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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Biologische Rhythmen

In der Evolution der Lebewesen spielt die Anpassungsfihigkeit an Umweltbedingungen eine
entscheidende Rolle. In ganz besonderem Malle wird unser Leben durch die sich tiglich én-
dernden Beleuchtungsverhéltnisse bestimmt. Nahezu alle Lebensvorginge, wie Nahrungsauf-
nahme, Arbeits- und Ruhephasen, aber auch Stoffwechselleistungen unterliegen der zeitlichen
Organisation dieses durch den Sonnentag vorgegebenen Rhythmus. Protozoen wie Metazoen,
die solche duBere Verdnderungen vorwegnehmen (antizipieren) konnen, besitzen daher einen
wichtigen Selektionsvorteil. So ist zu verstehen, dass sich zur Antizipation des Tag-Nacht-
Rhythmus sehr frith in der Phylogenie endogene Mechanismen der Zeitmessung, so genannte
innere Uhren, ausgebildet haben (Pittendrigh 1993). Tatséchlich zeigen neuere genetische
Untersuchungen, dass molekulare Komponenten biologischer Zeitmesser bereits in Archae-
bakterien und Proteobakterien entwickelt waren (Dvornyk et al. 2003). Diese endogenen
Oszillatoren kénnen einen Organismus auf die ndchste Hellphase vorbereiten, noch bevor sie
eingetreten ist. Die innere Uhr des Menschen verursacht bereits vor Sonnenaufgang einen
Anstieg von Herzfrequenz, Blutdruck und Blutkortisolspiegel. Mittlerweile konnte in einer
Vielzahl von Lebensformen, angefangen von einzelligen Blaualgen bis hin zu komplexen
Organismen wie den Siugetieren, endogene Oszillatoren nachgewiesen werden (zur Uber-

sicht siche Dunlap 1999, Johnson & Golden 1999).

Ein Wesensmerkmal aller inneren Uhren ist, dass sie auch ohne den Einfluss dul3erer periodi-
scher Reize (Zeitgeber) in der Lage sind, einen Rhythmus aufrecht zu erhalten. Da die Perio-
denldnge (1) hierbei etwa einer Tageslédnge entspricht, bezeichnet man solche Rhythmen als
zirkadian (Pittendrigh 1960). Externe Reize, in erster Linie Licht, vermdgen, die mit einem
freilaufenden Rhythmus oszillierende innere Uhr zu verstellen, und sie so mit der tatséchli-
chen Tagesliange zu synchronisieren. Ein Rhythmus, der fiir seine Oszillationen abhéngig von
externen Reizen ist, wird als diurnal bezeichnet. Folgerichtig wird bei Zeitangaben in chrono-
biologischen Experimenten zwischen zirkadianen Bedingungen (Einheit CT [circadian time])

und diurnalen Bedingungen (Einheit ZT [zeitgeber time]) unterschieden.
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Es ist leicht vorstellbar, dass Storungen dieser auBBergewohnlichen Uhr, besonders bei deren
Synchronisation, mit erheblichen Beeintridchtigungen fiir den ganzen Organismus einherge-
hen: Die Reproduktionsrate von verschiedenen Cyanobakterien-Stammen ist umso niedriger,
je weniger ihr endogenes T mit den tatsdchlichen Beleuchtungsverhéltnissen iibereinstimmt
(Ouyang et al. 1998). Eine experimentell wiederholte Phasenverschiebung reduziert bei Dro-
sophila die Lebensdauer (Aschoff et al. 1971). Schicht- und Nachtarbeit erhoht beim Men-
schen die Krankheitshdufigkeit und mindert das Wohlbefinden (Clemens 1981, Carpentier
& Cazamian 1981). SchlieBlich kann der Verlust des Augenlichts zur vollstdndigen Ent-
kopplung des endogenen Rhythmus mit den sich dndernden &dulleren Beleuchtungsverhiltnis-
sen fithren, was mit schweren Schlaf- und Befindlichkeitsstorungen einhergeht (sog. free-

running blindness, zur Ubersicht siehe Sack et al. 1992).

Wo aber genau ist nun diese innere Uhr anatomisch lokalisiert und wie ist sie aufgebaut?

1.2 Das photoneuroendokrine System (PNS) der Siuger

Wie bei allen Tieren, bei denen ein ilibergeordneter Oszillator zirkadiane Schrittmacherfunkti-
on fiir den gesamten Korper iibernimmt, hat auch die innere Uhr des Sdugers ein neuronales
Korrelat, welches sich in dem paarig angelegten Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypo-
thalamus befindet (Klein et al. 1991). Obwohl erste anatomische Beschreibungen des SCN
bis in das friihe letzte Jahrhundert zuriickreichen (Gurdjian 1927, Krieg 1932), konnte sei-
ne funktionelle Bedeutung als neuronales Korrelat der inneren Uhr durch zahlreiche Lesions-
und Transplantationsversuche erst ein halbes Jahrhundert spéter verstanden werden (Moore
& Eichler 1972, Stephan & Zucker 1972, Raisman & Brown-Grant 1977, Ibuka et
al. 1977, van den Pol & Powley 1979, Meijer & Rietvelt 1989, Drucker-Colin et al.
1984, Lehman et al. 1987, Sawaki et al. 1984). Die Synchronisation dieses master circadian
pacemaker (Weaver 1998) durch Lichtreize erfolgt durch seine Ankopplung an das Auge
tiber den so genannten retinohypothalamischen Trakt (RHT; Moore & Lenn 1972, Moore
et al. 1995). Der SCN nutzt zur Weitervermittlung seiner rhythmischen Aktivitit an den Kor-
per unter anderem die rhythmische Freisetzung des Neurohormons Melatonin aus der Zirbel-
driise (Corpus pineale, Epiphyse, Pinealorgan). Diese drei Komponenten des zirkadianen Sys-
tems, der Synchronisator (Auge und RHT), der endogene Oszillator (SCN) und der Effektor
(Zirbeldriise und Melatonin), werden zum photoneuroendokrinen System (PNS) zusammen-

gefasst (Abb. 1.1; zur Ubersicht sieche Korf 1994). Interessanterweise sind die Bausteine die-
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ses Systems trotz ihrer unterschiedlichen Lokalisation im Gehirn allesamt Derivate des Dien-

cephalon (Zwischenhirn).

- CIM |

Abb. 1.1: Das photoneuroendokrine System des Sdugers. Signale der aktuellen Photoperiode
erreichen die Retina (RET) und werden {iber ein gesondertes Faserbiindel innerhalb des Seh-
nerven, den Retinohypothalamischen Trakt (RHT, blau) an den hypothalamischen Nucleus
suprachiasmaticus (SCN, gelb) weitergeleitet. Seine Efferenzen projizieren u. a. zum Nucleus
paraventricularis (NPV), von wo aus liber das zentrale Grau die Columna intermediolateralis
(CIM) des vegetativen Nervensystems erreicht wird. Nach Umschaltung auf postganglionére
Fasern im Ganglion cervicale superius (GCS), innervieren diese (griin) als Teil des Kopf-
sympathikus das Pinealorgan (PIN). Jeden Tag wird aus ihren Endigungen zu Beginn der
Dunkelheit Noradrenalin (NA) freigesetzt, welches die rhythmische Synthese von Melatonin
(MEL) bewirkt. Uber das Melatonin erfihrt der SCN eine Riickkopplung seiner eigenen Akti-
vitdt (unterbrochene Linie). (Modifiziert nach Korf 1994).

1.2.1 Auge und retinohypothalamischer Trakt

Die retinofugalen Nervenfasern des RHT zweigen bereits vor dem Corpus geniculatum late-
rale vom Tractus opticus ab (extragenikuldre Bahnen) und erreichen innerhalb des rostralen
Hypothalamus iiberwiegend den ventrolateralen Teil des SCN (retinorezipiente Zone des
SCN). Uber diesen Weg wird die innere Uhr an die Photoperiode angeglichen (photoentrain-
ment, Roenneberg & Foster 1997). Eine Zerstorung dieser Bahn fiihrt zur sog. zirkadianen
Blindheit (Johnson et al. 1988). Eine bestimmte Gruppe retinaler Ganglienzellen projiziert
mit thren axonalen Fortsdtzen iiber den RHT zu den Zellen des SCN und scheint mit dem
Melanopsin ihr eigenes Photopigment zu besitzen (Hattar et al. 2002, Provencio et al.
1998, 2000). Diese Neurone werden somit einmal durch die herkdmmlichen Efferenzen der

Photorezeptoren iiber die duBlere Kornerschicht depolarisiert, aber werden auch durch ihre
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eigenen photorezeptiven Eigenschaften' in ihrer Aktivitit beeinflusst. (zur Ubersicht: Berson

2003, Rollag et al. 2003).

1.2.2. Der suprachiasmatische Kern (SCN) im Verbund des PNS

An der Spitze des streng hierarchisch organisierten zirkadianen Systems des Sdugers steht der
SCN. Das paarig angelegte Kerngebiet liegt am Boden des 3. Ventrikels, unmittelbar oberhalb
des Chiasma opticum (anteriore prioptische Zone, innerhalb der periventrikuldren Léngszone
des Hypothalamus). Die elektrische, metabolische und genexpressive Aktivitit des SCN
weillt bei allen bis jetzt untersuchten Spezies eine hohe Aktivitit wihrend des Tages und eine
niedrige Aktivitdt wihrend der Nacht auf (Weaver 1998). Er besteht bei Nagern aus ca.
10.000 dicht gepackten Neuronen, die sich in ein ventrolaterales und ein dorsomediales
Gebiet gliedern (van den Pol 1980). Die Neurone des SCN sind durch zahlreiche
synaptische Kontakte miteinander verbunden (Giildner & Wolff 1996). Dariiber hinaus
deuten elektrophysiologische und Tracer-Studien darauf hin, dass auch interneuronale

Kontakte liber gap junctions existieren (Jiang et al. 1997).

Neben dem RHT empfangt der SCN weitere Signale {iber neuronale Afferenzen, die u.a. aus
dem serotonergen System stammen und womdglich ebenfalls in das entrainment der Uhr in-
volviert sind. Sie sollen Phasenverschiebungen durch andere Zeitgeber als Licht wie z.B.
Weckreize oder korperliche Aktivitit vermitteln (zur Ubersicht Hastings et al. 1997, van
Esseveldt et al. 2000). Ein wichtiges Ausgangssignal des SCN scheint AVP zu sein, was
sich in einer zirkadianen Freisetzung dieses Transmitters in benachbarte Kerne und in den
Liquor zeigt (Jolkkonen et al. 1988, Kalsbeek et al. 1995, Kruisbrink et al. 1987, Reppert
et al. 1981a, Schwartz et al. 1983, Schwartz & Reppert 1985, Seckl & Lightman
1987). Efferenzen erreichen vornehmlich thalamische und hypothalamische Kerngebiete
(Hoorneman & Buijs 1982, Watts 1991, Watts et al. 1987), wodurch zahlreiche physio-
logische Prozesse eine zirkadiane Komponente erhalten (Buijs et al. 1998). Fiir das PNS

spielt die Verbindung zum Nucleus paraventricularis (NPV) des Hypothalamus eine ent-

'Allerdings bedarf die Anregung des Melanopsins deutlich héhere Lichtintensititen, als dies fiir Zapfen und Stibchen notig
ist. Wie Experimente mit knockout-Mausen gezeigt haben, kann beim Ausfall eines der beiden Systeme das jeweils andere
das photoentrainment iibernechmen (Lucas et al. 2003, Panda et al. 2003, Semo et al. 2003), wodurch auch erklarbar wird,
wieso bei manchen blinden Menschen die Féhigkeit zur Synchronisation erhalten bleibt, obwohl sie visuelle Reize nicht
bewusst wahrnehmen konnen (Czeisler et al. 1995, Thapan et al. 2001).
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scheidende Rolle. Uber ihn und eine polysynaptische Neuronenkette erhiilt der SCN An-
schluss an das Pinealorgan (Abb. 1.1).

Die Phasenverschiebung der rhythmischen Aktivitit des SCN durch Lichtreize wird v. a. {iber
die Ausschiittung der exzitatorischen Aminosidure Glutamat vermittelt (Liou et al. 1986). Das
Neuropeptid PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) wird ebenfalls aus
den Neuronen des RHT ausgeschiittet und soll vorgeben, ob der Lichtreiz Phasen-
beschleunigend oder —verzogernd auf den SCN wirkt (zur Ubersicht siehe: Hannibal 2002).
Weitere Transmittersubstanzen, wie L-Aspartat oder N-Azetyl-Aspartylglutamat, scheinen
nach heutigem Kenntnisstand keine iiberzeugende Rolle bei der Signaliibertragung im RHT

zu spielen (Hannibal 2002).

1.2.3. Pinealorgan

Das Pinealorgan mit seinem Neurohormon Melatonin tibernimmt innerhalb des PNS des
Sdugers die Funktion eines neuroendokrinen Effektorsystems. Phylogenetisch betrachtet war
das Pinealorgan urspriinglich selbst lichtempfindlich und vereinigte die drei Funktionen des
PNS (Synchronisator, Oszillator und Effektor) in jedem einzelnen Pinealozyten. Diese
Féhigkeiten sind bei anderen Vertebraten wie den Anamnioten und Sauropsiden noch
vorzufinden (Oksche 1983, Oksche et al. 1987). Die Epiphyse des Sdugers hingegen ist
weder lichtempfindlich, noch vermag sie, eigene Rhythmen zu generieren (Foster et al.
1989, Kramm et al. 1993, Vollrath 1981). Allerdings konnte Abe et al. (2002) in Ratten,
die stabil mit einem Konstrukt transfiziert wurden, bei dem der Promotor des Uhrengens
Periodl mit dem Reportergen Luciferase gekoppelt wurde (Per-luc-Ratten) zeigen, dass im
explantierten  Pinealorgan  voriibergehend eine  rhythmische  Per/-luc-Aktivitit
aufrechterhalten wird. Die Rhythmusgeneration im Pinealorgan wird bei Sdugetieren
vielmehr durch ihre Verbindung zum SCN iibernommen: Der iiber die Retina mit der
Photoperiode synchronisierte SCN projiziert iiber den NPV in die CIM, deren Fasern
wiederum im GCS auf postgangliondre Neurone umgeschaltet werden, und so iiber den
Kopfsympathikus das Pinealorgan erreichen (zur Ubersicht siehe Korf 1996). Die
Aktivierung dieser Neuronenkette ist fiir die nichtliche Zunahme der Melatoninproduktion
verantwortlich: Noradrenalin (NA) wird widhrend der Dunkelperiode aus den sympathischen

Axonterminalen in den perivaskuldren Raum freigesetzt, von wo es an a;- und B;-adrenerge
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Rezeptoren der Pinealozytenmembran bindet (Drijfthout 1996, Klein 1985). Stimulation
dieser Rezeptoren filihrt zu einer Aktivierung der cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)
-Signaltransduktionskaskade (sieche auch 1.3.4), wodurch die Transkription, Translation und
Aktivitit des Schliisselenzyms der Melatoninbiosynthese’, der Arylalkamin (Serotonin) N-
Azetyltransferase (AANAT) massiv gesteigert werden (Klein et al. 1996, Roseboom et al.
1996). Das stark lipophile Melatonin wird — ohne Speicherung in Vesikeln - zeitnah nach dem
adrenergen Stimulus in den perivaskuliren Raum abgegeben und gelangt passiv in die
Zirkulation (I1lnerova et al. 1978, 1979). Hier dient es dem gesamten Organismus als Signal
fiir ndchtliche Dunkelheit. Bemerkenswerterweise fithrt Dunkelheit wahrend des subjektiven
Tages nicht zur gesteigerten Aktivitidt der AANAT.

Lesionsuntersuchungen konnten zeigen, dass der SCN die adrenerge Stimulation des
Pinealorgans und somit die Melatoninsynthese generiert (Moore & Klein 1974, Klein &
Moore 1979, Reppert et al. 1981). Melatonin bindet an hochselektive MT1 (Mel;,)- und
MT2 (Melip)- Melatoninrezeptoren, die speziesabhdngig im Gehirn, dort v. a. am SCN und
der hypophysiren Pars tuberalis (PT) lokalisiert sind (zur Ubersicht siche: Morgan et al.
1994, Weaver 1999, Weaver et al. 1991).

1.3. Der suprachiasmatische Kern: Funktionsweise der inneren Uhr

1.3.1 Jedes einzelne Neuron des SCN ist ein Oszillator

Wie Untersuchungen an dissoziierten Zellen gezeigt haben, scheint im SCN jedes einzelne
Neuron einen Oszillator darzustellen, der seinen eigenen zirkadianen Rhythmus generiert;
dies zeigt sich sowohl in der rhythmische Entladungsfrequenz, als auch in der Sekretion von
Neuropeptiden, wie dem AVP (Murakami et al. 1991, Welsh et al. 1995). Nach der heute
giiltigen Vorstellung bilden die SCN-Neurone einen Verbund aus einzelnen Oszillatoren, die
sich gegenseitig liber bis jetzt noch nicht eindeutig geklarte Mechanismen synchronisieren,
wodurch ein einheitlicher Rhythmus zustande kommt (sog. Multioszillatorennetzwerk; Liu et
al. 1997, Liu & Reppert 2000). Die Tatsache, dass einzelne SCN-Neurone unabhingig
voneinander eine zirkadiane elektrische Aktivitéit zeigen (Welsh et al. 1995), deren Blockade

allerdings nicht ihre Phasenlage beeinflusst (Earnest et al. 1991, Schwartz et al. 1987) und

% Die Steuerung der AANAT-Aktivitit ist speziesspezifisch unterschiedlich: Wihrend bei Nagern die Regulation v. a. auf
translationaler Ebene liegt, wird bei Huftieren und wahrscheinlich auch beim Menschen die rhythmische Melatonin-
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immortalisierte SCN-Neurone in Kultur eine dem SCN in vivo analoge metabolische Aktivitit
vorweisen (Earnest et al. 1999), ldsst vermuten, dass zirkadiane Rhythmik einen molekularen

Ursprung auf Zellebene hat.

1.3.2 Uhrengene, die molekulare Grundlage aller biologischer Uhren

Lange Zeit war die Erforschung zirkadianer Rhythmen rein phdanomenologischer Natur und
mehrere Modelle liber die Funktionsweise des zelluldren Oszillators blieben theoretische Spe-
kulationen. Erst mit der genetischen Untersuchung zirkadianer Mutanten, der Identifizierung
des frequency Gens (frg) in dem Pilz Neurospora sowie der Klonierung des Genes per und
tim in der Fruchtfliege Drosophila konnte gezeigt werden, dass transkriptionale/translationale
Riickkopplungsschleifen bestimmter Gene und ihrer Produkte das molekularen Uhrwerk bil-
den und ein speziesiibergreifendes Prinzip zirkadianer Oszillatoren darstellen (zur Ubersicht

siche Dunlap 1999).

Die Entdeckungen in Drosophila und Neurospora haben viele Forscher nun bewegt, auch in
Sdugetieren nach Homologen dieser so genannte Uhrengene (clock genes) zu suchen (Sango-
ram et al. 1998, Sun et al. 1997, Tei et al. 1997, Vitaterna et al. 1994, Zylka et al. 1998). Auf
diese Weise konnte eine Reihe von homologen Uhrengenen in der Maus kloniert werden und
ein vergleichbarer Uhren-Mechanismus nachweisen werden (Tab. 1.1), auch wenn sich mitt-
lerweile herausstellte, dass die molekulare Saugeruhr komplexer aufgebaut ist als die von
Neurospora, Drosophila oder Cyanobakterien (Dunlap 1999, Reppert & Weaver 2001, Young
& Kay 2001). Die heute giiltige Vorstellung iiber die Funktionsweise der inneren Uhr von

Séugetieren auf molekularer Ebene ist in Abb. 1.2 dargestellt.

synthese iiber den proteasomalen Abbau der AANAT gesteuert (zur Ubersicht siche Ganguly et al. 2002, Stehle et al.
2001).
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Drosophila-  Sauger Protein- Funktion im zirkadianen Oszilla- Phéinotyp bei
Homologe6 Familie tor Mutation
period Periodl (Perl) PER-PAS Bildet mit CRY und CK1e einen Kom-  Kurze Periode,
plex, der CLOCK-BMAL-vermittelte dann arrhythmi-
Expression unterbindet. Im SCN lich- sch®
tinduzierbar.
Period2 (Per2) Wie PER1. Aktiviert moglicherweise Kurze Periode,
zusitzlich die Expression von dann
Bmall Lichtinduzierbar. arrhythmisch®
Period3 (Per3) Keine kritische Bedeutung in Rhyth- Kurze Periode
musgeneration; moglicherweise Aus-
gangssignal. Nicht lichtinduzierbar.
cryptochrom  Chryptochromel  Flavoproteine Negatives Element; hemmt jeweils zus. ~ Kurze Periode
mit PER CLOCK-BMAL1-vermittelte
(Cryl) Transkription.
Chryptochrome2 Lange Periode®
(Cry2)
clock Clock bHLH-PAS Positives Element; erh6hen zusammen Lange Periode,
als CLOCK-BMALI1- Heterodimer die ~ dann arrhyth-
Transkription von Peri-3, Cryl-2,Rev-  misch
cycle Bmall (MOP3) Erba Arrhythmisch
Bmal2 (MOP9) Bedeutung fiir den Uhrenmechanismus
noch ungeklart.
doubletime casein kinase le Caseinkinase Bildet mit Cry und Per einen Komplex; Kurze Periode
phosphoryliert mehrere Uhrengene
(CKlIe) (Per, Cry, Bmall.
casein kinase 16 Wahrscheinlich dhnliche Funktion wie
CKle.
(CK19)
Rev-Erba Orphan nuclear ~ Negatives Element; hemmt Bmall- Kurze Periode
Expression, aber auch die von E4BP4.
receptor
timeout Timeless Interaktion mit Per, wahrscheinlich [Nullmutation
aber keine Rolle im zirkadianen Oszil-  fiihrt zu embryo-
lator. nalem Tod]

d: Ein weiteres Uhrengen von Drosophila ist timeless, fir das in der Maus bisher kein Homologes gefunden
wurde. Das friiher dafiir gehaltene mTimeless ist Homologes von timeout. a: Perl oder Peri+Per3. b: Per2 oder
Per2+Per3; Anm.: Perl+Per2: arthythmisch. c: Cryl+Cry2: arrhythmisch.

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die molekularen Komponenten des zirkadianen Oszillators der
Maus und deren Homologe in Drosophila. (Modifiziert und ergénzt nach Reppert & Weaver
2001 und 2002).
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1.3.2.1 Mit CLOCK-BMALI fiingt der Tag an

Der zirkadiane Tag beginnt (CT 0, frither subjektiver Tag), wenn Heterodimere zweier basic
helix-loop-helix (bHLH)-PAS-Motive® enthaltenden Transkriptionsfaktoren, CLOCK und
BMALI, an E-box-Elemente im Promotor von Period-, Cry-, und Rev-Erba-Genen binden
und so deren Transkriptionsrate erhohen. CLOCK-BMAL]1-Heterodimere bilden die aktivie-
renden Elemente des Uhrwerks und sind fiir sein Funktionieren unabdingbar (King et al.
1997, Gekakis et al. 1998, Hogenesch et al. 2000, Bunger et al. 2000). CLOCK-BMALI ist
hochselektiv fiir E-box-Elemente mit der Nucleotidsequenz CACGTG (Gekakis et al. 1998,
Hogenesch et al. 2000). Bei dieser Aktivierung scheint die Assoziation von CLOCK mit der
histone acetytransferase p300 und Acetylierung des H3 Histon in der Promotorregion eine
Rolle zu spielen (Etchegaray et al. 2003). Die Expression von Bmall-mRNA im SCN ist
rhythmisch, mit Spitzenwerten, die im Vergleich zu Per und Cry um 12 h zeitversetzt sind®
(Abb. 1.2; Oishi et al. 2000, Shearman et al. 2000b). Clock hingegen zeigt weder zirkadiane
Schwankungen der mRNA noch des Proteins (Shearman et al. 1999, Shearman et al. 2000b,
Tei et al. 1997).

Fiir die Transkriptions-aktivierende Fahigkeit von CLOCK-BMALI1 spielt wahrscheinlich
auch der Phosphorylierungsgrad des Komplexes eine Rolle (Lee et al. 2001), erstaunlicher-
weise ist ndmlich die CLOCK-BMAL1-abhéingige Transkriptionsrate am hochsten, wenn der
Gehalt von CLOCK und BMALI1 im Kern am niedrigsten ist (Eide et al. 2002, Sanada et al.
2002). Die Caseinkinase CKle und die Mitogen-aktivierte Kinase (MAPK) sollen hierbei
involviert sein (Eide et al. 2002, Sanada et al. 2002).

3 PAS ist das Akronym fiir die ersten drei gefundenen Proteine, die die gleiche wichtige Protein-Dimerisierungs-Doméne
dieser Art besitzen: Drosophila PER, der humane aryl hydrocarbon nuclear receptor (ARNT) und das Drosophila single-
minded Protein (SIM)

* Fiir das zirkadiane Auftreten von BMAL1 Protein liegen widerspriichliche Ergebnisse vor. In der Ratte soll BMAL1 im
SCN rhythmisch schwanken, wohingegen es im SCN der Maus konstitutiv exprimiert sein soll (von Gall et al. 2003, Ta-
maru et al. 2000).
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Abb. 1.2: A: Modell des zirkadianen Uhrwerkes der Sauger. Der Oszillator besteht aus posi-
tiven (griin) und negativen (rot) Riickkopplungsschleifen. CLOCK (C, Kreis) und BMALI1
(B, Kreis) bilden Heterodimere und aktivieren die Transkription von PerI-3, Cryl-2 und Rev-
Erba, indem sie an E-Box-Elemente in deren Promotor binden. Wenn PER (P, Kreis) im Cy-
tosol ansteigt, bildet es mit CRY (C, Raute) und CKle/d (¢/9, Kreis) eine heterotrimeren
Komplex, der phosphoryliert wird (p). Im Kern lagert sich der Komplex aus CRY-PER-
CKl1e/d an das Heterodimer CLOCK-BMALI, dessen Aktivitit dadurch unterdriickt wird,
obwohl es weiterhin an DNA gebunden ist (negative Schleife). Die positive Schleife wird
gebildet, indem REV-ERBa iiber Rev-Erb/ROR response-Elemente im Promotor von Bmall
dessen Transkription unterdriickt. Durch die CRY-/PER-vermittelte Hemmung der Transkrip-
tion von Rev-Erba wird die Expression von Bmall enthemmt. Ein Aktivator (A, Kreis), z.B.
das kiirzlich gefundene RORa soll die Transkription von Bmall aktivieren (u.U. ist hierin
auch PER2 involviert). Moglicherweise spielen auch andere Kinasen als CKle/d in der
Phosphorylierung von Uhrengen-Proteinen eine Rolle. Eine dhnliche Funktion wie CRY und
PER wird DEC1/2 zugesprochen, das ebenfalls CLOCK-BMALI1-abhéngig transkribiert wird
und wiederum seine eigene Transkription hemmt (modifiziert und erginzt nach Reppert &
Weaver 2002). B: Schematischer Zeitverlauf der mRNA wichtiger Uhrengene im SCN. Dar-
gestellt ist die relative Expression von Perl, Per2, Per3, Bmall und Clock. Beachte, dass Per
wiéhrend des subjektiven Tages seinen Spitzenwert erreicht, wihrend der von Bmall um etwa
12 h zeitversetzt auftritt. Graue Balken symbolisieren den subjektiven Tag, schwarze Balken
die subjektive Nacht (modifiziert nach Dunlap 1999).

1.3.2.2 Griines Licht fiir Blaulichtrezeptoren bedeutet rotes Licht fiir CLOCK-BMALI

Unter dem Einfluss von CLOCK-BMALI1 wird die zirkadiane Expression insbesondere von

Period und Cryptochromen’ aktiviert, was zu einem Anstieg entsprechender mRNA um CT

> Cryptochrome sind Flavoproteine, die interessanterweise in Drosophila und Pflanzen direkt Lichtempfindlich fiir blaues
Licht (A 400-500 nm) sind und dort eine Rolle bei der Synchronisation der inneren Uhr spielen (Cashmore et al. 1999).
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4-6 (Perl), CT 4-8 (Per3), CT 8 (Per2) und CT 10 (Cryl) fiihrt (vergleiche Abb. 1.2B). Zeit-
versetzt kommt es dann zu einer Zunahme des Proteingehalts. Im Zytosol lagern sich PER
iiber zwei verschiedene Bindungsstellen mit CRY und CKle zu einem heterotrimeren Kom-
plex zusammen. Fiir das Voranschreiten der inneren Uhr ist nun die Serin/Threonin-
Kinaseaktivitit von CKle entscheidend, da sie {liber eine Phosphorylierung von PER eine
Translokation des Komplexes in den Kern bewirkt (Lee et al. 2004, Takano et al. 2004). Im
Kern lagert sich nun der CRY-PER-CK1e-Komplex an bereits DNA-gebundenes CLOCK-
BMAL1 und unterbindet so deren Aktivitit. Chromatinimmunprézipitationen konnten interes-
santerweise zeigen, dass CLOCK-BMALT wihrend des gesamten zirkadianen Zyklus an Perl
gebunden ist und die rhythmische Transkriptionsaktivitit vom Auftreten des negativen Ele-
ments CRY-PER-CK ¢ abhingt (Lee et al. 2001). Auf diese Weise hemmen PER und CRY
ihre eigene Transkription, aber auch die von Rev-Erba, das auch eine CLOCK-BMALI-

getriebene E-box in seinem Promotor besitzt.

