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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Orexine

1.1.1 Entdeckung und Allgemeines

Die Neuropeptide Orexin A und B wurden erstmalig im Jahre 1998 beschrieben, zum
einen von einem Forscherteam um Takeshi Sakurai in Texas, USA (1), zum anderen von
einem Forscherteam um Luis de Lecea (2).

Sakurai et al. suchten in ihrer Studie nach endogenen Liganden verschiedener Orphan-
Rezeptoren aus der Familie der G protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (1). Sie
isolierten hierbei endogene Peptid-Liganden fir den Orexin-Typ-1-Rezeptor (OX1R).
OX2R wurde aufgrund einer Sequenzhomologie zum OX;R identifiziert. Der OX1R weist
Homologien zu den Rezeptoren fur Neuropeptid Y, TRH, Cholezystokinin A und NK2
Neurokinin auf. Der OX2R ahnelt stark dem OXiR, die Sequenzidentitat betragt 64%.
Beide Rezeptorgene zeigen einen hohen Grad an Konservierung: Der OXsR weist eine
94%ige, der OXzR eine 95%ige Homologie zwischen Mensch und Ratte auf. Orexin-
Rezeptoren im Hypothalamus kénnen nach Bindung von Orexin A primar Gg-, jedoch auch
Gs-, Go-, oder Gi-Proteine aktivieren (3). An welches G-Protein gekoppelt wird, hangt unter
anderem davon ab, ob der Organismus sich momentan im Fastenzustand befindet und ob
es sich um einen zentralen oder einen peripheren Rezeptor handelt. Orexin-Rezeptoren
aktivieren weiterhin Uber die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38. ERK scheint zellschitzend
zu sein, wahrend der Signalweg Uber die mitogen-/stress-aktivierte Proteinkinase p38 im
CHO-Zellversuch (unabhangig von p53 und Caspase) zur Apoptose der Zelle flihrt (4).

Die Liganden der Rezeptoren benannte Sakurais Forschergruppe nach dem griechischen
Wort ,orexis' (Appetit) ,Orexine“, da sie nach Verabreichung von Orexinen die Nahrungs-
aufnahme stimulierten (1). Sie identifizierten Orexin A als ein 33 Aminosauren grofes
Peptid mit einem Molekulargewicht von 3562Da, wahrend Orexin B, welches eine 46%ige
Sequenzahnlichkeit zu Orexin A aufweist, 28 Aminosauren grof} ist und 2937Da aufweist.
C-terminal findet sich im Orexin A eine Amidierung, N-terminal ein Pyroglutamylrest sowie
im Verlauf zwei Disulfidbriicken. Orexin B besitzt ebenfalls eine C-terminale Amidierung,
N-terminal jedoch ein verkirztes Ende. Das Peptid verlauft linear ohne Disulfidbricken.
Beide Peptide werden durch proteolytische Spaltung aus einem gemeinsamen Vorlaufer-
Protein freigesetzt. Dieses Prapro-Orexin (PPO) ist ausschlieBlich im Hypothalamus (bzw.
bei Ratten in geringer Anzahl in den Testis) im lateralen und posterioren Gebiet sowie
perifornikal, subthalamisch in der Zona Incerta, subincerta und in subthalamischen
Kerngebieten exprimiert (1) (5). Das humane PPO-Gen besteht aus einer Sequenz von
1432 Basenpaaren (6). Das 143 Basenpaare umfassende erste Exon enthalt neben der

untranslatierten 5‘-Region einen kleinen, aus den ersten sieben Resten der
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1 Einleitung

sekretorischen Signal-Sequenz bestehenden, Teil der kodierenden Region, wahrend das
zweite Exon mit der untranslatierten 3‘-Region den gesamten Rest der kodierenden
Region enthalt. PPO zeigt eine 83%ige Sequenzhomologie (Mensch) und eine 95%ige

Sequenzhomologie (Maus) gegeniber der Sequenz von Ratten auf (1).

Prapro-Orexin (Prapro-Hypocretin)

N{ | orexinA || OrexinB | %C
p 33 65 69 95 130

COooH

OX;-Rezeptor OX,-Rezeptor

Abbildung 1: Prapro-Orexin, das Vorlaufer-Protein der Orexine ( © Olaf
Johren). Modifiziert nach Johren O, Briiggemann N, Dominiak P (2004)
Orexins (hypocretins) and adrenal function. Horm Metab Res 36:370-375

Orexin A weist eine hohe Affinitat sowohl zum OX;R als auch zum OX:R auf, wahrend
Orexin B eine wesentlich geringere Affinitdt zum OX4R zeigt als Orexin A und lediglich
hochaffin an den OX2R bindet (1). Somit ist Orexin A nicht selektiv, Orexin B jedoch
selektiv.

Im Rahmen einer Studie zur Erstellung einer cDNA Datenbank des Hypothalamus von
Ratten wurde von einer Forschergruppe um Kaare M. Gautvik unter anderem eine ,clone
35° (Prapro-Orexin) genannte cDNA entdeckt (7). Sie fanden eine bilateral symmetrische
Expression ausschliellich in einigen Zellen des paraventrikularen hypothalamischen
Gebiets sowie ependymalen Zellen. Aufgrund der Sequenz der clone 35 mRNA vermutete

die Forschergruppe bereits 1996, dass sie fur ein sekretorisches Protein mit einer Stelle
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fur proteolytische Spaltung kodierte. Sie vermuteten, dass es sich hierbei um einen
Hormonvorlaufer handeln kénnte. 2 Jahre spater untersuchten de Lecea et al. die
Spaltprodukte von ,clone 35°, die sowohl eine Ahnlichkeit zueinander als auch mit dem
Hormon Sekretin aufweisen, und vermutete eine Zugehdrigkeit zur Inkretin-Familie (2).
Der Name der Spaltprodukte, ,Hypokretin® (1 bzw. 2), wurde aus Hypothalamus und
Inkretin zusammengesetzt. Die Gruppe vermutete des Weiteren einen spezifischen

Rezeptor fur Hypokretin 2.

1.1.2 Verteilung Orexin-positiver und Orexin-Rezeptor exprimierender Neurone und
Projektionen

Orexin A und B exprimierende Neurone finden sich vor allem im lateralen, posterioren und
ventralen Hypothalamus sowie dem perifornikalen Nukleus. Spezifischer in der
subthalamischen Zona incerta, subincerta und in subthalamischen Nuklei (1) sowie im
Bereich zwischen Fornix und dem mamillothalamischen Traktus (2).

Projektionen der Neurone ziehen in viele Bereiche des Gehirns. Sie reichen bis in weit
entfernte Hirnareale, wie den olfaktorischen Bulbus und den Hirnstamm (8), wobei die
nummerische Distribution der Axone, beziehungsweise deren Dichte, nach angesteuertem
Hirngebiet variiert (2) (8). So finden sich beispielsweise zahlreiche Projektionen zum
zentralen Grau und Locus coeruleus, jedoch ziehen weniger unter anderem in die Nuclei
tractus solitarii (2). In sehr geringer Anzahl finden sich auch Projektionen in den
motorischen und sensorischen Kortex (8). Orexin A-immunreaktive Fasern steuern
wesentlich mehr Bereiche an und sind dichter konzentriert als Orexin B-Fasern (9). Eine
Arbeitsgruppe um Mintz untersuchte 2002 die Verteilung der Neurone und Projektionen in
syrischen Hamstern im Vergleich zur Ratte (10). |hre Resultate lieRen sie darauf
schliel3en, dass das Orexin-System einer starken Konservierung zwischen verschiedenen
Arten unterliegt. Die topographische Untersuchung des Orexin-Systems in tagaktiven
Ratten kam zu einem ahnlichen Ergebnis, namlich einer Konsistenz des Systems
zwischen den verschiedenen Nagerarten (11). Die Tatsache, dass sich Orexin A Fasern
sowohl im dorsalen als auch medianen Raphekern und dem Locus coeruleus finden, ist
ein Hinweis auf den Einfluss des Orexin-Systems auf die zirkadiane Rhythmik des
Organismus (12).

Orexin-enthaltende Axone steigen von kranial hinab und innervieren das Rickenmark auf
allen Etagen, von zervikal bis sakral. In drei Bereichen finden sich besonders hohe
Axondichten: In  der Marginalzone, einem Bereich dem Sinnes- und
Schmerzempfindungen zugeordnet werden sowie im intermediolateralen und sakralen
Bereich, was auf eine Rolle des Orexin-Systems bei der Regulation des sympathischen
und parasympathischen Nervensystems hindeutet (13).

Bezlglich der Rezeptoren fand sich zentral eine insgesamt komplementéare Verteilung von
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OX1R und OXzR (14). PPO konnte im Hoden von Ratten nachgewiesen werden (jedoch
nicht in den Ovarien weiblicher Ratten). Das Produkt Orexin A selbst wurde im
Rattenplasma detektiert. Die mRNA des OX{R wurde in peripheren Geweben wie Nieren,
Nebennieren, Schilddrise, Eierstdcken, Hoden und Jejunum nachgewiesen, jedoch nur in
geringen Mengen. OX2R mRNA fand sich in den Nebennieren in vierfach héherer Menge
als im Gehirn. Die unterschiedliche Distribution der peripheren Orexin-Rezeptoren deutet
auf periphere Effekte von Orexinen hin. Die geschlechts-spezifische Expression lasst eine
Beteiligung der Orexine an endokrinen Funktionen vermuten (5). Neuere Untersuchungen
deuten auf unterschiedliche Expressionen der Orexin-Rezeptoren und somit differente

neuronale Bahnen zwischen verschiedenen Chronotypen hin (15).

1.1.3 Einfliisse des Orexin-Systems auf den Organismus

1.1.3.1 Schlaf-Wach-Verhalten

Histaminerges System

Orexine depolarisieren histaminerge Neurone (TMN) Gber OX1R und OXzR, wobei OX2R
starker exprimiert zu sein scheint (16). Da nach Aktivierung des Hi-Rezeptors der TMN
durch Orexin A die Wachheit der Testtiere anstieg, wird vermutet dass der Effekt von
Orexin A zumindest teilweise Uber eine Histaminausschittung vermittelt wird (17). Die
Neuronen beider Systeme liegen haufig nah beieinander und bilden gegenseitige
Kontakte Uber Axone aus (16), eventuell findet eine Kommunikation der Neurone unter
anderem Uber positive Feedbackloops statt (18). Die histaminergen Neurone des TMN,
bzw. allgemein des Hypothalamus werden durch Orexin A und B erregt (16), wobei sowohl
ein gleich starker Einfluss der beiden Hormone auf die Histaminfreisetzung im TMN
festgestellt wurde (19), als auch ein starkerer Effekt von Orexin A gegeniber Orexin B (bei
intrazerebroventrikularer Injektion) (20). Der Vorgang scheint durch den OX:R vermittelt
zu sein (19). Die Applikation eines Hi-Antagonisten fiihrt zu einer Aufhebung des
Wachheits-Effektes durch Orexin A (21).

Narkolepsie und Insomnie

Narkolepsie aulerst sich durch attackenartige Schlafanfalle, vor allem bei Midigkeit, aber
zum Beispiel auch, wenn die betroffenen Personen stark Lachen missen (22). Es kann
schon im Kindesalter auftreten.

Narkolepsie scheint mit einem globalen Verlust von Orexinen, bzw. einem defizitaren
Orexin-System einherzugehen (23) (24). Ein Beitrag zur genetischen Pradisposition der
Erkrankung scheint nicht zu existieren. In dieser Hinsicht wird jedoch ein Polymorphismus
im PPO-Gen diskutiert (25). Orexin-defiziente (26), bzw. transgene Orexin/ataxin-3 Mause

(27) zeigen einen der humanen Narkolepsie bzw. canarc-1 mutierten Hunden (einziges
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monogenetisches Modell der Narkolepsie) ahnlichen Phanotyp. Das anti-narkoleptische
Medikament Modafinil aktiviert auch im Mause-Modell Orexin enthaltende Neurone (26).
In Hunden wird Narkolepsie durch eine Mutation im canarc-1-Gen verursacht, welches als
Mutation in der flr den OX:2R kodierenden Region identifiziert werden konnte (28).

Die humane Narkolepsie geht mit einem bis zu 95%igem Verlust an Orexin-Neuronen
einher (29) verbunden mit einer Gliose, was ursachlich fir einen degenerativen Prozess,
der zum Verlust der Orexin-Neurone fihrt, spricht. Ein lokalisierter, quantitativ
beschrankter Verlust der Orexin-Neurone vor allem im posterioren Hypothalamus durch
Gliose ohne Verlust der Projektionen im anterioren Hypothalamus scheint eine Kataplexie,
die haufig die Narkolepsie begleitet, zu verhindern (30).

Orexin A - Konzentrationen sind im Liquor humaner Narkoleptiker meist auf nicht
messbare Werte gesunken (24), vermutlich liegt bei Einsetzen der Symptomatik bereits
ein ausgepragter Orexinmangel vor (31).

Die Orexin-Plasmakonzentration ist bei Narkoleptikern ebenfalls vermindert (32).
Vorliegendem Orexin-Mangel folgt eine moderate jedoch signifikante Minderung der
OXiR-Expression, die fur den OX2R nicht beobachtet werden konnte (33). Der Erhalt der
OX2R kénnte wichtig sein fir eine eventuelle Therapie der Narkolepsie durch Orexine.
Uber den OX.R ist bekannt, dass iiber Orexin B die MAP-Kinasen ERK1/2 aktiviert
werden, ein Vorgang, der beeinflusst wird durch das Auftreten natirlicher Mutanten,
welche wiederum mit Narkolepsie assoziiert sind (34).

Die Konzentration von Orexin A ist im CSF (cerebrospinal fluid) der Totenkopfaffchen
(Saimiri) wahrend der ersten ein bis drei Stunden des Tages niedrig (35). Da
narkoleptische Menschen, die kein Orexin besitzen nach dem Schlafen in der Lage sind
fir bis zu drei Stunden wach zu bleiben, scheint Orexin in diesem Zeitraum keine Rolle zu
spielen beim Erhalt eines Wachzustandes, ist jedoch im Anschluss essentiell (36). Die
exogene Gabe von Orexin A an narkoleptische Hunde fiihrte zu einer Reduktion der
kataplektischen Symptome, einer veranderten Schlafphysiologie, sowie langeren
Wachphasen (37). Narkoleptische Maus-Modelle zeigten nach einer Orexin-Gentherapie
wieder normale Wachheitsmuster (38).

Inzwischen wird die Wirkung von Orexin A am Menschen mit narkoleptischen Probanden
erforscht indem Uber intranasale Applikation Medikamente direkt ins zentrale
Nervensystem Uberfiuihrt werden (39). Orexin A flhrte zu einer Modulation des Schlafes,
unter anderem wurden die Haufigkeit der REM-Schlafphasen und die Ubergéange von
Wachphasen zum REM-Schlaf vermindert. Zudem zeigten die Probanden nach
intranasaler Orexin A Applikation eine erhéhte Aufmerksamkeit (40). Der flir den OXzR
selektive Agonist YNT-185 wurde kurzlich von dem Forscherteam Irukayama-Tomobe et
al. entdeckt (41). Sie konnten nach Verabreichung eine Unterdrickung

kataplexiedhnlicher Episoden im Tiermodel darstellen.



1 Einleitung

Da ein Mangel an Orexinen zu Narkolepsie flihrt, liegt die Annahme nahe, dass eine
Uberaktivitat von Orexin-Neuronen Insomnie verursachen kénnte. In einem Zebrafisch-
Modell konnte eben dies dargestellt werden (42). Die Uberexpression von Orexin erhéhte
die Bewegungsaktivitat, verklirzte die Ruhezeiten und flihrte zu Ein- und
Durchschlafstorungen. Eine neuere Studie mit an Narkolepsie mit Kataplexie erkrankten
Probanden zeigte allerdings, dass auch stark erniedrigte Orexin A Level im Liquor mit
einer Verlangerung der Einschlafzeit sowie unterbrochenem Schlaf assoziiert sind (43).

Weiterhin wurde die Vermutung geaulert, eine erhdhte Konzentration an Orexinen kénne
Ursache der verkilrzten Schlafenszeiten von Dialyse-Patienten sein (44). Die Gabe eines
dualen Orexin-Rezeptor-Antagonisten wie Almorexant (45) oder Suvorexant (46) zeigt

einen schlafférdernden Effekt.

