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l. Einleitung

1. Schlaf im Tierreich

Schlaf ist ein natlrlicherweise taglich wiederkehrendes Verhaltensphdanomen. Wahrend des Schlafs
kénnen Tiere weder Nahrung suchen, sich reproduzieren noch andere liberlebenswichtige Aufgaben
erfillen und sind zusatzlich besonders gefdahrdet, von Raubern entdeckt zu werden. Dennoch konnte
man Schlaf in allen bisher dahingehend untersuchten Sdugern (Campbell & Tobler, 1984), Fischen,
(wir z.B. beim Zebrafisch Danio Reiro (Zhdanova et al., 2001)), Insekten, (wie z.B. bei der Taufliege
Drosophila melanogaster (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000)) und der Honigbiene Apis
mellifera (Sauer et al., 2004, Klein et al., 2008) und sogar dem Spulwurm Caenorhabditis elegans
(Raizen et al., 2008) nachweisen. Bei uns Menschen nimmt der Schlaf durchschnittlich 8 Stunden des
Tages ein. Damit sind wir allerdings noch lange nicht Spitzenreiter unter den Saugern. Der in
Nordamerika weitverbreitete Goldmantel-Ziesel Spermophilus lateralis kommt auf durchschnittlich

15.9 Stunden Schlaf am Tag (Allada & Siegel, 2008).

Obwohl die Omniprasenz von Schlaf im Tierreich und die Menge der damit verbachten Zeit ein
deutliches Indiz fir seine Bedeutsamkeit darstellen, ist Schlaf ein duferst wenig verstandenes

Phdanomen unseres taglichen Lebens.

2. Charakteristika von Schlaf

Schlaf stellt die inaktive Phase des taglich wiederkehrenden Schlaf-Wach-Zyklus dar. Diese Inaktivitat
wird begleitet von einer erhdhten Reizschwelle bezlglich externer Stimuli, woraus eine verringerte
Erregbarkeit resultiert. Schlaf wird haufig in einer artspezifischen Korperposition ausgeftihrt. Auf
Schlafentzug folgt eine Erholungsphase mit erhdhtem Schlaf. Dies ist ein Indiz flir eine
homaoostatische Komponente in der Regulation von Schlaf. Diese wird ergdnzt von einer circadianen
Komponente, welche durch die im Tagesrhythmus konsolidierten Ruhephasen erkennbar ist
(Borbely, 1982). In Menschen und anderen Siugern korreliert die Schlafphase mit Anderungen im
Elektroenzephalogramm (EEG) und kann in REM (rapid eye movement) und Non-REM Phasen
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unterschieden werden (Moruzzi & Magoun, 1949; Dumermuth et al., 1983; Campbell & Tobler, 1984;
Aeschbach & Borbely, 1993).

3. Drosophila melanogaster als Modelorganismus

Drosophila melanogaster ist ein in vielen Forschungsbereichen erfolgreich genutzter
Modelorganismus. Dies ist teils eine Folge pragmatischer Griinde, (einfache Zucht, schnelle
Generationsdauer, einfach genetische Manipulierbarkeit und im Vergleich zu Saugern, deutlich
niedrigerer genetischer Redundanz), teils kommt auf Grund der historischen Entwicklung, Drosophila
melanogaster ist der erste Organismus in dem Mutationen durch Radioaktivitdt induziert wurden,
eine weiter fortgeschrittene Methodenbreite hinzu. Besonders relevant ist hierbei das UAS-GAL4-
System mit dem die gewebespezifische ektopische Expression von DNA-Sequenzen, sowohl

endogene als auch exogene, ermoglicht wurde (Brand & Perrimon, 1993).

Auch die Chronobiologie, die sich mit
Inneren Uhren und den von ihnen
gesteuerten circadianen Rhythmen
beschaftigt, wurde durch die Entdeckung
der period-Mutanten (per’, per’, per’) in
Drosophila melanogaster, von den bis
dahin vor allem deskriptiven und

physiologischen Forschungsansatzen in das

Zeitalter der funktionalen genetischen

Abbildung 1 Drosophila melanogaster Mannchen
Foto: Florian Gmeiner

Analyse beférdert (Konopka & Benzer,
1971). Die Erkenntnis, dass die Innere Uhr von Tieren hoch konserviert ist und das die Ergebnisse aus
Drosophila melanogaster auf Sauger, bis hin zum Menschen, Ubertragbar sind, flihrte zu einer
Vorreiterrolle der Taufliege in der Erforschung circadianer Rhythmen. Trotz des bereits vorhandenen
Wissens, dass Schlafregulation eine circadiane Komponente enthalt, dauerte es seit der Entdeckung
der period Mutanten weitere 29 Jahre, bis im Jahr 2000 Drosophila melanogaster auch als

Modelorganismus der Schlafforschung etabliert wurde (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000).



4. Schlaf bei Drosophila melanogaster

In den ersten beiden Studien zu Schlaf in Drosophila melanogaster wurden die Charakteristika des
Schlafes, welche bereits in Sdugern definiert wurden, nachgewiesen. So zeigt auch Drosophila
melanogaster eine Reaktion auf Schlafentzug durch anschlieBend gesteigerten Schlaf, eine
artspezifische Schlafposition, eine Erhéhung der Reizschwelle wahrend des Schlafes und sowohl eine
circadiane als auch eine homdostatische Komponente in der Regulation. Zudem fiihren Substanzen
wie Coffein und Cyclohexyladenosin zu Effekten, welche vergleichbar sind zu den in Saugern
erhobenen Daten. Erste Versuche die Regulation aufzuklaren, durch Verringerung der Gendosis der
N-Acetyltransferase, die in den Monoaminkatabolismus involviert ist, flihrten zu einer gesteigerten
Reaktion auf Schlafentzug (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000). Auch die neuronale Aktivitat
wird bei Drosophila melanogaster wahrend des Schlafes reduziert, obgleich diese Messungen nur

eine Annaherung an ein EEG darstellen (Nitz et al., 2002).

Noch ist nicht vollstindig geklart, welche Neuronen bzw. Areale im Gehirn von Drosophila
melanogaster das Schlafzentrum bilden. Jedoch haufen sich Informationen beziiglich der Beteiligung
spezifischer Neuronengruppen, die eine Funktion in der Schlafsteuerung zu haben scheinen. Dazu
gehoren die Pars Intercerebralis (Foltenyi et al., 2007; Crocker et al., 2010), der Pilzkorper (Joiner et
al., 2006; Pitman et al., 2006; Yuan et al., 2006) und nicht zuletzt die I-LNv Neurone, eine im
Folgenden noch ausfihrlicher angesprochene Untergruppe der PDF Neurone, die in zahlreichen
Publikationen mit der Regulation von Schlaf in Verbindung gebracht wurden (Parisky et al., 2008;
Sheeba et al., 2008; Chung et al., 2009; Lebestky et al., 2009; Shang et al., 2011). Abbildung 2 zeigt
eine schematische Ubersicht der Schlafzentren in Drosophila melanogaster. Die |-LNv gehdren zu den
circadianen Uhrneuronen. Dies zeigt, dass in Drosophila melanogaster eine enge Vernetzung der
Schlafregulation und der Inneren Uhr aufzufinden ist und das die Mechanismen, die Schlaf steuern,
sehr frih in der Evolution etabliert worden sind. Die I-LNv sind die auffilligste Gruppe der
Uhrneuronen. Ihre Verzweigungen erstrecken sich tGber den optischen Lobus, verbinden die beiden
Hemisphdren und sind im Zentrum der Inneren Uhr von Insekten, der Akzessorischen Medulla, stark
verzweigt (Helfrich-Forster et al., 2007a). Auf Grund der anatomischen Vernetzung sind die I-LNv
Neurone gut geeignet um neuronale Aktivitdt zu modulieren. Zudem (iberlappen die Verzweigungen
der I-LNv Neurone mit denen monoaminerger Nervenzellen (Hamasaka & Nassel, 2006). Wie in
Kapitel 5 noch erlautert wird, belegen erste Studien, dass es auch eine funktionale Vernetzung dieser
Uberlappenden Nervennetzwerke gibt, und dass die I-LNv Neurone sowohl dopaminerge, als auch

octopaminerge und GABAerge Signale empfangen und diese Schlaf und Aktivitat regulieren (Agosto
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Abbildung 2 Schematische Ubersicht der neuronalen Schlafzentren in Drosophila melanogaster
Zu den Neuronengruppen, denen eine Funktion als Schlafzentrum zugeschrieben wird gehoren die Pars

Intercerebralis (P1), die Pilzkérper (MB) und die groRRen lateral-ventralen Neuronen (I-LNv). Foto und Schema:
Florian Gmeiner

et al., 2008; Parisky et al., 2008; Kula-Eversole et al., 2010; Shang et al., 2011). Zudem ist bekannt,
dass die |-LNv selbst lichtsensitiv sind und das Erwachen und die Aktivitat als Reaktion auf Licht

steuern, insbesondere morgens (Shang et al., 2008; Fogle et al., 2011).
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5. Die Uhrneurone in Drosophila melanogaster

Die Innere Uhr von Drosophila melanogaster besteht aus 150 Neuronen pro Gehirnhemisphére.
Diese werden auf Grund ihrer Lage in eine dorsale (DN) und eine laterale Neuronengruppe (LN)
unterteilt. Die lateralen Neurone werden weiterhin unterteilt in die Gruppen der [-LNv, s-LNv, LPN
und LNd. Die dorsalen Neurone werden in die Gruppen der DN1, DN2 und DN3 unterteilt (Abbildung
3). Die I-LNv und s-LNv, mit Ausnahme der flinften s-LNv, enthalten den Pigment Dispersing Faktor
(PDF), ein Signalpeptid, das fiir die Synchronisierung der Uhrneurone relevant ist (Kaneko, 1998;
Helfrich-Forster, 2005). Eine Nullmutation fir dieses Peptid pdf01, sowie eine selektive Ablation der
PDF Neurone resultierten in arhythmischem Aktivitatsverhalten der Fliegen in konstanter Dunkelheit

und zeigen die zentrale Rolle von PDF als circadianem Transmitter auf (Renn et al., 1999).

Ocellen

Abbildung 3 Die Uhrneuronen von Drosophila melanogaster aus (Helfrich-Férster et al., 2007a)
Die Uhrneuronen werden nach ihrer Lage in dorsale Gruppen (DN1, DN2, DN3) sowie laterale Gruppen (LPN, LNd, I-LNv, s-

LNv) eingeteilt. Die Abbildung zeigt zudem die relevanten Strukturen der Lichtrezeption, die Photorezeptorzellen des
Komplexauges (R1-8), die Ocellen, sowie das Hofbauer-Buchner-Auglein (H-B-Auglein)
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Alle Uhrneurone exprimieren die Proteine der Inneren Uhr. Das Kernprotein ist das bereits
angesprochene PERIOD. Period-Nullmutanten zeigen keinen Rhythmus in konstanter Dunkelheit
(Konopka & Benzer, 1971). PERIOD bildet mit TIMELESS, ein weiteres Kernprotein der Inneren Uhr,
ein funktionales Dimer, das in einer negativen Riickkopplungsschleife seine eigene Expression
unterdrickt (Sehgal et al., 1994; Peschel & Helfrich-Forster, 2011). Abgesehen von den Uhrneuronen
weisen sowohl eine Vielzahl von Gliazellen (Helfrich-Forster, 1995) als auch weitere nicht neuronale
Gewebe eine Expression von Uhrproteinen auf (Plautz et al., 1997). Allerdings ist die Rettung der
Expression von PERIOD und TIMELESS in den Uhrneuronen ausreichend um ein rhythmisches
Aktivitatsverhalten messen zu kdnnen (Grima et al., 2004; Rieger et al., 2006). Wie bereits im
vorangegangenen Kapitel 4 (Schlaf bei Drosophila melanogaster) besprochen, kontrollieren Teile der

Inneren Uhr auch die Rhythmik des Schlafverhaltens.

6. Schlafregulation durch Neurotransmitter bei Drosophila melanogaster

6.1. Dopamin und Schlaf

Dopamin ist ein Monoamin, welches aus der Aminosaure Tyrosin gebildet wird und ist unter

anderem der derzeit am besten untersuchte

Modulator von Aktivitdt und Schlaf in Drosophila
melanogaster. Der limitierende Schritt in seiner
Biosynthese ist die Hydroxylierung am C3-Atom HO
zu L-DOPA durch die Tyrosinhydroxylase (TH)
welche durch das Gen pale (ple) codiert wird NH
(Budnik & White, 1987). L-DOPA wird durch die HO

DOPA-Decarboxylase  (DDC) zu  Dopamin

decarboxyliert (Fragoulis & Sekeris, 1975;

Livingstone & Tempel, 1983). Abbildung 4 Strukturformel Dopamin

In Drosophila melanogaster gibt es 600 dopaminerge Neurone, welche auf Grund der Lage ihrer
Zellkorper in verschiedene Cluster - je nach Veroéffentlichung zwischen 6 und 15 - eingeteilt werden
(Nassel & Elekes, 1992; Monastirioti, 1999; Friggi-Grelin et al., 2003; Mao & Davis, 2009). Das
Dopaminsignal steigert die Aktivitat. Fliegen mit einer funktionalen Deletion der ersten drei Exone

des Dopamintransportergens weisen sowohl eine gesteigerte Aktivitdt als auch eine hohere
13



Aktivierbarkeit auf. Der Dopamintransporter bewerkstelligt die Wiederaufnahme des Dopamins aus
dem synaptischen Spalt. Die funktionale Deletion des Dopamintransporters (Dat) wurde auf Grund
des Schlafphdnotyps nach dem japanischen Wort fumin (zu deutsch: schlaflos) als Dat™™™ benannt
(Kume et al., 2005). Pharmakoligische Untersuchungungen mit Methamphetamin (METH), das die
Aktivitat des Dopamintransporters herabsetzt, sowie 3-ldodo-Tyrosine (31Y), ein Hemmstoff der
Dopaminsynthese, bestatigen die bedeutende Rolle von Dopamin bei der Regulation des Schlaf-
/Wachverhaltens (Andretic et al., 2005). Ausgeschiittetes Dopamin kann an vier Rezeptortypen
binden und somit als Signal verarbeitet werden. Die Benennung hat sich im Laufe der Jahre mehrfach
geandert. In dieser Arbeit werden die zum Zeitpunkt der Einreichung (Februar 2014) auf flybase.org
aufgefiihrten Bezeichnungen fir die Rezeptoren verwendet. Es gibt zwei aktivierende Rezeptoren
DopR (Gotzes et al., 1994) und DopR2 (Han et al., 1996). Beide sind ein Ortholog der Gruppe der D1
Rezeptoren von Saugern. Desweiten gibt es den inhibierenden Dopaminrezeptor D2R, ein Ortholog
der Gruppe der D2 Rezeptoren von Sdugern (Hearn et al., 2002). Zudem wurde mit dem Drosophila
melanogaster Dopamin/Ecdysteroid Rezeptor (DmDopEcR) ein Homolog der Beta-Adrenergen
Rezeptoren von Wirbeltieren identifiziert. Dieser Rezeptor wurde bisher nicht mit Schlaf in
Zusammenhang gebracht (Srivastava et al., 2005). Der Rezeptor DopR reguliert primar Stress
induzierte Aktivitat, wahrend er in Bezug auf Schlaf eine untergeordnete Rolle bei der Aktivierbarkeit
hat. Anatomisch wurde in der selben Arbeit einer bestimmten Gruppe von Uhrneuronen, den I-LNv
Neuronen, die vermutlich teil des Schlafzentrums von Drosophila melanogaster sind (siehe Kapitel 4),
die Regulation des Schlafes zugeordnet (Lebestky et al., 2009). Fiir den inhibitorischen D2R Rezeptor
wurde eine Rolle bei der Regulation von Schlaf postuliert, jedoch nicht direkt gezeigt (Shang et al.,
2011). Dies beruhte vor allem auf seiner Expression und Signaltransduktion auf den I-LNv Neuronen
bei der Dopaminapplikation. Die I-LNv Neurone sind eine Untergruppe der PDF-Neurone, welche die
Zentralen Schrittmacherzellen der Inneren Uhr von Drosophila melanogaster bilden (Ewer et al.,
1992; Frisch et al., 1994; Renn et al., 1999) und mit Ihren Verzweigungen sowohl die Kommunikation
zu den dorsalen Uhrneuronen als auch die Verbindung der beiden Gehirnhemispharen ermdglichen
(Helfrich-Forster et al., 2007a). Abgesehen von der Wirkung von Dopamin auf die I-LNv-Neurone,
konnten neuere Arbeiten zudem einen Steigerung der Aktivitat und Verlangerung der Wachphase
durch eine Subpopulation dopaminerger Neurone zeigen, die auf die neuronale Struktur des

Facherformigen Korpers projizieren (Liu et al., 2012; Ueno et al., 2012).
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6.2. Serotonin und Schlaf

Serotonin ist wie Dopamin, ein Monoamin. Serotonin wird aus der Aminosdure Tryptophan
synthetisiert. Bei der Biosynthese wird Tryptophan durch die Tryptophan-5-Hydroxylase zu 5-
Hydroxytryptophan hydroxyliert. Im nachsten Schritt wird dieses, ebenso wie L-DOPA, durch die

DOPA-Decarboxylase decarboxyliert. Das Endprodukt ist Serotonin (5-HT).

In Drosophila melanogaster gibt es 106 serotonerge

NH

n

Neurone. Die anatomische Charakterisierung ist im
Gegensatz zum dopaminergen System noch nicht durch
Einzelzellanalyse im Detail vervollstandigt, HO

insbesondere das Verzweigungssystem ist derzeit noch \

unvollstdndig analysiert (Valles & White, 1988;

pa o

Alekseyenko et al., 2010). Derzeit sind 4

Serotoninrezeptoren, 5-HT1la, 5-HT1b, 5-HT2 und 5-

Abbildung 5 Strukturformel Serotonin
HT7, beschrieben. Der Rezeptor 5-HT1b konnte auf den g

PDF-Neuronen nachgewiesen werden. Dazu wurden zum einen eine 5HT-1BGal4-Linie etabliert und
deren Expressionsmuster mittels eines Antikorpers verifiziert. Es wurde gezeigt, dass das
Entrainment der Inneren Uhr durch Signalweiterleitung durch den 5-HT1lb Rezeptor beeinflusst
werden kann, insbesondere die Synchronisation der Inneren Uhr durch Licht. Eine Uberexpression
des 5-HT1b Rezeptors flihrt zu einer verringerten Phosphorilierung des Uhrproteins TIMELESS. Dies
erfolgt nicht direkt sondern durch SHAGGY, dem Drosophila Homolog von GSK-3B. In
Lichtpulsexperimeten wurde gezeigt, dass die Uberexpression des 5-HT1b Rezeptors zu einer
gesteigerten Menge an TIM nach dem Lichtpuls fihrt. Im Gegenzug dazu steigert die
Signalweiterleitung durch den Rezeptor 5-HT1a den Schlaf, ohne circadiane Phanotypen zu erzeugen.
Beide Rezeptoren werden in den I-LNv Neuronen der PDF-Zellen exprimiert (Yuan et al., 2005; Yuan
et al., 2006). Auch fiir Serotonin gibt es einen spezifischen Wideraufnahmetransporter, SERT. Im
Labor von Prof. Dr. Henrike Scholz wurde eine funktionale Deletion dieses Transporters etabliert
(unveroffentlicht, Diplomarbeit (Kaiser, 2009)), die mir im Rahmen dieser Arbeit zur Verfiigung

gestellt wurde.
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6.3. GABA und Schlaf

GABAerge Neurone, die den Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) ausschiitten, fordern den

Schlaf. GABA verkiirzt die Einschlafphase und verlangert den Gesamtschlaf. Der Aspekt der

schlafférdernden Wirkung von GABA konnte auf eine Signalweiterleitung durch den GABA, Rezeptor

Rdl in den I-LNv Neuronen zuriickgefiihrt werden, insbesondere auf den Aspekt der verkiirzten

Einschlafzeit nach Licht Aus (Agosto et al., 2008). Jedoch vermitteln GABA, Rezeptoren schnelle

inhibitorische Signale (Lee et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass eine GABA Applikation die

Feuerungsrate von Aktionspotenzialen in den I-LNv Neuronen herabsetzt, wohingegen die Zugabe

von Picrotoxin, einem GABA, Rezeptor Antagonisten, die Rate erhdhte (McCarthy et al., 2011).

Auf die Aufrechterhaltung des Schlafs hat die Manipulation
des Rdl Rezeptors jedoch keinen Einfluss. Bei einer
Signalreduktion aller GABAergen Neurone kommt es zu
einem Effekt in Bezug zur Aufrechterhaltung der
Schlafphase (Parisky et al., 2008). Dies zeigt, dass weitere
GABA Rezeptoren an der Schlafregulation beteiligt sein
mussen. Geeignete Kandidaten sind die langsamen,

metabotropen GABAg Rezeptoren, welche oft mit den GABA,

0-

Abbildung 6 Strukturformel GABA

Rezeptoren kolokalisiert sind (Enell et al., 2007). In Drosophila melanogaster bestehen metabotrope

GABA; Rezeptoren aus den Untereinheiten GABAB-R1, die den Liganden bindet und GABAB-R2, die

fir die Translokation in der Zellmembran und die Kopplung zu den G-Proteinen verantwortlich ist

(Kaupmann et al., 1998; Galvez et al., 2001; Mezler et al., 2001).

16



7. Der WHITE Transporter

Die Mutante white, welche zu weillen anstelle der wildtypisch roten Augen fiihrt, ist die erste
charakterisierte Mutation von Drosophila melanogaster. Sie wurde von Thomas Hunt Morgan 1910
beschrieben und legte die Grundlage fiir die Erkenntnis das Chromosomen, genauer die Gene Trager
der Erbinformation sind (Morgan, 1910). Das Protein WHITE ist Transporter homolog der humanen
ABCG Gruppe. Zu dieser gehoren als bekannteste Vertreter in Drosophila melanogaster neben WHITE
(Bingham et al., 1981) auch BROWN (Dreesen et al., 1988; Tearle et al., 1989) und SCARLET (Tearle et
al., 1989). WHITE bildet sowohl mit BROWN als auch SCARLET funktionale Heterodimere, deren
Funktion bei dem Transport der Augenpigmente namensgebend fir die jeweiligen Mutanten war.
Von Sdugern ist bekannt, dass ABC Transporter flr eine Vielzahl von Transportprozessen zustandig
sind, und auch in Drosophila steigt das Wissen um Funktionen der drei genannten Transporter
abseits der Lokalisation der Augenpigmente (Mackenzie et al., 2000). Interessant ist im
Zusammenhang mit dieser Arbeit die kontrovers diskutierte Annahme, dass der White Transporter
einen Einfluss auf die Dopaminmenge im Gehirn von Drosophila melanogaster hat (Borycz et al.,
2008). Der Transporter WHITE ist zudem in der Lage Tryptophan, die Aminosdure aus der Serotonin
synthetisiert wird, zu transportieren (Sullivan & Sullivan, 1975; Sullivan et al., 1980). Eine neuere
Studie, welche einen Einfluss der funktionalen Mutation des Transporters WHITE auf die
Dopaminmenge in Képfen von adulten Tieren nachwies, zeigte einen dhnlichen Effekt auf die Menge

von Serotonin in Kopfen adulter Fliegen, die ebenfalls durch die Mutation w''*

verringert wurde
(Borycz et al., 2008). Diese Studie gelangt zu der These, das Dopamin moglicherweise vergleichbar zu
Histamin im optischen System durch WHITE transportiert wird. Allerdings konnten andere Arbeiten
keine membrangebundene Lokalisation von SCARLET und WHITE (Mackenzie et al., 2000), sowie die
fehlende Detektierbarkeit von WHITE im Gehirn von Drosophila melanogaster feststellen. (Fjose et

al., 1984; Mackenzie et al., 2000).
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8. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Schlaf-/Wachverhalten von Drosophila melanogaster

in Abhangigkeit von den Neurotransmittern Dopamin, Serotonin und GABA untersucht werden.

Dazu wurden sowohl die funktional deletierten Transportermutanten fiir den Dopamin-, als auch den

Serotonintransporter und auch neuronal dopamindefiziente Tiere genutzt.

Um den moglichen Input auf die Uhrneuronen, insbesondere die PDF-Neuronen weiter aufzuklaren

wurden spezifische RNAI Linien fir die GABA-, Dopamin- und Serotoninrezeptoren genutzt.

Die Hypothese, dass der Transporter WHITE moglicherweise Amine transportiert, sollte Uberprift

werden, in dem der Einfluss der Mutation von white auf das Schlafverhalten tGberprift wurde.

Des Weiteren sollten erste Versuche zu einer moglichen Beteiligung von Gliazellen durchgefiihrt

werden.

Mit Hilfe eines Luziferasereporters und den neuronal dopamindefizienten Tieren sollte (iberprift
werden, inwieweit Dopamin- und Serotoninsignale einen direkten Effekt auf das Uhrprotein PERIOD

haben.