Fiir das Zustandekommen zirkadianer Rhythmik sind funktionstiichtiges PER und CRY unab-
dingbar. Allerdings scheinen Per/ und Per2, ebenso wie Cryl und Cry2 sich gegenseitig
kompensieren zu konnen und Mutanten, die einen Defekt nur eines Teils (Per! oder Per2,
Cryl oder Cry2) haben, werden nicht arrhythmisch, wie es bei komplettem Verlust von
Peri+2, bzw. Cryl+2 der Fall ist (siche Tabelle 1.1; Bae et al. 2001, Cermakian et al. 2001,
van der Horst et al. 1999, Vitaterna et al. 1999, Zheng et al. 1999, 2001). Per3 hingegen
scheint keine kritische Rolle fiir das Aufrechterhalten von Oszillationen zuzukommen (u. a.
vermutlich wegen seiner fehlenden Interaktion mit CKle; Lee et al 2004). PER3 dient wo-
mdglich als Ausgangssignal der inneren Uhr (Bae et al. 2001, Shearman et al. 2000a).

Die Phosphorylierung von Uhrengen-Proteinen durch CK1g (und wahrscheinlich auch CK16)
soll deren intra- oder extranukledre Lokalisation, ihren proteasomalen Abbau iiber Ubiquiti-
nylierung sowie deren Transkriptions-aktivierende Fahigkeit stark beeinflussen. Eine detail-
lierte Vorstellung iiber diese postranskriptionalen Vorgdnge hat man allerdings noch nicht
(Akashi et al 2002, Eide et al. 2002, Lee et al. 2001, Lee et al. 2004, Takano et al. 2004).
Dennoch spricht man CKle eine wichtige Rolle in der Feinabstimmung der inneren Uhr zu,
da eine Storung der CKle-abhédngigen Phosphorylierung zu (unterschiedlichen) verédnderten
Phasenléngen fiihrt. So ist z.B. eine missense-Mutation innerhalb der CK1e-Bindungsstelle im
menschlichen Per2-Gen fiir das familiar advanced sleep phase syndrome (FASPS) verant-
wortlich, was zu einem hypophosphoryliertem PER2 fiihrt und eine verkiirzte Periode mit
gestorten Schlaf-Wach-Verhalten zur Folge hat (Toh et al. 2001).
11
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Dartiber hinaus scheint die Assoziation mit CRY fiir die Stabilitit von PER2 wichtig zu sein,
das sonst ubiquitinyliert und proteasomal abgebaut wird. Fiir die PER1-Stabilitdt hingegen
scheint die Verbindung mir CRY keine Bedeutung zu haben (Shearman et al. 2000b, Lee et
al. 2001).

1.3.2.3 REV-ERBa ist Bestandteil der positiven Schleife mit negativen Eigenschaften

Erst kiirzlich konnte das Bindeglied zwischen der positiven (CLOCK-BMAL1) und der nega-
tiven Schleife (CRY-PER) gefunden werden, das die Expression von Bmall rhythmisch steu-
ert. REV-ERBa, ein orphan nuclear receptor, dessen eigene Transkription iiber eine
CLOCK-BMALI-getriebene E-Box rhythmisch aktiviert wird, bindet an Rev-Erb/ROR res-
ponse-Elemente im Promotor von Bmall, dessen Expression so, ebenfalls in einer rhythmi-
sche Weise, gehemmt wird (Preitner et al. 2002, Uedea et al. 2002). In der Folge fillt der
Bmall-mRNA-Gehalt, wiahrend Per- und Cry-mRNA ansteigen. Die CRY-PER-vermittelte
Hemmung der Genexpression liber Interaktion mit CLOCK-BMALI1 beinhaltet auch eine
Unterdriickung von Rev-Erboa, wodurch Bmall enthemmt wird (Preitner et al. 2002, Yu et al.
2002). Fiir die positive Transkriptionskontrolle von Bmall wurde lange Zeit Per2 verantwort-
lich gemacht (Shearman et al. 2000b). Nach jiingsten Untersuchungen ist hier allerdings das
Uhrengen Rora involviert, das iiber REV-ERB/ROR-Elemente (RRE) im Promotor von

Bmall bindet und fiir dessen normale Expression notwendig ist (Sato et al. 2004b).

Nach dem heute giiltigen Konzept vom Aufbau der inneren Uhr, wie es in Abb. 1.2 vorgestellt
ist, bedingt die Kinetik verschiedener einzelner biochemisch-molekularer Riickkopplungspro-
zesse, mit deren ihnen eigenen zeitlichen Verzogerungen durch Transkription, Translation
und Phosphorylierung (und womdoglich noch weiterer bisher ungeklérter posttranslationalen
Modifizierungen), in der Summe eine sich selbstunterhaltende zirkadiane Oszillation (Roen-

neberg & Merrow 2003).

Zusitzlich zu dem molekularen Mechanismus der inneren Uhr, wie er hier beschrieben wur-
de, regulieren auch die rhythmisch exprimierten Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren DBP
(D-Box binding protein) und E4BP4 antagonistisch iiber eine D-Box im Promotor von Per/
dessen Expression (Mitsui et al. 2001, Yamaguchi et al. 2000). Sie spielen womdglich eine

Rolle als Ausgangssignal der inneren Uhr (siehe unten).
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1.3.2.4 Alles im Leben richtet sich nach der Uhr: Die innere Uhr steuert Lebensprozesse

Die innere Uhr ist nicht nur {iber neuronale Netzwerke (z.B. das autonome Nervensystem)
oder humorale Signale (z.B. ACTH) in der Steuerung physiologischer Prozesse involviert.
Ihre molekularen Komponenten regulieren auch unmittelbar die Expression von Genproduk-
ten, die zirkadiane Funktionen auBerhalb des Uhrwerkes iibernehmen, so genannten clock-
controlled genes (CCGs). Diese werden durch die innere Uhr z.B. iiber cis-Elemente in deren
Promotor beeinflusst, wie z.B. E-Box, REV-ERBa/ROR-Elemente oder DBP-Bindungsstellen
(Ueda et al. 2002). Zu den E-Box-gesteuerten CCGs gehoren z.B. das Neuropeptid Arginin-
Vasopressin (Jin et al. 1999), das Sektretionsprotein Prokineticin 2 (PK2; Cheng et al. 2002),
der Serinprotease-Inhibitor Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (Maemura et al. 2000) und der
Transkriptionsfaktor c-Myc (Fu et al. 2002). Eine Aufsehen erregende Entdeckung hat zudem
kiirzlich zeigen konnen, dass die innere Uhr E-Box-vermittelt iiber die Cdc2-Kinase Weel

direkt die Zellteilung proliferierender Hepatozyten steuern kann (Matsuo et al. 2003).

1.3.4 Synchronisation einzelner Oszillatoren

Im SCN werden als Antwort auf den Lichtreiz Glutamat und PACAP aus den Nervenendi-
gungen des RHT freigesetzt. Diese bewirken in den Neuronen des SCN ein Chromatin-
remodelling sowie die unmittelbare Induktion von Per/ und Per2, nicht aber von Per3 (Alb-
recht et al. 1997, Crosio et al. 2000, Shearman et al. 1997, Shigeyoshi et al. 1997). Perl und
Per2 werden daher auch zu der Gruppe der immediate early genes (IEG) gerechnet, von de-
nen noch weitere Mitglieder Licht-induziert hochreguliert werden konnen (Morris et al.
1998). Travnickova-Bendova und Mitarbeiter konnten kiirzlich zeigen, dass die Licht-
abhingige Induktion von Perl durch ein cAMP-response Element (CRE) im Promotor von
Perl vermittelt wird, welches durch Bindung an phosphoryliertes CREB-Protein (CRE-
binding Protein) aktiviert wird (Travnickova-Bendova et al. 2002, Tischkau et al. 2003). Die
nédchtliche Lichtapplikation verursacht eine Phosphorylierung (Aktivierung) von CREB an
Ser133 (Ginty et al. 1993) und an Ser142 (Gau et al. 2002). Fiir die Induktion von Per/, nicht
aber von Per2, hat die Phosphorylierung an Ser142 eine entscheidende Bedeutung, v. a. fiir
die Licht-induzierte Phasenbeschleunigung (Gau et al. 2002). Per2 hingegen soll durch die
cGMP-abhingige Proteinkinase II (PKGII) induziert werden und besonders fiir die Phasen-
verzogerung zustdndig sein (Oster et al. 2003). Womdglich spielt die PKGII aber auch eine
Rolle in Per2-bedingten Phasenbeschleunigung (Gillette & Mitchell 2002, Tischkau et al.
2003).
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In die Licht-induzierte Phosphorylierung von CREB in SCN-Neuronen, die zur
Phasenverschiebung und CRE-abhingigen Genexpression fiihrt, ist besonders die Aktivierung
(Phosphorylierung) der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK = extracellular regulated
kinase 1/2 [ERK1/2]) eingeschaltet (Butcher et al. 2002, Coogan & Piggins 2003, Dziema et
al. 2003, Obrietan et al. 1998). MAPK® selber wird hierbei wohl durch einen
Ca’"/Calmodulin-Kinase (CaMKII)-abhéngigen Mechanismus aktiviert, aber auch durch das
(Licht-abhdngig) aktivierte (phosphorylierte) transmembrane Glykoprotein BIT (brain
immunoglobulin-like molecule with tyrosine-based activation motifs; Butcher et al.2002,
Nakahata et al. 2000 et 2003, Nomura et al. 2003, Yokota et al. 2001). Abb. 1.3 gibt eine
Ubersicht zu den Vorgingen, die bei der Licht-induzierten Synchronisation der inneren Uhr

ablaufen.
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® Erstaunich ist, dass die Licht-abhingige Phosphorylierung von MAPK sowie die Induktion von Per ausschlieBlich im
retinorezipienten Teil des SCN stattfindet, der unter konstanter Dunkelheit weder Oszillationen an phosphorylierter
MAPK noch von Per aufweist (Hamada et al. 2001). Diese Region des SCN exprimiert spezifisch das Calcium-bindende
Protein Calbindin, welches in die Signaliibertragung Licht-abhéngiger Reize eingebunden ist (Hamada et al. 2003). Der
Rhythmus der Per-Expression im ventrolateralen SCN gleicht sich unmittelbar an den der Photoperiode an, wohingegen
die Phasenlage im dorsomedialen SCN (der im Gegensatz zum ventrolateralen SCN auch unter konstanten DD-
Bedingungen endogene Perl-Oszillationen aufweist) nur allméhlich adaptiert wird (Nagano et al. 2003, Hamada et al
2004).
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Abb. 1.3: Synchronisation der inneren Uhr im SCN durch Licht. A: Melanopsin-positive
Ganglienzellen (G, rot) in der Retina werden entweder direkt oder indirekt iiber amakrine (A)
und Bipolar-Zellen (B) von Stibchen und Zapfen durch Licht erregt. IThre Axone bilden den
retinohypothalamischen Trakt (RHT), der in den SCN projiziert Die Freisetzung von Gluta-
mat (Glu) und PACAP aus der priasynaptischen Membran bewirkt in SCN-Neuronen iiber
eine Aktivierung von Proteinkinasen schlielich eine Phosphorylierung von CREB, welches
die Expression von Perl induziert. B: In Dunkelheit wird die Expression von Per/ von den
positiven Elementen der inneren Uhr, CLOCK-BMALI (C, B) getrieben. Rote und griine
Pfeile symbolisieren die Riickkopplungsschleifen des molekularen Uhrwerks. Licht in der
Nacht fithrt zur CLOCK-BMALI-unabhingigen Transkriptionsaktivierung von Perl iiber
pCREB-Interaktion an CRE-Elementen im Promotor von Perl. (Modifiziert nach Reppert &
Weaver 2002).

Im Zusammenhang mit der phospho- (p)CREB-vermittelten Aktivierung von CRE-Strukturen
spielen auch weitere Mitglieder der CREB-Familie eine Rolle, wie CREM (cAMP response
element modulator), ATF-1 (activation transcription factor-1), sowie ICER (inducible cAMP
early repressor). Im Pinealorgan ist das Crem-Gen interessanterweise tagsiiber refraktir ge-
geniiber einer cAMP-abhéngigen Transkriptionaktivierung (Stehle et al. 1993). Im besonde-
ren Interesse fiir die Untersuchung zirkadianer Genexpression steht daher ICER’, das, unab-
héngig von einer vorausgehender Proteinsynthese, iiber einen ebenfalls CRE-Strukturen ent-
haltenden Promotor innerhalb einer Intronsequenz des Crem-Genes (P,) gesteuert wird (Mo-
lina et al. 1993). Es gehort zur Gruppe der IEG-Transkriptionsfaktoren und hemmt effektiv
CRE-vermittelte Transkription, also auch seine eigene. Zusammen mit CREB ist es im Pinea-
lorgan von Nagern direkt in die zirkadiane Kontrolle der Aktivitit der AANAT, dem ge-
schwindigkeitsbestimmenden Enzym der Melatoninbiosynthese, involviert (zur Ubersicht
siche Stehle et al. 2001 et 2003). Dariiber hinaus scheint ICER generell ein Rolle bei adapti-
ven Vorgédngen im zirkadianen System zu spielen (Johnston et al. 2003, Messager et al. 1999

et 2000).

" Durch alternatives Splicen entstehen die vier ICER-Isoformen ICER I, ICER Iy, ICER IT und ICER Ily, die entweder die
DNA-Bindungsdoméne (DBD) I (ICER I, ICER Iy) oder die DBD II (ICER II, ICER Ily) enthalten, und entweder das E-
xon y besitzen (ICER I, ICER II) oder nicht (ICER Iy, ICER Ily, [Molina et al. 1993]).
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1.4 Uhrengene in der Peripherie: Fast iiberall tickt eine Uhr

1.4.1 In peripheren Organen geben Tochter-Oszillatoren Stoffwechselprozessen eine

zirkadiane Komponente

Mit der Klonierung im SCN rhythmisch exprimierter Gene (v. a. von Per) wurden im Laufe
der letzten Jahre eine Vielzahl von Organen identifiziert, die ebenfalls eine oszillierende Uhr-
engenexpression zeigen, wie z.B. Leber, Leukozyten und Skelettmuskulatur (McNamara et al.
2001, Nonaka et al. 2001, Oishi et al. 1998b, Zylka et al. 1998). Diese Gene werden (u. a.)
direkt vom zentralen Uhrenmechanismus reguliert, wodurch Stoffwechselvorgéinge eine zir-
kadiane Komponente erhalten (clock controlled genes, sieche 1.3.2.4). Ein bekanntes Beispiel
ist der bereits erwdhnte Transkriptionsfaktor DBP, dessen Transkription iiber eine E-Box
rhythmisch reguliert wird. In der Leber steuert er direkt die Expression von Cytochromen, die
in den Metabolismus von Cholesterol, Aminosduren, Arzneimitteln und Androgenen invol-

viert sind (Lavery et al. 1999).

Diese peripheren Rhythmen scheinen vom SCN vorgegeben zu sein, da die Phasenlage
peripher oszillierender Uhrengene zeitlich 3-6 h im Vergleich zum SCN verspitet sind und
die Aufrechterhaltung dieser Rhythmen an einen intakten SCN gebunden ist (Sakamoto et al.
1998). Tatsdchlich machten Yamazaki und Mitarbeiter (2000) die Beobachtungen, dass
Rhythmen peripherer Organe in vitro nach 2-7 Zyklen abflachen, bis sie nicht mehr
nachweisbar sind, isolierte SCN-Zellen in Kultur aber fiir mehr als einen Monat oszillieren.
Lange Zeit war allerdings unklar, ob der SCN in peripheren Zellen einen sonst nicht
vorhandenen Rhythmus induziert oder aber unabhéngig voneinander schwingende Zellen oder
Zellverbdnde synchronisiert und an seinen Rhythmus adaptiert (Balsalobre et al. 1998), bzw.
ob ein prinzipieller Unterschied im Aufbau der Uhr im SCN und im peripheren Gewebe
existiert. Periphere Oszillatoren zeigen, ob Gewebe oder kultivierte Zelllinien, dasselbe
zeitliche Zusammenspiel von Uhrengenen, wie es vom SCN bekannt ist (Balsalobre et al.
1998), insbesondere den antiphasischen Verlauf von Per und Bmall mRNA (Oishi et al.
1998a, Yagita et al. 2001). Dariiber hinaus sind Rhythmusverdnderungen der
Uhrengenexpression in Cry-defizienten embryonalen Mausfibroblasten vergleichbar mit den
SCN-Rhythmen von Maiusen, die denselben Gendefekt tragen, was ebenfalls den
gleichartigen Aufbau peripherer und zentraler Uhren impliziert (Yagita et al. 2001).

Andererseits haben Untersuchungen an Clock-Mutanten Maiusen Hinweise auf eine
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unterschiedliche Regulation von Bmall im SCN und der Peripherie erbracht (Oishi et al.
2000). Auch konnen Transplantate immortalisierter SCN-Neurone, nicht aber (nach
Serumschock) peripher oszillierende NIH/3T3-Zellen die zirkadiane Funktion in SCN-
abladierten Mausen wiederherstellen (Allen et al. 2001, Earnest et al. 1999). Reportergen-
Versuche haben nun dennoch zeigen konnen, dass einzelne Fibroblasten, wie die Neurone des
SCN, einen anhaltenden (wenn auch voneinander unabhingigen) Rhythmus aufweisen, der

sogar nach Zellteilung von Tochterzellen fortgefiihrt wird (Nagoshi et al. 2004).

Zusammenfassend nimmt man daher heute an, dass die peripheren Oszillatoren zumindest in
weiten Bereichen dem SCN gleichen, v. a. aber, dass periphere Zellen selbst unterhaltende
und von einander unabhingige Rhythmen produzieren kénnen, die in vivo an den durch den
SCN vorgegebenen Rhythmus synchronisiert werden (Nagoshi et al. 2004, Yagita et al.
2001).

1.4.2 Uhrengene in Zellkultursystemen

Einen erstaunlichen Befund machte 1998 Balsalobre und Mitarbeiter, als sie zeigen konnten,
dass nicht nur kultivierte Organe, sondern sogar immortalisierte Zelllinien, wie Rat-1
Fibroblasten, die schon iiber 30 Jahre in vitro kultiviert werden, durch geeignete Stimulati-
onsverfahren, wie Aktivierung der cAMP-Signaltransduktion oder einem Serumschock (siche
hierzu 1.4.3.3), zirkadiane Rhythmen produzieren konnen (Balsalobre et al. 1998, Yagita &
Okamura 2000, Yagita et al. 2001). Auch in anderen Zellsystemen, wie in immortalisierten
GnRH-Neuronen (Chappell et al. 2003) und in H35 Hepatoma-Zellen (Balsalobre et al. 1998)
kann eine rhythmische Expression von Uhrengenen stimuliert werden, die mindestens 3 zir-
kadiane Zyklen umfasst. Die Expressionsprofile der untersuchten Uhrengene gleichen hierbei
denen von Gewebekulturen und dem SCN. Weiterhin konnte Balsalobre zeigen, dass Perl
und Per2, die im SCN als Licht-induzierbar erkannt wurden, und somit eine wichtige Rolle
bei der Synchronisation des SCN spielen (Albrecht et al. 1997 et 2001, Shearman et al. 1997,
Shigeyoshi et al. 1997), auch durch einen Serumschock in Fibroblasten und Hepatoma-Zellen,

vergleichbar der Situation im SCN, induziert werden kdnnen (Balsalobre et al. 1998).
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1.4.3 Verstellung peripherer Uhren in vivo und in vitro

1.4.3.1 Der SCN synchronisiert die Peripherie

In vivo ist ein intakter SCN fiir die Synchronisation peripherer Organe notwendig (Hara et al.
2001, Pando et al. 2002, Sakamato et al. 1998, Yamazaki et al. 2000). Diese Synchronisation
erfolgt einerseits liber seine neuronale Verbindung zum autonomen Nervensystem (Akijama
et al. 1999, Bartness et al. 2001, Kalsbeek & Buijs 2002). Andererseits haben mehrere Unter-
suchungen die These erhirtet, dass der SCN zumindest eine diffundierende Substanz produ-
ziert, die periphere Gewebe synchronisieren kann (Allen et al. 2001, Silver et al. 1996, Tous-
son & Meissl 2004). Allerdings kann der SCN auf Grund zu geringer Zellzahl wahrscheinlich
keine ausreichend hohe Serumkonzentration dieses humoralen Faktors erreichen (Schibler et
al. 2003) und wirkt daher vorerst lokal auf benachbarte Strukturen, die dann Hormone in aus-
reichender Menge produzieren konnen (analog eines Releasing-Faktors im Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Prinzip). Eine mogliche Zielstruktur konnten z.B. CRH-
produzierende Zellen im Hypothalamus sein, die dann letztlich fiir die rhythmische Produkti-
on von Glukokortikoiden verantwortlich sind, die ihrerseits wiederum in der Lage sind, peri-
phere Zellen zu synchronisieren (Balsalobre et al. 2000a). Zwei weitere difussible Faktoren,
die Zeitgeber-Funktion haben, sind der transformierende Wachstumsfaktor (TGFa; Kramer et
al. 2001) und das bereits erwihnte Prokineticin 2 (PK2; Cheng et al. 2002). Beide hemmen
die néchtliche lokomotorische Aktivitit, wenn sie intraventrikuldr appliziert werden und wer-
den beide unter physiologischen Bedingungen rhythmisch von Gliazellen des SCN (parakrin
synchronisiert?) produziert (Li et al. 2001). In wieweit TGFa und PK2 dariiber hinaus peri-
phere Organe synchronisieren kdnnen, ist bis jetzt unklar. Die Funktionen des Melatonins als
Neurohormon sind komplex. Zwar scheint es kein wesentlicher Faktor bei der Synchronisati-
on peripherer Zellen zu sein, da die Melatonin-defizienten C57BL/6-Mause auch ohne Mela-
tonin rhythmische Uhrengen-Expressionen in peripheren Geweben aufweisen (Zylka et al.
1998b). Dennoch ist es in adaptive Vorgidnge im neuroendokrinen System involviert (von

Gall et al. 2002, Hastings & Follett 2001).

1.4.3.2 Periphere Synchronisatoren synchronisieren die Peripherie

Auch nicht vom SCN vermittelte Reize konnen periphere Zellen synchronisieren. Wenn man
nachtaktiven Laborratten erlaubt, nur tagsiiber Nahrung aufzunehmen, verstellen sich die pe-

ripheren Uhren des Gastrointestinaltraktes und oszillieren mit einem Rhythmus mit inverser
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Phasenlage gegeniiber dem SCN, der durch die externen Vorgaben selbst in seinem Rhythmus
nicht beeinflusst wird (Damiola et al. 2000, Stokkan et al. 2001). Weitere Untersuchungen
haben ebenfalls gezeigt, dass eine solche Nahrungsrestriktion ein potenter Zeitgeber periphe-
rer Zellen ist (Hara et al. 2001, Pando et al. 2002). Das vom SCN gesteuerte Kortisol soll
hierbei einer Entkopplung peripherer Oszillatoren vom SCN entgegenwirken (Le Minh et al.

2001).

1.4.3.3 Forscher synchronisieren Zellkulturen

Die ersten Versuche an kultivierten Zelllinien wendeten einen Serumschock (Medium, das zu
50% Serum enthdlt) an, um Oszillationen von Uhrengenen hervorzurufen (Balsalobre et al.
1998). In Folgeversuchen wurden die unterschiedlichsten Substanzen (zur Ubersicht siche
Tab. 4.2), v. a. an Fibroblasten eingesetzt, die alle ein vergleichbares Muster rhythmischer
Genexpression hervorgerufen haben (Balsalobre et al. 1998, Balsalobre et al. 2000b, Yagita &
Okamura 1999, Yagita et al. 2001). Eine Einzelanalyse von Signaltransduktionskaskaden er-
brachte, dass die initiale Induktion von Per/ von Aktivatoren des cAMP- (Forskolin, Dibuty-
ryl-cAMP), PKC-[Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)], Ca®'- (Calcimycin) und des Tyro-
sinrezeptorkinase- [epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Insulin, Fibroblastenwachstumsfak-

tor (FGF)] Signaltransduktionsweges stimuliert werden kann (Balsalobre et al. 2000b).

Besonders Forskolin, PMA und Calcimycin riefen eine starke Zunahme des Per/ mRNA-
Gehaltes hervor. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl Forskolin, Dexamethason,
PMA, Calcimycin und Endothelin-1 eine rhythmische Expression von Uhrengenen in
Fibroblasten hervorrufen konnen (Balsalobre et al. 2000b, Yagita & Okamura 1999, Yagita et
al. 2001). Akashi & Nishida (2000) konnten zeigen, dass, dhnlich wie im SCN, die MAPK in
die Synchronisation peripherer Zellen involviert ist. Externe Temperaturverdanderungen, die
den tdglichen Korpertemperaturschwankungen nachgeahmt werden, konnen eine rhythmische
Uhrengenexpression in Fibroblasten aufrechterhalten, auch wenn diese Temperaturschwan-

kungen selber keinen Rhythmus induzieren kénnen (Brown et al. 2002).

1.6 AtT-20 Zellen als Modellzelllinie

AtT-20 Zellen entstammen einem (adeno-) hypophysiarem ACTH-produzierendem Adenokar-
zinom der LAF1-Mauslinie. AtT-20 Zellen sind morphologisch klein und rund. Sie wachsen
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in Kulturmedium einschichtig adhérierend auf Petrischalen, wobei hormonell aktive Zellen in

Aggregaten im Medium flotieren (beschrieben in Orth et al. 1973).

AtT-20 Zellen spiegeln das hormonelle Antwortverhalten von kortikotrophen Zellen der Hy-
pophyse wider und wurden intensiv in dieser Hinsicht untersucht (van Wijk et al. 1995,
Schecterson et al. 1991, Devi et al. 1992). Kovalovsky et al. (2002) konnte zeigen, dass AtT-
20 Zellen B-Raf exprimieren, wodurch eine cAMP-vermittelte Phosphorylierung von MAPK

in diesen Zellen moglich ist.

Lamas & Sassone-Corsi (1997) charakterisierte in AtT-20 Zellen die Kinetik verschiedener
Komponenten des cAMP-Weges, insbesondere die Aktivitdt der Proteinkinase A (PKA) und
von CREB, sowie die Dynamik und Refraktarverhalten der CREM-Transkription als Antwort
auf eine Stimulation mit Forskolin. Es konnte gezeigt werden, dass das Crem-Gen (und damit
auch die Icer-Isoformen) eine Refraktirperiode besitzt, deren Linge abhingig ist von der
Dauer des vorangegangenen Stimulus. Beteiligt am Zustandekommen dieser Refraktédrperiode
sind der Anstieg des cAMP, die Aktivitit der PKA, der Anteil an phosphoryliertem CREB
und CREM, sowie der Gehalt an ICER. Eine maximale Expression von /cer konnte mit einer
2-stiindigen Stimulation mit 10 uM Forskolin erreicht werden. Dariiber hinaus dokumentierte
Lamas an stabil transfizierten AtT-20 Zellen die Wirkung ektoper ICER-Uberproduktion, die
sowohl die Morphologie und Proliferation, als auch die Sekretion von ACTH in AtT-20 Zel-
len beeinflusst (Lamas et al.1997).

1.7 Thema der Arbeit

Das molekulare Wechselspiel von Uhrengenen und seinen Produkten ist flir das Zustande-
kommen von zirkadianen Rhythmen verantwortlich. Zwar konnte in den letzten Jahren das
Verstdndnis dieses Uhrwerks erheblich erweitert und neue Mechanismen aufgedeckt werden.
Dennoch sind viele Einzelheiten des Uhrenmechanismus noch ungeklért, was aber besonders
in Hinblick auf eine mogliche pharmakologische Beeinflussung des zirkadianen Systems
notwendig ist. Dies betrifft u.a. die Bedeutung postranskriptionaler Modifikationen von
Uhrengenprodukten, in erster Linie deren Phosphorylierung. Auch ist bisher nicht geklart, ob
tiberhaupt und wenn ja, wie sich periphere Oszillatoren von dem Uhrwerk des SCN letztend-
lich molekular unterscheiden. Es ist immer noch unklar, iiber welchen (welche?) humoralen
Faktor(en) der SCN periphere Organe synchronisiert und welche Substanzen diese Informati-

on innerhalb der Zelle vermitteln. Durch den Nachweis rhythmischer Vorgénge in kultivierten
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peripheren Zelllinien bei gleichzeitig bestehenden methodischen Schwierigkeiten in der Un-
tersuchung des SCN, wurde zuletzt vermehrt gefordert, sich diesen Fragen zunédchst an Hand
eines Modellsystems, wie einer Zellkultur immortalisierter Zellen, zu nihern (Balsalobre et
al. 1998, Rosbash 1998).

