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I. Fachlicher Teil

Fest verankerte circadiane Rhythmen haben sich in den meisten Organismen der

Welt entwickelt. Sie sind an externe Zeitgeber, wie den Licht-Dunkel-Wechsel
(LD) gekoppelt und steuern die Ausgangssignale (outputs) der Organismen
(Hildebrandt et al., 2015). Die akzessorische Medulla (AME) ist der circadiane
Schrittmacher der Madeira Schabe Rhyparobia maderae und befindet sich in den
optischen Loben. Von dort aus steuert sie das Verhalten der Madeira Schaben,
angepasst an die Umgebungsbedingungen wie den Licht-Dunkel-Wechsel
(Reischig & Stengl, 2003b; Stengl & Homberg, 1994). Das Vorkommen von
myoinhibitorischen Peptiden (MIPs) in der AME kann vermuten lassen, dass
diese in der Madeira Schabe an circadianen Vergéngen beteiligt sind. Es wurden
bereits MIPs (MIP-1 und MIP-2) getestet, welche einen Einfluss auf die
Verarbeitung des Lichteingangs und somit auf den circadianen Rhythmus zeigen
(Schendzielorz & Stengl, 2013; Schulze et al., 2012; Schulze et al., 2013). In
dieser Arbeit wurde der Einfluss des MIP-4 auf das circadiane System der
Madeira Schabe durch Injektionsexperimente untersucht, wobei fiir bestimmte
circadiane Zeiten (CT; CT 9-12 und CT 21-24) kein Einfluss gezeigt werden
konnte. Um herauszufinden, ob MIPs einen Einfluss auf das circadiane System
von R. maderae und einen Einfluss auf deren Schlafverhalten haben, wurde ein
Arenaassay durchgefiihrt, bei welchem den Madeira Schaben Schlaf verweigert
wurde. Als Versuchsgruppen wurden dabei sowohl Tiere mit gfp knock down als
auch Tiere mit mip-precursor und putativem mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r)
knock down untersucht. Es konnte eine Tendenz gezeigt werden, welche eine
Teilhabe von MIPs an der Steuerung des Schlafes vermuten ldsst. MIPs scheinen

demnach die Schlathomoostase aufrecht zu erhalten.



1. Einleitung

1.1 Endogene Rhythmen

Die innere Uhr steuert lebensnotwendige endogene Rhythmen und koppelt diese
an externe Zeitgeber, wie den taglichen Hell-Dunkel-Wechsel. Er wird durch die
Rotation der Erde um ihre eigene Achse bestimmt. In der Chronobiologie wird
der endogene Rhythmus eines Organismus, der eine Periodenlédnge (1) von etwa
24 Stunden aufweist, als circadianer Rhythmus bezeichnet. Endogene Rhythmen
wurden nicht nur in Tieren wie R. maderae (Stengl et al., 2015) gefunden,
sondern auch in Pflanzen, wie zum Beispiel in Arabidopsis thaliana
(Ackerschmalwand; Dodd et al., 2005). Der circadiane Rhythmus zeigt unter
konstanten Umweltbedingungen (beispielsweise Dauerdunkel, DD) eine
endogene Periodenldnge von circa 24 Stunden, nicht aber von genau 24 Stunden.
Das Wort ,,circa” stammt aus dem Lateinischen und bedeutet ,,ungefihr, das
Wort ,,diem* bedeutet ,,Tag*. Daraus resultiert die Bezeichnung ,,circadian* also

,ungefdhr ein Tag*™ (Hildebrandt et al., 2015).

Je nach Periodenlinge werden verschiedene Rhythmen unterschieden. Der
diurnale Rhythmus (lat. ,,diurnus* = téglich) weist demnach eine Periodenldnge
von genau 24 Stunden auf, da dieser an den Tag-Nacht-Rhythmus gekoppelt ist.
Neben dem diurnalen Tag-Nacht-Rhythmus gibt es noch viele weitere
Biorhythmen: ultradiane (<24 h) und infradiane, wie z.B. circalunare oder
circannuale (>24 h) Rhythmen (Hildebrandt et al., 2015). Der ultradiane
Rhythmus weist eine Periodenldnge auf, die kleiner als 24 Stunden ist. Ein
Beispiel fiir diesen ist die spontane Aktionspotential-Oszillation eines
Herzschrittmacherneurons der Wirbeltiere, das den Herzschlag treibt. Die
Periodenldnge, die dem Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Aktionspotentialen betrégt, ist etwa eine Sekunde. Ein infradianer Rhythmus hat
eine Periodenldnge von mehr als 24 Stunden. Dazu zéhlt beispielsweise der
saisonale, circannuale Wechsel des Haar- oder Federkleides von Tieren oder der
Vogelzug (Hildebrandt et al., 2015).

Der evolutive Nutzen der inneren Uhren liegt in der Erhhung der biologischen
Fitness. Aus diesem Grund wurden sie im Laufe der Evolution selektiert. Die
zeitliche Regulation von physiologischen Prozessen erhoht sowohl die Fertilitit

wie auch die Uberlebenschancen der Organismen. Der Grund dafiir liegt darin,
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dass die Organismen mit inneren Uhren sparsamer mit ihrer Energie haushalten,
da ihre Korpervorgidnge zeitlich, durch spontane Mechanismen der
Selbstorganisation, abgestimmt werden konnen (Hildebrandt et al., 2015). Diese

spontane Selbstorganisation geschieht durch Kopplung von Oszillatoren/Uhren.

Normalerweise besitzt ein Organismus mehrere circadiane Uhren, welche sich
durch gegenseitige Interaktionen (Kopplung) synchronisieren, beziechungsweise
von einer dominanten Hauptuhr (englisch: master clock) synchronisiert
(entrained) werden. Durch jede Kopplung von Oszillatoren/Uhren mit bereits
dhnlichen endogenen Periodenlingen wird eine gemeinsame Periodenldnge
erzeugt. Das gilt fiir biologische, wie fiir mechanische Oszillatoren/Uhren
gleichermaflen und ist ein dominanter Mechanismus der Selbstorganisation.
Endogene (innere) Uhren sind genetisch determiniert, was bedeutet, dass die
Periodenldnge und die Phasenlage innerhalb einer Art ungefdhr gleich sind,
solange dhnliche Umweltbedingungen vorliegen. Dariiber hinaus sind circadiane
Rhythmen temperaturkompensiert. Das bedeutet, dass sich die Periodenldnge im
physiologischen Temperaturbereich des Individuums nicht dndern (Hildebrandt

et al., 2015).

1.2 Das circadiane System der Madeira Schabe

Das circadiane System der Madeira Schabe setzt sich aus mehreren
Komponenten zusammen (Abb. 1; Homberg et al., 2003). So wird beispielsweise
das rhythmisch zu- und abnehmende Sonnenlicht als externer geophysikalischer
Rhythmus (externer Zeitgeber) von spezifischen Rezeptoren detektiert
(Hildebrandt et al., 2015). Im besonderen Falle des Licht-Dunkel (LD)
Rhythmus als Zeitgeber ist der Rezeptor das Photopigment (Opsine wie z.B.
Rhodopsin, Cryptochrome) im Auge, welcher das einfallende Licht detektiert
(Hildebrandt et al., 2015). Die Rezeptorzellen des Sduger-Auges sind
Melanopsin-enthaltende Ganglienzellen im Auge, die direkt mit dem endogenen
circadianen Schrittmacherzentrum, dem Suprachiasmatischen Nukleus (SCN),
im Hypothalamus verbunden sind (Meijer & Schwartz, 2003). Der
Schrittmacher wird dadurch mit dem externen Zeitgeber synchronisiert (Abb.
3E) und steuert zeitspezifisch verschiedene physiologische Prozesse, wie

beispielsweise die Lokomotion und die Ausschiittung von Hormonen (Abb. 1).



Aktivitit
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Abb. 1. Schematische Darstellung der wesentlichen Elemente einer circadianen Uhr. Externe
Zeitgeber, wie der Hell-Dunkel-Wechsel (LD), werden von Photorezeptoren, wie z.B. Melanopsinen im
Auge detektiert. Durch diesen Input werden endogene Schrittmacher synchronisiert und steuern die
Rhythmik verschiedener Effektoren, die Rhythmen in Verhalten und Physiologie generieren (verdndert
nach Hildebrandt et al., 2015).

Ein etablierter Modellorganismus der circadianen Rhythmik ist die Madeira
Schabe (Nishiitsutsuji-Uwo &  Pittendrigh, 1968). Das circadiane
Schrittmacherzentrum der Madeira Schabe wurde durch Lédsions- und
Transplantationsexperimente im optischen Lobus lokalisiert (Nishiitsutsuji-
Uwo & Pittendrigh, 1968; Page, 1983). Das circadiane Schrittmacherzentrum ist
ein zelluldrer Oszillator, welcher im Gehirn der Schabe durch neuronale
Verschaltungen in einem definierten Neuropil im optischen Lobus generiert
wird. Dabei handelt es sich um selbsterregende neuronale Oszillatoren, die auch
als 1isolierte FEinzelzellen unter konstanten Umweltbedingungen eine
Periodenldnge von etwa 24 Stunden in der Frequenz ihrer spontanen
Aktionspotentiale aufweisen. Durch Kopplung an exogene, rhythmische
Zeitgeber (via photic entrainment pathways) synchronisiert sich das circadiane
Schrittmacherzentrum der Schabe durch Licht-abhdngige Phasenverschiebung

mit dem externen LD-Rhythmus als Zeitgeber (Hildebrandt et al., 2015).

1.3 Die Lokalisation des Schrittmacherzentrums

Ein optischer Lobus, in welchem das circadiane Schrittmacherzentrum sitzt, ist
aus drei Neuropilen aufgebaut: Lamina, Medulla und Lobula. Diese erzeugen
das von den Photorezeptorzellen detektierte Abbild der Umgebung retinotop
(Nishiitsutsuji-Uwo & Pittendrigh, 1968). Spater konnte die genaue Lokalisation
des circadianen Schrittmacherzentrums in der Region zwischen der Lobula und
der Medulla bestimmt werden (Sokolove & Loher, 1975). Durch die

Kombination von immuncytochemischen Experimenten und Lisions- und
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Transplantationsexperimenten konnte das circadiane Schrittmacherzentrum in
der akzessorischen Medulla (AME, plural: AMEs) lokalisiert werden (Reischig
& Stengl, 2003b; Stengl & Homberg, 1994).

Die AME sitzt im anterioren Bereich der Medulla und kann untergliedert werden
in die Hiillregion, die Glomeruli und den interglomeruldren Bereich. Sie wird
von circa 240 Neuronen aus sieben Somagruppen innerviert (Abb. 2). Die AME
ist birnenférmig und erstreckt sich distal entlang der benannten sieben

Somagruppen (Reischig & Stengl, 2003a).

Abb. 2 3D Konstruktion der akzessorischen
Medulla (AME). Es werden sechs Somagruppen
gezeigt, die die AME innervieren. DT: distaler
Trakt, MNes: mediale Neurone, VPNes:
ventroposteriore Neurone, DFVNes: distale
frontoventrale Neurone, VNes: ventrale Neurone,
MFVNes: mediale frontoventrale Neurone,
VMNes: ventromediale Neurone. Nicht gezeigt
werden die anterioren Neurone (ANes). Maf3stab:
DFVNe VNe MFVNe 50 pum (verdndert nach Reischig & Stengl, 2003a).

Ein besonderes Merkmal der AME Uhrneurone ist ihre hohe Konzentration an
Neuropeptiden und Neurotransmittern, die auf die Wichtigkeit dieser
Substanzen fiir das circadiane System der Madeira Schabe hinweist. Durch
immuncytochemische Fiarbungen und massenspektrometrische Bestimmungen
konnten einige Neuropeptide in Uhrneuronen identifiziert werden, unter
anderem auch das myoinhibitory peptide (MIP; Schulze et al., 2012; Stengl &
Arendt, 2016).

1.4 Licht steuert das circadiane Schrittmacherzentrum abhingig von der
Tageszeit

Die Madeira Schabe ist ein nachtaktives Tier, welches eine Periodenlidnge <24 h
in konstanter Dunkelheit aufweist. Der LD-Wechsel des Tages verlduft jedoch
genau im 24-Stunden-Rhythmus, mit 12:12 h LD Bedingungen. An diesen
externen Rhythmus passt sich die Madeira Schabe an, mit ihrem
Aktivititsbeginn zu Beginn der Dunkelphase (Aschoff, 1958). Da die
Lokomotion mal3geblich vom endogenen Schrittmacherzentrum gesteuert wird,
sind der endogene Rhythmus und die Synchronisation mit externen Zeitgebern

im Laufrad-Assay messbar. Die Laufaktivitit wird dabei graphisch in
5



Aktogrammen aufgetragen (Abb. 3A; Loesel & Homberg, 2001; Nishiitsutsuji-
Uwo & Pittendrigh, 1968; Page, 1978; Stengl & Homberg, 1994). Der zeitliche
Verlauf des Experiments wird von einem externen Zeitgeber bestimmt, weshalb

die Zeitachse die Zeitgeberzeit (ZT) in Stunden (ZT/h) angibt.

A B
[ x| )’ [ % | )" )
—— —
[ eeeeeee———————————
C D
—— ——
E
a b C d e
E E
= 1 e
Puls =
. \ | '
. \ | \ !
. \ ' \ ]
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schleL?I:iegnung T+A¢: " \ " d '
R A SN . ¢
Phasenl 1 .
. A a b
verzogerung g 5
|
I

Abb. 3 Effekte von Licht auf das Aktivititsmuster eines nachtaktiven Tieres. A-D: Aktogramme
zeigen die Laufaktivititsthythmen eines nachtaktiven Tieres unter verschiedenen Bedingungen, im
angekoppelten Zustand, oder im Freilauf. A: Obwohl das Tier eine Periodenldnge von <24 h aufweist (C),
koppelt es sich durch Licht-abhidngige Phasenverschiebungen (entrainment) an den externen Zeitgeber
(Licht-Dunkel-Wechsel = LD; 12:12 h) an und weist somit die gleiche Periodenlidnge wie der Zeitgeber
von genau 24 h auf. B: Ein Lichtpuls zu Beginn der subjektiven Nacht fithrt zu einer Phasenverzdgerung.
C: Das Tier besitzt bei konstanten Umweltbedingungen (Dauerdunkel = DD) im Freilauf eine endogene
Periodenléinge von <24 h. D: Ein Lichtpuls am Ende der subjektiven Nacht fiihrt zu einer
Phasenbeschleunigung. E: Biphasische Phasen-Antwort-Kurve (phase respond curve, PRC) der
Laufaktivitdt eines nachtaktiven Tieres. Ein Lichtpuls wird zu verschiedenen Zeitpunkten der circadianen
Zeit gegeben. Am subjektiven Tag hat der Lichtpuls keinen Effekt (a). Zu Beginn der subjektiven Nacht
hat der Lichtpuls eine Phasenverzégerung zur Folge (b, ¢). Gegen Ende der subjektiven Nacht hat der
Lichtpuls eine phasenbeschleunigende Auswirkung auf das Tier (d, e; verdndert nach Touitou et al., 2017).
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Werden die Tiere unter konstanten Bedingungen gehalten, so konnen diese nicht
mehr an einen externen Zeitgeber ankoppeln und zeigen Laufaktivitit im
Freilauf, entsprechend ihres endogenen circadianen Rhythmus (englisch:
free-running period; Abb. 3B). Die Zeitachse gibt die circadiane Zeit (CT) in
Stunden (CT/h) an, also die subjektive Zeit des Tagesverlaufs eines
individuellen Tieres. Untersuchungen von nachtaktiven Tieren unter DD
Bedingungen zeigten, dass Lichtpulse zu Beginn der subjektiven Nacht eine
Phasenverzogerung (delay) mit sich bringen (Abb. 3C). Lichtpulse, die am Ende
der subjektiven Nacht, also der aktiven Phase der Tiere, gegeben werden, fiihren
zu einer Phasenbeschleunigung (advance; Abb. 3D; Golombek & Rosenstein,

2010).

Werden die gewonnenen Daten in einem Koordinatensystem gegeneinander
aufgetragen, so ist das Resultat eine biphasische Phasenantwortkurve (phase
respond curve, PRC; Abb. 3E). Dafiir wird die Phasenverschiebung (+A®) in
Abhingigkeit von der circadianen Zeit der gemessenen Tiere zum
Applikationszeitpunkt aufgetragen (Barrett & Page, 1989; Golombek &
Rosenstein, 2010).

