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¢ Wie kommt ein Fladianer nach Norwegen?

e Was kennzeichnet circadiane Rhythmen?
Wie wurden sie entdeckt? Wo finden wir sie?

¢ Welche molekularen Prozesse finden bei der
circadianen Uhr statt?

e Der rote Brot-Schimmelpilz Neurospora crassa als
Modellorganismus im Studium von circadianen

Rhythmen.




Stavanger
(100 000 Einwohner)

Wie kommt ein Fladianer nach Norwegen?

» 1969-1971: kam nach Mittlerer Reife an das
Chemische Ingtitut Dr. Flad (LG XX).

* 1971-1973: Technische Oberschule Stuttgart
(1972: Frau in England getroffen!)

* 1973-1974: Wehr- und Zivildienst.

» 1975-1984: Studium der Chemie und 4 Jahre wiss.
Assistent an der Uni Odlo.
Erfahrung als CTA war sehr hilfreichl

» it 1984: Uni Stavanger
(Professor fur Physikalische Chemie)




Historische Einfihrung.
Eigenschaften der circadianen Uhr.
Beispiele.

Was sind circadiane Rhythmen?

Der Name circadian ist hergeleitet aus dem

Lateinischen circa (ungefahr) und dies (Tag).

Der Name soll darauf hindeuten, daB3 circadiane
Rhythmen eine Periodenlange von ungefahr
24 Stunden haben wenn sie als freilaufende
Rhythmen (in Dauerdunkel oder Dauerlicht)

auftreten.
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Androsthenes beobachtet das "Schlafen” bei Pflanzen
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Der franzosische Astronom De Mairan findet 1729
Blattbewegungen im Dauerdunkel
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Die circadiane Uhr

Circadiane Rhythmen haben Eigenschaften
einer Uhr und spielen in der Regulierung von
tagesperiodischen Vorgangen wie Schlaf, Offnung
von Bliten, Sporenbildung bei Schimmelpilzen,

und jahresperiodischen Vorgangen wie Bliten-
entwicklung, Winterschlaf, Reproduktion,

Vogelzug, .... eine entscheidende Rolle.

EarthDesk&a

Die circadiane Uhr hat sich entwickelt, um
Organismen an die durch die Erdrotation
verursachte periodische “Licht-DunkelFUmwelt”
anzupassen.




Wir finden diecircadiane Uhr
in praktisch allen hoheren
Organismen

Eigenschaften von circadianen Rhythmen

Circadiane Rhythmen entstehen endogen in
der einzelnen Zelle und sind nicht das
Resultat eines Licht-Dunkel Wechsels.
Man kann sie unter konstanten Bedingungen
(Licht oder Dunkel) sehen mit einer Perioden-
lange von ca. 24 Stunden.




Circadiane Blattbewegungen

QuickTime™ and a
Sorenson Video decompressor
are needed to see this picture.

Phaseolus coccineus. Typischer  Zeitverlauf von
Blattbewegungen bei einer Bohnenpflanze unter
konstantem Schwachlicht. Die Periodenl&nge ist ca. 28

Stunden (E. BUNNING and M. TAZAWA, 1957). Zei;?g:;ggﬁﬂgﬁ?gig;amﬁ?m

von Roger P. Hangarter, Indiana
University.

Eigenschaften von circadianen Rhythmen
(Synchronisation, Phasenverschiebung)

Circadiane Rhythmen synchronisieren
auf auRere periodische Licht/Dunkel
Signale.

Durch einmalige Einwirkung von
Licht, Temperatur oder bestimmten
Stoffen kann man die Phase
circadianer Rhythmen verandern.




q Temperaturkompensation
U

Die circadiane Periode wird durch
gewisse noch nicht ganz geklarte
Kompensationsmechanismen
gegen Umweltverdnderungen, zum
Beispiel gegenlber Temperaturver-
anderungen, konstant gehalten.

Beispiele temperaturkompensierter Rhythmen

(E. Bunning: The Physiologcal Clock, Berlin, 1964)
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Flashing and glow circadian

rhythmsin Gonyaulax
(Prof. Dr. Ludger Rensing, Uni Bremen)

Die Panzeralge zeigt einen
circadianen Glimm-Rhythmus und
ein circadianes Aussenden von
Lichtblitzen (Bioluminescens).

hours In constant light

FIGURE 2. Bioluminescence rhythms at different termperatures (dim LL 1000 lux). Vertical lines 1”“_
indicate circadian glow and flashing maxima fitted by eye; for other details, see Figure 1.

Gonyaulax polyedra (Panzer alge)
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Die molekularen Prozesse
bei der circadianen Uhr

Die Zelle

Alle Organismen sind aus Zellen
aufgebaut. Die Z€elgrofe liegt
normalerweise im mm Bereich

Bel Eukaryoten besteht die Zelle
auseinem Zellkern der das Erb-
material, d.h. die DNA mit Genen
enhalt.