Die kortikotrophe Tumorzelllinie AtT-20 ist bereits als Modellsystem fiir neuroendokrine
Signaltransduktion und Genregulation gut charakterisiert und ihre physiologischen Eigen-
schaften entsprechen weitestgehend dem kortikotropher Zellen in der Adenohypophyse (van
Wijk et al. 1995, Schecterson et al. 1991, Devi et al. 1992). Weiterhin konnten AtT-20 Zellen
erfolgreich stabil transfiziert werden (Lamas et al.1997). Diese Eigenschaften machen sie
auch zu einem Kandidaten als mogliches Modellsystem fiir die Untersuchung des zirkadianen
Systems des Sdugers.

e Zunichst ist daher Aufgabe dieser Arbeit, mittels RT-PCR-Technik nachzuweisen,
dass Uhrengene endogen in AtT-20 exprimiert werden.

e In einem nédchsten Schritt soll eine verldssliche Methode entwickelt werden, mit der
man Zeit-und Kosten-effizient Expressionsunterschiede auf mRNA-Niveau auch nied-
rig exprimierter Gene nachweisen kann. Hierfiir bietet sich die Real-Time Quantitative
PCR (RTQ-PCR), insbesondere die AACr-Methode an, da sie ohne die Verwendung
von Standards mit einem hohen Probendurchsatz arbeitet (Livak & Schmittgen 2001).
Die Validierung soll die hierfiir geforderten Experimente umfassen (Vgl. ABIPrism
User Bulletin #2).

e Die Induzierbarkeit von immediate early genes wie Perl und Per2 wurde in Zusam-
menhang mit der Synchronisation sowohl des SCN als auch peripherer Zellen ge-
bracht. Ziel dieser Arbeit ist es weiter, zu untersuchen, ob sich in AtT-20 Zellen die
Transkription der IEG Perl, Per2 und Icer durch eine Stimulation mit Forskolin indu-
zieren lasst.

e Dariiber hinaus soll auch das Verhalten der zu diesem Zeitpunkt bekannten Uhrengene
Per3, Cryl-2, BMall, Clock und CKle auf Forskolin-Stimulation dargestellt werden
und {iber Immunoblot-Verfahren das Auftreten dieser Transkripte zeitlich korreliert
werden mit der Dynamik der aktivierter Komponenten der cAMP-Signaltransduktion
pMAPK und pCREB.

e In Fibroblasten konnte eine zweistiindige Stimulation mit 10 pM Forskolin eine zirka-
diane Expression von Uhrengenen hervorrufen (Yagita & Okamura 2000). Ein weite-
rer Bestandteil dieser Arbeit ist daher, mittels RTQ-PCR zu untersuchen, wie sich in

AtT-20 Zellen die mRNA relevanter Uhrengene und die von Icer im Zeitverlauf nach
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einer solchen Stimulation verhilt und, ob sich womdglich dhnliche rhythmische Ex-

pressionsmuster erkennen lassen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Alle Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben von der Fa. Sigma-Aldrich
(Schnelldorf) oder der Fa. Carl Roth (Karlsruhe) in p.a.-Qualitdt bezogen. Die fiir die Zellkul-
tur verwendeten Chemikalien und Medien wurden von der Fa. Life Technologies (Eggen-
stein) geliefert. Alle Losungen und Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser (ddH,O)
hergestellt und autoklaviert, bzw. sterilfiltriert (Sterilfilter: 0,2 um Porenweite, Schleicher &
Schiill, Dassel). Die Herstellung und Zusammensetzung verwendeter Losungen und Puffer ist

unter 9. aufgelistet.
2.2 Zellkulturtechniken

AtT-20 Zellen wurden liber American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)
bezogen. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO;-Begasung in Brutschrinken (Fa. Heraeus)
in Kulturmedium gehalten (Dulbecco’s modified eagle medium/nutrient mix F12 [DMEM F/12],
angereichert mit 10 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 100 E/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomy-
cin, 100 pg/ml Ascorbinsdure und 5% fetalem Kilberserum [FCS]); der pH des Mediums
wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Kulturflaschen und —schalen wurden von der Fa. Grei-

ner geliefert.

2.2.1 Splitting und Stocks

Waren die Kulturschalen konfluent mit Zellen besiedelt, wurden sie mit Trypsin abgeldst und
auf neue Schalen verteilt. Das Teilungsverhéltnis auf neue Schalen betrug regelmiBig 1:2.
Nach durchschnittlich 15 Aufteilungspassagen wurde die Kultivierung beendet und eine neue
Zellreihe mit einer Charge der urspriinglichen Zellen begonnen. Zu Beginn der Arbeit wurden
die hierzu notwendigen Vorratskulturen angelegt: Von Medium befreite AtT-20-Zellen wur-

den zunéchst mit PBS gewaschen, dann mittels Trypsin vom Kulturgefd3 abgelost, abzentri-
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fugiert, erneut mit PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde an-

schlieBend in FCS-10% DMSO bei -80°C weggefroren.

2.2.2 Stimulationsversuche

Mindestens 4 Tage vor einem Stimulationsversuch wurden die Zellen zum letzten Mal aufge-
teilt. Der Versuch wurde begonnen, wenn die Zellen zu etwa 80% konfluent waren. Zum Zeit-
punkt 0 wurden dem Kulturmedium Forskolin (in DMSO) zugefiigt (Endkonzentration 10
uM). Nach einer zweistiindigen Stimulationsdauer wurde das Medium abgenommen und wie-
der in serumfreiem Medium ohne Forskolin kultiviert, um die Zellen in der Go-Phase zu arre-
tieren und nicht synchrone Zellteilungen zu unterdriicken. Zweimaliges Waschen der Zellen
zu den angegebenen Zeitpunkten mit eiskaltem PBS beendete den Versuch. Anschliefend

wurden die Zellen bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C tiefgefroren.

2.3 Arbeiten mit Nukleinsiduren

Beim Arbeiten mit Nukleinsduren muss prinzipiell auf ein hohes Mal} an Sauberkeit geachtet
werden. Speziell die in dieser Arbeit verwendeten Techniken (Reverse Transkription, PCR)
sind sehr anfillig fiir Kontamination mit Fremd-DNA oder RNasen, bzw. DNasen. Daher
wurden fiir diese Arbeiten ausschlieBlich RNase- und DNase-freie sowie autoklavierte Gerét-
schaften und Losungen verwendet. Hierzu wurden Glaswaren bei 180°C fiir 4 h erhitzt und

Losungen mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetztem H,O angesetzt.

2.3.1 RNA-Isolation

RNA wurde nach der Methode von Chomczynski (Chomczynski & Sacchi, 1987) mittels
TRIzol® Reagent (Invitrogen) isoliert. Das in TRIzol® enthaltene Guanidinisothiocyanat de-
naturiert effektiv Proteine, insbesondere auch RNasen, wiahrend Phenol-Chloroform das Ge-
misch in drei Phasen teilt: eine organische (phenolische) mit Proteinen und kleineren DNA-
Fragmenten, eine Interphase mit groBeren DNA-Fragmenten und eine wissrige Phase, die die
RNA enthilt. Im Einzelnen wurde folgendermallen vorgegangen: Zellen wurden mit 1 ml
TRIzol® bei Raumtemperatur lysiert und mittels eines Ultra-Turrax T8 (IKA, Staufen) homo-

genisiert. 200 pl Chloroform wurden zugegeben, die Losung bei 12.000g zentrifugiert und die
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RNA aus der wéssrigen Phase mit 500 ul Isopropanol gefillt. Der durch erneute Zentrifugati-
on entstandene Niederschlag wurde mit 75% Ethanol gewaschen und anschlieend in ddH,O

aufgenommen.

2.3.2 Quantifizierung von Nukleinsduren

Nukleinsduren absorbieren ultraviolettes Licht einer Wellenldnge von 260 nm. Nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz kann hieraus die Konzentration einer Losung bestimmt werden
(Photometer: Spectronic Genesys 5, Milton Roy, Pont-Saint-Pierre, Frankreich). Fiir dop-
pelstringige DNA (dsDNA) entspricht einer Extinktion des Wertes 1 einer Konzentration von
50 pg/ml, fir RNA einer Konzentration von 40 ug/ml. Der Quotient aus der Extinktion bei
260 nm und der bei 280 nm zeigt die Reinheit einer Nukleinsdurelosung an und sollte zwi-

schen 1,8 und 2 liegen.

2.3.3 Reverse Transkriptase Reaktion

Um die Expression bestimmter Gene auf mRNA-Ebene mittels PCR-Techniken zu untersu-
chen, muf} zunéichst aus der gewonnenen Gesamt-RNA selektiv mRNA in cDNA mittels einer
RNA-abhéngigen DNA-Polymerase (retroviralen Ursprungs) umgeschrieben werden. Hierbei
macht man sich zu Nutze, dass mRNA an ihrem 3’-Ende einen sog. Poly-A-Schwanz enthilt.
Verwendet man fiir die Reverse Transkriptase Reaktion Primer, die an ihrem 5'-Ende mehrere
Thymidinbasen (Oligo-dT) enthélt, amplifiziert man spezifisch mRNA-Molekiile. Durch eine
RNaseH-Aktivitdt der verwendeten Polymerase wird die hybridisierte mRNA-Matrize ent-
fernt, die in der anschlieBend angewandten PCR stéren wiirde. RoutinemifBig wurde die Re-
verse Transkriptase Reaktion mit Omniscript® Reverser Transcriptase (Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt. 30 ul Reaktionsansatz enthielten in dem mitgelieferten Puffer je 0,5 mM dNTP,
1 uM Oligo-dT Primer (Invitrogen), 10 U/ul rekombinanter RNase-Inhibitor (Invitrogen), 4
U/ul Omniscript® Reverse Transcriptase und 1 pg Gesamt-RNA (vor Zugabe zum Ansatz fiir
5 min. bei 65°C denaturiert). Die Reaktion wurde fiir eine Stunde bei 37°C ausgefiihrt. Die

Enzyme wurden anschliefend fiir 5 min. bei 93°C hitzeinaktiviert.
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2.3.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur in vitro- Amplifizierung von definierten DNA-Fragmenten. Die
Effektivitidt der Reaktion ist hierbei so hoch, dass sogar geringste Mengen einer Ausgangs-
DNA (template) in einen nachweisbaren Bereich gelangen. Das Prinzip dieser Technik beruht
auf dem FEinsatz sog. thermostabiler DNA-abhéngiger DNA-Polymerasen einerseits und den
chemischen Eigenschaften doppelstrangiger DNA andererseits: Zunédchst wird die DNA bei
hoher Temperatur denaturiert. Beim Abkiihlen auf etwa 60°C koénnen nun Oligonukleotide an
ihre komplementire Sequenz auf der Ziel-DNA binden (Hybridisierung, annealing) und so
als Primer fiir eine Polymerase in der anschlieBenden Elongationsphase (extension) wirken.
Wiederholt man mehrfach diese drei Schritte, erreicht man mit jedem Zyklus eine Verdopp-
lung, durch die Aneinanderreihung (Kette) mehrerer solcher Zyklen eine exponentielle Anrei-
cherung der Ziel-DNA.

Bei der Wahl der Primer miissen mehrere Punkte bedacht werden: Die Liange der Primer soll-
te in etwa bei 20 Nukleotiden liegen, was ein Optimum aus Anlagerungswahrscheinlichkeit
einerseits und Genspezifitit andererseits darstellt. Der GC-Anteil in der Primersequenz sollte
moglichst zwischen 40 % und 60 % betragen. Am 3’-Ende sollten zur besseren Hybridisie-
rung und Elongation ein bis zwei G oder C Nukleotide sitzen. Die Primer mit den genannten
Kriterien und deren optimale Annealingtemperatur (T,) wurden mittels Omiga-Software (Ox-
ford Molecular Ltd.) und der NCBI cDNA-Bank ermittelt. Die verwendeten Primer wurden
von der Fa. MWG-Biotech (Ebersberg) geliefert und sind in Tabelle 2.1 dargestellt.

Der Reaktionsansatz enthielt in 50 pl Losungsvolumen standardméBig folgende Komponen-
ten: 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 0,2 mM von jedem dNTP (A, C, G und T), 1,5
mM MgCl,, 0,4 uM von jedem Primer, 2 pl Template-DNA, 1,5 U Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, Groningen, Niederlande), ddH>O ad 50 pl. Die Reaktion wurde in einem pro-
grammierbaren Thermocycler der Fa. Perkin-Elmer (Weiterstadt) durchgefiihrt: Nach jedem
initialen Denaturierungsschritt fiir 5 min bei 94°C folgte eine variable Anzahl von Zyklen, die
jeweils aus einer 45 s dauernden Denaturierung bei 94°C, einer 30 s dauernden Anheftungs-
phase (Annealing mit DNA-spezifischer Temperatur) und 1 min Extension bei 72°C bestan-
den. AbschlieBend wurde nochmals fiir 10 min extendiert. Am Ende der Reaktion wurde der
Ansatz mit 10 pl DNA-Ladungspuffer versetzt und routinemifig 20 pl des Gesamtvolumens

zur Auswertung auf ein analytisches Gel aufgetragen (siehe 2.3.5).
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Gen Gene accessi-  Oligonukleotidsequenz Produktlinge T,
on number (Position) [°C]
[bp]
BMall  AB014494.1 forward: 5°-CAA CCT TCC CGC AGC TAA CA-3’ 151 60,0
reverse: 5’-TCC GCG ATC ATT CGA CCT AT-3’ (1758-1908)
CKle NM _013767.2 forward: 5’-CCT ACC GGG AAA ACA AGA ACC-3> 207 57,4
reverse: 5°-TTG ACA TCT TCT TCT CGC TAA (585-791)
TCC-3’
Clock AF000998.1 forward: 5’-CAA ATA TTA CAG AGG GCA CACC- 379 55,8
3 (3304-3682)
reverse: 5°-CAT CAC AGC CAA AGC ACG-3’
Cryl NM 007771.1  forward: 5’-CAG CAG CCA CAA ACA ACC-¥’ 309 60,0
reverse: 5’-ACA GCC ACA TCC AAC TTC C-3° (1211-1519)
Cry2 AF156987.1 forward: 5°-ACC ACC CCT TAC CTA CAA GC-3’ 497 60,0
reverse: 5°-CCT CCA TTC GGT CAA ACC-3’ (503-999)
Gapdh ~ NM 008084.1 forward: 5°-TTG GGC TAC ACT GAG GAC C-3° 284 58,3
reverse: 5°-GGA AAT TGT GAG GGA GAT GC-3’ (860-1143)
Icer AJ311667.1 forward: 5’-AAG AAG CAA CTC GCA AGC-3’ 285 57,7
reverse: 5°-AAG AGA CCC ATC TAC AAG TCC-3>  (176-460)
Perl NM 011065.2 forward: 5’-AAG TGG CAA TGA GTC CAA CG-3’ 475 60,0
reverse: 5°-GGA TGT GAT ATG CTC CAA TTC C- (156-630)
3?
Per?2 NM_011066.1 forward: 5-TGG AAT CTT CCA ACA CTC ACC-3° 388 60,0
reverse: 5’-ACA GCC ACA GCA AAC ATA TCC-3°  (341-728)
Per3 NM_011067.1 forward: 5’-CGC CAG TCA TTG ACA TTA AGG-3 460 59,8
reverse: 5’-CCA TCA GGA AGA AGC ACC-3’ (3782-4241)
Hprt* NM_013556 forward: 5°’-GCT GGT GAA AAG GAC CTC T-3’ 248, bzw. 61,0
reverse: 5’-CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC-3° 1086
(576-824)

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Oligonukleotidprimer mit Angaben der spezifischen
Amplifikationsbedingungen (T,, optimale Zyklenzahl).*Intron-liberspannende Hprt-Primer.

Bei jedem Versuch wurde zum Ausschluss moglicher Verunreinigungen eine Nullkontrolle

mit durchgefiihrt, die statt der Template-DNA lediglich Wasser enthielt (no template control,

NTC). Kam es hier zu einer Amplifikation von DNA, wurde die komplette Versuchsreihe

verworfen. Weiterhin wurden alle Proben routinemdfig auf Kontaminationen mit genomi-

scher DNA untersucht. Hierzu wurden Intron-liberspannende Primer fiir das Hprt-Gen (Hypo-

xanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase) im PCR-Ansatz verwandt (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Funktionsweise des Hprt-Primerpaares. A: Der schematische Ausschnitt aus dem
Hprt-Gen zeigt, wie die beiden Primer (Pfeile) zwei Introne iiberspannen, die nicht in mRNA
umgeschrieben werden. Im Falle einer Kontamination mit genomischer DNA entstehen neben
dem 249 bp groflen Produkt der mRNA ein 1087 bp grofles Fragment. B: Eine ausschlielich
cDNA enthaltende Probe ergibt eine zur entsprechenden mRNA komplementidre Bande bei
249 bp (Pfeil), die Bande der Gréf3e von 1086 bp fehlt. M: DNA-Grof3enmarker.

2.3.5 Agarosegelelektrophorese

Im elektrischen Spannungsfeld wandern Nukleinsduren auf Grund ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen anodenwiérts. Ladt man eine zu untersuchende Losung auf ein Agarosegel
und legt Spannung an, miissen die DNA-Fragmente die netzartigen Strukturen des Polysac-
charids passieren; somit konnen durch Laufzeitunterschiede die einzelnen Fragmente ihrer
GroBe nach aufgetrennt werden. Durch Zugabe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
wie Ethidiumbromid kann nun doppelstrangige DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht wer-
den.

Im einzelnen wurde folgendermallen vorgegangen: Fiir ein 2%iges Gel (geeignet fiir Frag-
mente bis zu 2 kb), wurde die entsprechende Menge Agarose in Elektrophoresepuffer (0,5x
TBE) durch Erhitzen geldst und nach Zugabe von Ethidiumbromid in einen Flachbettschlitten
gegossen. Den Proben wird vor dem Auftragen auf das Gel 1/5 Volumen DNA-Probenpuffer
zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgte nun fiir etwa eine Stunde bei 10 V/cm. AnschlieSend
wurden die Gele unter UV-Licht photographiert. Zur GroBenbestimmung wurde ein DNA-
GrofBenmarker mit aufgetragen (z.B.: 1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).
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2.3.6 Semiquantitative Reverse Transkriptase—PCR (sqRT-PCR)

Zundchst wurde in Vorversuchen der generelle quantitative Charakter der angewandten Me-
thode dargestellt. Hierzu wurde fiir jedes Gen die Zyklenzahl ermittelt, die im unteren expo-
nentiellen Bereich der Amplifikation (log-linear range) liegt (optimale Zyklenzahl, siche Abb.
2.2). Weiterhin konnte durch Verdiinnungsreihen von eingesetzter Template-DNA gezeigt
werden, dass verschiedene Mengen an Ausgangs-DNA in entsprechend verschiedenen DNA-
Mengen am Ende der Reaktion resultierten (Abb. 2.2).

Um quantitative Unterschiede in der Genexpression mittels RT-PCR darzustellen, bezieht
man die Signalintensitdten eines PCR-Produktes im Agarosegel auf die eines mitamplifizier-
ten Referenzgens (externer Standard). Fiir die semiquantitative RT-PCR wurde das Haus-
haltsgen Gapdh (Glycerinaldehy-3-phosphat-dehydrogenase) verwandt, von dem man an-
nimmt, dass es konstitutiv exprimiert wird, 1. . dass dessen mRNA-Menge nicht oder nur in
einem geringen Maf3e schwankt (Apostolakos et al. 1993, Zhao et al. 1995).

Die zu untersuchenden Banden wurden rechnergestiitzt mittels eines KS300 Bildanalysesys-
tem (Kontron, Eching) densitometrisch ausgewertet. Hierzu wurden die Anzahl der Pixel ei-
ner Bande sowie deren einzelne Grauwerte zu einem Summendichtewert (SumDens) zusam-
mengefasst (Wicht et al. 1999). Die entsprechenden Werte wurden nun als Teil des jeweils
korrespondierenden Gapdh-Wertes ausgedriickt (SumDens Gen X/SumDens Gapdh), um den
Fehler zu korrigieren, der z.B. durch eine vermindert effektive RT-Reaktion entstanden sein
konnte. Innerhalb einer Probenreihe wurde nun der hochste dieser Quotienten als 100% fest-

gesetzt, die librigen als Prozentanteil davon berechnet.
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Abb. 2.2: Validierungsexperimente zur semiquantitativen RT-PCR am Beispiel des Haus-
haltsgens Gapdh: A, C: PCR-Produkte einer Standard-PCR mit jeweils gleichen Template-
Mengen aber unterschiedlichen Zyklenzahl wurden auf ein mit Ethidiumbromid gefarbtes
Agarosegel aufgetragen. Uber einen weiten Bereich resultiert aus einer hdheren Anzahl Zyk-
len eine zunehmende optische Dichte (SumDens) bei der digitalen Auswertung des spezifi-
schen Signals im Agarosegel. Diese Unterschiede verringern sich im Bereich hoher Zyklen-
zahlen (nachlassende Enzymaktivitdt, Substratverbrauch). B, D: PCR-Produkte einer Stan-
dard-PCR mit unterschiedlichen Mengen eingesetzter Template-DNA aber gleicher Zyklen-
zahl (hier: 22). Im untersuchten Verdiinnungsbereich resultiert aus einer héheren Template-
Menge eine hohere optische Dichte im Agarosegel. Bei hohen Template-Konzentrationen
erreicht die Intensitits-Template-Kurve ein Plateau, wo kaum noch Unterschiede in der Sig-
nalintensitét festgestellt werden konnen (Enzymséttigung). M: DNA-Groenmarker.

Fiir jedes Gen wurde an Hand solcher Versuche die fiir semiquantitative Untersuchung opti-
male Zyklenzahl und Template-Menge ermittelt, i. e. der Bereich, in dem ein deutliches Sig-
nal im Gel vorhanden war und zugleich die Intensitit von der Zyklenzahl, bzw. der eingesetz-
ten Template-Menge abhing (schraffierte Bereiche).
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2.3.7 Real-Time quantitative PCR (RTQ-PCR)

Die Verwendung dieser Technik gestattet in dieser Arbeit zweierlei: Erstens kann die RTQ-
PCR als eine quantitative Methode die Validitit der semiquantitativen RT-PCR {iberpriifen.
Zweitens erlaubt sie es auf Grund ihrer hohen Sensitivitét bei deutlich weniger notwendigen
Amplifikationszyklen, auch Unterschiede des mRNA-Gehaltes bei schwach exprimierten Ge-
nen darzustellen.

Das Prinzip der RTQ-PCR beruht darauf, dass man zum PCR-Ansatz einen Fluoreszenzfarb-
stoff (hier: SYBR Green I, Qiagen, Hilden) zugibt, der mit neu synthetisierter DNA inter-
agiert. In speziellen Thermocyclern, in die eine UV-Lampe und eine CCD-Kamera integriert
sind, kann nun am Ende eines jeden Amplifikationszyklus die Fluoreszenz gemessen und auf
den Gehalt an vorhandener DNA riickgeschlossen werden.

Da der interkalierende Farbstoff auch unspezifische Produkte wie z.B. Primer-Dimere anfarbt,
wurde zur Erh6hung der Spezifitdt in dieser Arbeit eine sog. Hot-Start-Polymerase (HotStart
Taq DNA Polymerase, Qiagen, Hilden) verwendet. Dariiber hinaus wurde fiir jedes Primer-
paar eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die erforderlichen Oligonukleotidprimer wur-
den entsprechend den Anforderungen der Methode mittels zugehoriger Software (Applied
Biosystems, Darmstadt) und der NCBI cDNA-Bank ermittelt (Tab. 2.2).

In den letzten Jahren wurde vermehrt iiber das Auftreten von Pseudo-Genen in der Gapdh-
Sequenz berichtet, die entweder bei RT-PCR-Verfahren mitamplifiziert werden oder den kon-
stitutiven Expressionscharakter dieses Gens beeinflussen kdnnen (Harper et al. 2003). Daher
wurden in allen RTQ-PCR-Experimenten nur noch Hprt (Jiralerspong & Patel, 1996) als

Standard verwendet.
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Gen Gene accession  Oligonukleotidsequenz Produktlinge
number (Position)
[bp]
Bmall  AB0144494.1 forward: 5’-CAA CCT TCC CGC AGC TAA CA-3’ 151
reverse: 5’-TCC GCG ATC ATT CGA CCT AT-3’ (1758-1908)
CKle NM _013767.2 forward: 5°-AGC CAT CA GCT CGA ATG TGT-3’ 151
reverse: 5’-CAG CAG CTC CAT GAC CAT CA-3’ (193-343)
Clock AF000998.1 forward: 5°-CAC CGA CAA AGA TCC CTA CTA CTG AT- 151
3’ (1740-1890)
reverse: 5’-TGA GAC ATC GCT GGC TGT GT-3’
Cryl NM_007771.2 forward: 5°-CCT CTG TCT GAT GAC CAT GAT GA-3’ 151
reverse: 5’-CCC AGG CCT TTC TTT CCA A-3’ (895-1045)
Cry2 AF156987.1 forward: 5°-AGG GCT GCC AAG TGC ATC AT-3’ 151
reverse: 5’-AGG AAG GGA CAG ATG CCA ATA G-3° (1434-1584)
Icer AJ311667.1 forward: 5°-CTT ACC AGA TCC CAG CTC CTA-3’ 151
reverse: 5’-CGG GCA GCT TCC CTG TTT-3’ (80-230)
Perl NM_011065.2 forward: 5°-CTC AGG TCT TTG GAG AGC TGC TGC AA- 151
3 (2128-2150)
reverse: 5°-TTG CTG ACG ACG GAT CTT TCT-3’
Per2 NM 011066.1 forward: 5°-CTG GCT TCA CCA TGC CTG TT-3’ 151
reverse: 5’-AAG GCC TGA GGC AGG TTT G-3’ (2747-2897)
Per3 NM 001067.1 forward: 5°-GTG TAC ACA GTG TGC AAG CAA ACA-3’ 151
reverse: 5’-ACG GCC GCG AAG GTA TCT-3’ (611-761)
Hprt NM 013556 forward: 5°-TCC CAG CGT CGT GAT TAG C-3’ 151
reverse: 5°- CTT CAT GAC ATC TCG AGC AAG TCT-3’ (92-252)

Tabelle 2.2: Liste der in der RTQ-PCR verwendeten Oligonukleotidprimer

Die Reaktion wurde in 25 pl Reaktionsvolumen [1x QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix (Qiagen), 300 nM von jedem Primer, 2 pl Template-DNA, ddH,O ad 25 pl] in einem
ABIPrism 7700 Thermocycler (Applied Biosystems, Darmstadt) mit folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 1x 15 min 95°C, 40x (15 sec 95°C, 1 min 60°C, 30 sec 72°C), 1x 30 sec 72°C.
Der ebenfalls im Ansatz enthaltene Farbstoff ROX diente als sog. passive Referenz, die es
dem Detektionsgerit ermoglicht, nicht-PCR-abhingige Unterschiede des Fluoreszenzsignals
herauszufiltern (Abb. 2.3). Auch hier wurden wie bei der gew6hnlichen PCR routinemafig no

template controls (NTC) mitgefiihrt.
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Abb. 2.3: Ergebnisfenster einer RTQ-PCR: Messung des um die Hintergrundstrahlung (Rn’)
bereinigtes Fluorszenzsignals (Delta Rn = Rn" - Rn’; wobei Rn" die zum Zeitpunkt X gemes-
sene Fluoreszenz ist) in Abhdngigkeit der Zyklenzahl im ABIPrism Thermocycler am Bei-
spiel einer seriellen Template-Verdiinnung des Haushaltsgens Hprt (halblogarithmische Dar-
stellung). Mit steigender Zyklenzahl gelangt die PCR in die log-lineare Phase, in dem die
Fluoreszenz-Zyklen-Kurven verschiedener Proben parallel zueinander verlaufen. Durch An-
legen einer Schwelle (threshold, horizontale Linie bei etwa 0,7) im unteren Bereich der log-
linearen Phase kann im Schnittpunkt mit der Amplifikationskurve der sog. Cr-Wert (thres-
hold cycle) bestimmt werden (siehe 2.3.10 und 2.3.11).