Teile der im Rahmen dieser Doktorarbeit ermittelnden Daten beziiglich der Funktion der GABA;-

Rezeptoren in Bezug auf Schlaf wurden bereits veroffentlicht (Gmeiner et al., 2013):

Gmeiner, F., Kolodziejczyk, A., Yoshii, T., Rieger, D., Nassel, D.R. & Helfrich-Forster, C. (2013) GABAg
receptors play an essential role in maintaining sleep during the second half of the night in Drosophila

melanogaster. J Exp Biol, 216, 3837-3843.
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Il Material und Methoden

9. Histologische Methoden

9.1. Antikorperfarbung an Ganzgehirnpraparaten (wholemounts) adulter Fliegen

Drei bis flinf Tage alte Fliegen wurden fiir 2,5 Stunden, in 4% Paraformaldehyd gel6st in
Phosphatpuffer, fixiert. AnschlieRend wurde das Fixativ durch reinen Phosphatpuffer
ausgetauscht und nach 15 Minuten noch zwei weitere Male mit Phosphatpuffer fir je 15

Minuten gewaschen.

Die Praparation der Gehirne aus den Kopfen erfolgte ebenfalls in Phosphatpuffer mit Hilfe
von Dumont Pinzetten GroRe 5. Es wurde fur 2 Stunden mit 5% Normal Goat Serum sowie
0,03% Triton X in Phosphatpuffer bei Raumtemperatur geblockt. Triton X permeabilisiert die
Zellmembran. Deshalb wurde in allen Versuchen, bei denen Green Flourescent Protein
exprimiert wurde, 5% NGS in PB ohne Triton X verwendet, da ansonsten das GFP
diffundieren und das Signal abschwachen wirde. AnschlieRend wurde mit dem priméaren
Antikorper geldst in 5% NGS in PBT Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag, nach
dem Erwarmen auf Raumtemperatur, wurde sechs mal fir zehn Minuten mit PBT gewaschen
und mit dem zweiten Antikdrper, ebenfalls geldst in 5% NGS in PBT, Giber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurde wieder sechs mal fiir 10 Minuten mit PBT gewaschen
und anschliefend einmal mit reinem Phosphatpuffer gespilt. Danach wurden die Gehirne in
die Rinne eines aus drei Deckgldasern geklebten Objekttragers (siehe Abbildung 7) gebracht
und mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) eingedeckelt. Die Antikorper
wurden in folgenden Konzentrationen verwendet: anti-PDF 1:2500, anti-GABAB-R2 1:10000,
anti-GAD1 1:1000. Sekundéare Antikdrper der ALEXA Flour Serie (Molecular Probes, Carlsbad,
CA), 488nm (Ziege anti-Maus) bzw. 546nm (Ziege anti-Kaninchen), als auch Cy2 und Cy3
gekoppelte 1gGs (Ziege anti-Maus oder anti-Kaninchen; Jackson Immu Research) wurden in
einer Verdinnung von 1:1000 genutzt. Das GABAg-R2 Antiserum (Code B7873/3) wurde in
der Literatur beschrieben (Hamasaka et al., 2005). Das polyklonale GAD1 Antiserum gegen
GAD1 aus Kaninchen wurde freundlicherweise von Rob Jackson, Tufts University, Medford,

MA, USA zur Verfiigung gestellt und ist bereits in zwei Arbeiten beschrieben (Jackson et al.,
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1990; Featherstone & Broadie, 2000). Das monoklonale PDF Antiserum gegen das
Drosophilapeptid NSELINSLLSLPKNMNDA-NH2 wurde von Justin Blau zur Verfligung gestellt

(urspriinglich aus DSHB [Developmental Studies Hybridoma Bank]).

32 mm
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Abbildung 7 Schema der geklebten Objekttrager

24 mm

9.2. Konfokale Mikroskopie

Die Aufnahmen der Gehirnpraparate wurden mit einem Leica SPE Konfokalmikroskop
erstellt. Hierzu wurden z-Stacks je einer Gehirnhemisphare pro Fliege mit einem ACS APO
20.0x0.60 IMM Objektiv mit Glycerin aufgenommen. Fir Detailaufnahmen wurde das
Objektiv APO 63.0x1.30 OIL und fiir Ubersichtsaufnahmen das ACS APO 10.0x0.30 DRY
verwendet. Der Abstand einer z-Ebene zur nachsten betrug jeweils 1,5um. Die verwendeten
Laser hatten eine Anregungswellenlange von 488nm, 532nm sowie 635nm. Die
Geschwindigkeit des Lasers betrug 400Hz. Weitere Einstellungen wie Offset und Gain sind
von Experiment zu Experiment verschieden und den Originaldateien zu entnehmen. Bei
anschlielfender Quantifizierung der Intensitaten wurden die Einstellungen fiir alle zu

vergleichenden Praparate identisch vorgenommen.

9.3. Quantifizierung von Farbeintensitdaten mit Image J / Fiji

Die .lif-Dateien der z-Stacks wurden mit Image J unter als "Split Channels" ge6ffnet. Fir die
Messung von Farbeintensitaten im Nukleus wurde das "Brush Tool" mit einer PixelgroRe von
sieben verwendet. Bei cytosolischen Proteinen wurde mit Hilfe des "Freehand Selection

Tools" der zu messende Bereich ausgewahlt. In beiden Fadllen wurde zudem eine Messung
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des Hintergrunds in unmittelbarer Umgebung der Zelle vorgenommen und vom eigentlichen

Messwert abgezogen.

9.4. Bildbearbeitung

Scalebars und Beschriftungen wurden mit Leica AF Lite eingefiigt. Abgesehen von
Anderungen des Kontrastes und der Intensitit, sowie der Wahl des Bildausschnitts, wurden
keinerlei Anderungen vorgenommen. Fiir die Gestaltung der Diagramme und Abbildungen

wurden des Weiteren die Programme Windows Paint, Gimp 2, Qtiplot und Excel verwendet.
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10. Molekularbiologische Methoden

10.1. Extraktion genomischer DNS

Um die erfolgreiche Rekombination aus der Dopamintransportermutante Dat™ und der

Serotonintranportermutante Sert®”

Uberprifen zu kdénnen wurde genomische DNA der
Fliegen extrahiert. Hierzu wurde je eine Fliege in 50ul Squishing buffer und 200ug/ml
Proteinase K in einem Eppendorfgefal (1,5ml) mit einer Pipettenspitze zerdriickt und fiir 30
Minuten bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Eppendorfgefal fir zwei Minuten bei
95°C inkubiert, um die Proteinase K zu denaturieren. Nach Zentrifugation wurde der

Uberstand, der die genomische DNS enthilt, in ein frisches EppendorfgefaR tiberfiihrt (Gloor

et al., 1993).

10.2. Polymerase Kettenreaktion

Fir die Polymerasekettenreaktion wurde jeweils ein 25ul Ansatz gewahlt, bestehend aus 1pl
gDNS, 2 ul Primerpaar, 1ul DMSO und 21pl JumpStartWI REDTaq DNA Polymerase Ready Mix

(Sigma) und im Mastercycler Gradient (Eppendorf) durchgefiihrt.

Standardprogramm flir Dopamintransporter-PCR und Serotonintransporter-PCR:

Zyklus Temperatur Dauer
1 95°C 2 min
95°C 30s
2-41 60°*C 15s
72°C 2 min
42 72°C 2 min

(*) Annealing Temperatur ist anhédngig von den verwendeten Primern. Im Falle der

vorliegenden Arbeit wurden konnten alle Primer bei 60°C verwendet werden.
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Im Falle der Sequenzierung des Whitegens wurde jeweils ein 50ul Ansatz gewahlt, bestehend
aus 2ul gDNS (100ng/ul), 2,5 pl Primerpaar, 1,5ul DMSO, 32ul H,0, 0,5ul Phusion-
Polymerase (NEB), 10ul HF-Buffer (NEB), 1l NTP-Mix und 0,5ul MgCL,.

Tabelle 1 Primer

Primer Sequenz Verwendung

DatR ATC CTT CAC CAA CTC GCT GC Uberpriifung  der Dat™
Deletion

Dat L GTG GTC TAT CCA GCT GCC AT Uberpriifung  der Dat™
Deletion

Sert R AAA AGT TCA GTT CGA CGC TAA Uberpriifung der Sert 16d
Deletion

Sert L TGT CCCTATCTTTTCCGACTT Uberpriifung der Sert 16d
Deletion

10.3. DNS Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurde 1% peqGOLD Universal Agarose in 150ml TAE Puffer
aufgekocht. Zur Detektion der DNS wurde 7ul Midori Green (Nippon Genetics) hinzugegeben
und in der Gelkammer ausgehartet. Der Gellauf zur Auftrennung der DNS erfolgte bei 100 V
fur 2 Stunden bzw. bei 10 V Uber Nacht. Als GréBenstandard wurde GeneRuler™ DNA
Ladder Mix 1kb (Fermentas) verwendet. Die Aufnahme der Banden erfolgte unter UV Licht

mit Hilfe der E-Box VX, (Vilber Lourmat, Germany).

10.4. Detektion

Die Detektion erfolgte unter UV Licht mit Hilfe der E-Box VX, (Vilber Lourmat, Germany). Fiir
die anschlieBende Bearbeitung der Aufnahmen wurde das zugehorige Programm E-Capt

15.06 fir Windows verwendet.
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11. Biolumineszenzmessung von ganzen Kopfen

Das PERIODcycling wurde mit Hilfe eines Luziferasereportersytems gemessen um den Einfluss
diverser chemischer Komponenten auf den molekularen Rhythmus der Inneren Uhr zu testen und in
Folge besonders aktive Komponenten auf deren Einfluss auf das Schlafverhalten zu testen. Hierzu
wurden XLG-luc Fliegen verwendet, die eine Fusion des Luziferaseproteins an das PERIODprotein
darstellen. Hiermit kénnen Schwankungen im Expressionslevel des Periodgens gut anhand der
Lumineszenz nachgewiesen werden. Die Kopfe der Fliegen wurden mit Hilfe von Pinzetten
abgetrennt und in mit 100ul Medium befillte 96 Mikrotiterplatten der Firma Nunc Uberfiihrt. Das
Medium bestand aus 88% Insect Xpress Medium der Firma BioWhittaker, 10% Fetal Bovin Serum, 1%
Peniclin/ Streptomycin, 1mM Luciferin und 1% Insulin. Die Platten wurden mit einer Schutzfolie
zugeklebt. Die emittierten Photonen wurden mit dem LUMIstar OMEGA einmal pro halbe Stunde fir
1 Minute gemessen. Dabei wurde nach Einzug eine Wartezeit von 2 Minuten einprogrammiert. Bei
mehreren Mikrotiterplatten wurde darauf geachtet, dass sie jeweils von einer transparenten Platte

getrennt sind, so dass keine Platte vom Licht abgeschirmt wurde.

12. Screen der Lopac'*® Bibliothek

Hierzu wurden ebenfalls Képfe der XLG-luc Fliegen verwendet, nur dass dem Medium die jeweiligen
Komponenten in einer Konzentration von 100uM zugefiihrt wurden. Da diese in DMSO gel6st sind,

wurde den Kontrollen anstelle einer Komponente, die selbe Volumenmenge DMSO zugefihrt.

13. Biolumineszenzmessung von Gehirnen

Die Biolumineszenzmessung in Gehirnen, vergleichbar zu der von ganzen Képfen, wurde erfolglos
versucht. Die praparierten Gehirne verstarben innerhalb weniger, Stunden bevor ein Cycling messbar
war. Hierzu werden lediglich die Varianten der Behandlung und Medienzusammensetzung

aufgelistet:
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Folgende Medien wurden getestet:
Insect Xpress (BioWhittaker),
Schneider Insect Medium (Sigma-Aldrich),

Ringer -Losung

in folgenden Mischverhaltnissen:
99%, 1% Luciferin
98% Medium, 1% Insulin, 1% Luciferin
93% Medium, 5% Fetal Bovine Serum, 1% Insulin, 1% Luciferin
88% Medium, 10% Fetal Bovine Serum, 1% Insulin, 1% Luciferin
mit folgenden Handhabungen:

Fliegen vorher in Ethanol gewaschen / PBS gewaschen / in der Sterilbank gearbeitet

14. UPLC Messung von Aminen

Die Stamme der Fliegen wurden in Kreuzungen von 2 Mannchen und 5 Weibchen angesetzt, um
vergleichbare Aufzuchtbedingungen zu gewahrleisten. Nach dem Schliipfen wurden die Mannchen in
Gruppen von 20 Stiick auf frische Glaser gesetzt und fiir fiinf Tage bei 25°C gealtert. Am flinften Tag
wurden sie zum Zeitpunkt ZT3 mit fllissigem Stickstock eingefroren. Die Kopfe wurden anschlieRen
auf Trockeneis abgesammelt. Die Messung der Amine erfolgte am Lehrstuhl fiir pharmazeutische
Biologie, der Julius-Maximilians Universitat Wiirzburg, durch Dr. Markus Krischke. Gemessen wurde
der Gehalt an Serotonin, Dopamin, B-Alanylserotonin und B-Alanyldopamin um eine mdgliche

Korrelation zwischen Amingehalt und Schlafverhalten zu untersuchen.
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15. Genetische Methoden

15.1. Fliegenaufzucht

Alle Fliegen wurden auf Drosophilamedium (0.8% Agar, 2.2% Ribensirup, 8.0% Malzextrakt,

1.8% Hefe, 1.0% Sojamehl, 8.0% Maismehl und 0.3% 4-Hydroxybenzoesadure) auf 25°C in

einem 12:12 Licht-Dunkel-Zyklus bei einer Luftfeuchtigkeit von 60% aufgezogen. Wahrend

Zeiten, in denen mit bestimmten Stammen keine Versuche bzw. Kreuzungen durchgefiihrt

wurden, wurden diese bei 18°C bei ansonsten gleichen Bedingungen gehalten.

15.2. Fliegenstaimme

Tabelle 2 Fliegenstimme

Bezeichnung

Beschreibung

Herkunft/Literatur

wt ALA

Wildtypstamm

(Vanin et al., 2012)

CantonS

Wildtypstamm

(Konopka et al., 1989)

Flotte Lotte

Wildtypstamm

Charlotte Forster
(Regensburg)

HU 2-1 Wildtypstamm Houten Kyriacou CP

w'tie Spontane Mutation im white-Gen (Lindsley & Grell, 1968)

+bw! Spontane Mutation im brown-Gen (Lindsley & Grell, 1968)

+bw'® EMS Mutation im brown-Gen (Kondrashov et al., 2006)

+bw?’ EMS Mutation im brown-Gen (Kondrashov et al., 2006)

+bw;st! Bloomington

+st! Mutation im scarlet-Gen (Lindsley & Grell, 1968)

w; e’ Mutation im ebony-Gen, weilldugig* Rob Jackson

+ e’ Mutation im ebony-Gen, rotaugig* Rob Jackson

w;Dat’™ Deletion im dDAT-Gen, weilR&ugig (Kume et al., 2005)

+Dat’™ Deletion im dDAT-Gen, rotaugig vorliegende Arbeit

w; Dat™:e’ Kombination der white/DAT/ebony | vorliegende Arbeit
Mutationen

+; Dat™:e’ Kombination DAT/ebony Mutationen, | vorliegende Arbeit
rotaugig

W;Sert"d Kontrollstamm zu dSertl6; p-Element | Doktorarbeit Andrea Kaiser
jump-out, weiRaugig / Betreuung Henrike Scholz

+;Sert4d Kontrollstamm zu dSertl6; p-Element | vorliegende Arbeit
jump-out, rotaugig

W;Sertlﬁd Deletion von 3 Exons im Sert-Gen Doktorarbeit Andrea

Kaiser/ Betreuung Henrike
Scholz
+;Sert16d Deletion von 3 Exons im Sert-Gen; | vorliegende Arbeit

rotaugig
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w;dSert™®;e’

Kombination der Sert-Deletion mit white
und ebony Mutation

vorliegende Arbeit

+:dSert®:e’ Kombination der Sert-Deletion mit ebony | vorliegende Arbeit
Mutation
w;Dat’™ Sert*®? Meiotische Rekombinante der | vorliegende Arbeit

Dopamintransportermutante Dat™ mit
der Serotonintransportermutante Sert™®

+; Dat™ Sert™®

Meiotische Rekombinante der
Dopamintransportermutante Dat™ mit
der Serotonintransportermutante Sert™®

vorliegende Arbeit

w;roo” Spontane white Mutation im roo” Stamm | B. Possidente
w';roo? Originaler roo” Stamm B. Possidente
TH-Gal4 Dopaminerge Treiberlinie (Friggi-Grelin et al., 2003)

+;NP3233-Gal4

Ensheating Glia Treiberlinie

(Awasaki et al., 2008)

w;NP3233-Gal4

vorliegende Arbeit

+,NP6520-Gal4

Astrocyten Glia Treiberlinie

(Awasaki et al., 2008)

w;NP6520-Gal4

vorliegende Arbeit

+;repo-Gal4/TM3,5b1

Pan Glia Treiberlinie

Bloomington

w;repo-Gal4

vorliegende Arbeit

pdf-Gal4

PDF Neuronen Treiberlinie

(Park et al., 2000)

UAS-dicer2; pdf-Gal4

PDF Neuronen Treiberlinie mit dicer2

vorliegende Arbeit

UAS-dicer2;tim- Treiberlinie flr alle Uhrgewebe mit dicer2 | O.Shafer
Gal4(UAS)
UAS-dicer2;clk 4.1-Gal4 Treiberlinie fiir 6-8 DN1 Zellen mit dicer 2 | Zang 2010

GBR2-Gal4

GABA B2 Rezeptor Treiberlinie

(Root et al., 2008)

GMR-Gal4

Stammsammlung

UAS-white

E. Ohmann Regensburg

UAS-white-RNAi

Vienna Drosophila RNAi Centre

VDRC 30033

pUAS-DTHgFS+; ple

(Hirsh et al., 2010)

pUAS-DTHgFS+/-; ple

(Hirsh et al., 2010)

TH-Gal4,Ddc-Gal4; ple

(Hirsh et al., 2010)

UAS-DopR-RNAI TRiP-Linie Bloomingtom
UAS-DopR2-RNAi TRiP-Linie Bloomington
UAS-D2R-RNAi TRiP-Linie Blomington
UAS-D2R-RNAI Vienna Drosophila RNAi Centre VDRC

y w;;XLG-luc

Period-Luziferase Fusionsprotein

(Stanewsky et al., 1997)

UAS-GFP S65T

Green Flourescent Protein mit Mutation
S65T zur Steigerung der Leuchtintensitat
unter UAS Kontrolle

Stammsammlung Lehrstuhl

+;+;UAS-10x myrGFP

Zehn Kopien von myrestiliertem Green
Flourescent Protein unter UAS Kontrolle
auf dem Ill. Chromosom

Stammsammlung Lehrstuhl

w'*8:Sco/Cyo; TM6B/TM3

Balancer Stamm

Christa Kistenpfennig

w+; Sco/Cyo;, TM6B/TM3

Balancer Stamm

Christa Kistenpfennig

w'*8:Sco/Cyo

Balancer Stamm

Christa Kistenpfennig

w+; Sco/Cyo

Balancer Stamm

Christa Kistenpfennig

*weiRdugig/rotaugig entspricht einem defekten/intaktem white Gen. Da in dieser Arbeit die auch Rolle des white-Gens in
Bezug auf Schlaf untersucht wurde, wurden viele Stdamme einmal mit dem intaktem white Gen (X-Chromosom CantonS) und
einmal mit der w'*® Mutation kombiniert.
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15.3. Meiotische Rekombination

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine meiotische Rekombinantion der

Dopamintransportermutante Dat™ und der Serotonintransportermutante Sert™®™ nach folgendem

Kreuzungsschema durchgefiihrt:

W1118.DATfmn é wll18 . SERT16d ij
W1118'DATfmn Y ’ SERT16d

willis XDATfmn + é

w Cantons cy0 6’ o ) )
i118’ cpryied’ X " S oro = mogliche Rekombination
Einzelkreuzungen!
W1118+ ) DATfmn,SERT16d é X W+ CantonS ) Cyo d
wt CantonS”’ Ccyo Y ’ Sco

Nach Auskreuzen von Cyo und Sco wurden die einzelnen Linien mittels PCR auf erfolgreiche

1118 y_Chromosoms und eines CantonS X-

Rekombination getestet. Das Vorhandensein eines w
Chromosoms ermoglichte in Folge eine Selektion einer rotdugigen sowie einer weildugigen Linie aus
dem selben Ursprungstamm. Aus 173 Einzelkreuzungen wurde eine Rekombinante erfolgreich

etabliert.
15.4. Ko-Expression von RNAi-Linien mit UAS-dicer2

Als Versuchstiere wurden jeweils die F1 Mannchen verwendet. Dicer2 ist Teil der molekularen
Maschinerie zum Hinunterregulieren von RNA, indem es diese in kleine Abschnitte (siRNA) spaltet
(Kim et al., 2006). Somit kann durch Koexpression von UAS-dicer2 der Effekt von RNAi Konstrukten
gesteigert werden (Dietzl et al., 2007). Bei der Ko-Expression von RNAi-Linien mit UAS-dicer2 wurde

wie folgt vorgegangen:

¥ UAS — dicer2

e o+ .+ UAS—X—RNAI d
f fektorkontrolle: UAS — dicer? Y’ 4+’ UAS — X — RNAi
$ UAS — dicer2 X — Gal4 d
] _ ) 1118
Treiberkontrolle: UAS — dicer2’ X — Gala w
po % UAS—dicer2 X—Gald  + + UAS—X—RNAi &
xpertmentstamm: UAS — dicer2’ X — Gal4 Y '+’ UAS — X — RNAi
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16. Verhaltensmessung

Fir die Experimente wurden ausschlieBlich mannliche Fliegen verwendet, die zu

Versuchsbeginn ein Alter von drei bis sechs Tagen hatten.

16.1. Lokomotoraufzeichnung

Fir die Aufzeichnung der Lokomotordaten wurde das Trikinetics DAM2 System (Trikinetiks,
Waltham, MA) verwendet. Die Monitore wurden in Boxen mit Weildlicht LEDs (Lumitronix
LED-Technik GmbH, Jungingen, Germany) mit einer Lichtintensitdit von 47.6 uW/cm2
wahrend den Lichtphasen beleuchtet. Die Fliegen wurden fiir 11 Tage in einen 12h:12h Licht-
Dunkel-Wechsel und anschlieBen fiir weiter 10 Tage in konstanter Dunkelheit aufgezeichnet.
Die Aufzeichnungseinheiten befanden sich in eine Klimakammer mit einer konstanten
Temperatur von 20°C und 60% +/- 1% Luftfeuchtigkeit. Bei den Langtagexperimenten
wurden die Fliegen ebenfalls fiir 11 Tage bei gleichen Bedingungen im Licht-Dunkelwechsel

aufgezeichnet, jedoch mit den Lichtregimen (L:D) 4h:20h/ 8h:16h / 16h:8h und 20h:4h.

16.2. Datenanalyse

Zur Darstellung der Rohdaten in Form von Aktogrammen wurde das Imagel Plugin
Actogram] benutzt (Schmid et al., 2011). Fir die Analyse der Schlaf sowie Aktivitatsdaten
wurden die Tage zwei bis 11 des LD Zyklus verwendet. Fiir die Berechnung der Perioden im
Dauerdunkel (DD) sowie fir Experimente, bei denen ebenfalls die Aktivitat oder der Schlaf
im Dauerdunkel (DD) berechnet worden ist, wurden die Tage 12-21 verwendet. Fir die
Auswertung der Aktivitat in Lang- bzw. Kurztagbedingungen wurden die Tage 4-11 genutzt.
Die ersten drei Tage Adaptationsphase wurden nicht zur Erstellung der Durchschnittstage in

Lang- und Kurztagbedingungen herangezogen.
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In dieser Arbeit wurde Schlaf als Inaktivitdt definiert, welche langer als 10 Minuten andauert.
Dies weicht von anderen Publikationen ab, in denen bisher 5 Minuten Inaktivitdt als Schlaf
gewertet wurden (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000; Andretic and Shaw, 2005; Ho and
Sehgal, 2005). Diese Anderung dient dazu, eine noch genauere Abtrennung der wirklichen
Schlafphasen von reinen Ruhephasen zu erreichen. Fiir die Auswertung wurden von Taishi
Yoshii  geschrieben  Makros  fir Excel verwendet. Durchschnittstage und
Durchschnittsschlafkurven wurden zuerst fir jedes Individuum ermittelt und dann fiir jeden
Genotyp der Durchschnitt ermittelt. Im Falle der Aktivitat wurden Werte pro Minute im Falle

von Schlaf pro Stunde errechnet.

In der Analyse der Daten zu GABA wurde abweichend vom sonstigen Verfahren der Tag in
vier  6-Stunden-Intervalle unterteilt und die durchschnittliche Aktivitdt, die
Schlafabschnittslangen sowie der Gesamtschlaf fir jedes 6 Stundenintervall ermittelt.
Zusatzlich wurde die Latenzzeit in Minuten nach Licht AUS bestimmt, indem die Rohdaten
fir jede Fliege der Trikinetiks txt Dateien in Excel kopiert wurden und darin manuell nach
dem ersten Auftreten von 10 Nullen in Reihe, also dem ersten Schlafabschnitt gesucht

wurde.