R. maderae zeigt unter gewissen Bedingungen, wie Dauerweilllicht oder
Dauerrotlicht, ein biphasisches Aktivititsmuster. Das heif3t, dass wahrend der
Aktivitatsphase zwei Aktivitditsmaxima auftreten konnen und keine gleichméafig
andauernde Aktivitit vorliegt (Roberts, 1960; Wiedenmann, 1977). Zur
Erklarung der biphasischen Aktivitdtsmuster ist das Ein-Oszillator-Modell nicht
ausreichend, weil sich unter Langtagbedingungen die Phasenlage der beiden
Peaks und damit die Periodenlinge verldngert. Jedoch kann das spétere
Erwachen und frilhere Schlafen ein Steuerelement nicht gleichzeitig leisten.
Pittendrigh und Daan (1976) postulierten aus diesem Grund das Zwei-Oszillator-
Modell. Dieses beschreibt zwei Oszillatoren, die zwar voneinander unabhingig
funktionsfahig, aber miteinander gekoppelt sind. Da die beiden Oszillatoren
verschieden auf Licht reagieren, wurden sie morning (M) Oszillator und
evening (E) Oszillator genannt. Das bedeutet, dass der M Oszillator an den
Sonnenaufgang gekoppelt ist und durch Licht beschleunigt wird, wodurch sich
seine Periodenlédnge verkiirzt. Der E-Oszillator ist an den Sonnenuntergang
gekoppelt und wird durch Licht verzogert, wodurch sich seine Periodenldnge
verlangert (Helfrich-Forster, 2009). Da die langlebige Madeira Schabe sowohl
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am Aquator als auch in moderaten Zonen beheimatet ist, muss sie aufgrund des
Jahreszeitenwechsels an lange und kurze Tage angepasst sein. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass es mehrere light entrainment pathways gibt, die
Phasenverzogerungen oder  Phasenbeschleunigen durch  Licht ins
Schrittmacherzentrum melden und somit immer den Beginn von Tag und Nacht
signalisieren. Die zelluldre Grundlage dieser Licht-abhdngigen entrainment

pathways ist in R. maderae bisher nicht bekannt (Arnold et al., 2019).

Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dass das pigment dispersing
factor (PDF)-Level am Tag erhoht ist (Arendt, 2016). Weiterhin inhibiert PDF
die kontralateralen PDF-Zellen und aktiviert die ipsilateralen PDF-Zellen
(Gestrich et al., 2018). Daraus kann geschlossen werden, dass ein erhohtes PDF-
Level am Tag zu aktivierten ipsilateralen Zellen fiihrt. Das wiederum lédsst darauf
schlieBen, dass sie die Inaktivitit des Tieres am Tag steuern. In der Nacht ist das
PDF Level gering, die kontralateralen PDF-Zellen werden nicht mehr inhibiert.
Somit ldsst darauf schlieBen, dass diese die Aktivitdt in der Nacht steuern. Es
wurde dementsprechend die These aufgestellt, dass unter 12:12 h LD die
ipsilateralen PDF-immunreaktiven (PDF-ir) Neurone (PDFME, plural:
PDFMEs) die schlafférdernden M-Oszillator Zellen und die kontralateralen
PDFMEs die aktivititsfordernden E-Oszillator Zellen sind. Diese Oszillator
Zellen bilden gemeinsam das M Oszillator Netzwerk und das E Oszillator
Netzwerk (Arnold et al., 2019; Gestrich et al., 2018; Page, 1978; Stengl &
Arendt, 2016). Wenn nun davon ausgegangen wird, dass PDF und MIP in zwei
PDF Zellen colokalisieren (Schulze et al., 2012), kann vermutet werden, dass

MIP eine Funktion im Netzwerk der Oszillatoren einnimmt.

1.5 Molekulare Grundlagen des circadianen Rhythmus bei
D. melanogaster

Der circadiane Rhythmus der Laufaktivitit von D. melanogaster wird durch eine
molekulare Uhr gesteuert (Hardin, 2004). Dieser molekularen Uhr liegen
verschiedene,  miteinander  gekoppelte  transkriptionale / translationale
Riickkopplungsschleifen (TTL-feedback loops) zugrunde. Die wichtigsten
Komponenten sind die Proteine PERIOD (PER) und TIMELESS (TIM; Abb.
4). Abhidngig vom Grad ihrer Phosphorylierung kénnen sie ein Heterodimer

bilden, welches im Nucleus eine Anderung der Affinitit der
8



Transkriptionsfaktoren CLOCK (CLK) und CYCLE (CYC) zu dem Enhancer-
Element (E-box) hervorruft. Dadurch wird die Transkription der per/tim Gene
inhibiert, wodurch die PER und TIM Proteinlevel im Cytoplasma sinken. Durch
das Sinken der Proteinlevel diffundieren weniger PER/TIM Heterodimere in den
Nucleus hinein, wo sie inhibierend auf die Transkription des per/tim Gens
wirken. Dieses negative Feedback fiihrt zu einer Oszillation des PER/TIM
Levels (Lee et al., 1999; Menet et al., 2010).

Die Transkription von vrille (vri) und par domaine protein 1 epsilon (pdple) ist
ebenfalls an das Binden von CLK/CYC an die Enhancer-Komponente
gekoppelt. Es kommt zu einer negativen oder positiven Riickkopplung beziiglich
der Transkription des clk Gens (Hardin, 2004). AuBerdem wurde ein Protein
gefunden, welches fiir den Lichteingang verantwortlich ist, CRYPTOCHROME
(CRY). Dieses ermoglicht die Degradation von TIM in Abhéngigkeit von der
Lichtintensitdt. Es kontrolliert lichtabhéngige Phasenverschiebungen der
Genexpression von Uhrgenen (Emery et al., 2000; Helfrich-Forster et al., 2001;
Ivanchenko et al., 2001; Stanewsky et al., 1998).

D. melanogaster ist ein vielgenutzter Modellorganismus. Und dennoch
unterscheidet dieser sich in Hinblick auf nicht drosophiloide Insektenarten, wie
R. maderae. Wihrend die molekularen Grundlagen der inneren Uhren viele
Homologien aufweisen, gibt es dennoch einige Unterschiede. So unterscheidet
sich das cry Gen von D. melanogaster (cryl) von dem cry Gen in R. maderae
(cry2; Rubin et al., 20006). Es wurde weiterhin gezeigt, dass CRY 1, im Gegensatz
zu CRY2, als Repressor der CLK-CYC-kontrollierten Aktivierung der
Transkription der Uhrgene fungiert. AuBlerdem ist CRY2 nicht lichtsensitiv
(Werckenthin et al., 2012; Yuan et al., 2007). Es liegt nicht nur ein Unterschied
im cry Gen, sondern auch im ¢im Gen vor. Insekten wie 4. mellifera besitzen
kein tim, aber die Funktion von TIM in der molekularen Riickkopplungsschleife
wird von CRY2 iibernommen (Benna et al., 2000). Inwieweit die Funktion von
TIM in R. maderae dem einen oder anderen Mechanismus entspricht bleibt noch
zu klaren. Es kann jedoch festgehalten werden, dass die molekulare Uhr der

Schabe groBe Ahnlichkeit mit der circadianen Uhr der Vertebraten aufweist.



R. maderae besitzt sowohl CRY1 wie auch CRY2, wobei beide als nicht

lichtsensitiv nachgewiesen wurden (Koziarek, 2016).

cytoplasm
nucleus

Abb. 4 Modell der Riickkopplungsschleifen in D. melanogaster. CLOCK (CLK) und CYCLE (CYC)
bilden ein Heterodimer, das an die Enhancer-Komponente (E-Box) bindet und somit die Transkription von
period (per), tim, vrille (vri) und par domaine protein 1 epsilon (pdple) initiiert. Sammeln sich PERIOD
(PER) und TIMELESS (TIM) im Cytoplasma an, so werden diese phosphoryliert. Sie bilden den PER/TIM
Komplex. Im phosphorylierten Zustand gelangen diese Heterodimere in den Zellkern, wo sie inhibierend
mit dem CLK/CYC Heterodimer interagieren und die Transkription von per, tim, vri und pdple gesenkt
wird. Ein steigendes Level von VRILLE (VRI) wihrend des Abends fiihrt zu einer Senkung der
Transkription des clock (clk) Gens. Ein steigendes Level von PDPle wihrend des Abends fiihrt zur
Aktivierung der Transkription des c/k Gens (Hardin, 2004).

1.6 Neuropeptide steuern Prozesse der Physiologie und des Verhaltens
Neuropeptide sind allgegenwirtig und an einer Vielzahl von Prozessen der
Physiologie und des Verhaltens beteiligt. Sie wurden im gesamten
Nervensystem gefunden, wo sie viele Aufgaben erfiillen, wie beispielsweise als
Transmitter oder Modulator.

Die Neuropeptide stellen, zusammen mit den Neurotransmittern, die zwei
Hauptklassen der Ubertrigersubstanzen im Nervensystem dar. Die
niedermolekularen klassischen Neurotransmitter sind zum Beispiel Acetylcholin
und Catecholamin. Zu der weitaus grofleren Gruppe neuroaktiver Peptide zdhlen
PDF und die MIPs (Hildebrandt et al., 2015; Schoofs et al., 1991; Veenstra,
1989). Neuropeptide wie PDF und MIP sind beispielsweise an Vorgingen in
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dem circadianen System der Madeira Schabe beteiligt (Homberg et al., 2003;
Schendzielorz et al., 2014; Schulze et al., 2012).

1.6.1 PDF steuert und koppelt die Lokomotionsrhythmen

PDF ist ein Neuropeptid, welches sowohl im Nervensystem vieler Insekten
vorkommt wie auch in einigen Familien der Crustacea, Insekten, Nematoden und
Mollusken. Nach der ersten Entdeckung des Neuropeptids in Romalea
microptera wurde das Peptid auch in einigen anderen Insekten untersucht (Rao
et al., 1987). Injektionen von PDF fiihrten zu einer Phasenantwortkurve, welche
biphasisch ist. Dieses Verhalten wird ebenso bei der Gabe von Lichtpulsen
beobachtet. Daraus ldsst sich schliefen, dass PDF lichtabhéngig ausgeschiittet
wird und im nachgeschalteten Mechanismus des Uhrnetzwerkes wirkt

(Schendzielorz et al., 2014).

In R. maderae konnten PDF-ir Neurone durch Immunfarbung identifiziert
werden, die beide AMEs innervieren (Reischig & Stengl, 2002). Aufgrund des
Vorkommens von PDF sowohl in der posterioren als auch in der anterioren
optischen Kommissur (AOC; POC), gilt PDF als Kopplungsfaktor zwischen
den Schrittmacherzentren (Reischig & Stengl, 2002; Sohler et al., 2011; Stengl
et al., 2015; Stengl & Arendt, 2016). Zusdtzlich zu der Rolle als
Kopplungsfaktor, spielt PDF eine entscheidende Rolle als Output-Faktor. Eine
ektopische Transplantation der AME in Schaben, welche keinen optischen
Lobus aufweisen, fiihrt bei jenen zum Wiedereinsetzen von rhythmischer
Lokomotion. Dieses geht einher mit der Regeneration von PDF-ir-Fasern im
superior medianen und superior lateralen Protocerebrum (Reischig & Stengl,
2003a). Es wird daher angenommen, dass PDF-Neurone in diesen Bereichen auf

lokomotionssteuernde pramotorische Zentren verschalten.

1.6.2 MIP steuert physiologische Prozesse

Das erste MIP wurde in der Heuschrecke Locusta migratoria entdeckt. Es
unterdriickt nicht nur die spontane Kontraktion des Enddarms von Locusta
migratoria, sondern auch von R. maderae. MIP zeigt also einen inhibierenden
Effekt auf viszerale Muskelkontraktionen, wodurch es seinen Namen erhielt.
Seitdem wurde eine Vielzahl von Peptiden entdeckt, die zu der Familie der MIPs

zdhlen (Schoofs et al., 1991). In der Madeira Schabe wurden bislang neun
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verschiedene MIPs (RAm-MIPs) mit Hilfe von Massenspektrometrischen
Untersuchungen und Transkriptomanalysen identifiziert und sequenziert

(Susanne Neupert, unpublished; Schulze et al., 2012).

Die Aminosduresequenz von MIP wird von zwei Tryptophanen am amidierten
C-Terminus eingerahmt und besteht aus fiinf bis acht Aminosduren. Daher
werden sie als W(Xs5.8)W amide bezeichnet (Conzelmann et al., 2013). MIP
zeigt einen allatostatischen Effekt in der Juvenilhormonsynthese. Dieses ist ein
wichtiger Regulator fiir die Entwicklung und Reproduktion von Insekten.
Deshalb werden MIPs den Allatostatinen Typ B zugeordnet (M. W. Lorenz et
al., 1995; Stay & Tobe, 2007).

MIPs sind allgegenwértig in den Neuropilen des Gehirns der Insekten, was
darauf schlielen lédsst, dass sie an verschiedensten physiologischen Prozessen
beteiligt sind. Sie wirken also pleiotrop. In diesen Neuropilen wurden
verschiedene Colokalisationen von Neuropeptiden und Neurotransmittern, wie
MIP und PDF, gefunden. MIPs kommen auerdem in ungefdahr 30 Neuronen
aus sechs der sieben Somagruppen vor, die mit der AME verbunden sind
(Arendt, 2016). Nur in den ANes gibt es keine MIP Immunreaktivitit. Da in den
Zellen der AME auffillig viele Peptide prozessiert werden, weist dies darauf hin,
dass sie die innere Uhr der Insekten steuern konnten (Schendzielorz & Stengl,

2013; Schulze et al., 2012).

PDF und MIP agieren gemeinsam im Nervensystem

Aufgrund der zuvor beschriebenen Funktionen von PDF als Fingangs- und
Ausgangssignal und als Kopplungsfaktor (Reischig & Stengl, 2002, 2003a;
Schendzielorz et al., 2014), konnte eine Colokalisation mit MIP bedeuten, dass
dieses ebenfalls an diesen Prozessen beteiligt ist. PDF und MIP sind in zwei
anterioren PDFME Neuronen der AME colokalisiert. Diese Colokalisation
scheint auf den Einfluss von MIP sowohl auf das circadiane System wie auch
auf die Lokomotion hinzuweisen. AuBBerdem scheinen sie als Neurohormone zu

fungieren oder tragen zur Freisetzung solcher bei (Schulze et al., 2012).

Da eine Colokalisation der beiden Proteine sowohl in einem groflen anterioren
PDFME, den posterioren optischen Tuberkeln (POTus) und der POC vorliegt,
wird eine Verbindung der anterioren PDFMEs mit den POTus iiber die POC
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vermutet. Da bekannt ist, dass Neurone die POTus mit der protocerebralen
Briicke des Zentralkomplexes, welcher als Zentrum fiir die
Lokomotionssteuerung bekannt ist, verbinden, scheint diese Erregungsleitung
ein circadianer Output der Lokomotion zu sein (Homberg, 1991; Schulze et al.,

2012).

MIP ist an der Anpassung des circadianen Rhythmus an den Lichteingang

beteiligt

Das Vorkommen der MIPs in der AME kann vermuten lassen, dass dieses
Neuropeptid einen Einfluss bei der Verarbeitung des Lichteingangs und somit
auf den circadianen Rhythmus ausiibt und mit der Kopplung der beiden
Schrittmacher zusammenhingt. Die Injektion von MIP 1 hat bei R. maderae zu
Beginn der subjektiven Nacht, genau wie die Gabe von Lichtreizen, eine
Phasenverzogerung zur Folge. Zum Ende der subjektiven Nacht zeigt sich weder
eine Beschleunigung noch eine Verzogerung der Phase. Die Injektion von MIP 2
am Ende der subjektiven Nacht fiihrt, wie auch die Gabe von Lichtreizen zu
diesem Zeitpunkt, zu einer Phasenbeschleunigung. Daraus lésst sich schlief3en,
dass MIP 1 und MIP 2 an der Anpassung des circadianen Rhythmus an den
Lichteingang beteiligt sind, aber tageszeitabhingig jeweils nur eine Phase der
Antwort auf Lichtpulse vermitteln (Schendzielorz & Stengl, 2013; Schulze et al.,
2012; Schulze et al., 2013).

MIP-Mangel fiihrt zu erhohtem Fressverhalten

Untersuchungen in D. melanogaster zeigten, dass die Ausschiittung von MIPs
die Nahrungsaufnahme reduziert. Bei einem silencing der MIP-Expression,
zeigen die Fliegen auch nach Nahrungsaufnahme weiterhin gesteigerten Hunger
und damit einhergehende Nahrungsaufnahme. Daraus resultiert ein erhohtes
Korpergewicht (Min et al., 2016).

Besonders MIP, das in Grillen zu finden ist, weist am N-Terminus Ahnlichkeiten
zu Galanin auf, welches in Vertebraten zu finden ist. Bei ihnen sorgt das

Neuropeptid ebenfalls fiir das Inhibieren von viszeralen Kontraktionen (Aguilar

et al., 2006).
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MIP steuert den Schlaf-Wach-Rhythmus

Der Schlaf wird von zwei regulatorischen Systemen gesteuert, dem circadianen
und dem homdoostatischen. Sie regulieren den Zeitpunkt und die Dauer des
Schlafes (Beersma, 1998). In R. maderae sind PDF-Level am Tag erhoht, sodass
es als wachfordernder Faktor vermutet wird (Arendt, 2016). Schlafférdernde
Faktoren in R. maderae sind bislang nicht bekannt. Ein schlaffordernder Faktor
in Drosophila ist die Ausschiittung von MIP, das dem wachférdernden PDF
entgegensteht. Als ein solcher Schlafregulator wird MIP kurz vor oder wahrend
der Schlafphasen ausgeschiittet. Im Laufe eines Tages oszilliert das MIP Level
im Gehirn von D. melanogaster: Wihrend der Schlafphase ist das MIP Level
erhoht, wahrend der Wachphase hingegen vermindert (Oh et al., 2014).