Stressreaktionen

Orexine scheinen an gewissen Stressreaktionen mitzuwirken, da bestimmte Stressoren
die Auschittung von Orexinen erhdhen (47). Dies wiederum fuhrt zumindest bei intraze-
rebroventrikularer Injektion zu einer Erh6hung von Kortikosteron. Orexin-Neurone sind
Uberdies mit verschiedenen sympathischen Systemen verbunden, so dass hier ein modu-
liernder Einfluss naheliegt, im Sinne einer ,Fight-or-Flight“-Reaktion oder der Regulation
des Erregungsgrades (48). So zeigte sich in Orexin-defizienten Mausen eine verminderte
Reaktion auf emotionalen Stress, sowohl hinsichtlich des Verhaltens als auch kardiovas-
kulare Aspekte betreffend, im Sinne eines verminderten sympathischen vasokonstriktori-
schen Tonus (49). Orexine scheinen direkt exzitatorisch auf praganglionare sympathische
Neurone zu wirken und kénnten hiertiber Einfluss auf das kardiovaskulare System und die
Energyhomdostase nehmen (50). Mause, denen intrazerebroventrikular Orexin A zuge-
fugt wurde, zeigten neben verlangerten Wachphasen auch deutliche stressassoziierte
Symptome, wie zum Beispiel das Kauen auf nicht essbaren Gegenstéanden (51). Da
Stress zu einer erhdhten Orexinausschuttung fuhrt, was wiederum eine gesteigerte physi-
kalische Aktivitat bedingt, in dessen Folge noch mehr Orexin ausgeschiittet wird (s.0.) und
Orexin in hohen Dosen analgetisch wirkt (siehe 1.1.3.6) steht zu vermuten, dass es sich
hier um einen komplexen Vorgang im Rahmen der ,Fight-or-Flight*-Reaktion handeln

konnte.

1.1.3.2 Nahrungsaufnahme/Energie-Homoéostase

Die primare Lage der Orexin-Neurone im lateralen Hypothalamus sowie die weite axonale
Verteilung in fast alle Hirnregionen lassen vermuten, dass das Orexin-System eine
Vernetzung des Hypothalamus mit anderen Hirngebieten darstellt und einen Einfluss auf
das Essverhalten hat, da die laterale Region des Hypothalamus stark mit der Regulation

der Nahrungsaufnahme assoziiert ist (52). Beidseitige Zerstérungen in diesem Gebiet
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fuhren zum Verlust spontaner Nahrungsaufnahme (53). Hierzu passt die Beobachtung,
dass Orexin-Neurone durch Glukose und Leptin in ihrer Aktivitdt gehemmt werden (54).
Wobei der Effekt, den Leptin auf das orexinerge System hat, intersexuelle Unterschiede
aufzuweisen scheint (55).

Neben Verminderung des Hungergefiihls bzw. des Appetits sind bei Zerstérung der
Orexin-Neurone im lateralen Hypothalamus auch verminderter Durst und Gewichtsverlust
zu beobachten (56). Fasten wiederum erhéht die Ausschittung von Orexin-Hormonen in
Ratten, allerdings nur wahrend der Schlafphasen (57). Zusatzlich dazu findet eine
Induktion der hypothalamischen Gen-Expression von OX:R und OXzR (3) sowie eine
erhdhte Produktion von Prapro-Orexin statt (1). Eine Arbeitsgruppe, die die Auswirkungen
des intermittierenden Fastens wahrend des Ramadans untersuchte, fand wahrend der
Fastenstunden ebenfalls erhdhte Plasmaspiegel von Orexin A (58).

Orexin A und B stimulieren dosisabhangig die Nahrungsaufnahme. Fettreiche Nahrung
scheint zu Beginn kurzzeitig exzitatorische Orexin-Synapsen zu dampfen, worin Linehan
et al. einen Mechanismus zur Vermeidung dauerhaft fettreicher Nahrungsaufnahme
mutmalen (59). Der Effekt verschwindet nach vier Wochen, so dass dies ein ursachlicher
Faktor fur Ubergewicht sein kdnnte. Andererseits scheint aber auch Orexinmangel zu
Ubergewicht zu filhren. Transgene Orexin/ataxin-Mause zeigten eine spat einsetzende
Adipositas, obwohl sie im Vergleich mit gesunden Wurfgeschwistern weniger Nahrung zu
sich nahmen (27). Dartber hinaus scheint auch der Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme
einen Orexin vermittelten Effekt auf den Metabolismus zu haben (60). Die
Nahrungsaufnahme wahrend der Ruhezeiten von Ratten fihrte zu zirkadianer
Desynchronisation, in deren Folge Ramirez-Plascencia et al. eine Beeintrachtigung des
Metabolismus vermuten. Menschliche Probanden mit idiopathischer Hypersomnie zeigten
einen geringeren BMI als Patienten mit Narkolepsie, was indiziert, dass wahrscheinlich
nicht der Bewegungsmangel durch Tagesmiidigkeit die Ursache des Ubergewichts ist
(61). Vielmehr scheint der bei Narkoleptikern vorliegende Orexinmangel mit einem
Leptinmangel einherzugehen (62), wobei letzteres zu Ubergewicht fihrt (63). Leptin
wiederum unterdriickt in Fastenzeiten die erhdhte Produktion der Orexine (64). Des
Weiteren scheinen Orexine das hypothalamische Insulin-Signaling zu beeinflussen (65).
Der Orexinmangel weiblicher Orexin defizienter Mause fuhrte in Verbindung mit
hochkalorischer Nahrung zu starkem Ubergewicht. Andererseits zeigen aber auch nicht
Ubergewichtige Orexin defiziente Tiere eine verminderte Glukosetoleranz —mit
Insulinresistenz im Alter. Vermutlich aktiviert der Geschmack ,suf" Orexin-Neurone, die zu
einer Erhéhung der Insulinsensitivitat der Muskulatur sowie des Glukosemetabolismus
fUhren (66). Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Beobachtung, dass gealterte Ratten
einen bis zu 40%igen Verlust an Orexin-Neuronen aufweisen, was das vermehrte

Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 im hdheren Alter teilweise erklaren kdnnte (67)
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(siehe hierzu auch 1.1.3.3). Mit diesen Beobachtungen konform geht eine Studie von
Kaczmarek et al. (68). In an Diabetes Typ 2 erkrankten Ratten steigerte Orexin A die
Insulinempfindlichkeit der Zielzellen und verbesserte Uber diesen Mechanismus die
Glukosekontrolle der Tiere.

Orexine regulieren mdglicherweise auch den Tagesrhythmus von Oxytocin-Neuronen im
paraventricularen Kern des Hypothalamus, deren Hormon wiederum Einfluss auf die Ho-
mdostase sowie die Regulierung des Kérpergewichts hat (69). Orexin-Neurone des latera-
len Hypothalamus scheinen Uber ihre Rezeptoren mittels Orexin A und B direkte exzitato-
rische Wirkung auf prédgangliondre sympathische Neurone zu haben (50). So nehmen die
Orexine eventuell Einfluss auf die sympathische Aktivierung der Leber, ahnlich der Beein-
flussung des Pankreas. Hierhin ziehen ebenfalls Projektionen des lateralen Hypotha-
lamus, was auf einen peripheren Einfluss des Orexin-Systems auf die Nahrungsaufnahme
hindeutet (70). Unter Einfluss von Orexin A zeigten Mause eine gesteigerte spontane
physikalische Aktivitat mit korrelierender Steigerung des Sauerstoffkonsums, so dass eine
Beteiligung des Orexin-Systems an der Aktivitdtsthermogenese angenommen werden
kann (71). AuRerdem fuhrte eine erhéhte Inanspruchnahme eines Laufrades bei Ratten
zu einer erhdhten Aktivitat Orexin exprimierender Zellen, wahrend die Abwesenheit eines
Laufrades und damit die Mdéglichkeit physischer Betatigung zu einer Verminderung der
Neuronenaktivitat fihrte (72). Diese Mechanismen kdénnen auch als Teil der ,Fight-or-

Flight“-Reaktion gesehen werden (s.0.)

1.1.3.3 Alter

Der Einfluss des Orexins auf den Alterungsprozess des Korpers bzw. Anderungen der
zentralen und peripheren Orexin-Konzentration in Abhangigkeit vom Lebensalter ist
zurzeit noch nicht vollstandig geklart. Wahrend einerseits angenommen wird, dass die
Funktion des Orexin-Systems im hohen Alter infolge Stérung der zentralen Projektionen
abnimmt, was dann zu Stérungen des Schlaf-/Wachrhythmus fihrt (73), zeigte
andererseits eine grofle Screening-Untersuchung der Orexin A-Konzentrationen im Liquor
keine signifikanten Konzentrationsunterschiede in Abhangigkeit vom Lebensalter (74), im
Plasma jedoch einen signifikanten Anstieg jenseits des 60. Lebensjahres (75). Im
Rattenversuch wurde wiederum zu bestimmten Tageszeiten eine Verminderung der
Orexin A-Konzentration im Liquor mit hdherem Lebensalter festgestellt (76). Eine fragliche
Abnahme der hypothalamischen Prapro-Orexin-mRNA steht zur Debatte, da sowohl eine
Verminderung (im lateralen Hypothalamus) (77) als auch keine Abnahme der RNA (im
posterioren Hypothalamus) gefunden wurde (76). AuRerdem wiesen gealterte Ratten, wie
oben erwahnt, einen bis zu 40%igen Verlust an Orexin-Neuronen auf, so dass dieser
Mangel neben dem Diabetes mellitus Typ 2 auch ursachlich in altersassoziierte

homdostatische Stérungen sowie kognitive Dysfunktionen involviert sein kdnnte (67).
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Andererseits ist es aber auch mdglich, dass das Orexin-System durch Erkrankungen wie
Alzheimer beeintrachtigt wird, so fand sich in erkrankten Probanden eine deutlich

verminderte hypothalamische Neuronenzahl (78).

1.1.3.4 Schmerz

Wie oben erwahnt, projizieren Orexin-Neurone in viele Bereiche der gesamten Lange des
Rickenmarks. Morphologisch wurde nachgewiesen, dass Orexin A hdchstwahrscheinlich
in die Schmerzinhibition im Rickenmark involviert ist (79). Weiterhin an der spinalen
Orexin vermittelten Schmerzmodulation beteiligt sind sowohl der OX1R (80) als auch der
Glycin-Rezeptor sowie der P2X-Purinerge Rezeptor (81). Exogen zugeflhrtes Orexin A
zeigt sich wirksam gegenuber neuropathischen Schmerzen (82), akuten
Schmerzereignissen in Form thermischer und chemischer Reize (80), sowie
mechanischer Allodynie infolge Nervenschadigung (83). Orexin B ist meist wirkungslos
(82) (80), dampft jedoch die mechanische Allodynie ab, allerdings mit geringerer Potenz
als Orexin A (81). Es wirkt zudem exzitatorisch auf bestimmte inhibitorische
Rickenmarks-Neurone, was darauf hindeutet, dass es ebenfalls an der
Schmerzmodulation beteiligt ist (84). Der analgetische Effekt von Orexin A scheint von der

Potenz her mit dem von Morphin vergleichbar (85).

1.1.3.5 Effekte auf das Belohnungssystem

Orexin-Neurone des lateralen Hypothalamus projizieren unter anderem in das ventrale
Tegmentum, ein Gebiet, das mit Belohnung vergesellschaftet ist (86). Orexin-Neurone
werden unter anderem aktiviert durch Reize oder Signale, die darauf hinweisen, dass
Drogen oder Essen als Belohnung erhaltlich sind. Neben Orexinen scheinen noch andere
hypothalamische Neuropeptide in das sogenannte ,drogensuchende’ Verhalten involviert
zu sein (87). Orexine spielen eine Rolle im Belohnungssystem des Gehirns sowie bei
Sucht, beim Drogenrickfall (86) und bei der Toleranzentwicklung gegeniber Morphinen
(88). Orexin defiziente Mause (89), bzw. Tiere ohne Prapro-Orexin-Gen (90) zeigen eine
deutlich geringere Morphin-Abhangigkeit (89) sowie weniger ausgepragtes Morphin
induziertes Verhalten (90). Exogen zugeflhrtes Orexin A oder eine exogene Aktivierung
der Orexin-Neurone fuhrt im Tierversuch zum Wiederaufleben einer Kokain- (91) oder
Alkoholsucht (92). Dabei sind die Orexine vermutlich nicht verantwortlich fir die
Entwicklung zum Beispiel einer Vorliebe fir Alkohol, sie flihren aber bei Vorliegen
bestimmter Reize oder Signale, die eine Verflugbarkeit der Droge induzieren zu einem
Wiederaufleben des alkoholsuchenden Verhaltens. Orexinerge Projektionen in den
Nukleus accumbens als Teil des Belohnungssystems beeinflussen weiterhin einen

Ruckfall zur Morphinaufnahme bei Vorliegen von Stress oder Nahrungsentzug (93).
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Der OX1R-Antagonist ist in der Lage das Wiederaufleben eines einmal geléschten dro-
gensuchenden Verhaltens zu blockieren (91), die Toleranzentwicklung gegentiber Mor-
phinen aufzuheben (88) und die Aufnahme von Alkohol im Sinne eines geringeren Kon-
sums zu modulieren (94). Weiterhin blockiert er das Wiederaufleben einer Kokainsucht

durch Reize / Signale, die mit der Kokainsucht assoziiert waren (91).

1.1.4 Weitere Erkrankungen

Beim M. Parkinson findet sich ein mit der Krankheitsprogression korrelierender
fortschreitender Verlust von Orexin-Neuronen im Hypothalamus, was ursachlich sein
kdnnte fur das Auftreten Narkolepsie ahnlicher Symptome bei der Parkinson-Krankheit
(95).

Orexin A ist in der Lage Uber den OXsR die neurogene Vasodilatation duraler und
intrakranieller BlutgefalRe zu inhibieren. Eine Orexin vermittelte Vasodilatation ist daher
ein vermuteter Pathomechanismus der Migrane (96) (97).

Hohe Dosen intrathekalen Orexins A oder B verursachen epileptische Aktivitdten im
Tiermodell, auch das totale EEG power Spektrum wird erhdht (98). Umgekehrt gibt es
Hinweise darauf, dass die Blockade des Orexin A-Rezeptors die Krampfschwelle erhéhen
und die Krampfdauer reduzieren kénnte (99).

Orexine haben einen Einfluss auf die Alzheimererkrankung (100). Sie regulieren unter
anderem die zirkadiane Rhythmik der Risikogene der Alzheimererkrankung. Erhdhte
hypothalamische Orexinspiegel fiihren zu einer Verschlechterung der Erkrankung.

Die Konzentration von Orexin A im Liquor schwankt in Abhangigkeit von der Jahreszeit,
ein Sachverhalt welcher einen Einfluss auf Wintermidigkeit und das SAD (Seasonal
Affective Disorder, sogenannte Winterdepression) unterstitzt (101), beziehungsweise
fuhrt andauernde verminderte Tageslichtintensitat zu Depressionen, Angst sowie Lern-

und Gedachtnisproblemen, ein Symptomkomplex, der durch Orexin mediiert wird (102).

1.1.5 Weitere Wirkungen von Orexinen

1.1.5.1 Steroidsynthese/-Freisetzung

Beide Orexin-Rezeptoren werden in der Nebennierenrinde erwachsener Ratten (5) (103)
sowie des Menschen (104) exprimiert. Die dauerhafte Gabe von Orexin A und B fihrt
zwar nicht zu einer Erhéhung der plasmatischen Konzentration von ACTH (103). Es findet
sich aber eine erhdhte Plasmakonzentration flr Kortikosteron, wobei Orexin A einen
starkeren Effekt verursacht als Orexin B (105). Nur Orexin A steigert dosisabhangig die
Glukokortikoid-Ausschittung (106). Die selektive Stimulation der Glukokortikoid-
Freisetzung wird vermutlich Gber eine ausschliellich OXiR-vermittelte Aktivierung des
Adenylatcyclase / PKA-abhangigen Signalwegs gesteuert (107). Es wird vermutet, dass

Orexine unter anderem Uber PKC-ERK1/2-Signalwege auch die Steroidgenese in der
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menschlichen Nebenniere beeinflussen (108).

1.1.5.2 Zerebrale zellulare Plastizitat

Endogenes Orexin ist in die zrkadiane Modulation hippocampaler NMDA-
Rezeptorfunktionen involviert (109). Hieraus schlief3t die Forschergruppe um Martina
Perin, dass Orexine die zerebrale zellulare Plastizitat beeinflussen. Folglich kommt ihnen
damit auch ein modulierender Einfluss hinsichtlich Erinnerungsvermdégen und Schlaf-

Wach-Zyklen zu.

1.1.5.3 HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

Orexine aktivieren den Hypoxia inducible Factor 1 (HIF-1) und flhren gleichzeitig zu einer
Down-Regulation seines Inhibitors, von Hippel-Lindau Protein (110). In der Folge kommt
es zu einer erhéhten ATP-Produktion, womit die Rolle des Orexin-Hormon-Systems hin-
sichtlich Hunger und Wachheit weiter unterstrichen wird. Zusatzlich werden anscheinend
weitere Hypoxie assoziierte Gene Downstream von HIF-1alpha durch Orexine aktiviert, so
zum Beispiel VEGF und Erythropoetin (111). HIF-1 ist ein DNA-Bindeprotein mit Enhan-
cer-Funktion, welches durch Hypoxie aktiviert (112) und durch Oxygenierung inaktiviert
wird (113), und unter anderem in die Synthese glykolytischer Enzyme unter hypoxischen
Zustanden involviert ist (114). Das von Hippel-Lindau Tumor Suppressor Gen verhindert
die Stabilisierung der Alpha-Untereinheit von HIF und fihrt somit zu einer Inaktivierung
der DNA-bindenden Funktion (115). Den Orexinen wird eine neuroprotektive Wirkung zu-
gesprochen, die vermutlich unter anderem auch HIF-1alpha vermittelt ist (116). So scheint
es Uber diesen Mechanismus zu einer Reduktion des Infarktvolumens nach Reperfusion

eines zerebralen Infarktareals zu kommen.