Die Freilaufperioden wurden fiir die Fliegen, die anschliefend an den LD Zyklus einen DD
Zyklus erfuhren fir die Tage 12 bis 21 mittels Periodogrammanalyse ermittelt (Sokolove &
Bushell, 1978) und mit einem Chi-Quadrat Test mit 5% Signifikanzlevel gekoppelt (Schmid et
al., 2011). Alle Verhaltensdaten wurden mittels einer ANOVA und Bonferroni Korrektur auf
einen Signifikanzlevel von 5% hin Gberprift. Im Falle nicht normalverteilter Daten kénnen p
Werte, in Abhdngigkeit davon wie stark die Daten von einer Normalverteilung abweichen,
durch die Multiplikation mit einem Faktor zwischen 2 und 10 angepasst werden (Glaser,

1978).
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17. Mikrobiologische Methoden

17.1. Dechorionierung von Embryos zur Entfernung von Mikrosporidien

Da einige Stamme zu Beginn der Arbeit stark von Mikrosporidien befallen waren und dies einen
Einfluss auf das Aktivitdtsverhalten in extremen Fallen auch auf die Lebensspanne haben kann,
wurden alle verwendeten Stamme auf Befall untersucht und gegebenenfalls gereinigt. Hierzu wurde
ein Objekttrager mit doppelseitigem Klebeband beklebt. Die Fliegen wurden zur Eiablage auf
Agarplatten gesetzt. Mit Hilfe eines handelsiiblichen Pinsels wurden die Embryonen einzeln auf das
Klebeband transferiert und anschliefend gerollt, so dass das Chorion zerreiRt. Der dechorionierte
Embryo wurde auf eine frische Agarplatte lberfihrt. Diese Prozedur wurde fiir 5 Generationen in

Folge wiederholt.

17.2. Mikrosporidientest

Fliegen wurden fir 10 Tage bei 25°C gealtert und
anschlieRend auf Objekttragern (Superfrost) ein
Quetschprdparat angefertigt. Dieses wurde 10
Minuten in Aceton unter dem Abzug fixiert und
anschlieRend bei Raumtemperatur getrocknet. Das
Praparat wurde mit einem Fettstift umrandet und ein

Tropfen Uvitex 2B (in 1% PBS) fir 10 Minuten darauf

gegeben. AnschlieBend wurde mit H,O abgewaschen

Abbildung 8 Beispiel eines Mikrosporidienbefalls

und fir weitere 10 Minuten bei 60°C vollstindig

getrocknet, bevor zur Gegenfarbung ein Tropfen Toulidinblau auf das Praparat gegeben wurde. Nach
einer Minute wurde das Praparat erneut mit H,0 abgewaschen und wiederum bei 60°C getrocknet,
bevor es mit Glycergel Mounting Medium eingedeckelt wurde. Unter dem Fluoreszenzmikroskop

wurden die Praparate auf einen moglichen Mikrosporidienbefall hin untersucht.
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lll Ergebnisse

18. Amintransporter und Schlaf

18.1. Das Schlafverhalten der Dopamintransportermutante Dat™

Bei der Dopamintransportermutante Dat fumin handelt es sich um die Insertion eines 2kb grofRen

118 stammes (Kume

Teilstlicks eines roo Transposons in den Dopamintransporterlokus (dDAT) des w
et al., 2005). Ein daraus resultierendes Stopcodon resultiert in der Expression eines auf 343
Aminosauren verkirzten, nicht funktionalen Dopamintransporters, dessen Lange ohne die p-Element
Insertion 632 Aminosauren betrdgt. Die Mutante Dat fumin wurde urspriinglich als hyperaktiv, mit
verminderten Ruhephasen und erhohter Erregbarkeit beschrieben. Da der Dopamintransporter fir
den Ricktransport von Dopamin aus dem synaptischen Spalt verantwortlich ist, werden die gefunden
Phanotypen auf eine verlangerte Dopaminsignal zurlickgefiihrt (Kume et al., 2005). Bei der Messung

der Aktivitat im LD 12:12 zeigte sich eine deutliche Steigerung der Aktivitat von Dat™ im Vergleich zu

dem Kontrollstamm w'® (Abbildung 9).

w1118 Datfmn

5]

w

Aktivitat

N
Aktivitat

0 360 720 1.080 1.44 0 360 720 1.080 1.440
Zeit in Minuten Zeit in Minuten

Abbildung 9 Aktivitit von Dat™ und w''*

Vergleich des Aktivitatsprofils der Durchschnittstage (10 Tage) von witt (n=30) und Dat™ (n=29) im LD 12:12 (10 Zyklen).
Rote Linien zeigen den Standardfehler an. Balken tiber dem Diagramm zeigt den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h
Licht und 12h Dunkel an.

Hierbei erreicht Dat™ mit einem mittleren Aktivitatswert von 1,75 +/- 0,09, einen um den Faktor 2
horen Wert, als w'*® mit 0,82 +/- 0,05. Die erhdhte Aktivitit resultiert aus einer Steigerung sowohl
im Licht als auch im Dunkel, wobei die Lichtphase die hohere Aktivitdt aufweist. Als Nachstes wurde

das Schlafverhalten analysiert. Auch hierbei zeigt Dat™ eine massiv reduzierte Schlafmenge von 5,2
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Stunden (313 Minuten) an einem 24 h Tag (1440 min) im Vergleich zu 16,5 Stunden (988 Minuten)

Gesamtschlaf von w''*®

(Abbildung 10A). Auffallig ist, das vor allem die Schlafabschnittslange mit

18,25 min im Vergleich zu 67,44 min der Kontrolle signifikant verkiirzt ist. Dies deutet darauf hin,

dass vor allem eine Aufrechterhaltung der einzelnen, initiierten Schlafabschnitte beeintrachtigt ist

(Abbildung 9B). Die Schlafkurven zeigen, dass diese Reduktion des Schlafes sich Gber den gesamten

24 Stunden Bereich des Licht-Dunkel-Zyklus erstreckt (Abbildung 12, S. 34).
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Abbildung 10 Gesamtschlaf und Schlafabschnittsldnge von w-;Datf""' und w

A Durchschnittlicher Gesamtschlaf von w’;0at™ (n=29) und w

Zyklen) in 24h (=1440 min)
B Durchschnittliche Schlafabschnittslange
Indikatoren zeigen den Standardfehler an.

1118

1118

(n=30) im LD 12:12 (10

Eine Auswertung der Periodenlange ergab eine geringe, aber trotz allem signifikant langere Periode

fur w8 von 23,86 Stunden im Vergleich zu Dat'™ mit 23,63 Stunden (Abbildung 11). Beide Stimme

sind zu 96% rhythmisch.
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Abbildung 11 Aktogramme von w'**® und Dat™"
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Das verlangerte Dopaminsignal bt trotz der massiven Effekte auf Schlaf und Aktivitat nur einen

geringen Einfluss auf die Innere Uhr aus.

Schlaf

|
60 !

50+

3 — w1118
Datfmn

Schlaf in m

10=

ZTin 12:121LD

Abbildung 12 Schlaf pro Stunde von Dat™ und w'**®

Schlafkurven von Dat™ (n=29) und wité (n=30) im LD 12:12 (10 Zyklen) in 24h (=1440 min) Indikatoren zeigen

den Standardfehler an. Der Balken (iber dem Diagramm zeigt den Licht(weil})-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht
und 12h Dunkel an.

18.2. Neuronal dopamindefiziente Fliegen

Um die Auswirkungen von Dopamin auf das Schlafverhalten und die Aktivitdit genauer zu
charakterisieren, wurden als nichstes Fliegen analysiert, die im Gegensatz zu Dat™ (verlangertes
Dopaminsignal) kein Dopamin im Gehirn mehr bilden. Diese Fliegen tragen eine Mutation im Gen
pale, das fiir das limitierende Enzym der Dopaminsynthese, Tyrosinhydroxylase, codiert. Diese
Mutation (ple) ist letal, weswegen mit Hilfe zweier Treiber, Ddc-Gal4 und TH-Gal4 ein
Rettungskonstrukt exprimiert wird. Da es fir die Tyrosinhydroxylase zwei Isoformen gibt, eine
hypodermale und eine neuronale, wurden zwei verschiedene Rettungskonstrukte kloniert, eines das
beide Isoformen rettet, und eines, das ausschlieRlich die hypodermale Isoform rettet. Letzteres
basiert auf einem Frameshift, der eine fiir die neuronale Isoform notwendige Splicesite verandert
gefolgt von einem zweiten Frameshift der im Anschluss die Basensequenz wieder korrigiert, so dass
alle fiir die hypodermale Isoform relevanten Bereiche abgelesen werden kénnen (Hirsh et al., 2010;
Riemensperger et al., 2011). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird der Genotyp der Expression des
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Rettungskonstruktes sowohl der hypodermalen als auch neuronalen Isoform als dTHg;ple abgekiirzt,
und der Genotyp der neuronal dopamindefizienten Fliegen mit dTHgFW';p/e. Die vollstiandige

Genotypenbezeichnung kann dem Material und Methodenteil (Tabelle 2, S. 26) bzw. der

Schlaf

|
60 ‘

%))
(=]
Rl s

s
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[
o
il

104

—+—--—c7"———+7

10 15 20
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Abbildung 13 Schlaf pro Stunde von neuronal dopamindefizienten Fliegen und Kontrolle

Neuronal dopamindefiziente Fliegen (dTHgFS+/-;ple n=28) zeigen konstant erhéhten Schlaf im Vergleich
zu den Fliegen bei denen sowohl die hypodermale als auch neuronale Isoform der Tyrosinhydroxylase

gerettet wurde (dTHg;ple n=30). Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken Uber dem
Diagramm zeigt den Licht(weiR)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.

urspringlichen Veroéffentlichung entnommen werden (Hirsh et al.,, 2010). Die neuronal
dopamindefizienten Fliegen zeigen erhdhten Schlaf (iber den gesamten LD-Zyklus. Dies bestatigt die
Rolle von Dopamin bei der Schlafregulation. Auch die Aktivitdt zeigt mit einem durchschnittlichen
Wert von 0,79 +/- 0,04 fir dTHg;ple einen signifikant hoéheren Wert als die neuronal
dopamindefizienten Fliegen dTHg™";ple mit 0,52+/- 0,04. Wie anhand der Durchschnittstage
erkennbar ist, ist die Aktivitat ebenfalls durchgehend erhoht (Abbildung 14). Bei der Analyse der
Periodenlange ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Periode von 24,06 +/- 0,21 fiir
dTHg;ple und 24, 65 +/- 0,43 fiir dTHg™" ;ple. Allerdings zeigte dTHg™";ple einen niedrigeren
Prozentsatz von rhythmischen Fliegen von 67,8% (n=28) zu 96,3% (n=27) dTHg,ple auf (p=0.00639
Chi-Square Test). Fur die Rhythmik von dTHg;ple, konnten nur 27 der 30 Tiere verwendet werden, die
zur Aktivitats- und Schlafanalyse herangezogen wurden, da drei Individuen nicht volle zehn Tage im

Dauerdunkel tiberlebt haben und deshalb fiir die Periodenanalyse ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 14 Aktivitdt von dTHg;ple und dTHg " ;ple

Vergleich des Aktivitatsprofils der Durchschnittstage von den neuronal dopamindefinzienten dTHgFS+/-;ple (n=28) und der
Vergleichsgruppe dTHg;ple (n=30) bei denen die ple Mutation auch neuronal gerettet wurde. Rote Linien zeigen den
Standardfehler an.

18.3. Manipulation der Expressionsstirke der Dopaminrezeptoren in den PDF

Neuronen

Aufgrund der massiven Phanotypologie von sowohl Dat™ als auch dTHgFW';pIe Tieren wurden als
nachstes Dopaminrezeptoren in den PDF Neuronen mit Hilfe der RNAi Technologie hinunterreguliert.
Um die Effizienz der RNAI zu steigern, wurde dazu gleichzeitig UAS-dicer2 exprimiert (Dietzl et al.,
2007). Die TRiP Linien von Bloomington fiir die Rezeptoren DopR, DopR2 und D2R wurden mit Hilfe
einer Pdf-Gal4 Treiberlinie exprimiert. TRiP Linien basieren auf einer kurzen Haarnadel RNAi Sequenz,
die im Empfangerstamm an einer spezifischen attP-Sequenz im Genom integriert wird (Dietzl et al.,
2007; Ni et al., 2008). Die Pdf-Gal4 Treiberlinie ist extrem spezifisch und treibt ausschlieflich in den
PDF positiven Neuronen (Park et al., 2000), dazu gehoren die vier sLNv (ohne die "flinfte", die PDF
negativ ist) und die 4-6 I|-LNv, die mehrfach als mogliches Schlafzentrum von Drosophila
melanogaster diskutiert wurden (Parisky et al., 2008; Sheeba et al., 2008; Chung et al., 2009;
Lebestky et al., 2009; Shang et al., 2011). Eine Analyse des Schlafverhaltens ergab in keinem Fall eine
Abweichung der Experimentgruppe von den Kontrollen (Abbildung 15). Die vollstdndige Auswertung
des Aktivitatsverhaltens und der Rhythmik ergab lediglich im Falle der Hinunterregulierung von
DopR2 und D2R eine leichte Verminderung der Rhythmik auf 74,25% bzw. 87,1%. Fiir eine Ubersicht
aller ermittelnden Daten siehe Tabelle 3, S.38. Fiir den D2R Rezeptor wurde zuséatzlich die Linie des
Wiener Drosophila RNAi Zentrums verwendet (VDCR). Auch mit dieser konnte kein Phanotyp

bezliglich des Schlafverhaltens, der Aktivitdt und Rhythmik festgestellt werden.
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Abbildung 15 Schlaf pro Stunde bei Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in den PDF-Neuronen

Durch Co-Expression von UAS-Trip-RNAi Linien fir die Rezeptoren D2R (A), DopR (B) und DopR2 (C) mit
UAS-dicer2 konnte kein Effekt auf das Schlafverhalten im Vergleich zu Treiber- und Effektorkontrolle
gefunden werden.

UAS-dicer2; pdf-Gal4 n=32 / UAS-dicer2; pdf-Gal4; UAS-D2R-RNAi n= 31 / UAS-dicer2; pdf-Gal4; UAS-DopR-
RNAI n= 31/ UAS-dicer2; pdf-Gal4;, UAS-DopR2-RNAi n= 31 / UAS-dicer2; UAS-D2R-RNAi n= 31 / UAS-dicer2;
UAS-DopR-RNAi n= 28 / UAS-dicer2; UAS-DopR2-RNAi n= 32 Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an.
Der Balken Uber dem Diagramm zeigt den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel
an.
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Tabelle 3 Ubersicht der Ergebnisse der Hinunterregulierung von Dopaminrezeptoren in PDF Neuronen

Die statistisch signifikanten Werte sind rot markiert, schwarze Werte sind nicht signifikant verschieden von den Kontrollen

Genotyp n Aktivitdt | Schlaf | Schlaf- Periode | Power | Rhythmik
Gesamt | Gesamt | Abschnitts- | in h in %
Tag in min | Lange
Nacht und h | in min
UAS-dicer2; 32 0.33 | 1148min | 120 24.29 29.35 | 93,75
Pdf-Gal4 ; 0.54 =
UAS-D2R-RNAI 0.12| 19.1h
Wien
UAS-dicer 2; 30 0.27 1157 117 23.74 34.08 | 96,55
UAS-D2R-RNAI 0.46| min=
Wien 0.09| 193h
UAS-dicer2; 32 0.33 1085 102 23.85 37.68 | 100
Pdf-Gal4 0.53 min =
0.14| 18,1h
UAS-dicer2; 31 0.28| 1117 108 2412 | 20.71 |74,19
Pdf-Gal4 ; 0.45| min= chw?:'(i%Ol
UAS- DopR2-RNAi 0.11| 18,6h df=2  N=95
UAS-dicer 2; 32 0.24 1138 106 23.83 23.93 | 100
UAS-DopR2-RNAi 0.39| min=
0.08 h
UAS-dicer2; 31 0.47 1106 110 23.86 25.88 | 93,55
Pdf-Gal4 ; 0.72| min=
DopR-RNAI 0.22| 18,4h
UAS-dicer 2; 28 0.41 | 1110min | 117 24.81 28.54 | 92,86
DopR-RNAI 0.73 =
0.10| 18,5h
UAS-dicer2; 31 0.41 | 1107min | 106 23.79 27.91 |87,09
Pdf-Gal4; 0.66 = PLooors
UAS-D2R-RNAi 0.16| 18,5h Df=2 N=96
Bloomington
UAS-dicer 2; 31 0.34 | 1129min | 85 23.51 26.21 | 96,77
UAS-D2R-RNAI 0.54 =
Bloomington 0.14| 18,8h
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Schlaf in min/h

18.4. Hinunterregulierung  verschiedener = Dopaminrezeptoren in allen

Uhrgeweben

Nachdem bei der Reduktion der Expression von Dopaminrezeptoren in PDF-Neuronen keine Effekte
in Bezug auf Schlaf festgestellt werden konnten, wurde als Nachstes die Hinunterregulierung der
Dopaminrezeptoren auf alle Gewebe, die eine Innere Uhr besitzen ausgeweitet, indem tim-Gal4 als
Treiberlinie verwendet wurde. Diese Treiberlinie beinhaltet alle bekannten Uhrneuronen in
Drosophila melanogaster. UAS-dicer2 wurde koexprimiert. Wie im Falle des PDF-Treibers konnte kein

Effekt in Bezug auf den Schlaf festgestellt werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Schlaf pro Stunde bei Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in allen Uhrgeweben

Durch Co-Expression von UAS-Trip-RNAI Linien, sowie fiir die Rezeptoren D2R, DopR und DopR2 sowie UAS-dicer2 mit tim-GAL4 wurde keine
Effekt auf das Schlafverhalten im Vergleich zur Treiber- und Effektorkontrolle gefunden.

UAS-dicer2; tim-Gal4 n=32 / UAS-dicer2; tim-Gal4; UAS-D2R-RNAi n= 31 / UAS-dicer2; tim-Gal4; UAS-DopR-RNAi n= 32 / UAS-dicer2; tim-Gal4;
UAS-DopR2-RNAi n= 32 / UAS-dicer2; UAS-D2R-RNAi n= 32 / UAS-dicer2; UAS-DopR-RNAi n= 31 / UAS-dicer2; UAS-DopR2-RNAi n= 31 Die

Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken iber dem Diagramm zeigt den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h
Dunkel an.
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Schlaf in min/h

18.5. Hinunterregulierung verschiedener Dopaminrezeptoren in sechs bis acht

DN1 Neuronen

Die Expression der RNAi-Konstrukte fiir die Dopaminrezeptoren in den PDF-Neuronen, sowie allen

Uhrgeweben zeigte keinen Unterschied im Schlafverhalten. Im Folgenden wurde eine Teilpopulation
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Abbildung 17 Schlaf pro Stunde bei Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in sechs bis acht DN1 Neuronen

Durch Co-Expression von UAS-Trip-RNAi Linien fiir die Rezeptoren D2R, DopR und DopR2 mit UAS-dicer2 durch clk4.1-GAL4 wurde
kein Effekt auf das Schlafverhalten im Vergleich zu Treiber- und Effektorkontrolle festgestellt.

UAS-dicer2; clk4.1-Gal4 n=32 / UAS-dicer2; clk4.1-Gal4; UAS-D2R-RNAi n= 31 / UAS-dicer2; clk4.1-Gal4; UAS-DopR-RNAi n= 32 / UAS-
dicer2; clk4.1-Gal4; UAS-DopR2-RNAi n= 32 / UAS-dicer2; UAS-D2R-RNAi n= 32 / UAS-dicer2; UAS-DopR-RNAi n= 32 / UAS-dicer2;

UAS-DopR2-RNAi n= 30. Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Balken Gber dem Diagramm zeigt Licht(weil3)-Dunkel(schwarz)
Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.

der dorsalen Neuronen hinsichtlich eines Effekts auf den Schlaf bei Hinunterregulierung der
Dopaminrezeptoren untersucht. Der verwendete clk4.1-Gal4 Treiber exprimiert in sechs bis acht
Neuronen des DN1 Clusters. Auch hierbei ergab sich kein Effekt auf das Schlafverhalten, weshalb von

einer Ausweitung des Screens auf weitere Treiberlinien abgesehen wurde (Abbildung 17).
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18.6. Serotonintransportermutante Sert®

Bei der Serotonintransportermutante Sert’® handelt es sich um eine transgene Fliege bei der das p-
Element P(XP)d04388 mobilisiert wurde. Dadurch entstand eine Deletion von 1192 Basenpaaren,
beginnend 514 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart. Die Deletion erfasst regulatorische Bereiche,
den Transkriptionsstart, das erste Exon sowie einen Teil des ersten Introns. Dies fiihrt zu einer
funktionalen Deletion des Serotonintransporters. Bei der Mobilisierung wurde auch eine Linie mit
praziser Entfernung des p-Elementes erzeugt: Sert *°, welche als Kontrolle dient. Da beide Stimme
aus dem selben Ursprungsstamm etabliert wurden, ist der genetische Hintergrund der Linien

vergleichbar (Kaiser, 2009).

w; Sert™ w’; Sert16d

Aktivitat
Aktivitat

Jeme—— Ay
0 360 720 1.080 1.440 0 360 720 1.080 1.440
Zeit in Minuten Zeit in Minuten

Abbildung 18 Aktivitdtsprofile von w/, Sert* und w, Sert™™

Vergleich des Aktivitdtsprofils der Durchschnittstage von der Kontrolle w-, Sert™ (n=32) und der
Serotonintransportermutante w-, Sert™® (n=30). Die roten Linien zeigen den Standardfehler an.

16d zeigt mit einem durchschnittlichen Wert von 0,32 +/- 0,02

Die Serotonintransportermutante Sert
eine signifikante Verringerung der Aktivitdt im Vergleich zum Kontrollstamm Sert*, der eine
durchschnittliche Aktivitat von 0,62+/- 0,04 aufweist (Abbildung 18). Die
Serotonintransportermutante beeinflusst jedoch nicht nur die Aktivitdt, sondern zeigt zudem auch
eine verlangerte Periode von 23,75 +/- 0,1 (p=0,026). Fir den Kontrollstamm Sert* wurde eine

Periodenlange von 23,49 +/-0.06 ermittelt. Zudem ist die Serotonintransportermutante mit 70% weit

weniger rhythmisch als die Kontrolle mit 90.6% (p=0,04).
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AuBerdem ist auch das Schlafverhalten verandert. So zeigt die Serotonintransportermutante einen
deutlich erhohten Gesamtschlaf von 18,4 Stunden (1105 +/- 15 Minuten) im Vergleich zu 14,8
Stunden (888 +/- 26 Minuten) des Kontrollstammes. Wie aus Abbildung 19 ersichtlich ist, ist auf

Grund der hohen Schlafmenge in der Nacht die Zunahme vor allem auf eine Erh6hung des Schlafes

Schlaf
60 '
. T _I’J—'——‘_I"--;.__J .
; el
o \\
= ] Y
= 40-: -
g 1
= 304
= 30 — w- Sert 4d
£ w- Sert 16d
S 27
L
10-:
O. T T T T T T T T T ™ T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20
ZT in 12:12 LD

Abbildung 19 Schlaf pro Stunde der Serotonintransportermutante und Kontrolle

Serotonintransportermutanen w—,SertlEd (n=30) zeigen eine deutlich erhéhte Schlafmenge lber

den Tagesverlauf. Durch den hohen Schlaf wahrend der Dunkelphase des Kontrollstammes w-
;Sert4d (n=32) ist dies vor allem in der Lichtphase ersichtlich. Indikatoren zeigen den Standardfehler

an. Der Balken tUber dem Diagramm zeigt den Licht(weiR)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und
12h Dunkel an.

wahrend der Lichtphase zuriickzufiihren. Jedoch sieht man am Ende der Dunkelphase, dass die

Mutante eine konstant hohe Schlafmenge pro Stunde beibehilt.
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19. GABA und Schlaf

Das Kapitel stellt mehrheitlich eine Ubersetzung des Ergebnisteils meiner Publikation dar (Gmeiner et

al., 2013):

Eine vorangegangene Studie hat gezeigt, dass der GABA, Rezeptor Rdl relevant fir das
Schlafverhalten ist, insbesondere fiir die Latenzzeit zu Beginn der Dunkelphase (Parisky et al., 2008).
Wie in der Einleitung bereits erwdhnt (Kapitel 6.3), legen die Ergebnisse der Studie nahe, das es liber
den Rdl Rezeptor hinaus eine weitere GABAerge Komponente bei der Schlafregulation gibt. Zudem
wurde im Vorfeld gezeigt, dass es eine groRe Zahl an GABAergen Neuronen im Gehirn von Drosophila
gibt, von denen einige in der Akzessorischen Medulla stark verzweigen (Enell et al., 2007; Okada et
al., 2009). Die Akzessorische Medulla enthélt unter anderem auch die dendritischen Fortsatze der

PDF Neuronen (Hamasaka et al., 2005).

Um zu Untersuchen, ob GABAz Rezeptoren auf den PDF Neuronen relevant fir das Schlaf- und
Aktivitatsverhalten sind, wurden die GABAgR2 Rezeptoren mit einer in friheren Arbeiten erfolgreich
verwendeten RNAi Linie (Root et al., 2008), wie es schon fiir die Dopaminrezeptoren versucht

wurde(siehe Kapitel 18.3), in den PDF-Neuronen hinunterreguliert.

