
ten den Winter in einem besonderen Sta-
dium verbringen, in dem sie gegen die Un-
bilden der Witterung geschiitzt sind. Die
Entwicklung und Fortpflanzung der Tie-
re hort fir die Zeit des Winters auf. Die-
ser Diapause-Zustand kann in verschiede-
nen Entwicklungsstadien der Insekten ein-
treten.

Auch bei Drosophila-Arten wurden meh-
rere Félle von Diapause beschrieben. Sie
kann je nach der Art im Adultstadium,
im Puppenstadium oder im Larvenstadium
stattfinden. Als Fliege iiberwintern zum
Beispiel Drosophila nitens ( ( ))s
Drosophila robusta (

( )), Drosophila subobscura (

( )), Drosophila phalerata, Drosophila
littoralis, Drosophila transversa und Dro-
sophila subobscura. Drosophila alpina ver-
bringt den Winter im Puppenstadium. Im
Larvenstadium iiberwintert Drosophila de-
flexa und verpuppt sich erst im Friithjahr

( (1954)).

In Japan wurde das Uberwintern zahl-
reicher Drosophila-Arten von ( )
und ( )) untersucht. Bei
Drosophila aurelia unterscheiden sich die
geographischen Rassen der japanischen In-
seln durch ihre Temperaturabhéingigkeit
( ( )). Wahr-
scheinlich ist Diapause bei Drosophila-
Arten in geméfligten und vor allem in ho-
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8 Jahreskalender der Fliegen

heren Breiten weiter verbreitet als bisher
bekannt.

8.2 Woran merkt eine Fliege,
daB der Winter naht?

Wenn eine Drosophila sich erst dann auf
den Winter umstellen wollte, wenn der ers-
te Frost kommt, wiirde sie erfrieren. Sie
muf} andere Zeichen der Umwelt benutzen,
die den baldigen Winter ankiindigen. Am
sichersten ist es, dafiir die Tageslédnge (Pho-
toperiode) zu benutzen. Sie ist auch dann
verlafllich, wenn einmal ein ausgesprochen
milder Herbst herrscht. Tatséchlich wird
von vielen Organismen eine photoperiodi-
sche Reaktion verwendet, um auf den Win-
ter umzuschalten. Auch bei Insekten ist
das so, und Drosophila ist keine Ausnah-
me. Wenn die Tagesldngen im Herbst kiir-
zer werden, gehen die Tiere in Diapause.
Als Beispiel fiir Diapause bei Fruchtflie-
gen soll Drosophila littoralis dienen. Die
Art kommt in Europa in verschiedenen geo-
graphischen Rassen von Nordfinnland bis
Italien vor. Die Weibchen sind photoperi-
odisch empfindlich. Es handelt sich also um
eine Diapause im Adultstadium. Im Kurz-
tag werden keine Eier gebildet. Die Gona-
den bleiben klein. Zu einer bestimmten Zeit
im Herbst wird fiir die Tiere die kritische
Tageslange erreicht, durch die Diapause in-
duziert wird. Je nach der geographischen
Breite, in der die verschiedenen Rassen le-
ben, unterscheidet sich diese kritische Ta-
geslinge (Abbildung 8.1). Sie betrégt bei
Tieren von Oulu in Nordfinnland (65.0°N)
20 Stunden, bei Tieren vom Inari-See, also
noch weiter im Norden (68.8°N), 18.8 Stun-
den, 18 Stunden bei Tieren von Paltamo in
Finnland (65.0°N), 12.3 Stunden bei Tie-
ren von Batumi in Aserbeidschan (41.6°N).
Tiere vom Tessin in der Schweiz (46.2°N)
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haben keine Diapause (

(1984)).