2.3.8 Relative Quantifizierung der RTQ-PCR mittels AACr-Methode

Expressionsunterschiede konnen mittels RTQ-PCR in sehr zuverldssiger Weise dargestellt
werden, auch ohne, dass absolute DNA-Mengen aus dem Fluoreszenssignal oder relative Un-
terschiede mit einer Standardkurve bestimmt werden miissen. Die sog. AACr-Methode (Livak
& Schmittgen 2001) bedient sich hierbei arithmetischer Formeln, die aus der Kinetik der PCR
abgeleitet wurden. Gemessen wird diejenige Zyklenzahl, bei der als erstes eine klare Zunah-
me des Fluoreszenssignals erkennbar war (Cr), 1. e. der Beginn der exponentiellen Amplifika-
tionsphase (Abb. 2.3). Dem liegt die Annahme zu Grunde, dass der Cr-Wert ein Indikator fiir
das Expressionsniveau ist. Wie bei der semiquantitativen RT-PCR wird auch hier eine endo-
gene Kontrolle (Referenz) bendtigt, um z.B. eine unterschiedlich effiziente RT zu berticksich-
tigen. Aus der Exponentialfunktion, die die Amplifikation der PCR beschreibt, ergibt sich
folgende Formel fiir die Anzahl an Zielmolekiilen zum Zeitpunkt Ct in Abhéngigkeit von der

Ausgangsmenge an DNA:
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Fiir die Anzahl an Zielmolekiilen: X, = Xy x(1+E, )™ (1)
Fiir die Anzahl an Referenzmolekiilen: R, =R, x(1+E,)™" )
wobei:
Xr Anzahl an Zielmolekiilen zum Zeitpunkt Cr Ry Anzahl an Referenzmolekiilen zum Zeitpunkt Cr
Anzahl an Zielmolekiilen zu Beginn der Reakti-
Xy Ry Anzahl an Referenzmolekiilen zu Beginn der Reaktion
on
Ey Amplifikationseffizienz des Zielmolekiils Ep Amplifikationseffizienz des Referenzmolekiils
Crx Cr des Zielmolekiils Crr | Cr des Referenzmolekiils

Die eigentliche Berechnung erfolgt in zwei Schritten: Zunichst wird der Ziel-DNA-Menge zu

Beginn der Reaktion auf die des Referenzmolekiils bezogen (normalisiert):

X, _ Xgx(1+E, )™ _

R. R, x(1+E )~

3)

wobei:

Xr | Anzahl an Zielmolekiilen zum Zeitpunkt Cr

R7 | Anzahl an Referenzmolekiilen zum Zeitpunkt Cr

K | Konstante

Geht man davon aus, dass die Amplifikationseffizienz Ey und Ex gleich sind, lédsst sich Fol-

gendes ableiten:

E,=E,=E:
XO Cr x —Cr r
—2x(1+E)™ ™" =K 4)
RO
ACr
X, x(1+E)” =K 5)
wobei:
Xy | Xo/Ry; auf endogene Kontrolle normalisierte Menge an Zielmolekiilen
ACT CT,X'CT,R
hieraus:

X, =Kx(1+E)"*

(6)
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SchlieBlich wird auf eine Referenzprobe (Kalibrator) normalisiert, fiir die, je nach Fragestel-
lung, in dieser Arbeit die jeweils unstimulierte Probe, bzw. die Probe mit der maximalen Ex-

pression des Zielgens (geringster ACr-Wert) diente:

Xua  Kx(1+E)™
X Kx(1+E) "

=(1+E)™® (7)

N,cb

wobei:

Xy Xy der Probe

Xneb Xy der unstimulierten Probe

AA4Cr Cry-Crep

Betrégt die Effizienz der Reaktion 100% (£=1) kann der Term weiter vereinfacht werden:

X
N,q — 2—AACT 8
X )

N,cb

Nun ist es moglich, mit Hilfe der Cr-Werte Expressionsanalysen durchzufiihren. Allerdings
miissen bestimmte Validitatskriterien erfiillt sein, die es erlauben, wie beschrieben umzufor-
men und den vereinfachten Term zu verwenden: (1) Die Effizienz des Assays muss hoch sein
(E = 1), (2) die Amplifikationseffizienzen von Ziel- und Referenzmolekiilen sollten ver-
gleichbar sein und (3) unabhéngig vom Templategehalt zu Beginn der Reaktion (zu mindest
in dem fiir die Messung relevanten Bereich). Die entsprechenden Validierungsexperimente
sind unter 3.2 dargestellt.

Die tiber (8) errechneten Werte sind wie folgt zu interpretieren: Es wird eine Probe als Refe-
renz (Kalibrator) gewéhlt. Fiir die Darstellung von Induktionsvorgingen wurde die unstimu-
lierte Probe als Kalibrator bestimmt und 1 gesetzt. Die iibrigen Proben sind als Teil, bzw. als
Vielfaches dessen ausgedriickt (z.B. ist bei einem Wert von 2 die Expression eines Genes in
einer Probe doppelt so hoch wie in der Referenzprobe. Bei der Darstellung der 72 h-
Zeitverlaufe wurde die Probe mit der stirksten Expression innerhalb einer Probenreihe (ge-
ringster ACr-Wert) als Bezug genommen (= 100 %) und die iibrigen Proben als %-Wert da-
von ausgedriickt.

War die unstimulierte Probe der Referenzpunkt (= 1), wurde fiir die Variabilitit in dieser Pro-

be der Standardfehler einer in Triplikaten ausgefiihrten PCR angegeben.
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2.3.9 Bestimmung der Periodenlinge t

Zur Bestimmung der Periodenldnge (t) zirkadianer Schwankungen in der Uhrengen-
Expression wurden zunichst die Mittelpunkte von Spitzenwerten im Zeitverlauf normalisier-
ter Uhrengen-mRNA (relative Auftragung als Prozent der maximalen Expression; Werte von
mindestens drei unabhéngigen Versuchen als Mittelwert dargestellt) bestimmt. Der zeitliche
Abstand zwischen zwei aufeinander folgenden Spitzen wurde als T definiert (Balsalobre et al.
1998). Ausgenommen wurden Spitzenwerte, die durch die initiale Hochregulation von Genen
als Antwort auf den applizierten Stimulus innerhalb der ersten 8 h erfolgten. Pro Gen sind in
die Berechnung der mittleren Periodenlidnge auf diese Weise folgende Anzahl einzelner Peri-

oden eingeflossen: Perl (2), Per2 (1), Per3 (1), Cryl (1), Bmall (2).

2.4 Methoden zur Proteinerkennung

Zur quantitativen und qualitativen Darstellung von Proteinen werden Proteinextrakte zunachst

gelelektrophoretisch auftrennt und anschlieBend immunologisch markiert.

2.4.1. Proteinextraktion und Proteinbestimmung

Die Zellen wurden zunédchst mechanisch von den Kulturschalen abgelost (Cellscraper, Grei-
ner), abzentrifugiert, mit eiskaltem PBS gewaschen, um Reste des Kulturmediums zu entfer-
nen, und nochmals abzentrifugiert. Der Zellniederschlag wurde in 70 ul Lysepuffer aufgelost
und mittels Ultraschall bei 70 Hz homogenisiert (Sonopuls HD 70, Fa. Bandelin, Berlin).
Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt erhilt man im Uberstand die 18slichen Proteine.
Die Konzentrationsbestimmung der Proteinlosung erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford 1976). Das Prinzip beruht darauf, dass Coomassie Brillant Blue G-250 an Proteine
bindet und so deren Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Durch den Einsatz einer
Eichreihe mit bekannten Proteinkonzentrationen, kann aus der Extinktion auf die Konzentra-
tion einer Probe riickgeschlossen werden. Im Einzelnen wurde folgendermallen vorgegangen:
1 ul Probenlésung (addquat mit ddH,O vorverdiinnt, in der Regel 1:5) wurden mit 499 ul
ddH,0 und 500 pl Coomassie Brillant Blue G-250 (Pierce, Rockford, IL, USA) versetzt, fiir
10 min. inkubiert und anschlieBend die Extinktion bei 595 nm gemessen (Photometer:

Spectronic Genesys 5, Milton Roy, Pont-Saint-Pierre, Frankreich). Fiir die Herstellung der
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Eichreihe wurde definierte Mengen BSA (New England BioLabs, Beverly, MD, USA) ver-

wendet.

2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergenz, das (1) effektiv nichtkovalente
Bindungen von Proteinen (Quartérstruktur) zerstort und (2) durch Bildung eines negativ gela-
denen SDS-Protein-Komplexes ein konstantes Ladungs-zu-Masse-Verhiltnis schafft. Trennt
man eine so vorbehandelte Proteinmischung nun in einer Polyacrylamidmatrix unter denatu-
rierenden Bedingungen elektrophoretisch auf, erreicht man eine Darstellung allein nach der
molekularen Masse. Durch ihre hohere Laufgeschwindigkeit sind kleinere Proteine niher an
der Anode anzutreffen.

Die Gelelektrophorese wurde nach der von Laemmli vorgeschlagenen Methode (Laemmli
1970) durchgefiihrt. Im Einzelnen wurde folgendermaBlen vorgegangen: In eine Vorrichtung
fiir Proteingele (Mini Protean II, Bio-Rad, Miinchen) wurden nacheinander das Trenngel
(Auftrennung) und das Sammelgel iibereinander liegend gegossen (konzentriert das
Probenmaterial und gewéhrleistet einen gemeinsamen Startpunkt). Die PorengroBe des
Trenngels wurde iiber den Gehalt an Acrylamid/Bisacrylamid an die MolekiilgroBe des
gesuchten Proteins angepasst. Das Volumen Proteinextrakt fiir 40 pug Protein wurden 1:1 mit
denaturierendem Probenpuffer (2x) versetzt und fiir 5 min gekocht. AnschlieBend wurde das
Gel in einer Elektrophoresekammer mit Elektrophoresepuffer (nach Laemmli) iiberschichtet
und mit dem vorbehandelten Probenmaterial beschickt. Zur spateren Groflenbestimmung der
Proteinbanden wurde ein Farbmarker (Sigma, Deisenhofen) mit aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte zundchst 20 min bei 80 V, bis die Lauffront das Trenngel erreichte,
anschlieBend fiir ca. 40 min. bei 80 V.

2.4.3 Immunoblotting

Um die Proteine nach der Gelelektrophorese selektiv durch Antikdrpermarkierung (Immuno-)
darstellen zu konnen, miissen sie zundchst auf ein stabiles Trigermedium transferiert werden
(-blotting). Hierzu wurde die Methode nach Towbin verwandt, bei der durch Anlegen eines
elektrischen Feldes die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wandern (Towbin et al.
1979): Gel und Membran wurden zwischen mit Blotpuffer befeuchtetes Filterpapier gelegt
und in eine entsprechende mit Blotpuffer befiillte Kammer gespannt. Fiir ca. 1,5 h wurde nun
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unter Kiihlung mit Eis eine Spannung von 125 V angelegt. Die Lagerung der Membran war
hierbei anodenseitig, die des Gels kathodenseitig. Nach der Ubertragung der Proteine vom
Gel auf die Membran wurde das Gel mit einer Coomassieldsung angefarbt, um den Erfolg des
Transfers sowie die gleichméBige Gelbeladung zu kontrollieren.

Die folgenden Schritte dienen der Aufbereitung der Nitrozellulosemembran und der anschlie-
Benden immunologischen Markierung: Die Membran wurde zundchst zweimal fiir 5 min. mit
TBST (Tris buffered saline, Tween 20) gewaschen. Freie Bindungsstellen der Nitrozellulose-
membran wurden durch Inkubation (1 h, Raumtemperatur, unter leichtem Schiitteln) einer
Blockierungslosung (5% BSA in TBST) abgesittigt. Nun wurde liber Nacht bei 4°C unter
leichtem Schiitteln mit dem Primérantikorper inkubiert (Auflistung aller verwendeten Anti-
korper siehe Tab. 2.3). Uberschiissige Antikdrper wurden am nichsten Morgen durch dreima-
liges Waschen mit TBST fiir je 10 min entfernt. Die Membran wurde nun mit einem gegen
den PrimérantikOrper gerichteten Sekundirantikorper inkubiert (1 h, Raumtemperatur, unter
Schiitteln). Es folgte ein griindlicher Reinigungsschritt mit TBST (6 x 10 min., Raumtempera-

tur, unter leichtem Schiitteln).

2.4.4 Autoradiographie

Die immunchemisch vorbehandelte Membran wurde nun 7 min mit Chemilumineszenz-
substrat (SuperSignal Ultra, Pierce, Rockford, IL, USA) inkubiert. Durch die Peroxidaseakti-
vitdt des an den Sekundirantikorper gekoppelten Enzyms wird in Anwesenheit von H,O;
Luminol oxidiert, wodurch Licht emittiert wird. Die Lichtemission wurde durch Auflegen

eines Rontgenfilms (Biomax, Kodak, Stuttgart) sichtbar gemacht.
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Antigen Primirantikorper Sekundirantikorper Bande
(Beschreibung, Verdiinnung, (Beschreibung, Verdiinnung, [kDa]
Blockierung, Bezugsquelle) Blockierung, Bezugsquelle)
Total CREB Polyklonaler Kanninchen-Anti- HRP'-gekoppelter Ziege-anti- 43
CREB-Ig (1:1.000, 5% BSA (w/v), Kanninchen IgG (1:25.000, 5%
New England BioLabs, Beverly, BSA (w/v), Cell Signaling, Bever-
MA, USA) ly, MA, USA)
Phospho-CREB Polyklonaler Kanninchen-anti- HRP'-gekoppelter Ziege-anti- 43
(phosphoryliert an  pCREB (Ser133), detektiert auch Kanninchen IgG (1:25.000, 5% (pCREB),
Ser133) ATF-1 und CREM (1:1.000, 5% BSA (w/v), Cell Signaling, Bever- 40
BSA (w/v), Cell Signaling, Bever-  ly, MA, USA) (pATE-1)
ly, MA, USA)
p44/42 MAPK Polyklonaler Kanninchen-anti- HRP'-gekoppelter Ziege-anti- 44
(totalMAPK; p44/42 MAPK (1:3.000, 5% BSA Kanninchen IgG (1:25.000, 5% (ERK1),
=totalERK1/2) (w/v), Cell Signaling, Beverly, MA, BSA (w/v ), Cell Signaling, Bever- 42
USA) ly, MA, USA) (ERK?2)
p44/42 MAPK, Monoklonaler Maus-anti-p44/42 HRP'—gekoppelter Ziege-anti-Maus 44
(phosphoryliert an MAPK (Thr202/Tyr204) 1:1.000 IgG (1:25.000, 5% BSA (w/v), (pERK1),
Thr202/Tyr204; 5%BSA (w/v), Cell Signaling, Cell Signaling, Beverly, MA, USA) 42
=pERK1/2) Beverly, MA, USA) (pERK2)

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Antikorper. | HRP=horseradish peroxidase (Meerrettich-

Peroxidase)

2.4.5 Wiederverwenden von Blotmembranen (Membran-Stripping)

Durch eine besondere Behandlung kénnen Membranen mehrfach wieder verwendet werden.
Der Vorteil liegt darin, dass man dasselbe Probenmaterial nochmals auf ein anderes Protein
hin untersuchen kann, ohne eine neue SDS-PAGE ausfiihren zu miissen. Ebenso ist ein
hoheres Mal3 an Vergleichbarkeit gegeben.

Nach der Autoradiographie wurde die Membran fiir eine halbe Stunde bei 42°C unter leich-
tem Schiitteln mit Restore Stripping Buffer (Pierce, Rockford, IL, USA) inkubiert. Anschlie-
Bend wurde zunédchst 3x5 min. mit ddH,0, dann 3x5 min. mit TBST gewaschen. Der Blockie-
rungsschritt erfolgte in diesem Fall fiir 45 min mit Roti-Block (Roth, Karlsruhe). Die weitere

immunchemische Behandlung erfolgte dann wie oben beschrieben.
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2.4.6 Auswertung

Die Auswertung der spezifischen Banden wurde analog der unter 2.3.6. fiir Agarosegele be-
schriebenen Methode durchgefiihrt. Der SumDens-Wert der pCREB-Bande wurde auf die
Signalstirke der dazugehdrigen CREB-Bande bezogen, das als interner Standard der aufge-
tragenen Proteinmenge dienen kann (Maronde et al. 1999). Entsprechend wurden SumDens-
Werte der pospho-ERK1/2-Banden auf die der Gesamt-ERK1/2-Banden normalsiert. Inner-
halb einer Probenreihe wurde nun diese Quotienten auf die Probe mit dem hochsten Wert (=
100 %) bezogen und die iibrigen als % davon ausgedriickt. Alle Proben die auf diese Weise
ausgewertet wurden, sind jeweils auf demselben Gel gelaufen, bzw. gemeinsam auf einer

Membran prozessiert worden.

2.5 Statistische Auswertung

Als Nullhypothese wurde festgesetzt, dass alle untersuchten Gruppen derselben Grundge-
samtheit entstammen. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, zufdllige Unterschiede be-
obachtet zu haben. Statistisch signifikante Unterschiede wurden ab einem p-Wert p < 0,05
angenommen. Alle statistischen Tests wurden mit dem Computerprogramm GraphPad Prism
Version 3.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) fiir mindestens drei unabhéngige Experimente
durchgefiihrt.

Zwei Gruppen wurden iiber den Student t-Test miteinander verglichen, mehrere iiber eine
Varianzanalyse (one-way analysis of variance, ANOVA). Teste nach Bonferroni (Vergleich
ausgewdhlter Paare) und Dunnet (Vergleich aller Datensédtze mit der Kontrolle) wurden der
Varianzanalyse angeschlossen.

Die Daten der Validierungsexperimente wurden mit dem Standardfehler des Mittelwertes
(£ SEM) und dem 95% Vertrauensintervall (CI) angegeben. Fiir die Expressionsstudien der
einzelnen Gene (mRNA und Protein) wurden jeweils der Mittelwert und der Standardfehler
(SEM) mit angezeigt.

Sofern nicht anders angezeigt, wurden alle Versuche mindestens dreimalig unabhéngig von-
einander durchgefiihrt. Generell wurde folgenden Symbole verwendet: ns (nicht signifikant);

*p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Molekularbiologischer Nachweis von Uhrengenen in AtT-20-Zellen mittels RT-PCR-

Techniken

Zum Nachweis von Uhrengenen in AtT-20-Zellen wurde von RNA-Isolationen unstimulierter
Zellen cDNA hergestellt. Die cDNA wurde mit hoher Zyklenzahl in einer PCR amplifiziert
und das Produkt auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Spezifitdt wurde an Hand eines mitauf-
getragenen GrofBenmarkers bestimmt. Auf diese Weise konnte die mRNA folgender Uhrenge-
ne in AtT-20-Zellen nachgewiesen werden: Perl, Per2, Per3, Bmall, CKle, Clock, Cryl und
Cry2. Auch der Nachweis der mRNA des inhibitorischen Transkriptionsfaktors Icer gelang
mit dieser Methode (siche Abb. 3.1-3.3).

41



Ergebnisse

Perl Per2 Per3
<,_
M M M
Abb. 3.1: Nachweis von cDNA-Fragmenten der Period-Familie. Aufgetragen sind auf einem
mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel ein DNA-Gro8enmarker (M) sowie das jeweilige

PCR-Produkt. Mit Pfeil gekennzeichnete Banden entsprechen den zu erwartenden GroBen:
Perl (475 bp), Per2 (388 bp), Per3 (460 bp).

Cryl Cry2
. ) .F
M M
Abb. 3.2: Nachweis von cDNA-Fragmenten der Cryptochrom-Familie. Aufgetragen sind auf

einem mit Ethidiumbromid gefdarbten Agarosegel ein DNA-Gréfenmarker (M) sowie das je-

weilige PCR-Produkt. Mit Pfeil gekennzeichnete Banden entsprechen den zu erwartenden
GroBen: Cryl (309 bp) und Cry2 (497 bp).
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Bmall Clock

Icer

M

Abb. 3.3: Nachweis von cDNA-Fragmenten der Uhrengene Bmall, Clock und CKle sowie
von Icer. Aufgetragen sind auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegel ein DNA-
GroBenmarker (M) sowie das jeweilige PCR-Produkt. Mit Pfeil gekennzeichnete Banden ent-
sprechen den zu erwartenden GroBen: Bmall (151 bp), Clock (393 bp) und CKle (207 bp),
sowie von Icer (285 bp).

3.2 Validierungsexperimente zur AACr-Methode

Wie unter 2.3.8 beschrieben, sind Validierungsexperimente notwendig, um mittels der AACt-
Methode Aussagen iiber genexpressive Vorgidnge treffen zu konnen. Hierzu wurde eine 2-
fache Verdiinnungsreihe der Template-DNA (1-1/64) angefertigt und anschlieBend eine RTQ-
PCR durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen wurden Berechnungen zur Effizienz des gesamten
Assays, der Vergleichbarkeit verschiedener Effizienzen und der Konzentrationsabhidngigkeit

der Amplifikationseftfizienz angestellt. Eine 100 %ige Effizienz liegt vor, wenn die Steigung
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der Geraden (slope), die die Amplifikation beschreibt (bei halblogarithmischer Auftragung Cr
vs. log Template-Verdiinnung), bei -3,32 liegt (= 1/log 0,5; Abb. 3.4). Diese Steigung
entspricht der geforderten Verdopplung der DNA-Menge pro PCR-Zyklus. Triagt man parallel
die Kurven fiir das Ziel- und das Referenzgen in einer solchen Darstellung auf, gibt die
Korrelation der beiden Geraden Aufschluss iiber die Vergleichbarkeit entsprechender
Effizienzen (Abb.3.5). Uber eine mdglichst niedrige Steigung (sog. Aslope; < 0,1) bei der
Auftragung ACr vs. log Template-Verdiinnung wird direkt ablesbar, ob die Effizienzen von
Ziel- und Referenzgen sich bei unterschiedlichen Template-Konzentrationen &hnlich
zueinander  verhalten (Abb. 3.6). Die hier aufgefilhrten Ergebnisse der
Validierungsexperimente erfiillen die von der Firma ABIPrism aufgestellten Forderungen zur

Verwendung der AACt-Methode (Vgl. ABIPrism User Bulletin #2).

29 -
28 -
27 -
26 -

y=-3,0191x + 22,401

24 -
23 -
22 -
21
20 \ \ \ \ !
-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5

Logarithmus der seriellen DNA-Verdunnung

Abb. 3.4: Assayeffizienz am Beispiel des Perl-Genes. Der Cr-Wert ist halblogarithmisch
gegen die serielle Template-Verdiinnung aufgetragen. Aus der Geradengleichung ist die Stei-
gung mit -3,0191 (slope) zu erkennen, was nahe an der optimalen Effizienz liegt -3,32 liegt.
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Korrelation: 0,99096
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-1.5 -1 -0.5 0 0.5

Logarithmus der seriellen DNA-Verdiinnung

Abb. 3.5: Korrelationsanalyse von Zielgen und Haushaltsgen Hprt am Beispiel des Peri-
Genes: Die Cr-Werte von Per] und Hprt sind halblogarithmisch gegen die serielle Template-
Verdiinnung aufgetragen. Die Korrelation beider Geraden betragt hier 0,99096.

5
4 y =-0,0494x + 3,1957
$ Y s . . .
3 . . 3 3
2
14
0 T T T T 1
-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5

Logarithmus der seriellen DNA-Verdiinnung

Abb. 3.6: Konzentrationsunabhéngigkeit des ACr-Wertes am Beispiel des Per/-Genes. Der
ACr-Wert ist halblogarithmisch gegen die serielle Template-Verdiinnung aufgetragen. Die
Steigung der Geraden liegt bei -0,0494 (4slope, gefordert < 0,1), was nochmals die Paralleli-
tit der Cr vs. der Template-Verdiinnungs-Geraden im untersuchten Bereich verdeutlicht.

3.2.1 Konstant hohe Amplifikationsraten verwendeter DNA-Fragmente im Real Time-Assay

Die Analyse der PCR-Effizienz mittels deskriptiver Statistik (Tab.3.1) ergab durchweg fiir

alle untersuchten cDNA-Fragmente eine hohe DNA-Amplifikationsrate, gemessen an der

45



Ergebnisse

Steigung der Geraden, die nahe bei -3,32 lag, was der geforderten Verdopplung der DNA-
Menge pro PCR-Zyklus entspricht.

Gen u slope SEM 95%-CI

Bmall -3,104 0,0899 -3,491; -2,717
CKle -3,287 0,1418 -3,897; -2,677
Clock -3,271 0,0078 -3,305; -3,238
Cryl -3,377 0,0299 -3,502; -3,252
Cry2 -3,293 0,0601 -3,552; -3,035
Hprt 3,117 0,1399 -3,718; -2,515
Icer -3,233 0,1012 -3,668; -2,797
Perl -3,115 0,0572 -3,297; -2,933
Per2 -3,005 0,1108 -3,482; -2,528
Per3 -3,223 0,0989 -3,649; -2,798

Tabelle 3.1: Assayeffizienz, dargestellt an Hand der Steigung der Geraden (slope). Mit p=
Mittelwert, SEM= Standardfehler vom Mittelwert, 95%-CI (confidence intervall) = 95 %-
Vertrauensbereich.

3.2.2 Die Amplifikationsrate des Zielgens verhdlt sich regelmdfig parallel zu der des Haus-
haltsgens Hprt

Die Untersuchung der Korrelation zwischen Zielgen und Haushaltsgen belegt, dass die
Amplifikationsraten im untersuchten Verdiinnungsbereich jeweils parallel mit denen des
Haushaltsgens Hprt verlaufen, 1. e. die Y-Werte (Cr) beider Gene sich in Abhingigkeit von
der eingesetzten Templatemenge gleichsinnig verhalten (Tab. 3.2). Die mittlere Korrelation

der Geraden lag bei allen untersuchten cDNA-Fragmenten bei tiber 0,99.
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Gen n Korrelation SEM 95%-CI
Bmall 0,9922 0,0013 0,9868; 0,9976
CKleg 0,9960 0,0007 0,9928; 0,9992
Clock 0,9953 0,0017 0,9880; 1,003
Cryl 0,9939 0,0021 0,9850; 1,003
Cry2 0,9941 0,0029 0,9818; 1,007
Hprt - - -

Icer 0,9921 0,0010 0,9879; 0,9963
Perl 0,9939 0,0015 0,9891; 0,9986
Per2 0,9971 0,0024 0,9869; 1,007
Per3 0,9911 0,0002 0,9904; 0,9918

Tabelle 3.2: Vergleichbarkeit der Amplifikationseffizienzen zwischen Zielgen und Haus-
haltsgen (Hprt), dargestellt an Hand der Korrelation der beiden Geraden (Cr vs. Verdiinnung,
halblogarithmisch aufgetragen). Mit u= Mittelwert, SEM= Standardfehler vom Mittelwert,
95%-CI = 95 % -Vertrauensbereich.

3.2.3 Konstanter Abstand der Verdiinnungsgeraden von Zielgen und Haushaltsgen (4slope)

In Ergénzung zur Korrelationsanalyse ist auch das Amplifikationsverhéltnis zwischen Zielgen
und Haushaltsgen in Abhéingigkeit der Templatekonzentration im untersuchten Verdiinnungs-
bereich konstant. Der Parameter 4slope beriicksichtigt zusétzlich, ob sich die beiden Verdiin-
nungsgeraden, auch wenn sie sich gleichsinnig verhalten, von einander wegbewegen, oder
einander anndhern, wodurch es zu einer Verzerrung der Ergebnisse kdme (Abb. 3.6). Der
mittlere Wert fiir das 4slope liegt bei den verwendeten DNA-Fragmenten und im untersuch-
ten Verdiinnungsbereich regelméfBig unter dem vom Hersteller ABIPrism geforderten Wert

von 0,1 (Tab. 3.3).
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Gen n Aslope SEM 95%-CI

Bmall 0,03746 0,0116 -0,01263; 0,0875
CKle 0,09001 0,0298 -0,03801; 0,2180
Clock 0,06718 0,0100 0,02420; 0,1102
Cryl 0,04552 0,0427 -0,1384; 0,2294
Cry2 0,04936 0,0071 0,0188; 0,07987
Hprt - - -

Icer 0,04743 0,0266 -0,06720; 0,1621
Perl 0,04615 0,0047 0,03129; 0,06101
Per2 0,06170 0,0189 -0,01961; 0,1430
Per3 0,05966 0,0222 -0,03589; 0,1552

Tabelle 3.3: Konzentrationsunabhingigkeit des ACr-Wertes, dargestellt an Hand der Stei-
gung der Geraden (ACr vs. Verdiinnung, in halblogarithmischer Darstellung). Mit p= Mittel-
wert, SEM= Standardfehler vom Mittelwert, 95%-CI = 95 % -Vertrauensbereich.

3.3 Stimulationsversuche mit Forskolin zur Induktion relevanter Uhrengene und von

Icer

3.3.1 Forskolin induziert einen raschen Anstieg an Perl mRNA in AtT-20 Zellen

Zur Uberpriifung, ob sich Perl auch in AtT-20 Zellen durch FSK induzieren lisst, wurden
AtT-20 Zellen fiir 2 h mit 10 uM Forskolin behandelt. Bei der Expressionsanalyse mittels
RTQ-PCR (AACt-Methode) zeigte sich eine signifikante Zunahme der Perl-Expression
bereits nach einer Stunde im Vergleich zur unstimulierten Zellkultur (p < 0,05; n = 7). Das
Expressionsniveau befand sich 4 h nach Stimulationsbeginn wieder auf dem Niveau der

unstimulierten Probe. Eine Kontrollgruppe, die fiir 1 h nur mit der entsprechenden Menge des
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Losungsmittels (DMSO) behandelt wurde, zeigte hingegen keinen Unterschied in der Perl-

Expression im Vergleich zur unstimulierten Probe (Abb.3.7).