Um den Zelkern haben wir das
Cytoplasma wo u.a. die Protein-
synthese stattfindet.




Information/Bauplan flir einen Organismus ist in der
LS DNA (im Zellkern) gelagert
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Genbegriff

Bestimmte Bereiche in der
DNA kodieren fir Proteine.
Diese Bereiche nennt man Gene.

DNA
(deoxyribonucleic acid)

Zwei Strange von DNA werden dur chWasser stoff-
brickenbindungen zwischen komplementaren
Basen zusammengehalten

H
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Dielnformation wird mit Hilfe von den 4
Basen “T", “A”, C" und G beschrieben

DNA
(deoxyribonucleic acid)
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Translation
(Proteinsynthese)

Transkription




I Export ins Cytoplasma
51

AAAAAAA.. 3 MRNA
Splicing ~ POIYA

=) 3 pre-mRNA
A
Transkription
3 ~ S
Profmoter Exonl Intronl Exon2 DNA-Strang

Proteine (Transkriptionfaktoren) und RNA-polymerase

binden am Promoter um die Transkription (MRNA Synthese)
2u starten.

Mit Hilfe von Ribosomen findet die Proteinsynthese
(Tandlation) statt

NH, CH COOH NH, CH COOH NH, CH COOH
I
(IJI-|2 + CH, + (f:Hz e
[}
o no O
IS
0_|3 F . .
M Peptidbindung
CH CO NH CHM:H
o o o wwerfeond
CH, CHj3 CH, R
. | _
N-terminales Ende ® o, @ C-terminales Ende
:s
0-'3




Die Trandation (Proteinsynthese) findet im Cytosol statt

QuickTime™ and a
Animation decompressor
are needed to see this picture.

Transkription, Splicing und Translation

QuickTime™ and a
Animation decompressor
are needed to see this picture.




Modellorganismus
Neurospora crassa

(roter Brotschimmelpilz)

Modellorganismus Neurospora crassa:

* eukaryotischer Schimmelpilz
» wachst schnell

* nicht pathogen

* leicht zu handhaben

* viele Mutanten zuganglich

* der circadiane Rhythmus

(Sporenbildung) ist leicht zu
verfolgen




Neurospora in der Natur

wachst in den Tropen/Subtropen
auch gefunden in:

New Mexico, Alaska, Spanien,
Portugal, Schweitz.
findet man nach Waldbranden.

Genom in 2003 sequenziert
39,225,835 bp

9,826 Gene

7 Chromosomen

Neurospora’s drei Zelltypen
)
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are needed o see this pctre.

(DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid)
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Warum hat Neurospora eine
circadiane Uhr?

Um (DNA) Schaden bei der Sporenbildung

durch Licht/UV Einflul und hohen Temperaturen
minimal zu halten, werden die Sporen (Konidien)
am frihen Morgen gebildet.

Dieser Prozess ist durch die circadiane Uhr
reguliert.

Der circadiane Rhythmus der Sporenbildung
wird mit Hilfe von “"Race Tubes” verfolgt




Das 'Race Tube’ Experiment:
Bestimmung der Periodenlange

DD 25¢C 1-14-93 0OOH
" 11108717

Jason C. Thoen and Van Gooch:
"Time Lapse Video Showing an Interna
Circadian Clock in Mold (Neurospora) Growth”

Gene bestimmen die Eigenschaften
der circadianen Uhr

e Mit Hilfe von UV Strahlung wurde Neurospora’s
DNA verandert. Es wurde festgestellt, daB man Perioden-
lange (und andere Eigenschaften) dadurch beeinfluBen kann.

¢ Die veranderten circadiane Eigenschaften sind vererbbar
(Mutantenbildung).

e Man kam daher zu dem SchluB, daB die Eigenschaften der
circadiane Uhr durch Gene bestimmt werden.




Das frequency (frq) Gen definiert
Neurospora’s circadiane Uhr

e

I ity

Neourospora crassa genoma view
Baiid 1.9 wintistios

1 u i i U i ¥ nr
Hrken 1

. Semch resulis i guery “frequency ™ 1 i

Uy Maich Mupelememt Tape  Mddps
VIl FREQUENCY CLOCK PROTEIN NCUB2ZINS | GENE Cheses sy

Megermspois erdig Daild 1.1 BLAST Neurona s phinag seinziiis
Chrosmosoerma, [ [0 % VEI VI
Query freguancy ok