Das erhohte MIP Level in der Schlafphase nimmt im Verlauf dieser Phase ab.
Da MIP somit in Drosophila als schlaffordernder Faktor gilt, sollte Schlafentzug
(SE) zu einer dauerhaften MIP Ausschiittung flihren. Tatsidchlich konnte mit
Antikorperfarbungen gezeigt werden, dass die anti-MIP-Farbung nach einem
zwolfstiindigen mechanischen SE im optischen Lobus sehr viel geringer ausfiel.
Eine starke Reduktion der anti-MIP-Farbung bedeutet eine massive Sekretion
von MIP wihrend des SE (Oh et al., 2014). Zudem zeigte sich in anderen MIP
Neuronen kaum ein Unterschied, sodass die Region zur Steuerung des
Schlafverhaltens auf den optischen Lobus eingegrenzt werden konnte. Weitere
Versuche demonstrierten, dass bestimmte Zellen des circadianen Systems
tageszeitabhdngig die Schlafhiufigkeit beeinflussen. Der einzige derzeit
identifizierte Rezeptor fiir MIPs ist der Sexpeptidrezeptor (SPR). Durch
Transkriptomanalysen wurde vor Kurzem ein weiterer potenzieller MIP-
Rezeptor in R. maderae identifiziert, welcher in seiner Sequenz starke

Homologien zu SPR aufweist (Achim Werckenthin, unpublished).

SPR ist fiir die Aufrechterhaltung der Schlathomdostase verantwortlich , denn
nach einem zwdlfstiindigen SE holte D. melanogaster etwa 20 % des verpassten
Schlafes nach, wéhrend es bei Fruchtfliegen mit SPR-Mangel nicht zu einem
Erholungsschlaf kam (Oh et al., 2014). Ein knock down von SPR in den kleinen,
lateralen, ventralen Neuronen (s-LNvs) reduziert die Schlafhdufigkeit und -
dauer am subjektiven Tag der Tiere, wohingegen ein knock down in den gro3en
LNvs (I-LNvs) die Schlafmenge und -dauer in der subjektiven Nacht der Tiere

reduziert. Es kann also zusammengefasst werden, dass die Ausschiittung von
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MIP und Bindung an den SPR in den LNvs die Schlathomostase und die
Schlafphase konsolidieren (Oh et al., 2014).

1.7 Ziel dieser Arbeit

In dieser wissenschaftlichen Hausarbeit soll untersucht werden, ob das MIP-4 an
der circadianen Verarbeitung von Signalen beteiligt und damit ein Modulator
des circadianen Systems der Madeira Schabe ist. Auflerdem soll lberpriift
werden, ob sich die Beeinflussung des MIP-Signalweges auf das Schlafverhalten
der Tiere auswirkt und ob dieses sich nach einem mechanischen SE MIP-

abhéngig verdndert.

Diesbeziiglich ergeben sich die folgenden Fragestellungen:

— Fiihrt die Injektion von MIP-4 zu einer Phasenverschiebung, wie sie bei der
Gabe von Lichtpulsen zu beobachten ist?

— Fiihrt ein knock down des mip-Prakursors (mip-precursor) und des putativen
mip-Rezeptors (mip-pre/mip-r knock down) zu einem verdnderten
Schlafverhalten und wirkt sich ein mechanischer SE auf mdgliche

Unterschiede aus?
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2. Material und Methoden

Zur Ermittlung von Effekten des Neuropeptids Myoinhibitorisches Peptid
(MIP)-4 auf die circadiane Laufaktivitit der Schabe wurden Laufradassays in
Kombination mit Injektionen von Neuropeptidlosungen durchgefiihrt.
AufBlerdem wurde untersucht, ob Tiere mit einem mip-precursor und putativem
mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down ein anderes Verhalten zeigen als

Kontrolltiere ohne diesen knock down, wenn ihnen Schlaf verwehrt wurde.

2.1 Die Aufzucht der Madeira Schabe

Rhyparobia maderae (Leucophaea madera), auch Madeira Schabe genannt,
wird der Ordnung der Blattodea zugeordnet (Beccaloni, 2014). Vorzugsweise

leben sie gesellig in warmen und feuchten Regionen (Bell, 1990).

Aus diesem Grund werden die Madeira Schaben in der Tierzucht der Abteilung
bei einer Temperatur von 21 °C bis 25 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 40 %
bis 60 % gehalten. Der Lebensraum einer Kolonie von etwa 800 Tieren ist eine
grof3e Polyethylenbox, die von Juvenilen aller Stadien und adulten weiblichen
und ménnlichen Schaben zusammen bewohnt wird. Zu jeder Zeit haben sie

Zugang zu Nahrung in Form von Trockenfutter und Trinkwasser.

Der Boden dieser Boxen ist mit Sdgespidnen ausgelegt und mit Eierkartons
bestiickt, welche den Tieren als Unterschlupf und Versteckmdglichkeit dienen.
Auflerdem gibt es zwei voneinander getrennte Bestidnde in inversen 12:12 LD
Rhythmen. Im Zeitraum von acht bis 20 Uhr (Winterzeit) sind die Tiere
WeiBlicht, von 20 bis acht Uhr der Dunkelheit ausgesetzt. Bei der inversen Zucht

sind die Licht- und Dunkelphase genau entgegengesetzt.

2.2 Der Laufradassay
Um den Einfluss von bestimmten Substanzen auf den circadianen Rhythmus der
Madeira Schabe zu bestimmen, wurde die Laufaktivitdt als Indiz der Aktivitat

der Madeira Schabe gemessen (Gwinner, 1974).

2.2.1 Der Aufbau des Laufrads
Adulte ménnliche Tiere wurden zu verschiedenen Zeitgeber (ZT) Zeiten den

oben genannten Kolonien entnommen und im, flir die Tiere nicht sichtbaren,
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Rotlicht in Laufrdder eingesetzt. Dann wurde das Rotlicht ausgeschaltet und die

nachtaktiven Tiere verblieben in konstanter Dunkelheit (DD).

Jeweils sechzehn Laufrader befanden sich in einer lichtundurchlédssigen Box und
waren Uber Verbindungskabel mit einem Logger verbunden. Die Laufrader
wurden jeweils mit zwei Magneten versehen (Abb. 5). Nach jeder 180° Drehung
des Rades schloss ein Magnet iiber einen Magnetfeldsensor einen Stromkreis
und der entstandene elektrische Impuls wurde von einem Logger als halbe
Laufradumdrehung im Textformat auf einer SD-Karte aufgezeichnet. Der
Logger wurde iiber eine hauseigene Software angesteuert (C. Lohrey,

Universitit Kassel).

_— Logger

Display

Slot fiir SD
Karte

\: Verbindungs-

\\ kabel
Lichtundurch-

h' " lissige Box

7

Schabe —— Wasser

Magnet —— Docht

© | Pasteur-
pipette

Magnetfeld- ——— Getreide-
sensor Mix-Pellet

Abb. 5 Schema des experimentellen Aufbaus zur Aufnahme und Analyse der circadianen
Lokomotion der Schabe R. maderae. A: Insgesamt sechzehn Schaben fanden in der lichtundurchléssigen
Box Platz. Die circadianen Aktivititsmuster wurden als Anzahl der Laufradumdrehungen von einem
Logger aufgezeichnet. B: Individuen wurden in Laufrader gesetzt, welche mit zwei Magneten ausgestattet
sind. Magnetfeldsensoren wurden zur Detektion der Laufraddrehungen genutzt. C: Wéhrend des
Experiments haben die Schaben dauerhaften Zugang zu Futter und Wasser. Die Nahrungsversorgung
erfolgt von der Riickseite des Rades aus (Quelle: verdndert nach Arendt, 2016).
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2.2.2 Das Programm ActogramJ

Actogram]J (Schmid et al., 2011) wurde genutzt, um die Aktivititsmuster der
einzelnen Schaben zu analysieren. Dieses Programm ist ein Sofiware Plug-in fiir
das Programm ImagelJ (National Institut of Health, Bethesda, USA). Mithilfe
von Actogram] war es moglich, sowohl den Beginn der Aktivitit wie auch die
Periodenldnge der Individuen zu bestimmen. Dafiir wurde die Chi-Square-
Periodogram-Analyse genutzt. Die Tiere wurden fiir mindestens zehn Tage vor
und nach einer Injektion in den Laufrddern gelassen und deren rhythmische

lokomotorische Aktivitit gemessen.

Neben der Periodenlidnge wurde auch der Aktivititsbeginn der Tiere ermittelt,
was die Berechnung einer moglichen Phasenverschiebung nach einer Injektion
moglich machte. Fiir die Berechnung der Phasenverschiebung wurde jeweils
eine Regressionsgerade durch die Punkte der Aktivitdtsbeginne vor und nach der
Injektion gelegt. Die Differenz zwischen den Regressionsgeraden am Tag der

Injektion ist der hervorgerufene Shift.

2.2.3 Die Injektionen

Um das Tier fiir eine Injektion vorzubereiten, wurde es aus dem Laufrad
herausgenommen und mit Kohlenstoffdioxid (CO2) betdubt. Im betdubten
Zustand wurde es dann in einen Halter aus Plexiglas und Metall eingespannt,
sodass das Tier, im Besonderen der Kopf, fixiert und stabilisiert war. Unter
Rotlicht wurden entweder 2 uLL Rhm-MIP-4 in verschiedenen Konzentrationen
(10° M, 10°M, 10° M) oder einfachkonzentrierte Ringer-Losung durch das
Komplexauge in die Himolymphe der Kopfkapsel injiziert. Fiir die Injektion
wurde eine Kolbenhubpipette (HandyStep, Brand, Wertheim, Deutschland)
verwendet, auf die eine Kaniile gesetzt wurde (Abb. 6; Schulze et al., 2013). Die

Kontroll-Injektionen enthielten ausschlieBlich eine einfach konzentrierte

Abb. 6 Injektionstechnik. Substanzen werden
mithilfe der Pipette (RP) durch das Komplexauge
(CE) in die Hamolymphe nahe dem Gehirn der
Madeira Schabe (gepunktete Linie) injiziert. Auf
die Prizisionsspitze (PD) wird eine Kaniile (CA)
aufgesetzt. AN: Antenne; OC: Ocelle (Schulze et
al., 2013).




Ringerlosung. Danach wurde das Tier in das Laufrad zuriickgesetzt. Nach einer
kurzen Erholung von etwa zwei Tagen begannen die Schaben in der Regel

wieder zu laufen.

2.2 .4 Statistische Auswertung

Die Phasenverschiebungen der Versuchstiere wurden, wie zuvor beschrieben,
berechnet (+A® t+Standardabweichung in Stunden). Nachdem der Shapiro-Wilk
Test eine Normalverteilung des Datensatzes nicht feststellen konnte, wurde ein
nicht parametrischer Test genutzt. Die statistische Analyse wurde mithilfe des
Kruskal-Wallis-Tests durchgefiihrt, gefolgt vom Dunn’s Post-hoc-Test. Die
Periodenldngen vor und nach den Injektionen wurden mit einem gepaarten t-Test

verglichen, da hier eine Normalverteilung der Daten vorlag.

2.3 Die Arena — Schlafentzug

Die nachtaktiven Schaben ruhen (schlafen) am subjektiven Tag (im DD) im
Laufrad, wihrend sie in der subjektiven Nacht wie kleine Hamster im Laufrad
rennen. Die freilaufende, endogene Periodenlédnge ihres Aktivitdtsrhythmus
betrdgt etwa 23,4 h (Abb. 3C). Es sollte untersucht werden, ob MIP ein
Eingangssignal in den Schaltkreis der circadianen Uhr der Madeira Schabe
darstellt, welcher den Schlaf steuert. Deshalb wurden zwei Versuchstiergruppen
im Laufradassay mit Kontrolltieren verglichen. In der ersten Versuchsgruppe
wurde die mRNA des mip-precursor Gens und des putativen mip-Rezeptor Gens
durch RNA-Interferenz (RNAi) Experimente herunterreguliert (Doppel- knock
down). Die zweite Versuchsgruppe besitzt einen gfp knock down (Oh et al.,
2014). Die zweite Versuchsgruppe dient als Kontrollgruppe, da die Madeira
Schabe kein gfp Gen besitzt.

2.3.1 Gen Silencing durch RNA Interferenz

Der knock down eines Gens (Silencing) beschreibt die drastische Reduktion des
Genproduktes. Dabei werden weder das Gen noch seine Transkription
beeintrachtigt, sondern die Translationsrate der mRNA wird herunterreguliert,
indem durch eine RNA; die respektive mRNA abgebaut wird. In eukaryotischen

Zellen kommt normalerweise nie doppelstrangige RNA (dsRNA) vor, aul3er die
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Zelle wird von einem doppelstringigen Virus befallen. Eine Maschinerie des
Immunsystems der Zelle, der Dicer, erkennt die virale dsSRNA und zerlegt sie in
kleine Fragmente. Diese Fragmente werden dann vom Slicer dazu genutzt,
komplementire Messenger RNA (mRNA) zu finden und zu degradieren. Dies
ist ein post-translationaler Prozess der Genregulierung und dient der Abwehr von
Viren. Die dsRNA aktiviert also einen Prozess, der zum Herabsetzen der
Translation eines Gens fiihrt (Abb. 7). Dafiir ist antisense RNA von einer Lénge
zwischen 20 und 30 Nukleotiden nétig, die komplementér zu der Zielsequenz

der mRNA ist (Tabara et al., 1998).

Komplex- o
ablosung mRNA Fragmente
d _—
Dicer
a
d e

T
RITTTITI
v siRNA

Abb. 7 Mechanismus der RNA Interferenz (RNA)). a: short-interfering RNA (siRNA) wird entweder
exogen eingebracht oder endogen von Dicer (rosa) erzeugt. b: Die siRNA wird von Slicer (violett) in
einzelstrangige RNA gespalten. ¢: Durch die einzelstringige RNA wird RISC aktiviert, an komplementére
messenger RNA (mRNA) zu binden. d: Der RISC-siRNA-Komplex dissoziiert nach Spaltung der
komplementidren mRNA. e: Die fragmentierte mRNA kann nun abgebaut werden. Durch den Abbau kann
die Sequenz nicht fiir die Proteinbiosynthese verwendet werden (verdndert nach B. Kim et al., 2019).

Es wurden verschiedene Komponenten beschrieben, die eine wichtige Rolle in
diesem Prozess einnehmen. Dazu gehoéren vor allem die Enzyme Dicer und
Slicer. Das Enzym Dicer ist eine Ribonuklease, welche die dsRNA in kiirzere
dsRNA Fragmente degradiert. Die kiirzeren Fragmente konnen in zwei
Kategorien unterteil werden, die micro RNA (miRNA) und die short-interfering
RNA (siRNA). Diese aktivieren den RNA-aktivierten Silencing Komplex
(RISC). Das Enzym Slicer ist an RISC gebunden und kann Precursor miRNA
und siRNA binden. AnschlieBend wird einer der Stringe (passenger strand)
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durch RISC dissoziiert. Der verbleibende Strang (leading strand) kann nun
durch Baseninteraktionen an dem Zielgen binden. Das fiihrt zum Herabsetzen
beziehungsweise Unterdriicken der Translation des Zielgens durch Slicer
(Hutvagner & Simard, 2008).

Um die bendtigte dsRNA fiir den RNA; knock down in R. maderae zu
produzieren, musste zunichst komplementire DNA des MIP-Rezeptors und des
MIP-precursors und aullerdem des Griinfluoreszierenden Proteins (GFP) fiir die
Kontrollgruppe synthetisiert werden. AnschlieBend wurden die Zielfragmente
jeweils in ein Plasmid kloniert und von dort amplifiziert. Durch eine daran
ankniipfende in vitro Transkription wurde dies dann abgelesen und als RNA
transkribiert. Zwei RNA Einzelstrainge wurden durch Komplementierung zu

einem RNA Doppelstrang (dsRNA) zusammengefiigt.

2.3.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qQPCR)

Die qPCR dient nach den Verhaltensexperimenten zur Quantifizierung der Ziel-
RNA im Gewebe. Es kann damit also {iberpriift werden, ob der knock down in
den Tieren erfolgreich war. Dafiir wird dem Versuchstier einzelstraingige mRNA
entnommen, welche durch das Enzym reverse Transkriptase die einzelstrangige

RNA in doppelstrangige DNA transkribiert (Abb. 8; Reineke, 2004).

Genau wie bei einer herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR),
verdndert der Thermocycler die benétigte Temperatur sehr schnell und prizise
wiahrend der einzelnen Zyklen. Jeder Zyklus kann in drei Schritte unterteilt
werden, die Denaturierung, die Hybridisierung und die Elongation. Bei
Raumtemperatur liegt die Desoxyribonukleinsédure (DNA) als Doppelstrang vor.
Zudem werden Primer, Nukleotide und Polymerase bendtigt. Wahrend der
Denaturierung wird die Doppelstrangstruktur der DNA zerstort. In der
Elongationsphase lagern sich Primer an die einzelstraingige DNA an, an welchen
in der Elongationsphase die fehlenden Stringe mit Nukleotiden aufgefiillt
werden (Abb. §; Miiller & Prange, 2016).
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C
cDNA-RNA Hybrid
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D
mRNA-Strang wird
durch cDNA ersetzt

Abb. 8 Mechanismus der reversen Transkription zur Umwandlung von einzelstringiger mRNA in
doppelstringige komplementire DNA (cDNA). A: Einzelstrangige mRNA (schwarzer Balken mit
schwarzen Linien) wurde aus dem Versuchstier extrahiert. B: Die reverse Transkriptase (griine
aufgeschnittene Ovale) ist ein Enzym, das einen DNA-Primer (rosa Balken mit rosa Linien) benétigt. C:
Die reverse Transkriptase katalysiert nun die Synthese der cDNA. Es liegt ein Hybridstrang aus cDNA und
RNA vor. D: Durch RNAse, ein Enzym, das RNA abbaut, wird der RNA Strang abgebaut und durch DNA -
Polymerase zu einem DNA Doppelstrang erginzt. Es liegt doppelstrangige cDNA vor (verdndert nach
Reineke, 2004).