19.1. Hinunterregulierung der GABAg Rezeptoren in den PDF Neuronen erhoht die

Aktivitat

Bei der Untersuchung der Aktivitdt der Fliegen zeigte sich, dass die Experimentgruppe mit den
hinunterregulierten GABAg Rezeptoren signifikant mehr Aktivitat zeigte, als die Kontrollgruppen
(Abbildung 20E, S. 45). Zwischen der Treiberkontrolle und der Effektorkontrolle gab es keine
signifikanten Unterschiede. Alle drei Gruppen zeigten ein bimodales Aktivitdtsmuster. Die Rhythmik
im Dauerdunkel war unbeeinflusst von der Hinunterregulierung der GABA; Rezeptoren. Alle drei
Stamme waren sehr rhythmisch (86-100%) und wiesen eine Periode von etwa 24 Stunden auf

(Abbildung 21C,D S. 46).
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19.2. Hinunterregulierung der GABAz Rezeptoren in den PDF Neuronen

beeinflusst die Aufrechterhaltung des Schlafes

Bezliglich des Schlafes konnte eine stark verringerte Schlafmenge in der Dunkelphase festgestellt
werden. Dies betraf vor allem die zweite Halfte der Nacht. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte die
Experimentgruppe in dem 6 Stunden Intervall der zweiten Nachthalfte 30 Minuten weniger Schlaf
(Abbildung 20A,C, S. 45). Gleichzeitig verringerte sich in diesem Abschnitt die durchschnittliche
Schlafabschnittslange auf 108 Minuten im Vergleich zu 135 bzw. 160 Minuten Schlafabschnittslange
bei den Kontrolltieren (Abbildung 20D, S.45). Offensichtlich sind Fliegen mit hinunterregulierten
GABA; Rezeptoren nicht in der Lage, den Schlaf in der zweiten Halfte der Nacht aufrecht zu erhalten.
Wahrend der Lichtphase sowie der ersten Hélfte der Dunkelphase konnte trotz der durchgehend
erhohten Aktivitat der Experimentgruppe kein Effekt auf den Schlaf beobachtet werden. Somit ist die
Schlafregulation mechanistisch unabhangig von der Aktivitat. Auch die Latenzzeit, die im Falle der
Studie zum GABA, Rezeptor Rdl beeinflusst wurde, verdanderte sich durch die Herabregulierung der
GABA; Rezeptoren nicht (Abbildung 20B, S. 45). Die Fliegen schliefen nach "Licht-Aus" ebenso schnell
ein wie Fliegen der Treiberkontrolle (Control 2). Die Effektorkontrolle (Controll) zeigte eine geringere

Latenzzeit. Abbildung auf Folgeseite:
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Abbildung 20 Die Hinunterregulierung der GABA;-R2 Rezeptoren in den PDF Neuronen
verringert den Schlaf in der zweiten Halfte der Nacht

L Bttt T bttt T Rttt HL©) & Bttt

RNAi = UAS-dicer2; pdf-Gal4; UAS-GABABR2-RNAi (n=61); Control 1 = UAS-dicer2; UAS-
GABABR2-RNAi (n=61); Control2 = UAS-dicer2; pdf-Gal4 (n=32)

A) Schlafkurven im LD 12:12 (10 Zyklen) in 24h (=1440 min) fir Fliegen, bei denen GABAB2-
Rezeptor hinunterreguliert wurde. Der Pfeil zeigt den reduzierten Schlaf. B) Die Schlaflatenz
nach "Licht Aus" ist in Kontrolle 1 ungewdhnlich kurz. Kontrolle 2 unterscheidet sich jedoch nicht
von der Experimentgruppe. (C—E) Der 24-h Tag ist in 6 h Intervalle unterteilt.

C) Gesamtschlaf, D) durchschnittliche Schlafabschnittslange und E) durchschnittliche Aktivitat.
Signifikante Unterschiede, die mit ANOVA und anschlieBendem Post-Hoc Test ermittelt wurden
sind mit einem Stern markiert
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Abbildung 21 Hinunterregulierung der GABAgR2 Rezeptoren in den I-LNv erh6ht den Aktivitatslevel

Hinunterregulierung der GABAzR2 Rezeptoren in den I-LNv erhoht den Aktivitatslevel in LD und DD aber beeinflusst
nicht die circadiane Rhythmik. A) GABAzR2 Immunologische Farbung gegen GABAgR2 ist in den I|-LNv der
Experimentgruppe signifikant reduziert (ANOVA F,»,=7.409,P=0.0128), nicht jedoch in den s-LNv(ANOVA
F1,21=0.2927.409,P=0.5047). B) Fliegen mit hinunterregulierte GABABR2 Rezeptoren (RNAI) zeigen signifikant erhéhte
Aktivitat in LD und DD im Vergleich zu den Kontrollen. C) Reprasentative Aktogramme von Einzelfliegen der Kontroll-
sowie Experimentfliegen. D) ANOVA gefolgt von Post Hoc Test offenbarte das die Periode vom Genotyp abhéangig ist
(ANOVA F 14,=4.597,P=0.0118). Sie war in Kontrolle 2 signifikant verkiirzt. Die Stdrke des Rhythmus, als auch die
Rhythmik selbst waren unabhdngig vom Genotyp (ANOVA; power F; 14,=2,678; P= 0,0722). Zahlen in den Sdulen zeigen
die Anzahl (n) der getesteten Fliegen .

19.3. GABA; Rezeptoren sind auf den PDF Neuronen lokalisiert

Um auch histologisch zu zeigen, dass die PDF Neuronen tatsdchlich GABAerge Signale empfangen
kénnen wurden zwei verschiedene Markierungen vorgenommen. In Kooperation mit dem Labor von

Dick Nassel, exprimierte Agata Kotodziejczyk GFP mit einer GABAgR2 spezifischen Treiberlinie (Root
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Abbildung 22 Die PDF positiven lateralen Neurone (I-LNv und s-LNv) exprimieren den GABAzR2 Rezeptor

A-1) Projektionen von jeweils 10 konfokalen Ebenen der anterioren Region rechter Gehirnhemnispharen. Der GABAg
Rezeptor ist griin dargestellt, PDF Neuronen magenta. Die rechte Spalte zeigt eine Uberlagerung beider Firbungen. Die
VergroBerung ist in allen gleich, GroBRenmarker in C ist 20um.

A-F)GABAg-R2-GAL4; UAS-gfp. Starke Expression in der akzessorischen Medulla (aME), in eins bis drei I-LNv (A,D) und in
einen wenigen nicht-I-LNv Neuronen (Stern in A). Die s-LNv sind schwach oder gar nicht markiert.

G-1) GABAgR2 Antikorperfarbung. Sowohl s-LNv, als auchl-LNv zeigen eine punktuelle Farbung

J,K) Auswertung des GFP-Signals (22 Hemnisphéaren - 85 I-LNv/73 s-LNv)), und der Antikérperfarbung (11 Hemnisphéaren -
43 |-LNv/ 44 s-LNv)

et al., 2008). Diese zeigte eine deutliche Kolokalisation mit den PDF-Neuronen (Abbildung 22A-F).
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Eine Wiederholung und Quantifizierung des Experiments bestatigte dieses Ergebnis und zeigte zudem
auf, dass der GFP-Reporter deutlich stirker in den I-LNv exprimiert wurde, als in den s-LNv
(Abbildung 22J). Um dieses Ergebnis weiter zu validieren, nutzen wir ein Antiserum gegen den
GABAgR2 Rezeptor (Hamasaka et al., 2005) und konnten in einer Doppelfarbung mit dem Antiserum
gegen PDF die Expression des GABAgR2 Rezeptors sowohl auf den s-LNv als auch den |-LNv feststellen
(Abbildung 22G-1). Die Quantifizierung ergab eine stdrkere Expression des Rezeptors auf den s-LNv
(Abbildung 22K). Beide Methoden zeigten eine deutliche Expression des Rezeptors auf den I-LNv auf
(GFP =98,8% / Antikorper = 100%). GFP wurde durch die GABAzR2-Gal4 in zwei von vier |-LNv stark
exprimiert, in den anderen beiden nur schwach. In den s-LNv wurden nur 39,7% der s-LNv mit GFP
markiert. Auf Grund der Antikorperfarbung folgerten wir jedoch, dass der GABAzR2 Rezeptor in allen
beiden Zellgruppen exprimiert wird und lediglich die GABAgR2-GAL4 Treiberlinie in den s-LNv weniger

stark exprimiert ist.

19.4. GABAgR2-RNAI reduziert die Expression der GABAg-Rezeptoren in den I-LNv
um 46%

Um zu Uberprifen, ob die Verhaltensphanotypen auf eine Reduktion der GABAzR2 Rezeptoren
zurlickzufihren sind, wurde die Intensitdt der GABAg Immunfarbung in den Experimentaltieren und
der Effektorkontrolle verglichen. Hierbei konnte eine signifikante Reduktion der Intensitat der
Farbung der GABAzR2 Rezeptoren in den I-LNv um 46% festgestellt werden. In den s-LNv wurde keine
signifikante Reduktion der Rezeptorfarbung festgestellt (Abbildung 22A). Dies stimmt mit dem
Wissen um den PDF-Gal4 Treiber Giberein, der in den s-LNv weniger stark exprimiert, als in den |-LNv.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass der Schlafphdnotyp vor allem auf eine Funktion der I-LNv in der

Aufrechterhaltung des Schlafes in der zweiten Halfte der Nacht zuriickzufiihren ist.
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20. Die Rolle des ABC Transporters WHITE in Bezug auf Schlaf

Die Mutation des WHITE Transporters beeinflusst die Menge von Dopamin, Histamin und Serotonin
im Gehirn und legt eine aktive Funktion von WHITE als Transporter dieser Amine nahe (Borycz et al.,
2008). Da Mutanten und genetische Konstrukte in Drosophila melanogaster traditionell zumeist im
white Hintergrund etabliert werden, unter anderem auch die in dieser Arbeit bisher gezeigten

Stimme wie z. B. Dat™ Sert’®

usw., kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gefundenen
Phanotypen auch durch die somit zugleich vorhandene white Mutation verursacht oder beeinflusst
werden. Im folgenden wurde die Rolle des WHITE-Transporters fir das Schlafverhalten von
Drosophila melanogaster genauer untersucht und es sollte geklart werden, welchen Einfluss der

white Hintergrund auf die durch Dopamin und Serotonin verursachten Phanotypen hat.

20.1. Untersuchung einer spontanen white Mutation

Aus dem Labor von Prof. Dr. Bernhard Possidente erhielten wir zwei Stimme, die einem

Ursprungsstamm (roo”’) entspringen, in dem sich eine spontane Mutation im white Gen ereignet hat.

Schlaf - roo??2 Stamme

Schilaf in min/h

— W+;ro022
— W-,ro022

10

5 10 15 20
ZT in 12:121LD

Abbildung 23 Schlaf pro Stunde des roo” Stammes und der spontanen white Mutation in selbigem

Rotaugige w)';roo22 Fliegen (n=31) zeigen eine normal hohe Schlafmenge Uber den Tagesverlauf. Die
weiBaugigen Fliegen w‘;roo22 (n=31) hingegen zeigen eine drastisch reduzierte Schlafmenge, sowohl am 49
Tag als auch in der Nacht. Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken Giber dem Diagramm zeigt

den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.



Somit haben wir zwei moglichst vergleichbare Stimme, was den genetischen Hintergrund betrifft, die
sich vornehmlich in der Mutation des white Gens unterscheiden. Die Untersuchung des
Schlafverhaltens zeigte deutliche Unterschiede. Die weiRaugigen Fliegen schliefen mit 10,6 Stunden
(635 Minuten) nur 56% der Schlafmenge der rotdugigen Fliegen mit 18,9 Stunden (1131 Minuten).
Die geringe Gesamtschlafmenge kommt unter anderem durch eine stark reduzierte Dauer der
einzelnen Schlafabschnitte zusammen, die fir die rotaugigen Fliegen im Schnitt 109 Minuten
dauerten, fiir die weildugigen hingegen nur 46 Minuten. Zudem zeigten nur 74,19% der weilldugigen
Fliegen ein rhythmisches Verhalten in Dauerdunkel, wohingegen 100% der rotdugigen Fliegen
rhythmisch waren (p=0,0021 Chi Square). Die Periode der weilRdugigen Fliegen war mit 23,52 +/- 0,13
Stunden signifikant verkirzt gegentiber den 24,16 +/- 0,12 Stunden der rotaugigen Fliegen (p=0,000
ANOVA).

20.2. Das Schlafverhalten von brown und scarlet Mutanten

WHITE bildet zwei Arten von Heterodimeren aus, eines mit BROWN eines mit SCARLET. Deshalb

wurde untersucht, inwieweit Mutationen dieser beiden Bindungspartner einen Einfluss auf das

Schlaf - brown und scarlet

Schlaf in min/h

ZTin12:12 LD

Abbildung 24 Schlaf pro Stunde von brown und scarlet Mutanten

Die brown Mutanten bwl(n=23), bwls(n=30) und bwlg(n=30) zeigen weniger Schlaf als scarletl(n=23), wobei bwlg(n=30) die
starkste Reduzierung aufweist. Die Doppelmutante bw'st! (n=32) zeigt eine Verschiebung der Schlafzeiten in die
Dunkelphase hinein. Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken Gber dem Diagramm zeigt den Licht(weiB)-
Dunkel schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.



Schlafverhalten haben. Es zeigte sich, dass sich scarlet mit 18,7 Stunden (1120 Minuten)
Gesamtschlaf nicht von den rotiugigen w’;roo” Fliegen unterschied. Jedoch zeigten die brown
Mutanten bw’,bw’® und bw” eine verringerte Gesamtschlafmenge. Die Mutation scarlet, die fir sich
genommen keinen Effekt auf das Schlafverhalten auslibt, verdandert jedoch die Verteilung des
Schlafes der bw’ Mutante im Licht Dunkel Zyklus, wenn man sie miteinander kombiniert. Der
Gesamtschlaf von bw’ und bw’ st’

unterscheidet sich nicht, jedoch ist an den Schlafkurven deutlich, zu erkennen, das die
Doppelmutante am Tag weniger schlaft und dies in der Dunkelphase kompensiert. Auch die
verschiedenen brown Mutanten zeigen eine unterschiedliche Schlafmenge, wobei bw™ mit 10,5
Stunden (627 Minuten) am wenigsten schlief, vergleichbar mit den weiR3ugigen w,roo” Fliegen
(Abbildung 25). In Bezug auf die Rhythmik zeigten sich alle brown Mutanten mit Gber 95%
rhythmisch, dies war signifikant mehr als die scarlet Fliegen mit nur 80% (p=0,01 Chi Square). Bei der
Analyse der Periode ergab sich kein einheitliches Bild, so unterschieden sich bw™ und st' mit 23,7h
bzw. 23,6h nicht voneinander. Jedoch unterschied sich bw'® mit 24,4h signifikant von allen anderen

Stammen auBer der Doppelmutante bw'st' mit 24,5h, wohingegen bw™ und bw' nicht voneinander

Vergleich Gesamtschlaf
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Abbildung 25 Vergleich der Gesamtschlafmenge der brown und scarlet als auch roo Stimme

Alle drei brown Mutanten zeigen signifikant weniger Schlaf als scarlett bzw. die rotaugige w+;r0022 Linie. Die
Schlafmengen von w';roo® ist vergleichbar zu der von scarlett, w;roo” hingegen vergleichbar zu bw™. Nicht
signifikant voneinander abweichende Werte wurden mit ns gekennzeichnet. Der Unterschied zwischen bw1
und bw16 ist signifikant, alle weiteren Vergleiche hochsignifikant. Indikatoren zeigen den Standardfehler an.

51



unterscheidbar waren, scarlet zu bw’ hingegen gerade noch signifikant unterschiedlich war (p=0,046

ANOVA).

21. Der Einfluss des white Gens und auf das Schlafverhalten der

Amintransportermutanten

Auf Grund der Effekte der white Mutation in den roo? Stimmen, als auch dem Hinweis auf eine
mogliche Rolle des WHITE/BROWN-Dimers bei der Schlafregulation wurden sowohl bei der

16d

Dopamintransportermutante Dat™, als auch der Serotonintransportermutante Sert'®, welche beide

1118

im w Hintergrund etabliert wurden, das X-Chromosom gegen das des Stammes CantonS

getauscht, um beide Mutanten mit und ohne intaktem WHITE-Transporter zu vergleichen und eine

mogliche Rolle von WHITE beim Amintransport zu untersuchen.

21.1. Das Schlafverhalten von Dat™ in Abhingigkeit von white

Beim Vergleich der Dopamintransportermutante Dat™ im urspringlichen w***® Hintergrund im

Vergleich zu der Dat™ Mutante mit dem X-Chromosom Wildtypstammes CantonS mit intaktem

Schlaf

Schlaf in min/h

— w-;Dat fmn
— w+; Dat fmn

5 10 15 20
ZTin12:121D

Abbildung 26 Schlaf pro Stunde von w;Dat™ und w*,Dat™

Die w;Dat™ (n=30), weniger Schlaf als w*,Dat™ (n=31). Der Unterschied ist tagsiiber deutlicher als
"Nachts". Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken (iber dem Diagramm zeigt den
Licht(weiR)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an. 52



white Gen fallt bereits bei den Schlafkurven auf, dass die Fliegen mit intaktem white Gen sowohl am

18 Hintergrund. Beide Stimme zeigen

Tag als auch in der Nacht mehr schlafen als die Fliegen im w
eine sehr geringe Schlafmenge. Die w’; Dat™ hatten eine Gesamtschlafmenge von 11,5 Stunden (692
Minuten) und waren damit signifikant weniger stark reduziert als der Vergleichsstamm w’; Datf’"", flr

den in diesem Experiment ein Gesamtschlaf von 8,6 Stunden (518 Minuten) gemessen wurde.

21.2. Das Schlafverhalten von Sert™® in Abhangigkeit von white

%4 \wurde der Kontrolle Sert* auf die selbe Weise das

Im Falle der Serotonintransportermutante Sert
X-Chromosom gegen das von CantonS getauscht, wie flr die Transportermutante auch. Wahrend der

Nacht konnten keine Unterschiede zwischen den Stammen festgestellt werden, die Schlafmenge ist

Schlaf

N
=]

Schlaf in min/h

— w+; Sert 16d
2 — w-; Sertl6d
— w+, Sert4d
— W-; 4d Sert
10
0= Ty
15 20

ZTin12:121LD

16d

Abbildung 27 Schlaf pro Stunde von w’;Sert 164

- 4d 4d
/w’, sert'® / wi;Sert™ und w’, Sert

Das Auswechseln des X-Chromosoms von w'*® nach CantonS bewirkt sowohl bei der Serotonintransportermutante, als
auch bei der Kontrolle eine Steigerung der Schlafmenge. Auf Grund der hohen Schlafmenge in der Nacht kann diese
Erhohung nur am Tag beobachtet werden. Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken iber dem Diagramm
zeigt den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.
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16d 1118

allgemein hoch. Wahrend des Tages zeigt die Serotonintransportermutante Sert™" sowohl im w7,
als auch im CantonS Hintergrund (bezogen auf das X-Chromosom) eine deutlich hohere Schlafmenge
als die Kontrolle im selben Hintergrund. Zudem ist auffallig, dass sowohl die Mutante, als auch die
Kontrolle im CantonS Hintergrund eine erhohte Schlafmenge wadhrend des Tages aufweisen. In
beiden Fallen wirkt sich das Einkreuzen des X-Chromosoms mit intaktem white Gen, wie bereits im
Falle der Dopamintransportermutante Dat™, schlafsteigernd aus (Abbildung 26 und Abbildung 27).

16d

Die statistische Untersuchung der Gesamtschlafmenge ergab, dass sich w’;Sert™*® mit 20,2 Stunden

(1214 Minuten) Gesamtschlaf signifikant (p=0,000) von allen anderen unterscheidet, w-;Sert™®®

mit
1006 Minuten sich zwar signifikant von wSert’™ mit 889 Minuten (p=0,0000), nicht jedoch von

w+;Sert* mit 16,8 Stunden (1063 Minuten) (p=0,702) unterscheidet.

21.3. Rekombination von Dat™ und Sert*®

Um mehr Einblick in die Interaktion der drei Transporter (Dopamintransporter DAT,
Serotonintransporter SERT und WHITE) zu bekommen wurde eine Rekombinante der Mutante Dat™
und Sert™® hergestellt, da diese beide auf dem zweiten Chromosom liegen. Die erfolgreiche

Rekombination wurde mit Hilfe einer PCR nachgewiesen (Abbildung 28). Fiir das Balancieren der

DAT SERT DAT SERT DAT SERT PRIMER

Abbildung 28 PCR Nachweis der erfolgreichen Rekombination von Dat™ und Sert™®™

Da Dat™ iber ein wildtypisches Serotonintransportergen und Sert™ iber ein wildtypisches Dopamintransportergen
verflgt, wurden beide Stamme verwendet, um als wildtypische Kontrolle fiir den jeweils nicht mutierten Transporter zu
dienen. Die Rekombinante zeigt sowohl das durch Deletion verkiirzte Serotonintransportergen wie die Sert™™ Mutante,
als auch den auf Grund der Insertion von 2kb eines roo-Transposons nicht mehr nachweisbaren Dopamintranporter
Dat™. Die Sert™*-Linie zeigt hingegen eine Bande fiir den Dopamintransporter ohne Insertion.
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Rekombinante wurde ein "Balancerstamm" im CantonS Hintergrund benutzt. Da die balancierten

118 qus den Transportermutantenlinien und

Weibchen somit X-chromosomal heterozygot waren (w
CantonS aus dem Balancer) konnten aus dem Stamm die rotdugigen von den weilRdugigen
Nachfahren separiert und sowohl eine w’, als auch w Linie der selben Rekombinante etabliert
werden um einen moglichst vergleichbaren genetischen Hintergrund zu erhalten.

16d

Bei der Messung des Schlafverhaltens erwies sich die Dreifachmutante w;Dat™, Sert® insofern als

problematisch, als dass sie sich dieser Stamm durch eine hohe Sterberate, geringe Nachkommenzahl

16d

und kurze Lebensdauer auszeichnet. Dadurch konnten von w:Dat™ Sert’®® im Rahmen dieser Arbeit

keine verlasslichen Werte ermittelt werden. Im Gegensatz dazu hatten w':Dat™ Sert*®
Dreifachmutanten keine ungewdhnliche hohe Sterberate wahrend der Messung des
Schlafverhaltens. Die ermittelte Gesamtschlafmenge war mit 11,9 Stunden (713 +/-53 Minuten)

vergleichbar mit w’;Dat™ mit 11,8 Stunden (707 +/- 40 Minuten).

21.4. UPLC Messung von Dopamin, Serotonin, B-Alanyldopamin und -serotonin in

Képfen

Die vorangegangenen Verhaltensversuche haben gezeigt, dass white das Schlafverhalten beeinflusst.
Da, wie bereits erwahnt, in einer anderen Studie gezeigt wurde, dass white ebenso den
Dopamingehalt und Serotoningehalt von Drosophila melanogaster beeinflusst, wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Markus Krischke vom Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie, Universitat
Wirzburg, mit Hilfe einer UPLC der Gehalt von Dopamin, Serotonin, B-Alanyldopamin und j-
Alanylserotonin in Kdpfen von Drosophila melanogaster gemessen, um zu sehen, ob white als
potentieller Transporter eines der beiden Amine diesen beeinflusst und die gefunden
Schlafphdnotypen damit korreliert werden konnen. Fir Dopamin ist bekannt, dass es einen
Transportweg Uber die Gliazellen als B-Alanyldopamin gibt. Da nicht ausgeschlossen werden kann,

dass auch andere Amine in Gliazellen alanyliert werden kénnen, wurde ebenso B-Alanylserotonin

16d 16d _

gemessen. Fir die Messung wurden die Stimme w’;Dat™ - w;Dat™ - w+Sert’® - w;Sert

1118

w+Sert’ - w’; Sert* - w'; Dat™ Sert’® - w; Dat’™, Sert’®, sowie CantonS und w8 ausgewihlt.

Fir alle getesteten Genotypen konnte der Gehalt an Dopamin, B-Alanyldopamin und Serotonin
bestimmt werden (Abbildung 29). B-Alanylserotonin konnte in keinem der Genotypen nachgewiesen
werden. Beim statistischen Vergleich aller Genotypen beziiglich des Dopamingehalts konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden. B-Alanyldopamin hingegen ist in allen rotdugigen
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Genotypen mit Ausnahme von w*;Serthd

signifikant erhoht. Dies ist besonders interessant, da auch
der Gesamtschlaf bei den rotdugigen Genotypen im Vergleich zu ihren weiBaugigen Pendants
signifikant erhoht ist (Kapitel 21.1 und 21.2). Bei der Messung der Serotoninmenge unterschied sich
lediglich CantonS signifikant von allen anderen Stammen. Interessant ist auch, dass der Stamm w;
Datf’"”, Sert®® den niedrigsten Serotoninwert hat, was eine Ursache fiir die hohe Sterberate sein

koénnte (Abbildung 29, S. 57).