8.3 Wie miBt eine Fliege die
Tageslange?

Um auf die Tagesldnge zu reagieren, damit
die Diapause eingeleitet werden kann, mufl
die Lichtperiode gemessen werden. Es war
Biinnings Idee ( ( ), dal dazu
von den Organismen eine innere Tagesuhr
benutzt wird. Er schlug auch ein Modell
vor, wie diese Zeitmessung ablaufen konn-
te. Es ist in Abbildung 8.2 dargestellt und
erklért.

Licht hat nach diesem Modell zwei Funk-
tionen: Es synchronisiert die circadiane
Uhr, und es induziert die photoperiodi-
sche Reaktion, wenn die photoperiodische
Konstellation der Jahreszeit fiir den be-
treffenden Organismus stimmt. Die inter-
ne Schwingung mit ihren verschiedenen
circadianen Phasen (photophil und skoto-
phil) fallt mit dem externen Rhythmus des
Licht-Dunkel-Zyklus je nach der Tageslén-
ge in verschiedener Weise zusammen. Da-
von héngt ab, ob es Diapause im Kurz-
tag oder Entwicklung der Tiere im Langtag
gibt.

Biinnings Hypothese wurde spéter mo-
difiziert. Statt der skotophilen Phase, die
nach Biinning etwa die Hilfte des Tages
einnimmt, ist nur ein kurzer Abschnitt der
Schwingung Licht-empfindlich. Diese Zeit
wird Licht-induzierbare Phase ®; genannt.
Damit es zur Diapause kommt, muf3 der
externe Licht-Dunkel-Zyklus mit ®; in der
richtigen Art zusammenfallen (siehe Ab-
bildung 8.3). Dieses Modell wurde exter-
nes Koinzidenzmodell genannt (

(1964)).

Sowohl nach der Biinning-Hypothese als

auch nach dem modifizierten Modell benut-
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8.3 Wie mifit eine Fliege die Tagesldnge?
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Abbildung 8.1: Die kritische Tageslinge der Diapause-Induktion nimmt bei verschiede-
nen geographischen Rassen von Drosophila littoralis (Herkunft siehe Markierungen in
der Karte von Europa, oben) mit héherem Breitengrad zu (40 bis T0°N, unten). Nach
Lankinen and Lumme (1984)
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8 Jahreskalender der Fliegen

synchronisiert
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Abbildung 8.2: Biinning-Modell fiir die photoperiodische Induktion der Diapause. Licht
hat zwei Funktionen:

Es synchronisiert die circadiane Uhr auf den Licht-Dunkel-Zyklus. Die obere Kurve zeigt
eine freilaufende Schwingung unter konstanten Bedingungen ohne Zeitgeber (also ohne
Licht-Dunkel-Zyklus und ohne Temperatur-Zyklus). Die beiden unteren Kurven zeigen
Rhythmen, die durch den Licht-Dunkel-Zyklus auf den 24 Stunden Tag synchronisiert
wurden. Die mittlere Kurve zeigt die Situation fiir Langtag, die untere Kurve fiir Kurztag.
Zweitens beeinflusst Licht das photoperiodische System unterschiedlich, je nachdem, ob
Kurztag oder Langtag herrscht. Im Langtag fallt die lange Lichtperiode (weifle Fldche
tber der x-Achse) nicht nur mit der so genannten ‘photophilen Phase ™ (Licht-licbend,
roter Teil der Kurve) zusammen, sondern teilweise auch mit der skotophilen Phase
(‘Dunkel-liebend *, grauer Teil der Kurve). In diesem Fall wiirde die Diapause verhindert.
Im Kurztag wird die skotophile Phase nicht beleuchtet und Diapause wird induziert. Nach
Biinning (1983)
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8.4 Wie werden die Kurztage gesehen und gezihlt?