Bei der qPCR wird ein Fluoreszenzfarbstoff beigemischt, welcher sich wihrend
des Zyklus in die DNA einlagern kann. Dafiir wird SYBR Green genutzt. Durch
die DNA-Produktion wird dieser Farbstoff aktiv und die Fluoreszenz kann in
Echtzeit gemessen werden (Abb. 9). Je nach Anzahl der Kopien, die in der Probe
vorhanden sind, wird ein Schwellenwert des Fluoreszenzsignals iiberschritten
oder eben nicht. Diese Angaben erlauben eine absolute Quantifizierung (Miiller

& Prange, 2016).
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Abb. 9 Molekulare Arbeitsschritte der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR). Die Probe
fiir die qPCR muss doppelstringige DNA enthalten (zwei schwarze Balken verbunden mit bunten Linien),
Polymerase (goldgelbe aufgeschnittene Kreise), Primer (kurze schwarze Balken mit bunten Linien) und die
Nucleotide: Guanin (violette Linie), Cytosin (griine Linie), Adenin (graue Linie) und Thymin (rosa Linie),.
A: Die DNA liegt in dem Probengemisch als Doppelstrang vor. B: Bei einer Temperatur von etwa 90 °C
denaturiert die DNA in Einzelstrdange. C: Sinkt die Temperatur auf etwa 70-55 °C, lagern sich die Primer
an die einzelstrangige DNA an. Dieser Vorgang wird Hybridisierung genannt. D: Die Polymerase ist ein
Enzym, das in der Elongationsphase die Verkniipfung der Nukleotide an die einzelstringige DNA und
somit die Synthese von doppelstrangiger DNA katalysiert. Der Farbstoff SYBR Green (neongriine Ovale)
wird in die DNA eingelagert (eigene Darstellung).

2.3.3 Der Aufbau der Arenen
Es wurden vier runde, weile Arenen verwendet, welche einen
Bodendurchmesser von 19 cm besitzen (Abb. 10). In Hohe von 5 cm iiber dem

Grund wurde eine durchsichtige Plexiglasscheibe angebracht.
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Kamera

Abb. 10 Vier Arenen wurden gleichzeitig mit einer Kamera im Arena-Assay gefilmt. Die Madeira
Schaben wurden einzeln in den Arenen gehalten. Die Besetzung mit MIP knock down Tieren und GFP
knock down Tieren variierte dabei je Versuchsdurchlauf (eigene Darstellung).

Die Winde der Arenen wurden mit mehreren Lochern versehen, kleinere fiir die
Wasserversorgung und grofere fiir die Anbringung von Getreidemix-Pellets, um
die Tiere ausreichend mit Wasser und Futter versorgen zu konnen. Gleichzeitig
dienten die ungenutzten Locher der Luftzufuhr.

Uber diesen Arenen wurde eine Videokamera angebracht, welche mithilfe eines
Stativs dauerhaft befestigt wurde. Die Videokamera filmte dauerhaft mit dem
Programm Webcam/Screen Video Capture (SoftPerk), welches iiber einen
MJPEG Compressor verfiigte, sodass sehr grofle Dateimengen vermieden
werden konnten. Da die Kamera iiber Infrarotlicht verfiigte, musste zum Filmen
in der Dunkelheit kein Rotlicht verwendet werden. Es konnte so in absoluter
Dunkelheit gefilmt werden.

Der Raum, der fiir die Aufnahmen genutzt wurde, war isoliert von Tageslicht.
Dies ermdglichte das Arbeiten unter einem selbstgewdhlten LD-Rhythmus. Das
Tageslicht wurde durch eine Stehlampe mit weiller, schwacher Gliihbirne
simuliert und der 12:12 h Rhythmus durch eine Zeitschaltuhr vorgegeben.

Je eine Arena wurde mit einem adulten, minnlichen Tier, einem Wasserdocht

und einem Getreidemix-Pellet bestiickt.
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Zunichst wurden die Tiere fiinf Tage in der Arena gefilmt. Es wurden zwei Tiere
mit gfp knock down und zwei Tiere mit mip-pre/mip-r knock down gewéhlt.
Anschliefend wurden sie fiir 12 h wéihrend der Lichtphase in einen langsam
drehenden Rotator fiir 50 mL-Zentrifugenrohrchen gesetzt (Abb. 11), sodass sie

kontinuierlich parallel zur Kdrperachse im Réhrchen mitlaufen mussten und

Abb. 11 Mechanischer Schlafentzug (SE) durch
Falcon-Rotator. Je eine Schabe wurde in ein
Zentrifugenrohrchen gesetzt. Dieses drehte sich im
Falcon-Rotator parallel zu deren Korpermitte,
sodass sie wahrend der Rotation seitlich mitlaufen
mussten (eigene Aufnahme)

keine Moglichkeit zum Schlafen bekamen (Abb. 12). Die Réhrchen wurden von
innen mit Vaseline beschichtet, damit sich die Tiere nicht festhalten konnten.
Nach zwo6lf Stunden SE wurden sie wieder in die Arenen gesetzt. Es wurde fiir

weitere fiinf Tage gefilmt.

Bestiicken der Umsetzen in
Arenen Rotator ¢ .p,j.p
l entzug
L — — — E— )
Tag 1 Tag 3 Tag s
Umsetzen in
Arenen
—— E—— — — E— —
Tag 7 Tag 9 Tag 11

Abb. 12 Zeitlicher Verlauf des Arenaassays vor und nach dem Schlafentzug (SE). Die Tiere wurden
fiinf Tage ohne Unterbrechung in den Arenen gefilmt. Dabei wurde ein Licht-Dunkel (LD)-Rhythmus von
12:12 h vorgegeben. Anschliefend wurde ihnen iiber einen Zeitraum von zwdlf Stunden der Schlaf
verweigert. Darauthin wurden sie wieder in den Arenen gefilmt. Wasser und Futter stand ihnen dauerhaft
zur Verfiigung (eigene Darstellung).

2.3.4 Das Tracking der Madeira Schabe mit EthoVision XT

Die Laufaktivitdt der Madeira Schabe in einer runden Arena wurde mithilfe des
Programms EthoVision XT (8.5, Noldus, Wageningen, Niederlande) ermittelt.
Es diente der computergestiitzten Verhaltensbeobachtung von verschiedenen
Versuchstieren. EthoVision XT wird auch bei Labyrinth-Experimenten, wie
zum Beispiel dem Morris Water Maze angewendet (Morris, 1981).
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Dieses Programm ermdglichte das
Auswihlen und Justieren bestimmter
Parameter, wie beispielsweise die

4 Anzahl und Form der Arenen. Explizit
3 konnten die GroBe und die genaue
y Passung des zu untersuchenden

Bereiches auf die Arenen angepasst

Abb. 13 Kameraansicht auf die vier verwendeten werden (Abb 13).
Arenen. Der Bereich, der mithilfe des Programms

EthoVision XT analysiert wurde, ist farbig nach AnschlieBend konnten Einstellungen
Arenen eingezeichnet. Arena 1: violett; Arena 2:

griin; Arena 3: rosa; Arena 4: blau. In jeder Arena zyr Detektion der Tiere festgelegt
befindet sich ein dunkles Tier (Pfeile), das sich vom

hellen Hintergrund abhebt (eigene Aufnahme). Werden. Dlese waren chhtlg ﬁir dle
Vermeidung von falsch positiven oder falsch negativen Lokalisationen der
Versuchstiere. Es wurden sowohl die minimale und maximale GroBe der
Madeira Schaben festgelegt wie auch der Kontrast derer zum Hintergrund.
Wihrend der Nachverfolgung der Versuchstiere durch das Computerprogramm,
wurde das Video abgespielt und der

zuriickgelegte Weg der Madeira
Schaben aufgezeichnet (Abb. 14).

Abb. 14 Laufspur eines Versuchstiers. Das
Versuchstier wurde erkannt (gelb) und dessen
Bewegung anhand des Korpermittelpunktes (roter
Punkt) verfolgt. Der zuriickgelegte Weg wird
zeichnerisch durch das Programm fiir einige
Sekunden sichtbar gemacht (roter Strich; eigene
Aufnahme).

Aufgrund technischer Probleme konnte das Tracking Programm Noldus nicht
verwendet werden, sodass auf eine hédndische Auswertung der Videos
zuriickgegriffen wurde. Dafiir wurde ein Gitternetz tiber das laufende Video mit
den Arenen gelegt. Mithilfe dieses Gitternetzes konnte die zuriickgelegte Strecke
der Madeira Schaben gemessen werden. Das Gitternetz teilte die Arenen in

I x I cm Quadrate ein (Abb. 15).
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Abb. 15 Kameraansicht auf die vier
verwendeten Arenen mit Gitternetz zur
hindischen Auswertung der Videos. Das
Gitternetz (gelb) unterteilte jede Arena in 1 cm?
grofle Quadrate, sodass die zuriickgelegte Strecke
der Schaben gemessen werden konnte. In jeder
Arena befand sich ein dunkles Tier (Pfeile; eigene
Aufnahme).

2.3.5 Statistische Auswertung

Da der Shapiro-Wilk Test keine Normalverteilung des Datensatzes feststellen
konnte, wurden ausschlieBlich nicht parametrische Tests durchgefiihrt. Es
wurden die Versuchsgruppen untereinander und innerhalb verglichen. Vor und
nach dem SE wurden jeweils die Versuchsgruppen untereinander mit dem
ungepaarten Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn’s Post-hoc-Test
getestet. Innerhalb der Gruppen wurde auf einen signifikanten Unterschied der
Aktivitit mit dem gepaarten Friedmann Test mit anschlieBendem Dunn’s
Multiple Comparison Test getestet. Diese Analysen wurden mit 30 Minuten-,
12 Stunden- und 24 Stunden-Intervallen durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils ein

Zeitraum von drei Tagen vor und nach dem SE betrachtet.
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3. Ergebnisse
Um herauszufinden, ob Rhyparobia myoinhibitorisches Peptid (Rhm-MIP)-4 in

R. maderae an der Vermittlung der Lichtinformation an die innere Uhr beteiligt
ist, wurden Injektionen des Neuropeptids in verschiedenen Konzentrationen am

Ende des subjektiven Tages und der subjektiven Nacht durchgefiihrt.

Um die Frage zu beantworten, ob ein Schlafentzug (SE) eine Verdnderung des
Schlafverhaltens hervorruft und ob MIPs an diesem Prozess beteiligt ist, wurde
ein Arenaassay mit mip-precursor und putativem mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r)
knock down Tieren und gfp knock down Tieren als Kontrollgruppe durchgefiihrt.
Mittels Videokamera wurde die Aktivitét der isolierten Mannchen der Madeira
Schabe bei 12:12 h Licht-Dunkel-Wechsel (LD) gefilmt und anschlieBend in
unterschiedlichen Intervallen (24 h, 12 h und 0,5 h) vor und nach dem SE
ausgewertet. Dabei wurden zwischen den Versuchsgruppen mit gfp knock down
und mip-pre/mip-r knock down vor und nach dem SE keine signifikanten

Unterschiede gemessen.

3.1 Injektionen von Rhm-MIP-4 induzierten keine Phasenverschiebung

und Anderung der Periodenlinge

Die Injektion von Rhm-MIP-4 in die Hadmolymphe in unterschiedlichen
Konzentrationen induzierte im Vergleich zur Kontrollinjektion von einfach
konzentrierter Ringerlosung keine Phasenverschiebung in den Zeitrdumen
CT 9-12 und CT 21-24 (Tab. 1; Abb. 16). Zwar konnte eine geringe Tendenz der
Phasenbeschleunigung bei der Injektion einer Peptidmenge von 2 - 10712 mol und
eine Tendenz der Phasenverzdgerung mit der Peptidmenge von 2 - 10 mol
beobachtet werden, doch wiesen die Individuen eine sehr grofle Streuung auf
(Tab. 1; Abb. 17).

Die durchschnittliche Periodenlédnge der Tiere (n=22) betrug durchschnittlich
23.55+0.27 h. Nach einer Injektion von Ringerlosung oder Peptidlosung

Rhm-MIP-4 in verschiedenen Konzentrationen dnderten sich diese nicht (Tab. 1;

Abb. 18).

28



Tab. 1: Effekte einer Injektion von Ringer- oder RAm-MIP-4-Lésung im Zeitfenster der circadianen Zeit
(CT)von 9-12hund 21-24 h

Ringer MIP-4
Einfach konzentriert 2102 mol 2 - 10° mol
CT 9-12 21-24 9-12 21-24 9-12 21-24
Anzahl
der Tiere 2 3 4 > 6 2

AD 0.07 0.46 0.27 0.81 -0.47 -1.05
+0.18 +0.71 +1.40 +0.99 +0.45 +0.66

. 23.62 23.42 23.62 23.72 23.41 23.38
+0.18 +0.17 +0.23 +0.18 +0.26 +0.25

A®: Phasenverschiebung; t: Periodenldnge
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A CT9-12

Ringer 2-10712 mol -107? mol
3 1 1 1

o

Phasenverschiebung [h]

-3

B CT 21-24

o

Ringer 2-10712 mol -107? mol
3 1 1 1

Phasenverschiebung [h]

-3

Abb. 16: Die Injektionen von Rhm-MIP-4 fiihrten nicht zu einer dosisabhingigen
Phasenverschiebung. In A wird der Effekt der Phasenverschiebung der Injektion zur circadianen Zeit (CT)
9-12 h gezeigt, in B zu CT 21-24. A: Der Kontrollgruppe (n = 2) wurde Ringerlésung injiziert, die nicht
zu einer signifikanten Phasenverschiebung fiihrte (Friedmann-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test, a = 0.05).
Die Injektion von Rhm-MIP-4 in der Konzentration 2 - 1012 mol (n=4) fiihrte durchschnittlich zu einer
Phasenbeschleunigung, die Injektion der Konzentration 2 - 10 mol (n=6) zu einer Phasenverzodgerung,
welche jeweils nicht signifikant getestet wurden (Friedmann-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test, o = 0.05). B:
Die Kontrollinjektion von Ringerlgsung (n = 3) fiihrte nicht zu einer signifikanten Phasenverschiebung.
Die Peptidinjektion mit der Konzentration 2 - 10"'2 mol (n=5) fiihrte im Vergleich zur Kontrollinjektion zu
einer durchschnittlichen Phasenbeschleunigung, welche jedoch nicht signifikant war. Die Peptidinjektion
des Rhm-MIP-4 mit der Konzentration von 2-10°mol (n=2) fiihrte durchschnittlich zu einer
Phasenverzdgerung, welche im Vergleich zur Kontrollinjektion ebenfalls nicht signifikant war (Friedmann-
Test mit Dunn’s Post-hoc-Test, a = 0.05).
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Abb. 17: Die Injektion von
Rhm-MIP-4 zur circadianen Zeit
CT 11.83 mit der Konzentration
2 - 10" mol fiihrte zu einer nicht
signifikanten Phasenverzégerung
(A®)  von A® =-0.65 h.
A: Aktogramm eines R. maderae
Mainnchens. Die Injektion erfolgte
am Ende des subjektiven Tages des
Tieres (Pfeilspitze). B: Die Periode
des Tieres wird bestimmt vom
Aktivititsbeginn des ersten Tages
bis zum Aktivititsbeginn des
darauffolgenden Tages. Der
Aktivitdtsbeginn wird durch eine
Regressionsgerade beschrieben
(schwarze Linie). Durch die
Injektion  tritt  eine  geringe
Phasenverzogerung auf.
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Abb. 18: Periodenlingen der Versuchsgruppen vor und nach der Injektion von Ringerlésung oder
Rhm-MIP-4-Losung verinderten sich nicht. Die Kontrollgruppe (n=5), der Ringerldsung injiziert wurde,
wies vor (dunkel griiner Balken) und nach der Injektion (hell griiner Balken) keine signifikant
unterschiedliche Periodenldnge auf. Auch die Versuchsgruppen, der die Peptidlosung mit der
Konzentration 1072 mol (n=9; violette Balken) und von 10 mol (n=8; gelbe Balken) injiziert wurden,
wiesen vor (dunklere Balken) und nach (hellere Balken) der Injektion keine signifikant unterschiedlichen
Periodenléngen auf.