Mit Hilfe einer 2-Wege ANOVA konnte gezeigt werden, dass der Serotoningehalt vom white
Hintergrund abhangig ist (F=11.874; p= 0,001), ebenso der B-Alanyldopamingehalt (F=81.944; p=
0,000), wohingegen der Dopamingehalt nicht signifikant vom white-Hintergrund beeinflusst wird

(F=3,161; p=0,079).
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Abbildung 29 UPLC Messung Dopamin, 3-Alanyldopamin und Serotonin in Képfen

Die Genotypen mit intaktem WHITE Transporter sind mit rotem Rand hervorgehoben.
Gruppen, die sich nicht signifikant unterscheiden, wurden mit dem gleichen Buchstaben
gekennzeichnet. Die Zahlen in den Balken entsprichen der Probenmenge. Jede Probe besteht
aus 20 Kopfen. Dopamin zeigte keine signifikanten Unterschiede. Bei B-Alanyldopamin zeigt
sich, dass die w’-Genotypen mit Ausnahme von wSert™™ eine signifikante Erhéhung der -
Alanyldopaminmenge im Vergleich zu ihren w™-Pendants zeigen. Serotonin ist nur in CantonS
signifikant erhoht. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an.
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22. Der Einfluss von ebony auf das Schlafverhalten

Die B-Alanylgruppe wird durch EBONY, ein fir Gliazellen spezifisches Protein, an Dopamin angefiigt.
Somit stellt sich sowohl die Frage, welchen Einfluss ebony selbst auf das Schlafverhalten hat, als auch

die Frage nach der Rolle der Gliazellen in Bezug auf die Schlafregulation. Deshalb wurde sowohl

1118

ebony’ im w8, als auch CantonS Hintergrund getestet und sowohl die Dopamintransportermutante

16d

Dat™, als auch die Serotonintransportermutante Sert'® mit der ebony’ Mutation kombiniert.

1600 - Gesamtschlaf
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Abbildung 30 Ubersicht Gesamtschlaf der Kombinationen aus white/Datfm"ISert“d/Sert"d und ebony1

Gruppen, die sich nicht signifikant unterscheiden, wurden mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet. Genotypen mit
intaktem White Transporter wurden rot gekennzeichnet. Zahlen in den Balken geben die Anzahl der Versuchstiere an. w'le
wurde als Orientierung miteingefligt, jedoch im statistischen Vergleich nicht miteinbezogen und ist deshalb grau gefarbt.
Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an.

In Abbildung 30 sind sowohl der Gesamtschlaf der in Kapitel 21.1 und 21.2 getesteten Genotypen, als
auch die mit ebony’ kombinierten Stimme dargestellt. Zur Orientierung wurde w''*¥ mit dargestellt,
allerdings im statistischen Vergleich nicht bericksichtigt. Die ebony Mutante wird durch den
Austausch des X-Chromosoms nicht beeinflusst, auch die Serotonintransportermutante zeigt in
Kombination mit ebony’ keine Anderung des Gesamtschlafes. Einen massiven Einfluss zeigt ebony auf
das Verhalten der Dat™ Mutante. Im Fall der Dreifachmutante w;Dat™:e’ heben sich die Effekte
gegenseitig auf und sie zeigt im Gegensatz zu w;Dat™ keine verringerte Gesamtschlafmenge. Der
Gesamtschlaf von w’;Dat™";e’ unterscheidet sich nicht von den Dat™ Stimmen ohne ebony

(w';Dat™ und w;Dat™) und schlaft somit weniger als w;Dat™e'. Im Gegensatz zu den zuvor
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besprochenen Stammen bewirkt das Vorhandensein des WHITE-Transporters in diesem Fall somit
keine Zunahme der Schlafmenge im Vergleich zu dem ansonsten identischen Genotyp. Ein Blick auf
die Aktogramme zeigt einen bemerkenswerten Unterschied zwischen w;Dat™";e’ und w’;Dat™;e’ in

Bezug auf die Verteilung der Aktivitat (Abbildung 31).

w-; Dat fmn; e? w-; Dat fmn; e? w+; Dat fmn; e? w+; Dat fmn; e?
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Abbildung 31 Aktogramme von w’;Dat"™";e’ und w’;Dat™";e’

In den Aktogrammen ist deutlich zu sehen, dass w';Dat™e’ aktiver ist als w;Dat™"e’. Besonders
bemerkenswert ist, dass diese Aktivitat in die Nacht verschoben wird.

In den Schlafkurven spiegelt sich der Effekt der im Aktogramm zu beobachten war. Wahrend der
Nacht ist ein dramatischer Abfall der Schlafmenge in w':Dat™ e’ zu beobachten (Abbildung 32).

Die Aktogramme und Schlafkurven der anderen Genotypen zeigten keine besonderen Auffalligkeiten.

Schlaf
60- .|
50-:
= 1
= 404
E 1 — w-;Dat fmn; el
£ 2] — w+, Dat fmn; el
-
£ ]
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C- L
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Abbildung 32 Schlafkurven von w;Dat™":e" und w’;Dat™;e’
Die w:Dat™e' (n=30), weniger Schlaf als w*,Dat™e’ (n=29). Die Nachtaktivitit basiert auf einer starken Reduktion des
Schlafes wahrend der Dunkelphase. Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken tber dem Diagramm zeigt den

Licht(weil)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.
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23. Die Bedeutung der Gliazellen bei der Schlafregulation

Da white einen deutlichen Einfluss auf das Schlafverhalten gezeigt hat, der mit dem in Gliazellen
durch ebony produziertem B-Alanyldopamin korreliert, wurde im Folgenden die Rolle von white in
Gliazellen in Bezug auf das Schlafverhalten genauer untersucht. Hierzu wurde eine UAS-white Linie
exprimiert, sowohl mit repo-Gal4 , der in allen Gliazellen von Drosophila melanogaster exprimiert
(Sepp et al., 2001), als auch mit NP3233-Gal4, der nur in astrocytendhnlichen Gliazellen exprimiert
(Awasaki et al., 2008). Beide wurden zuvor das X-Chromosom von w

befand sich bereits im w

1118

1118

Hintergrund. Die Expression von UAS-white in Gliazellen (sowohl repo-

eingekreuzt. Die UAS-Linie

Gal4, als auch NP3233-Gal4) ergab keine signifikanten Effekte bezliglich des Schlafverhaltens. Ebenso

wurde swowhl die Periode die knapp unter 24 Stunden lag (23,8h bzw. 23,9h), als auch die allgemein

Schlaf - White Expression in Gliazellen

N
=]

]
]

Schlaf in min/h

— w1118;NP3233-Gal4/+
w1118;repo-Gal4/+

— w1118;repo-Gal4/UAS-w

— wl1118;;UAS-w
w1118;NP3233-Gal4;UAS-w

15 20

ZT in 12:121D

Abbildung 33 Schlafkurven von der Expression von UAS-white in Gliazellen

Bei der Expression von UAS-white in Gliazellen durch sowohl repo-Gal4 als auch NP3233-Gal4 konnte kein Effekt gefunden
werden. Die Anzahl der Versuchstiere in der Reihenfolge der Legende von oben beginnend mit w1118;NP3233-Gal4/+ nach
unten (n=26/n=31/n=32/n=32/n=32). Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken Gber dem Diagramm zeigt
Licht(weil)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an.
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hohe Rhythmik (94-100%) nicht beeinflusst. Allerdings ist zu bedenken, dass sowohl die GAL4, als
auch das UAS-Konstrukt je eine mini-white Sequenz enthalten. Diese ist moglicherweise ausreichend
um das Fehlen eines endogenen white zu kompensieren, so dass weitere Expression zu keinen

zusatzlichen Effekten fuhrt.
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24. Ektopische Variation der white Expression in dopaminergen Neuronen

Die erhdhten B-Alanyldopaminwerte bei Expression von endogenem white sind ein deutlicher
Hinweis auf eine Funktion des White Transporters bei der Aufnahme von Dopamin in die Gliazellen.

Dennoch wurde bei Expression von white in den Gliazellen kein Effekt gefunden. Es kann nicht
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—— UAS-w-RNAi/+

ZTin 12:12LD

Abbildung 34 Schlafkurven von der Expression von UAS-white und UAS-white-RNAi in dopaminergen Neuronen

A Zwischen dem Schlaf der Treiberkontrolle TH-Gal4/+ (n=31), der Effektorkontrolle UAS-white/+ (n=31) und der Expression
von white in den dopaminergen Neuronen TH-Gal4/UAS-w (n=32) konnte kein signifikanter Unterschied im Schlaf
festgestellt werden

B Auch bei der Hinunterregulierung einer potentiellen endogenen Expression von white in den dopaminergen Neuronen
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Schlaf der Treiberkontrolle TH-Gal4/+ (n=31), der Effektorkontrolle
UAS-white-RNAi/+ (n=32) und der Expression von white-RNAi in den dopaminergen Neuronen TH-Gal4/UAS-w (n=32)
konnte keine signifikanter Unterschied im Schlaf festgestellt werden

Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken Gber dem Diagramm zeigt den Licht(weiB)-Dunkel(schwarz) Zyklus
mit 12h Licht und 12h Dunkel an.
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ausgeschlossen werden, dass white indirekt auf die Menge an B-Alanyldopamin wirkt, zum Beispiel
durch einen direkten Ricktransport von Dopamin aus dem synaptischen Bereich in die
dopaminergen Neurone. Dies wiirde eine verringerte Aufnahme und somit Anhaufung von
Alanyldopamin aus den Gliazellen bewirken, solange ausreichend Dopamin im dopaminergen Neuron
vorhanden ist. Es wurde sowohl UAS-white als auch white-RNAi mit der TH-Gal4 Treiberlinie
exprimiert, die in fast allen dopaminergen Klustern bis auf das PAM Kluster exprimiert. Wie aus
Abbildung 34 ersichtlich ist, zeigt die sowohl Expression von UAS-white, als auch UAS-white-RNAi
kleinere Abweichungen von den Kontrollstammen, allerdings erwiesen sich die Unterschiede im

Gesamtschlaf bei der statistischen Uberpriifung als nicht signifikant.

25. Expression der UAS-white-RNAi mit GMR-Gal4

Da die Expression der UAS-w-RNAi keinen Effekt verursacht hatte, wurde die generelle Funktionalitat

GMR-Gal4 x UAS-w-RNAi GMR-GAL4 x w1118

Abbildung 35 Expression der UAS-white-RNAi mit GMR-Gal4

Die RNAi-Linie fur white erweist sich als funktional und fiihrt zu einer deutlichen optischen
Reduktion der Expression der Augenpigmente.

der RNAi-Linie bezliglich der Suppression der WHITE Expression lberprift. Dazu wurde die UAS-
White-RNAi mit GMR-Gal4, in den Komplexaugen exprimiert. Wie Abbildung 35 zeigt, erwies sich die

UAS-w-RNAi-Linie als funktional und unterdriickt die Expression von WHITE in den Komplexaugen.
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26.

Da die Kombination der

Circadiane

Phanotypen

Transportermutanten

der

verschiedenen

Kombinationen

von

Mutation des WHITE-Transporters mit den Mutationen fiir die

Wideraufnahmetransporter von Dopamin und Serotonin deutliche Effekte auf den Schlaf gezeigt

haben, interessierte mich ob es auch weitere Phanotypen auf das Aktivitatsverhalten gibt. Da Schlaf

zwar durch das circadiane System reguliert wird, aber an sich kein circadianer Phanotyp ist, testete

ich einige der verwendeten Stamme auch in unterschiedlichen Tageslangen und bestimmte die Lage

der Aktivitatsmaxima.

Dafiir wurden die Aktivitat der Staimme w':Sert* / w; Sert* / w': Sert’®® / w’; Sert'®™ / w':Dat™ / w

;Datfm" bei 100lux in 24-Stunden-Tage mit folgenden Licht/Dunkel Zyklen aufgenommen: 4L:20D -

8L:16D - 12L:12D - 16D:8L - 20L:8D. Fiir die mittleren drei Tageslingen wurde zusatzlich w''*®

aufgezeichnet. Die Durchschnittstage sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36 Durchschnittstage der Kombinationen aus Transportermutanten in unterschiedlichen Tageslangen

Die Aktivitat ist als Durchschnittstag dargestellt. Fir die Lichtregime abweichend von 12:12 wurden jeweils die Tage 4-10 fur die
Auswertung benutzt. Die roten Linien geben den Standartfehler an. Die Dunkelphase ist Giber der Aktivitatslinie in Grau darunter in
schwarz hervorgehoben. Das Lichtregime ist der Legende rechts zu entnehmen, der Genotyp einer Spalte steht unten, die Anzahl der
Versuchstiere ist im Graph angegeben. Es sind deutliche Unterschiede der Aktivitdatsmaxima eines Genotyps in Abhdngigkeit des white
Genotyps erkennbar. Dies ist in den Lichtregimen L8:D16 und L20:D4 besonders deutlich.
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L8:D16

L12:D12

L16:D8

L20:D4



Insbesondere bei den beiden Transportermutanten Sert™®™ und Dat™ wird der Einfluss von white
sichtbar, vor allem unter Langtagbedingungen. Um eine genauere Aussage machen zu koénnen,

wurden die Maxima der Aktivitdtsmaxima morgens und abends bestimmt. Dies erwies sich bei
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fmin
rah = N Dat
ol 3 Sert 6 18:6
ﬁ FOIE Sert %
o by 4. Dat fmn
12:12
m'_a E Sert 16d
e L Sert *°
8:16
e =g 51 . Sertm
e B sert™
I ' I 7 ' I ' I '
200 400 800 1.000 1.200

Zeit in Minuten

Abbildung 37 Lage der Aktivitatsmaxima von Transportermutanten bei unterschiedlichen Tageslangen

Licht bzw. Dunkelheit sind durch grauen(D)/weiBen(L) Hintergrund gezeigt. Die senkrechte schwarze Linie verdeutlich die
Grenze Licht AN bzw. Licht AUS. Die Lage der Maxima ist durch die Datenpunkte gekennzeichnet wobei, die weilen
Datenpunkte den Genotyp mit w'le Hintergrund, die roten Datenpunkte den Genotyp mit CantonS X-Chromosom
symbolisieren. Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Das Lichtregime L:D ist rechts angegeben. Die Zeit in Minuten
ist beginnend um 00:01 mit der Minute 1 zu verstehen.

extrem kurzen Tagen (4L:20D) als nicht mehr méglich, weshalb sich die weitere Analyse auf die Daten
von 8L:16D bis 20L:4D beschrinkt. Abbildung 37 gibt eine Ubersicht {iber die verschieben der
Maxima aller Genotypen. In allen drei Fallen, Sert”, Sert'®™ und Dat™ zeigte sich eine

hochsignifikante Abhangigkeit der Maxima vom Lichtregime. Jedoch bewirkte der Austausch des X-

Chromosoms und damit der Wechsel eines intakten white Gens zu einem mutanten, lediglich in den
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beiden Transportermutanten Sert™™ und Dat™ einen signifikanten Effekt bezlglich der Lage der
Maxima. Im Falle von Sert™® war nur das Abendmaxima von white abhingig (F=49,518; p= 0,000), im
Falle von Dat™, sowohl das Morgenmaxima (F=50,885; p=0,000), als auch das Abendmaxima(F=
117,399; p= 0,000). Bei der Kontrolle Sert* zeigte weder das Morgenmaxima (F=0,192; p= 0,662)
noch das Abendmaxima (F=0,202; p= 0,654) eine von white abhéngige Verschiebung. Dies deutet auf
eine Interaktion der Amintransporter und white in Bezug auf die circadiane Regelung der Maxima in

Lang- und Kurztagen hin.

Eine Auswertung der Tag- und Nachtaktivitat (Abbildung 38, S.67) ergab, dass sich die Aktivitat der
Kontrolle Sert® und Dat™ am Tag in allen Lichtregimen signifikant erhéht, wenn das white-Gens

mutiert ist. Dat™ zeigt zudem an extrem langen Tagen (L:D 20:4) auch eine signifikante Erhohung der

1118

Nachtaktivitat im w—° Hintergrund.

16d

Die Serotonintransportermutante Sert” zeigte an nur extrem langen Tagen (L:D 20:4) eine

1118

signifikante Erhohung der Aktivitdt im w Hintergrund, was eine interessante Parallele zu der

erhohten Nachtaktivitit von Dat™ darstellt (Abbildung 38, S. 67).
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Abbildung 38 Gesamtaktivitét fiir die Licht- bzw. Dunkelphase der Transportermutanten

Die Graphen zeigen die Aktivitdt der Transportermutanten in der Licht bzw. Dunkelphase in den Lichtregimen A) 8h:16h L:D, B)
16h:8h L:D, C) 12:h:12h: L:D, D) 20h:4h L:D. Die Aktivitat wahrend der Lichtphase ist in gelb, die wahrend der Dunkelphase in grau
dargestellt. Die Indikatoren geben den Standardfehler an. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Balken zeigen statistische
Signifikanz an. Mit einer Ausnahme kann in allen Lichtregimen, bei jedem Genotyp durch Anderung des white Hintergrunds eine
statistisch signifikante Zunahme der Aktivitdt wahrend der Lichtphase gemessen werden. Im Falle von 16dSert ist dies nur unter
extrem langen Tagen der Fall (D). Auf die Aktivitdt in der Dunkelphase hat der white Hintergrund keinen Einfluss.




27. Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in den PDF-Neuronen in Lang-

und Kurztagbedingungen

Auf Grund der komplexen Phanotypen bezliglich der Position der Maxima in den verschiedenen
Amintransportermutanten wurde nochmals die Expression der Dopaminrezeptoren mittels RNAi in
den PDF-Neuronen herabreguliert und Uberpriift, ob es in den Lang- und Kurztaglichtbedingungen
(18L:6D bzw. 6L:18D bei 100 lux Weillicht LED) zu einer Beeinflussung der Aktivitdtsmaxima kommt.
Wie aus Abbildung 39 ersichtlich ist, zeigten die Experimenttiere in allen Genotypen kein von den

Kontrollgruppen abweichendes Aktivitatsverhalten, weder in Kurz- noch in Langtagbedingungen.

L:D

_J\;u //a‘ 16:8

M .~ —Jﬁ{_— -

UAS-dicer2;; UAS-dicer2;pdf-Gal4; UAS-dicer2;pdf-Gal4 UAS-dicer2;pdf-Gal4; UAS-dicer2;;
UAS-D2R-RNAI UAS-D2R-RNAI UAS-DopR-RNAi UAS-DopR-RNAi

=

16:8

8:16

=i

UAS-dicer2;; UAS-dicer2;pdf-Gal4; UAS-dicer2;pdf-Gal4 UAS-dicer;pdf-Gal4 UAS-dicer2;;
UAS-D2R-RNAi VDRC UAS-D2R-RNAi VDRC UAS-DopR2-RNAI UAS-DopR2-RNAI

Abbildung 39 Durchschnittstage der Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in den PDF-Neuronen in Lang- und
Kurztagbedingungen

Mit Hilfe der Expression von RNAi Konstrukten fiir die Dopaminrezeptoren mittels PDF-Gal4 wurde untersucht, ob es zu
einer Verschiebung der Maxima der Aktivitat in Lang- (16L:8D) und Kurztagbedingungen (8L:16D) kommt. Es wurden jeweils
die Tage 4-10 fir die Auswertung benutzt. Die roten Linien geben den Standardfehler an. Die Dunkelphase ist tber der
Aktivitatslinie in Grau darunter in Schwarz hervorgehoben. Das Lichtregime ist der Legende rechts zu entnehmen, der
Genotyp einer Spalte steht unten. Es wurden in allen Fallen zwischen 30 und 32 Versuchstiere gemessen, mit Ausnahme des
Genotyps UAS-dicer2;UAS-DopR-RNAi fiir den nur 26 Versuchstiere verwendet wurden. Die Aktivitatskurven der
Versuchstiere sind innerhalb des durch die Kontrolltiere vorgegeben Verhaltens und es kann keine Verdnderung des
Phanotyps durch Expression der RNAi Konstrukte festgestellt werden.
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28. Nutzung eines Period-Luziferase Reportersystems

Die Nutzung von RNAiI fir die Dopaminrezeptoren fiihrte zu keinem Aufschluss dariliber, inwieweit
Dopaminsignale in den Uhrneuronen einen Effekt auf den Schlaf haben. Da jedoch die Dat™
Mutante eine verldangerte Periode und die dopamindefizienten Fliegen eine geringere Rhythmik
aufwiesen, wurde ein Luziferase-Reportersystem genutzt, um einen moglichen Effekt von
Dopaminsignalen auf das PERIODcycling zu Uberpriifen. Hierzu wurde ein XLG-Luziferase Stamm
verwendet, der eine Fusion der Luziferase an das Periodprotein darstellt. Dadurch kann in vivo der
molekulare Rhythmus der inneren Uhr anhand der Lumineszenz gemessen werden, solange die
Innere Uhr intakt ist. Alle Versuche sind bei 20°C und einem externen Licht-Dunkel Zyklus von 12

Stunden Licht und 12 Stunden Dunkel durchgefihrt.

28.1. Lithium verschiebt die Phase des Period-Cyclings

Lithium kann die Phase von Drosophila melanogaster beeinflussen, indem es mit dem GSK-3beta

Homolog shaggy interagiert (lwahana et al., 2004; Ko et al., 2010). Um die Effizienz des Luziferase-

Der Effekt von LiCl auf den Periodzyklus

1200

N=36

1000

= XLG-luc

—XLG-LUC plus 10mM KCL

XLG-luc plus 10mM LiCL

Lumineszenz

mechanische Stérung

0
1 13 25 37 49 61 73 B5 97 109 121 133 145 157 169 181 193 205 217 229 241 253 265 277 289 301 313

Zeit in 30 min Einheiten
Abbildung 40 Der Effekt von LiCl auf XLG-luc

Der Licht-Dunkel-Zyklus ist durch die graue Schattierung fiir die Dunkelphase angezeigt. Die Lumineszenz von je 36 XLG-luc
Kopfen in reinem Medium, mit 10mM KCl und 10mMLiCl wurden verglichen. Lithium verschiebt die Phase in den ersten
beiden Zyklen (mit Stern gekennzeichnet). An den weiteren Tagen driften die mit Lithium behandelten Fliegen wieder in die
Phase der Vergleichsgruppen zuriick. Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an, aus Griinden der Ubersichtlichkeit

wurden die Indikatoren von XLG-luc (blau) weggelassen.



Reporters beziglich moglicher den Rhythmus beeinflussender Reagenzien zu Uberprifen, wurde
10mM Lithiumchlorid, 10mM Kaliumchlorid als neutrale Kontrolle und gar kein Reagenz zu dem
ansonsten identischen Medium zugefiigt. Gemessen wurde die Lumineszenz von Képfen der XLG-luc
Fliegen. Da der bekannte Effekt von Lithium im genutzten System nachgewiesen werden konnte,

wurde das System genutzt um den Effekt anderer Reagenzien auf den PERIODzyklus zu untersuchen.

28.2. Test der LOPAC*®°-Bibliothek

Um zu sehen, ob dopaminerge sowie serotonerge Signale einen direkten Einfluss auf den
molekularen Rhythmus der Inneren Uhr haben, wurde das XLG-Luziferase System verwendet um die
181 pharmazeutisch aktiven Komponenten der Lopac’® Bibliothek zu testen, von denen 83
Komponenten Effekte auf das serotonerge System haben und 98 Komponenten auf das
dopaminerge. Fiir die Ubersicht aller genutzten Komponenten siehe Anhang LOPAC Bibliothek
Tabelle 5. Aus diesem ersten Screen wurden die subjektiv auffalligsten Komponenten ausgewahlt,

um genauere Experimente mit mehr Képfen durchzufihren (Tabelle 4):

Tabelle 4 Auffillige Komponenten aus erstem Screen

Komponente Klasse Wirkung Ziel im Sauger
Venlafaxine hydrochloride Serotonin Wiederaufnahme 5-HT and NE
WAY-100635 maleate Serotonin Antagonist 5-HT1A
3-Tropanyl-3,5- Serotonin Antagonist 5-HT3
dichlorobenzoate

N-omega-Methyl-5- Serotonin Ligand

hydroxytryptamine oxalate

salt

Metergoline Serotonin Antagonist 5-HT2/5-HT1D
L-741,626 Dopamin Antagonist D2
1-Phenylbiguanide Serotonin Agonist 5-HT3
(£)-Quinpirole Dopamin Agonist D2 >D3
dihydrochloride

Propionylpromazine Dopamin Antagonist D2
hydrochloride

SKF 75670 hydrobromide Dopamin Agonist D1

ST-148 Dopamin Antagonist D2

Trazodone hydrochloride Serotonin Inhibitor Wiederaufnahme
SKF 89626 Dopamin Agonist D1
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Fiir erste Versuche aus dieser Hitlist wurden Quinpirole Dihydrochlorid, ein D2 Agonist, Spiperone
Dihydrochlorid, ein D2 Antagonist, der jedoch in dem ersten Screen nicht auffallig war und SKF
89626, ein D1 Agonist, ausgewdhlt. Alle drei wurden in frilheren Arbeiten mit Drosophila
melanogaster erfolgreich verwendet und sind somit nicht spezifisch fiir Sdugertiere. Da alle drei
Komponenten in DMSO gel6st sind, wurde der Kontrolle ebenfalls DMSO zugefiihrt. Pro Gruppe je
zehn Kopfe einzeln in einer Vertiefung der Titerplatte in Medium gehalten und der

Lumineszenzzyklus (iber vier LD 12h:12h Zyklen gemessen.