1.2 Chronobiologie
1.2.1 Zirkadiane Rhythmen und der Nukleus suprachiasmaticus (SCN)

Bereits 1972 vermuteten Robert Moore und Victor Eichler, dass entweder der SCN selbst,
zumindest aber Neurone dieser Region einen rhythmischen Einfluss auf die
Nebennierenregion haben, indem sie die der Nebenniere Ubergeordnete Hypothalamus-
Hypophysen-Achse kontrollieren (117). Im gleichen Jahr konnten sie eine neuronale
Verbindung zwischen Ganglienzellen der Retina und der suprachiasmatischen Region
darstellen (118). Dies untermauerte ihre Hypothese, dass der SCN ein zentraler Taktgeber
ist und neuroendokrine Reaktionen auf Licht vermittelt. Der SCN kontrolliert den
zirkadianen Schlaf-/Wach-Rhythmus im Sinne einer biologischen Uhr (119). Daneben gibt
es auch oszillierende Gene (120) und es scheinen vom Nucleus suprachiasmaticus

unabhangige peripher regulierte zirkadiane Rhythmen zu existieren, z.B. des Clock-Gens
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mPer2, die organspezifisch die zirkadiane Genexpression steuern (121) und deren
Entkopplung vom SCN durch bestimmte aufere Einflisse (z.B. Futterungszeiten)
zumindest teilweise durch Glukokortikoid-Hormone inhibiert wird (122). Die Zellen dieser
suprachiasmatischen Region bestimmen die vorherrschende Periode des zirkadianen
Rhythmus im Organismus (123). Die - veranderliche — Phase des zentralen
Schrittmachers wird durch Lichtsignale aus der Umgebung eingestellt und erhalten,
welche via des RHT den SCN erreichen und hier die Genexpression induzieren (124).
Hierbei ist Licht sehr geringer Intensitat, ab ~180Lux, bei Menschen ausreichend, um die
eingestellte Phase zu erhalten oder neue Phasen einzustellen (125). Da in der modernen
Arbeitswelt meist ein Aufenthalt in beleuchteten Innenrdumen nétig ist, kann davon
ausgegangen werden, dass kunstliches Licht (< 1000 Lux) heutzutage der Haupt-
Synchronisator des Menschen ist.

Der SCN hangt von der Expression bestimmter Uhrengene ab (122). Von diesen sind
zumindest 7 essentiell fir die Funktion zirkadianer Uhren bei Saugern: Die 2 Period
Isoformen mPer1 und mPer2, die 2 cryptochromen Isoformen mCry1 und mCry2, 2 PAS
Helix-Loop-Helix Transkriptions-Faktoren kodierende Gene - Bmal1 und CLOCK -, sowie
das Caseinkinase €1 kodierende Gen Tau. Der SCN projiziert sowohl in den medialen, als
auch den lateralen Hypothalamus, was zusatzlich fir seine Funktion als zentraler
Rhythmus-Generator spricht (124). Neben diesen neuronal Ubertragenen Signalen finden
sich zumindest bei Drosophila und Seidenmotten auch diffusionsfahige Signale zur
Aufrechterhaltung  zirkadianer  Aktivitdtsrhythmen (126). Vermutlich sind  zur
Synchronisation peripherer Oszillatoren verschiedene chemische Signale seitens des
SCN vorhanden (127). Zumindest in der Leber konnte gezeigt werden, dass die
Expression einiger der hepatischen Gene, Schlissel-Enzyme metabolischer
Leberfunktionen, abhangig war von einer funktionierenden Nebenniere (also der
Glukokortikoid-Synthese) und unabhangig von der Expression der Uhrengene (128).
Ungefahr 8 — 10 % aller pro Gewebe exprimierten Gene wird zirkadian reguliert, wobei
diese Gene selten in einem weiteren Gewebe ebenfalls reguliert sind (129). Die Verteilung
der zirkadianen Phasen ist spezifisch fir jedes Gewebe.

Orexine beeinflussen das Ruhemembranpotential der SCN-Neuronen, beziehungsweise
ist die Reaktion der SCN-Neurone auf Orexine von ihrem Erregungszustand abhangig
(130). Weiterhin konnten in aktuelleren Arbeiten durch genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) neben Varianten der Uhrengene auch Varianten des OX2R-Gens (HCRTR2) mit
Chronotypen assoziiert werden (131) (132) (133).

1.2.2 Clock Genes
1.2.2.1 Bmal1

Bmal1, 1997 erstmalig von Masaaki lkeda und Masahiko Nomura beschrieben, ist ein
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Basis Helix-Loop-Helix/PAS-Protein, ein Transkriptionsfaktor, dessen Domanen beide eine
hohe Homologie zu denen des Ah receptor nuclear translocator zeigen, daher wird
Bmal1haufig auch als ARNTL (ARNT-like, genauer ,Brain And Muscle Arnt Like protein 1)
bezeichnet (134). Die Expression von Bmal1 ist am ausgepragtesten im Gehirn, im
Skelettmuskel und im Herzen. Auch andere periphere Gewebe wie Auge, Niere und
Lunge zeigen eine zirkadiane Expression von Bmal1 (135). Im SCN zeigt Bmal1 einen
zirkadianen Rhythmus auf, wobei die maximale Gen-Expression wahrend der Nacht bzw.
zum Zeitpunkt des Dunkel-Licht-Uberganges stattfindet (135) (136). Gemeinsam mit
CLOCK, einem weiteren zirkadianen Gen scheint es als Heterodimer die oszillierende
Transkription von Per1 zu steuern (137), zudem korrelieren Amplituden und
Expressionslevel der mMRNAs von Bmal1 und Per2 in verschiedenen Geweben, so dass
Bmal1 generell wichtig zu sein scheint flr die zirkadiane Expression der Per-Gene, wobei
die Expression der Bmal1-mRNA sich jeweils antiphasisch zu der von Per1 und Per2
verhalt (135). Der vollstandige Verlust von Bmal1 fuhrte in defizienten Mausen zum
Verschwinden zirkadianer Rhythmik und verminderter Aktivitdt (138), geringerem
Koérpergewicht (139), Symptomen vorzeitigen Alterns (140) sowie erhdhter Mortalitat
(141), Schlafstérungen mit verlangerten, allerdings zerstiickelten, Schlafzeiten sowie
abgeschwachter Kompensation akuten Schlafmangels (142). Die Uberexpression von

Bmal1 flhrt hingegen vermutlich zur erhéhten Lipogenese in maturen Adipozyten (143).

1.2.2.2 NFIL-3 (E4BP4)

NFIL-3 gehort zur bZIP-Faktor-Familie, einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die
strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen (144). bZIP-Faktoren sind Doménen in Polypeptiden,
die an ihren Alpha-Helices Leucin-Seitenketten tragen, daher auch ,Leucin-
Zipper“ genannt (145). Sie gehdéren zu den DNA-Bindeproteinen und kdnnen Uber ihre
Leucin-Seitenketten an Alpha-Helix-Motiven mit selbiger Struktur eines anderen
Polypeptids interagieren. Die Heptadenmuster-Leuzin-Domanen sind wichtig flr die DNA-
Bindefahigkeit und die Supressor-Tatigkeit von NFIL-3 (146). Cowell et al. zeigten, dass
ein cDNA Klon der von ihnen verwendeten cDNA Bibliothek, lambda P4, an den
Adenovirus-Promotor E4 bindet, daher der alternative Name E4BP4 (144). NFIL-3 ist ein
zu DBP (s.u.) antiphasisch exprimierter (147) transkriptionaler Repressor (144) (148)
(149), der durch eine Casein-Kinase phosphoryliert und somit negativ reguliert wird (150).
E4BP4 wird unter anderem durch Dexamethason induziert, was zu einer
Negativregulation der Gene mit Bindungsstellen fir E4BP4 fuhrt (151). Es ist somit

vermutlich an der Suppression proinflammatorischer Gene durch Glukokortikoide beteiligt.

1.2.2.3 DBP

DBP, D-Box Binding Protein, ist ein Transkriptionsaktivator, der an die D-Box des Albumin-
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Promotors bindet (152). Wahrend das Protein vor allem in der Leber vorkommt, findet sich
die mRNA in vielen Kérpergeweben. Die mRNA-Level zeigen eine rhythmische Oszillation
im SCN mit der grofdten Expression am Morgen und der geringsten am Abend. Das
Expressionsmuster der mRNA zeigt einen Vorsprung von vier Stunden gegenuber der
Leber (153), sowie vier bis acht Stunden gegenlber dem zerebralen Kortex und dem
kaudalen Putamen, insgesamt ist also das Expressionsmuster von DBP in extra-
suprachiasmatischen Geweben zeitlich verschoben (154). Das Protein, welches in hohen
Konzentrationen in der Leber akkumuliert, ist hier wahrend der Morgenstunden nicht
detektierbar und zeigt erst am Nachmittag einen steilen Anstieg mit einem Peak am
frihen Abend (155). Defiziente Mause zeigen zwar ahnlich wie Bmal1 defiziente Tiere
eine verminderte Bewegungsaktivitat, jedoch keinen Verlust der zirkadianen Rhythmik, so
dass DBP nur als zusatzliche Komponente der zirkadianen Aktivitat angesehen werden
kann (153). DBP bindet direkt an den Promotor des Clock-Gens mPer1, die Aktivierung
erfolgt durch zusatzliche Bindung eines CLOCK- Bmal1-Heterodimers. Letzteres aktiviert
auch die Transkription von DBP selbst Uber E-Boxen (156). Die zirkadiane Expression von
DBP verlauft sowohl zentral als auch hepatisch antiphasisch zur Expression von NFIL-3
(147) und moduliert gemeinsam mit NFIL-3 die Lange des zirkadianen Rhythmus (157).
DBP verlangert die zirkadiane Periode, wahrend NFIL-3 diese verklirzt. Die Transkription
von DBP wird reduziert durch mPer und komplett unterbunden durch CRY1 und CRY2
(156). Vermutlich haben auch Glukokortikoide einen negativ regulierenden Einfluss auf die
Expression von DBP (155). Neben der Regulation der zentralen Uhr hat DBP auch

modulierende Einflisse auf die Schlafregulation (158).

1.2.2.4 PERIOD-Isoformen

Per1, oder RIGUI, benannt nach einer alten chinesischen Sonnenuhr, ist ein bHLH/PAS-
Protein (159). Per1 scheint endogen reguliert zu sein (ein Hauptcharakteristikum
zirkadianer Gene), da die zirkadiane Expression auch unter konstanter Dunkelheit
weitergefuhrt wird. Ein Phasen-Shift im Licht-Dunkel-Zyklus flhrt allerdings auch zu einem
Shift der Expression von mPer1. Per ist vermutlich in der Lage, Uber PAS-PAS-
Interaktionen mit anderen Molekilen zu dimerisieren (160).

Per2 ist ebenfalls ein Homolog des Drosophila Period Gens mit einer Uber 40%igen
Aminosaure-Sequenzidentitat zu Per1 und weist wie dieses die Dimerisation-Domane
PAS auf (161). Es scheint regulierend auf mPer1 zu wirken (162). Eine Fehlfunktion von
mPer2 flhrt zur Verkirzung der zirkadianen Periode sowie dem Verlust der zirkadianen
Rhythmik in konstanter Dunkelheit (162) und einer Phasenverschiebung mit friher
einsetzender Aktivitat am Morgen und friiherem Einschlafen am Abend (163). Eine
Missense-Mutation (164), bzw. ein single-nucleotid Polymorphismus (165) im hPer2-Gen

scheinen ursachlich beteiligt zu sein am FASP-Syndrom (familial advanced sleep phase
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syndrom), deren Betroffene eine um vier Stunden vorgezogene zirkadiane Periodik
aufweisen (164). Per2 scheint weitreichende Einflisse im Organismus zu haben. Ein
Verlust an diesem Gen fuhrt unter anderem zu einem Aufheben der zirkandianen
Rhythmik von IFN-gamma, einem Zytokin, dass in die Immunantwort des Organismus
involviert ist (166). Weiterhin zeigt sich unter einer mPer2-Mutation ein erhdhter
extrazellularer Glutamatspiegel im Gehirn durch eine Reduktion des Glutamattransporters
der Astrozyten. In der Folge kommt es zu einem erhdhten Alkoholkonsum (167).

Das dritte Gen der Per-Famile, Per3, zeigt beim Menschen eine 52% Homologie mit
hPer1, sowie 51% mit hPer2 und enthalt ebenfalls eine PAS-Region (161). Es zeichnet
sich durch fehlende Lichtinduzierbarkeit aus (168), verliert seinen Rhythmus unter
verschiedenen externen Lichtverhaltnissen nicht (169) und scheint insgesamt nicht wie
Per1 und Per2 zu den rhythmuskontrollierenden Komponenten im SCN zu gehdren (170).
Die Expression von mPer1 und mPer2 im SCN zeigt eine vier- (171) bzw. acht-stiindige
(172) Phasenverschiebung unter normalen Hell-/Dunkelkonditionen, in konstanter
Dunkelheit wird mPer2 vier Stunden zeitverzdgert zu mPer1 exprimiert. Verantwortlich fur
Phasenshifts in der Genexpression infolge Anderungen des Tag-Nacht-Rhythmus scheint
mPer1 zu sein, da seine Expression durch einen Lichtpuls induzierbar ist (171). mPer2
reagiert verzogert auf Lichtpulse (172), mPer3 zeigt gar keine Induzierbarkeit (168).
Sowohl mPer1 als auch mPer2 andern den zirkadianen Rhythmus ihrer Expression in
Abhangigkeit von festen Essenszeiten, was auch bei Lasionen im SCN zur Rickgabe
eines vormals aufgehobenen Rhythmus in der Expression von mPer1 und mPer2 fihrt
(173). mPer2 zeigt weiterhin auch unter SCN-Lasion peripher eine fortbestehende
zirkadiane Rhythmik, allerdings phasenverschoben zwischen den einzelnen Geweben,
was eine Kontrolle auf Gewebeebene unabhangig vom SCN vermuten Iasst (121). Unter
konstantem 24-stiindigem Lichteinfluss verlangert sich die zirkadiane 24h-Phase von
mPer1 im SCN, die von mPer2 im SCN verkirzt sich. Dieses Phanomen nimmt zu, je
heller das Licht wird (174). Zusatzlich beginnt mPer1 mit zunehmender Lichtintensitat zu
arrhythmisieren, wahrend mPer2 seinen Rhythmus behalt und erst unter konstanter

Langzeitlichtexposition arrhythmisiert (169).