3.2 Der mip-pre/mip-r knock down fiihrte nicht zu einer Differenz im

Aktivititslevel

Wird die durchschnittliche Aktivitit der Tiere pro 24 h-, 12 h-, oder 0,5 h-
Intervall betrachtet, kann kein signifikanter Unterschied des Aktivitétslevels
zwischen den Versuchsgruppen beobachtet werden (Tab. 2; Tab. 3; Tab. 4;
Abb. 19; Abb. 20; Abb. 21). Auch innerhalb der Versuchsgruppen ist der
Unterschied der Gesamtaktivitit pro Tag (24 h Intervall) zwischen nicht
beeinflusster Ruhephase und den Folgen eines Schlafentzugs nicht signifikant
(Tab. 2). Der SE verdnderte das Aktivitdtslevel der Versuchsgruppen im Mittel
also nicht. Allerdings traten deutliche individuelle Unterschiede auf.

Obwohl keine signifikanten Unterschiede zu messen sind, ist zu erkennen, dass
das Gesamtaktivititslevel (24 h Intervall) der Tiere mit mip-pre/mip-r knock
down im Vergleich zu den Tieren mit gfp knock down bei nicht beeinflusster

Ruhephase verringert wurde. Aullerdem wiesen die Versuchstiere mit gfp knock
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down nach dem SE ein verringertes Aktivititslevel auf, wéhrend das

Aktivitdtslevel der mip-pre/mip-r knock down Tiere unverdndert blieb.

Zusammenfassend reduzierte der mip-pre/mip-r knock down also tendenziell das

tagliche Aktivititslevel, wihrend nach einem SE keine Reduktion zu messen

war. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Tab. 2; Abb. 19).

Tab. 2: Effekte eines mechanischen Schlafentzugs (SE) auf das Aktivitétslevel von mip-
precursor und putativem mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down Tieren sowie gfp knock
down Tieren (24 Stunden Intervalle)

mip-pre/mip-r knock
gfp knock down ol
Vor SE Nach SE Vor SE Nach SE
Anzahl Tiere 6 6 6 5
Mittlere Strecke

+ + + "

+SEM [cm] 35.49+17.49 | 10.72+£1.70 | 15.01+£3.49 | 12.23+4.81
Signifikanz ns s

SEM: Standardfehler; ns: nicht signifikant P > 0.05

~
=

Strecke [cm]

WW gfp knock down
Bl mip-pre/mip-
knock down

¥
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Abb. 19: Der mip-precursor und putative mip-
Rezeptor  (mip-pre/mip-r)  knock  down
verinderte die durchschnittlich zuriickgelegte
Strecke der Schaben pro 24 Stunden Intervall
nicht. Tiere mit mip-pre/mip-r knock down
(violette Balken) wiesen weder vor (hell violette
Balken) noch nach (dunkel violette Balken) dem
Schlafentzug ~ (SE)  einen  signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe (gfp knock
down; graue Balken) auf (Kruskal-Wallis-Test
mit Dunn’s Post-hoc-Test; o =0.05). Vor dem
SE zeigten die gfp knock down Tiere (dunkel
graue Balken) ein hoheres Aktivitétslevel als
nach dem SE (hell graue Balken). Die Tiere mit
mip-pre/mip-r knock down zeigten ein &hnliches
Aktivitdtslevel vor und nach dem SE. Die
Unterschiede waren jeweils nicht signifikant
(Friedmann-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test,
a=0.05). Pro Tier wurde jeweils die mittlere
Aktivitit aus drei Tagen vor und nach dem SE
gewertet.



3.3 Der Schlafentzug verteilte die lokomotorische Aktivitit neu auf die
Licht- und Dunkelphase

Wird die Aktivitdt in der Licht- und Dunkelphase getrennt betrachtet (12 h
Intervall), so ist innerhalb der Versuchsgruppen eine signifikante Differenz
zwischen den Aktivitétslevels der Phasen erkennbar. Wéhrend der Lichtphase
(ZT 0-12) zeigten die als nachtaktiv bekannten Tiere keine bis sehr wenig
Aktivitét. In der Dunkelphase (ZT 12-24) stieg die Aktivitdt signifikant an (Tab.
3; Abb. 20). Nach dem SE ging diese Signifikanz jedoch verloren, was einerseits
auf eine Neuverteilung des Aktivitétslevels auf die beiden Phasen (n = 8 von 12)
und andererseits auf ein deutlich reduziertes Aktivitétslevel (n = 6 von 12) bei
einigen Tieren zuriickzufiihren ist (Tab. 3; Anhang 1 - C; 1 -G;2-C; 2 -G).

Eine genaue Aufschliisselung in 30 min Intervalle sollte eine Information iiber
genaue Zeitpunkte geben, die zu diesem Verlust fithren. Jedoch konnte die
Aufschliisselung in 30 min Intervalle keine signifikanten Differenzen innerhalb
und zwischen den Versuchsgruppen nachweisen (Tab. 4; Abb. 21; Abb. 22). Die
Neuverteilung der Aktivitit betrifft also die gesamte Licht- und Dunkelphase
und nicht bestimmte Zeitpunkte. Dabei unterscheidet sich das Verhalten der

Kontrolltiere nicht von Tieren mit mip-pre/mip-r knock down.
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Tab. 3: Effekte eines Schlafentzugs (SE) auf das Aktivitétslevel von mip-precursor und mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down und gfp knock down Tieren (12 Stunden Intervalle)

gfp knock down mip-pre/mip-r knock down
Vor SE Nach SE Vor SE Nach SE
Anzahl der Tiere 6
Zeitgeberzeit 0-12 12-24 0-12 12-24 0-12 12-24 0-12 12-24
Mittlere Strecke
+SEM [em] 13.70+£11.48 | 57.27423.71 | 2.90+0.5164 | 20.09+4.438 | 0.59+0.2236 | 29.43+6.917 | 1.95+0.4472 | 22.50+9.319
Signifikanz * ns ns ok ns ns

SEM: Standardfehler; ns: nicht signifikant P > 0.05; *: signifikant P < 0.05; ***: signifikant P <0.001
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Abb. 20: Der Schlafentzug (SE) hob die Unterschiede der durchschnittlich zuriickgelegten
Strecke der Schaben im Vergleich von Tag und Nacht auf. Die Tiere mit mip-precursor und
putativem mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down (violette Balken) wiesen zur
Kontrollgruppe (gfp knock down; graue Balken) weder vor (hell violette Balken) noch nach
(dunkel violette Balken) dem Schlafentzug einen signifikanten Unterschied des Aktivitétslevels
am Tag oder in der Nacht auf. Vor dem SE wiesen sowohl mip-pre/mip-r knock down Tiere
(P <0.001; hell violette Balken wie auch gfp knock down Tiere (P < 0.05; dunkel graue Balken)
einen signifikanten Unterschied zwischen Hell- und Dunkelphase auf. Nach dem SE ging diese
Signifikanz verloren (P > 0.05). Vor dem SE zeigten die gfp knock down Tiere in der Licht- und
Dunkelphase ein hoheres Aktivititslevel als nach dem SE (hell graue Balken. Dieser Unterschied
ist jedoch nicht signifikant (P > 0.05). Pro Tier wurde jeweils die mittlere Aktivitit aus drei
Tagen vor und nach dem SE gewertet. Vergleiche zwischen den Gruppen wurden mit dem
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test (o = 0.05) und Vergleiche innerhalb der Gruppen
mit dem Friedmann-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test, (& = 0.05) berechnet.
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Abb. 21: Der mip-precursor und putative mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down
verinderte die durchschnittlich zuriickgelegte Strecke der Schaben pro 30 min Intervall
nicht. A+B: Tiere mit mip-pre/mip-r knock down (violette Balken) wiesen weder vor (hell
violette Balken) noch nach (dunkel violette Balken) dem Schlafentzug (SE) einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe (gfp knock down; graue Balken) auf (Kruskal-Wallis-Test mit
Dunn’s Post-hoc-Test; o =0.05). Der Vergleich der Aktivitidt innerhalb der jeweiligen
Versuchsgruppe zeigte fiir den gfp knock down eine Verringerung der Aktivitét nach dem SE,
die nicht signifikant war. Tiere mit mip-pre/mip-r knock down verédnderten das Aktivititslevel
nicht (Friedmann-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test, a = 0.05). Pro Tier wurde jeweils die mittlere
Aktivitdt aus drei Tagen vor und nach dem SE gewertet. A: Die durchschnittliche
lokomotorische Aktivitit der Kontrollgruppe vor dem SE (dunkel graue Balken) ist hoher als die
der Tiere mit mip-pre/mip-r knock down. Die Unterschiede waren jeweils nicht signifikant. Die
durchschnittlichen Aktivitdtsmaxima der Versuchstiere mit gfp knock down liegen bei 12.5 hund
17.0 h, die Aktivitdtsmaxima der Versuchstiere mit mip-pre/mip-r knock down bei 13.0 h und
17.0 h. B: Die durchschnittliche lokomotorische Aktivitdt der Kontrollgruppe nach dem SE (hell
graue Balken) ist niedriger als die der mip-pre/mip-r knock down Tiere. Die Unterschiede waren
jeweils nicht signifikant. Die Aktivititsmaxima der Versuchsgruppe mit gfp knock down liegen
nach dem SE bei 13.0 h und 19.5 h, die der Versuchsgruppe mit mip-pre/mip-r knock down bei
14.0 h und 20.0 h.

37



500=-
— 400
8
— 300 -
@
g
< 200+
=
“ 100

i A 1 1 1 i .L i ad L
L L] L] L] L) L)
12 4 12 4 12 4 12 4 12 4 12 4
Zeitgeberzeit [h]
200

Strecke [cm]
5 E 3

=

12 4 12 4 12 4 12 4 12 4 12 4
Zeitgeberzeit [h]

Abb. 22: Der Schlafentzug (SE) veriinderte die durchschnittlich zuriickgelegte Strecke der
Schaben pro 0,5 h Intervall nicht. A: Die lokomotorische Aktivitit der Tiere mit gfp knock
down (graue Balken) in den drei Tagen vor dem SE (dunkel graue Balken) ist hoher als in den
drei Tagen nach dem SE (hell graue Balken). B: Die lokomotorische Aktivitdt der Tiere mit mip-
precursor und putativem mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down ist in den drei Tagen vor
dem SE (hell violette Balken) dhnlich wie in den drei Tagen nach dem SE (dunkel violette
Balken). Die Hauptaktivitdtsphase befindet sich jeweils in der Nacht. Pro Zeitintervall wurde die
mittlere Aktivitdt aus allen Tieren der Gruppe ermittelt.

3.4 Schlafentzug verschiebt die beiden Aktivititsmaxima auf einen
spateren Zeitpunkt

Sowohl bei nicht beeinflusster Ruhephase wie auch nach dem mechanischen SE
weisen beide Versuchsgruppen zwei Aktivititsmaxima wéahrend der
Dunkelphase auf (Abb.21). Die Aktivitditsmaxima bei nicht beeinflusster
Ruhephase der gfp knock down Tiere (ZT 12.5 und 17.0) unterscheiden sich
dabei kaum von denen der mip-pre/mip-r knock down Tiere (ZT 13.0 und 17.0).
Der SE verzogert die Aktivititsmaxima jedoch, sodass das zweite
Aktivititsmaximum der Versuchsgruppen um 2.5h (gfp knock down)
beziehungsweise 3.0 h (mip-pre/mip-r knock down) nach hinten verschoben
wurde. Das erste Aktivitdtsmaximum verzdgert sich nur leicht (gfp knock down:

ZT 13.0; mip-pre/mip-r knock down: ZT 14.0; Abb. 21).
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4. Diskussion

Neuropeptiden, wie beispielsweise myoinhibitorischen Peptiden (MIPs),
werden eine zentrale Rolle als Neuromodulator in circadianen Prozessen
zugesprochen. Um weiter herauszufinden, welche MIPs an der Ubertragung der
Lichtinformation an das circadiane System der Madeira Schabe beteiligt sind,
wurden Peptidinjektionen von Rhyparobia (Rhm)-MIP-4 durchgefiihrt und im
Laufradassay der Effekt auf circadian moduliertes Lokomotionsverhalten
gemessen. Des Weiteren wurde in einem Arenaassay die Beeinflussung der
Quantitat lokomotorischer Aktivitit der Madeira Schabe durch MIPs untersucht,
um Riickschliisse auf die Funktion der Peptidfamilie in Bezug auf
Schlafverhalten zu ziehen. Daflir wurde ein Doppel-knock down des mip-
Peptide-codierenden Gens (mip-precursor) und des putativen mip-Rezeptor
Gens durch RNA; Experimente durchgefiihrt. Dieser doppelte knock down
reguliert sowohl die mip-precursor mRNA als auch die mRNA des putativen
MIP-Rezeptors herunter. Dadurch soll die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion

zwischen MIPs und ihrem putativen Rezeptor deutlich verringert werden.

4.1 Beteiligung von Rhm-MIP-4 am light entrainment von R. maderae

Spielt Rhm-MIP-4 eine Rolle beim light entrainment der Madeira Schabe?

Licht ist der prominenteste Zeitgeber, an den sich circadiane Aktivitits-
Rhythmen  verschiedenster =~ Lebewesen ankoppeln. Es wurde in
immuncytochemischen und physiologischen Experimenten gezeigt, dass MIP-1
und MIP-2 offensichtlich eine wichtige Rolle im Licht-Eingang (light
entrainment pathway) der circadianen Uhr der Madeira Schabe, der
akzessorischen Medulla (AME), spielen. MIP-1 und MIP-2 vermitteln
tageszeitabhdngig je eine Phase der Antwort auf Lichtreize in R. maderae.
Wihrend es bei der Injektion von MIP-1 zu Beginn der subjektiven Nacht zu
einer Phasenverzégerung kommt, kommt es bei der Injektion von MIP-2 am
Ende der subjektiven Nacht zu einer Phasenbeschleunigung (Schendzielorz &
Stengl, 2013; Schulze et al., 2013). Gemeinsam bilden sie somit die Wirkung

von Licht auf das circadiane System der Madeira Schabe ab. Licht verzdgert die
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circadiane Phase (den Beginn) der Laufaktivitits-Rhythmen zum Beginn der
subjektiven Nacht und beschleunigt sie am Ende der subjektiven Nacht. Aus
diesem Grund wurden im DD subjektive dusk (CT 9-12) und dawn (CT 21-24)
Zeitfenster fiir die Injektionen gewihlt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Madeira Schabe zum ersten Mal Rhm-MIP-4 injiziert, um zu untersuchen, ob es
ein  Eingangssignal in die circadiane Uhr sein konnte, das

Laufaktivititsrhythmen steuert.

Die verschiedenen Effekte und Wirkzeitpunkte von MIP-1 und MIP-2 verweisen
bereits auf eine Vielseitigkeit der Funktionen der MIPs im circadianen System
der Madeira Schaben. Injektionen von RAm-MIP-4 am subjektiven Ende der
Nacht deuteten an, dass eventuell zu dieser Zeit dosisabhidngige Phasen-
Verzogerungen/Beschleunigungen hervorgerufen werden konnten. Da jedoch
die Anzahl der durchgefiihrten Experimente nicht ausreichen, um eine klare
Aussage zu treffen, miissten noch mehr Experimente mit verschiedenen
Konzentrationen durchgefiihrt werden. Bisher sind bereits drei verschiedene
Wirkweisen von MIPs bekannt: Zum einen eben die Phasenverzogerung (MIP-
1; dusk) und -beschleunigung (MIP-2; dawn) und zum anderen vielleicht auch
eine Funktion von MIP-4 als Eingangssignal in die AME, da sich auch bei
diesem Peptid tageszeitabhdangige Wirkungen auf die Laufaktivititsrhythmen in

R. maderae andeuten.

Da insgesamt neun MIPs auf dem mip-precursor kodiert sind, haben
offensichtlich die verschiedenen MIPs alle unterschiedliche, vielleicht
synergistische oder komplementidre Aufgaben und Funktionen nicht nur in der
AME der Madeira Schabe. Dafiir spricht auch, dass MIPs in verschiedenen
Teilen des Gehirns lokalisiert sind, was fiir eine Teilhabe an verschiedenen
Schaltkreisen spricht. Es wurden bereits vielseitige Funktionen der MIPs in
verschiedenen  Insektenarten  entdeckt, @ wie  beispielsweise  die
Juvenilhormonsynthese, die Steuerung des Fressverhalten und des Schlaf-Wach-
Rhythmus (Néssel, 2002; Nassel & Winther, 2010). Rhm-MIP-4 kénnte auch in

diesen Netzwerken eine entscheidende Rolle spielen.

Methoden- und Fehlerdiskussion

Die Laufrdder, die mit einzelnen Tieren bestiickt waren, wurden in grof3en

Holzboxen an die Logger angeschlossen. Diese Holzboxen wiesen zumeist
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geniigend Platz fiir 16 solcher Laufriader auf. Eine verwendete Box (C) war
kleiner als die anderen. Zu Beginn waren in dieser Box dennoch 16 Laufriader
untergebracht. Da diese jedoch sehr dicht beieinander standen, haben sich die
Madeira Schaben teilweise in ihrem Aktivititsthythmus aneinander
angekoppelt. Aus diesem Grund wurden nach einiger Zeit zwei Laufrdder
entfernt, wodurch nun gentigend Platz in der Box vorhanden war und es nicht
mehr zum Ankoppeln zwischen den Schaben kam. Auch die Pflege der Boxen,
sowie das Auswechseln von Wasser und Futter konnte die Tiere in ihrem
Laufverhalten beeinflusst haben. Diese Fehler konnten zu den grof3en

Standardabweichungen pro Messzeit gefiihrt haben.