8 12 | 16 20 24
LT ———

Abbildung 8.3: FEzternes Koinzidenzmo-
dell fiir photoperiodische Reaktionen. Licht
synchronisiert die circadiane Uhr auf den
dufleren Licht-Dunkel-Zyklus. Die Phase
der Oszillation ist hier nicht auf Licht-
an festgelegt. Obere Kurve (grin): Im
10:14 Stunden Kurztag (KT). Untere Kur-
ve (blaw): Im 14:10 Stunden Langtag
(LT). Eine Licht-empfindliche Phase 0;
(rot markiert) des Oszillators tber einem
Schwellenwert muss mit Licht zusammen-
fallen, wenn es zu einer photoperiodischen
Reaktion kommen soll (roter Strich in bei-
den Kurven). Nach (1964)

zen die Organismen also bei photoperiodi-
schen Reaktionen ihre circadiane Uhr, um
die Tageslénge zu messen. Allerdings zeigte
sich, daf} die Geschichte komplizierter ist,
als zunachst angenommen wurde. Das er-
gab sich bei Untersuchungen der Diapau-
se von weiblichen Drosophila melanogaster-
Fliegen.

Bei ihnen wird im Kurztag Diapause in-
duziert, indem die Weibchen keine Eier
mehr produzieren. Mutanten ohne tages-
rhythmisches Schliipfen und ohne tages-
rhythmische Aktivitdt gehen aber in Dia-
pause, obwohl die circadiane Uhr fehlt, die
ja die Tageslénge messen soll (siche Ab-
bildung 8.4, ( )). Aller-
dings ist bei den arrhythmischen Mutanten
die kritische Lichtperiode um einige Stun-
den kiirzer. Das per Gen beeinflusst also
die photoperiodische Zeitmessung, aber es
ist nicht unbedingt nétig, um Diapause zu
induzieren.

Das zeigt: Offenbar gibt es mindestens
zwei verschiedene circadiane Uhren, von
denen die eine die Aktivitat der Tiere steu-
ert, wahrend die andere die Tagesliange
miflt. Das per Gen ist nicht kausal beim
Messen der Tagesldnge durch die photope-
riodische Uhr beteiligt. Es beeinflusst aber
die photoperiodische Zeitmessung, da bei
Fliegen mit defektem (per’!) oder fehlen-
dem (per~) per-Locus die kritische Dun-
kelperiode gedndert ist.

Bei der Tagesldngenmessung sind neuro-
nale und hormonelle Ereignisse beteiligt,
wie an Drosophila grisea gezeigt wurde

( (1971)).

8.4 Wie werden die Kurztage
gesehen und gezadhlt?

Um die Tageslange zu messen, miissen Re-
zeptoren das Licht wahrnehmen und an
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Abbildung 8.4: Die kritische Tageslinge
der arrhythmischen Mutante per® von Dro-
sophila littoralis st kiirzer als die des
Wildtyps. Nach

(1984)

Zentren weiterleiten, in denen dann die
photoperiodische Entscheidung fiir oder ge-
gen Diapause getroffen wird. Wir hatten
bereits gesehen (Abschnitt 3.2), daf fiir die
Synchronisation der circadianen Uhr weder
die Komplexaugen noch die Ozellen notig
sind. Das gilt auch fiir die photoperiodi-
sche Zeitmessung. Die dafiir zustdndigen
extraretinalen Rezeptoren und die circa-
diane Diapause-Uhr befinden sich im Zen-
tralgehirn, und zwar moglicherweise in der
Pars intercerebralis des Mittelhirns.

In der Regel werden zur Induktion der
Diapause und anderer photoperiodischer
Vorgiange mehr als ein induktiver Tag be-
notigt. Ein Modell von
( ) erklért, warum die Zahl der Zyklen
wichtig ist, und wie das geschieht. Es ist
das Ergebnis eines geddmpften circadianen
Oszillators, wie in Abbildung 8.5 erklért.
Wenn die Auslenkung der Schwingung grof3
genug ist, wird jeden Tag ein Faktor auf-
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summiert, bis nach einer bestimmten Zahl
von Tagen eine Schwelle erreicht worden
ist. Sie ermoglicht die Induktion der Dia-
pause. Neurosekretorische Zellen im Zen-
tralgehirn scheinen dabei beteiligt zu sein.