Quinpirole: selectiver D2 Agonist
400 - \ Spiperone: selectiver D2 Antagonist

selectiver D1 Agonist
DMSO Kontrolle

300 -

200 -

10':' T T T T T T T T T T T T T T
1 13 25 37 449 61 73 85 a7 109 121 133 145 157 169

Zeitin 30 Minuten Einheiten

Abbildung 41 Beispiel gemittelter Kurven der Lumineszenz von je 10 gemessenen Kopfen

Die gemittelten Kurven der Lumineszenz von XLG-Kopfen innerhalb von vier LD 12h:12h Zyklen
zeigt eine leichte Verschiebung der Phase an Tag 2 nach Zugabe der Komponenten im Vergleich
zur Kontrolle. Fur eine Auswertung der Verschiebung siehe den ersten Graphen von Abbildung
42. Quinpirole, Spiperone und SKF 89626 wurden in eine Konzentration von 100uM zugefiigt.

Von jedem einzelnen Kopf wurde die Zeit des Maximums pro Zyklus bestimmt. Der Mittelwert der
DMSO Kontrolle wurde als Referenzzeit = 0 gesetzt und die Abweichung der Experimentgruppen zur
Kontrolle zweier Experimente ist in Abbildung 42 dargestellt. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist,
war der Effekt der einzelnen Komponenten auf die Phasenverschiebung nicht reproduzierbar
(Abbildung 42). Mogliche Grinde hierfir stellt unter anderem die Tatsache dar, dass ganze Kopfe
verwendet wurden, da diese sowohl das Eindringen der Komponente in das Gewebe erschweren, als
auch der Tatsache Rechnung getragen werden muss, das nicht nur die Uhrneuronen, ein Zyklus des

Proteins PERIOD aufweisen, sondern auch andere Gewebe, wie z. B. die Photorezeptoren. Auch die

71



Phasenenverschiebung in h

Amplitude der Lumineszenz, welche in Abbildung 41 einen sichtbaren Unterschied zeigt, zeigte sich
als auRert variabel und nicht reproduzierbar. Deshalb wurde die Untersuchung der LOPAC'**
Bibliothek nicht weitergefiihrt, sondern versucht eine Kultivierung von Gehirnen zu etablieren. Leider
blieb dies erfolglos (siehe Material und Methoden fiir Details der Versuche: Kapitel 13

Biolumineszenzmessung von Gehirnen Seite 24).

4,00 4,00
B Quinpirole Dihydrochlorid

Spiperone hydrochlorid

m SKF 89626
m Control DMSO I 2,00
0,00 I;I. I. I. 0.00 - II‘I I
2,00 -
-4.00 - -4.00

Tagl Tag 2 Tag 3 Tag4 Tagl Tag2 Tag 3 Tag4
Abbildung 42 Phasenverschiebung in zwei unabhangigen Experimenten
Die Zeit des Maximums der DMSO Kontrolle wurde fiir jeden Tag als Nullwert definiert. Die Abweichung wurde in Bezug

dazu dargestellt. Friihere Maxima, wurden als negative Werte aufgetragen, spatere als positive. Der Vergleich der zwei
Experimente zeigt, dass die Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten. Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an.
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29. Schlaf in Wildtypstammen

29.1. Schlafvarianz in Wildtypstammen

Zum allgemeinen Verstandnis der in dieser Arbeit ermittelten Daten méchte ich zum Abschluss kurz
das Schlafverhalten verschiedener Wildtypstamme miteinander vergleichen. Ein Blick auf Abbildung
43 zeigt sofort, dass diese ein sehr heterogenes Schlafverhalten aufweisen. Es wurden CantonsS,
OregonR, HU 2-1 und Flotte Lotte als echte Wildtypstamme verwendet. Zusatzlich wurde in diesem

Exoeriment w''*®

verwendet, welcher zwar kein echter Wildtypstamm ist, aber in dieser Arbeit wie in
vielen Publikation als Kontrollstamm verwendet wird und der haufigste Ursprungsstamm fir

genetisch veranderte Drosophila melanogaster in der Forschung ist. Der starke Effekt, den der white

Schlaf - Wildtypen

=

S,

IE

£

IE

"E — Canton S

% — '-31118 .
— Oregon

/)]
— HU 2-1

Flotte Lotte
L] L] L] L] I L] L] L] L
20

ZT in 12:121LD

Abbildung 43 Schlaf pro Stunde diverser Wildtypstimme

Schlafkurven von CantonS (n=31), w1118 (n=31), OregonR (n=28), HU 2-1 (n=30) und Flotte Lotte (n=32) im LD 12:12 (10
Zyklen) in 24h (=1440 min). Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Der Balken lber dem Diagramm zeigt den
Licht(weil)-Dunkel(schwarz) Zyklus mit 12h Licht und 12h Dunkel an. Es kdnnen deutliche Unterschiede zwischen den
Stammen festgestellt werden. Der Unterschied zwischen w1118 und CantonS ist allerdings erstaunlich gering. Eine
deutliche Abweichung stellt der Stamm Flotte Lotte dar, der in der zweiten Halfte der Nacht keine sehr hohe
Schlafmenge pro Stunde mehr aufweist.

Hintergrund in den vorangegangenen Versuchen auf die Amintransportermutanten hatte, konnte

1118

hier zwischen CantonS und w™ " nicht gemessen werden.
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1118

Der Vergleich der Gesamtschlafmenge zeigt, dass CantonS, w" und HU 2-1 eine vergleichbar hohe

Schlagmenge aufweisen (16,4 h - 17,6h = 984min-1057min). OregonR zeigt eine signifikant erhohte

A N
Schlafabschnittslange
150 -
a b a C a/c
111
100 -
71
64 59
50 - 44 .
O 1 T T . T 1
CantonS w1118 OregonR HU 2-1 Flotte Lotte
B Gesamtschlaf
a a/c b a/c C
/ 1159 /
1057
1014 984 979
1000 1
- I
0 T 1
Canton$S w1118 OregonR HU 2-1 Flotte Lotte

Abbildung 44 Ubersicht Gesamtschlaf und durchschnittliche Schlafabschnittsldnge verschiedener Wildtypen

A Durchschnittliche Schlafabschnittslange

B Durchschnittlicher Gesamtschlaf von CantonS (n=31), w1118 (n=31), OregonR (n=28), HU 2-1 (n=30) und Flotte Lotte
(n=32) im LD 12:12 (10 Zyklen) in 24h (=1440 min)

Die Indikatoren zeigen den Standardfehler an. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Balken zeigen die statistische
Signifikanz an.

Gesamtschlafmenge von 19,3 Stunden (1159min) und Flotte Lotte eine signifikant niedrigere
Schlafmenge von 16,3 Stunden (979min ). Bei der Schlafabschnittslange zeigt sich ein etwas anderes
Bild. Die Schlafabschnittslange erwies sich im Laufe dieser Arbeit als extrem variabel und nicht immer

18 stammes aus Kapitel 18.1

als zuverlassiger Parameter. Als Vergleich dazu die Messung des w
(5.33, Abbildung 10), der mit 16,5 Stunden (988,3min) zwar eine vergleichbare Menge Gesamtschlaf,
mit 67,44min aber eine nur etwa halb so hohe Schlafabschnittsdauer aufweist, wie die Messung in
dem hier gezeigten Experiment (Abbildung 44). Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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weitestgehend auf die Darstellung der Ergebnisse fiir die Schlafabschnittsdauer verzichtet, da der

Gesamtschlaf die verldssliche Komponente darstellt.

29.2. Videoanalyse der Schlafposition

Eine Videoaufnahme von Drosophila melanogaster Mannchen sollte das Einnehmen der typischen
Schlafposition aufzeichnen. Auf Grund des Winkels der Fliege zur Kamera und der Dauer der
Absenkbewegung ist dies eine selten zu erkennendes Ereignis. Die Abbildung 45 zeigt die
Absenkbewegung in einem Zeitfenster von 8 min 31 s, welche erst durch einen Zeitraffer entdeckt
werden konnte. Diese entspricht in ihrer Position dem Stand der Literatur (Hendricks et al., 2000),
doch die dafiir gebrauchte Zeitspanne Ubersteigt die 5 Minuten, welche als Definition fiir Schlaf

verwendet werden und spricht fiir die in dieser Arbeit verwendete Definition von 10 Minuten.

8:31 min
Abbildung 45 Schlafposition Drosophila melanogaster
Die Abbildung zeigt eine folge von Screenshots einer Fliege in einem Trikinetiks
Verhaltenréhrchen. Die zeitlichen Abstande der Screenshots sind variabel und erstrecken sich
Uiber einen Zeitraum von 8:31 Minuten. Es ist deutlich das Absinken der Fliege auf die

Vorderbeine zu erkennen, das in Echtzeit auf Grund der Langsamkeit der Bewegung nicht
wahrgenommen wird
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IV Diskussion

30. Amintransporter und Schlaf

Die in Kapitel 18 gezeigten Daten belegen die dominante Rolle der Amine bei der Schlafregulation.
Fur die Mutante Dat™ konnte gezeigt werden, dass der Schlaf wihrend des gesamten 24h-Zyklus

169 eine

deutlich reduziert ist. Im Gegensatz dazu zeigt die Mutation des Serotonintransporters (Sert
signifikante Erhéhung des Schlafes. Auf Grund der sehr hohen Schlafmenge wahrend der Nacht ist
diese Schlafzunahme vor allem in der Lichtphase des Zyklus zu beobachten. Dopamin und Serotonin
stellen somit Gegenspieler in der Regulation der Gesamtschlafmenge dar. Auch die Periodenldange
wird von beiden Transportern gegenlaufig beeinflusst. So ist im Falle der
Serotonintransportermutante eine leichte Verlangerung der Periode feststellbar, im Falle der
Dopamintransportermutante eine Verkiirzung. Jedoch ist in beiden Fallen der Effekt nicht sehr stark.
Die Rhythmik bleibt bei der Dat'™ unverandert, die Mutation des Serotonintransporters fihrt zu
einer erniedrigten Zahl von nur 70% rhythmischer Fliegen. Eine selektive Rettung der hypodermalen
Form der Tyrosinhydroxylase, die zu neuronal dopamindefizienten Tieren fiihrt, komplementiert das
Bild. Auch hier ist erwartungsgemaR kontrar zur Dat’™ Mutante der Schlaf deutlich erhoht. Ein Effekt
auf die Periode konnte allerdings nicht festgestellt werden, jedoch wird die Rhythmik vergleichbar
zur Serotonintransportermutante auf 67% herabgesetzt. Somit sind die Phanotypen einer
Serotoninsignalverlangerung auf Grund der Deletion des Wideraufnahmetransporters parallel zu der

Reduzierung des Dopaminsignals. Die zeigt deutlich, dass es bei der Schlafregulation auf die

Homoostase beider Amine ankommt.

Diese Ergebnisse passen zu den bisherigen Erkenntnissen der Funktion von Dopamin und Serotonin
bei Schlaf, aber auch anderen durch diese Amine gesteuerten Verhaltensweisen. Schon durch
pharmakologische Beeinflussung des Dopaminsignals konnte dessen Bedeutung fir das
Schlafverhalten in Drosophila melanogaster gezeigt werden. So konnte durch die Fitterung von
Methamphetamin, welches die Dopaminausschiittung erhoht, der Schlaf in der Nacht beinahe
vollstandig unterdriickt werden. Im Gegenzug dazu fihrte 3lY, ein Inhibitor der Dopaminsynthese,
zur Erhéhung des Schlafes (Andretic et al., 2005). Die Etablierung einer genetischen Beeinflussung
der Dopaminsignale durch die ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Mutante Dat™ bestatigte die

pharmakologischen Ergebnisse. Die Mutante Dat™ wurde als hyperaktiv mit verringerten
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Ruhephasen aber normaler Lebenserwartung beschrieben (Kume et al., 2005). Auch die
dopamindefizienten Tiere (vgl. 18.2) wurden bereits in anderen Studien auf diverse Verhalten hin
Uberprift und es wurde unter anderem eine erhdéhte Schlafmenge festgestellt (Hirsh et al., 2010;
Riemensperger et al., 2011). Die Arbeiten von Kume et al. 2005 und Riemensperger et al. 2011 haben
eine verschiede Art der Datendarstellung gewadhlt. So wurde in Kume et al. 2005 der Gesamtschlaf
wahrend LD und DD ausgewertet, wahrend in Riemensperger et al. 2011 der Prozentsatz der
schlafenden Fliegen, als auch die Schlafkurve tiber den LD Zyklus dargestellt sind. Die in dieser Arbeit
gemachten Versuche bestatigen die genannten Studien und ergdnzen sie um eine direkt miteinander
vergleichbare, da identische Darstellung der Daten. Sie ergdanzen die bisherigen Erkenntnisse um den
Einfluss von Dopamin auf die Periodenldange. Ergdnzend sei erwahnt, das in einem groR angelegten
Screen mit 5297 Fliegenlinien nach Schlafmutanten ein neues Allel des Dopamintransporters DAT
gefunden wurde, das ebenfalls eine verringerte Schlafmenge aufweist. Die verwendeten Fliegen

Stammen alle aus der sogenannten "Zuckersammlung" (Wu et al., 2008).

Die Mutante Sert®®, die uns mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. H. Scholz zur Verfligung
gestellt wurde, war zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht veréffentlicht. Dass die funktionale Deletion
des Serotonintransporters zu einer Erhéhung der Gesamtschlafmenge fiihrt, ist jedoch nicht
Uberraschend, da bereits eine schlafférdernde Wirkung des Serotoninrezeptors 5HT-1B allein gezeigt
werden konnte (Yuan et al.,, 2006). Dennoch zeigen die Versuche die Rolle von Serotonin als
Gegenspieler zu Dopamin, insbesondere, da auch der Effekt auf die Periodenldnge entgegengesetzt
zu Dopamin ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung des Serotoninsignals durch die
Deletion des Wiederaufnahmetransporters denselben Effekt auf die Anzahl der rhythmischen Tiere
hat, wie eine genetische Deletion des neuronalen Dopamins. Dies zeigt deutlich, dass Serotonin und
Dopamin als Gegenspieler bei der Regulation des Schlafes agieren. Da bereits fir
Serotoninrezeptoren 5HT1A und B und den Dopaminrezeptor D2R die Lokalisation auf den als Teil
des Schlafzentrums diskutierten I-LNv gezeigt wurde (Yuan et al., 2005; Yuan et al., 2006; Shang et
al., 2011), spielen dabei moglicherweise Neuronen, welche fiir die Rhythmik verantwortlich sind,
eine Rolle. Die histologische Lokalisation des Serotonintransporters wurde bereits untersucht, jedoch
in Hinblick auf Kolokalisation mit den serotonergen Neuronen selbst, den Dopaminneuronen als auch
den fur viele Verhalten relevanten Pilzkérpern. Eine Untersuchung der Kolokalisation von
Uhrneuronen und dem Serotonintransporter fehlt und kdnnte weiteren Aufschluss bezlglich der
Interaktion von Serotonin, der Inneren Uhr und dem Schlafzentrum bringen (Giang et al., 2011). Da
jedoch nicht nur der bereits erwahnte 5HT-1B Rezeptor auf den I-LNv Neuronen exprimiert ist,
sondern auch der 5HT-1A Rezeptor, dem eine Rolle beim Entrainment der Inneren Uhr zugeschrieben

wird (Yuan et al., 2005), wére hierbei die Region der PDF-Neuronen von besonderem Interesse.
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31. Dopaminrezeptoren und Schlaf

In den Kapiteln 18.3, 18.4 und 18.5 wurde untersucht, inwieweit eine Hinunterregulierung
verschiedener Dopaminrezeptoren mittels RNAi zu einer Veranderung des Schlafverhaltens fiihrt.
Hierzu wurden die TRiP Linien von Bloomington fiir DopR, DopR2 und D2R mittels verschiedener
Treiberlinien exprimiert: PDF-Gal4, welche in den PDF positiven I-LNv und s-LNV mit Ausnahme der
5ten s-LNv exprimiert, tim-Gal4, welche in allen Uhrgeweben inklusive aller Uhrneurone exprimiert
und clk4.1-Gal4, welche in sechs bis acht cry positiven DN1 exprimiert. In allen Fallen wurde die
Effizienz der RNAi Konstrukte durch die Koexpression von dicer2 verstarkt. Im Falle von PDF-Gal4
wurde fiir den Rezeptor D2R zudem eine RNAi-Linie aus dem Wiener Drosophila RNAi Zentrum
(VDRC) verwendet. In keinem der Falle konnte eine signifikante Verdnderung der

Gesamtschlafmenge bzw. eine andere Verteilung dieser Gber den Tagesverlauf festgestellt werden.

Fiir den Rezeptor DopR war dies nicht gianzlich Uberraschend. Fir diesen wurden zwei
unterschiedliche Rollen bei der Steuerung der Erregbarkeit festgestellt. In der dazu durchgefiihrten
Arbeit wurde zwischen innerer Erregbarkeit und der Erregbarkeit durch exogene Storung
unterschieden. Dazu wurde die durch wiederholte LuftstoRe induzierte Hyperaktivitdit gemessen
(Repetitive Startle induced Hyperaktivity = ReSH). Hierbei konnte eine zentrale Rolle des DopR
Rezeptors gezeigt werden. Jedoch konnte der ReSH Phanotyp in DopR Mutanten nicht durch
Expression des Rezeptors mittels PDF-Gal4 oder tim-Gal4 gerettet werden (Lebestky et al., 2009). Fir
den D2R Rezeptor hingegen wurde die Lokalisation auf den I-LNv indirekt durch cAMP Imaging
nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dass durch Expression der RNA:i fiir D2R die cAMP Antwort
auf Dopaminapplikation anstieg. Da D2R ein inhibitorischer Rezeptor ist, deutet dies auf seine
Lokalisation auf den I-LNv Neuronen hin. Allerdings konnte auch ohne die RNAi eine deutliche cAMP
Antwort gemessen werden, was darauf schlieRen ldsst, dass zudem ein aktivierender
Dopaminrezeptor vorhanden sein muss (Shang et al., 2011). Da diese positive Reaktion auf Dopamin
auch bei Koapplikation von Tetrodotoxin (TTX) stattfand, zeigt, dass diese Zellantwort unabhangig
von der Kommunikation mit anderen Neuronen ist und die Rezeptoren direkt auf den |-LNv sitzen
miissen und das Signal nicht indirekt weitergeleitet wird. Insofern ware sowohl im Falle der RNAi
Expression von D2R, als auch von einem der aktivieren Dopaminrezeptoren ein Effekt bezlglich des
Schlafphdnotyps wahrscheinlich gewesen. Trotz des nicht vorhandenen Phanotyps in den gezeigten
Schlafmessungen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Dopaminrezeptoren auf den
Uhrneuronen moglicherweise dennoch eine funktionale Bedeutung bei der Schlafregulation haben.

Um diese Frage weiter zu klaren, konnten in weiterfiihrenden Versuchen sowohl die Effizienz der
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RNAi mittels qPCR Uberprift werden, als auch Mutanten fir Dopaminrezeptoren spezifisch in den
Uhrneuronen gerettet werden. Ersteres wiirde die Frage beantworten, ob die Expression der RNAI
moglicherweise nur nicht ausreichend ist um einen Phanotyp zu bekommen, zweiteres konnte die
spezifische Funktion der Dopaminrezeptoren auf den Uhrneuronen fiir die Schlafregulation klaren.
Jedoch besteht die Moglichkeit, dass die dopaminerge Regulation von Schlaf doch in anderen
Neuronen stattfindet. So haben zwei sehr aktuelle Arbeiten jeweils dopaminerge Neuronen
identifiziert, die fur die Schlafregulation relevant sind, die auf den Facherférmigen Kérper projizieren.
In der einen Arbeit wurden Sub-Treiberlinien der Tyrosinhydroxylase etabliert und durch
Ausschlussverfahren konnten zwei Neurone des PPL1 Kluster fur die Erregbarkeit der Fliegen und
damit den Schlaf verantwortlich gemacht werden (Liu et al., 2012). Der andere Arbeitsansatz
verwendete Mosaik Analyse mit einem unterdrickbaren Zellmarker (MARCM) und zeigte, dass es ein
Teil des PPM3 Klusters ist, welches auf den Facherférmigen Korper projiziert um Schlaf und
Erregbarkeit zu regulieren (Ueno et al., 2012). Somit ist eine mogliche Erklarung fiir das Ausbleiben
der Effekte bezlglich Schlaf durch die Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in Uhrneuronen,
dass diese nicht den durch Dopamin gesteuerten Teil des Schlafzentrums bilden. Trotz der Bedeutung
der I-LNv in der Schlafregulation ist moglicherweise der Facherférmige Korper das Ziel der
Dopaminsignale. Allerdings bleibt zu bedenken, dass bei solchen Einzelzellanalysen ein hohes Risiko
fir Artefakte auf Grund des Fehlens der Mehrheit der Dopaminsignale und damit des Fehlens vieler
indirekter Effekte durch Zellkommunikation besteht. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Funktion des Facherférmigen Korpers im natirlichen Zustand auf Grund der Verrechnung mit
Dopaminsignalen in anderen Zellen womadglich eine andere ist, als durch die angesprochenen
Einzelzellanalysen vorgeschlagen wird. Ein Bedenken, welches durch die Tatsache unterstitzt wird,

dass beide Studien zu einem voneinander abweichenden Ergebnis kommen.
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32. GABAg-Rezeptoren und Schlaf

Die in Kapitel 19 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass GABAg-R2 Rezeptoren auf den PDF positiven
Uhrneuronen (LNvs) exprimiert werden und dass ihre Hinunterregulierung in den I-LNv zu einem
erhohten Aktivitatslevel wahrend des gesamten LD Zyklus fihrt und die Aufrechterhaltung des
Schlafs in der zweiten Halfte der Nacht reduziert wird. Weder die Einschlafphase (Latenzzeit) noch
die circadianen Parameter wurden durch diese Hinunterregulierung beeinflusst. Daraus kann
gefolgert werden, dass die Signalweiterleitung GABAerger Signale durch die metabotropen
Rezeptoren der I-LNv essenziell ist, den Schlaf Giber die Dunkelphase hinweg aufrecht zu erhalten und
wahrend des gesamten LD Zyklus die Aktivitdt in einem moderaten Bereich zu halten, um

Hyperaktivitat zu verhindern.

Diese Ergebnisse sind mit friiheren Studien vereinbar. Eine Arbeit hatte die Lokalisation der GABAg-
Rezeptoren in Drosophila melanogaster erstmals beschrieben (Hamasaka et al., 2005). Desweiteren
wurde der GABA,-Rezeptor Rdl auf den I-LNv Neuronen identifiziert und es konnte gezeigt werden,
dass seine Hinunterregulierung die Einschlafzeit (Latenzzeit) verldngert, jedoch die Aufrechterhaltung
des Schlafs nicht tangiert (Parisky et al., 2008). Im Gegensatz dazu fiihrte das Hinunterregulieren der
GABAergen Signale dazu, dass sowohl die Latenzzeit, als auch die Aufrechterhaltung des Schlafes
beeinflusst wurden. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass GABA-Signale nicht nur durch den
schnellen Rdl Rezeptor weitergeleitet werden, sondern zusatzlich eine Signalweg mit einer langeren
temporalen Wirkung eine Rolle spielen muss. GABAg-Rezeptoren sind ein idealer Kandidat, um lang
anhaltende GABA Signale zu vermitteln. GABA, und GABA;-Rezeptoren arbeiten oft Hand in Hand,
um sowohl schnelle als auch langsame Reaktionen auf ein Signal zu vermitteln, so zum Beispiel im
olfaktorischen System. Dort vermitteln GABA,-Rezeptoren die primaren modulierenden Antworten
auf Difte, wohingegen GABAg-Rezeptoren fiir die Langzeiteffekte verantwortlich sind (Wilson &

Laurent, 2005).

Die GABAg-Rezeptoren in Drosophila melanogaster bestehen aus zwei Untereinheiten, namentlich
GABAg-R1 und GABAg-R2. Nur das Heterodimer aus beiden Untereinheiten kann die metabotrope
GABAerge Signalkaskade aktivieren (Galvez et al., 2001; Mezler et al., 2001).

In den in Kapitel 19 gezeigten Versuchen wurde nur der GABAzR2-Rezeptor hinunterreguliert. Dies
fihrt jedoch dazu, dass die Zahl funktionaler Heterodimere aus GABAz-R1 und GABA;-R2
Untereinheiten ebenfalls hinunterreguliert wird und dadurch die GABA-Signalweiterleitung durch

metabotrope Rezeptoren generell reduziert wird. Wenn man bedenkt, dass die Aufrechterhaltung
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des Schlafs in der zweiten Halfte der Nacht schon durch eine Reduktion der durch Immunfarbung
detektierbaren GABAg-R2-Rezeptoren in den I-LNv Neuronen signifikant beeinflusst werden konnte,
ist die Schlussfolgerung, dass GABAg-Rezeptoren eine noch dariiber hinaus gehende Bedeutung bei
der Aufrechterhaltung des Schlafes spielen, als in den Experimenten gezeigt werden konnte.
Demzufolge haben GABAg-Rezeptoren eine Schliisselrolle bei der Weiterleitung der GABAergen
Signale in den |-LNv-Neuronen, welche Voraussetzung dafiir ist, den Schlaf die gesamte Nacht
hindurch aufrecht zu erhalten. Dies ist moglicherweise auf verlangerte Schlafabschnittsdauern in der
zweiten Halfte der Nacht zurlickzufiihren, da diese bei einer reduzierten Menge an GABA;-
Rezeptoren signifikant verkiirzt sind und dadurch die verringerte Gesamtschlafmenge zustande

kommt.