Relative Expression

0 1h 4h 8h DMSO
10 pM FSK

Abb. 3.7: Induzierbarkeit von Per/ mRNA. Durch Behandlung der Zellen mit 10uM Forsko-
lin (FSK) {iber eine Stunde steigt die Expression von Per/ auf das ca. 3-fache im Vergleich
zur unstimulierten Probe (0) an (p < 0,05; n = 7). Nach 4 h entspricht das Expressionsniveau
praktisch wieder dem der unstimulierten Probe. Eine nur mit Losungsmittel (DMSO) ohne
FSK behandelte Zellkultur zeigt keine signifikante Verdnderung der Per/-Expression. Statis-
tische Auswertung: ANOVA mit Zusatztest nach Dunnet, dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

3.3.2 Differenzieller Einfluss von Forskolin auf die Induktion von Per2-3, Cryl-2, Bmall,

Clock und CKlg, sowie von Icer

Weiterhin wurde der Einfluss von Forskolin auf die Expression der {ibrigen Uhrengene Per2-
3, Cryl-2, Bmall, Clock, CKle sowie von Icer innerhalb der ersten 8 h nach Stimulation un-
tersucht (Abb 3.8). Hierbei konnte eine signifikante Zunahme der Expression fiir Per2 nach 4
h (p <0,05; n=3), fiir Cryl nach 4 h (p <0,05; n=5) und fiir Icer bereits nach 1 h (p <0,05;
n = 3) festgestellt werden. Besonders stark ist hierbei die Induktion von Icer, die im Bereich
des 18-fachen in Bezug auf die unstimulierte Probe liegt. Auch nach 4 h ist die Expression
von Icer noch um das etwa 17,5-fache erhoht (p < 0,05; n = 3). Cry2, Bmall und Clock zeigen
keine signifikante Verdnderung der Expression im Untersuchungszeitraum. Fiir die CKle
wurde, bei konstitutiver Expression innerhalb der ersten 4 h nach Stimulation, eine signifikan-
te Abnahme des cDNA-Gehaltes nach 8 h auf ca. die Hélfte des unstimulierten Ausgangswer-
tes beobachtet (p < 0,01; n = 3).
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Abb. 3.8: Induzierbarkeit von Per2-3, Cryl-2, Bmall, Clock, CKlg und Icer mRNA. Behand-
lung mit 10 pM Forskolin induziert die Expression von Per2 mit einem Spitzenwert nach 4 h
(p < 0,05; n=3), fiir Cryl nach 4 h (p < 0,05; n=5) und fiir Icer eine etwa 18-fach erhdhte
Expression nach 1 h im Vergleich zur unstimulierten Probe (p < 0,05; n = 3). Auch nach 4 h
ist die Expression von Icer noch um das 17,5-fache erhoht (p < 0,05; n = 3). Unverédndert
bleibt hingegen die Expression von Per3, Cry2, Bmall und Clock. CK1e wird nach 8 h herun-
terreguliert (p < 0,01; n = 3). Statistische Auswertung: ANOVA mit Zusatztest nach Dunnet,
dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.
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3.3.3 Forskolin-abhdngige Phosphorylierung von CREB und MAPK

Der unter 3.3.1 gezeigte Anstieg an Perl-Transkripten sollte korreliert werden mit dem
Auftreten von aktiviertem (phosphoryliertem) CREB sowie von phosphorylierter MAPK
(pERK1/2) in AtT-20 Zellen. Proteinextrakte mit anschlieBendem Immunoblot wurden von
unstimulierten Zellen (0), von fiir 1 h mit 10 uM Forskolin stimulierten sowie von fiir 1 h mit
Losungsmittel behandelten Zellen (DMSO) angefertigt. Es wurden spezifischer Antikorper
gegen pCREB (phosphoryliert am Serin133), Gesamt-CREB (total CREB), phosphorylierte
MAPK (pERK1/2) und Gesamt-MAPK (totalERK1/2) eingesetzt. Reprisentative Blot-
Ergebnisse sind in Abb. 3.9 dargestellt. Hierbei zeigte sich eine signifikante Zunahme des
pCREB-Signals nach einstiindiger FSK-Stimulation gegentiber der unstimulierten Probe (p <
0,001; n = 3). Eine Behandlung mit DMSO hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung von
CREB. Veridnderungen des pERK1/2-Signals zeigten keine signifikanten Werte wegen einer
hohen Variabilitit in der 0- und DMSO-Kontrolle.
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Abb. 3.9: Phosphorylierung von CREB und MAPK durch Stimulation mit Forskolin (FSK) in
AtT-20 Zellen. Immunchemische Darstellung von phosphoryliertem (Ser133) CREB
(pCREB), total CREB, phosphorylierter MAPK (pMAPK; pERK1/pERK?2) und totalMAPK
(totalERK 1/totalERK?2). Verglichen wurden Proteinextrakte aus unstimulierten Zellen (0),
Zellen, die 1 h mit 10 uM FSK behandelt wurden, bzw. 1 h das Losungsmittel (DMSO) als
Zusatz zum Kulturmedium erhielten. Statistische Auswertung: ANOVA mit Zusatztest nach
Dunnet, dargestellt sind Mittelwerte + SEM. A: Représentative Darstellung der gesuchten
Proteine im Immunoblot. Das pCREB-Immunsignal (43 kDa, obere Bande) ist in
unstimulierten Proben, sowie der DMSO-Kontrolle praktisch nicht zu erkennen, erscheint
aber deutlich nach einstiindiger FSK-Behandlung. Vom Antikorper mit erkannt wird pATF-1
(untere Bande im pCREB-Blot). Keine relevanten Signalunterschiede zeigen sich hingegen in
den total CREB-Banden (43 kDa). Auch pERK1 (44 kDa, obere Bande) und pERK?2 (42 kDa,
untere Bande) zeigen eine deutliche Zunahme des Immunsignals nach FSK gegeniiber den
Kontrollen (0, DMSO) bei konstitutivem totalERK1/2 (Banden bei 44 und 42 kDa). B:
Semiquantitative Analyse der Immunreaktivitit. Die spezifischen Immunsignale von pERK2,
pERK1 und pCREB, ausgedriickt als SumDens-Werte, wurden gegen die der entsprechenden
Gesamtproteinform (totalERK1, totalERK2 und total CREB) normalisiert. Der jeweilige
Spitzenwert wurde 100 % gesetzt, die iibrigen Werte als % davon ausgedriickt. Deutlich
signifikant ist die Zunahme des pCREB-Signals nach 10 uM FSK-Stimulation gegeniiber der
unstimulierten Probe (p < 0,001; n = 3). Durch die hohe Variabilitit in der 0- und DMSO-
Kontrolle bleiben die Verdanderungen bei pERK1/2 nicht signifikant.

3.4 Forskolin-induzierte zirkadiane Expression von Uhrengenen in AtT-20 Zellen

Eine Aktivierung von CREB und MAPK durch eine Aktivierung der Adenylatzyklase in AtT-
20 Zellen konnte bereits in Vorversuchen (siehe 3.3.3) dokumentiert werden. AtT-20 Zellen
wurden zum Nachweis einer rhythmischer Genexpression fiir 2 h mit 10 uM Forskolin be-

handelt (in regulirem Kulturmedium). Die Zellen waren mindestens 4 Tage zuvor ausplattiert
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worden und der letzte Mediumwechsel lag 24 h zuriick. Anschlieend wurden die Zellen in
serumfreies Medium tiiberfiihrt, um eine weitere Zellproliferation zu unterdriicken. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden liber 3 Tage (72 h) die Zellen geerntet, RNA isoliert, auf

cDNA umgeschrieben und in einer PCR amplifiziert.

3.4.1 Semiquantitative Darstellung zirkadianer Uhrengen-Expression mittels RT-PCR

Zunidchst wurden in einer Standard-PCR cDNA-Proben verschiedener Zeitpunkte nach
Forskolin-Stimulation amplifiziert, gelelektrophoretisch aufgetragen, densitometrisch ausge-
wertet, der SumDens-Wert auf das Haushaltsgen (Gapdh) normalisiert und als % des Maxi-
mums ausgedriickt (Abb. 3.10). Es zeigte sich bereits beim ersten Versuch dieser Art nach
einer initialen Zunahme der Per/ mRNA nach 1 h weitere deutliche Spitzen im Fluoreszenz-
signal nach 20 h (16-24 h) sowie nach 44 h (40-48 h), die somit eine zirkadiane Periode von
etwa 24 h umschreiben. Im Gapdh-Signal sind hingegen keine Schwankungen zu erkennen,

die Expression erscheint konstitutiv.
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Abb. 3.10: Semiquantitative Darstellung zirkadianer Per/-Expression in AtT-20 Zellen mit-
tels RT-PCR. AtT-20 Zellen wurden initial mit 10 uM Forskolin stimuliert und die Reaktion
zu angegebenen Zeitpunkten beendet. Die Expression spezifischer DNA-Fragmente wurde
tiber semiquantitative RT-PCR analysiert. A: Ethidiumbromid-gefarbte Agarosegele zeigen
die spezifischen PCR-Produkte Per!/ und Gapdh einer Stimulationreihe. Die einzelnen Ban-
den entsprechen den unten gekennzeichneten Zeitpunkten (Stunden nach Stimulation). Mit
aufgetragen ist zur Bandenselektion ein DNA-GroBBenmarker (M). Spitzen im Perl Fluores-
zenzsignal sind zu erkennen zu den Zeitpunkten 1 h, 16-24 h und 40-48 h. Hingegen sind im
Gapdh-Signal keine deutlichen Schwankungen zu erkennen. B: Die mit Ethidiumbromid ge-
farbten Banden einer Stimulationsreihe wurden densitometrisch ausgewertet, der SumDens-
Wert auf das Haushaltsgen (Gapdh) normalisiert und als % des Maximums ausgedriickt. Die
Spitzenwerte liegen nach augenscheinlicher Beurteilung fiir Per/ bei 1 h, 16-24 h, 40-48 h.

3.4.2 Quantitative Analyse zirkadianer Uhrengen-Expression mittels RTQ-PCR

Die unter 3.4.1 dargestellten Ergebnisse sollten durch eine sensitivere und leistungsfahigere
Methode bestétigt und erhartet werden. Die cDNA mit Forskolin stimulierter Proben wurde in
einem Real-Time Thermocycler (ABIPrism) amplifiziert und am Ende jedes Zyklus die
Fluoreszenz automatisiert gemessen. Anhand der an einer willkiirlich angelegten Schwelle im
Fluoreszenz-Zyklus-Diagramm wurde der Cr-Wert fiir jede Probe bestimmt, auf das

Haushaltsgen Hprt normalisiert und hieraus iiber die AACr-Methode die relative Expression
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berechnet. Die Probe mit der maximalen Expression wurde 100% gesetzt, die iibrigen Werte

einer Probenreihe als % davon ausgedriickt.

3.4.2.1 Die Expression von Period-Genen folgt einer zirkadianen Rhythmik in AtT-20 Zellen

nach Forskolin-Stimulation

Die Betrachtung der erhaltenen Daten fiir das Perl/-Gen zeigt, dass eine zweistiindige
Forskolin-Behandlung nach einer raschen initialen Hoch- wund anschlieBenden
Herunterregulation der Expression nach 1 h (p < 0,001; n = 7), eine rhythmisches
Expressionsmuster flir etwa drei zirkadiane Zyklen hervorrufen kann. Es konnten
Spitzenwerte nach 16 h, 36-40 h (24 h vs. 36 h; p < 0,01; n = 7) sowie nach 60 h (60 h vs. 72
h; p <0,01; n = 6) beobachtet werden, so dass zwischen den Spitzenwerten eine Zeitspanne
mit niedrigen Werten von etwa 22-24 h eingeschlossen wird (Abb. 3.11 A). Der Per2-mRNA-
Gehalt nimmt 4 h nach Beginn der Stimulation signifikant zu (4 h vs. 0; p < 0,01, n = 5),
weitere Spitzenwerte liegen nach 28 h und 52 h (Abb 3.11 B). Auch im Falle von Per2 wird
somit ein etwa 24-stiindiges Intervall eingeschlossen, das allerdings im Vergleich zu Per/ um
ca. 12 h zeitversetzt erscheint. Bei Per3 fehlt eine signifikante initiale Expressionszunahme
als Antwort auf den Forskolin-Stimulus, Spitzenwerte liegen bei 16 h, 40h und 52 h (Abb.
3.11 C).
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Abb. 3.11: Zirkadiane Expression von Period-Genen. AtT-20 Zellen wurden fiir 2 h mit 10
uM Forskolin stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation wur-
den die Zellen geerntet und die Genexpression mittels RTQ-PCR analysiert (AAC-Methode),
das jeweilige Maximum ist mit 100% angegeben. Statistische Auswertung: ANOVA mit Zu-
satztest nach Bonferroni, dargestellt sind Mittelwerte = SEM. A: Perl zeigt nach einem signi-
fikanten initialen Spitzenwert bei 1 h (verglichen mit der unstimulierten Probe; p < 0,001; n =
7) drei weitere Spitzen in den 72 h nach Stimulation. Diese liegen bei 16 h, 36-40 h (24 h vs.
36 h; p<0,01; n="7) sowie 60 h (60 h vs. 72 h; p <0,01; n = 6) und umspannen so zwei etwa
24-stiindige Zwischenintervalle mit niedrigen Werten. B: Expressionsprofil von Per2 im 72
h-Zeitverlaufsexperiment. Per?2 steigt 4 h nach Stimulation an (4 h vs. 0 h; p < 0,01, n = 5),
weitere Spitzen liegen bei 24 h und 52 h, und sind somit in Bezug auf Per/ etwa 12 h zeitver-
setzt. C: Per3 zeigt keinen signifikanten Spitzenwert in den ersten 8 h nach Stimulation. Zwei
Spitzen bei 16 h und um 40 h liegen zeitlich mit denen von Perl. Ein weiterer Spitzenwert
liegt bei 52 h, gefolgt von einem Tal bei 64 h (§: n = 2).

3.4.2.2 Die Expression von Cryptochrom-Genen verlduft synchron zur Per-Expression

Das Cryl-Expressionsprofil zeigt im 72 h-Zeitverlauf nach einem signifikanten Spitzenwert 4
h nach Stimulationsbeginn (4 h vs. 0; p < 0,05; n = 5) zwei weitere Spitzen bei 36 h und 60 h
(Abb. 3.12 A), die zeitlich zusammenfallen mit den Spitzenwerten des Perl-
Expressionsmuster (36-40 h und 60 h, vgl. Abb. 3.11 A). Die Mittelwerte der Cry2-
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Expression hingegen scheinen nur geringen Schwankungen zu unterliegen und zeigen keine
erkennbare zirkadiane Rhythmik (Abb. 3.12 B). In der Analyse von Cry2-mRNA-Mengen
einzelner Stimulationsversuche wurden bei insgesamt geringen Expressionsunterschieden
Spitzen nach 12 h, 36 h und 60 h erkennbar, die jeweils ein etwa 24-stlindiges Intervall
umspannen (Abb. 3.12 C). Die Spitzenwerte nach 36 h und 60 h korrelieren zudem mit den
entsprechenden Spitzenwerten der Cryl-Expression. Auf einem niedrigen Niveau scheint also

auch Cry2, zumindest in einzelnen Stimulationen, zirkadian zu fluktuieren.
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Abb. 3.12: Expressionsmuster von Cryptochrom-Genen im 72 h—Zeitverlaufsexperiment nach
Forskolin-Stimulation. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation wurden
die Zellen geerntet und Genexpression mittels RTQ-PCR analysiert (AACt-Methode), das
jeweilige Maximum ist mit 100% angegeben. Statistische Auswertung: ANOVA mit Zusatz-
test nach Bonferroni, dargestellt sind Mittelwerte + SEM. A: Signifikante Hochregulation der
Cryl-Expression bei 4 h nach Stimulationsbeginn (4 h vs. 0; p < 0,05; n = 5). Im weiteren
Verlauf treten Spitzen bei 36 h und 60 h auf. B: Die Mittelwerte der Expression von Cry2
zeigen keine signifikanten Spitzen, insgesamt erscheint der Verlauf der Expression nur gerin-
gen Schwankungen unterworfen zu sein. C: Bei der Analyse von Cry2 eines einzelnen Stimu-
lationsversuchs sind bei insgesamt geringen Expressionsunterschieden Spitzenwerte nach 12
h, 36 h und 60 h zu erkennen. Sie schlieBen jeweils ein etwa 24-stiindiges Intervall ein, und
die beiden letzten korrelieren mit entsprechenden Spitzen der Cryl-Expression.
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3.4.2.3 Die Bmall-Expression verlduft rhythmisch in Antiphase zur Per2-Expression

Der Bmall-mRNA-Gehalt im 72 h-Zeitverlauf zeigt Spitzenwerte nach 12-16 h (1 h vs. 16 h,
p <0,05;n=15), 36 h, 48-52 h und 60-68 h (Abb. 3.13). Die ersten beiden Gipfel schlieen
ein etwa 24-stiindiges Intervall mit niedrigen Werten ein, in dem Per2 einen Spitzenwert
aufweist (28 h, siehe oben). Die sich dem Bmall-Spitzenwert um 36 h nach Beginn der

Stimulation anschlieenden Gipfel folgen in einem nur 12-stiindigen Intervall.
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Abb. 3.13: Expressionsmuster von Bmall im 72 h—Zeitverlaufsexperiment nach Forskolin-
Stimulation. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation wurden die Zel-
len geerntet und die Genexpression mittels RTQ-PCR analysiert (AACr-Methode), das jewei-
lige Maximum ist mit 100% angegeben. Statistische Auswertung: ANOVA mit Zusatztest
nach Bonferroni, dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Spitzenwerte liegen bei 12-16 h nach
Stimulationsbeginn (16 h vs. 1 h, p <0,05; n = 5), 36 h gefolgt von einem weiteren Spitzen-
wert bei 36, 48-52 h und 60-68 h.

3.4.2.4 Clock und CKl¢ zeigen keine zirkadiane Schwankungen im Expressionsprofil

Im 72 h-Zeitverlaufsexperiment nach initialer Forskolin-Stimulation zeigt Clock in AtT-20
Zellen keine zirkadiane Oszillation der Genexpression (Abb. 3.14 A). Die Expression fluktu-
iert ohne zeitlichen Bezug zur Per/-Rhythmik um ein mittleres Expressionsniveau (Mittel-
wert: 47,36 % =+ 3,37), das in etwa der unstimulierten Probe entspricht (49,18 % + 5,74; p =
0,8225; Student t-Test).

Die Expression von CKle zeigt ebenfalls keine zirkadiane Rhythmik (Abb. 3.14 B).
Bemerkenswert ist eine hochsignifikante Herunterregulation der Expression 8 h nach Beginn
der Forskolin-Behandlung (8 h vs. 0 h; p < 0,01; n = 3). Zum nichsten
Untersuchungszeitpunk 12 h nach FSK-Stimulation entspricht die Expression bereits wieder
dem 4 h-Wert. Bis auf den solitdren Tiefpunk bei 8 h zeigt CKle ein konstitutives

Expressionsmuster.
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Abb. 3.14: Expressionsmuster von Clock und CKle im 72 h—Zeitverlaufsexperiment nach
Forskolin-Stimulation. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation wurden
die Zellen geerntet und Genexpression mittels RTQ-PCR analysiert (AACt-Methode), das
jeweilige Maximum ist mit 100% angegeben. Statistische Auswertung: ANOVA mit Zusatz-
test nach Bonferroni, dargestellt sind Mittelwerte = SEM. A: Clock zeigt im 72 h-Zeitverlauf
keine signifikanten Schwankungen, die Expression scheint ohne zirkadianem Bezug in einem
gewissen Umfang um ein mittleres Niveau zu oszillieren. B: Die Expression von CK/e nimmt
zum Zeitpunkt 8 h signifikant ab (0 h vs. 8 h; p < 0,05; n = 3). Im weiteren Verlauf scheint
CK e konstitutiv exprimiert zu werden, die Schwankungen liegen in einem engeren Bereich
als die von Clock.

3.4.2.5 Icer mRNA korreliert zeitlich nur mit dem initialen PerI-Spitzenwert

Der Forskolin-Stimulus resultiert in einer starken Hochregulation der /cer-Expression in AtT-
20 Zellen innerhalb der ersten 4 h (0 h vs. 1 h; 0 h vs. 4; p < 0,001; n = 3; siche auch 3.3.2).
Im weiteren Verlauf (72 h) kommt es nicht mehr zu solchen Schwankungen im /cer mRNA-
Gehalt (Abb. 3.15 A), die Expression fallt auf ein basales Niveau zuriick, das etwa bei 12 %
des Maximums liegt (11,59 % + 0,43). Insbesondere scheint Icer auch keinen oder kaum zir-
kadianen Schwankungen zu unterliegen, zumindest nicht in der Magnitude, wie die initiale
Induktion nach Forskolin-Stimulation, die im Bereich des 18-fachen Wertes der unstimulier-

ten Probe liegt.
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Abb. 3.15: Expressionsmuster von Icer im 72 h—Zeitverlauf nach Forskolin-Stimulation. Zu
den angegebenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation wurden die Zellen geerntet und
die Genexpression mittels RTQ-PCR analysiert (AACr-Methode), das jeweilige Maximum ist
mit 100% angegeben. Statistische Auswertung: ANOV A mit Zusatztest nach Bonferroni, dar-
gestellt sind Mittelwerte + SEM. Der Icer mRNA-Gehalt in AtT-20 Zellen nimmt nach
Forskolin-Stimulation stark zu (0 h vs. 1 h; 0 h vs. 4 h; p < 0,001; n = 3), um dann nach 8h
wieder ein basales Expressionsniveau zu erreichen, das im weiteren Verlauf iiber 72 h beibe-
halten wird.

3.4.3 Bestimmung der Periodenldnge t

Die mittlere Periodenlidnge (1) zirkadianer Expressions-Rhythmen in AtT-20 Zellen wurde
aus dem zeitlichen Abstand der Spitzenwerte ermittelt, die ein Intervall mit niedrigen Werten
einschlieBen (siehe 2.3.9). Spitzenwerte, die innerhalb der ersten 8 h nach Beginn der Stimu-
lation auftraten, wurden nicht berticksichtigt. Auf diese Weise konnte aus den Schwankungen
der Gene Perl, Per2, Per3, Cryl und Bmall ein mittleres T von 23,07 £ 0,44 h (SEM) be-

rechnet werden.
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4. DISKUSSION

Die Charakterisierung molekularer Komponenten der inneren Uhr am SCN stof3t zunehmend
an methodische Grenzen, je weiter man in Details vordringt und zu deren Darstellung man
Manipulationen am Untersuchungsobjekt vornehmen will. Gerade hier konnen Zelllinien das
Spektrum der Moglichkeiten erweitern und einen wertvollen Beitrag zum Verstindnis der
inneren Uhr leisten. Ziel dieser Arbeit war es daher, zu evaluieren, ob sich die kortikotrophe

Tumorzelllinie AtT-20 prinzipiell fiir diesen Einsatz eignet.

Drei vorrangige Fragen galt es zu beantworten:

(1) Exprimieren AtT-20 endogen Uhrengene, besitzen sie also die notwendigen Molekii-

le, um zirkadiane Oszillationen zur generieren?

(2) Zeigen fiir die Synchronisation peripherer Zellen relevante Gene- und Genprodukte
(Perl, pCREB) in AtT-20 Zellen ein dhnliches Verhalten als Antwort auf ein Stimu-

lationsverfahren, wie es fiir den SCN und andere Zellsysteme beschrieben ist?

(3) Kann schlieBlich durch ein solches Stimulationsverfahren eine rhythmische Expressi-

on von Uhrengenen in AtT-20 Zellen hervorgerufen werden?

Die hier vorgelegten Ergebnisse der Experimente an AtT-20 Zellen sollen in Hinblick auf
diese Fragen diskutiert werden. Es soll aber auch vergleichend betrachtet werden, in wie-
weit die dokumentierten Befunde vergleichbar sind mit Daten, die im SCN und anderen
peripheren Zellen erhoben wurden. Zusammenfassend sollen dann die Vorteile, die AtT-
20 Zellen gegeniiber anderen Systemen fiir die Erforschung zirkadianer Mechanismen

bieten, angesprochen werden.

4.1 AtT-20 Zellen exprimieren relevante Uhrengene

Die molekularen Komponenten der inneren Uhr stellen sog. Uhrengene dar, deren Produkte
via Riickkopplungsschleifen als Transkriptionsfaktoren auf die eigene Transkription wirken,
und deren Abundanzkinetik eine etwa 24-stiindige Periode aufweist (Reppert & Weaver 2002,
Roenneberg & Merrow 2003). Ein funktionierendes Uhrwerk ist an das Vorhandensein dieser

Uhrenmolekiile gebunden, da deren gezielte Abschaltung in knockout-Tieren in einer verin-
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derten Phasenlage des endogenen Oszillators oder gar in Arrhythmie des Tieres resultiert

(Vgl. Tab. 1.1).

In dieser Arbeit wurde iiber RT-PCR-Technik nachgewiesen, dass die Uhrengene Perl-3,
Cryl-2, Bmall, Clock und CKle endogen in AtT-20 Zellen exprimiert werden. Im Séuger
scheinen Uhrengene, insbesondere Per/ und Per2, praktisch ubiquitir exprimiert zu sein,
auch in Strukturen, die primir keine Rolle im zirkadianen System innehaben (zur Ubersicht
siche Balsalobre 2002). Hierzu gehoéren z. B. Herz, Gehirn, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur,
Niere und Hoden. Es wurde postuliert, dass Gewebe, die Uhrengene exprimieren, auch in vivo
einen aktives oszillierendes Uhrwerk beherbergen (Zylka et al. 1998b). In Zusammenhang mit
dieser Arbeit ist interessant, dass Abe und Mitarbeiter (2002) eine rhythmische Aktivierung
des Perl-Promotors sowohl in der explantierten Neuro- wie Adenohypophyse von Perl-luc
transfizierten Ratten fiir etwa 6 Zyklen nachweisen konnten. Es konnte daher vermutet wer-
den, dass die in dieser Arbeit zunéchst in unstimulierten AtT-20 Zellen nachgewiesenen Uh-
rengenen in ihrer Menge eine physiologische Rolle spielen und moglicherweise ebenfalls zir-
kadian oszillieren, wie es in Zellen des Hypophysenvorderlappens gezeigt wurde (Abe et al.

2002).

4.2 Die AACt-Methode der Real-Time PCR ist fiir die Darstellung genexpressiver Un-

terschiede von Uhrengenen geeignet

RT-PCR-Techniken (zur Ubersicht siche Tabelle 4.1) sind zwar duBerst potent, um seltene
Transkripte zu amplifizieren, bergen aber damit auch die Gefahr eines falsch positiven
Nachweises von Kontaminationsartefakten. Die RT-PCR hat auf Grund ihrer hohen
Sensitivitit den Nachweis auch geringer DNA-Mengen ermdglicht, z.B. bei niedrig
exprimierten Genen oder, wenn Mehrfach-Analysen einer Probe durchgefiihrt werden sollen.
Die Erfahrung hat gezeigt, dass ein Datenabgleich der RT-PCR-Befunde mit denen, die {iber
direkte mRNA-Darstellung mittels Hybridisierungs-Techniken erhoben wurden, wie Northern
Blot und RNase Protection Assay (Murphy et al. 1990, Noonan et al. 1990) sinnvoll ist. Die
Quantifizierung der Standard-RT-PCR (auch Endpunkt-PCR genannt) ist allerdings Zeit- und
Material-intensiv, da fiir jedes Amplikon und das Haushaltsgen zundchst empirisch der log-
lineare Bereich der PCR bestimmt werden muss (sieche Abschnitt 2.3.6). Die anschlieBende
densitometrische =~ Auswertung iiber Gelelektrophorese (Bandendensitometrie) oder

Hybridisierungstechniken ~ (Sondenhybridisierung)  erfordert  weitere  aufwendige
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Nachbearbeitungsschritte. Um die Bestimmung des log-linearen Amplifikationsbereiches zu
umgehen, wurde die kompetitive PCR entwickelt, die in jedem Ansatz einen internen
Standard als Konkurrent der Reaktion mit bekannter Konzentration mit amplifiziert (Becker-

Andre 1991, Piatak et al. 1993a,b).