1.2.3 Zirkadiane Rhythmik der Orexin-Expression

Die Aktivierung der Orexin-Neurone im Hypothalamus steht unter zirkadianer Kontrolle
und reagiert auf Licht-/Dunkelpulse (175). Vermutlich unterscheidet sich das Orexin-
System in verschiedenen Hirnarealen voneinander hinsichtlich des Zeitpunktes der
héchsten Expression sowie des Ausmales der zirkadianen Fluktuation (176). Orexin-
Neurone zeigen sowohl in tag- als auch in nachtaktiven Tieren einen zirkadianen
Rhythmus, welcher wahrend des subjektiven Tages der Nager eine erhohte Aktivitat der

Orexin-Neurone zeigt (177). Somit zeigen auch tagaktive Tiere den zunachst vornehmlich
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bei nachtaktiven Tieren nachgewiesenen Rhythmus der Orexin-Expression (178). Beide
Peptidhormone sowie der OX4R sind in der humanen Retina vorhanden, was fir eine
Rolle in der Synchronisierung zirkadianer Rhythmen spricht (179). Die Rhythmik der
Orexin-Konzentration im Liquor von Ratten verschwindet bei Lasion des Nukleus
suprachiasmaticus (180). Orexin A zeigt tageszeitabhangige Schwankungen in der Hohe
seiner Expression in den Bereichen der Briicke sowie der praoptischen hypothalamischen
Region, Gebiete die mit Erwachen, Schlaf und zirkadianem Rhythmus assoziiert sind, so
dass sich hieraus eine Rolle der Orexine bei der Regulation von Schlaf-Wach-Rhythmen
ableiten lasst (181). Hierfir spricht auch, dass der Locus coeruleus die hdchste
Innervationsdichte orexinerger Nerven im Gehirn aufweist (182) (183). Auch lie3 sich im
humanen Liquor eine geringflgige Schwankung der Orexin A-Konzentration im 24-
Stunden-Verlauf feststellen, allerdings mit niedrigeren Konzentrationen am spaten
Nachmittag als in der zweiten Nachthalfte (184), bzw. der geringsten gemessenen
Konzentration um die Mittagszeit (185). Fujiki et al. fanden hingegen hdhere
Konzentrationen an Orexin A im Liquor wahrend des subjektiven Tages, welche im Verlauf
der Nacht abnahmen (57). Des Weiteren ist die neuronale Aktivitat der Orexin-Neurone
wahrend Wachphasen gesteigert (177) und hdhere zerebrale Dosen an Orexin A erhéhen
wiederum den Grad des Wachstatus wahrend des Tages (21). Die Regulation der Orexin
A-Konzentration scheint zum Teil unabhangig von dem zirkadianen Schrittmacher zu sein,
da bei Uberschreiten des Einschlafzeitpunktes und somit Verldngerung des Tages ein
Absinken der Konzentration von Orexin A nicht beobachtet wurde (35). Dies bietet
pharmakologische Ansatzpunkte zur Therapie von sowohl Narkolepsie als auch Insomnie.
Die Gabe von Orexin oder dessen Antagonist kénnte eine Behandlung fir die beiden
vorgenannten Krankheitsbilder darstellen, ohne die Nebenwirkungen, die die zur Zeit
genutzten sedierenden Antidepressiva bzw. Benzodiazepine zur Therapie der Insomnie
mit sich bringen (186). Orexin-Neurone des lateralen Hypothalamus haben zumindest
teilweise synaptische Verbindungen sowohl zu glutamatergen als auch zu GABAergen
Neuronen, was eine Steuerung der Aktivitat der Orexin-Neurone erlaubt und so entweder
erweckende und muskeltonische (exzitatorisch durch Glutamat) beziehungsweise
schlafférdernde und muskelatonische (inhibitorisch durch GABA) Einflisse vermittelt
(187). In Abhangigkeit von ihrem Wirkort zeigen Orexine einen tageszeitlichen Rhythmus
mit Erhdhung oder Verminderung der Orexin-Konzentration. Zum Beispiel steigt die
Orexin A-Konzentration im Bereich der Briicke (einem Gebiet, dass mit Wachheit und
Aufmerksamkeit vergesellschaftet ist) im Tagesverlauf an, wahrend sie im
praoptischen/anterioren Hypothalamus sinkt, eine Region die wiederum mit
Schlafregulation und zirkadianer Rhythmik in Verbindung steht (181). Die Orexin A-
Expression im lateralen Hypothalamus und medialen Thalamus steigt wahrend des

subjektiven Tages an und fallt in der Nacht ab (188). Anderungen im Licht-Dunkel-
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Rhythmus beeinflussen die Orexin A-Expression nicht akut, Schlaf-Entzug jedoch schon -
in Form erhdhter Expression wahrend der erzwungenen Wachphase - wahrend im
normalen Zyklus keine Korrelation zwischen der Lange der Schilaf-/Wachphasen und der
Hoéhe der Orexin A-Konzentration ermittelbar ist (188). In Abwesenheit eines taglichen
Licht-/Dunkel-Zyklus persistiert die zirkadiane Sezernierung von Orexin A, wahrend eine
beidseitige SCN-Lasion sie aufhebt, so dass nicht der externe Tagesrhythmus, sondern
der interne Taktgeber verantwortlich ist flr die zirkadiane Rhythmik der Orexine (189).
Allerdings wurde auch in SCN-ladierten Ratten eine Erhéhung der Orexin A Liquor-
Konzentration als Antwort auf Schlafentzug gesehen, so dass hier eine von der

zirkadianen Rhythmik unabhangige Regulation des Orexins stattfindet.

1.3 Fragestellung

Die Expression des Vorlaufer-Proteins Prapro-Orexin scheint insgesamt zirkadian regu-
liert zu sein, ebenso wie die peripheren Konzentrationen der beiden Hormone (181). Wah-
rend es eine Reihe Studien zur zirkadianen Rhythmik von Orexin A und einige zu Orexin
B gibt, ist jedoch nicht bekannt, ob auch die Rezeptoren einer zirkadianen Rhythmik un-
terliegen.

Wir stellen hier die Frage nach einer zirkadianen Kontrolle der Expression beider Orexin-
Rezeptoren im Allgemeinen, spezifisch in Abhangigkeit des Expressionsortes (zentral
oder peripher) sowie im Hinblick auf die zirkadiane Expression des PPOs und im Ver-
gleich zu den bekannten Uhrengenen. Des Weiteren soll differenziert werden, ob der
mutmalliche Rhythmus vollstédndig extern oder vollstandig intern oder sowohl intern als
auch extern kombiniert kontrolliert wird.

Dazu soll die Genexpression der Orexin-Rezeptoren OX1R und OXzR sowie Bmal1, Per2,
NFIL-3 und DBP in Gehirn, Hypothalamus, Leber und Nebenniere von Mausen uber 24
Stunden alle vier Stunden untersucht werden. Die Expression dieser Gene soll im Zellver-
such wiederholt werden. Zusatzlich soll bei Vorliegen einer zirkadianen Rhythmik der
hOXzR-Promotor in murinen und humanen Zellen auf das Vorliegen eines zirkadianen
Rhythmus untersucht werden, um die molekular zugrunde liegenden Mechanismen weiter

zu entschlisseln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Firma

Isopentan (2-
Methylbutan)
Proteinase K Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Solution 5 ml (20
mg/ml)

Diethylpyrocarbonat
(DEPC) fiir DePC-H-.0

Rnase OUT Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA
DTT Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA
Renilla Luciferase  |Promega, Madison, WI, USA

Assay Substrate

(100X)

Lipofectamin Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

Stop & Glo Substrat |Promega, Madison, WI, USA

2.1.2 Primer

Alle Primer wurden bezogen von Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island,
NY, USA

Primername (GroBe |ug OD |ug/OD MW (ug/pmol) nmol
Amplikon)
mp-Actin F 123,77 |44 28 6422,2 19,3
(140 bp) ATGGAATCCTGTGGCATCCAT
R (111,14 |38 |29 6373,2 17,4
TTCTGCATCCTGTCAGCAATG
mGAPDH F701.41 |24.20 29 6469.2 108
(144 bp) ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA
R |239.65 09.00 27 6465.2 37.1
TGAAGTCGCAGGAGACAACCT
mOX:R F 356,06 132 |27 5893,8 60,5
(145 bp) TTGGTGCGGAACTGGAAAC
R [206,03 /69 30 6318,2 32,6
CCATCAGCATCTTAGCCGTCT
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mOX:R F (339,83 11,1 |31 6380,2 53,3
(112bp) TTCCCGGAACTTCTTCTGTGG
R 387,48 [142 |27 6385,2 60,6
TCAGCAGCAACAGCGCTAATC
mPPO F 115419 |51 |30 6349,2 243
(137 bp) TGTTCCTGCCGTCTCTACGAA
R 123678 82 |29 5835,8 40,6
TGGTTACCGTTGGCCTGAA
mARNTL F 11319 |41 |28 6416,2 17,6
(101 bp) TCAAATGTGGAACCCTAGGCC
R 170,75 |25 |28 6407,2 11,1
TAGTTGCTGGTCACCCCAAAG
mPer2 F 112064 [38 |32 5666,8 21,3
(113 bp) TTCTCCCATTCGATTCCGC
R (11528 |42 |27 6431,2 17,9
TGTGCCTCCCAATGATGAAAG
mNFIL-3 F 11589 |42 |28 6087 19
(110 bp) TGGTCCCTCAAATCGGAACA
R 111,86 |4 |28 6376,2 17,6
TCGGAAACCTTATAGCCACCG
mDBP F 10798 |4 |27 58228 18,6
(119 bp) TGCCCGAAGAACGTCATGA
R 124,06 |46 |27 6354,2 19,5
CCCCAACATGCTAAGAGCACA
mGCK F 130,35 |46 |28 6336,2 20,6
(121 bp) CATCCTGCTCAACTGGACCAA
R 1107 [37 30 6247,2 17,7
CATTGCCACCACATACCATCTC
mG6PC F 10843 (34 |32 6088 17,8
(120 bp) TCTTGTTTGGTTTCGCGCTT
R 16587 |23 |29 6438,2 10,2
TGTCAAGGTGGACCCATTCTG
Oligo(dT)20 von Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

2.1.3 Enzyme/Nukleotide/Vektoren

Enzym |Firma
Accumax Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Accutase Biowest, Nuaillé, Frankreich
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Cloned AMV RT

Platinum® Tag DNA
polymerase

Trypsin
dNTP-Mix

Renilla
Firefly
pGL4.19

2.1.4 Kits
Kit

Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA
Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Applied Biosystems Ambion® by Life Technologies
Grand Island, NY, USA

Promega, Madison, Wi, USA
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA

Firma

Cloned AMV First-
Strand cDNA Syn-
thesis Kit

Platinum® SYBR®
Green qPCR
SuperMix-UDG
w/ROX

Dual-Luciferase®

ReporterAssay

2.1.5 Zelllinien

Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

Promega, Madison, WI, USA

mHypoA-Zellen

Adulte Maus-Hypothalamus-Zellline

NCI-Zellen

human adrenocortical carcinoma cells

2.1.6 Puffer und Lésungen

Firma

Lysepuffer

Dulbecco's PBS-
Puffer w/o Ca & Mg,
sterile

RT buffer
(5X cDNA Synthesis
Buffer)

TE-Puffer

Passivlysepuffer

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
PAA the cell culture company, Pasching, Austria

Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

UltraPure™ EDTA: GIBCO® BRL by Life Technologies
Grand Island, NY, USA

TrisHCI: SIGMA chemical (SIGMA-ALDRICH Corporation)
St. Louis, MO, USA

Promega, Madison, Wi, USA
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(RGA)

Renilla Luciferase
Assay Buffer

Renilla Luciferase
Assay Lysis Buffer,
5X

Stop & Glo Puffer

Wash Solution 1
(RNA)

Wash Solution 2
(RNA)

Elution Solution
(RNA)

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

2.1.7 Medien und Zusatze

Firma

mHypoA-Medium

PAA the cell culture company, Pasching, Osterreich

NCI-Medium

PAA the cell culture company, Pasching, Osterreich

FCS 2% (Fetal calf
serum)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Penicillin/
Streptomycin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Insulin

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Apo-transferrin

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sodium selenit

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Horse Serum

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Opti-MEM® |
Reduced Serum
Media

Invitrogen™ by Life Technologies, Grand Island, NY, USA

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Material GroRe Firma
Eppendorfgefile 2,0ml, 0,5ml, 0,2 ml Sarstedt,
,Micro Tube* Nimbrecht, Germany

Falcon-Roéhrchen
,,Cellstar® Tubes*

15ml, 50ml

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Germany

Glas-Pipetten

150 mm, 230 mm

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Germany

PCR-Platten
,»Multiply PCR-Platte
neutral®

96-Well

Sarstedt,
Nimbrecht, Germany

Pipettenspitzen
,»Pipette Tip“

1000, 500, 20?777

Sarstedt,
Nimbrecht, Germany
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RNA-Auffangplatten |Siehe PCR-Platten
Total RNA- 96-Well Applied Biosystems
Purification Tray Foster City, CA, USA
Rundboden Cups 2,0ml Sarstedt,

Nimbrecht, Germany
Stabpipetten 5ml, 10ml, 20m| Greiner Bio-One
,Cellstar® Frickenhausen, Germany
Serological Pipette“
Zellkultur-Platten 24-Well Greiner Bio-One

»Cellstar® 24 Well
Cell Culture Plate
sterile with lid*

Frickenhausen, Germany

Zellkulturflaschen

75 cm?, 250 ml, PS, red |Greiner Bio-One

,Cellstar® Cell cap, sterile Frickenhausen, Germany
Culture Flasks*

2.1.9 Gerate

Gerit Firma

Kryostat Leica Microsystems

Leica CM3050 S

Wetzlar, Germany

Homogenisator
ULTRA-TURRAX® T
8

IKA Werke GmbH & Co. KG
Staufen, Germany

ABI PRISM® 6100
Nucleic Acid
PrepStation

Applied Biosystems by Life Technologies
Carlsbad, California, USA
Darmstadt, Germany

NANO-Drop 2000
UV-Vis
Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, NanoDrop products
Wilmington, Delaware, USA

TGradient
Thermocycler

Biometra
Goettingen, Germany

ABI PRISM 7000
Sequence Detection
System

Applied Biosystems by Life Technologies
Carlsbad, California, USA
Darmstadt, Germany

RGA

BMG Labtech GmbH

FluoStar Optima Ortenberg/Germany
Brutschrank Binder
Tuttlingen

Mikroskop Zeiss IM
35

Carl Zeiss Microscopy GmbH
Géttingen, Deutschland

Centrifuge
5415D
(cDNA-Enzyme)

Eppendorf
Hamburg, Germany

Jouan GR 412
(PCR)

Jouan GmbH
Unterhaching, Germany

Zentrifugen

Megafuge 1.0

Heraeus Holding GmbH
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|(Zellen) Hanau, Germany

Vortexer: Reax Top |Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Schwabach, Germany

Pipetten (10, 20, Eppendorf
100, 200, 1000 pl) Hamburg, Germany

Zahlkammer Fuchs |Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG — "Assistent"
Rosenthal Sondheim/Rhén, Germany
Tiefe 0,200mm;

0,0625 mm?

Riittler (zur Zelllyse) |Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Schwabach, Germany

2.2 Methoden

Samtliche Arbeitsmaterialien wurden, soweit nicht anders ausgewiesen, vor

Verwendung auf Raumtemperatur erwarmt.

2.2.1 Organentnahme und Praparation
Zur Untersuchung der Genexpression der Gene (siehe Ergebnisteil) auf Vorliegen
eines zirkadianen Rhythmus im Verlauf von 24 Stunden wurden 12-Wochen alte
mannliche Mause (C57BL/6N Mouse, Stamm-Code: 027, Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) zur Organentnahme verwendet. Fir die
Tétung der Mause sowie fur die D/D-Experimente lagen folgende Genehmigungen
durch das Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des
Landes Schleswig-Holstein vor: 9/A64/11 und V312-7224.122-4.
Die Mause wurden nach Erhalt fir eine Woche ungestért in einem Tierraum
untergebracht, um Stress durch den Transport zu reduzieren. Die Lichttaktung
setzte sich zusammen aus 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit (L/D),
bzw. vollkommene Dunkelheit (D/D). Alle Mause hatten jederzeit freien Zugang zu
Futter und Trinkwasser.
Fir die Tétung wurde die jeweilige Anzahl pro Zeitpunkt in einen separaten Raum
verbracht, um den Stress fiir die verbliebenen Mause zu minimieren.
Direkt nach der Dekapitation wurden folgende Organe entnommen und in
Isopentan (2-Methylbutan) auf Trockeneis schockgefroren:
- Gehirn (komplett)
- Hypophyse
- Niere, rechte oder linke

- Nebennieren, beide
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- Leber, partiell

- viszerales Fett, Bereich Milz/Niere links

Die Aufbewahrung der Organe erfolgte in 50 ml — Falconréhrchen bei -80°C.

Die Dekapitation von jeweils sechs Mausen fand zu sieben Zeitpunkten (ZP), alle
vier Stunden, statt. Die ZP 0h, 4h und 8h fielen in die Lichtphase, die ZP 12h, 16h,
20h und 24h in die Dunkelphase. Zum ZP 0 Stunden waren die Mause nach der

12-stindigen Dunkelphase funf Minuten lang Licht ausgesetzt. Zum ZP 12h

befanden sich die Mause flinf Minuten lang in Dunkelheit nach der 12-stiindigen

Lichtphase. Der ZP 24h wurde kurz vor das Einschalten des Lichtes gelegt.

Die Dekapitation wahrend der Dunkelphase fand in einem lichtdicht abgedunkelten

Raum unter Rotlicht statt. Die Mause wurden in einer lichtdichten Transportbox

dorthin verbracht.

2.2.1.1 Licht-Effekt auf die Expression

Zum ZP 24h wurden sechs von insgesamt 12 Mausen direkter Lichteinstrahlung

(Raumlicht) ausgesetzt. Zum ZP 25h wurde jeweils nacheinander eine Maus aus

der Licht- sowie eine Maus aus der Dunkelgruppedekapitiert.

2.2.1.2 Praparation der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden aus dem -80°C-Gefrierschrank auf Trockeneis zum
Kryostaten (KT -15°C, OT -15°C) transportiert, auf dem Objekttisch einige

Minuten angetaut und wie folgt zugeschnitten:

Schnittfihrung Gehirn
Hypothalamus

horizontal

Chiasma opticum

kaudal der Ncll. Mamillaris
transversal

kranial der Comissurae anteriores

kranial des Corpus callosum
sagittal

Sulcus bds.
Cortex

ein Hemispharenteil

Leberpraparat
Von der Leber wurde ein Stick auf die
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Hemispharenteils zugeschnitten (etwa 10 x 10 x 5 mm).
Nebenniere

Die Nebenniere wurde von umliegendem Fettgewebe gereinigt.
Alle  zugeschnittenen Proben wurden einzeln in 2 ml-Rundboden-
Reaktionsgefalien bei -80°C aufbewahrt.