Um eine hohe Genauigkeit der Periodenlinge und infolgedessen der
Phasenverschiebung zu ermoglichen, wurden Kalkulationen mittels Chi-Square
Test von zehn Tagen vor und zehn Tagen nach einer Injektion durchgefiihrt. In
einigen Ausnahmeféllen war dies jedoch nicht moglich, sodass auch einige Tiere
mit kiirzerer Analysezeit gewertet wurden. Dies konnte zu geringfiigigen
Ungenauigkeiten in den Ergebnissen fiihren. Von einem manuellen Berechnen
der Periodenldngen und -shifts wurde abgesehen, um subjektive Messfehler
gering zu halten. Durch eine Erhdhung der Anzahl der Versuchstiere pro
Neuropeptid-Dosis konnten prézisere, verldsslichere Daten mit weniger
Standardabweichungen erzielt werden.

Die Injektionen der Tiere sind eine schonende, minimal-invasive Methode, nach
welcher die Tiere lediglich eine kurze Erholungspause bendtigen (Schulze et al.,
2013). Die Kontrollinjektionen bestétigen dies. Der Eingriff bendtigt dennoch
einige Ubung. Durch ein vorangegangenes GroBpraktikum konnte jedoch bereits
einige Erfahrungen mit dieser Methode gesammelt und das Handwerk verfeinert

werden, weshalb hier kaum Probleme aufgetreten sind.
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4.2 Schlafentzug wirkt sich auf das Verhalten von R. maderae aus

Fihrt der mip-pre/mip-r knock down zu einem verdnderter Schlafverhalten?

In Drosophila hilt MIP den Schlaf aufrecht, wihrend es nicht fiir den Beginn
des Schlafes verantwortlich ist (Oh et al., 2014). Aullerdem fordert MIP den
rebound sleep nach Schlafentzug. Ein erhohtes MIP-Level wiéhrend der
Schlafphase und ein gesenktes MIP-Level wéhrend der Wachphase wiesen
darauf hin (Oh et al., 2014). So konnte ein erhdhtes MIP-Level in R. maderae
analog zu weniger Aktivitét fiihren. Oder, da Drosophila tagaktiv, die Schaben
aber nachtaktiv sind, konnte MIP in der Madeira Schabe die gegenteilige
Wirkung haben, als in der Fruchtfliege. Fiir Madeira Schaben mit MIP knock
down wiirde dies bedeuten, dass diese weniger Aktivitit im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufweisen. Die Aktivititslevel der Kontrollgruppe und der
Versuchsgruppe mit mip-pre/mip-r knock down zeigten zwar Kkeinen
signifikanten Unterschied, aber es deutete sich an, dass die knock down Tiere im
Schnitt weniger aktiv waren als die Kontrolltiere. Weitere Versuchsreihen
miissen durchgefiihrt werden, um zu untersuchen, ob die Tendenz signifikant
wird, MIPs also doch maf3geblich an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus
der Madeira Schabe beteiligt sind.

Eine mogliche Erklarung der beobachteten Tendenz zur Abnahme der Aktivitit
der Versuchstiere konnte auch darauf zuriickzufiihren sein, dass MIPs noch an
anderen Schaltkreisen im Gehirn wirken, oder auch direkt die Muskulatur
beeinflussen. So wurde gezeigt, dass MIPs die Muskulatur des
Verdauungssystems inhibieren (Nassel, 2002; Néssel & Winther, 2010).
Entsprechend zeigen Fruchtfliegen ohne MIPs (mip knock out) ein erhohtes
Fressverhalten und somit eine Zunahme ihres Korpergewichtes (Min et al.,
2016). Das erhohte Korpergewicht konnte sich folglich negativ auf das
Aktivititslevel auswirken, allerdings spricht die potenziell verstirkte

Futtersuche per se eher fiir einen positiven Einfluss auf das Aktivititslevel.

Das Sexpeptid und MIPs sind in Drosophila Liganden desselben Rezeptors (Kim
et al., 2010). In Drosophila Weibchen erhoht das Sexpeptid die Aktivitdt und
reguliert den Schlaf herunter (Isaac et al., 2010). MIPs konnen also durchaus
sex-spezifische Funktionsunterschiede aufweisen. Im hier durchgefiihrten

Experiment wurde der putative MIP-Rezeptor herunterreguliert, welcher grof3e
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Homologien zum Sexpeptidrezeptor aufweist (Achim Werckenthin,
unverdffentlicht). Der herunterregulierte putative MIP-Rezeptor verhindert
somit moglicherweise die Steigerung der Aktivitit und konnte das geringere
Aktivitdtslevel in diesem Experiment erkldren. Weibliche Schaben wurden nicht

untersucht.

Schlafentzug fithrt zu FErholungsschlaf und somit zur Verinderung des

Schlafverhaltens

Auch Insekten schlafen, wobei ein Ausbleiben von Aktivitit von mehr als 5 min
als Schlaf definiert wurde (Tobler, 1983). Also wird das Ausbleiben von
Aktivitdt als Ruhephase oder Schlaf betrachtet und Aktivitdt als Wachphase.
Tobler (1983) zeigte in ihren Experimenten zum Schlafentzug (SE) bei
R. maderae, dass diese den entgangenen Schlaf zu Beginn ihrer Aktivitdt in der
Dunkelphase nachholen. Jenes Verhalten zeigte sich tendenziell auch in dem
hier durchgefiihrten Experiment. Nach dem Schlafentzug zeigten die Schaben
der Kontrollgruppe ein verringertes Aktivitatslevel, welches auf das Nachholen

des bendtigten Schlafes hindeutet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusétzlich der Unterschied zwischen einer
Kontrollgruppe und einer Versuchsgruppe mit mip-pre/mip-r knock down
untersucht. In Drosophila konnte bereits gezeigt werden, dass der SPR, welcher
starke Homologien zum putativen MIP-Rezeptor in R. maderae aufweist, fiir die
Aufrechterhaltung der Schlafhomdstase verantwortlich ist (Oh et al., 2014).
Fliegen mit einem gewdhnlichen SPR-Level zeigten nach einem SE das
Nachholen von etwa 20 % des entgangenen Schlafes. Fliegen mit spr knock out
hingegen zeigten dieses Nachholen von Schlaf nicht. Der spr knock out fiihrte
demnach zu einer reduzierten Schlathiufigkeit und -dauer in Drosophila, was zu
einer erhdhten Aktivitét fiihrte (Oh et al., 2014). Da die Madeira Schaben einen
knock down des mip-Rezeptors aufwiesen, konnte in Analogie zu Drosophila
angenommen werden, dass diese Versuchstiere nach dem SE den entgangenen
Schlaf nicht nachholen und somit eine erhohte Aktivitdit im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufweisen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein signifikant
unterschiedliches Verhalten in R. maderae zwischen Kontrollgruppe (gfp knock
down) und Versuchsgruppe (mip-pre/mip-r knock down) bestitigt werden. Es

zeichnet sich jedoch die Tendenz ab, dass das Aktivitdtslevel der Tiere mit gfp
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knock down ein verringertes Aktivititslevel nach dem SE aufweisen. Die Tiere
mit mip-pre/mip-r knock down weisen jedoch eher ein dhnliches Aktivitétslevel
auf. Diese Unterschiede deuten darauf hin, dass die Tiere der Kontrollgruppe
(gfp knock down) den entgangenen Schlaf nachholen, wohingegen die Tiere mit
mip-pre/mip-r knock down Tiere dies nicht tun. Wenn MIPs also vor einem SE
die Aktivitdt der Madeira Schaben erhdhen und nach einem solchen SE die
Aktivitdt verringern, konnte dies dafiir sprechen, dass MIPs eine Rolle in der
Schlathomoostase spielen konnten. Das bedeutet, dass MIPs den Schlaf

abhingig vom aktuell benétigten Schlaf regulieren konnten.

Innerhalb der Gruppen (gfp knock down und mip-pre/mip-r knock down) zeigte
sich vor dem SE ein signifikanter Unterschied des Aktivitétslevels zwischen
Licht- und Dunkelphase, wobei in der Dunkelphase erhohte Aktivitit zu
beobachten war. Nach dem SE war aber kein signifikanter Unterschied des
Aktivititslevels zwischen den beiden Phasen zu erkennen. Die
verlorengegangene Signifikanz des Aktivititslevels in beiden Gruppen lésst auf
eine Neuverteilung des Schlafes schlieBen. Dies kann so erklért werden, dass der
entgangene Schlaf wihrend der Dunkelphase, also der Aktivititsphase,
nachgeholt wurde und die Tiere auBerdem in der Ruhephase aktiver wurden.
Dies war in den Aktivititsaufzeichnungen einiger Tiere deutlich zu erkennen,
zeigte sich jedoch nicht eindeutig im durchschnittlichen Aktivitdtsmuster der
Gruppe, was auf verschiedene Verhaltensmechanismen als Reaktion auf SE
hindeutet. Das Nachholen des Schlafes ist ebenso an der Verschiebung der
Aktivititsmaxima vor und nach dem SE zu erkennen. Die durchschnittlichen
Aktivititsmaxima wurden verzdgert, sodass ein Nachholschlaf zu Beginn der

Dunkelphase vermutet werden kann.

Fiir Drosophila wurde bereits gezeigt, dass es mehrere Rezeptoren geben muss
(Min et al., 2016). Es ist moglich, dass es in R. maderae mehrere MIP-
Rezeptoren gibt. In dem hier durchgefiihrten Experiment wurde jedoch
ausschlieflich ein putativer MIP-Rezeptor herunterreguliert. Das Auftreten
mehrerer MIP-Rezeptoren in R. maderae konnte bei nicht ausreichendem knock
down des mip-precursor Gens bedeuten, dass die MIPs dennoch an der
Aufrechterhaltung der Schlathomdostase beteiligt waren. Somit kime es nicht
zu einem unterschiedlichen Verhalten zwischen der Kontroll- und der
Versuchsgruppe.
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Methoden- und Fehlerdiskussion

Da Madeira Schaben wenig aktiv Tiere sind, kann Information verloren gehen,
wenn die lokomotorische Aktivitit als Synonym fiir Wachheit gewertet wird.
AuBerdem sollte eine hohere Anzahl an Tieren untersucht werden, sodass ein

valides Ergebnis resultiert.

Das Computerprogramm EthoVision XT wies wéhrend der anfinglichen
Messungen der zuriickgelegten Strecke der Madeira Schaben in den Arenen eine
groBBe Fehlerbelastung auf. Diese kam daher, dass die dunklen Tiere vor dem
hellen Hintergrund nicht durchgehend detektiert werden konnten. AuBlerdem
legten die Schaben auch laut Programm eine grof3e Strecke zuriick, obwohl diese
Tiere augenscheinlich auf einem Fleck verharrten. Daher wurde schnell klar,
dass dieses Computerprogramm nicht weiter genutzt werden konnte. Als
Alternative wurden ebenso andere Computerprogramme getestet, welche nicht
kompatibel mit dem Videoformat, der Dateigrofle oder den Kontrasten waren.
Aus diesem Grund wurde eine hdndische Auswertung durchgefiihrt. Die
getesteten Computerprogramme waren C-TRAX (Charlotte, NC), ToxTrack
(Thomas Luechtefeld, Baltimore, Maryland) und ein Plug-in fiir Imagel
(National Institut of Health, Bethesda, USA), welches Manual Tracking (Orsay,
Frankreich) genannt wird. Die Auswertung der zuriickgelegten Strecke wurde
daraufhin durch ein Gitternetz ausgefiihrt, welches in 1 x 1 cm grofle Quadrate
unterteilt war. Dadurch war eine Auswertung auf + 0.5 cm genau. Der
menschliche Fehler sei hier auch zu nennen, da dieser natiirlich hoher ist als bei

einer automatisierten und reliablen Software.

Der letztendliche Versuchsaufbau der Arena-Fliche war das Resultat eines
Entwicklungsprozesses. Zunichst wurde mit Webcam Screen Video Capture
Free (SoftPerk, Inc) ein geeignetes Computerprogramm gefunden, welches fiir
die Videos keine iiberaus grofle Datenmengen produziert. Herkommliche
Programme konnten dafiir nicht genutzt werden, da diese nicht iiber
Kompressoren verfiigen, wie sich wahrend der Testphase herausstellte. Auch die
genutzte Infrarotkamera stellte sich als besonders geeignet heraus, da so in
absoluter Dunkelheit, also auch ohne Rotlicht, gefilmt werden konnte.
Mogliches Wahrnehmen des Lichts durch die Schaben konnte so verhindert
werden. Madeira Schaben nehmen bereits sehr geringe Mengen Licht wahr,

wodurch sich ihr lokomotorisches Aktivititsprofil andert.
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Zusitzlich zu den technischen Entwicklungen, wurde ebenso die Arenafléche an
sich entwickelt. So wurden die Arenen mit einem Windschutz versehen, sodass
die Liiftungsanlage keinen Windzug in den Arenen verursachte und die Schaben
dadurch beeinflusst wiirden. Auch der Boden unter den Arenen wurde hell
gewdhlt sowie mit Luftpolsterfolie begradigt und isoliert, um kalten

Temperaturen wihrend der Wintermonate vorzubeugen.

4.3 Ausblick und Fazit

Rhm-MIP-4 zeigte in dieser experimentellen Arbeit keinen Einfluss auf die
circadiane Phasenlage innerhalb der Zeitrdume CT 9-12 und CT 21-24. Eine
Funktion bei der Ubertragung der Lichtinformation an das circadiane System ist
daher unwahrscheinlich. Dies bedeutet jedoch nicht, dass Rhm-MIP-4 generell
keinen Einfluss auf das circadiane System der Madeira Schabe hat. Es konnte zu
anderen Zeiten oder in anderen circadian gesteuerten Verhaltenskontexten als
Ein- oder Ausgangssignal wirken. Deshalb sollten weitere Injektionen zu
anderen Tageszeiten durchgefiihrt werden. AuBBerdem kann eine in der Literatur
vermutete Rolle bei der (tageszeitabhingigen) Steuerung des Fress- oder
Paarungsverhaltens, durch dieses Experiment nicht ausgeschlossen werden. Der
Einfluss auf das Fressverhalten kdnnte ebenfalls durch ein Arenaassay ermittelt
werden. Es konnte eine abgewogene Menge an Futter in der Arena platziert
werden. In den Arenen konnten einzelne Tiere einer Kontrollgruppe (gfp knock
down) und einer Versuchsgruppe (mip-pre/mip-r knock down) videographiert
werden. Nach einer festgelegten Anzahl an Tagen kann die Differenz des

Gewichtes des Futters ermittelt und verglichen werden.

Die Tendenz, dass ein mip-pre/mip-r Doppel-knock down im Vergleich zur
Kontrollgruppe weniger Aktivitit zeigt, konnte darauf schlieBen lassen, dass
MIPs aktivitdtsfordernd sind. Nach einem SE wirken MIPs jedoch tendenziell
schlafférdernd. Dieses kontroverse Verhalten konnte darauf hinweisen, dass
MIPs die Schlathomdostase, je nach Bedarf, steuern. Um dies genauer
iiberpriifen zu konnen, miissten mehr Versuchstiere getestet werden. Aullerdem
wiére es ratsam, ein Computerprogramm zum Tracking zu nutzen. Dadurch

resultieren exakte Werte fiir die zuriickgelegte Strecke.
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II. Didaktischer Teil

1. Wertschiatzung von Lebewesen: Die Madeira Schabe im

Biologieunterricht

Im folgenden Kapitel dieser wissenschaftlichen Hausarbeit geht es darum, die
Madeira Schabe als lebendes Tier in den Biologieunterricht einzubringen und
mogliche Angst- oder Ekelgefiihle der Lernenden aushaltbar zu machen. Um
dies zu veranschaulichen wurde eine Unterrichtseinheit entwickelt, durch
welche ein Forschertagebuch leitet. Ziel dieses Forschertagebuches ist es, das
Interesse der Lernenden an R. maderae zu wecken und diese besser

kennenzulernen.

1.1 Kind und Tier

Die Beschiftigung mit Tieren ist fiir junge Menschen besonders fiir ihre
Entwicklung und Interessensbildung wichtig (Gebhard, 2013). Aber auch die
Entwicklung der sozialen Empathie ist bei Kindern mit einem Heimtier stiarker
ausgeprigt und ermdglicht den Kindern somit eine intensivere kognitive und
affektive Perspektiveniibernahme, auch gegeniiber anderen Kindern (Poresky,
1990). Diese Studien wurden mit Wirbeltieren durchgefiihrt. Wirbellose Tiere

haben oft andere Reaktionen in Alltag und Unterricht zur Folge.

Gegenliber einem wirbellosen Tier ist mehr Empathie n6tig, um die Bediirfnisse
dessen zu erkennen. Wirbeltiere, wie Hund und Katze, werden aufgrund ihrer
Mimik und ihrer Beherrschbarkeit vermenschlicht. Dieses
Anthropomorphisieren ist bei Wirbellosen jedoch nicht méglich. Sie sind oft
bestachelt oder glatt und haben einen skurril geformten Korper (K. Lorenz,
1998). AuBlerdem sind sie hauptsdchlich instinktgesteuert, wodurch das
Verhalten der Wirbellosen von den Lernenden nicht beherrscht werden kann
(Schneider & Huttenlau, 1986).