1996 stellte Christian Heid und Mitarbeiter eine neue quantitative PCR-Methode vor, die in
Echtzeit (real time) das Voranschreiten der Reaktionszyklen darstellt (Real-Time Quantitative
PCR, RTQ-PCR; Heid et al. 1996). Sie erlaubt bei hoher Sensitivitit, den sicheren DNA-
Nachweis innerhalb der log-linearen Phase ohne entsprechende Vorversuche und erfordert
keine Anschluss-Schritte an die PCR zur Auswertung. Dariiber hinaus kdnnen die Daten mit
spezieller Software einfach analysiert werden. Mehrere Untersuchungen haben eine gute Kor-
relation der RT-PCR-Daten mit iiber Northern-Blot-Verfahren erhobenen Daten gezeigt
(Schmittgen et al. 2000, Winer et al. 1998). Zwei haufig eingesetzte Nachweisverfahren sind
das TagMan-Prinzip sowie die direkte dsDNA-Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green I, die in Abschnitt 2.3.7 vorgestellt wurde. TagMan setzt ein mit einem Fluochrom
markierten Oligonukleotidprimer ein, der durch die Polymerase freigesetzt wird und dann
Licht einer bestimmten Wellenldnge emittiert (Livak et al. 1995). Die relative Quantifizie-
rung® der RTQ-PCR wird in der Regel iiber eine Standardverdiinnung erbracht, die bei jedem

Ansatz mitlauft.

¥ Die absolute Quantifizierung soll hier nicht diskutiert werden, da sie fiir die Fragestellung in dieser Arbeit nicht relevant ist.
Die absolute Menge an umgeschriebener cDNA gibt bei dem hier benutzen Versuchsaufbau keinerlei Auskunft iiber die
spezifische mRNA-Menge einer Zelle. Auch dieser Wert miisste zudem auf ein Haushaltsgen als endogener Expressions-
maker bezogen werden, wodurch jeglicher Informationsgewinn durch die absolute Quantifizierung sowieso wieder verlo-
ren ginge.
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Schmittgen  und  Mitarbeiter  (2000)  verglichen zwei  Endpunkt-RT-PCR-
(Bandendensitometrie sowie Sonden-Hybridisierung) und zwei RTQ-Techniken (TagMan
und SYBR Green I) zum Nachweis von Expressionsunterschieden im Hinblick auf
Testgiitekriterien. Real-Time-Techniken, wie auch die Sondenhybridisierungs-Technik
lieferten eine vergleichbar hohe Sensitivitit, die 65x iiber der der Bandendensitometrie lag.
Die Variabilitit der Ergebnisse bei einem Expressionsvergleich (n = 22) waren fiir beide
Techniken hoch, sowohl fiir die Bandendensitometrie (Variationskoeffizient, VC = 44,9 %)
als auch fiir die Sondenhybridisierung (VC = 45,1 %). Dahingegen waren die
Variationskoeffizienten fiir die RTQ-PCR deutlich niedriger, wobei SYBR Green mit einem
VC von 14,2 % den niedrigsten Wert erreichte (TagMan: 24,0 %). In anderen Studien wurden
dhnliche Variabilititen fiir RTQ-PCR-Verfahren gefunden (Heid et al. 1996, Winer et al.
1999). Da bei allen vier Methoden, die Schmittgen untersuchte, Stammldsungen (die bereits
alle Einzelkomponenten enthielten) verwandt wurden, muss man davon ausgehen, dass die
zusdtzlichen Nachbearbeitungsschritte bei den konventionellen Verfahren zu dieser

Messungenauigkeit gefiihrt haben.

Eine Erweiterung der RTQ-PCR ist die hier angewandte so genannte AACr-Methode (Livak
& Schmittgen 2001). Wie in 2.3.8 vorgestellt, werden bei ihr arithmetische Formeln benutzt,
um relative Expressionsunterschiede darzustellen. Die AACr-Methode bendtigt keine
Standardverdiinnung, deren Proben bei jedem PCR-Ansatz mit aufgetragen werden miissen,
und erlaubt dadurch einen hoheren Probendurchsatz. Zusétzlich treten keine Verzerrungen bei
der Berechnung der relativen DNA-Mengen auf, die durch Pipetierfehler oder sonstige
UnregelmiBigkeiten bei der Herstellung der Standardkurve entstehen konnen. Allerdings
miissen bestimmte Validierungsexperimente im Vorfeld durchgefiihrt werden, die
sicherstellen, dass Zielgen und Referenzgen eine vergleichbare und hohe
Amplifikationseffizienz besitzen. Die Ergebnisse dieser im Handbuch des Thermocyclers
(ABIPrism User Bulletin #2) geforderten Versuche sind in Abschnitt 3.2 dargestellt. Sie
zeigen flr alle hier verwendeten Primerpaare, bzw. deren Amplikone, eine hohe
Amplifikationseffizienz (slope), die dicht an dem mathematisch ermittelten Optimalwert von
-3,32 liegt. Die Korrelation der Amplifikationseffizienzen von Zielgen und Referenzgen in
Abhéngigkeit von der eingesetzten DNA-Menge ist fiir alle untersuchten Amplikone nahezu
100%. Die Amplifikationseffizienzen aller untersuchten Zielgene verhalten sich in
Abhéngigkeit von der eingesetzten DNA-Menge konstant zu der des Referenzgens (4slope).

Anzumerken ist, dass diese Aussagen nur fiir den eingesetzten Verdiinnungsbereich gelten. In
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dieser Arbeit wurden 2-fach Verdiinnungsschritte eingesetzt im Bereich zwischen einer

einfachen und einer 1 zu 64 verdiinnten Losung, wie es auch vom Hersteller vorgeschlagen

wurde. Als Ausgangs-Probe wurde eine Mischung verschiedener mit Forskolin stimulierter

und unstimulierter Proben eingesetzt, um sicherzustellen, dass sich die Verdiinnung fiir alle

Experimente in einem fiir die Messung relevanten Bereich befindet. Allerdings kénnen in

Proben mit einer sehr hohen oder einer sehr niedrigen Konzentration vorliegende cDNA

auBlerhalb dieses Bereiches liegen, wodurch es hier (vorausgesetzt ist eine andere

Amplifikationseffizienz) zu Verzerrung kommen kann. Es muss jedoch angemerkt werden,

dass das gleichermallen fiir extrapolierte Werte bei Verwendung der Standardkurvenmethode

zutrifft.
Methode Quantifizierung  Vorteile Nachteile Referenz
Konventionelle = Bandendensitometrie Kostengiinstig Geringste Sensitivitét aller Schmittgen et
RT-PCR vorgestellten PCR-Techniken,  al. 2000
hohe Variabilitdt, aufwendige
Validierungsexperimente und
Proben-Nachbearbeitung
Sondenhybridisierung Ahnlich hohe Sensitivitit wie ~Hohe Variabilitiit, aufwendige ~ Schmittgen et
RTQ-Verfahren Validierungsexperimente und  al. 2000
Proben-Nachbearbeitung
Kompetitive RT- Bandendensitometrie/ Weniger Vorversuche not- Immer noch relative aufwendi- Becker-Andre
PCR Sondenhybridisierung wendig als bei konventioneller ge Validierungsexperimente 1991; Piatak et

RTQ-PCR

+ Standardverdiin-
nung

TagMan + Standard-

kurve

SYBR Green I +
Standardkurve

SYBR Green I +
AACt

RT-PCR

Hohe Sensitivitit, hohe Prazi-
sion, Keine speziellen Validie-
rungsexperimente, keine Pro-
ben-Nachbereitung, gewisse
zusitzliche Spezifitit durch
markierte Primer

Glinstiger als TagMan, gering
hohere Prézision als TagMan,
sonst gleichwertig wie TagMan

Zeit- und Kostenersparnis
durch Wegfall der Standard-
verdiinnung, sonst gleichwertig
wie SYBR Green I + Standard-
kurve

und Proben-Nachbearbeitung,
besonders wenn mehrere Gene
untersucht werden sollen

Bedarf spezieller Primer, Kos-
ten

Kosten

(Kosten), (einfache) Validie-
rungsexperimente

al. 1993a,b;
Heid et al. 1996

Livak et al.
1995; Schmitt-
gen et al. 2000

Schmittgen et
al. 2000; Winer
etal. 1998

Livak &
Schmittgen
2001; Winer et
al. 1998

Tab. 4.1: Ubersicht der diskutierten RT-PCR-Techniken
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Zusammenfassend bieten RTQ-PCR-Methoden, insbesondere der Einsatz von SYBR Green |
als Detektionsfarbstoff, im Vergleich zu herkémmlichen RT-PCR-Verfahren fiir Expressions-
analysen ein hohes Mal} an Sensitivitdt und Prizision, wenn direkte RNA-Nachweise nicht
praktikabel sind (Tab. 4.1). Unter den RTQ-PCR-Verfahren mit relativer Quantifizierung bie-
tet die AACr-Methode eine besonders schnelle und unkomplizierte Durchfiihrbarkeit. Dies
duBert sich in Zeit- und Kosten-Effizienz bei gleicher Zuverldssigkeit. Auch fiir die Untersu-
chung von Uhrengenen mit den hier eingesetzten Primer ist die AACr-Methode hervorragend

geeignet.

4.3 Forskolin induziert fiir die Synchronisation peripherer Gewebe relevante immediate

early genes in AtT-20 Zellen

In der Licht-vermittelten Synchronisation des SCN kommt es zur Induktion von immediate
early genes wie c-Fos, Fos-B, Jun-B, Nurr77 und Perl (zur Ubersicht sieche Morris et al.
1998). Perl ist aus dieser Gruppe das einzige Uhrengen, das duBerst rasch (innerhalb von 15-
30 min) als Antwort auf einen Lichtpuls in seiner Expression hochreguliert wird (Albrecht et
al. 1997, Shearman et al. 1997, Shigeyoshi et al. 1997, Wilsbacher et al. 2002). Zudem heben
PerI-antisense Oligonukleotide im SCN Licht-induzierte Phasenverschiebungen auf (Akiya-
ma et al. 1999, Tischkau et al. 2003). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass Perl ein ver-
gleichbares Antwortverhalten auf verschiedenste Stimulanzien auch in peripheren Zellen do-
kumentiert (zur Ubersicht siche Tab. 4.2). Man muss daher annehmen, dass bei der Synchro-
nisation des SCN durch Licht und der Synchronisation peripherer Zellen an die Vorgaben des
SCN sich dhnliche, womdglich dieselben zelluldren Vorgiange abspielen und, dass die Induk-

tion von Per/ hierbei ein ubiquitires Prinzip darstellt.

4.3.1 Perl und die zeitliche Korrelation mit aktivierten Komponenten der Signaltransduktion

Werden AtT-20 Zellen mit Forskolin stimuliert, kommt es nach einer Stunde zu einem
signifikanten Anstieg von Perl und Icer mRNA. Im Falle von Per! ist die Expression bereits
drei Stunden spéter auf das Ausgangsniveau zuriickgefallen, /cer hingegen ist auch dann noch
deutlich erhoht (3.3.1 und 3.3.2). Sein Wert normalisiert sich erst wieder 8 h nach
Stimulationsbeginn. Bei keinem anderen untersuchten Gen (Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmall,
Clock CKle) fand sich eine signifikante Expressionszunahme innerhalb der ersten Stunde

nach Stimulation. Per/ und Icer werden zu den IEG gezédhlt (Morgan et al. 1998, Molina et
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al. 1993), da ihre Expression rasch (innerhalb von Minuten) als Antwort auf einen Stimulus
und unabhingig von einer zwischengeschalteten Eiweilneusynthese hochreguliert wird.
Shearman und Mitarbeiter (1997) berichten im SCN von einem signifikanten Anstieg der
Perl-Expression bereits nach 30 min und einem Abfall auf das Ausgangsniveau nach 150
min. In Fibroblasten wurde Per2 ebenfalls in Zusammenhang mit IEGs erwéhnt (Balsalobre
et al. 1998). Allerdings ist seine Induktion sowohl durch Licht im SCN deutlich verzogert
(innerhalb 2-3 h) oder schwach (Albrecht et al. 1997, Shearman et al. 1997, Zylka et al.
1998b), als auch durch Stimulanzien in vitro nur inkonstant moglich (siche unten und Tab

4.2).

Nach neueren Erkenntnissen wird dieses ungleiche Verhalten der beiden Licht-induzierbaren
Period-Gene auf die Aktivierung unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden zuriickge-
fiihrt. Im Falle von Perl bewirkt die Bindung von pCREB an die CRE-Sequenz im Promotor
von Perl die Zunahme der Transkription (Obrietan et al. 1999, Tischkau et al. 2003, Travni-
ckova-Bendova et al. 2002). Hierbei scheint die notwendige Phosphorylierung von CREB
durch mehrere Signaltransduktionswege moglich zu sein (zur Ubersicht siche Gillette & Mit-
chell 2002), physiologisch (bei Stimulation durch Licht) wird sie im SCN mdglicherweise
durch die Aktivitit der MAPK bewerkstelligt (Butcher et al. 2002, Coogan & Piggins 2003,
Dziema et al. 2003). Akashi & Nishida (2000) und Akiyama (Akiyama et al. 2003) berichten
von einer MAPK-abhingigen Induktion von Per/ auch in peripheren Zellen. Die vorliegen-
den Befunde weisen darauf hin, dass es auch in AtT-20 Zellen durch die Aktivierung der
cAMP-Signaltransduktion zu einer Phosphorylierung von CREB gekommen ist, die wiederum
die Transkriptionsaktivierung von Per/ bewirkt haben konnte. Dafiir spricht das annéhernd
zeitgleiche Auftreten von pCREB und von Per/-Transkripten. Der im Immunoblot verwandte
Antikorper richtet sich gegen die an Ser133 phosphorylierte Form von CREB, die im SCN
durch Licht induzierbar ist (Ginty et al. 1993) und auch in peripheren Zellen bei synchronisie-
renden Reizen zunimmt (Yagita & Okamura 2000). Nach neueren Befunden von Gau und
Mitarbeitern (2002) spielt fiir Phasen-verschiebende Lichtreize im SCN und die Induktion
von Perl besonders die Phosphorylierung von CREB an Ser142 eine Rolle. In wieweit diese
Phosphorylierungsstelle auch bei der Synchronisation peripherer Zellen involviert ist, ist zur-

zeit noch unklar.

Moglicherweise wird die in dieser Arbeit gezeigte Aktivierung von CREB ebenfalls —
zumindest in Ergdnzung zur Aktivitdt der PKA - durch die MAPK bewerkstelligt, die auch
hier (zumindest in einzelnen Experimenten) eine deutliche Zunahme der phosphorylierten
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Formen (pERK1/2) gezeigt hat. Diese Befunde sind interessant, da die Fahigkeit einer Zelle,
tiber die cAMP-Signaltransduktion die MAPK zu aktivieren, die Expression von B-Raf
voraussetzt (Dugan et al. 1999, Vossler et al. 1997), was z. B. in Neuronen gezeigt werden
konnte. Kiirzlich hatte Kovalovsky et al. (2002) darstellen konnen, dass auch AtT-20 Zellen
B-Raf exprimieren. Im Widerspruch dazu steht eine Verdffentlichung von Yehia et al.
(2001b), die ein Jahr zuvor eine cAMP-abhidngige Hemmung der MAPK in AtT-20 Zellen
gefunden hat. Allerdings wurde ebenfalls eine, wenn auch schwache Expression von B-Raf
nachgewiesen. Im Verweis auf andere gegensétzliche Befunde wurde in der Arbeit von Yehia
diskutiert, dass die cAMP-vermittelte Hemmung sowohl vom Zelltyp als auch vom
Entwicklungsstatus der Zelle abhidngen konnte. Eine eindeutige Kldrung, wie sich cAMP in
Bezug auf die MAPK in den hier verwendeten AtT-20 Zellen verhilt, miisste daher durch
einen (moglichst auch quantitativen) Nachweis von B-Raf erbracht werden. Im Hinblick auf
die vorliegenden Daten kann zumindest vermutet werden, dass in den dargestellten
Experimenten cAMP die MAPK iiber B-Raf aktiviert hat. Somit wiirde die PKA in AtT-20
Zellen CREB einerseits direkt, andererseits indirekt liber den B-Raf-MAPK-Signalweg
phosphorylieren.

4.3.2 Per? tritt verzogert auf

Im SCN soll die Regulierung der Per2-Transkription CREB-unabhingig durch die cGMP-
Kinase (PKGII) iiber einen bisher unbekannten Mechanismus vermittelt werden (Oster et al.
2003). Travnickova-Bendova und Mitarbeiter (2002) fanden heraus, das der Per2-Promotor,
wie der von Perl, ein CRE besitzt. Zudem konnten sie zeigen, dass zumindest der isolierte
Promotor dhnlich wie Perl auf pCREB reagiert. Sie postulierten, dass das CRE von Per?2 in
situ u. U. durch Interaktionen mit anderen Molekiilen unterdriickt wird. Die Per2-Induktion
soll besonders bei der Phasenverzogerung durch Lichtreize wihrend der frithen subjektiven
Nacht eine Rolle spielen (Oster et al. 2003, Wakamatsu et al. 2001). In Ratten-Fibroblasten
liegen fiir die Induzierbarkeit unterschiedliche Ergebnisse vor. Balsalobre und Mitarbeiter
(2000b) gelang es nur durch einen Serumschock, Per2 zu induzieren, nicht aber durch Aktiva-
toren der PKC, der Tyrosinrezeptorkinase, des cAMP-Signaltransduktionsweges und durch
ein Kalziumionophor. Fiir Per/ riefen alle diese Stimulanzien eine robuste Transkriptionsak-
tivierung hervor. Man postulierte daher, dass entweder ein weiterer Signaltransduktionsweg
fiir die Induktion von Per2 verantwortlich ist, der durch ein im Serum enthaltenen Stoff akti-

viert wurde, oder, dass eine synergistische Beteiligung mehrerer Signaltransduktionswege
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notwendig ist. Fiir die durch die Aktivierung von muskarinen Acetylcholinrezeptoren indu-
zierte Phasenverschiebung im SCN haben kiirzlich Artinian und Mitarbeiter (2001) einen
Mechanismus vorgeschlagen, bei dem die PKC in die Aktivierung der PKG involviert ist.
Sollte auch in peripheren Zellen die PKGII bei der Transaktivierung von Per2 involviert sein,
hitte sich in den Versuchen von Balsalobre und Mitarbeitern u. U. durch Stimulation der PKC
ebenfalls ein Anstieg der Per2-mRNA hervorrufen lassen miissen. Allerdings wurde die Ex-
pression nur eine Stunde nach Beginn der Stimulation untersucht, und es ist denkbar, dass

sich ein Anstieg von Per2 innerhalb der ndchsten 2 h gezeigt hitte (vgl. oben).

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde (3.3.2) dokumentieren einen signifikanten Anstieg
der Per2-mRNA 4 h nach Beginn einer zweistiindigen Forskolin-Stimulation. Zusammen mit
dem Auftreten des aktivierten Proteins pCREB (und wahrscheinlich auch von pMAPK) nach
1 h, kdnnte man vermuten, dass zumindest in AtT-20 Zellen der cAMP-(MAPK)-CREB-
Signaltransduktionsweg bei der Aktivierung von Per?2 eine Rolle spielt. Es ist denkbar, dass
das verzogerte Auftreten von Per2 durch das Bendtigen eines weiteren Proteins zu Stande
kommt, das erst de novo synthetisiert werden muss. Interessant ist in diesem Zusammenhang,
dass Yagita und Mitarbeiter (2001) durch Einsatz von Endothelin-1 (ET-1), das eine Aktivie-
rung von PKC, MAPK und CREB einschlie3t (Kuwaki et al. 1997, Yanagisawa et al. 1988),
in Fibroblasten eine deutliche Induktion von Per?2 bereits nach einer Stunde bewirken konnte.
Zusammenfassend scheint daher die Aktivierung einzelner Signaltransduktionswege einen
spaten (nach 4h, wie in dieser Arbeit) oder nur schwachen (Balsalobre et al. 2000b) Anstieg
der Per2-mRNA hervorzurufen, wohingegen die gleichzeitige Aktivierung mehrerer (Serum-
schock, ET-1) den Anstieg zu beschleunigen vermag. Es ist weiterhin nicht ausgeschlossen,

dass hierbei auch in peripheren Zellen die PKGII (iiber PKC) beteiligt ist.

4.3.3 Induktion von Icer

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression des IEG Icer nach einstiindiger Stimulation
mit Forskolin signifikant hochreguliert, ist auch 4 h nach Beginn noch deutlich erhéht und
erst zum Zeitpunkt 8 h wieder auf ein basales Niveau abgefallen. Zeitlich korreliert der An-
stieg der Icer-Transkripte mit dem Auftreten von aktiviertem CREB und Per/-mRNA. Das
IEG Icer gehdrt zur Familie cAMP-abhéngiger Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren (bZIP)
der CREBs und CREMs (Landschulz et al. 1988). Diese zeichnen sich durch hochkonservier-

te DNA-Bindungsdoménen aus, die Amino-proximal eine basische DNA-Erkennungssequenz

69



Diskussion

(b), sowie eine Carboxy-terminale Protein-Dimerisierungsdoméne besitzen (ZIP). Icer/ICER
unterscheidet sich in zweierlei Hinsicht von den anderen Mitgliedern der CREB-Familie: (1)
ICER fehlt die N-terminale Phosphorylierungsdomidne des CREM-Gens (P-Box), weshalb
man annimmt, dass seine biochemische Aktivitidt vornehmlich durch das Auftreten von ICER
Protein selbst bestimmt wird (Molina et al. 1993, Stehle et al. 1993). Weiterhin macht die
fehlende Phosphorylierungsdoméne des ICER, die CREB zum Aktivator der Genexpression
macht, diesen Transkriptionsfaktor zu einem Repressor cAMP-vermittelter Transaktivierung,
wenn es an CRE-Sequenzen in genregulativen Abschnitten der DNA bindet (Molina et al.
1993). (2) Icer ist liber 4 CRE-Elemente innerhalb der Promotor-Struktur induzierbar, die in
vier tandemartig verbundenen cAMP autoregulatory elements (CARE1-4) organisiert sind
(Molina et al. 1993). ICER bildet Homodimere und Heterodimere mit CREB und CREM, die
jetzt mit pCREB und CREM um Bindung an CRE-Strukturen konkurrieren und so die Tran-
saktivierung CRE-regulierter Gene supprimieren. Molina et al. (1993) dokumentierte in AtT-
20, dass bereits nach einer 15-miniitigen Stimulation mit Forskolin (unabhédngig von einer de-
novo-Protein-Synthese) der Gehalt der /cer-mRNA stark ansteigt, nach 2-3 h ein Maximum
erreicht und nach 6 h auf das basale Niveau zuriickgefallen ist. Der Anstieg wurde — ohne
ndhere Quantifizierung — als sehr stark beschrieben. Eine maximale Transaktivierung wurde
durch eine 2-stiindige Forskolin-Stimulation erreicht. In dieser Arbeit liegen die Werte fiir
Icer-mRNA nach 1 h um das etwa 18-fache erhoht vor gegeniiber der Kontrolle, und damit
deutlich iiber den sonst in der vorliegenden Arbeit beobachteten Expressionsunterschieden.
Das mit CREB um CRE-Bindungsstellen konkurrierende ICER Protein tritt bereits nach etwa
2 h auf und erreicht ein Maximum bei etwa 4 h (Molina et al. 1993).

Der in der vorliegenden Arbeit dargestellte Verlauf der /cer-Expression deckt sich hervorra-
gend mit den Daten, die von Molina et al. (1993) erhoben wurden. Zudem deutet die Dynamik
von pCREB, Perl und Icer auf eine lebhafte Interaktion dieser Molekiile untereinander als
Antwort auf den hier applizierten Stimulus: aktiviertes CREB induziert iber CRE-Strukturen
sowohl die Transkription von Per/ als auch von Icer, deren mRNA unmittelbar auftritt (hier:
1 h). Nach Transkription (friihstes in der Literatur dokumentiertes ICER Protein bereits 2 h
nach Forskolin-Stimulation, s. 0.), tritt ICER in den Kern ein und unterdriickt die Expression
von Perl (Normalisierung des mRNA-Gehaltes nach 4 h) und seine eigene (Normalisierung
nach 8 h). Beachtenswert ist der zeitliche Unterschied, mit dem ICER Per/ und seine eigene
Expression zu unterdriicken vermag, der durch die hier gewéhlten Untersuchungszeitpunkte

etwa 4 h betrdgt. ICER scheint Per/ deutlich effektiver zu unterdriicken, was nicht durch die
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negative Riickkopplung von Perl selber erklarbar ist (PER1 Protein tritt mit einer etwa 6-
stiindigen Verzogerung auf [Reppert & Weaver 2001]). Denkbar ist, dass die stimulierte Ex-
pression im Perl-Gen ohnehin schon schwécher ist als die von Icer und daher bereits eine
geringe Menge an ICER geniigt, diese auf Ausgangsniveau zuriickzufiihren. Die relativen
Expressionsunterscheide dieser beiden Gene, wie sie in dieser Arbeit gefunden wurden, un-

terstiitzen diese Vermutung.

Im weiteren Verlauf iiber 72 h treten keine signifikanten Anderungen mehr im /cer-mRNA-
Gehalt auf, obwohl man auf Grund von Untersuchungen von Lamas & Sassone-Corsi (1997)
zum Refraktdrverhalten von Icer in AtT-20 Zellen davon ausgehen kann, dass dieser
Transkriptionsfaktor prinzipiell wieder induzierbar ist. In dhnlicher Weise wurden auch in
oszillierenden Fibroblasten keine rhythmischen Schwankungen von pMAPK gefunden
(Akashi & Nishida). Eine solche Uberlegung ist nicht abwegig, da zumindest im Pinealorgan
die Transkription der Adenylatzyklase rhythmisch reguliert wird und iiber diesen
Mechanismus im Antwortverhalten auf adrenerge Stimuli ein Zeitfenster determiniert

(Tzavara et al. 1996).
Weitere Aspekte sind in Zusammenhang mit der Rolle von Icer interessant:

(1) Urspriinglich nahm man an, dass Icer spezifisch durch die cAMP-aktivierte PKA in-
duziert wird (Molina et al. 1993). Nach neueren Untersuchungen, v. a. an neuronalen
Zellen, scheinen allerdings eine Vielzahl von Stimuli eine /cer-Induktion hervorzuru-
fen, einschlieBlich MAPK und PKC (Pfeffer et al. 1999; zur Ubersicht siehe: Miodus-
zewska et al. 2003). Erstaunlich sind Einzelheiten, die in J774.2 Zellen nach Interfe-
ron y-Stimulation zur Expression von Icer fiihren. Hierbei ist die Aktivitéit der Casein-
kinase II (CKII) involviert, fiir die erst kiirzlich gezeigt werden konnte, dass sie auch
an der Phosphorylierung von Uhrengenen — zumindest in Arabidopsis und Drosophila
— beteiligt zu sein scheint (zur Ubersicht siehe: Bibby & Litchfield 2005, Lin et al.
2002). Eine ndhere Untersuchung dieser Mechanismen konnten daher auch Verbin-

dungen zum zirkadianen System des Saugers aufdecken.

(2) Yehia et al. (2001b) konnte zeigen, dass MAPK ICER an Ser41 phosphorylieren kann,
das darauthin ubiquitinyliert und proteasomal abgebaut wird. Somit bestimmt die
Aktivitdit der MAPK die Halbwertzeit von ICER und spielt womdglich nicht nur eine

Rolle bei der Initiierung des synchronisierenden Reizes, sondern auch bei seiner

71



Diskussion

Beendigung. Aber auch aufBlerhalb zirkadianer Systeme konnte die weitere
Charakterisierung dieses Mechanismus von Bedeutung sein: ICER hat in mehreren
Untersuchungen seine antiproliferativen und antionkogenen Eigenschaften belegt
(Lamas et al. 1997, Razavi et al. 1998), gleichzeitig ist der MAPK-Signalweg héufig
molekulares Ziel wihrend der Karzinogenese. Tatsédchlich ist bei liber 30 % maligner
Tumoren des Menschen die Aktivitit der MAPK durch Mutation des Onkogen Ras
pathologisch erhoht. Zudem fand sich ein deutlich verminderter Gehalt von ICER in
Zellen des Prostatakarzinoms, bei denen zuvor ein konstitutiv aktivierter MAPK-

Signalweg beschrieben wurde (Bakin et al. 2003, Yehia et al. 2001a).

(3) Lamas & Sassone-Corsi (1997) konnten in AtT-20 Zellen zeigen, dass die Induzier-
barkeit von Icer eine Refraktirperiode besitzt, deren Lénge abhingig ist von der Dau-
er des vorangegangenen Stimulus. Man nimmt an, dass sich das physiologische Korre-
lat dieser molekularen Befunde u.a. in der Eingliederung von ICER an adaptive Vor-
ginge des zirkadianen Systems dokumentiert. Im Pinealorgan bestimmt die Lange der
vorausgehenden Dunkelphase den Gehalt an ICER und damit die Induzierbarkeit
cAMP-abhiingiger Gene (wie die AANAT; zur Ubersicht siche Stehle et al. 2001).
Auch bei der molekularen Organisation jahreszeitlicher Rhythmen in der hypophysa-
ren Pars tuberalis scheint ICER eine Rolle zu spielen (Johnston et al. 2003, Messager

et al. 1999, 2000).