2.2.1.3 Homogenisieren der Gewebeproben

Auf jede gefrorene Gewebeprobe wurde direkt nach Entnahme aus dem -80°C-
Gefrierschrank 0,5 ml Lysepuffer (2-(4-Morpholino) ethanesulfonic Acid, Guanidin-
HCL, Polysorbate 20, Sodium chloride) + PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 12 mM
Gesamt-Phosphat (HPO42- und H2PO4-)) 1:2 gegeben. Jede Probe wurde dann
mittels Homogenisator zerkleinert und im Lysepuffer durch das enthaltene
Guanidin/Waschmittel-Reagenz suspendiert (190). Zu jeder Probe wurden 10ul
Proteinase K (= 20 ul/ml Lysepuffer) gegeben. Die Serinprotease des Pilzes
Tritirachium album Limber spaltet neben der Carboxylgruppe aliphatischer und
aromatischer Aminosauren Peptidbindungen (191). Zum einen fihrt die Zugabe
dieser Protease zur Eliminierung von Nukleasen aus den Proben (191), zum
anderen wird hierdurch ein Verstopfen des RNA-Trays durch die in den
Gewebeproben enthaltenen Proteine gemindert, deren Zerkleinerung durch den
Lysepuffer und die Homogenisierung haufig nicht ausreichend ist (190). Die
Proben wurden nach Zusatz von Proteinase K fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Von jeder hergestellten Probe wurde jeweils die RNA extrahiert, eine
cDNA hergestellt und die Genexpression verschiedener Gene mittels PCR

gemessen (siehe unten).

2.2.2 Zellversuche

Untersucht wurde

- die Genexpression verschiedener Gene (siehe 3.3.1.2 und 3.3.1.3) auf das
Vorkommen eines zirkadianen Rhythmus im Verlauf von 24 Stunden (siehe
2222)

- der hOXz;R-Promotor in mHypoA- und NCI-Zellen auf das Vorkommen eines
zirkadianen Rhythmus Uber 24 Stunden (siehe 2.2.2.3), sowie

- der hOX;R-Promotor und seine SF-1-mutierte Form in NCI-Zellen auf das

Vorkommen eines zirkadianen Rhythmus Uber 48 Stunden (siehe 2.2.2.4)

2.2.2.1 Zellkultur
mHypoA-Zellen
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Zuséatze zum mHypo-Medium: FCS 2% (fetal calf serum)

Das Medium wurde aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die adharenten
Zellen mit 10 ml PBS-Pufferlésung gewaschen. Durch Zugabe und Einwirkung von
3 ml Trypsin fir 1,5 — 2 Minuten |6sten sich die Zellen vom Flaschenboden.
Mikroskopisch konnte dies als Zusammenziehen der Zellen zu einer Kugelform
beobachtet werden. Nach Absaugen des Trypsins wurden die Zellen mittels 10 ml
Medium in eine Suspension Uberfihrt. Fir eine Subkultivierung wurde Medium mit
Pen/Strep, fir Versuche Medium ohne Pen/Strep verwendet. Aus der Suspension
wurden 0,5 ml fir eine Subkultivierung 2x/Woche in eine neue Zellkulturflasche
umgesetzt, sowie 0,25 ml fur eine Subkultivierung 1x/Woche. Diese Flaschen
wurden jeweils mit 12 ml Medium + Pen/Strep aufgefiillt.

Fur die Versuche wurde die Zellsuspension zunachst mit weiteren 5 ml Medium
ohne Pen/Strep verdinnt. Hiervon wurden 15 pl in die Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer gegeben und ausgezahlt. Die Zellsuspension wurde dann mit
Medium ohne Pen/Strep bis auf 2*10%/ml weiter verdlnnt.

NCI-Zellen (H295R-Zellen)

Zusatze zum NCI-Medium waren FCS 2% (Fetal calf serum), Penicil-

lin/Streptomycin 100 pg/ml, Insulin 66 nmol, Apo-transferrin 100 mg/10ml und
Sodium selenit 5 mg/ml (1:100).

Das zugesetzte Medium wurde aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und die
adharenten Zellen zweimal mit 10 ml PBS-Pufferldsung gewaschen. Durch
Zugabe und Einwirken von 3 ml Accutase (Dulbecco’s PBS 0.5 mM EDTA-2Na)
und Inkubation flr 5 Minuten im Brutschrank bei 37°C |6sten sich die Zellen vom
Flaschenboden. Die Zellsuspension wurde in ein steriles 15 ml Falconréhrchen
transferiert und fir 5 Minuten bei 600g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und dem Pellet zum Suspendieren 100 pl Accutase zugesetzt. Nach
manueller Durchmischung erfolgte eine Inkubation im Brutschrank bei 37°C fir 4-6
Minuten. Den Zellen wurde im Anschluss 8 ml frisches NCI-Medium (DMEM Ham's
F-12 with L-Glutamine Cat E15-813) zugegeben, wovon je 1,5 ml und 2,5 ml zur
Subkultivierung (1x/Woche) auf zwei neue Zellkulturflaschen aufgeteilt wurden.
Jeder Flasche wurden anschlieBend 13 ml frisches NCI-Medium zugesetzt. Ein
weiterer Milliliter Zellsuspension wurde fir die Versuche mit 12 ml Medium
verdunnt, wovon wiederum 15 pl in die Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gegeben
wurden; das Auszahlen der Zellen erfolgte wie oben beschrieben. Die

Zellsuspension wurde danach bis auf 4*105/ml weiterverdiinnt.

2.2.2.2 Versuch zum zirkadianen Rhythmus in mHypoA-Zellen

Die Genexpression verschiedener Gene (siehe 3.3.1.2 und 3.3.1.3) wurde zu

26



2 Material und Methoden

sieben ZP, alle vier Stunden bestimmt. Je Versuch wurden fur jeden ZP drei Wells
( = 21 Wells pro Platte) genutzt, der Versuch wurde zweimal wiederholt. Von den
ermittelten Werten wurde fir jeden ZP der Mittelwert aus drei gebildet und die drei
Mittelwerte je ZP verwendet. Nach Auszadhlung und Verdlinnung der
Zellsuspension auf 2x10° Zellen/ml Medium wurden diese in einer 24-Well-
Zellkulturplatte ausgesat.

Die Aussaat der Zellen fand zu zwei ZP wie folgt statt:

1) 39 Stunden vor Versuchbeginn ( = ZP 0h):
Aussaat der Zellen fur die ZPs 16h, 20h und 24h

2) 23 Stunden vor Versuchsbeginn ( = ZP 0h):
Aussaat der Zellen fur die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h

Die Synchronisierung der Zellen erfolgte durch einen Serum Schock mit 1 ml
50%igem HorseSerum (HorseSerum + mHypoA-Medium (DMEM High Glucose
(4,5 g/l) with L-Glutamine Cat E15-810) ohne Pen/Strep 1:2) pro Well und
nachfolgender Inkubation fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur (120). Nach zwei
Stunden wurde das Serum abgesaugt, jedes Well mit jeweils 200 ul mHypoA-
Medium ohne Pen/Strep gewaschen und wieder mit 500 ml desselben Mediums
aufgefulit.

Das Horse Serum wurde zu zwei ZP appliziert:

1) 18 Stunden vor Versuchsbeginn ( = ZP 0h)
Serum Schock der Zellen fir die ZPs 16h, 20h und 24h

2) 2 Stunden vor Versuchsbeginn ( = ZP 0h)
Serum Schock der Zellen fiir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h.

Zur jeweiligen Entnahmezeit wurden die entsprechenden Wells abgesaugt und mit
200 ul PBS-Puffer/Well gewaschen. Nach dem Absaugen des Puffers wurde jedes
Well mit 500 pl Lyse- + PBS-Puffer (1:2) aufgeflllt, was zur spontanen Ablésung
der Zellen vom Wellboden flihrte. Die Zellsuspension jedes Wells wurde in je ein
0,5 ml Eppendorfgefal® umpipettiert und im -20°C Gefrierschrank eingefroren.

Von jeder hergestellten Probe wurde jeweils die RNA extrahiert, eine cDNA
hergestellt und die Genexpression verschiedener Gene mittels PCR gemessen

(siehe unten).

2.2.2.3 Versuch zur Transfektion des hOX;R-Promotors in mHypoA- und NCI-Zellen
Der hOX:R-Promotor wurde sowohl in mHypoA-, als auch in NCI-Zellen
transfiziert. Letztere wurden gewahlt, da sie als humane Zelllinie mit dem humanen
Promotor arbeiten konnen. Hierdurch kann in der mHypoA-Zelllinie zwischen
einem nicht vorhandenen Rhythmus und einer Inkompatibilitdt der murinen Zellen
und dem humanen Promotor unterschieden werden.

Von den NCI-Zellen wurden drei Wells je ZP in einer Konzentration von 4x10°

27



2 Material und Methoden

Zellen/ml Medium ausgesat. Insgesamt wurden sieben ZPs festgelegt (Oh, 4h, 8h,
12h, 16h, 20h und 24h). Die Aussaat erfolgte vor der der mHypoA-Zellen, da die
NCI-Zellen eine geringere Teilungsrate aufweisen. Von den mHypoA-Zellen
wurden pro ZP neun Wells ausgesat, je drei in 100%iger Konzentration (2x10°
Zellen/ml Medium), drei in 50%iger Konzentration (1x10°) und drei in 25%iger
Konzentration (5x10%), um die optimale Konfluenz zu finden. Diese zeigte sich zum
Zeitpunkt der Transfektion bei einer Konzentration von 50%, so dass nur diese
Zellen im Folgenden transfiziert wurden. Insgesamt wurden flir sieben ZPs vier
Platten bendétigt.

hOX:P-Core-F
Hin dlll (354) Hin dIll (2120) -
’MKM =

I ” EXON 1
|hOX2PromF hOXz2PromR

-2251 -150

TAAAAATTCAGAGATACTCTCACTTTAACTGTTGGTAAATAA . . . . . . ACGGAGACAG ATATTAATTC AACCTTGAGT TTAAAAACTC TTACCAGCAA
-100 CAAT-Box SF-1/Ad4BP Motif -50 TATA-Box

CTTCCCTGCC AACCTATCAG AGCACAGCAA GATCTCAAGG TTACTGCTTA TGTAATTACA AAAGATCTTA TTACGTATAA TAAAAGTTAC TGTTTTCAGC

1 Exon 1 50
ATTCCTTTTG ACTCACTGAA ACAAATCAAG AGGTGAATAT ATTGAAGTGA GTTATTTTTA GTGAAGGTGG AATTTGAGCA TTCAAG . . .

Abbildung 2: Schematische Darstellung (oben) und Sequenz des humanen OX2R-Promotors (Box
unten)

Transfektion
Renilla SV40 Plasmid lag in einer Konzentration von 282,2 ug/ml (1:100) und der
hOXzR-Promotor im pGL4.19-Plasmid in einer Konzentration von 524,0 ug/ml vor.
Fir die Transfektion wurden pro Probe 2 pl Lipofectamin mit 48 pl OPTI-Mem
(HEPES, NaHCO3", Hypoxanthin, Thymidin, sodium pyruvate, L-Glutamin, trace
elements, Wachstumsfaktoren) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Dieses wurde hiernach einem Gemisch aus 400 ng hOX2-Promoter-
Plasmid/Probe + 0,2 ng Renilla SV 40/Probe + OPTIMem* zugesetzt. Die gesamte
Mischung aus DNA-Lipofectaminkomplex wurde fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Aus den Wells wurde das alte Medium abgesaugt und
je Well 400 pl frisches Medium + 100 pyl DNA-Lipofectaminkomplex zugegeben.
Anschlielend erfolgte eine Inkubation im Brutschrank bei 37°C fir finf Stunden.

* Die Menge des hOX2/Renilla/OptiMem-Gemisches entsprach der Menge
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des Lipofectamin-Gemisches. Die Menge des hier verwendeten OPTIMems
berechnet sich somit als Menge Lipofectamin-Gemisch minus Menge
hOx2/Renilla-Gemisch.
Zur Verwendung des Horse Serums siehe unter 2.2.2.2.
Zur Entnahmezeit wurden die Zellen mit 200 pl PBS-Puffer/Well gewaschen und
nach Absaugung 100 pl 5X-Passivlyse-Puffer (1:5 verdinnt mit DePC-H,0) pro
Well zugesetzt. Die Platten wurden fir 15 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Ruttler geschlittelt, um die Zellen vom Plattenboden abzulésen. Jede Probe wurde
in ein 0,5ml Eppendorfgefal® umpipettiert und bei -20°C fir maximal eine Woche

gelagert.

Tabelle 1: Zeitlicher Versuchsablauf

ZP vor Versuchsbeginn
( =1. Probenentnahme Durchflhrung von:
zum ZP 0h) in Stunden
97 Aussaat der NCI-Zellen fir die ZPs 16h, 20 und 24h
81 Aussaat der NCI-Zellen fiir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h
66 Aussaat der mHypoA-Zellen fiir die ZPs 16h, 20 und 24h
50 Aussaat der mHypoA-Zellen fur die ZPs 0Oh, 4h, 8h und 12h
42 Transfektion aller Zellen fir die ZPs 16h, 20 und 24h
37 Mediumwechsel fiir die ZPs 16h, 20 und 24h
26 Transfektion aller Zellen fiir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h
21 Mediumwechsel fiir die ZPs 0h, 4h, 8h und 12h
18 Synchronisierung aller Zellen mit Horse Serum fiir die ZPs 16h,
20 und 24h
16 Auswaschen des Horse Serums fir die ZPs 16h, 20 und 24h
Synchronisierung aller Zellen mit Horse Serum fir die ZPs Oh,
4h, 8h und 12h
0 Auswaschen des Horse Serums fir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h

2.2.2.4 Versuch zum SF1 mutierten hOXz2R-Promotor in NCI-Zellen

Eine Halfte der NCI-Zellen wurden mit einem hOX:R-Promotor transfiziert, die
andere Halfte mit einem hOX:R-Promotor, dessen SF-1-Motiv (Steroidogenic
factor 1) mutiert ist. Der Transkriptionsfaktor SF-1 ist essentiell unter anderem flr
die Entwicklung von Geweben der Steroidgenese (192). Es wurden drei Wells je
ZP in einer Konzentration von 4x10° Zellen/ml Medium ausgeséat. Insgesamt
wurden 13 ZPs festgelegt, alle vier Stunden (Oh, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h, 28h,
32h, 36h, 40h, 44h und 48h), auf insgesamt vier Zellkulturplatten.
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=93 -66 -16 o +63

CAAT- SF-1  TATA-
BOX BOX

-2251

SN

Abbildung 3: hOX2R-Promotor - Luciferase

Transfektion

Die Transfektion mittels DNA-Lipofectaminkomplex ohne Mutation wurde wie unter
2.2.2.3 durchgefiihrt.

Der hOXzR-Promotor mutSF-1 im Plasmid pGL4.19 wurde in einer Konzentration
von 527 ug/ml verwendet. Die Herstellung des DNA-Lipofectaminkomplexes
erfolgte wie oben beschrieben mit dem hOX;R-Promotor mutSF1 anstelle vom
hOXzR-Promotor.

Zur Verwendung des HorseSerums und Behandlung der Zellen zum

Entnahmezeitpunkt sowie deren Lagerung siehe unter 2.2.2.2.

Tabelle 2: Zeitlicher Versuchsablauf

ZP vor Versuchsbeginn
( =1. Probenentnahme Durchfihrung von:
zum ZP 0h) in Stunden
117 Aussaat der NCI-Zellen fir die ZPs 36h, 40h, 44h, und 48h
97 Aussaat der NCI-Zellen fir die ZPs 16h, 20h, 24h, 28h und 32h
81 Aussaat der NCI-Zellen fir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h
62 Transfektion der Zellen fiir die ZPs 36h, 40h, 44h, und 48h
57 Mediumwechsel fir die ZPs 36h, 40h, 44h, und 48h
42 Transfektion der Zellen fiir die ZPs 16h, 20, 24h, 28h und 32h
37 Mediumwechsel fir die ZPs 16h, 20, 24h, 28h und 32h
26 Transfektion aller Zellen fiir die ZPs Oh, 4h, 8h und 12h
21 Mediumwechsel fur die ZPs 0h, 4h, 8h und 12h
18 Synchronisierung aller Zellen mit Horse Serum fir die ZPs 16h,
20, 24h, 28h und 32h
16 Auswaschen des Horse Serums fir die ZPs 16h, 20, 24h, 28h
und 32h
2 Synchronisierung aller Zellen mit Horse Serum fir die ZPs 0Oh,
4h, 8h und 12h
0 Auswaschen des Horse Serums fiir die ZPs 0h, 4h, 8h und 12h
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2.2.3 RNA-Extraktion

Die RNA als exakte, komplementare DNA-Kopie, wird mittels einer RNA-
Polymerase transkribiert. Da die RNA im Gegensatz zur DNA den Zellkern
verlassen kann, besteht hiertiber die Moéglichkeit die Informationen der DNA im
Zytosol in Proteine zu translatieren. Somit ist es mdglich, Uber die Isolierung der
RNA aus einem Gewebe auf die Expression eines bestimmten Genes zu
schlief3en.