Laut Mitscherlich (1965) ist es genau das, was Kinder bendtigen: Tiere und
Natur. Umso mehr spielt die Entfremdung der Natur durch Stidte fiir die
Forschung eine Rolle. Im Laufe der Zeit ist dieses Problem wohl noch verschérft

worden.
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Der Biologieunterricht muss daher die Aufgabe der Zusammenfiihrung von Kind
und Natur erfiillen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Umgang mit und
das Lernen an Miusen zu einem erh6hten Flow-Erleben fiihrt. Das Flow-Erleben
beschreibt das vollige Aufgehen in einer Tatigkeit, also das Verschmelzen des
eigenen Bewusstseins mit der auszufiihrenden Handlung und zu intrinsischer
Motivation fiihrt (Csikszentmihalyi, 1990; Deci & Ryan, 1985). Der Einsatz von
Fauchschaben fiihrt zunédchst zu einem niedrigeren Flow-Erleben. Die Aussage
von Schneider & Huttenlau (1986) wird mit diesen Ergebnissen insofern
bestitigt, als dass die Lernenden eine tiefere emotionale Bindung zu
Wirbeltieren aufbauen konnen. Auflerdem kann davon ausgegangen werden,
dass die Lernenden wegen der skurrilen Erscheinungsform der Tiere eine
Abneigung gegeniiber des Tieres empfinden, was ebenso zu einer Verringerung
des Flow-Erlebens fithren kann (Polte & Wilde, 2018). Diese Tiere sollten
deswegen aber nicht aus dem Biologieunterricht verbannt werden, sondern

gerade deshalb ihre Wichtigkeit flir die Natur betont werden.

1.2 Der Begriff des Tieres fiir Kinder

Fir Kinder dndert sich der Begriff des Tieres im Laufe ihrer Entwicklung.
Vorschulkinder zum Beispiel klassifizieren unbelebte Gegenstdnde haufig als
lebendig. Dass diese von ithnen aber nicht als Tiere klassifiziert werden liegt
daran, dass die Kinder sich unter Tieren nur Wirbeltiere vorstellen. Insekten und
Menschen sind fiir sie keine Tiere. Die Begriffe ,Tier* und ,lebendig® stellen
demnach keine Synonyme fiir sie dar (Gelmann et al., 1983). Kinder
konsolidieren oft frith das kognitive Konzept des ,Tieres‘, weil sie mit ihnen
bereits konkrete Erfahrungen gemacht haben, wie beispielsweise mit einem
Haustier. Dieses Konzept wird jedoch nicht unbedingt auf andere Tiere
ibertragen (Carey, 1985). Allerdings gibt es auch Tiere, gegeniiber denen
Kinder Angst verspliren. Im Vor- und Grundschulalter sind das zum Beispiel
Lowen. Mit zunehmendem Alter verschieben sich die tierischen Angstobjekte
zu einheimischen Tieren und Spinnen. Es gibt wohl kaum ein Tier, vor dem sich
nicht irgendein Individuum &ngstigt (Koch, 1968).

Nicht nur Angst, sondern auch Ekel fiihrt zur Abneigung von bestimmten Tieren.
Dieser Ekel wird hiufig durch eine, bereits erwéhnte, skurrile Erscheinungsform

von Wirbellosen hervorgerufen. Dazu zihlen beispielsweise die langen, haarigen
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Insektenbeine, aber auch der Chitinpanzer (Gahl, 1973). Angst und Ekel vor
bestimmten Tiergruppen scheinen erlernt und gesellschaftlich abhéngig zu sein.
Vor allem kleine Kinder zeigen wenig Angst vor Tieren und keine
Ekelreaktionen gegeniiber beispielsweise Mausen und betrachten diese héufig
als Spielzeug. Die Angst der Kinder etabliert sich erst ab dem dritten Lebensjahr
und zeigt sich durch die Mimik oder Flucht. Die Angst vor groBeren Tieren wie
beispielsweise Hunden etabliert sich sogar noch spéter (King et al., 1997; Muris

etal., 1997).

1.3 Angst und Ekel vor Tieren

Angst ist ein adaptiver Mechanismus, der genetisch verwurzelt ist. Die
somatischen Begleiterscheinungen der Angst sind ein beschleunigter Puls,
erhohter Blutdruck, Gesichtsrotung, beschleunigte Atmung und der Ausbruch
von Schweil. Sie dient dazu, auf Gefahren aufmerksam zu machen und auf die
Bewiltigung dieser vorzubereiten. Im Evolutionsgeschehen hat sich diese
Verhaltensweise etabliert, da sie die Uberlebenschancen erhdht (Gebhard,
2013). Angst kann durch viele Objekte oder Situationen ausgelost werden,
darunter zum Beispiel Objekte, die schnell und direkt auf das Individuum
zukommen. Davey et al (1998) zeigten, dass kulturunabhingig manche
Tiergruppen hdufiger als ekel- oder angsterregend eingestuft werden. Das sind
zum Beispiel Schlangen und Spinnen. Zu betonen ist an dieser Stelle, dass
dadurch keine genetische Verankerung von Angst gegeniiber diesen Tiergruppen
bewiesen ist. Vielmehr wird daraus geschlossen, dass die schnelle Bewegung
dieser Tiergruppen die Angst hervorruft (Spindler, 1959). Der Mensch
empfindet Angst aber nicht immer ablehnend. Im Gegenteil, er kann sogar eine
sogenannte Angstlust entwickeln. Dies zeigt beispielsweise der Hang zu

gefahrlichen Sportarten (Leyhausen, 1976; K. Lorenz, 1965).

Tiere, vor denen sich Lernende ekeln, dhneln den Tieren, vor denen sie Angst
haben. Die Reaktion auf'sie ist jedoch eine andere. Zu den Begleiterscheinungen
von Ekel gehdren nimlich Naseriimpfen, Ubelkeit, Wiirgereiz und Erbrechen
(Wagner, 2015). Den Grund fiir Ekel stellte Davey (1993; 1994) im ,,Disease-
Avoidance-Modell*“ dar. Dieses besagt, dass Ekel hauptsdchlich durch Tiere
hervorgerufen wird, welche als Ubertriiger von Krankheiten bekannt sind. Um

dieser Krankheitslibertragung entgegenzuwirken werden diese Tiergruppen
49



phobisch besetzt und somit vermieden. Dabei reicht schon allein die Vorstellung
des Ekelobjekts aus, um die Begleiterscheinungen hervorzurufen (Zlotowicz &
Redie, 1983). Als besonders ekelerregende Tiere gelten Tiere, die klein sind und
mit groBer Héufigkeit an einem Ort vorkommen (Wimmeln von Insekten;

Kolnai, 1929).

Die Gefiihle Ekel und Angst sind eng miteinander verwandt. Dem Ekel liegt
hiufig eine ambivalente Gefiihlseinstellung zugrunde, wie auch bei der Angst.
Die Quelle des Ekels kann ebenso die Quelle von Lust sein, es kann also eine

Lust nach Ekelobjekten entstehen (Kolnai, 1929).

1.4 Angst und Ekel im Biologieunterricht

Die Gefiihle Angst und Ekel sind alltdgliche Erscheinungen, die gegeniiber
Tieren empfunden werden und deren Ursprung in individuellen Erfahrungen
oder der Gesellschaftszugehorigkeit liegt. Es kann versucht werden, mogliche
Angst- oder Ekeltiere aus dem Biologieunterricht zu verbannen, jedoch ist dies
keine addquate Losung, da dann nahezu alle Tiere gemieden werden miissten.
Aber gerade fiir den Biologieunterricht ist die originale Begegnung mit der Natur
unersetzbar (Gebhard, 2013). Werden die Lernenden nicht mit ihren Angst- oder
Ekeltieren konfrontiert, kann dies dazu fiihren, dass sie die Tiere bedenkenlos

ausrotten, da sie keine emotionale Bindung zu diesen verspliren.

Das Ziel des Biologieunterrichts sollte aber nicht sein, die Angst oder den Ekel
abzubauen. Damit wére die unterrichtliche Situation wohl iiberfordert. Als Ziel
sollte die Anerkennung der Angst oder des Ekels stehen und diese aushaltbar zu
machen (Gebhard, 2013). Dies kann einen weiteren positiven Effekt nach sich
ziehen, ndmlich das Wecken von Interesse gegeniiber solchen Tieren. Die
Faszination bestimmter Spezies, beispielsweise im Hinblick auf deren
Uberlebensstrategien, ihren Korperbau oder das Verhalten der Krabbeltiere, zu
erkennen und zu begreifen, ist ein hohes Gut fiir die Lernenden aber auch fiir die
Gesellschaft und kann zukiinftige Entscheidungen und Entwicklungen

beeinflussen (Driger & Vogt, 2007).

Um den Umgang mit diesen Tieren im Biologieunterricht sinnvoll gestalten zu
konnen, miissen bestimmte Grundvoraussetzungen herrschen. Zum einen sollte

die Lehrperson den Tieren gegeniiber emotional neutral eingestellt sein. So kann
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sie als Vorbild fiir einen ruhigen und gewissenhaften Umgang mit ihnen
fungieren. Auflerdem sollte sie auch Angst oder Ekel zugeben konnen. Gerade
deshalb und im gleichen Atemzug zu Lernfiahigkeit und einem bewussten
Handeln auffordern. Dadurch, dass die Lehrperson eigene Angste oder Ekel
zugeben kann, kann sie glaubhaftes Verstdndnis zeigen. Angst oder Ekel werden
dann nicht als unpassendes Verhalten der Lernenden abgetan und sie fiihlen sich
verstanden (Gebhard, 2013; GropengieBer & GropengieBer, 1985).
Nichtsdestotrotz sollten auch Distanzierungs- und Umgangsstrategien geboten
werden. Die Distanzierung durch eine rdumliche Trennung, wie ein
Beobachtungsglas, ist ratsam. AuBlerdem sollten drei Grundstrategien zum

Umgang mit diesen Tieren eingehalten werden (Devereux, 1984):

Stellvertretende Vorerfahrung:

Durch das Zeigen von Filmen, das Lesen von Versuchsdurchfiihrungen oder das
Arbeiten mit Modellen und Abbildungen konnen Vorerfahrungen mit einem Tier
gesammelt werden, welche in einem sicheren Rahmen stattfinden. Sie
garantieren, dass der Lernende sich rechtzeitig und selbststindig zuriickziehen
kann. Die dabei empfundene Angst oder Ekel kénnen durch das vorherige

Durchspielen in der Realsituation abgemildert werden.

Professionelle Haltung und Abwehr durch Aktivitit:

Durch die Konzentration auf das Interesse an der Erkenntnis iiber zu sammelnde
Daten und das Notieren dieser, kann von der eigentlichen Angst oder dem Ekel
ablenken. Auch durch die Verwendung von Fachsprache konnen negative

Emotionen gegeniiber einem Tier abgemildert werden.

Methodologische Positionen und technische Mandver:

Die Formulierung von Ausfluchtsitzen wie beispielsweise ,Insekten spiiren
keinen Schmerz.* kann fiir manche Lernende das Arbeiten mit diesen aushaltbar

machen und sogar erst ermdglichen.

Wichtig ist, dass diese Grundstrategien erst nach dem Zulassen und Akzeptieren

der eigenen Angst oder des Ekels bewusst und reflektiert angewendet werden
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(GropengieBer & Gropengiefler, 1985). Bei einem unausgewogenen Umgang
mit ihnen kénnen die Angste der Lernenden woméglich fixiert und intensiviert

werden (Devereux, 1984).

1.5 Anforderungen an Insekten im Biologieunterricht

Besonders Insekten werden von Kindern als angsterregend oder ekelerregend
empfunden (Schanz, 1972), obwohl sie die artenreichste Tiergruppe der Erde
verkdrpern und eine Vielzahl an Aufgaben im Okosystem leisten (Lengerken,
1966). Ein Grund mehr diese faszinierenden Geschdpfe im Biologieunterricht
zu behandeln. Fiir den Biologieunterricht ist es wichtig, dass die Tiere, im
Besonderen die Insekten, nicht zu klein sind. Sehr kleine Tiere sind fiir die
Handhabung im Klassenzimmer problematisch, das hidngt natiirlich aber auch
von der motorischen Entwicklung der Lernenden ab. Abhidngig von der
motorischen Entwicklung der Lernenden sollte auch die Empfindlichkeit der

Tiere gewahlt werden (Vogt, 2006).

Die Madeira Schabe erfiillt diese Anforderungen. Mit ihrer GroBe von 4 — 5 cm
ist sie leicht handhabbar und allgemein wenig empfindlich. Das kurzzeitige
Halten der Madeira Schaben in der Schule und die Nutzung im

Biologieunterricht sind demnach moglich.

1.6 Den Biologieunterricht mit Insekten umsetzbar machen

Es konnte bereits anhand von Spinnen im Unterricht gezeigt werden, dass
Lernende durch die Begegnung mit den Spinnen ein tieferes Verstindnis fiir die
Harmlosigkeit und Einzigartigkeit dieser Tiere aufbauen. Dieses Verstindnis
fiihrt zur Steigerung der Wertschitzung gegeniiber diesen Tieren und somit zum
Abbau von Angst- und Ekelgefiihlen (Koser, 2011). Dadurch wird oft auch eine
beschiitzende Haltung ihnen gegeniiber aufgebaut, wodurch der zukiinftige
Umwelt- und Tierschutz unterstiitzt wird (Storrer & Hirschfeld, 2007).

Fiir die Unterrichtsgestaltung muss beachtet werden, dass nicht allein der reine
Wissenserwerb verantwortlich fiir diese Haltung und die Annéherung an das Tier
ist. Vielmehr miissen positive Erlebensqualititen fiir die Lernenden
bereitgehalten werden, sodass der zundchst unbeliebte Unterrichtsgegenstand

Interesse weckt (Vogt, 2006).
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Die Spinne wurde im Rahmen der Forschung vor der Unterrichtseinheit ,Pfui
Spinne‘ von der Hilfte der Klasse als abstoBend empfunden. Nach der
Unterrichtseinheit waren Beriihrungsingste abgebaut, was auf abgemilderte

Angst- und Ekelgefiihle zuriickzufiihren ist (Koser, 2011).

Das Unterrichtskonzept muss jedoch behutsam aufgebaut sein. Die
Unterrichtseinheit sah zundchst einen Film, daraufhin konservierte Spinnen und
schlieBlich eine Fithrung im Senckenberg Museum mit lebender Vogelspinne
vor. Die schrittweise Herangehensweise ist zur Vermeidung von emotionalen
Uberreaktionen und Gewdhnung an das unterrichtliche Objekt nétig.
Arbeitsmaterialien und Methoden sollten zudem ansprechend gestaltet sein und

die Faszination dieser Tiergruppe unterstreichen (Gebhard, 2013).
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2. Die Unterrichtseinheit ,,Die Madeira Schabe*

Die gesamte Unterrichtseinheit wird von einem Forschertagebuch begleitet,

welche Aufgaben und Experimente bereithalt.

2.1 Begriindung der entwickelten Unterrichtseinheit

Es wurde eine Unterrichtseinheit zum Thema ,,Die Madeira Schabe“ entwickelt,
welche das freie Arbeiten unter Anleitung eines Forschertagebuchs zuldsst. Ziel
dieser Unterrichtseinheit ist die personliche Wahrnehmung der Madeira Schabe
und das Zulassen moglicher Ekel- oder Angstgefiihle. Durch die Betonung der
Besonderheiten, wie beispielsweise den Korperbau und Lebensraum, kann ein
erhohtes Interesse aufgebaut und somit ein Abbau der Ekel- und Angstgefiihle

moglich werden.

Ein Ziel des Biologieunterrichts ist es, den Lernenden einen reflektierten und
respektvollen Umgang mit allen Lebewesen und der Umwelt nahezubringen.
Der Mensch als Teil der Natur wird in seinem Alltag regelmiflig mit
biologischen Erkenntnissen, Theorien und Fragestellungen konfrontiert und
muss durch seine erworbenen Fachkenntnisse und Kompetenzen personliche
und gesellschaftliche Entscheidungen treffen (Hessisches Kultusministerium,
2011). Die Unterrichtseinheit beschiftigt sich mit einem zunédchst eher
unbeliebten Unterrichtsgegenstand: Die Schabe. Im Laufe der Unterrichtseinheit
entwickeln die Lernenden ein Versténdnis fiir diese Tiere und moglicherweise
auch eine emotionale Bindung. Ein respektvoller und vor allem nachhaltiger

Umgang ist somit auch in Zukunft wahrscheinlich.

Ein weiteres Ziel ist ebenso die Vermittlung von Arbeitsweisen der Biologie.
Darunter zdhlt zum einen die zunehmend eigenstindige Erarbeitung von
Fachwissen, aber auch die Anwendung von Experimenten und das Entwickeln
solcher (Hessisches Kultusministerium, 2011). Die Unterrichtseinheit bietet
zunichst einen geleiteten Einstieg, ermdglicht in ihrem Verlauf aber ein
selbstgeleitetes und freies Arbeiten und Experimentieren. Auch die biologische

Arbeitsweise der Verhaltensforschung wird im Ansatz vermittelt.

An dieser Stelle kommt es zu einer klaren didaktischen Reduktion. Die
Lernenden erlernen ausschliefSlich bestimmte Arbeitsweisen, wobei der Fokus

auf der Beobachtung liegt. Auf das Sezieren oder dhnliches wird dahingehend
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verzichtet. Auch wird nur der Umweltfaktor des Lichts untersucht, andere

Aspekte werden bewusst nicht betrachtet.