Zusammenfassend erfiillt ICER eine entscheidende Funktion in der Dynamik der cAMP-
abhingigen Transkription, die auch die Kontrolle des Uhrengenens Per/ einzuschlielen
scheint. Weitere Untersuchungen miissen die Regulation von ICER durch posttranskriptionale
Modifikationen erhellen, die auch bei der Informationsvermittlung innerhalb des zirkadianen
Systems — insbesondere der Synchronisation peripherer Zellen durch humorale Faktoren —
eine wichtige Rolle spielen konnten. AtT-20 Zellen bieten fiir diese wissenschaftlichen Frage-

stellungen ein hervorragendes System.
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Substanz Signal System IEG- Rhythmische Referenz [Anmerkung]
Expression Uhrengen-
(1h) Expression
Serum (50%) ? Fibroblasten Perl, Per2, Perl, Per2, Dbp, Balsalobre et al. 1998, Hirota et al. 2002
(Ratte) c-Fos Rev-Erba
H35 Perl, Per2 Per2, Dbp, Rev- Balsalobre et al. 1998
Hepatomazellen® Erba
GT1-7 (Maus, Perl Perl, Per2 Chappell et al. 2003
Hypothalamus)
Forskolin cAMP Fibroblasten Perl, c-Fos ~ Perl®, Per2, Dbp, Balsalobre et al. 2000b*, Yagita &
(Ratte) Rev-Erbo. Okamura 2000°
GT1-7 (Maus, Perl Perl, Per2 Chappell et al. 2003*
Hypothalamus)
PMA PKC Fibroblasten Perl, (Per2), Perl®, Per2, Dbp,  Balsalobre et al. 2000b
(Ratte) (c-Fos) Rev-Erbo, Cryl
TPA PKC NIH-3T3- Perl Perl, Per2, Dbp Akashi & Nishida 2000
Fibroblasten
Calcimycin Ca** Fibroblasten Perl, (Per2), Perl®, Per2, Dbp, Balsalobre et al 2000b
(Ratte) c-Fos Rev-Erba, Cryl
Dexamethason  Kortikoid-  Fibroblasten Perl Rev-Erba, Dbp Balsalobre et al. 2000b
Rezeptor  (Ratte)
Endothelinl PKC Fibroblasten Perl, Per2 Perl, Per2, Per3, Yagitaetal. 2001 [nicht thythmisch:
Dbp, Bmall, Cryl CKle, Clock, Cry2]
Embryonale Perl Perl, Dbp, Bmall  Yagita et al. 2001 [auch als
Fibroblasten arrhythmische Cry-defiziente Mutanten]
(Maus)
Serum-freies ? Fibroblasten [Abfall von Per2, Dbp, Bmall, Hirota et al. 2002 [Phasenlage 4 h
Medium (Ratte) Perl, Per2] Cryl beschleunigt gegeniiber Serumschock],
Chappell et al. 2003
Glucose ? Fibroblasten Tiegl”, Per2, Dbp, Bmall, Hirota et al. 2002 [Phasenlage
(Ratte) Vdup 1" Cryl entsprechend Stimulation mit Serum-
[Abfall von freien Medium]
Perl, Per2]

Anm.: §: schwache oder nur kurze zirkadiane Oszillationen; $: inkonstante Beobachtung; ®: 2 h Forskolin, dann
Serum-frei; *: 15 min Forskolin, dann Serum-frei. Durchgestrichene Gene wurden untersucht, waren aber nicht
induzierbar oder arrhythmisch. +: Glucose-induzierte immediate early genes VDUP1 (Vitamin D3 up-regulated
protein) und TIEG1 (transforming growth factor p-inducible early gene).

Tab. 4.2: Substanzen die in Zellkulturen eine rhythmische Expression von Uhrengenen her-
vorrufen konnen (Auswahl).
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4.3.4 Per3, Cry, Bmall, Clock, Ckle

Innerhalb der ersten 8 h nach Forskolin-Stimulation fand sich in dieser Arbeit eine
signifikante Zunahme der Expression fiir Cry/ bereits nach 4 h. Cryl wird nicht zu den IEG
gezahlt und hat bisher keine bedeutende Rolle bei der Synchronisation zirkadianer Rhythmen
— wie es bei Perl der Fall ist — gezeigt (Mrosovsky 2001). Balsalobre und Mitarbeiter (2000b)
konnten an Fibroblasten durch Calcimycin eine dhnliche Dynamik fiir die Cry/-mRNA
dokumentieren, ebenso Yagita und Mitarbeiter (2001) durch ET-1. Nach jiingsten
Ergebnissen von Etchegaray und Mitarbeiter (2003) wird Cryl neben iiber eine CLOCK-
BMAL-abhingige E-Box (Kume et al. 1999) auch iiber Rev-Erba reguliert. Da nach einer
Stimulation durch die initiale Per-Induktion die Expression von Rev-Erba supprimiert wird
(Balsalobre et al. 1998), wird die CryI-Transkription enthemmt und der mRNA-Gehalt steigt
an. Durch diese bimodale Regulation von Cry! entsteht ein Shunt-Mechanismus zwischen
positiver und negativer Schleife, der dem System zusétzliche Stabilitéit verleihen soll (Emery
& Reppert 2004). Die hier beobachteten Spitzenwerte von Cryl sind daher wahrscheinlich
nicht direkt durch den applizierten Stimulus zustande gekommen. Als weiteres Indiz fiir
diesen Mechanismus kann gewertet werden, dass Cry2, fiir das bisher kein REV-ERB/ROR-
Element (RRE) im Promotor beschrieben wurde, keinen mRNA-Spitzenwert zu diesem
Zeitpunkt aufweist. In &dhnlicher Weise und vermutlich ebenfalls durch indirekte
Mechanismen hervorgerufen, wurde in Fibroblasten ein Anstieg der Bmal/l-mRNA nach 4-8 h
Stimulation beschrieben (Yagita et al. 2001, Yagita & Okamura 2000), der sich in dieser

Arbeit allerdings nicht nachvollziehen lieB.

Fiir die tibrigen Uhrengene Per3, Cry2, Clock und CKle konnte in dieser Arbeit keine signifi-
kante Expressionszunahme in den ersten 8 h nach Forskolin-Applikation gefunden werden.
Vielmehr zeigt sich eine hochsignifikante Abnahme des CK/e-mRNA-Gehaltes nach 8 h.
Diese Beobachtung konnte durch das vermehrte Auftreten der supprimierenden Transkripti-
onsfaktoren PER1, PER2 und ICER zu diesem Zeitpunkt erkldrt werden. Von CK/e nimmt
man an, dass es konstitutiv exprimiert wird (Yagita et al. 2001), tatséchlich ist iiber seine Re-
gulation noch wenig bekannt, was ebenso fiir das Uhrengen Clock zutrifft. Per3 besitzt nicht
wie seine Homologe Per/ und Per2 eine CRE-Struktur in seinem Promotor (und ist dadurch
auch nicht Licht-induzierbar), wohl aber, wie auch Cry2, CLOCK-BMALI-getriebene E-
Box-Elemente (Kume et al. 1999, Travnickova-Bendova et al. 2002).
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Zum Verstidndnis der Vorginge, die zur Synchronisation des SCN oder periphere Zellen fiih-
ren, ist eine genaue Untersuchungen genregulativer Strukturen innerhalb aller am Uhrenme-
chanismus beteiligter Gene von grofler Wichtigkeit und muss daher noch weiter ausgebaut
werden. Tabelle 4.3 gibt eine Ubersicht zum Aufbau bisher funktionell untersuchter Regula-

torelemente in Uhrengenen.

Gen CRE E-Box RRE D-Box Anmerkung/Referenz
CREB, CLOCK-BMALL, REV- DBP, Transkriptionsfaktoren
CREM, CRY-PER-CKle ERBa, E4BP4
ICER RORa
Perl [ | EEE n Travnickova-Bendova et al. 2002, Yamaguchi et

al. 2000, Mitsui et al. 2001

Per2 (m)* EEEEEER Travnickova-Bendova et al. 2002

Per3 EEEN Travnickova-Bendova et al. 2002

Cryl [ ] [ ] Etchegaray et al. 2003, Kume et al. 1999
Cry2 ] Kume et al. 1999

Bmall ] Ueda et al. 2002

Clock ?

Ckle ?

Rev- [ ] Ueda et al. 2002

Erbo

Icer EEEE Molina et al. 1993

Tab. 4.3: Ubersicht zur genregulativen Strukturen (Auswahl) relevanter Uhrengene und von
Icer. Die Késtchen symbolisieren die Anzahl entsprechender Regulatorelemente (soweit be-
kannt).* Das CRE von Per2 soll funktionell inaktiv sein (Travnickova-Bendova et al. 2002).

Nicht in dieser Arbeit untersucht wurden die Uhrengene Rev-Erba, Decl-2, sowie Rora,
deren Zusammenhang mit dem zirkadianen System erst kiirzlich nachgewiesen wurden
(Preitner et al. 2002, Ueda et al. 2002, Honma et al. 2002, Kawamoto et al. 2004, Gréchez-
Cassiau et al. 2004, Sato et al. 2004b). Die funktionelle Bedeutung von Rev-Erbo als
Repressor von Bmall fiir den Uhrenmechanismus ist allgemein akzeptiert. Uber REV-

ERBo/ROR-Elemente ist es auch in die Regulation von Ausgangssignalen involviert (z.B.
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E4bp4; zur Ubersicht sieche Reppert & Weaver 2002). Sein funktioneller Antagonist als
Transaktivator von Bmall wurde kiirzlich Rora identifiziert (Sato et al. 2004b). DEC1 und
DEC2, zwei im SCN lichtinduzierbare und rhythmisch exprimierte Proteine der bHLH-
Familie, weisen dhnliche molekulare Eigenschaften wie CRY und PER auf. Die Expression
von Decl und Dec2 wird iiber CLOCK-BMALI vermittelt und DEC1/2 hemmt wiederum
CLOCK-BMAIl-vermittelte Transkription (Alvarez & Sehgal 2002, Honma et al. 2002,
Kawamoto et al. 2004, Sato et al. 2004a). Gréchez-Cassiau und Mitarbeiter (2004) fanden
keinen charakteristischen Phianotyp bei Decl-knockout-Méusen, auch war die Expression von
Uhrengen in der Leber unbeeintrichtigt. Allerdings konnte nach den Befunden von Gréchez-
Cassiau (Gréchez-Cassiau et al. 2004) Decl/2 eine Rolle als Ausgangssignal zukommen,
ohne selber fiir ein funktionstiichtiges Uhrwerk notwendig zu sein. Doppel-knockout-

Experimente stehen fiir die Beantwortung dieser Frage allerdings noch aus.

4.4 AtT-20 Zellen weisen nach Forskolin-Stimulation eine rhythmische Expression von

Uhrengenen auf

Forskolin-Zugabe zum Kulturmedium von AtT-20 Zellen ruft iber mindestens drei Tage eine
rhythmische Expression von Uhrengenen hervor, die auch in vivo im SCN oszillieren (Per,
Cry, Bmall). Die Expression der hier untersuchten Haushaltsgene Hprt und Gapdh hingegen
unterliegt keinen rhythmischen Schwankungen. Die Periode, die zwischen den jeweiligen
mRNA-Spitzenwerten liegen, umfasst etwa 24 h. Nach einer initialen Hochregulation von
Perl 1 h nach Beginn der Stimulation (diskutiert in 4.3.1) féllt die Expression rasch auf das
Ausgangsniveau ab, um dann bei 16 h wieder einen Hochpunkt zu erreichen. Im weiteren
Verlauf schlieBen sich noch zwei weitere solcher Zyklen an, mit Spitzen nach 36-40 h, sowie
60 h nach Stimulation. Im Vergleich zu einer Arbeit von Yagita & Okamura (2000), die ein
dhnliches Stimulationsprotokoll an Fibroblasten verwendet haben, treten diese Spitzen etwa
4-8 h friither auf (16-24 h, 48 h, 68 h). Balsalobre und Mitarbeiter (2000b) modifizierten das
Protokoll und wendeten eine nur 15-miniitige Stimulation mit Forskolin an (in dieser Arbeit
und bei Yagita & Okamura: 2 h; gleiche Konzentration). Es gelang ihnen, nur einen
schwachen Per/-Rhythmus hervorzurufen, aber mit vergleichbaren Spitzenwerten um 16-24 h
und 40-44 h. Allerdings muss angemerkt werden, dass in beiden zitierten Veroffentlichungen
fiir Perl nur Daten eines Zeitverlaufs exemplarisch vorgestellt wurden, wohingegen in dieser

Arbeit Mittelwerte mehrerer Versuche abgebildet sind. Prinzipiell scheinen daher die Peri-
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Expressionsmuster von Fibroblasten auf die von AtT-20-Zellen iibertragbar zu sein. Die
geringen zeitlichen Differenzen konnen durch die variable Ausstattung beider Zelltypen mit

Signaltransduktionsmolekiilen bedingt sein (siche oben [4.3]).

4.4.1 Methodische Uberlegungen zur Variabilitiit

Ein methodisch wichtiger Gesichtspunkt bei der Untersuchung von Expressionsunterschieden
oszillierender Uhrengene ist dieVariabilitit der erhobenen Daten. Abgesehen von der initialen
Hochregulierung von IEGs nach Applikation des synchronisierenden Stimulus, sind die
Schwankungen der Uhrengen-mRNA (durch direkte Nachweismethoden ermittelt) eher
gering und eine hohen Variabilitdt unterschiedlichster Ursache kann sich besonders stark
auswirken. Bei Balsalobre und Mitarbeiter (1998) betragen die Expressionsunterschiede etwa
50 % der mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe fiir Rev-Erba, Per2 und Dbp;
bei Yagita & Okamura (2000) sind es immerhin etwa 100% fiir Perl, Per2 und Dbp. Da es
sich insgesamt immer um relative Darstellung handelt, ist die Wahl der Bezugsgrof3e fiir die
Beurteilung der Daten relevant. Haufig wurde in diesen Arbeiten als Bezugsgrofle die
unstimulierte Probe verwendet und nur einzelne Zeitverldufe ohne statistische Auswertung

vorgestellt.

Nagishi und Mitarbeiter fand 2004 heraus, dass einzelne Fibroblasten in Kultur unabhéngig
voneinander und mit unterschiedlicher Phasenlage zirkadian oszillieren. Man kann also
vermuten, dass auch in Kulturen von AtT-20 Zellen dies der Fall ist. Befindet sich jetzt aber
in unterschiedlichen Referenzproben jeweils eine unterschiedliche Anzahl von Zellen in einer
bestimmten Phasenlage — die Verteilung der Phasenlagen auf mehrere Zellen muss nicht
stochastisch sein, u.U. konnten z.B. rdumliche Faktoren (inhomogene Verteilung in der
Kulturschale) die Zellteilung beeinflussen und so einer lokalen Desynchronisation
entgegenwirken (s.u.) -, ist auch die mittlere Phasenlage der beiden Kulturen unterschiedlich.
In der Tat schwankt der Per/-mRNA-Gehalt (in Bezug auf das Haushaltsgen) in der
unstimulierten Probe in dieser Arbeit zwischen dem 0,17- und 3,55-fachen des
entsprechenden Mittelwertes. Unter Umstidnden kann daher eine ,ungiinstige’ Konstellation in
der unstimulierten Probe (wenn man diese als Bezug wihlt) dazu fiihren, dass zirkadiane
Oszillationen félschlich als schwach oder sogar iiberhaupt nicht als solche erkannt werden.
Zwei weitere Einflussfaktoren miissen bedacht werden: (1) Durch die biologische Variabilitét

wird diese Situation bei der Wiedergabe von Mittelwerten mehrerer Versuchsreihen nochmals
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verschirft. Ein Beispiel fiir ein solches Phdnomen ist in dieser Arbeit an Hand des Cry2-
Expressionsprofils dargestellt, das in der Literatur teilweise als arrhythmisch beschrieben
wurde (Vitaterna et al. 1999). Erst in der Darstellung von Zeitverldufen einzelner Versuche
zeigt sich eine zirkadiane Oszillation, die sehr gut mit dem Expressionsprofil des in dieser
Arbeit dokumentierten Cryl-Verlaufs korreliert (siche 4.3.4). (2) Wie stark letztendlich die
Variabilitit in der Darstellung der Werte zur Ausprigung kommt, hidngt auch von der
verwendeten Methode ab. Wie unter 4.2 diskutiert, ist die (intrinsische) Variabilitdt der Real-
Time PCR unter den vorgestellten PCR-Techniken am geringsten. Allerdings wirken sich
allgemein bei Amplifikationsverfahren UnregelmédBigkeiten ggf. stirker aus als bei direkten

Nachweisverfahren.

4.4.2 Selektivitdat des Stimulus

Ende 2002 machte Hirota und Mitarbeiter die Aufsehen erregende Entdeckung, dass alleinige
Glucose-Applikation in das Kulturmedium in der Lage war, Per!/ und Per2 in Rat-1
Fibroblasten initial herunterzuregulieren, und anschliefend eine rhythmische Expression
dieser Gene hervorzurufen. Die Spitzenwerte lagen bei 16-20 h und 40-44 h nach
Glucoseapplikation fiir Per2. Die Oszillationen fiir Perl verliefen interessanterweise deutlich
schwidcher und waren kaum erkennbar. Dieselben Ergebnisse wurden durch einen
Mediumwechsel erreicht. Ein Jahr spiter tauschte Chappell und Mitarbeiter (2003) das
Kulturmedium von GT1-7 Zellen in Serum-freies Medium und verursachte dhnliche Peri-
und Per2-Rhythmen mit gemeinsamen Spitzen bei 16 h, 36 h, 56 h. 15-miniitige Forskolin-
Stimulation vor dem Wechsel zu Serum-freien Medium hingegen rief einen abweichenden
Expressionsverlauf hervor, wobei (abgesehen von der initialen Hochregulierung) der Perl-
Rhythmus 12 h, der Per2-Rhythmus nur 4 h spéter im Vergleich zu den Zellen auftraten, die
ausschlieBlich Serum-freies Medium erhalten haben. Daher scheint Forskolin vornehmlich
auf Perl, weniger auf Per2 zu wirken. Ubertragen auf die Situation bei dem in dieser Arbeit
angewandten Stimulationsprotokoll ergeben sich folglich drei Umsténde, die einen relevanten

Einfluss auf die rhythmische Expression von Uhrengenen in AtT-20 Zellen ausiiben:

(1) 24 h vor der eigentlichen Stimulation erfuhren die Zellen einen Mediumwechsel, der

durch eine Zunahme der Glucose-Konzentration im Medium eine Synchronisation
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bewirkt haben kann’. Da die Zellen aber bis zum Zeitpunkt der Synchronisation in
Serum-haltigem Medium gehalten wurden, ist anzunehmen, dass sie bereits teilweise
durch Zellteilung desynchronisiert wurden (siehe Abschnitt zur Desynchronisation
unter 4.4.3). Zudem konnte Nagoshi und Mitarbeiter (2004) zeigen, dass die
Phasenlage zumindest von Fibroblasten keine Auswirkung auf das Antwortverhalten

der Zelle bei Stimulation hat (so genannte Typ-0-Phasenantwort).

(2) Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 2 h durch die Zugabe von Forskolin sti-
muliert, was zuvor in einer Arbeit von Lamas & Sassone-Corsi (1997) gezeigt hatte,
eine maximale Expression des IEG Icer hervorrufen zu konnen. Der Unterschied zu
einer kiirzeren, 15-miniitigen Stimulation, wie bei Chappell (2003), wiirde durch die
in dieser Arbeit verwendeten Zeitabstinde womdoglich liberhaupt nicht erfasst werden.
Durch die anhaltende Phosphorylierung von Proteinkinasen kann spekuliert werden,
dass zusidtzliche Regulatorproteine aktiviert werden und so zu einer Beschleunigung

oder aber Verlangsamung des Synchronisationsprozesses filihren.

(3) Nach Beendigung des Forskolin-Stimulus wurde das aktuelle Medium gegen Serum-
freies Medium ausgetauscht, was wiederum ein synchronisierender Reiz auf die Zellen
gewesen sein mag. Hierbei konnte es zu einer Addition zweier Effekte kommen, denn
das durch Forskolin induzierte ICER (und etwas spdter auch PER1) hemmt bereits

Perl, wenn es zusitzlich zu einer Glucose-induzierten Suppression von Per/ kommt.

Zudem konnte auch in dieser Arbeit ein unterschiedliches Verhalten von Per/ und Per2
beobachtet werden. Bei relativ schwachen Expressionsunterschieden scheint Per2 gegeniiber
Perl deutlich zeitversetzt. Bezieht man obige Uberlegungen mit ein, ist vorstellbar, dass AtT-
20 Zellen durch den Mediumwechsel am Vortag synchronisiert wurden, auf Per/ hingegegen
dieser Reiz kaum Wirkung hatte (wie bei Hirota et al. 2002). Perl reagiert nun stark auf
Forskolin und passt seinen Rhythmus unmittelbar an, wohingegen Per2 trager reagiert und
seine Schwingungen hinter denen von Per/ zuriickblieben (vgl. Reppert & Weaver 2001).
Zwei wichtige Befunde stiitzen indirekt diese Uberlegung: (1) Im SCN ist nicht nur die

Induktion von Per2 in Bezug auf Perl zeitlich verzogert, sondern auch das Auftreten der

° Es wird angenommen, dass diese Synchronisation unter Beteiligung der Glucose-induzierten immediate early genes
VDUPI1 (Vitamin D3 up-regulated protein) und TIEG]1 (transforming growth factor f-inducible early gene) ablauft (Hiro-
ta et al. 2002). Fiir die Nahrungsmittel-induzierte Synchronisation peripherer Zellen wird auch eine Redox-Abhdngigkeit
von CLOCK und seinem Paralog NPAS?2 diskutiert, die in deisem Zusammenhang auch eine Rolle spielen konnte
(Schibler et al. 2003).

79



Diskussion

zirkadianen Spitzenwerte, was vermuten ldsst, dass Per2 einen generell schwicheren
Promotor als Perl besitzt (vergleiche Travnickova-Bendova et al. 2002). (2) Auf Grund von
Versuchen mit Per2-knockout-Méusen (Per2®“™) wird postuliert, dass Per2? keine
bedeutende Rolle in der Suppression seiner eigenen oder der von Per/ spielt und vielmehr auf

Bmall transaktiviernd wirkt (Zheng et al. 1999).

Letztendlich aber kann der tatsdchliche Ablauf des Synchronisationsprozesses, die Reaktions-
freudigkeit von Uhrengenen und die Relevanz fiir die Situation in vivo nur vermutet werden.
Die Ubertragbarkeit auf physiologische Prozesse ist bei einem Stimulationsprotokoll, wie es
hier verwendet wurde und in Abwandlung zurzeit an dhnlichen Modellen vielfiltig genutzt
wird, auf Grund der mangelnden Reizselektivitdt nur bedingt moglich. Da aber Zellkulturen
immer einen regelméfBigen Austausch von Medium notwendig machen ist eine solche Ein-
flussnahme praktisch nur durch (aufwendige) kontinuierlichen Mediumwechsel im Rahmen
eines Durchflusssystems einigermallen sicher auszuschlieBen. Zudem sind Einzelzellbeobach-
tungen wiinschenswert, die eine bessere zeitliche und rdumliche Auflésung ermoglichen und

molekulare Vorgénge unmittelbarer darstellen konnen.

Dennoch kann vermutet werden, dass die initiale Hochregulierung der Repressoren PER1
(PER2) und ICER, wie er in der vorliegenden Arbeit dokumentiert wurde, einen dominanten
Anteil bei der Synchronisation von AtT-20 {ibernehmen. Die nukledre Akkumulation ihrer
Proteine ruft eine starke Hemmung aller durch E-Box- oder CRE-Strukturen am Aufbau zent-
ralen Uhrenmechanismus beteiligter Gene, namentlich von Pers, Crys und Rev-Erbo. hervor.
Durch zwei Mechanismen kann die Uhr nun neu gestartet werden: Jetzt vermehrt vorliegen-
des PER2 kann die Expression von Bmall antreiben. Gleichzeitig sinkt der REV-ERBa-
Gehalt durch CRY-PER-vermittelte Suppression an E-Box-Elementen ab, wodurch Bmall
enthemmt wird. Mit der Aktivitit von CLOCK-BMALI kann nun der erste zirkadiane Zyklus

nach der Stimulation eingeleitet werden (vgl. 1.3.2).

Es stellt sich daher fiir das hier vorgestellte Zellmodell die Frage, ob die beschriebenen Oszil-
lationen Ausdruck einzelner Riickkopplungsmechanismen von Teilkomponenten des moleku-
laren Uhrwerks darstellen, oder ob sie - wie eben beschrieben — tatséchlich die Tatigkeit eines

genuinen zirkadianen Oszillators reprasentieren?
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4.4.3 Antiphasischer Verlauf von Per2 und Bmall

Das zeitlich um 12 h versetzte Auftreten (Antiphase) von Per2- und Bmall-Transkripten wird
hiufig als wichtiges Kriterium angefiihrt, um zu belegen, dass ein funktionierendes
zirkadianes Uhrwerk vorliegt (Shearman et al. 2000b, Oishi et al. 1998a, Yagita & Okamura
2000). Auch in dieser Arbeit sind die Spitzenwerte von Per2 und Bmall um 12 h versetzt
(Abb. 4.1): 4 h nach Beginn der Stimulation mit Forskolin erreicht Per2 einen Spitzenwert,
wohingegen sich Bmall auf einem basalen Niveau befindet. Nach Translation tritt PER2
wieder in den Kern ein, um hier seine eigene Transkription zu unterdriicken und/oder die von
Bmall zu aktivieren (zusammen mit RORa, bzw. durch eine Enthemmung durch abfallendes
REV-ERBa). BMALI kann nun wiederum als CLOCK-BAMLI-Heterodimer die
Transkription von Per-Genen antreiben. Dieses Wechselspiel ist in den vorliegenden
Ergebnissen zumindest fiir 48 h gegeben. Ein bei 48-52 h zusitzlich auftretender Bmall-
Spitzenwert mag Ausdruck einer allmdhlichen Desynchronisation einer Untergruppe von
Zellen sein. Im spéteren Verlauf bei 60-64 h ist das gegensétzliche Verhiltnis wieder

hergestellt: Bmall ist hoch, wihrend Per2 niedrig ist.

100

—A— Bmall —e— Per2

Relative Expression
(% des Maximums)

Abb. 4.1: Antiphasischer Verlauf der Transkriptmenge von Per2 und Bmall. Das zeitliche
Auftreten von Bmall-Transkripten nach Forskolin-Stimulation in AtT-20 Zellen ist gegeniiber
den Spitzenwerten von Per2 um etwa 12 h versetzt (Antiphase). Nach Translation hemmt
PER2 seine eigene Transkription und/oder aktiviert die Expression von Bmall. Zusammen
mit CLOCK vermittelt BMALI den Antrieb der Per2-Transkription. Im spdteren Verlauf tritt
ein zusdtzlicher Spitzenwert flir Bmall bei 48-52 h auf, der Ausdruck allméhlichen Desynch-
ronisation einzelner Zellnester sein mag. Bei 60-64 h stellen sich allerdings nochmals die er-
warteten Verhéltnisse ein: Bmall ist hoch, wihrend Per2 niedrig ist.

Wie kommt es aber dazu, dass Zellverbiande desynchronisieren? Prinzipiell ist denkbar, dass

auch innerhalb eines genetisch homogenen Organismus unterschiedliche Zelltypen durch
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unterschiedlichen Enzymbesatz untereinander kleine Abweichungen der Phasenlidnge
aufweisen, und somit in vivo téglich einen synchronisierenden Reiz benétigen, um einheitlich
schwingen zu konnen. Allerdings desynchronisieren auch Zellen eines Organs sowie
genetisch homogene Zellen einer Zelllinie in Kultur. Einen wichtigen Beitrag zur Kldrung
dieser Frage konnte Nagoshi und Mitarbeiter (2004) durch Einzelzellbeobachtungen an
Fibroblasten leisten. Sie fanden heraus, dass der zirkadiane Rhythmus von der Mutterzelle auf
die Tochterzellen weitergegeben wird. Die iibernommene Schwingung der Tochterzellen setzt
den Rhythmus der Mutterzelle praktisch fort, allerdings mit einer kleinen Unterbrechung, die
in einer Phasenbeschleunigung oder einer Phasenverzogerung resultiert. Nagoshi erklérte das
Phidnomen dadurch, dass je nachdem, in welcher Phase sich die Mutterzelle zum Zeitpunkt
der Zellteilung befindet, der voriibergehende Stopp der Proteinbiosynthese wéhrend der
Mitose  einen  beschleunigten = Abfall des  absteigenden = CRY-PER-Gehaltes
(Phasenbeschleunigung) bewirkt, bzw. das verspitete Erreichen des Spitzenwertes, wenn sich
die Uhr im aufsteigenden Schenkel des CRY-PER-Zyklus befindet. Bei einer Generationszeit
(Verdopplungszeit der Zellpopulation) von 15 h fiir Rat-1 Fibroblasten (Balsalobre et al.
1998) ist leicht vorstellbar, dass innerhalb kiirzester Zeit ein Grofiteil der Zellen in einer
anderen Phase schwingt. In dieser Arbeit wurde daher AtT-20 Zellen im Anschluss an die
Stimulation in Serum-freiem Medium kultiviert und haben iiber drei Tage robuste zirkadiane
Perl-Rhythmen gezeigt. Dennoch kam es am dritten Tag bei einigen der untersuchten Gene
zu zusétzlichen mRNA-Spitzenwerten (Per3 bei 52 h und Bmall bei 48-52 h), die Ausdruck
einer teilweisen Desynchronisation des Uhrwerks sein konnen. Die Ursachen hierfiir sind
nicht bekannt, es kann aber spekuliert werden dass mutierte AtT-20 Zellen sich von der
Zellzykluskontrolle abgekoppelt haben und sich nun auch in Serum-freien Medium teilen

konnen.