Durch Homogenisierung der Proben mittels Lyse-Reagenz kommt es durch das
Waschmittel sowie zellulare Lipide zu einer Ausfallung der RNA in Mizellen, welche
die RNA von vorhandener DNA sowie Proteinen separiert (190). In diesem
Zustand wird das Lysat in den 96-Well-Tray (bestehend aus einer
Fiberglasmembran zum Auffangen der RNA, einem Tropfdetektor sowie einem
Kreuzkontaminationsschutz) gegeben und diese in die ABI PRISM® 6100 Nucleic
Acid Station verbracht. Der Durchfluss wird durch verschieden starke Vakua
ermdglicht bzw. kontrolliert (190).

Zur Isolierung und Reinigung wurden verschiedene Waschlésungen nacheinander
auf die spezifische Tray-Membran gegeben und die gereinigte RNA in einer 96-
Well PCR-Platte aufgefangen. Alle Wells des Purification Trays wurden mit je 50 pl
Wash Solution 1 (Guanidin Hydrochlorid, 2-(4-Morpholino) ethanesulfonic Acid)
vorbefeuchtet. Im Anschluss wurde jeweils die gesamte Probe ( = 500 ul
homogenisiertes Gewebe oder lysierte Zellen) ins Well gegeben. Danach wurde

nach Folgendem Schema vorgegangen:

Tabelle 3: RNA-Extraktions-Schema

RNA-Isolation aus Geweben RNA-Isolation aus Zellkulturen
Methode RNA Tissue-Filter method RNA Cell method

Volumen Zeit Vakuum Volumen Zeit Vakuum

(wl) (sek) (%) (m1) (sek) (%)

Probenzugabe 500 180 80 500 120 20
Waschlésung 1 500 180 80 500 120 20
Waschlésung 2 300 180 80 300 120 20
Waschlésung 2 200 120 60 300 120 20
Waschlésung 2 200 120 60 200 120 20
Vakuum - 300 90 - 300 90
Elutionslosung 150 120 40 150 120 20
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Jede Probe wurde anschlief3end in 0,5 ml Eppendorf- Reaktionsgefalte umpipet-

tiert und bei -80°C gelagert.

2.2.3.1 Messung des RNA-Gehalts
Der Gehalt an RNA wurde pro 1 pl mittels NANO-Drop gemessen. Als Blankprobe

wurde die Elutionslésung verwendet.

2.2.4 cDNA

Komplementare DNA (cDNA) wird mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase,
einer DNA-Polymerase, aus mRNA hergestellt. Die cDNA kann dann im Folgenden
zur Messung der Genexpression mittels PCR verwendet werden.

Zunachst wurde ein Mix aus 1 Teil ANTP (je 75 uL dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je
10 mM) + 0,5 Teile Oligo(dt)-Primer angesetzt. Fur jede Probe wurden 1,5 pl des
Mixes und 4,5 pl RNA in je ein 0,2 ml Eppendorfgefal® gegeben. Die Proben wur-
den fur 5 Minuten im Cycler bei 65 °C inkubiert.

Je 0,5 Teile Dithiothreitol 0,1 M (DTT), DEPC Wasser, RNAse Out (Ribonuklease-
Inhibitor; 20 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM KCI, 0.5 mM EDTA, 8 mM DTT, 50% (v/v)
Glycerol) und Cloned AMV RT (eine Reverse Transkriptase des klonierten ,Avian
Myeloblastosis Virus‘ aus durch einen Baculovirus infizierten Insektenzellen (193)),
sowie 2 Teile RT Puffer (250 mM Tris-Acetat (pH 8.4), 375 mM K*-Acetate, 40 mM
magnesium acetate, stabilizer, 20 pg/ml BSA), wurden nach der Inkubation

zupipettiert und wiederum alles in den Cycler gegeben.

2°C
PAUSE

RNA + MIX 65°C

Denaturierung l
Zupipettieren des Pools 2°C

PAUSE
\ ]

RNA + MIX + POOL 50°C

cDNA-Synthese 60"

\/

Fertigstellung 85°C

AN AN,

<DNA 20

Abbildung 4: cDNA-Synthese-Programm nach Angaben des Herstellers ( © Invitrogen™ by

Life Technologies
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Alle Proben wurden im Anschluss zunachst auf Eis gesetzt, je Eppendorf-
Reaktionsgefalt 10 ul DPC- H,0O zugegeben und die cDNA bei -20°C eingefroren.

2.2.5 PCR (Polymerase Chain Reaction)
1986 veroffentlichte der Amerikaner Kary Mullis eine von ihm entwickelte Methode,
die es ermdglicht eine DNA-Zielsequenz exponentiell zu duplizieren und somit in
eine detektierbare Konzentration zu Uberfihren — die PCR. Hierzu denaturierte er
die zunachst DNA und zerlegte sie somit in Einzelstrange (194). An die DNA-
Abschnitte, die die zu amplifizierende Zielsequenz (Template) umgeben, konnten
nun sogenannte Primer (korrespondierende Sequenzen) hybridisieren, die mittels
einer DNA-Polymerase und Desoxynukleosid-Triphosphoten verlangert werden
konnten. Erneutes Erhitzen und AbkuUhlen wiederholte den Vorgang. Unter
anderem mithilfe dieser Methode entwickelte Randall Saiki bereits vor der
Veroffentlichung von Mullis Studie einen diagnostischen Pranatal-Test fir die
Sichelzell-Anamie (195). Zwei Jahre spater nutzte Saiki zum ersten Mal die von
Alice Chien (196) entdeckte DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums
Thermus aquaticus fur die PCR (197), anstatt der Escherichia Coli Polymerase,
die Mullis genutzt hatte (194). Thermus aquaticus besitzt ein Temperaturoptimum
von 80°C, was den Vorteil hat, dass es im sich wiederholenden DNA-
Denaturierungsprozess stabil ist (196). Dadurch werden durch die Tag-Polymerase
Sensitivitdt, Spezifitdt, Ausbeute und Lange des PCR-Produktes signifikant
verbessert (197). In den folgenden Jahren wurde kontinuierlich versucht, die PCR
zu verbessern und Fehlerquellen zu eliminieren, so zum Beispiel die Wahl der
richtigen Temperatur zum Annealing der Primer an die DNA-Templates (198), was
beim Aussuchen der Primer beachtet werden muss (199) und wie speziell
konstruierte Primer die Bildung von Primer-Dimeren verhindern kénnen (200).
1993 beschrieb Russell Higuchi in einer Arbeit eine Moglichkeit zum Echtzeit-
Monitoring der Amplifikations-Reaktion (201). Bis dahin wurde der Gehalt des
PCR-Produkts am Reaktionsende durch Gel-Elektrophorese oder Southern
Blotting gemessen (194). Higuchi mal} die Kinetik der PCR mittels einer
Videokamera, die den Fluoreszenzanstieg von Ethidium Bromid durch dessen
Bindung an doppelstrangige DNA ermittelte (201). Je schneller also der Anstieg
der Fluoreszenz, desto groRer die Anzahl der Zielsequenzen. Die Echtzeit
Messung der PC-Reaktion wurde dann einige Jahre spater mithilfe der TagMan
Gensonde weiterentwickelt (202). Die Gensonde enthalt zwei fluoreszierende

Farbungen, wobei bei intakter Sonde die Fluoreszenz der einen von der anderen
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absorbiert wird, also keine oder nur eine geringe Emission stattfindet. Wird nun die
Polymerase wahrend der sich wiederholenden Extensionszyklen aktiv, dupliziert
sie nicht nur die Templates, sondern spaltet auch die Gensonden. In der Folge fallt
die Absorption weg und die messbare Emission steigt. Die gemessene
Fluoreszenz kann in Einheiten auf der y-Achse gegen die Zeit in Zyklen auf der x-
Achse aufgetragen und eine Amplifizierungskurve sigmoider Form ermittelt
werden. Die Log-Phase, also der Anstieg der Kurve, beginnt an einer willklrlich
gesetzten Schwelle, die meist 10 Standardabweichungen oberhalb der Basislinie
liegt. Der Punkt, an dem die Amplifizierungskurve den Schwellenwert kreuzt wird
mit Cr bezeichnet und widerspiegelt die Zyklusanzahl an diesem Punkt. Je
geringer die Ausgangskonzentration an Templates, desto gréRer ist der Cr-Wert,
da mehr Zyklen benétigt werden um gentigend Gensonden zu spalten, so dass die
Hohe des Cr-Werts allein schon eine Aussage uber die Ausgangskonzentration
der zu amplifizierenden Substanz treffen kann.

Schmelzpunktkurven lassen weitere Aussagen uber die amplifizierten Produkte
treffen, zum Beispiel Uber das Verhaltnis der Basenpaare GC zu AT oder aber die
Lange der zu amplifizierenden Templates (203). Je hoher der GC-Anteil und je
langer das Template, desto hdher die Schmelztemperatur des PCR-Produktes.
Dies ermoglicht eine wesentliche differenziertere Analyse der Zielsequenzen, da
zum Beispiel schon eine unterschiedliche GC-Verteilung in zwei Sequenzen glei-
cher Lange und GC-Gehalts eine unterschiedliche Schmelzkurve erzeugt. Mithilfe
der Schmelzpunktkurve kann ein PCR-Produkt bereits wahrend des Amplifizie-
rungsprozesses identifiziert werden, zudem koénnen in einem Gemisch Produkte

differenziert werden, die sich um nicht mehr als 2°C unterscheiden.

Ablauf PCR-Zyklus (204)

Im ersten Schritt 1 findet die Denaturierung statt. Durch Temperaturen >90°C wer-
den die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren der doppel-
strangigen DNA gelost. Die stabileren Bindungen zwischen Desoxyribose und
Phosphat bleiben intakt. So entstehen zwei Einzelstrange. Die Zielsequenz inner-
halb der DNA-Strange wird im zweiten Schritt, dem Annealing, durch Bindung von
Primern (synthetische, 20 — 30 Basen lange Einzelstrang-DNA) markiert. Bei Tem-
peraturen von 40°C bis 65°C (abhangig von Lange und Sequenz der Primer) wird
die Zielsequenz von etwa 100 - 35000 Basenpaaren durch die Primer eingegrenzt.
Sobald die Primer gebunden haben, wird der Ansatz auf 72°C erhitzt und eine Po-
lymerase beginnt unter Verwendung frei in Losung vorhandener komplementérer

Nukleotide neue Doppelstrang-DNA zwischen den Primer-Paaren zu synthetisie-
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ren (Extension). Im letzten Schritt liegen nun zwei identische neue doppelstrangige
DNAs vor. Meist sind 30 bis 40 Zyklen nétig, um durch exponentielle Vervielfalti-

gung der Ursprungssequenz bis eine Milliarde Kopien zu erzeugen.

Vorgehen PCR

Zunachst wurden alle Primer auBer GAPDH 1:10 mit DEPC- H>O verdinnt.
GAPDH wurde 1:6 mit DEPC- H20O verdinnt.

Fir den Pool wurden SuperMix (SYBR® Green | dye, Tris-HCI, KCI, 6 mM MgCI2,
400 pM dGTP, 400 uyM dATP, 400 pM dCTP, 800 uM dUTP, Uracil DNA
Glycosylase (UDG), 1 uM ROX Reference Dye, Stabilisatoren), SensePrimer,
AntiSensePrimer und DePC-H.O gemeinsam in lichtgeschitzte 2,0 ml
Eppendorfgefalie pipettiert.

Die Verdiinnung des Standards erfolgte mittels TE-Puffer (20 pl UltraPure™ 0.5 M
EDTA, pH 8.0; 100 pl TrisHCI 1M pH 7,40 +/- 0,05 bei 25°C; 9880 ul DePC-H20).
Fir die Housekeeping Genes (mp-Actin, mGAPDH) wurden folgende
Standardverdiinnungen angesetzt: 10%, 107, 105, 10°, 10* fir alle anderen
Gene: 107, 10, 10°, 10, 10>

Im Anschlul® wurden die Wells bestlckt. In eine 96-Well-Platte wurden zunachst 23
ul/Well des angesetzten Pools, bestehend aus 12,50 pl SuperMix, jeweils 0,75 pl
SensePrimer (10 pmol/ul) und AntiSensePrimer (10 pmol/ul) sowie 9 ul H20)
vorgelegt. Jedem Well wurden dann 2 ul der gewonnen cDNA zugegeben. Die
Platte wurde mit einer durchsichtigen Folie zugeklebt und bei 2000 rpm

zentrifugiert.

PCR-Programm

Tabelle 4: PCR-Programm

Stage 1 2 3 4
Wiederholungen 1 1 40 1
Temperatur (°C) 50 95 95 60 95 60 95
Dauer (min) 02:00 02:00 |00:15 |01:00 |00:15 00:20 |00:15

2.2.6 Primeroptimierung

Zur Optimierung wurde eine PCR fir die Primer mit neun verschiedenen
Konzentrationen zwischen sense und antisense Primer durchgefihrt, um das
bestmdogliche Verhaltnis zu ermitteln.

In einem 25 pl Reakionsansatz befanden sich 2,0 pyl cDNA, 2,5 ul Puffer (10 X),
0,5 pl 10mM dNTP Mix, 1,63 yl 50 mM MgCI2, 0,125 pl Hot Gol Star Enzyme und
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0,75 pl Sybr Green (1/2000). Die 9 Reaktionsansatze enthielten zudem sense und
antisense Primer in den Konzentrationsverhaltnissen 50/50, 300/50, 900/50,
50/300, 300/300, 900/300, 50/900, 300/900 und 900/900 (jeweils in puM). Die
verbliebene Differenz zu 25,0 ul wurde mittels Wasser (13,0 bis 16,0 ul) aufgefilit.

2.2.7 Agarose-Gel-Elektrophorese
Zum Giel3en eines 2%igen Agarose-Gels, wurden zunachst 200 ml TAE-Puffer mit
4 g Agarose versetzt. Das Gemisch wurde in der Mikrowelle bei 900 Watt fiir etwa
3 Minuten kurz aufgekocht, so dass eine klare Flissigkeit entstand. Die Flissigkeit
wurde auf Handwarme abgeklnhlt, bevor die Zugabe von 4 pul Ethidiumbromid
erfolgte. Ethidiumbromid interkaliert in DNA (205). Die Anwesenheit von DNA, oder
auch RNA filhrt zu einer Anderung des Absorptionsmaximums (und damit der
Farbe) des Ethidiumbromids von einer Wellenlange von 479 myu zu etwa 517 my
(und damit von Orange zu Pink). In diesem warmen, flissigen Zustand wurde das
Gel in die Form gegossen, gemeinsam mit einem Kamm zur Taschenbildung. Der
Kamm wurde entfernt, nachdem das Gel ausgekuhlt und erstarrt war. In die
Taschen konnte die Eingabe der Proben mit den Ladepuffern erfolgen. AuRerdem
wurde neben die Proben ein GrolRenstandard (Marker M) gesetzt. Die Anlage einer
konstanten Spannung von 200 V, fuhrte zum "Laufen" der Proben im Gel. Unter
UV-Licht konnte die Fluoreszenz des Ethidiumbromids sichtbar gemacht werden,
die Intensitdt der dargestellten Bande entspricht dabei der GrélRe des PCR-
Produkts. Im Vergleich mit dem GroéRenstandard kann somit die GroRe der PCR-

Produkte ermittelt werden.

2.2.8 Reporter Gen Assay

Duale Reporter Systeme bestehen aus zwei Enzymen, sogenannten Luziferasen,
meist Firefly, Uber welche das zu interessierende Gen gemessen wird, sowie
Renilla, welche als interne Kontrolle dient und konstitutiv exprimiert wird (206).