Des Weiteren bestatigen und erweitern die Ergebnisse, dass die |-LNv eine relevante Komponente
der Schlafregulation sowie der Regulation der Erregbarkeit darstellen (Agosto et al., 2008; Parisky et
al., 2008; Kula-Eversole et al., 2010; Shang et al., 2011). Im Gegensatz dazu, scheinen die s-LNv nicht
in die Regulation der Erregbarkeit involviert zu sein, sondern vor allem die Aufrechterhaltung der

circadianen Rhythmik in konstanter Dunkelheit zu bewerkstelligen (Helfrich-Forster et al., 2007b).

Ein Vorbehalt beziiglich der gezeigten Daten ist, dass nicht ganzlich zwischen den Zellklustern der s-
LNv und der I-LNv unterschieden werden kann, da beide Neuronengruppen das Neuropeptid PDF
exprimieren und somit der PDF-Gal4 Treiber, der fiir die Versuche verwendet wurde, ebenfalls in
beiden Neuronengruppen exprimiert wird. Allerdings hatte sich gliicklicherweise gezeigt, dass unter
Vorbehalt doch zwischen beiden Gruppen unterschieden werden kann, da die verwendete RNA/ fiir
den GABA;-R2 Rezeptor dessen Expression nur in den |-LNv Neuronen nachweisbar beeinflusst hat,
nicht jedoch in den s-LNv. Deshalb kann der beobachtete Effekt den I-LNv Neuronen zugesprochen

werden.

Die Ergebnisse bezlglich der I-LNv schlielen eine Rolle einer Funktion von GABA bezliglich der durch
die Innere Uhr kontrollierten circadianen Aktivitdtsrhythmen unter konstanten Dunkelbedingungen
nicht aus. In Sdugern ist GABA der am starksten vertretene Neurotransmitter im circadianen
Uhrzentrum des Gehirns - dem Suprachiasmatischen Nukleus (SCN) (van den Pol & Tsujimoto, 1985).
GABA interagiert dort sowohl mit GABA,- als auch GABAg-Rezeptoren, die primar, wenn auch nicht
ausschlieBlich, inhibitorische Zellantworten mittels Membranhyperpolarisierung verursachen
(Wagner et al., 1997; Choi et al., 2008). GABA-Signale sind fir die Aufrechterhaltung der circadianen
Rhythmik wichtig und beeinflussen die Amplitude molekularer Oszillationen und helfen
moglicherweise bei der Synchronisation der Uhrneuronen innerhalb des SCN (Liu & Reppert, 2000;
Albus et al., 2005; Aton et al., 2006; Ehlen et al., 2006). Dasselbe scheint fir die Taufliege Drosophila

melanogaster zu gelten. Hypererregung der GABAergen Neurone stort die molekularen Rhythmen in
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den s-LNv und resultiert in arrhythmischen Fliegen (Dahdal et al., 2010). Somit beeinflussen GABA-
Signale die Innere Uhr in den s-LNv. In den Experimenten in Kapitel 19 zeigte sich, dass Fliegen mit
hinunterregulierten GABAg-R2 Rezeptoren leicht verlangerte Freilaufperioden aufwiesen, jedoch
lediglich im Vergleich zu einer von beiden Kontrollen. Dahdal et al., 2010 konnte vergleichbare kleine
Effekte auf die Periode nach Hinunterregulierung von GABAg-R2 Rezeptoren nachweisen, fand jedoch
eine signifikante Periodenverlangerung nach Hinunterregulierung von GABAz-R3 Rezeptoren. Dies
deutet darauf hin, dass GABA-Signale lber die GABAg-R3 Rezeptoren auf die s-LNv wirken. Dies
konnte in vitro mittels Calciumimaging an Gehirnen von Drosophila Larven bestatigt werden (Dahdal
et al., 2010). Jedoch schliel3t die Studie von Dahdal et al., 2010 nicht aus, dass GABA Signale mittel
GABA;-R3 als auch GABAg-R2 Rezeptoren auf die adulten s-LNv wirken. In den Experimenten der
vorliegenden Arbeit wurde eine starke Expression der GABAgR2 Rezeptoren in diesen Uhrneuronen
vorgefunden und wir konnten diese nicht signifikant durch die verwendete RNAIi hinunterregulieren,
obwohl Dicer2 zur Verstarkung des RNAi Effekts verwendet wurde. Dahdal et al., 2010 verwendeten
Dicer2 nicht und haben die Hinunterregulation der GABAgR2 Rezeptoren nicht durch
immunhiostochemische Farbungen in den s-LNv Uberpriift. Insofern steht es noch aus, die genauen
GABA Rezeptoren, welche die Antwort auf GABA Signale in den s-LNv in adulten Tieren weiterleiten
zu bestimmen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass die
I-LNv  Untergruppe der PDF positiven Uhrneuronen ein Ziel fir schlafférdernde und
aktivitatsunterdriickende GABA-Signale darstellen. Damit stellen die [|-LNv eine zentrale
Neuronengruppe des Schlafregulationsnetzwerks in  Drosophila melanogaster dar. Das
Schlafnetzwerk der Fliege ist deutlich kleiner und einfacher als das von Sdugern. Die GABAergen
Neuronen von Saugern haben viele Ziele und scheinen hauptsachlich modulatorische und weniger
direkte Effekte zu haben (Mistlberger, 2005). Das Schlafnetzwerk der Fliege stellt somit eine
kondensierte Form des Erregungs- und Schlafsystems der Sduger (z.B. monaminerge, cholinerge,
peptiderge und GABAerge System) dar. Dieses kondensierte Schlafnetzwerk scheint zum GrofRteil mit

den 8 PDF positiven I-LNv Neuronen der Inneren Uhr von Drosophila zu Gberlappen.
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33. Der WHITE-Transporter und Schlaf

Die Untersuchung einer spontanen white Mutation im Labor von Prof. Dr. Bernhard Possidente
(Kapitel 20.1) ergab, dass diese eine drastische Reduktion der Gesamtschlafmenge um 44 %
verursacht. Der Schlaf war sowohl in der Nacht, als auch am Tag deutlich reduziert. Die Untersuchung
von BROWN und SCARLET, der beiden Dimerpartner von WHITE, ergab, dass nur BROWN zu einer
Beeintrachtigung des Schlafes fihrt. Auch hier war der Effekt am Tag und in der Nacht zu
beobachten. Der Stamm bw™, der den geringsten Gesamtschlaf aufweist, weist eine Punktmutation
auf, die aus dem Codon fiir Glutamin 102 ein Nonsense-Codon macht und somit zum Abbruch des
Proteins flhrt. Es wurde bereits gezeigt, dass white den Dopamin- und Serotoningehalt beeinflusst
(Borycz et al., 2008). Obwohl diese Annahme umstritten ist (Yarali et al., 2009), besteht die
Moglichkeit, dass WHITE als Amintransporter fungiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit wiirden darauf
hinweisen, dass es bezliglich des Schlafverhaltens vor allem das WHITE/BROWN Dimer ist, welches
bei der aminergen Schlafregulation eine Rolle spielt. In einer Studie (ber das phototaktische
Verhalten von Drosophila melanogaster (Kain et al., 2012) wurde in der Diskussion eingehend darauf
hingewiesen, dass den beiden Dimeren WHITE/BROWN und WHITE/SCARLET eine unterschiedliche
Bedeutung beim Transport von Aminen bzw. der Vorstufen der Synthese zukommt. Nach den dort
aufgefiihrten Erlauterungen ist SCARLET/WHITE als Tryptophantransporter fur den Serotoninspiegel
relevant, BROWN/WHITE wéare Dopamin zuzuordnen (Kain et al., 2012). Dies passt zu meinen
Ergebnissen, da die bw™ Mutanten als auch die spontane white Mutation in der roo® Linie zu
verringertem Schlaf fihren. Der Phdnotyp der verringerten Schlafmenge entspricht dem Effekt der
Dat™ Mutation. Allerdings ist der Gesamtschlaf sowohl von w;roo® (10,6 h/635 min) als auch bw®
(10,5 h/627 min) deutlich tiber dem von Dat™ (5,2 h/313 min). Dies zeigt mdglicherweise eine
geringere Affinitdt des WHITE/BROWN Dimers fiir Dopamin, eine weniger starke Expression des
Transporters in den schlafrelevanten Regionen des Gehirns im Vergleich zu DAT oder aber eine
geringere Effizienz beim Transport. Dem WHITE/BROWN Transporter ist somit eine untergeordnete
Rolle beim Dopamintransport bzw. beim Transport von Synthesevorstufen zuzuschreiben. Insgesamt
ist diese Funktion noch als spekulativ zu betrachten. Zum einen ist die Mutation in der w;roo” Linie
nicht charakterisiert. Eine weitere Moglichkeit die Hypothese des WHITE/BROWN Dimers als
Transporter mit Relevanz in Bezug auf Schlaf zu testen, stellt die Mutante brownex (W”**) dar (Ewart
et al., 1994). Diese enthélt ein white-Gen, das zwar noch mit BROWN dimerisieren kann und einen
normalen Anteil an braunen Pigmenten enthalt, allerdings nicht mehr mit scarlet und eine um 30%

verringerte Intensitdt der roten Augenfarbe verursacht (Lloyd et al., 2002). Zudem kdnnte durch den

83



Screen von unterschiedlich stark exprimierenden miniwhite Konstrukten im white Hintergrund

Gberprift werden, ob der Effekt auf Schlaf mit der Expressionsstarke von miniwhite korreliert.

34. Die Interaktion von WHITE und den Amintransportern DAT und SERT in

Bezug auf Schlaf

Um die These weiterzuverfolgen, dass WHITE eventuell als zusatzlicher Amintransporter agiert und

118 Mutation der

dadurch das Schlafverhalten beeinflusst, wurde das X-Chromosom und damit die w
Dopamin- als auch Serotonintransportermutante gegen das X-Chromosom von CantonS
ausgetauscht. Sowohl bei Datf’"”, als auch Sert™® fuhrt der Austausch des X-Chromosoms zu mehr
Schlaf, wenn ein intaktes white Gen vorhanden ist (CantonS X-Chromosom). Diese Schlafzunahme
resultiert vor allem aus einer Zunahme wahrend der Lichtphase des L:D-Zyklus. Auch in der Kontrolle
zur Serotonintransportermutante konnte diese Schlafzunahme beobachtet werden. Diese
Schlafzunahme  konnte  dadurch  erklart werden, dass WHITE als  zusétzlicher
Dopaminwiederaufnahmetransporter agiert. Damit wire der extreme Effekt der Dat™ Mutante
eigentlich der addierte Effekt aus der Mutation beider fir Dopamin verfligbaren
Wiederaufnahmetransporter, die eine Verlangerung des Dopaminsignals bewirken. Den Hauptanteil
am Dopamintransport bewirkt jedoch weiterhin der Dopamintransporter DAT, da auch der Gentoyp
w';Dat™ eine stark reduzierte Schlafmenge von 11,5h (693 Minuten) aufweist (vgl. w'*® 16,6h/ 988
Minuten Kapitel 18.1.). Auch im Fall der Serotonintransportermutante kann die Zunahme des
Gesamtschlafs bei intaktem WHITE Transporter, von 16,8h (1006 Minuten) auf 20,2h (1214 Minuten),
durch einen beschleunigten Abtransport des Gegenspielers Dopamin erklart werden. Diese
Hypothese beruht vornehmlich auf der Publikation von Borycz et al., 2008, in der ein verringerter
Dopamin- als auch Serotoninspiegel im Falle der Mutante w'*® beschrieben wird. Um zu tiberpriifen,
inwieweit dies auch in den hier aufgefiihrten Stammen die Ursache sein kann, wurden eigene UPLC-
Messungen der im Schlafverhalten getesteten Stamme durchgefiihrt. Um den Vergleich mit den

118 apenfalls gemessen. Auch

Daten von Borycz et al., 2008 zu ermdoglichen wurden CantonS und w
wenn die absoluten Mengen in Pikogramm pro Kopf in unserer Messung deutlich geringer sind als in
der Publikation von Borycz et al., 2008, so konnte flir Dopamin und Serotonin derselbe relative

Unterschied zwischen CantonS und w''*®

ermittelt werden. Zusétzlich wurde der B-Alanyldopamin-
und B-Alanylserotoningehalt ermittelt. Dies beruht auf dem Wissen, dass es nicht nur den direkten

Weg der Wiederaufnahme in das aminerge Neuron gibt, sondern ebenfalls einen Recyclingweg liber
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Gliazellen, vornehmlich Astrocytren (Jackson & Haydon, 2008). In diesen wird das Protein EBONY
exprimiert, welches als [-Alanyl-Biogen-Synthestase agiert und Dopamin in [B-Alanyldopamin
umwandelt (Richardt et al., 2002; Suh & Jackson, 2007), das als solches von den Gliazellen in die
Dopaminneuronen transportiert wird. In den dopaminergen Neuronen wird durch die Hydrolase TAN
die Alanylgruppe abgespalten (True et al, 2005). EBONY weillt jedoch keine sehr hohe
Substratspezifitdat auf und kann neben Dopamin auch Histamin, Serotonin, Octopamin und Tyramin
alanylieren (Richardt et al., 2003). Interessanterweise konnten wir in unseren UPLC Messungen kein
B-Alanylserotonin nachweisen. Eine Moglichkeit ware, dass die Mengen so gering sind, dass sie mit
der angewandten Methode nicht nachgewiesen werden kdnnen. Da wir aber bei der Durchflihrung

der Messung im Falle des Genotyps w;Dat"™ Sert™*

, eine Einzelmessung mit einem Serotoningehalt
von 0,37pg/Kopf noch durchfiihren konnten, halte ich diese Erklarung fiir unwahrscheinlich. In der
Arbeit von Richardt et al., 2003 wurde nicht in vivo, sondern durch Expression von ebony in Zellkultur
(Drosophila S2 Zellen) bzw. in dem Bakterium Escherichia coli gearbeitet. Somit ist die
wahrscheinlichere Moglichkeit, dass in adulten Drosophila melanogaster Serotonin nicht durch
EBONY alanyliert wird. Dies wurde bisher noch nicht gezeigt, da entsprechende in vivo Messungen
bisher in Drosophila melanogaster nicht durchgefiihrt wurden. Bei der statistischen Auswertung
zeigte sich, dass sowohl fiir Dopamin, als auch fiir Serotonin kein Unterschied in Abhdngigkeit von
WHITE existiert. Allerdings war B-Alanyldopamin in Abhdngigkeit von WHITE signifikant erhoht in
jenen Stammen mit dem CantonS X-Chromosom. Dies deutet darauf hin, dass WHITE als
Aufnahmetransporter in die Gliazellen wirkt und bei intaktem Gen durch erhéhte Dopaminaufnahme
in die Astrocyten in Folge auch mehr B-Alanyldopamin gebildet wird. In den Stdmmen mit dem
CantonS X-Chromosom konnte zudem auch ein erhohter Schlaf gemessen werden. Dies passt zu
anderen Studien in denen gezeigt wurde, dass umgekehrt, bei einer Mutation von ebony, der
Dopamingehalt ansteigt (Hodgetts & Konopka, 1973; Ramadan et al., 1993). Im Rahmen der UPLC

% sowie

Messungen wurden auch die in dieser Arbeit etablierte Rekombinanten w :Dat™ Sert
w':Dat™ Sert® getestet. Auf Grund der verkiirzten Lebensspanne der Dreifachmutante w’
:Dat’™ Sert’® in den Trikinetiks Monitoren, konnten dazu vergleichend keine Verhaltensdaten

erhoben werden.
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35. Die Rolle von ebony bei der Schlafregulation

Da die durchgefiihrten UPLC Messungen der Amintransportermutanten einen signifikanten Effekt
des P-Alanyldopamingehalts in Abhangigkeit wvon white gezeigt haben, wurden die
Transportermutanten mit der Mutation ebony’ kombiniert. EBONY ist das fiir die Bildung von B-
Alanyldopamin relevante, gliazellspezifische Enzym (Richardt et al., 2002; Suh & Jackson, 2007). Bei
dem Vergleich der Gesamtschlafmenge zeigte sich, dass diese im Falle der ebony’ Mutation nicht von
white beeinflusst ist. Sowohl w’;; ebony', als auch w;; ebony' zeigten einen Gesamtschlaf

vergleichbar zu der Kontrolle w;Sert* bzw. w'*®

. Dies stiitzt die zuvor aufgestellte These, dass der
Effekt von white aus der Transportfunktion von Dopamin in die Gliazellen zur Bildung von -
Alanyldopamin besteht. Da im Falle der Mutation ebony® kein B-Alanyldopamin gebildet werden
kann, wirkt sich auch die Mutation von white nicht weiter auf den Gesamtschlaf aus. Dazu passen
ebenso die Daten, dass die Zunahme an Gesamtschlaf der Serotonintransportermutante mit
funktionsfahigem WHITE-Transporter bei einer Kombination mit der Mutation ebony’, nicht mehr zu
beobachten ist, da in diesem Fall ebenfalls der durch WHITE stattfindende Transport von Dopamin in
die Gliazellen nicht zu einer Alanylierung durch EBONY fiihrt. Die in dieser Arbeit ermittelten Daten
sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass white und ebony im Dopaminrecycling zwei aufeinander
folgende Komponenten des Riicktransports von Dopamin {iber die Gliazellen sind. Phanotypisch wirkt
sich dies auf den Gesamtschlaf aus und hat seine biochemische Ursache in der Synthese von -
Alanyldopamin. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass ebony’ eine schwach
ausgepragte Aktivitatsrhythmik, sowie eine leichte Hyperaktivitat aufweist (Newby & Jackson, 1991).
Fur w;; ebonyl konnte zwar auch in meinen Experimenten eine reduzierte Rhythmik von 67,86%
festgestellt werden, allerdings war in meinen Experimenten weder fir auch w’; ebonyl, noch fur w’;;
ebony’ ein Einfluss auf die Periode ersichtlich, die in beiden Fillen 23,8h betrug und entspricht damit
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exakt der im Rahmen meiner Versuche fiir w—° ermittelten Periode. Die Hyperaktivitat spiegelt sich

nicht in Form von reduziertem Schlaf wieder, beide ebony Stamme zeigen eine normale und nicht

voneinander oder w**®

signifikant abweichende Schlafmenge. Dennoch kénnte diese Hyperaktivitat
ebenso auf den verdnderten B-Alanyldopamingehalt zuriickzufiihren sein, da B-Alanyldipeptide bei
Hihnern fur Hyperaktivitit sorgen (Tsuneyoshi et al., 2007). Eine UPLC-Messung der mit ebony’
Stamme sowie den mit ebony’ kombinierten Amintransportern steht noch aus, ist jedoch zum
Zeitpunkt des Schreiben bereits veranlasst und kénnte je nach Ergebnis die aufgestellte These Uber

den Einfluss von white und ebony auf B-Alanyldopamin weiter bestarken.

86



Einen Sonderfall stellt der Genotyp w';Dat’™; ebony® dar. Hier sind zwei Effekte zu beobachten. Zum
einen kommt es zu einer drastischen Reduktion der Schlafmenge auf 10,4 Stunden (624 Minuten)
(vgl. 16,9 Stunden [1015 min] fir w;Dat™ ebony') zum anderen findet diese Reduktion
ausschlieBlich in der Dunkelphase statt, wodurch die Mehrheit des Gesamtschlafes am Tag
stattfindet und die Tiere nachtaktiv erscheinen. Der erhdhte Aktivitatsspiegel, kann durch einen
Uberschuss von Dopamin im synaptischen Spalt erklart werden. Weshalb dieser jedoch nur bei

18 Hintergrund ist schwer zu erklaren. Eine

funktionalem WHITE Transporter auftritt und nicht im w
anatomische Lokalisierung des WHITE Transporters im Gehirn, die wie bereits erwdhnt in frilheren
Arbeiten gescheitert ist (Fjose et al., 1984; Mackenzie et al., 2000), kénnte dahingehend
weiterhelfen. Ein anderer Ansatz ware, eine white-Gal4 Linie zu etablieren, die aber letztlich keinen
gesicherten Aufschluss (ber die natirliche Expression erlaubt, solange sie nicht mit einer
Antikorperfarbung verifiziert werden kann. Zudem muss bedacht werden, dass WHITE
méglicherweise auch Serotonin transportieren kann und somit der Phanotyp von w';Dat™; ebony’

auch auf eine recht komplexe Interaktion bezliglich der Homdbostase der beiden Transmitter

Serotonin und Dopamin zurickzufihren sein kann.

36. Die ektopische Expression von white bzw. Hinunterregulierung mittels RNAI

Um die gewonnen Erkenntnisse, Gber die Rolle des WHITE Transporters und die dadurch entstandene
These einer Lokalisierung in den Gliazellen auf Verhaltensebene zu untermauern, wurde ein UAS-
white Konstrukt genutzt und sowohl in allen Gliazellen (repo-Gal4), als auch in der Untergruppe, der
astrocytenartigen Gliazellen (NP3233-Gal4) und in einem GroRteil der dopaminergen Neuronen (TH-
Gal4) exprimiert. In keinen der Falle wich die Experimentgruppe im Schlafverhalten von den
Kontrollgruppen ab. Ein Fallstrick dieser Versuche ist jedoch, dass sowohl die GAL4 Treiberlinien, als
auch das UAS-Konstrukt eine als Transporter funktionsfahige Miniwhite-Sequenz enthalten. Diese
wird bei der Etablierung genetisch veranderter Fliegen routinemaRig als Selektionsmarker genutzt
um den Einbau der gewiinschten DNA in das Genom der w''*® Fliegen anhand der Augenfarbe
Uberprifen zu kdnnen. Demzufolge enthalten auch die Kontrolltiere bereits eine Miniwhite-Sequenz.
Dies konnte dazu fuhren, dass der durch die Expression des WHITE Transporters entstehende Effekt
bezliglich des Schlafverhaltens bereits durch das Vorhandensein der Miniwhite-Sequenz verursacht
wird. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass der WHITE Transporter in den getesteten Gal4
Linien, nicht doch eine fiir Schlaf relevante Funktion hat. Um die Experimente in dieser Richtung

sinnvoll weiterzufiihren wére ein erneutes Klonieren eines UAS-white als auch der Gal4-Linien die
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getestet werden sollen notig, bei dem anstelle des miniwhite ein anderer Selektionsmarker, wie z. B.

yellow verwendet wird.

Auch die Expression von white-RNAi in dopaminergen Neuronen flihrte zu keiner Veranderung des
Schlafverhaltens im Vergleich zu den Kontrollen. Auch hier besteht das Problem darin, dass die RNAi
moglicherweise durch die Expression von miniwhite kompensiert wird. Um dies zu testen wurde die
UAS-white-RNAi mit dem Treiber GMR-Gal4 gekreuzt, der auch in den Komplexaugen exprimiert. Hier
war eine deutliche Reduktion der roten Augenfarbe durch die RNAi zu beobachten. Das heildt, dass
prinzipiell die UAS-white-RNAi in der Lage ist sich starker auszuwirken, als die Miniwhite-Sequenz.
Dies wirde dafiir sprechen, dass auch im Falle der Expression mit TH-Gal4 es zu einer ausreichenden
RNAI Expression kommt und der ausbleibende Effekt darauf beruht, das der WHITE Transporter nicht
in den dopaminergen Neuronen exprimiert wird und deshalb seine Hinunterregulierung in diesen
Zellen keinen Effekt verursacht. Bleibt nur noch anzumerken, dass GMR-Gal4 ein sehr starker Treiber
ist und nicht ausgeschlossen werden kann, dass in anderen Gal4 Linien, die RNAi moglicherweise
weniger effektiv sein wird. Dennoch hat sich das UAS-white-RNAi Konstrukt in Abhangigkeit von der
Treiberstarke als wirksame Methode zur Hinunterregulierung der white Expression erwiesen. Eine
Ausweitung der Versuche auf weitere Treiberlinien kann somit eine anatomische Zuordnung des fir
das Schlafverhalten relevanten WHITE Transporter ermoglichen. Insbesondere wurde die white-
RNAI-Linie noch nicht mit den Gliazelltreibern exprimiert.