Weitere Kriterien sollen zur Beurteilung der Frage herangezogen werden, ob es sich bei den
in dieser Arbeit beschriebenen Schwankungen der mRNA-Transkripte um zirkadiane Oszilla-

tionen handelt:

(1) Die Periode (1), die aus den Abstdnden der jeweiligen Spitzenwerte der oszillierenden
Gene Perl, Per2, Per3, Cryl und Bmall berechnet wurden (ausgenommen sind initia-
le Hochregulierungen als Antwort auf den Forskolin-Stimulus) liegt bei 23,07 + 0,44
h (SEM) und entspricht somit Werten, wie sie allgemein fiir zirkadiane Periodenlédn-

gen beschrieben wurden (vergleiche Pittendrigh 1993).
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(2) Von allen in dieser Arbeit untersuchten Gene =zeigen all diejenigen einen
oszillierenden Expressionsverlauf, die auch im SCN rhythmischen Schwankungen
unterliegen (Perl, Per2, Per3, Cryl und Bmall). Andererseits zeigen Cry2, Clock und
CK e keine oder nur schwache Oszillationen, wie es zuvor auch im SCN beschrieben
wurde (vergleiche Dunlap 1999, Ishida et al. 2001, Okamura et al. 1999, Vitaterna et
al. 1999).

(3) Die relative Phasenlagen der hier dargestellten Oszillationen entsprechen prinzipiell
denen im SCN bekannten: Perl— Per3— Per2—Cry—Bmall'’ (vergleiche Reppert &
Weaver 2001).

(4) Obwohl die Mechanismen bei der Synchronisation von AtT-20 Zellen durch Forsko-
lin noch nicht ausreichend geklart sind, gleicht die initiale Hochregulierung des IEG
Perl (und Per?2) der Situation bei Applikation eines Phasen-verschiebenden Lichtrei-
zes im SCN.

Zusammen mit dem Nachweis eines antiphasischen Verlaufs der Uhrengene Per2 und Bmall,
kann man deshalb davon ausgehen, dass sich in AtT-20 Zellen ein robuster zirkadianer Uh-
renmechanismus befindet, der im Aufbau dem des SCN zumindest sehr dhnlich ist. Nach der
aktuellen Vorstellung tiber zirkadiane Rhythmen ist es daher moglich, die Rhythmen einzel-
ner AtT-20 Zellen so miteinander zu synchronisieren — z.B. {iber eine Stimulation mit Forsko-
lin -, dass ein Nachweis dieser Oszillationen mit gingigen molekularbiologischen Methoden —
inklusive der PCR — moglich ist. In der Weiterentwicklung dieses Modellsystems kdnnen
Einzelzellbetrachtungen angestrebt werden, um prizisere Auskunft {iber sich bei der Syn-

chronisation von peripheren Zellen abspielende Vorgidnge zu erlangen.

4.5 Ausblick

Dieser Ausblick soll in drei Teile unterteilt werden: Zunéchst soll nochmals auf die Vorgédnge
bei der Synchronisation eingegangen werden und angeregt werden, durch welche Arbeiten sie
in Zukunft erhellt werden konnten. In einem néchsten Schritt sollen kurz wichtige Anwen-
dungsmoglichkeiten fiir die klinische Medizin aber auch die generelle Bedeutung fiir Natur-

wissenschaften aufgezeigt werden, die aus Erkenntnissen der zirkadianen Rhythmus-
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Forschung gezogen werden konnen. SchlieBlich wird umrissen, welchen Beitrag das Modell-

system der AtT-20 Zellen hierzu leisten kann.

In den letzten Jahren hat das Verstindnis der molekularen Mechanismen, die den zentralen
Uhrenmechanismus unterhalten und ihn synchronisieren konnen, enorm zugenommen. Den-
noch ist letztlich nicht klar, durch welche Substanz periphere Zellen synchronisiert werden,
noch welche Signaltransduktionswege hierzu eingeschlagen werden. In der vorliegenden Ar-
beit konnte gezeigt werden, dass sich AtT-20 Zellen prinzipiell fiir die Erforschung zirkadia-
ner Rhythmen eignen. Periphere Zelllinien bieten zwar generell ein attraktives Untersu-
chungsmodell, die bisherigen Ergebnisse aus verschiedenen Zellsystemen deuten aber darauf
hin, dass diese auf Grund ihrer ihnen eigenen Ausstattung an Signalmolekiilen unterschied-
lich auf synchronisierende Reize reagieren. Daher ist fiir die Beurteilung, ob der eingesetzte
Stimulus physiologische Bedeutung hat, eine Charakterisierung der Komponenten der
Signaltransduktionswege vorrangig.

e In den verwendeten AtT-20 Zellen sollte dargestellt werden, ob oder wie stark B-Raf
exprimiert wird und welchen Einfluss das auf die Aktivierbarkeit der MAPK tatséch-
lich hat, da hier in der Literatur widerspriichliche Ergebnisse vorliegen. Welche quan-
titative Rolle spielt die Adenylatzyklase bei der Phosphorylierung von CREB, wenn
MAPK iiber den cAMP-Weg nicht zur Verfiigung steht? Welche Rolle spielen die
modulierenden Proteine, die an der Vermittlung der pPCREB-Transaktivierung beteiligt
sind, wie CBP (CREB bindendes Protein) oder CREM? Gibt es Anhalte dafiir, dass
der MAPK im Laufe mehrer Zellpassagen durch Mutation des Ras-Protoonkogen in
AtT-20 Zellen konstitutiv aktiviert wird?

e FEine gegeniiberstellende Darstellung von Uhrengen-mRNA mit den entsprechenden
Proteinen ist zur Charakterisierung des zirkadianen Oszillators unabdingbar. Dariiber
hinaus liegen fiir periphere Zellen bislang nur unvollstdndig Proteindaten vor. Diese
aber gerade sind wichtig, um postranslationale Mechanismen illustrieren zu kdnnen.

e Diese Arbeit hat weiterhin Hinweise auf eine wichtige Beteiligung von Icer/ICER an
Synchronisationsprozessen geliefert. Im Pinealorgan und der PT der Hypophyse ist
ICER in der Darstellung jahres- und tageszeitlicher Rhythmen durch seine besonderen

Eigenschaften in der Signalverarbeitung eingeschlossen. Die Charakterisierung dieser

19 Das besonders spite Auftreten von Per2 wurde weiter oben erdrtert. Bei der dargestellten Reihenfolge wurden die Spitzen
der Per2-mRNA als Bezugspunkt gewihlt unter der Annahme, dass gerade Per2 und sein antiphasischer Verlauf am bes-
ten die Vorgange des molekularen Uhrwerks widerspiegeln.
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konnte zu einem erweiterten Verstdndnis von adaptiven Prozessen im zirkadianen
System beitragen.

Transfektionsexperimente mit unterschiedlichsten Konstrukten konnen zudem selektiv
die Bedeutung einzelner Uhrengenprodukte oder von ICER fiir Synchronisationspro-
zesse beschreiben. Reportergen-transfizierte AtT-20 Zellen boten zusétzlich eine un-
mittelbare Darstellung der zirkadianen Oszillationen mit hoher zeitlicher und rdumli-

cher Auflosung.

Die Bedeutung von Erkenntnissen, die aus der Erforschung zirkadianer Rhythmen gefunden

werden, ist evident. Eine Vielzahl von Lebensprozessen wird durch die innere Uhr mitbe-

stimmt. Allein im Menschen sind die molekularen Spieler dieses zirkadianen Oszillators in

vielféltige physiologische wie pathologische Vorginge involviert:

Eine beachtlicher Teil der Bevolkerung (in den USA sind es 20%) arbeiten in Schicht-
arbeit, die sich tief greifend auf das zirkadiane System auswirkt. Intensiv wird daher
nach Stoffen gesucht, die eine Justierung der gestorten inneren Uhr bewirken (Chro-
nobiotika). In dhnlicher Weise fiihren genetische Verdnderungen an Uhrengenen zu
Beeintrachtigung des Schlaf-Wach-Verhalten, wie beim familiar advanced sleep pha-
se syndrome (Toh et al. 2001). Die Aufdeckung zentraler und peripherer Zielstruktu-
ren fiir Phasen-Bestimmende Signale des Korpers und bei Synchronisationsvorgéngen

ist hierfiir notwendig.

Periphere Oszillatoren steuern z. B. in der Leber die Synthese von Gallensduren und
Androgenen sowie den Metabolismus von Xenobiotika. Durch eine gezielte, an den
zirkadianen Metabolismus adaptierte Applikation von Arzneimitteln kann so deren

Bioverfiigbarkeit erhoht werden.

Die CLOCK-BMALIl-abhingige Transkriptionsdynamik des Gens Weel reguliert
tiber die Cdc2-Kinase die Progression des Zellzyklus in Hepatozyten (Matsuo et al.
2003). In vivo wirkt PER2 antionkogen (Fu & Lee 2003, Fu et al. 2002). Eine
Einflussnahme auf die innere Uhr bietet daher womoéglich neue Wege in der

Tumortherapie.

Mittlerweile konnten in Microarray-Verfahren mehrere Hunderte gewebespezifischer

Gene identifizieret werden, die von der inneren Uhr gesteuert werden (Zur Ubersicht
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siche Oishi et al. 2003). Die therapeutischen Moglichkeiten, die sich bei einer
pharmakologischen Beeinflussung des Uhrenmechanismus bieten, sind in ihrem

Umfang daher noch gar nicht abschétzbar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass AtT-20 prinzipiell als Modell zur Erforschung

zirkadianer Rhythmen geeignet sind. Sie sind stimulierbar, ihr Antwortverhalten gleicht dem

des SCN auf Lichtreize und sie zeigen rhythmische Schwankungen der Uhrengen-Expression,

die mit Standard-molekularbiologischen Verfahren nachweisbar sind. Generell bieten

Zelllinien — mit Einschrinkung durch ihren artifiziellen Charakter - gegeniiber dem SCN als

Untersuchungsobjekt erhebliche Vorteile. Uber die allgemeinen Anwendungsmdglichkeiten

dieser Zellsysteme hinaus, wie sie oben grob angedeutet wurden, bieten AtT-20 Zellen —

besonders im Vergleich zu den hiufig untersuchten Fibroblasten - ein erweitertes Spektrum:

Zirkadiane Phidnomene sind besonders in endokrinen und neuroendokrinen Systemen
beschrieben (Korf et al. 1998), die einerseits teilweise selber Bestandteil des zirkadia-
nen Systems sind, andererseits iiber ithre Hormone die Steuerung essentieller Stoff-
wechselleistungen iibernehmen. Befunde aus einer endokrinen Zelllinie, die in wesent-
lichen organspezifischen Eigenschaften den Parenchymzellen in vivo entspricht, haben
daher womoglich hohere physiologische Relevanz, als Erkenntnisse von Bindege-

websvorlduferzellen.

Im Rahmen der Charakterisierung der cAMP-Signaltransduktion wurden AtT-20 Zel-
len bereits 1997 stabil mit sense- und antisense-Konstrukten von Icer transfiziert (La-
mas et al. 1997), welches auch Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit war. Es wird
vermutet, dass Icer besonders bei Signal-verarbeitenden Prozessen des zirkadianen
Systems eine distinkte Rolle spielt. Versuche an solchen Zellen konnten einen wesent-
lichen Beitrag zur Charakterisierung dieses Transkriptionsfaktors und seiner Bedeu-

tung flir die Synchronisation der inneren Uhr leisten.

Das von AtT-20 Zellen produzierte ACTH kann ggf. als Ausgangssignal der inneren
Uhr dargestellt werden. Es ist bekannt, dass die rhythmische ACTH-Inkretion der
Hypophyse fiir die téglichen Schwankungen der Kortisol-Synthese in der
Nebennierenrinde verantwortlich ist (Literatur in Veldhuis et al. 2001). Zwei Befunde
sind hierbei duBerst interessant: (1) Die Expression von POMC wird als Antwort auf

CRH iiber PKA-abhidngige und -unabhingige Mechanismen (CAMKII, MAPK)
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induziert, wobei die Nur77- und Nurrl-Kernrezeptoren involviert sind (Kovalovsky et
al.  2002). (2) Weiterhin wird Dberichtet, dass verschiedene bHLH-
Transkriptionsfaktoren durch Bindung an eine spezifische E-Box (CANNTG)
transaktivierend agieren (Poulin et al. 1997, Therrien et al. 1993). Es stellt sich daher
die Frage, welche Wirkung CRH auf die innere Uhr in AtT-20 Zellen hat? Ist es
denkbar, das CRH einen synchronisierenden Effekt auf oszillierende AtT-20 Zellen
hat? In welchem Mafle wird die E-Box im POMC-Gen von den bHLH-
Transkriptionsfaktoren CLOCK-BMALI beeinflusst? Sollte CRH keinen Einfluss auf
die innere Uhr besitzen, kann die Charakterisierung seines Signaltransduktionsweges
indirekt Aufschluss geben iiber diejenige Signalkaskade, die erfolgreich zur

Synchronisation fiihrt.

Trotz der Vielzahl der Moglichkeiten, wie es die AtT-20 Zellen fiir die Aufdeckung neuer
Zusammenhidnge bieten, miissen aber auch immer die Einschriankungen bedacht werden, die

ein artifizielles System in sich birgt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In den unterschiedlichsten Lebewesen, wie Cyanobakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren
konnen tigliche Rhythmen biologischer Aktivitit beobachtet werden, die von einem
endogenen zirkadianen Oszillator gesteuert werden. Dieser zirkadiane Oszillator residiert bei
Sdugern im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus, unterhélt auch unter
konstanten Bedingungen einen Rhythmus mit einer Periodenlédnge von etwa 24 h und wird
unter natiirlichen Bedingungen an den téglichen Wechsel der Beleuchtungsverhéltnisse iiber
neuronale Signale, die von den Augen kommen, angepasst. Fiir die Generation dieser
endogenen Oszillationen konnte die rhythmische Expression von so genannten Uhrengenen
verantwortlich gemacht werden. Nach der heute giiltigen Vorstellung bilden diese zusammen
mit ihren Proteinprodukten interagierende transkriptionelle-translationale
Riickkopplungsschleifen, die fiir einen vollstindigen Durchlauf, bis ein neuer Zyklus beginnt,
etwa 24 h brauchen. Dabei aktivieren zwei Transkriptionsfaktoren der bHLH-PAS-Familie,
CLOCK und BMALI, zu Beginn eines zirkadianen Zyklus als Heterodimer iiber eine
hochspezifisches E-Box-Promotorelement die Transkription der Uhrengene Peri-3, Cryl-2
und Rev-Erba. Im Zytosol bilden die Uhrengenprodukte der CRYs und PERs zusammen mit
der Caseinkinase Ie (CKlg) einen heterotrimeren Komplex, der im Kern wiederum die
CLOCK-BMALI1-abhiingige Transkription blockiert. Uberraschend ist, dass nicht nur die
Neurone des Schrittmachers im SCN diese Rhythmen endogen produzieren konnen, sondern
auch eine Vielzahl peripherer Zellen, selbst, wenn sie iiber Jahre in Kultur gehalten wurden.
Man nimmt an, dass der Rhythmus peripherer Zellen in vivo sowohl iiber neuronalen
Verbindungen als auch iiber bisher noch nicht identifizierte humorale Faktoren synchronisiert
wird. Es ist bis heute weder geklirt, worin die molekularen Unterschiede peripherer
Oszillatoren im Vergleich zum SCN bestehen, noch, wie der Synchronisationsprozess dieser
Zellen zu Stande kommt. Auf Grund methodischer Schwierigkeiten bei der Untersuchung des
SCN wurde zuletzt vermehrt gefordert, sich diesen Fragen zundchst an Hand eines

Modellsystems, wie einer Zellkultur aus immortalisierten Zellen zu ndhern.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob sich die kortikotrophe hypophysire
AtT-20 Tumorzelllinie der Maus prinzipiell fiir die Erforschung zirkadianer Rhythmen und

deren Synchronisation eignet, d.h. ob sie selbst iiber eine stimulierbare rhythmische Uhren-
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gen-Expression verfiigen. Weiterhin sollte eine geeignete Methode gefunden werden, um zir-

kadiane Rhythmen auf mRNA-Ebene darzustellen.

In einem ersten Schritt wurde iiber RT-PCR Technik erstmals nachgewiesen, dass die essen-
tiellen Uhrengene Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmall, Clock und CKle endogen in AtT-20
Zellen exprimiert werden. Fiir jedes dieser Gene wurde nun eine Variante der quantitativen
Real-Time-PCR (RTQ-PCR), die AACr-Methode, validiert, die bei hohem Probendurchsatz
zuverldssig Expressionsunterschiede wiedergeben kann. Durch Stimulation mit Forskolin,
einem Aktivator der Adenylatzyklase, konnte in dieser Arbeit dokumentiert werden, dass kul-
tivierte AtT-20 Zellen in der Lage sind, eine rhythmische Expression von Uhrengenen mit
einer Periodenldnge von etwa 24 h fiir mindestens drei Tage zu zeigen. Von allen hier unter-
suchten Uhrengenen wiesen alle diejenigen eine oszillierende Schwankung des mRNA-
Gehaltes auf, die auch im SCN rhythmisch exprimiert werden, namentlich Perl-3, Cryl-2,
Bmall. Im SCN konstitutiv exprimierten Uhrengene (Clock, Ckle) fluktuieren auch nicht in
AtT-20 Zellen. Dariiber hinaus antworteten Zellen auf das hier angewandte Stimulationspro-
tokoll mit einer initialen Hochregulierung der Transkription fiir das Uhrengen Per/, das im
SCN eine prominente Rolle bei der Anpassung des endogenen Rhythmus an die exogenen
Beleuchtungsverhéltnisse spielt und dort als Antwort auf synchronisierende Lichtpulse in
dhnlicher Weise induziert werden kann. Zeitlich korreliert die Zunahme von Perl-
Transkripten — ebenfalls der Situation im SCN entsprechend — mit einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB und der Induktion seines molekularen Gegenspielers Icer. Die
zeitlich umschriebene Hochregulation der Transkriptionsrate des Repressors Icer wihrend der
ersten Stunden nach Applikation des synchronisierenden Reizes spricht dafiir, dass dieser
womoglich in AtT-20, wie auch bereits fiir Elemente des zirkadianen Systems beschrieben,
eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von Synchronisationsreizes im molekularen Uhr-

werk spielt.

Die genaue Analyse der hier erhobenen Expressions-Rhythmen von Uhrengenen und deren
zeitliches Verhiltnis zueinander deuteten darauf hin, dass in AtT-20 Zellen ein
funktionsfahiges zirkadianes Uhrwerk existiert, das dem des SCN in weiten Teilen gleicht.
Die Moglichkeiten der Stimulation und Manipulation (z.B. durch Transfektion) erheben AtT-
20 Zellen zu einem Modellsystem fiir die Erforschung der molekularen Abldufe in der
zirkadianen Rhythmusgeneration und —synchronisation. Erkenntnisse aus dieser Forschung
konnen in den unterschiedlichsten klinischen Disziplinen wichtige

Anwendungsmoglichkeiten finden.
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6. SUMMARY

Daily rhythms of biological activity are driven by an endogenous circadian oscillator and can
be observed in living organisms as diverse as cyanobacteria, fungi, plants and animals. In
mammals, this circadian oscillator resides in the suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus
and produces robust rhythms of a period length of about 24 hours, even under constant
conditions. Under natural conditions, neuronal input from the eyes entrains its activity to the
environmental light-dark cycle. Endogenous oscillations are generated by rhythmic
expression of so called clock genes and their protein products that form interacting
transcriptional-translational feedback loops, covering a cycling period close to 24 hours. The
circadian cycle starts when two transcription factors of the bHLH-PAS family, CLOCK and
BMALI, enhance transcription by binding as heterodimers to highly selective E-Box
elements of Perl-3, Cryl-2 and Rev-Erba. In turn, a heterotrimeric complex of the clock gene
products of CRYs, PERs and CK1e¢ translocates into the nucleus and blocks CLOCK-BMALI
driven transcription. Surprisingly, not only SCN pacemaker neurons are capable to exhibit
endogenous oscillations but also a multitude of different peripheral cells, even if they have
been cultured for years. One can assume that in vivo the SCN synchronizes rhythms of
peripheral cells by means of both neuronal connections and yet unknown humoral factors. To
date, it is still not elucidated in which way the molecular setup of pacemaker neurons of the
SCN differs from that of peripheral oscillators, nor it is clear, how synchronization of these
cells is performed. As the use of the SCN harbours certain methodical difficulties, it has been

proposed to clarify these questions for the present by means of culturing immortalized cells.

The present work therefore aimed to determine whether the hypophyseal corticotroph AtT-20
cell line of the mouse can serve as a model to investigate generation and synchronization
processes of circadian rhythms, i.e. whether they exhibit rhythmic circadian expression of
clock genes upon stimulation. Further, a suitable method should be found, to analyse cir-

cadian mRNA rhythms.

Here it has been shown for the first time by means of the RT-PCR technique that AtT-20 cells
express endogenously the essential clock genes Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmall, Clock
and CKle. For each of these genes, a variant of quantitative Real-Time PCR, the AACt
method, has been validated, which offers both high-throughput processing of many samples
and a reliable display of differences in expression.
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This work shows that cultured AtT-20 cells are able to exhibit an almost 24 hour rhythm in
clock gene expression for at least 3 days upon stimulation with forskolin, an activator of the
adenylate cyclase. From all genes investigated, all those (Peri-3, Cryl-2, Bmall) showed
oscillating changes of mRNA levels that are also known to be rhythmic in the SCN. On the
other hand, clock genes that are constitutively expressed in the SCN did also not oscillate in
AtT-20 cells (Clock, CKI¢). Further, AtT-20 cells showed an initial up regulation of mRNA
of the clock gene Perl upon stimulation, similar to SCN neurons when synchronized by
photic input signals. Similarly, the increase of Per/ transcripts correlates with the activation
of the transcription factor CREB and the induction of its molecular opponent ICER. In AtT-
20 cells the up regulation of Icer expression is limited to the first hours after stimulation,
indicating that this transcriptional repressor plays an important role in the processing of
synchronizing stimuli to the molecular clock mechanism, as it has been described in other

elements of the circadian system.

The analysis of the here presented rhythms of clock gene expression and their phase relation
demonstrates that a functional circadian oscillator exists in AtT-20 cells that is very similar in
structure and function to that of the SCN. The possibilities to stimulate and manipulate AtT-
20 cells mark them to a model system for the exploration of molecular processes, involved in
generation and synchronization of circadian rhythms. Findings of this research may further-

more be applied in various clinical disciplines.
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7. ABKURZUNGEN

Fiir englischsprachige und lateinische Begriffe, Bezeichnungen fiir Gene und mRNA wurde

generell Kursivschrift verwendet. Proteine wurden in Grossbuchstaben gefasst.

AANAT Arylalkamin N-acetyltransferase

ACTH Adrenokortikotrophes Hormon

ADH Antidiuretisches Hormon (=AVP)

AMPS Ammoniumpersulfat

ANOVA Ony-way analysis of variance

AVP Arginin-Vasopressin (=ADH; antidiuretisches Hormon)
BMAL Brain and muscle Arnt-like protein

bHLH Basic helix-loop-helix

BSA Bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
bp Base pairs (Basenpaare)

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

cDNA Complementary DNA

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

CK Caseinkinase

CLOCK Circadian locomotor output cycles kaput

CRE Ca’"/cAMP responsive element

CREB Ca’*/cAMP responsive element binding protein
CREM Ca’"/cAMP responsive element modulator
CRY Cryptochrom

Cr Threshold cycle number

CT Circadian time (zirkadiane Zeit)

CRH Corticotropin releasing hormone (Kortikoliberin)
DBP D-element binding protein

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

E-Box Enhancer Box

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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ERK
FCS
GCS
HEPES
HRP
ICER
IEG
MAPK
mRNA
NMDA
PAS
PBS
PER
pERK
PKA
PKC
pMAPK
PNS

PT

RHT
RRE
RT-PCR
RTQ-PCR
SCN
SDS
SEM
sqRT-PCR
SumDens
TBE
TBST
TEMED
TPA
VIP

ZT

Extrazelluldr regulierte Kinase
Fetal calf serum

Ganglion cervicale superius
Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsdure
Horseradish peroxidase

Inducible cAMP early repressor
Immediate early gene

Mitogen activated protein kinase
Messanger RNA
N-Methyl-D-Aspartat
Per-Arnt-Sim

Phosphate buffered saline
PERIOD

Phoshorylierte ERK

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phosphorylierte MAPK
Photoneuroendokrines System
Pars tuberalis hypophysealis
Retinohypothalamischer Trakt
REV-ERB/ROR responsive element
Reverse Transkriptase PCR
Real-Time quantitative PCR
Nucleus suprachiasmaticus
Sodiumdodecyl sulfate
Standardfehler des Mittelwertes
Semiquantitative RT-PCR
Summendensitdtswert

Tris Borsdure EDTA

Tris buffered saline und Tween 20
Tetramethylendiamin
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat
Vasoaktives Intestinales Polypeptid
Zirkadiane Zeit
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Verwendete Losungen und Puffer

9. VERWENDETE LOSUNGEN UND PUFFER

Blotpuffer

0,3 M Glycin
0,15% Ethanolamin
20% Methanol

Coomassielosung zum Anfirben von Proteingelen

0,01% Coomassie-Brillantblau
25% Methanol
10% ddH,O

DEPC-H,0O

0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) in ddH,O, iiber Nacht unter stindigem

Riihren inkubiert, dann autoklaviert.

DNA-Probenpuffer (5-fach)

30% w/v Glycerin in 50 mM EDTA
0,001% w/v Xylenyanol
0,001% w/v Bromphenolblau

Elektrophoresepuffer nach Laemmli (pH 8,9)

0,38 M Glycin
0,05 M Tris
0,1% SDS
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Verwendete Losungen und Puffer

Lysepuffer fiir Proteinextraktion

75 ul complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Boehringer Mannheim, Mann-
heim)

5 ul 100 mM PMSF

2 ul0,5M EDTA

418 ul RIPA-Puffer

PBS (Phosphat gepufferte Saline)
0,2 g KCl
0,2 g KH,PO4
1,15 g Na,HPO,
8 g NaCl
mit ddH,O auf 1000 ml aufgefiillt, mit HCI auf pH 7,4 eingestellt

Protein-Probenpuffer (2-fach)

0,8 ml ddH,0O

1,0 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

1,0 ml 0,6 M Imidazol/HCI, pH 6,8
4,0 ml 10% SDS

1,0 ml Glycerin

0,2 ml B-Mercaptoethanol

8,0 mg 0,1% Bromphenolblau
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Verwendete Losungen und Puffer

RIPA-Puffer

7,6 mM NaH,PO,4

1,4 mM Na,PO4

125 mM NaCl

0,4% NP40

0,4% Na-Deoxycholat
2mM EDTA

1 mM PMSF

Sammelgel fiir SDS-PAGE

2,9 ml ddH,O

0,875 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

0,875 ml 0,5 M Imidazol/HCI, pH 6,8

0,75 ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid (Verhiltnis AA/BAA: 37,5/1)
0,05 ml 10% SDS

0,40 ml 0,1% Bromphenolblau

0,05 ml 10% AMPS

0,01 ml TEMED

TBE (0,5-fach)

54 g Tris

27,5 g Borsdure

20 ml 0,5 M EDTA pH 8.0
mit ddH,O auf 10 1 aufgefiillt.

TBST (Tris buffered saline, Tween 20)

20 mM Tris
137 mM NacCl
0,1% Tween 20
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Verwendete Losungen und Puffer

Trenngel fiir SDS-PAGE (10% Acrylamid/Bisacrylamid)

7,25 ml ddH,O

3,75 ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid (Verhéltnis AA/BAA: 37,5/1)
3,75 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,9

0,15 ml 10% SDS

0,05 ml 10% Ammoniumpersulfat (AMPS)

0,01 ml Tetramethylendiamin (TEMED)
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