8.5 Wann ist der Winter vor-
bei?

Rechtzeitig in Diapause zu gehen ist eine
Sache. Genauso wichtig ist es aber, am En-
de des Winters wieder aus der Diapause zu
kommen und weiterzuleben. Die Drosophi-
la mufl Zeichen der Umwelt als Signale be-
nutzen, um die Diapause zu beenden. Man
konnte sich vorstellen, dafl dazu auch wie-
der die Tageslange benutzt wird. Die Ta-
gesldnge nimmt ja im Frithjahr wieder zu,
und sie ist ein sehr zuverléssiger Zeitgeber
der Jahreszeit. Das ist auch gelegentlich so,
aber meistens werden zwei Dinge verwen-
det, um die Diapause zu beenden. Einmal
brauchen die Tiere eine gewisse Anzahl von
Tagen mit niedrigen Temperaturen (‘Win-
ter’), zum anderen miissen die Temperatu-
ren in der Umwelt wieder fiir die Entwick-
lung giinstig sein. Diese Strategie ist auch
sinnvoll fiir Fliegen, die den Winter in Ver-
stecken verbringen, in die kein Licht dringt.

8.6 Diapause und Vererbung

Die Genetik der Diapause verschiedener
Stdmme von Drosophila littoralis wurde
von einer Gruppe in Oulu (Finnland) un-
tersucht (Abbildung 8.6,

( )). Der genetische Faktor fiir
Diapause segregiert wie eine einzelne Men-
delsche Einheit. Er befindet sich auf dem
x-Chromosom in der Néhe des white-Locus
und ist variabel genug, um die unterschied-
lichen kritischen Tageslingen (12 bis 18
Stunden) der verschiedenen geographischen
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Abbildung 8.5: Modell des photoperiodischen Zdihlers von Lewis und Saunders. Oben
links: Kontrollsystem eines Riickkopplungsoszillators. Synthese der oszillierenden Sub-
stanz ¢y wird durch die Differenz zwischen Referenzwert c.ef und dem Zeit-verzdgerten
Wert von ¢, (c(t—to) bestimmt. Licht erhoht die Konzentration von ¢, wihrend stindig
ein Teil der Substanz verloren geht. Oben rechts: Je nach Syntheserate SR ergeben Simu-
lationen die blauen Kurven. Niedrigere Raten ergeben stdrkere Ddampfung. Horizontale
Linien sind Schwellenwerte, und ¢, Werte tber diesen Schwellenwerten werden tber die
Zeit summiert (INDSUM Bildung, unten rechts). Dynamik der Syntheserate im unteren
linken Diagramm als Funktion der (c(t — to) Werte. Syntheserate ist durch eine obere
Grenze beschrankt, um zu vermeiden, dass die Amplitude der Schwingungen zu grofs
wird (unten linkes). Nach Lewis and Saunders (1987), Saunders and Lewis (1987a),

Saunders and Lewis (1987b)
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Rassen zu erkldren. Diapause dominiert
tiber nicht-Diapause (Lumme and Lako-
vaara (1983)).
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Abbildung 8.6: Zwei Rassen von Drosophi-
la littoralis, eine wvon Kutaisi, die ande-
re von Oulu, wurden miteinander gekreuzt
und die kritische Tageslinge fir die pho-
toperiodische Induktion der Diapause der
Nachkommen (F1, grine Kurve) mit der
der Eltern (Oulu blau, Kutaisi rot) vergli-
chen. Sie liegt zwischen denen der Eltern.
Nach Lankinen and Lumme (1984)
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9 Weitere Biicher

Ich habe einige weitere Biicher geschrie-
ben oder bin noch dabei, sie zu schreiben.
Sie befassen sich ebenfalls mit Themen, die
mit rhythmischen Vorgidngen bei Lebewe-
sen zu tun haben - mein Spezialgebiet als
Wissenschaftler ( (2007),
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