Iy & G Masier Mg Genes On Samience S of Mg

T Heghon Lirploed. 2 IR-J2HER bp hvenlesl Y ew Segueoce

i e ""'-";f“" Samibol| £ Lisks B 1 bl
sy :: MUTOTRIN S ¢ Dvad ot |l s ebberiid frivadaciial (i
:: N NCUOIIY e gl sy Ul esieial iy podbetical proscis
e 80 MCTWMZHITA 4 hroead by (I e enscenal  prodicied prows
g -;: RL TSI o fopd ab ] ey @eserinl oo i
e NCUOZI0AL+ bl o il i eiscenal predicied protcis
ES 'l'_ SULIUZHIE L o b oy ol gy - eakenil - peedcied proici
.:: b NOUGZZUS L+ Dol o ol i cvieenad - pedied s
e} & BECLOZIEL ¢ brogd syl me  sasemal |iypodetiod proms
. ||.I MULOIINSS + ool ot Al g dberia]  prieade il proilis
:f: :' MCLUOZTEEN + Do oy il ey exeeisd hypossetiin proses | (AFO34063 A dmod il ndepesion peobii i
wed s SCUOZITEG 4 biod e Al eneal iy pesitcal proses
e ;' MOUO220A 0 ¢ Dot st Al men essenad iy pofencd] proice
i O e
o i =5 il e sveemad FREGUERCY CLOCE PROTEDS
it ' i 3 il sv (] gl eateerd 2065 PROTEASE REGULATORY SUBUNTT 60 HOMOLOC
weety” o SNCUOZZSE Ly hiomt sy o ey eaienisl pedcied prodcs
o :! MOG34 0 o Dol st Allmen edbornsd iy podsie sl nscs
Tt MCUGZATLG hewbst Ul evesil Dgpubeticnl proese | (AFIBUTTLERNA e linasdonise Din-3
are !- MZ225 0 ¢ (ool sy Al sy ensemal hypocete sl protes
:-:: l NOU223% 0y ol eb Al pen essbenad puedsied prois
araf Te - MCUOZIZEN & ool g Ul o snheenal Diypodete l preece
st MLLZIIT + hioad sy ll mey - exsemal - hypo@ete sl posts




Das FREQUENCY (FRQ) Protein
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Circadiane Oszillationen in
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membrane FRQ: Western blots
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Wie kommt der circadiane Rhythmus zustande?

Negative Rickkopplung: Das FRQ Protein inhibiert
die eigene Transkription
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Mathematische Modelle helfen Fragen zu stellen,
und Vorhersagen zu machen die man experimentell
prifen kann
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QuickTime™ anda
TIFF(LZW) decompressor
are needed to see this picture.




Modellberechnungen und Experimente
zeigen, daB die Stabiliat von FRQ-Protein
bestimmend ist fir circadiane Periode und
deren Temperaturkompensation
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Ruoff et al. PNAS, 2005, 102, 17681-17686. temperature, °C
q Ausblick - Weitere Fragen
LI

» wie inhibiert FRQ die eigene Transkriptior?

 wie sind andere Prozesse an den FRQ Oszillator
gekoppelt, z. B. die Sporenbildung?

* gibt es mehrere miteinander- gekoppelte Transkriptions-
Trandations Oszillatorer?

« Ahnliche Entwicklung mit anderen Modellorganismen:
Bananfliege (Drosophila), Maus, Zebrafisch, und
Schaumkresse (Arabidopsis).




Model der circadian Uhr in der Bananfliege

(Drosophila)
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Ruoff, et al. (2004), Biophys Chem.

Vielen Dank fur lhre
Aufmerksamkeit!




Circadian clock properties are inherited

RESEARCH NEWS

MANLUARY 12, 2001 Z DOWNLOAD STORY PDF
First Human Circadian Rhythm
Gene Identified

Researchers exploring the ganetic basis of a rare syndrome VERSIGN EN ESPANOL »
that causes people to fall asleep and awaken earlier than

narmal have pinpointed the first human gene that controls

circadian rhythm. The finding establishes a link between the HHMI INVESTIGATOR
human circadian system and that of animal models such as
Drosgphila, mice and hamsters, say the researchers, It also
raises the possibllity of treating jet lag, as well as sleep
problems in adolescents, the elderly and shift warkers.

F ADOBE ACROBAT (RO

Louls J.
Ptacek

A research team that included Howard Hughes Medical
Institute investigator Louis 1. Ptacek reported that a
mitation In a gene called hPerd is responsible far familial
advanced sleep-phase syndrome (FASPS) in members of a
Utah family. This syndrome typically causes sleap onsat
around 7 p.m,, and spontaneous awakening around 2 a.m.,
in affected family members. The research was published
online by the journal Sctence on January 12, 2001, The RELATED LINKS
article will also appear in print in a future issue of Science.

Das Model der circadianen Uhr
bei Saugern
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Chromosomen kann man im Lichtmikroskop sehen,
besonders be Zellteilung

Zéllteilung bei einer Tierzelle
(Zeitraffer, Alberts et al.)

Menschliche Zdlle:
2 m DNA passen in einen 6 mm grof3en Zellkern