Luziferasen erzeugen Licht Uber die Katalyse der Oxidation des Substrates
Luziferin mit ATP und Sauerstoff (207). Firefly, ein Enzym des Leuchtkafers
Photinus pyralis, ist der am haufigsten genutzte biolumineszente Reporter (206).
Durch die Katalyse der Oxidation von Luciferin zu Oxyluciferin erzeugt die Firefly
Licht einer Wellenlange zwischen 550 und 570 nm (also im visuellen griinen bis
gelben Bereich), wobei mit Beginn der Reaktion ein plétzlicher Anstieg der
Lumineszenz erfolgt, der Uber etwa 15 Minuten auf ein niedrig persistierendes
Niveau abfallt. Renilla, genauer Renilla reniformis, eine Korallenart, reagiert auf

taktile Stimulation mit der Emission griinen Lichts des visuellen Bereiches. Anders
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als die Firefly katalysiert es nicht die Oxidation von Luziferin, sondern die von
Coelenterazin zu Coelenteramid und erzeugt dabei Licht von 480 nm Wellenlange
(also im visuellen blauen Bereich). Bei beiden Reportergenen (luc2CP sowie Rluc)
handelt es sich um cDNA, was posttranslationale Modifikationen erspart. Die
Firefly wird mittels des Vektors pGL4.19[luc2CP/Neo] transfiziert und liegt auf
diesem — wie die meisten Luziferasen, also auch die Renilla - downstream vom
interessierenden Gen (206) (208). Dieser Vektor weist daneben noch einige
Besonderheiten auf (208). Zum einen enthalt er mehrere klonierbare Regionen.
Aulerdem sind ihm drei weitere Sequenzen zu eigen und zwar die aus Algen
isolierte hCL1-Sequenz und eine hPEST-Sequenz, welche beide zu einer erhdhten
Proteolyse fuhren, sowie eine Sequenz, die fir eine Neomycin-Resistenz kodiert.
Bei der PEST-Sequenz handelt es sich um Regionen mit hohem Vorkommen an
Prolin, Glutamat, Serin, Threonin und in geringerem Umfang Aspartat (209). Die
Sequenz fliihrt — wie schon erwahnt - zu einem schnelleren Abbau des
dazugehorigen Proteins. Insgesamt kommt es also zu einem schnellen Abbau der
Firefly, was vor allem in Studien Uber den zirkadianen Rhythmus gewlinscht ist, da
der Reporter ansonsten Uber die Zeit stark akkumuliert (210). Zudem korreliert die
Geschwindigkeit mit der ein Reporter auf Anderungen der Transkriptionsrate
reagiert negativ mit seiner Stabilitat (206). Instabile Reporter weisen also eine
schnellere Anderung in Reaktion auf gednderte Transkriptionsraten auf. Fir die
Renilla steht der pRLSV40 Vektor zur Verfligung, in dem die Renilla durch einen
viralen Promotor kontrolliert wird und konstitutiv aktiv ist. Es besteht auch die
Méglichkeit, Renilla an ein ebenfalls konstitutiv exprimiertes Housekeeping Gene
zu koppeln (206). SV40 ist das Simian Virus, welches zwei mRNAs exprimiert:
Eine frlihe und eine spate, jeweils mit einem unterschiedlichen Polyadenylierung
(211). Dieser Vektor ist darauf ausgerichtet, eine mdglichst hohe Rate an mRNA zu
produzieren und zu stabilisieren. Daher enthalt er neben dem friihen SV40-
Promotor auch noch den Enhancer und erzeugt somit grofle Mengen an
Luziferase-mRNA. Weiterhin besitzt er am 3° Ende des Rluc Gens das spate
poly(A) Signal. Bei der spaten Polyadenylierung wird, im Vergleich mit der frihen,
viel mehr RNA produziert. Auflerdem wird die Stabilitdt der RNA durch eine
Polyadenylierung erhéht (212) (213) (214) (215) (216).

Wahrend der experimentelle Reporter, hier also die Firefly, den zu untersuchenden
Effekt — also die Aktivitat des OX2R-Promotors — wiederspiegelt, stellt die Renilla
als Kotransfektor die interne Kontrolle da und erzeugt durch ihre konstititive
Expression eine Baseline, deren Werte als Referenz auf die uber die Firefly

ermittelten Werte gemittelt werden kénnen. Dies hat mehrere Vorteile: Zum einen
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werden die Messungen unabhangiger von Messfehlern, die experimentell, zellular
oder transfektionell bedingt sein kdnnen. Zum anderen sinkt auch die Anfalligkeit
fur Schwankungen der Effizienz der Zelllyse und Schwankungen der
Pipettenvolumina. Da Firefly und Renilla unterschiedliche Enzymstrukturen und
Substratanspriiche haben, kann ihre Biolumineszenz im selben Gefald gemessen
werden (206).

Fir die Messung wurde zunachst das gefriergetrocknete Luciferase Assay
Substrat in Luciferase Assay Puffer Il resuspendiert. Von dem 50X Stop & Glo
Reagenz wurden 2,1 ml zu 105 ml Stop & Glo Puffer gegeben und 10 Sekunden
gevortext. Am Gerat NanoDrop wurde eine 1-2 sekindige Verzégerung, sowie eine
5-10 seklindige Lesezeit eingestellt. Je Well wurden auf einer 96-Well Platte
zunachst 20 pl des hergestellten Passivlysepuffer-Zell-Lysates vorgelegt, es
wurden wieder wie bereits im Versuch pro Zeitpunkt drei Wells genutzt. Im
Anschluf3 wurde die Platte im Gerat platziert. Hier erfolgte nun automatisch durch
das Gerat nacheinander die Zugabe von jeweils 100 pl Luciferase Assay Reagenz,
um die Firefly-Enzym-Reaktion zu starten und die Lumineszenz messen zu
kénnen. Zum Stoppen der Firefly- und Starten der Renilla-Aktivitat erfolgte die
Zugabe von jeweils 100 ul Stop & Glo Reagenz pro Well. Wiederum wurde die
Lumineszenz gemessen. Die ermittelten Werte wurden dann jeweils einzeln auf

den zeitgleich wahrend der Messung ermittelten Einzelwert der Renilla bezogen.

2.3 Statistik

Alle erhobenen Daten wurden mittels GraphPad Prism 5 ausgewertet. Fir jede
Gruppe aller Versuche wurde je Zeitpunkt zunachst tber die Varianzanalyse One
Way ANOVA die Varianz der Werte innerhalb der Gruppe ermittelt. Fur die Ver-
gleiche der einzelnen Zeitpunkte untereinander wurden in allen Versuchen jeweils
die Mittelwerte Uber Dunnett's Multiple Comparison Test verglichen. Hierbei wur-
den Werte innerhalb des 95%-Konfidenz-Intervalls (P-Wert <= 0.05) als signifikant
erachtet. Zusatzlich sind die Werte innerhalb des Konfidenz-Intervalls weiter abge-
stuft. Dies ist durch Sterne gekennzeichnet. Ein P-Wert < 0.001 ist wie folgt ge-
kennzeichnet: ,***“. Ein P-Wert < 0.01 ist wie folgt gekennzeichnet: ,**“. Ein P-Wert
< 0.05 ist wie folgt gekennzeichnet: ,**.

Far die Korrelationsanalysen gelten dieselben Kriterien.

Das Existenz eines circadianen Rhythmus wurde mit der Software CircWave v1.4
analysiert. Die CircWave Analysen wurden von Prof. Dr. rer. nat. Henrik Oster
durchgefuhrt (217).
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2.4 Bezugsparameter

In allen Versuchen wurde fir jedes Gewebe die Expression der RNA, sowie der
Housekeeping Genes GAPDH und B-Actin als mogliche Bezugsparameter mit
untersucht.

B-Actin gehort zu den Housekeeping Genes, die als eben solche normalerweise
keiner Regulation unterliegen. lhre im allgemeinen konstitutive Expression ohne
signifikante Schwankungen der Konzentrationen im Tagesverlauf stellt eine
wichtige Baseline zur Verfugung. Hieriber besteht die Moglichkeit, Mess- und
Pipettierfenler zu mindern sowie experimentell bedingte Schwankungen
herauszurechnen. Inzwischen ist aber bekannt, dass zumindest GAPDH nicht frei
von Regulationen ist (218). Fir B-Actin wurde eine zirkadiane Regulation im
Cortex, nicht jedoch im Hypothalamus nachgewiesen (219), was sich auch in den
vorliegenden Werten bestatigt. Der Bezug samtlicher ermittelter Werte auf ein
reguliertes Housekeeping Gene oder regulierte RNA andert die Aussage
insgesamt jedoch nicht. Es kommt allenfalls zu geringfligigen Abweichungen zu
einzelnen Zeitpunkten, die im Allgemeinen nicht signifikant sind. In Einzelfallen
kam es zu signifikanten Abweichungen in der GréRenordnung eines P-Wertes <

0.05, jedoch > 0.01. Alle Ergebnisse im Folgenden wurden auf GAPDH bezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der PCR fur die Primer mBmal-1, mG6PC, mGCK,
mPer2, mNFIL-3 und mDBP

Zur Etablierung und Optimierung der Primer mBmal1, mG6PC und mGCK wurden Gele
mit je einer Tasche fir jede in der PCR eingesetzte Primerkonzentration (s. 2.2.6)
hergestellt. Es zeigte sich in allen Fallen, dass die PCR mit dem in der Regel
verwendeten Primer-Konzentrationsverhaltnis 300:300 (5. Bande) eine deutliche Bande
mit den erwarteten Grofken von 101 bp (mBmal1), 120 bp (G6PC) und 121 bp (mGCK)
der amplifizierten DNA ergab (Abbildung 5). Somit wurden fiur mBmal1, mG6PC und
mGCK die Primer mit diesem Konzentrationsverhaltnis fir die nachfolgenden PCRs

verwendet.

— - y— W e ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

- -
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 5: Agarose-Gelelektrophorese fir die Primer mBmal1, mG6PC und mGCK. Die
Nummerierung 1-9 der Banden entspricht den unter 2.2.6 angegebenen Kombinationen der
jeweiligen Primerkonzentration. M = Marker

Fir die Primer mPer2, mNFIL-3 und mDBP wurden Gele mit jeweils nur einer Tasche pro
Primer gegossen und ausschlieRlich die Konzentration 300:300 gemessen. Die
Intensitaten der jeweiligen Banden entsprachen fur alle drei Primerpaare der erwarteten
Groe von 113 bp (mPer2), 110 bp (mNFIL-3) und 119 bp (mDBP) (Abbildung 6). Somit
wurden diese Primer in den nachfolgenden Analysen ebenfalls in dieser Konzentration

verwendet.
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Abbildung 6: Agarose-Gelelektrophorese fir den Primer Per2 (a) mNFIL-3 (b) und mDBP
(c). M = Marker

3.2 Tageszeitabhangige Expression des Prapro-Orexins, der Orexin-
Rezeptorsubtypen sowie der Uhrengene

Die Genexpression des Prapro-Orexins, der Orexin-Rezeptorsubtypen OXiR und OXzR
sowie der Uhrengene bzw. Enzyme (Leber) wurden in Cortex, Hypothalamus, Leber und
Nebenniere mannlicher Mause zu unterschiedlichen Tageszeitpunkten wahrend der Hell-
und Dunkelphase untersucht. Zudem wurde die Genexpression wahrend einer 24-
stiindigen Dunkelphase sowie anschlielend 1 Stunde nach dem automatischen

Lichteinschalten analysiert.

3.2.1 Hell-Dunkel-Expression (L/D)

Zur Analyse einer mdglichen zirkadianen Rhythmik wurde die mRNA-Expression
folgender Gene alle 4 Stunden mit der qPCR Uber 24 Stunden untersucht: OXiR, OX2R,
PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP. Mit der Varianzanalyse wurde untersucht, ob
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten bestehen. Zudem wurde
getestet, ob sich die wahrend der Hell-Phase erhobenen Daten signifikant von den
wahrend der Dunkel-Phase erhobenen Daten unterscheiden. Mit einer anschlieBenden
CircWave-Analyse wurde untersucht, inwieweit fiir die Expression der jeweiligen Gene ein
signifikanter 24-Rhythmus vorliegt. Obwohl sich die Oh und 24h Zeitpunkte im Zeitverlauf
entsprechen, wurde teilweise eine Diskrepanz zwischen den Werten beobachtet. Daher
wurden fir die Varianz- und CircWave-Analysen die jeweiligen 24h-Wert nicht

bertcksichtigt.
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3.2.1.1 Cortex

Im murinen Cortex wurden die mRNA-Spiegel der Gene OX4R, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-
3 und DBP mit der gPCR untersucht (Abbildung 7). Fir jedes Gen wurde die Hohe der
Expression wahrend der Hell- mit der Hohe der Expression wahrend der Dunkelphase
ermittelt (Abbildung 8).
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Abbildung 7: OX1R, OXzR, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Cortex im Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, * - p <
0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe. Sowohl
bei der Varianzanalyse als auch der CircWave-Analyse wurde der 24h-Wert aufgrund der
jeweils beobachteten Diskrepanz zum Oh-Wert nicht berticksichtigt.
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Abbildung 8: OX1R, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Cortex im Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt sind das Minimum, das 25.
Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; **-p <0,01; *** - p
< 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe mit jeweils 3 Zeitpunkten (0h-4h-
8h und 12h-16-24h).

Die Varianzanalyse zeigt eine signifikante Regulation des OX4R (Abbildung 7), wobei
diese insgesamt Uber den gesamten Zeitraum von 24 Stunden abféllt. Die CircWave-
Analyse ergab eine signifikante zirkadiane Regulation der Expression im 24 Stunden-
Rhythmus. Wahrend der zweiten Tageshalfte (Dunkelphase) waren die OXiR mRNA-
Level signifikant reduziert (Abbildung 8).

Der OXzR zeigt einen ahnlichen Kurvenverlauf wie der OXiR mit einer signifikanten
Regulation der Genexpression (Abbildung 7) und reduzierten mRNA-Leveln in der
Dunkelphase (Abbildung 8). Allerdings zeigte die CircWave-Analyse keinen signifikanten
24h-Rhythmus fur die OX2R Expression (Abbildung 7). Bmal1 wird am hdéchsten zu
Beginn der Lichtphase exprimiert (Abbildung 7). Am Ubergang in die Dunkelphase ist die
Expression erheblich niedriger, dies halt Gber die gesamte Dunkelphase an. Die
Varianzanalyse und die CircWave-Analyse zeigen jeweils eine signifikante Regulation.
Wahrend der Dunkelphase waren die mRNA-Level von Bmal1l signifikant reduziert
(Abbidldung 8). Die Expression des Uhrengens Per2 fallt zu Beginn der Lichtphase stark

ab (Abbildung 7). Ein zweites Peak zeigt sich bei 16h, hier wird allerdings auch eine hohe
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Varianz verzeichnet. Wahrend des Uberganges in die Dunkelphase zeigt sich ein
konstanter Anstieg der Expression. Die Varianzanalyse zeigt keine signifikante Regulation
an, wahrend die CircWave-Analyse hier signifikante Werte verzeichnet. Die mRNA-Level
zeigen in der Dunkelphase keinen signifikanten Abfall gegeniber der Lichtphase
(Abbildung 8). NFIL-3 zeigt einen ahnlichen Expressionsverlauf wie Bmal1 (Abbildung 7).
Der nachtliche Anstieg ist allerdings groRer. Insgesamt ist hier die Regulation sowohl in
der Varianzanalyse als auch der CircWave-Analyse signifikant. Der Vergleich der mRNA-
Level der beiden Phasen zeigt jedoch keinen signifikanten nachtlichen Abfall (Abbildung
8). Invers zu den vorgenannten Kurvenverlaufen zeigt sich der sowohl in der Varianz- als
auch der CircWave-Analyse signifikante Kurvenverlauf von DBP (Abbildung 7). Zu Beginn
der Lichtphase findet sich eine niedrige Expression mit konsekutiv folgendem Anstieg im
24h-Verlauf. Zum Ende der Nacht fallt die Expression wieder ab. Aufgrund dieses
Verlaufes findet sich im direkten Vergleich der mRNA-Level nur bei diesem Gen ein

signifikanter Anstieg in der Dunkelphase (Abbildung 8).
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3.2.1.2 Hypothalamus

Im murinen Hypothalamus wurden die mRNA-Spiegel der Gene OXiR, OX:R, Bmal1,
Per2, NIFL-3 und DBP (Abbildung 9) sowie PPO (Abbildung 11) mit der gPCR untersucht.
Fir jedes Gen wurde die Hohe der Expression wahrend der Hell- mit der Hohe der

Expression wahrend der Dunkelphase ermittelt (Abbildung 10).
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Abbildung 9: OX1R, OXz2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Hypothalamus im Verlauf der 24 h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, *
-p <0,05; ** - p <0,01; ** - p <0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe.
Sowohl bei der Varianzanalyse als auch der CircWave-Analyse wurde der 24h-Wert
aufgrund der jeweils beobachteten Diskrepanz zum Oh-Wert nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 10: OXiR, OXz2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Hypothalamus im Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt sind das Minimum, das 25.
Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; ** -p
< 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe mit jeweils 3 Zeitpunkten (0Oh-4h-
8h und 12h-16-24h).

OXi1R zeigt in der Varianzanalyse keine signifikante Regulation (Abbildung 9). Auch in der
CircWave-Analyse konnte keine Signifikanz gefunden werden. Erwartungsgemal zeigte
auch der Vergleich der mMRNA-Level keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 10).

Hingegen zeigt sich in der Varianz- und CircWave-Analyse des OX:R jeweils eine
signifikante Regulation (Abbildung 9). Die Kurve verlauft ahnlich der von Bmal1, Gber 24
Stunden fallt die Genexpression zunachst ab, um zum Ende der Dunkelphase wieder
anzusteigen. Auch im Vergleich der mRNA-Level zwischen Hell- und Dunkelphase
verzeichnet sich ein signifikanter Abfall der nachtlichen Expression (Abbildung 10). Bmal1
zeigt eine signifikante Regulation Uber 24 Stunden in der Varianzanalyse (Abbildung 9).
Die hoéchste Expression tritt zu Beginn der Lichtphase auf, ein zweiter Peak findet sich
gegen Ende der Dunkelphase. Der Verlauf der Expression ist ahnlich dem des OXzR und
entgegengesetzt zu PPO (siehe unten). Wahrend der Dunkelphase ist die Expression der
MRNA-Level gegenlber der Lichtphase signifikant vermindert (Abbildung 10). Die
Genexpression von Per2 zeigt zu fast allen Zeitpunkten starke Standardabweichungen.