Abbildung 46 fasst die diskutierten Ergebnisse des Einflusses der Transportermutanten auf Schlaf

nochmals grafisch zusammen:

GliaZellen

Schlafmenge Dopamin- B-Alanyldopamin- Serotonin-
signal menge signal

ATER SERTI5d

Dopamin
Serotonin®

Abbildung 46 Modell der Regulation von Schlaf durch Dopamin und Serotonin

88



37. Circadiane Phanotypen der Transportermutanten

Die Experimente zu dem Aktivitatsverhalten der Transportermutanten von Drosophila melanogaster
zeigten einen deutlichen Effekt in der Flexibilitdit der Maxima von Morgen- und Abendaktivitat.
Interessant ist, dass die Mutation von white alleine keinen Effekt hat, jedoch in Kombination mit der
Serotonin- als auch Dopamintransportermutation einen signifikanten Unterschied bewirkt. So
wandern die Maxima weniger stark mit den weiter auseinanderliegenden Zeitpunkten fiir Licht An
und Licht Aus mit. Insbesondere das Morgenmaximum von w*;Datf’"" bleibt bei L16:D8 noch in der
Nacht, vor Licht An, wohingegen w-;Datf’"” erst nach Licht An sein Maximum erreicht. Auch bei
L20:D4 erreicht w';Dat™ sein Maximum signifikant friher als w;Dat’™. Mit dem Abendmaximum
verhalt es sich kontrar. Im Falle der Serotonintransportermutante hat die Mutation von white den
selben Effekt wie bei Dat™. Zusatzlich wird die Aktivitat in beiden Transportermutanten durch die
Mutation von white erhoht, vor allem am Tag. Eine Hinunterregulierung der Dopaminrezeptoren in
den PDF positiven Neuronen mit pdf-Gal4 zeigte keinen Einfluss auf die Lage der Aktivitatsmaxima in
Kurz- und Langtag (L8:D16 bzw. L16:D8).

Die wenigen Publikationen, welche sich mit Lang- und Kurztag beschéaftigen, fokussieren sich derzeit
primar auf Wildtypstaimme. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdtsmaxima in
Langtagbedingungen weiter auseinander riicken konnen (Rieger et al., 2003). Dass dieses
Auseinanderweichen der Maxima begrenzt ist, liegt vermutlich daran, dass unter
Langtagbedingungen die Uhrproteine unterschiedlich reagieren und folglich PERIOD und TIMELESS
nicht mehr synchronisiert sind (Shafer et al.,, 2004; Menegazzi et al.,, 2013). Zudem gibt es
Unterschiede zwischen Wildtypstdmmen beziiglich ihres Vorkommens auf der Nord-Siid-Achse der
Erde. Nordlichere Stdamme aus klimatisch kalteren Habitaten zeigen z. B. eine erhdhte
Lichtempfindlichkeit (Rieger et al., 2012). Auch beim Menschen ist bekannt, dass die Verdanderung
der Tageslinge dramatische Konsequenzen beziiglich der Inneren Uhr, als auch dem
Transmitterhaushalt hat, insbesondere auf den Serotoninspiegel. Diese Erkenntnisse finden bereits in
der Therapie von Saisonalen Depressionen Anwendung (Lader, 2007; McClung, 2007). In den hier
gezeigten Experimenten ist zu beobachten, dass das white-Gen einen Effekt auf die Flexibilitdt der
Maximaverschiebung in Langtagbedingungen hat. Da diese nur in Kombination mit
Amintransportermutationen zu sehen ist, kann angenommen werden, dass das geringere
Auseinanderweichen der Maxima bei defektem white-Gen auf den bereits in dieser Arbeit
diskutierten Effekt des Dopamin-/Serotoningleichgewichts basiert. Somit kénnten Dopamin und
Serotonin eine modulierende Rolle bei der Anpassung an extreme Tageslangen haben und die

Anpassungsfahigkeit der Inneren Uhr an solche beeinflussen. Derzeit gibt es noch keine Studien in
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Drosophila melanogaster, die eine Beteiligung dieser beiden Transmitter unter Lang- und

Kurztagbedingungen untersucht haben.

38. Etablierung eines Komponententests mittels des period-Luziferase-

Reportersystems

Das period-Luziferase Konstrukt wurde verwendet um einen Komponententest durchzufiihren
(Stanewsky et al., 1997). Erfolgreich konnte der bereits bekannte Effekt von Lithiumchlorid auf die
Innere Uhr in Form einer Phasenverschiebung nachgewiesen werden. Es wurde in friiheren Arbeiten
gezeigt, dass diese Phasenverschiebung auf dem Einfluss von Lithium auf SHAGGY (Drosophila
melanogaster) bzw. GSK3[ (Sduger) basiert (lwahana et al., 2004; Hirota et al., 2008; Ko et al., 2010).
Auch in dem Vortest konnte dieser Effekt beobachtet werden. Demzufolge wurde das System
genutzt, um im Rahmen dieser Arbeit die Komponenten der Lopac**® Bibliothek zu testen, welche
nach der dazugehorigen Datenbank entweder Dopamin oder Serotonin zugeordnet werden (siehe
Anhang). Nach dem ersten Testdurchgang wurden auffallige Komponenten notiert und unter ihnen
jene ausgewahlt, die in Drosophila melanogaster in anderem Zusammenhang bereits verwendet
wurden, namentlich Quinpirole, Spiperone und SKF89626 (Andretic & Hirsh, 2000; Yuan & Lee, 2007

Titlow et al., 2013), da die Angaben der Lopac'*®*

Bibliothek sich auf Sduger beziehen und nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die Substanzen in Drosophila melanogaster nicht zwangsweise
dasselbe Wirkspektrum haben. Erste Testreihen mit diesen Komponenten zeigten, dass die
Ergebnisse beziiglich der Phasenverschiebung durch diese Komponenten nicht reproduzierbar waren.
Dem liegen methodische Ursachen zu Grunde. Da in den hier gezeigten Versuchen ganze Kopfe
verwendet wurden, ist anzunehmen, dass die Cuticula ein freies Diffundieren der Komponenten
erschwert. Méglicherweise war auf Grund der Vorverdiinnung innerhalb der Lopac'*® Bibliothek die
Konzentration der Komponenten mit 100uM zu niedrig gewahlt, da diese im Vergleich zu der
genutzten Lithiumchlorid-Konzentration von 10mM um den Faktor 100 niedriger ist. Erste Versuche
zur Kultivierung von frei praparierten Gehirnen meinerseits, um die Abschirmung durch die Cuticula
zu verhindern, sind gescheitert. Die Gehirne starben innerhalb weniger Stunden, so dass kein

Luziferasesignal gemessen werden konnte. Auch ist anzunehmen, dass bei Gehirnen in Kultur keine

so hohe Konzentration der Komponenten mehr notwendig ist.
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39. Schlaf bei verschiedenen Wildtypstammen

Bei dem Test verschiedener Wildtypstamme zeigte sich, dass sich die Gesamtschlafmenge zwischen
16,3 Stunden und 19,3 Stunden (979 Minuten und 1159 Minuten) unterschied. Dabei wich OregonR
mit 19,3 Stunden (1159 Minuten) signifikant von allen anderen Stammen ab und auch Flotte Lotte,
welche die geringste Schlafmenge aufwies, unterschied sich zusatzlich noch signifikant von CantonS
im Gesamtschlaf. Noch groRer waren die Unterschiede in der Schlafabschnittsdauer, wobei hier zu

18 zwar die in den vorigen Experimenten festgestellte Gesamtschlafmenge

beachten ist, dass w
aufwies, jedoch mit einer Schlafabschnittslange von 111 Minuten deutlich von friiheren Experimente
abwich (vgl. Kapitel 18.1: 67 Minuten). Dies zeigt, dass die Gesamtschlafmenge einen verlasslichen
Messwert darstellt, die Schlafabschnittsdauer jedoch von Experiment zu Experiment stark abweichen
kann. Deshalb wurde fir die Darstellung der Ergebnisse dieser Arbeit auch primar der Gesamtschlaf,
als auch die Schlafkurven, welche Auskunft (iber die Verteilung des Schlafes tber den L:D-Zyklus
geben, herangezogen. Auch was diese Verteilung angeht, gibt es deutlich Unterschiede zwischen den
Wildtypstammen. HU 2-1 zeigt eine weniger stark ausgepragte Mittagsschlafkurve wahrend der
Lichtphase und Flotte Lotte kann den Schlaf wahrend der Nacht nicht aufrechterhalten. Interessant
wiére in diesem Zusammenhang zu untersuchen, ob Flotte Lotte eine im Vergleich zu anderen
Wildtypstammen abweichende Expression der GABAg-Rezeptoren auf den I-LNv aufweist, die, wie in
Kapitel 19 gezeigt, fiir die Aufrechterhaltung des Schlafes in der zweiten Nachthalfte relevant sind.
Diese Varianz zeigt wie vielschichtig die Schlafregulation vom genetischen Hintergrund der Fliegen
beeinflusst werden kann. Somit sind Experimente nur vergleichbar, wenn der genetische Hintergrund
der Fliegen maximal vergleichbar gehalten wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Bezug auf die
Kontrollen auf einen vergleichbaren genetischen Hintergrund geachtet. Um eine noch
vergleichbarerern genetischen Hintergrund zu ermdglichen, muss im Einzelfall gegebenenfalls tGber
mehrere Generation ausgekreuzt werden, wie das bei der Charakterisierung von neuen

118 trotz der in dieser Arbeit

Schlafmutanten bereits gemacht worden ist (Koh et al., 2008). Das w
aufgezeigten Effekte der white-Mutation, auf den Schlaf nur eine geringe Tendenz zu reduziertem
Gesamtschlaf im Vergleich zu CantonS aufweist ist moglicherweise auf eine Anpassung Uber viele
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Generationen zurtckzufihren. Interessant ware ob das Auskreuzen von w in den CantonS

Hintergrund zu einer Fliege mit reduziertem Gesamtschlaf fiihren wiirde.

Bei der Videoaufnahme wurde versucht die Schlafposition festzuhalten. Erst bei beschleunigter
Ansicht fielen gelegentlich Absenkbewegungen der Fliegen auf. Diese Ereignisse waren sehr selten,

da bei den meisten Winkeln der Fliege zur Kamera die Bewegung nicht aufgenommen werden kann.
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Unter den wenigen gefundenen Einzelfdllen stellte die gezeigte Aufnahme von 8 Minuten 31
Sekunden die langste Zeitspanne dar, die gebraucht wurde, um die Schlafposition einzunehmen. Die
in der Literatur verwendete Definition fiir Schlaf bei Drosophila melanogaster geht davon aus, dass
eine Fliege nach 5 Minuten Bewegungslosigkeit schlaft (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000). Die
Absenkbewegung nach Uber 8 Minuten zeigt, dass diese Definition als im Grauzonenbereich
angesiedelt betrachtet werden kann und eventuell auch Ruhephasen als Schlaf misst. In dieser Arbeit
wurde eine strengere Definition flr Schlaf angewandt, bei der erst ab 10 Minuten Ruhe das

Verhalten als Schlaf gewertet wurde.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Dopamin, Serotonin und GABA auf das
Schlafverhalten von Drosophila melanogaster genauer untersucht. Mit Hilfe von Mutanten in
Wiederaufnahmetransportern fiir Dopamin und Serotonin konnte gezeigt werden, dass Dopamin und
Serotonin entgegengesetzte Wirkungen auf die Schlafmenge der Fliegen haben. Dopamin hat eine
schlafhemmende, Serotonin eine schlaffordernde Wirkung. Die Nutzung eines neuronal
dopamindefizienten Fliegenstammes erweitert diese Erkenntnisse. Die Nutzung von RNAi zur
Hinunterregulierung der Rezeptoren fiir Dopamin brachte keine weiteren Erkenntnisse, da sie zu
keinem messbaren Effekt fiihren. Jedoch ergab eine parallel dazu durchgefiihrte Hinunterregulierung
des GABAgR2 Rezeptors, dass dieser maligeblich fir die Aufrechterhaltung des Schlafes in der
zweiten Halfte der Nacht verantwortlich ist. Es konnte gezeigt werden, dass fiir diese Aufgabe vor
allem ihre Expression in den I-LNv Neuronen relevant ist. Dabei ist fir die GABAgR2 Rezeptoren kein
Effekt, fiir Dopamin und Serotonin nur in geringen Ausmal ein Effekt auf die Innere Uhr in Form von

gering veranderter Periode zu beobachten.

Durch eine Kombination der Transportermutanten fiir Dopamin und Serotonin mit dem intakten, als
auch mutierten WHITE Transporter zeigte sich eine interessante Interaktion dieser drei Transporter
bei der Regulation der Gesamtschlafmenge, wobei die white Mutation zu einer Reduzierung der
Gesamtschlafmenge fiihrt. UPLC Messungen der Stamme ergaben, dass der Effekt von white
vermutlich auf dessen Einfluss auf den B-Alanyldopamingehalt der Fliegen basiert. B-Alanyldopamin
wird bei dem Transport von Dopamin Uber die Gliazellen durch das Enzym EBONY gebildet, dessen
Mutation in der Kombination mit intaktem WHITE und mutiertem Dopamintransporter zu einer
drastischen Reduktion des Schlafes wahrend der Nacht fiihrt. Im Rahmen der Untersuchung konnte
zudem gezeigt werden, dass entgegen des bisherigen Wissens aus Zellkulturstudien in Drosophila
melanogaster kein B-Alanylserotonin gebildet wird. Méglicherweise wird nur Dopamin, nicht jedoch
Serotonin Uber die Gliazellen recycelt. Dies ist ein interessanter Unterschied, der sowohl eine

zeitliche, als auch lokale Feinregulation der Gegenspieler Dopamin und Serotonin ermoglicht.

Die Untersuchung der Dimerpartner BROWN und SCARLET zeigte, dass lediglich BROWN zu einer
Reduktion des Schlafes fiihrt. Ein Effekt, der auch in einer Fliegenlinie mit spontaner white Mutation
beobachtet werden konnte. Die genaue Funktion dieses Heterodimertransporters und seine

neuronale Lokalisation wurden im Rahmen dieser Arbeit noch nicht geklart. Dennoch liegt eine
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Funktion als Dopamin- oder [B-Alanyldopamintransporter in Gliazellen auf Grund der ermittelten

Ergebnisse nahe.

Zusatzlich konnte zum ersten Mal in Drosophila melanogaster eine Funktion der Amintransporter bei

der Anpassung der Inneren Uhr an extreme kurze bzw. lange Photoperioden gezeigt werden.

Eine anatomische Lokalisierung des WHITE Transporters im Gehirn von Drosophila melanogaster, die
weitere Charakterisierung der Rolle des WHITE/BROWN Dimers und die Zuordnung bestimmter
dopaminerger und serotonerger Neurone bei der Modulation der Aktivitatsmaxima stellen

spannende Fragen fiir zuklinftige Arbeiten dar.
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Summary (in english)

The main focus in the present work, was the observation of the influence of dopamine, serotonin and
GABA on the sleep behaviour of Drosophila melanogaster. By utilizing mutants for the dopamine
transporter as well as the serotonin transporter, it was possible to show, that dopamine and
serotonin have opposing effects on the total sleep amount of flies. Dopamine has a sleep inhibiting,
serotonin a sleep promoting function. A neuronal dopamine deficient stock complemented those
findings. Usage of RNAi to downregulate dopamine receptors did not enhance the information, since
no measurable effect could be detected. But in parallel performed experiments with RNAi mediated
knockdown of GABAgR2 receptors could show its role in the maintenance of sleep during the second
half of the night. | could show that especially the expression in the I-LNv is needed for that. In case of
the GABAgR2 receptors no effect on the period was observed, for dopamine and serotonin only a
minor effect on the clock in form of a mild period change accompanied those drastic sleep

phenotypes.

Combining the amine transporter mutants with functional as well as mutated white led to some
interesting observations regarding the interaction of those transporters in regulating total sleep, in
which white reduces the total sleep amount. Following up those experiments with UPLC
measurements, it was shown that presumably WHITE causes its effect due to its relevance for the
amount of B-alanyldopamine in adult flies. When dopamine is transported into the glia cells, B-
alanyldopamine is synthesized by the enzyme EBONY. The ebony mutant revealed a drastic sleep
phenotype when combined with an intact WHITE transporter and a mutated dopamine transporter.
This leads to a dramatic decrease of sleep during the night phase. When doing the UPLC
measurements it was furthermore revealed, that unexpectedly regarding the knowledge from cell
culture experiments, [-alanylserotonin cannot be detected. Presumably, only dopamine, but not
serotonin is recycled by the glia cells. This interesting difference gives space for a temporal as well as

for a local fine regulation of the dopamine and serotonin signals.

Investigating the dimer partners of WHITE, BROWN and SCARLET, | found that BROWN just as a
spontaneous white mutation that | observed, led to a decrease of total sleep. The function of this
heterodimer and its neuronal localisation in the brain remains unknown. Regarding the data
presented in this work, it is likely that this dimer transports either dopamine or -alanyldopamine in
glia cells. Furthermore, | could observe that dopamine and serotonin change the ability of the

circadian clock to adapt to different photoperiods, a so far unstudied phenotype.
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An anatomical approach to localize the WHITE transporter in the brain of Drosophila melanogaster
and a further characterization of the function of the WHITE/BROWN dimer, with regard to sleep and
eventually the mapping of serotonergic and dopaminergic neurons, which modulate the activity peak

responses, are questions for future work.
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LOPAC™# Bibliothek

Tabelle 5 Verwendete Komponenten der Lopac Bibliothek

Name

Amantadine hydrochloride
Amperozide hydrochloride
Tryptamine hydrochloride

GR 46611

Reserpine

(+)-Butaclamol hydrochloride
Apomorphine hydrochloride hemihydrate
Paroxetine hydrochloride hemihydrate (MW =
374.83)

SKF-89145 hydrobromide
Alaproclate hydrochloride
A-77636 hydrochloride

SB 200646 hydrochloride

BP 897

Bupropion hydrochloride
Chlorprothixene hydrochloride
(+)-Bromocriptine methanesulfonate
BRL 15572

(x)-Butaclamol hydrochloride
BMY 7378 dihydrochloride

BRL 54443 maleate
R(+)-6-Bromo-APB hydrobromide
Buspirone hydrochloride

BTCP hydrochloride
Cyproheptadine hydrochloride
Chlorpromazine hydrochloride
SB 204741

Citalopram hydrobromide
Clozapine

GR 113808

N-(2-[4-(4-Chlorophenyl)piperazin-1-yl]lethyl)-3-

methoxybenzamide

Cyclobenzaprine hydrochloride
Clomipramine hydrochloride

CGS-12066A maleate
1-(m-Chlorophenyl)-biguanide hydrochloride
Droperidol

5-Carboxamidotryptamine maleate
L-3,4-Dihydroxyphenylalanine methyl ester
hydrochloride

Dihydroergotamine methanesulfonate
N-Methyldopamine hydrochloride
(x)-Chloro-APB hydrobromide
R(-)-N-Allylnorapomorphine hydrobromide

N,N-Dipropyl-5-carboxamidotryptamine maleate

Dihydroergocristine methanesulfonate
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid

Klasse
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin

Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine

Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine

Serotonin

Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin

Dopamine
Dopamine

Selectivitat

5-HT1D
Uptake

Reuptake

D1
Reuptake
D1
5-HT2C/2B
D3
Reuptake
D2

D2
5-HT1D
D2>D1
5-HT1A
5-HT1E/1F
D1/D5
5-HT1A
Reuptake
5-HT2

5-HT2B
Reuptake
D4 > D2,D3
5-HT4

D4

5-HT2
Reuptake
5-HT1B
5-HT3
D1/D2
5-HT7

D1

5-HT1A
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6,7-ADTN hydrobromide
R(-)-Apocodeine hydrochloride
Domperidone

R(-)-Propylnorapomorphine hydrochloride

(£)-SKF-38393 hydrochloride

R(-)-2,10,11-Trihydroxyaporphine hybrobromide

GBR-12909 dihydrochloride
Venlafaxine hydrochloride
L-3,4-Dihydroxyphenylalanine

R(-)-2,10,11-Trihydroxy-N-propylnoraporphine

hydrobromide

R(+)-SCH-23390 hydrochloride
Dipropyldopamine hydrobromide
(£)-DOI hydrochloride
S-(-)-Eticlopride hydrochloride
Fluvoxamine maleate
Fluspirilene

Fusaric acid

cis-(Z)-Flupenthixol dihydrochloride
S-(+)-Fluoxetine hydrochloride
Fluphenazine dihydrochloride
Fenoldopam bromide

Fluoxetine hydrochloride

GBR-12935 dihydrochloride
R-(+)-7-Hydroxy-DPAT hydrobromide
(+)-8-Hydroxy-DPAT hydrobromide
Haloperidol
1-(4-Hydroxybenzyl)imidazole-2-thiol

Dopamine hydrochloride

Serotonin hydrochloride
(+)-7-Hydroxy-DPAT hydrobromide
GR 55562 dihydrobromide
5-Hydroxy-L-tryptophan
4-Hydroxy-3-methoxyphenylacetic acid
5-Hydroxyindolacetic acid
R-(+)-8-Hydroxy-DPAT hydrobromide
JL-18

LY-367,265

LY-310,762 hydrochloride
VER-3323 hemifumarate salt
Molindone hydrochloride
Indatraline hydrochloride

LE 300

Imipramine hydrochloride
Loxapine succinate

L-750,667 trihydrochloride

p-MPPI hydrochloride

Metergoline

L-741,626

N-omega-Methyl-5-hydroxytryptamine oxalate salt

Mianserin hydrochloride
cis(+/-)-8-OH-PBZI hydrobromide
BW 723C86

Metoclopramide hydrochloride

Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine

Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine

Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine

Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine

D2

D2

D1

D2

Reuptake
5-HT and NE

D2

D1

5-HT2/5-HT1C
D2

Reuptake
D2/D1

Dopamine beta-
hydroxylase

Reuptake
D1/D2

D1
Reuptake
Reuptake
D3
5-HT1A
D2/D1

Dopamine beta-
hydroxylase

D3
5-HT1B/1D

5-HT1A

D4>D2
Reuptake
5-HT1D
5-HT2C/5-HT2B
D2

Reuptake

D1

Reuptake

D4

5-HT1A
5-HT2/5-HT1D
D2

D3
5-HT2B
D2
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O-Methylserotonin hydrochloride
GR 127935 hydrochloride hydrate
L-745,870 hydrochloride
Methylergonovine maleate

ML 10302

Methiothepin mesylate

2-Methyl-5-hydroxytryptamine maleate
SB-215505
alpha-Methyl-5-hydroxytryptamine maleate
p-MPPF dihydrochloride
Methysergide maleate

Sertraline hydrochloride

S15535

Nomifensine maleate

NAN-190 hydrobromide
(x)-Octoclothepin maleate
1-Phenyl-3-(2-thiazolyl)-2-thiourea
SB 242084 dihydrochloride hydrate
LP44

Perphenazine

Parthenolide

Pimozide

Promazine hydrochloride

Piribedil maleate

PD 168,077 maleate

Pergolide methanesulfonate
R(+)-3PPP hydrochloride
1-Phenylbiguanide

S(+)-PD 128,907 hydrochloride
(-)-Quinpirole hydrochloride
Propionylpromazine hydrochloride
S(-)-3PPP hydrochloride

LP 12 hydrochloride hydrate
(x)-PPHT hydrochloride
Pirenperone

Quipazine, 6-nitro-, maleate
Quinelorane dihydrochloride
()-Quinpirole dihydrochloride
Prochlorperazine dimaleate
(+)-PD 128,907 hydrochloride

Ro 04-6790 dihydrochloride
ST-148

(x)-Sulpiride

SB 269970 hydrochloride

SR 57227A

SKF 83959 hydrobromide
Spiperone hydrochloride
Ritanserin

S(+)-Raclopride L-tartrate

SKF 75670 hydrobromide
(-)-Sulpiride

Ropinirole hydrochloride

SKF 89626
1-(2-Methoxyphenyl)piperazine hydrochloride

Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Serotonin

Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin

5-HT1B/1D
D4

5-HT4

5-HT1E, 5-HT1F, 5-
HT6

5-HT3

5-HT2B

5-HT2

5-HT1A

Reuptake
5-HT1A
Reuptake
5-HT1A

D2
beta-Hydroxylase
5-HT2c

5-HT7

D2

D2

D2

D3

D4
D2/D1
D2
5-HT3
D3
D2/D3
D2

D2
5-HT7
D2
5-HT2
Reuptake
D2

D2 > D3

D3

5-HT6

D2

D2

5-HT7

5-HT3

D1

D2
5-HT2/5-HT1C
D2

D1

D2

D3

D1

5-HT1 > 5-HT2
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Tiapride hydrochloride

PAPP

Amisulpride
4-Hydroxyphenethylamine hydrochloride
Spiroxatrine

(+)-SKF 38393, N-allyl-, hydrobromide
FAUC 213

Triflupromazine hydrochloride
SDZ-205,557 hydrochloride
Trimipramine maleate

Trazodone hydrochloride
(x)-6-Chloro-PB hydrobromide

SB 206553 hydrochloride

Granisetron hydrochloride
1-(1-Naphthyl)piperazine hydrochloride
L-Tryptophan

Ketanserin tartrate

U-99194A maleate
3-Tropanyl-3,5-dichlorobenzoate
WAY-100635 maleate

Trifluoperazine dihydrochloride
A-68930 hydrochloride

S(-)-UH-301 hydrochloride
Trifluperidol hydrochloride
(+)-Norfenfluramine hydrochloride
Thioridazine hydrochloride

3-Tropanyl-indole-3-carboxylate hydrochloride
3-Tropanylindole-3-carboxylate methiodide

U-101958 maleate
Zimelidine dihydrochloride

Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Dopamine
Serotonin
Serotonin
Dopamine
Serotonin

D2/D3
5-HT1A
D2/D3

5-HT1A
D1

D4

D2

5-HT4
Reuptake
Reuptake
D1
5-HT2C/5-HT2B
5-HT3
5-HT2

5-HT2
D3
5-HT3
5-HT1A
D1/D2
D1
5-HT1A
D1/D2

D1/D2
5-HT3
5-HT3

D4
Reuptake
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