Das Inhaltsfeld ,Vielfalt, Verdnderung und Abstammung von Lebewesen*
beinhaltet fiir die fiinfte und sechste Klasse die Erkenntnisgewinnung im
Hinblick auf Ahnlichkeiten zwischen Individuen, aber auch den Zusammenhang
zwischen ihrer Korperform und ihrem Lebensraum. Auch die artgerechte
Haltung und die Bewertung der Haltung von Tieren finden Raum im
Biologieunterricht (Hessisches Kultusministerium, 2011). Im Rahmen dieser
Unterrichtseinheit werden Gemeinsamkeiten und Unterschiede von Individuen
beobachtet und somit auf Variabilitit geschlossen. Zudem wird der natiirliche
Lebensraum recherchiert und dieser mit dem selbstgebauten Terrarium
verglichen. Es kommt demnach zu einer Bewertung des Terrariums und somit

auch von der Haltung der Schaben.

Die Beschiftigung mit lebenden Tieren im Biologieunterricht ist also essenziell
fiir die Entwicklung der Lernenden und damit fiir zukiinftige Entscheidungen,
die die Gesellschaft betreffen. Darunter zéhlen beispielsweise Entscheidungen,

die die Schéadlingsbekdmpfung anbelangen.

Die Wahl der Tiere im Biologieunterricht muss nicht unbedingt auf die
klassischen Vertreter zuriickfallen. Tiere wie die Madeira Schabe sind aus
verschiedenen Griinden gut fiir den Unterricht geeignet. Die Haltung dieser ist
(kurzzeitig) gut umsetzbar. Aullerdem sind die Tiere gut handhabbar und
besonders. Verhaltensexperimente konnen durch ihre geringe Grof3e und groflere
Anzahl auch gut in der Schule durchgefiihrt werden. Jedoch haben sie auch einen
Nachteil. Bei einigen Lernenden konnten sie Ekel oder gar Angst auslosen. Doch
dies sollte kein Grund sein, sie aus dem Unterricht zu verbannen. Das Ziel der
Unterrichtseinheit ist in diesem Falle nicht, dass die Angst oder der Ekel
iiberwunden werden, sondern vielmehr, dass die Lernenden sich ihre Angst oder
den Ekel eingestehen und mit diesen Emotionen umgehen kénnen. Au3erdem
entwickeln die Lernenden schlieBlich sogar Interesse fiir Schaben und weitere
Spezies und ihren Einfluss auf Lebensrdume. Eine Form der Arbeit muss daher
geschaffen werden, diese Emotionen aushaltbar zu machen. Analog zu
bisherigen, erfolgreichen Unterrichtseinheiten (Koser, 2011) mit dem gleichen
Ziel wurde eine schrittweise Herangehensweise an das lebende Tier gewagt. Die

Unterrichtseinheit beginnt mit einer geleiteten Durchfiihrung fiir den Bau eines
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Schaben-Terrariums, ohne dass dabei schon Schaben anwesend sind.
AnschlieBend soll eine konservierte Schabe genauer betrachtet und gezeichnet
werden. Daraufthin kommt erst das lebende Tier zum Einsatz, indem
Verhaltensbeobachtungen und anschliefend ein Verhaltensexperiment ,Mdgen
Schaben Licht?* durchgefiihrt werden. Im Rahmen des Verhaltensexperiments
kann es auch zur Beriihrung der Schaben kommen, da die Tiere von ihrem
Terrarium in das leere Versuchsterrarium umgesetzt werden miissen. Diese
Beriihrung ist aber kein Muss, da die Lernenden in Gruppen zusammenarbeiten

und auch die Lehrperson unterstiitzend mitwirken kann.

Im Rahmen dieser Unterrichtseinheit liegt der Fokus auf einem Vertreter der
Wirbellosen, wodurch das unterrichtliche Prinzip der Exemplaritét erfiillt wird.
Die Madeira Schabe wird in diesem Szenario als ein Vertreter der Insekten
durchgenommen. Dieses Prinzip hat die Induktion, Deduktion und
Analogisierung des Unterrichtsgegenstandes zum Ziel. Die Lernenden erhalten
durch dieses Angebot, diese Fahigkeit im fortlaufenden Biologieunterricht
anzuwenden.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Madeira Schabe aufgrund
ihrer Grofe und Handhabbarkeit ein guter Vertreter fiir die Arbeit mit lebenden
Tieren im Biologieunterricht ist. Nicht zuletzt, weil von und mit ihr viel iiber die
Welt der Insekten gelernt werden kann und die Lernenden an sich wachsen und

somit ihr Selbstkonzept verbessern konnen.
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2.2 Das Forschertagebuch ,,Die Madeira Schabe*

Mein

Forschertagebuch

— Die Madeira Schabe —

! Eigene Zeichnung
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Wir gestalten ein Terrarium

Das brauchst du:

- eine grof3e Fauna-Box ein Kiichenpapier

- Kleintier-Einstreu Getreidemixpellets

Wasser

- Eierkarton

- zwei Schalen

Das ist eine
Fauna-Box :\>

Das ist zu tun:

(O Bestreue den Boden der Fauna-Box etwa 1 cm hoch mit dem Kleintierstreu.

(O ZerreiBe den Eierkarton und baue eine kleine Hohle in der Fauna-Box.

(O Lege das zerkleinerte Kiichentuch in eine Schale und befiille diese mit
Wasser. Gib in die zweite Schale reichlich Getreidemixpellets.

(O Stelle beide Schalen in die Fauna-Box. Deckel drauf — Dein Terrarium ist

bereit fiir deine Schaben!

Mein Schaben-Terrarium:

Klebe hier ein Foto von deinem Terrarium ein.

Fiir Neugierige...

Wenn die Schaben sich bei dir wohl fiihlen, kannst du in deinem Terrarium sogar

das Schliipfen von Jungtieren und die Hautung beobachten.

2 Eigene Zeichnung
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Die Schabe genau unter die Lupe nehmen

Nun geht es darum, eine Schabe ganz genau unter die Lupe zu
nehmen. Notiere dir alle Fragen, die dir dabei einfallen, auf der Riickseite

deines Arbeitsblatts.

1. Sieh dir die konservierte Schabe genau an. Dafiir kannst du auch eine Lupe

benutzen.

a. Welche Farbe hat die Schabe?

b. Wie viele Beine hat die Schabe?

c. Wo befinden sich die Augen der Schabe?

d. Hat die Schabe einen Mund und Ohren?

2. Zeichne die Schabe so detailreich wie moglich. Beschrifte die Merkmale, die

du beobachtet hast, mit den folgenden Begriffen:

Bein — Fliigel — Kopf — Abdomen — Thorax — Auge — Antenne




Wie verhalt sich die Schabe?

1. Nimm dir Zeit und beobachte die Schaben in deinem
Terrarium. Achte darauf, dass du nicht an diec Wand des

Terrariums klopfst oder es bewegst. Notiere deine Beobachtungen.

Sehen alle Schaben gleich aus? Falls nein, nenne die Unterschiede.

Wo halten sich die Schaben am liebsten auf?

Wann schlafen deine Schaben und wo halten sie sich dabei auf?

Hier ist Platz fiir weitere Notizen. Was fallt dir ansonsten auf?

2. Beschreibe den natiirlichen Lebensraum der Madeira Schaben. Recherchiere
im Internet. Beurteile in diesem Zusammenhang den Aufbau deines

Terrariums.

3 Eigene Zeichnung
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Mogen Schaben Licht?

Wir haben die Schaben schon viel beobachtet. Habt ihr euch
schon gefragt, ob die Schaben Licht mdgen oder ob sie die
Dunkelheit bevorzugen? Um diese Frage zu beantworten,

schliipfen wir in die Rolle eines Biologen.

1. Entwickle einen Versuch und fasse dein Vorgehen in einem
Versuchsprotokoll zusammen. Das Protokoll muss folgende Dinge
beinhalten:

— eine genaue Fragestellung,

— deine Vermutung mit Begriindung,

— die verwendeten Materialien,

— eine Zeichnung des Versuchsaufbaus,
— eine detaillierte Versuchsdurchfiihrung,
— deine Beobachtungen,

N

das Ergebnis, also die Beantwortung der Fragestellung

Folgende Materialien stehen dir dafiir zur Verfiigung:

Weilles Stofftuch, Schuhkarton, Schwarzes Stofftuch, Schreibtischlampe,

Taschenlampe, Stativ, Lichterkette, Fauna-Box, zehn Schaben, Stoppuhr

Besprich deinen Versuchsaufbau erst mit deinem Lehrer, bevor du ihn

mit den Schaben beginnst!
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Die faszinierende Schabe?

Beschreibe deine Gefiihle, wenn du die Madeira Schabe sichst.

Nenne eine Eigenschaft der Schabe, die du besonders interessant findest.

Hier kannst du Fragen aufschreiben, die noch offengeblieben sind:
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Anhang 1 — Laufaktivitit im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel der Versuchsgruppe 1 mit gfp knock down vor (dunkel graue Balken) und nach (hell graue Balken) dem
Schlafentzug (SE). A, C, E, G, I, K: Aktivitit (cm/30 min; Balken) je eines Individuums. B, D, F, H, J, L: Durchschnittlich zuriickgelegte Strecke (cm/30 min; Balken) des

linken Diagramms.
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Anhang 2 — Laufaktivitit im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel der Versuchsgruppe 2 mit mip-pre/mip-r knock down vor (hell violette Balken) und nach (dunkel violette
Balken) dem Schlafentzug (SE). A, C, E, G, I, K: Aktivitit (cm/30 min; Balken) je eines Individuums. B, D, F, H, J, L: Durchschnittlich zuriickgelegte Strecke (cm/30 min;

Balken) des linken Diagramms.
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Anhang 3 — Laufaktivitit im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel der Versuchsgruppe 1 mit

ofp knock down vor (dunkel graue Balken) und nach (hell graue Balken) dem Schlafentzug (SE;

cm/12 Stunden).
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Anhang 4 — Laufaktivitit im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel der Versuchsgruppe 2 mit

mip-pre/mip-r knock down vor (hell violette Balken) und nach (dunkel violette Balken) dem

Schlafentzug (SE; cm/12 Stunden).
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Anhang 5 — Laufaktivitdt im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel. A: Die durchschnittlich zuriickgelegte Strecke der Versuchsgruppe 1 mit ¢fp knock down vor (dunkel graue

Balken) und nach (hell graue Balken) dem Schlafentzug (SE; cm/30 min). B: Die durchschnittlich zuriickgelegte Strecke der Versuchsgruppe 2 mit mip-pre/mip-r knock down

vor (hell violette Balken) und nach (dunkel violette Balken) dem Schlafentzug (¢cm/30 min).
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Anhang 6:

Tab. 4: Effekte eines mechanischen Schlafentzugs (SE) auf das Aktivititslevel von mip-
precursor und mip-Rezeptor (mip-pre/mip-r) knock down und gfp knock down Tieren
(30 Minuten Intervalle).

of> knock down mlp—prec/;:vlf’;r knock
Vor SE Nach SE Vor SE Nach SE
Mittlere Mittlere Mittlere Mittlere
Strecke Strecke Strecke Strecke Signifi-
+SEM +SEM +SEM +SEM kanz
[cm] [cm] [cm] [cm]
00:00- 12.78 12.22 1.06 3.22
00:30 +6.32 +5.29 +0.35 +3.47
00:30- 3.39 13.33 1.11 4.56
01:00 +5.87 +19.40 +1.39 +7.04
01:00- 0.28 2.28 0.44 2.50
01:30 +0.25 +3.12 +0.77 +2.14
01:30- 2.67 3.83 1.11 0.50
02:00 +2.08 +3.06 +1.39 +0.17
02:00- 1.61 5.56 0.33 0.00
02:30 +1.42 +4.53 +0.58 +0.00
02:30- 0.00 0.11 1.22 3.89
03:00 +0.00 +0.19 +0.69 +6.43
03:00- 7.00 3.44 1.33 2.56 -
03:30 | +639 | +486 | 231 | £2.22 E
03:30- 3.17 3.22 0.28 3.44 =
04:00 +2.57 | +435 +0.48 +2.83 -
04:00- 148.33 0.17 0.94 0.00 %
04:30 +256.63 +0.17 +1.00 +0.00 E
04:30- 0.61 2.11 0.11 0.33
05:00 +0.35 +3.66 +0.10 +0.51
05:00- 0.11 2.00 0.11 422
05:30 +0.19 +3.46 +0.19 +7.17
05:30- 0.00 5.94 0.28 1.44
06:00 +0.00 +9.44 +0.48 +0.69
06:00- 1.22 1.33 0.11 1.50
06:30 + 1.58 +2.31 +0.19 +1.83
06:30- 0.56 0.22 1.72 5.50
07:00 +0.69 +0.38 +2.30 +9.48
07:00- 0.22 3.06 0.83 2.67
07:30 +0.38 +3.82 +0.60 +4.48
07:30- 6.89 0.50 0.11 0.61
08:00 +11.93 +0.44 +0.19 +0.59
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gfp knock down

mip-pre/mip-r knock

down
Vor SE Nach SE Vor SE Nach SE
Mittlere Mittlere Mittlere Mittlere
Strecke Strecke Strecke Strecke
+SEM +SEM +SEM +SEM
[cm] [cm] [cm] [cm]
08:00- 1.39 0.00 0.11 0.28
08:30 +1.69 +0.00 +0.19 +0.29
08:30- 1.61 1.39 0.11 3.06
09:00 +0.82 +1.18 +0.19 +2.64
09:00- 6.39 1.28 0.00 0.39
09:30 +9.66 +0.67 +0.00 +0.10
09:30- 0.28 0.06 0.22 0.89
10:00 +0.48 +0.10 +0.25 +1.02
10:00- 4.44 2.56 0.44 0.50
10:30 +5.24 +3.86 +0.77 +0.67
10:30- 7.33 0.06 0.50 0.89
11:00 +11.56 +0.10 +0.87 +1.42
11:00- 0.22 4.06 0.11 1.50
11:30 +0.38 +1.75 +0.19 +2.60
11:30- 118.39 0.94 1.50 2.44
12:00 +202.03 + 1.64 +1.61 +3.81
12:00- 324.78 51.22 95.00 73.39
12:30 +121.84 +4.91 +14.73 +39.15
12:30- 220.39 130.33 119.78 55.44
13:00 +25.71 +19.14 +21.61 +63.16
13:00- 133.61 61.72 103.28 82.50
13:30 +70.06 +16.85 +31.83 +22.77
13:30- 111.33 44.11 67.22 99.00
14:00 + 3491 +9.96 +17.43 +9.82
14:00- 112.89 32.00 63.33 60.67
14:30 +77.47 +16.74 +21.60 +27.88
14:30- 60.83 29.06 53.72 32.00
15:00 +15.18 +22.32 +13.62 +29.45
15:00- 61.17 19.44 35.78 20.78
15:30 +39.33 +2.52 +28.08 +9.89
15:30- 58.11 18.28 21.61 7.50
16:00 +24.82 +13.04 +23.71 +10.76
16:00- 16.56 5.17 28.50 14.06
16:30 +12.90 +3.24 +18.58 + 14.00
16:30- 94.00 5.94 28.67 4.11
17:00 +142.61 +5.81 +13.06 +3.50
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o Bl Ao mzp—prec/;;zvi‘;)?’;r knock
Vor SE Nach SE Vor SE Nach SE
Mittlere Mittlere Mittlere Mittlere
Strecke Strecke Strecke Strecke
+SEM +SEM +SEM +SEM
[cm] [cm] [cm] [cm]
17:00- 40.53 1.33 7.00 4.06
17:30 +31.22 +2.31 +5.00 +3.77
17:30- 38.67 0.00 23.22 6.89
18:00 +29.87 +0.00 +10.66 +6.51
18:00- 47.28 0.78 12.11 7.83
18:30 + 38.62 +1.07 +11.42 +10.40
08:30- 6.11 4.83 22.94 2.50
19:00 +7.47 +3.25 +18.52 +1.09
19:00- 11.83 1.33 3.50 7.83
19:30 +12.55 +1.33 +5.63 +8.61
19:30- 5.78 6.67 5.78 13.94
20:00 +7.92 +6.58 + 8.43 +14.63
20:00- 11.44 7.61 9.06 12.22
20:30 +18.96 +9.60 +11.26 +4.39
20:30- 5.39 4.78 0.67 7.00
21:00 +4.39 +5.87 +0.76 +12.12
21:00- 3.17 5.11 0.39 15.83
21:30 +3.09 +5.68 +0.35 +12.86
21:30- 5.39 4.94 1.33 0.11
22:00 +5.64 +8.42 +2.03 +0.19
22:00- 1.22 3.94 0.83 5.94
22:30 +2.12 +1.06 +1.04 +5.61
22:30- 2.56 5.83 0.78 4.28
23:00 +3.02 +6.29 +0.51 +3.69
23:00- 1.11 0.22 1.83 0.44
23:30 +1.39 +0.38 3.18 +0.77
23:30- 0.33 0.00 0.00 1.67
24:00 +0.58 +0.00 +0.00 +1.45
Signifikanz nicht signifikant
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