Weder in der Varianz- noch in der CircWave-Analyse konnte eine signifikante Regulation
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festgestellt werden. Folglich Iasst sich im direkten Vergleich der mRNA-Level ebenso
keine signifikante Regulation feststellen (Abbildung 10). Der Kurvenverlauf von NFIL-3
weist zwei Peaks auf, was nach 24 Stunden zu einer ahnlich hohen Gen-Expression wie
zu Beginn (0h) fuhrt (Abbildung 9). Die Regulation zeigt sich signifikant, in beiden
Analysen. Der direkte mRNA-Vergleich zeigt allerdings keine signifikante Anderung der
Expression (Abbildung 10). Sowohl die Varianz- als auch die CircWave-Analyse zeigen
eine signifikante Regulation von DBP (Abbildung 9). Der Verlauf der Expression uber 24
Stunden zeigt sich entgegengesetzt zu dem von NFIL-3 (Abbildung 10).

A. B.
e~ 5
Q light dark o) ok
% 4.0 ek % 4 —|—
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Abbildung 11: A: PPO mRNA-Expression im Maus-Hypothalamus im Verlauf der 24 h Hell-
Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001
im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe. Sowohl bei der Varianzanalyse als auch
der CircWave-Analyse wurde der 24h-Wert aufgrund der jeweils beobachteten Diskrepanz
zum Oh-Wert nicht bertcksichtigt. B: PPO mRNA-Expression im Maus-Hypothalamus im
Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt sind das Minimum, das 25. Perzentil, der
Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im
Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe mit jeweils 3 Zeitpunkten (Oh-4h-8h und 12h-
16-24h).

PPO wird im Hypothalamus grob entgegengesetzt zum OXzR exprimiert (Abbildung 11).
Wahrend die Varianzanalyse eine signifikante Regulation aufzeigt, kann dies mittels
CircWave-Analyse nicht bestatigt werden. Im direkten Vergleich der mRNA-Expression

zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Expression von PPO wahrend der Dunkelphase.
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3.2.1.3 Leber

In der murinen Leber wurden die mRNA-Spiegel der Gene G6PC, GCK, Bmal1, Per2,
NIFL-3 und DBP mit der gPCR untersucht (Abbildung 12). Fir jedes Gen wurde die Héhe
der Expression wahrend der Hell- mit der Héhe der Expression wahrend der Dunkelphase
ermittelt (Abbildung 13).
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Abbildung 12: G6PC, GCK, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der Maus-
Leber im Verlauf der 24 h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, * - p <
0,05; ** - p <0,01; ** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe. Sowohl
bei der Varianzanalyse als auch der CircWave-Analyse wurde der 24h-Wert aufgrund der
jeweils beobachteten Diskrepanz zum Oh-Wert nicht berticksichtigt.
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Abbildung 13: G6P, GCK, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Cortex im Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt sind das Minimum, das 25.
Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; ** - p
< 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe mit jeweils 3 Zeitpunkten (0h-4h-
8h und 12h-16-24h).

G6PC zeigt nur eine geringfiigige Regulation in der Varianzanalyse (Abbildung 12). Mittels
CircWave-Analyse kann eine Regulation nicht bestatigt werden. Es sind starke
Standardabweichung zu drei Zeitpunkten (Oh, 4h, 24h) zu beobachten. Im direkten
Vergleich findet sich zwar eine signifikante Verminderung der mRNA-Expression wahrend
der Dunkelphase, diese ist jedoch gering (Abbildung 13). Demgegeniber ist GCK in der
Leber Uberhaupt nicht reguliert (Abbildung 12). Auch der direkte Vergleich ist nicht
signifikant (Abbildung 13). Bmal1 weist eine hohe Standardabweichung zu den
Zeitpunkten Oh, 4h und 24h auf (Abbildung 12). Es besteht ein signifikanter Abfall der
Expression zum Ende der Lichtphase. Auch die CircWave-Analyse zeigt eine signifikante
Regulation auf. Im direkten Licht-/Dunkelvergleich kann kein signifikanter Unterschied
gefunden werden (Abbildung 13). Wie die anderen gemessenen Gene in der Leber zeigt
auch Per2 starke Standardabweichungen zu einzelnen Zeitpunkten (12h und 16h)
(Abbildung 12). Nach einem signifikanten Anstieg der Genexpression tber den Ubergang
zur Dunkelphase hinweg folgt bei 16h ein Abfall der Expression. Die Expression stellt sich
grob entgegengesetzt zu der von Bmall dar. Mittels CircWave-Analyse kann keine

signifikante Regulation nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich kann aber ein
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signifikanter Anstieg der mMRNA-Expression in der Dunkelphase dargestellt werden. NFIL-
3 zeigt einen signifikanten Abfall der Expression von Oh auf 12h, mit nachfolgendem
Wiederanstieg (Abbildung 12). Auch hier treten erhéhte Standardabweichung (Oh, 4h, 20h
und 24h) auf. Der Gesamtverlauf der Gen-Expression ahnelt dem von Bmal1. Die
CircWave-Analyse zeigt eine signifikante Regulation auf. Ein signifikanter nachtlicher
Anstieg oder Abfall der Expression fehlt jedoch (Abbildung 13). Einen zu NFIL-3 inversen
Kurvenverlauf mit signifikanter Regulation weist DBP auf (Abbildung 12). Zu Beginn des
24h-Zyklus findet sich annahernd ein 4-stlindiges Plateau auf, worauf ein starker,
signifikanter Anstieg zwischen 4h und 8h folgt. Im Ubergang zur Dunkelphase fallt die
Expression stark ab und erreicht bei 20h beinah seine Ausgangskonzentration. Anders als
bei Per2, liegt das Peak von DBP in der Hell-, nicht in der Dunkelphase. Allerdings findet
sich auch hier keine signifikante Abweichung der mRNA im direkten Vergleich (Abbildung
13).
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3.2.1.4 Nebenniere

In der murinen Nebenniere wurden die mRNA-Spiegel der Gene OXiR, OXzR, Bmali,
Per2, NIFL-3 und DBP mit der qPCR untersucht (Abbildung 14). Fir jedes Gen wurde die

Hoéhe der Expression wahrend der Hell- mit der Héhe der Expression wahrend der

Dunkelphase ermittelt (Abbildung 15).

OX4R
g 1.54
Q light dark
<
)
E‘_ 1.0 ns é
x + ..... [
....... (]
S/ B =
© 0.5 »
§ p < 0,05 (Anova)
Q < 0,05 (CircWave
© 0.0 p. .( T ) T T T
0 4 8 12 16 20 24
Time Line (h)
Bmal1
=10.0- ,
5 light dark
o
<C
Q
(:E\) 5.0 + + .
Q
© * 52
2 N I
73 - -
8 0.0 B ™5 20,001 (Anova)
8 p < 0,001 (CircWave)
0 4 8 12 16 20 24
Time Line (h)
NFIL-3
4.0- .
light dark

g
o
1

@ p<0,001 (Anova)
p < 0,001 (CircWave)

0 4 8 12 16 20 24
Time Line (h)

o

Copies*10° (NFIL-3/GAPDH)
2 ¢
e 2l

o
o

OX,R
g1.5- '
Q light dark
<
)
1.0
X
S R 0. + E}’
«\,90.5_ W ® e +
.g’_ n.s. (Anova)
8 0.0 p|=0’07|4 (Clr?Wavel) T T T
0 4 8 12 16 20 24
Time Line (h)
Per2
2.0-
Iight*** dark

-
(3]
1

Copies*10° (Per2/GAPDH)

1.0 *k
LB . p < 0,001. (Anova)'i»:|
0.0 p < 0,001 (CircWave)
0 4 8 12 16 20 24
Time Line (h)
DBP
z light dark
go.o- .
[ ]
g et ':\'**
oM - |
Q5.0 i .
k= - :
2001 ™  p<0001(Anova) . B D
S p < 0,001 (CircWave)

0

4 8 12 16 20 24
Time Line (h)

Abbildung 14: OXiR, OXz:R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der
Nebenniere der Maus im Verlauf der 24 h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM, * - p <0,05; ** - p <0,01; *™* - p <0,001 im Vergleich zum 0h Wert; 5 — 6 Tiere pro
Gruppe. Sowohl bei der Varianzanalyse als auch der CircWave-Analyse wurde der 24h-Wert
aufgrund der jeweils beobachteten Diskrepanz zum Oh-Wert nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 15: OX1R, OX2R, PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der
Nebenniere der Maus im Verlauf der 24h Hell-Dunkel-Phase. Dargestellt sind das Minimum,
das 25. Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; ** - p < 0,01;
*** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe mit jeweils 3 Zeitpunkten
(Oh-4h-8h und 12h-16-24h).

OX4R und OXzR zeigen in der Nebenniere keine Regulation (Abbildung 14). Auch im
direkten Vergleich der Hell-/Dunkelphase zeigt sich keine signifikante Abweichung der
MRNA-Expression (Abbildung 15). Bmal1 verzeichnet einen starken, signifikanten Abfall
der Expression von Oh auf 8h (Abbildung 14). Am Ubergang zur Dunkelphase erfolgt ein
starker Wiederanstieg bis 20h. Die CircWave-Analyse zeigt eine signifikante Regulation
des Gens, im direkten Hell-/Dunkelvergleich lasst sich kein signifikanter Unterschied
finden (Abbildung 15). Per2 zeigt eine zu Bmal1 phasenverschobene Kurve mit einem
starken Anstieg der Gen-Expression bereits ab Mitte der Lichtphase (Abbildung 14).
Varianz- und CircWave-Analyse weisen eine signifikante Regulation nach, im Hell-
/Dunkel-Vergleich findet sich ein signifikanter Anstieg der Expression wahrend der
Dunkelphase (Abbildung 15). In seinem signifikant regulierten Kurvenverlauf ahnelt NFIL-
3 Bmal1, die Kopienzahl ist allerdings wesentlich geringer (Abbildung 14). Wahrend der
Dunkelphase kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression (Abbildung
15). Die Kurve von DBP stellt sich einerseits phasenverschoben zu der von Per2 dar,

andererseits zeigt sie einen inversen Verlauf zu Bmal1 und NFIL-3 (also eine komplette
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Phasenverschiebung) (Abbildung 14). Das Gen ist ausgepragt reguliert. Ein signifikanter

Unterschied zwischen Hell- und Dunkelphase ist nicht nachweisbar (Abbildung 15).

3.2.2 Dunkel-Dunkel-Expression

Zur Analyse einer mdglichen lichtunabhangigen Rhythmik wurde die mRNA-Expression
folgender Gene alle 4h mit der gPCR Uber 24h untersucht: OX1R, OX2R, PPO, Bmal1,
Per2, NIFL-3 und DBP. Mit der Varianzanalyse wurde untersucht, ob signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten bestehen. Obwohl die Oh und 24h
Zeitpunkte sich im Zeitverlauf entsprechen, wurde teilweise eine Diskrepanz zwischen
den Werten beobachtet. Daher wurden fir die Varianz-Analysen die jeweiligen 24h-Werte

nicht berucksichtigt.

3.2.2.1 Cortex

Im murinen Cortex wurden wie bei der vorangegangenen L/D-Expression die mRNA-
Spiegel der Gene OXiR, OX2:R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mit der gPCR untersucht
(Abbildung 16). Die Genexpressionen sind im Vergleich zur L/D-Expression insgesamt

weniger ausgepragt, zum Teil fehlt eine Regulation ganzlich.

Der OX4sR und der OX:R sind nicht reguliert, es zeigen sich keinerlei signifikante
Abweichungen. Die D/D-Expression ist insgesamt geringer als die L/D-Expression. Sogar
das Uhrengen Bmal1 zeigt nur eine geringfligige Regulation obwohl es normalerweise
reguliert ist. Per2 ist im Cortex, obwohl ein Uhrengen, gar nicht reguliert. Die Expression
von NFIL-3 zeigt einen konstanten und signifikanten Abfall zwischen Oh und 12h. Die
Expression steigt bis 24h wieder an. DBP verzeichnet ein Plateau zwischen Oh und 4h,
danacherfolgt ein signifikanter Anstieg auf ein weiteres Plateau zwischen 8h und 12h. Der
Verlauf der Expression ist ahnlich wie bei der L/D-Expression, wobei dort kein Plateau zu

beobachten ist.
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Abbildung 16: OX1R, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Cortex im Verlauf der 24h Dunkel-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, * - p <
0,05;** - p <0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe.
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3.2.2.2 Hypothalamus

Im murinen Hypothalamus wurden wie bei der vorangegangenen L/D-Expression die
MRNA-Spiegel der Gene OXiR, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP (Abbildung 17)
sowie PPO (Abbildung 18) mit der qPCR untersucht. Wie schon im Cortex sind im
Vergleich zur L/D-Expression die Gene insgesamt weniger ausgepragt reguliert, zum Tell

fehlt eine Regulation ganzlich.
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Abbildung 17: OXiR, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Hypothalamus im Verlauf der 24h Dunkel-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert +
SEM, * - p <0,05; ** - p <0,01; *™* - p < 0,001 im Vergleich zum 0Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro
Gruppe.

Wie bereits im Cortex festgestellt, zeigt auch im Hypothalamus weder der OX4R noch der
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OX:zR eine messbare Regulation. Weiterhin ist fur beide Gene auch die Héhe der
Expression insgesamt geringer bei der L/D-Expression. Bmal1 hingegen ist reguliert. Der
Kurvenverlauf ahnelt dem des OX:R. Die Anzahl der Genkopien ist dhnlich hoch bei der
L/D-Expression. Das zweite gemessene Uhrengen, Per2, ist im Hypothalamus jedoch
nicht reguliert. NFIL-3 verzeichnet einen konstanten und signifikanten Abfall der
Expression zwischen Oh und 8h, danach folgt ein Wiederanstieg. Es ist somit auch in
Dunkelheit reguliert. Der Verlauf ahnelt dem der L/D-Expression, genauso wie die Anzahl
der Genkopien. Gegenulber D/D DBP verlauft die Gen-Expression entgegengesetzt. Der
gegeniber NFIL-3 inverse Kurvenverlauf von DBP ist ebenfalls signifikant, somit ist DBP
ebenfalls reguliert. Verlauf und Anzahl der Gen-Kopien ahneln, wie bei NFIL-3, der L/D-

Expression.

PPO zeigt eine schwache Regulation (Abbildung 18). Es findet sich eine signifikant
héhere Expression zum Zeitpunkt 12h. Diese Erhdéhung zeigt sich auch bei der L/D-

Expression, in dem die Kopienzahl ebenfalls im Bereich 108 liegt.
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Abbildung 18: PPO mRNA-Expression im Maus-Hypothalamus im Verlauf der 24h Dunkel-
Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001
im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe
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3.2.2.3 Leber

Auch in der murinen Leber wurden wie bei der vorangegangenen L/D-Expression die
mMRNA-Spiegel der Gene G6PC, GCK, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mit der qPCR
untersucht (Abbildung 19). Insgesamt zeigt sich eine geringere Regulation als bei der L/D-
Expression. Wiederum sind einige Gene wie in den vorhergehenden Organen der D/D-

Expression — und anders als bei der L/D-Expression — gar nicht reguliert.
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Abbildung 19: G6PC, GCK, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der Maus-
Leber im Verlauf der 24h Dunkel-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM, * - p <
0,05; ** - p <0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro Gruppe.

Fir G6PC zeigt sich keine signifikante Abweichung, somit findet sich keine messbare

Regulation fir das Gen. Hingegen zeigt GCK, in der L/D-Expression gar nicht reguliert,
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hier einen signifikanten Abfall der Expression auf 12h mit nachfolgend leichtem, nicht
signifikanten Wiederanstieg auf 24h, wobei der Ausgangswert aber nicht erreicht wird. Der
Verlauf der Expression zeigt kaum Ahnlichkeit mit dem der L/D-Expression. Die
Expression uber 24h ahnelt der von Bmal1 und NFIL-3 bei der D/D-Expression. Das
Uhrengen Bmal1 verzeichnet einen stark signifikanten Expressions-Verlauf, welcher dem
der L/D-Expression ahnelt. Allerdings sind die Signifikanzen dort geringer ausgepragt.
Insgesamt ahnelt der Verlauf der Expression dem von GCK und ist beinahe identisch mit
demjenigen von NFIL-3. Per2 zeigt Uber die ersten acht Stunden einen nahezu
plateauartigen Verlauf, bevor es innerhalb der folgenden vier Stunden zu einem
signifikanten Anstieg auf 12h kommt. Nach Varianz-Analyse ebenfalls reguliert weist
NFIL-3 einen ahnlichen Expressionsverlauf wie GCK (welches mehr Kopien aufweist) und
Bmal1 (mit weniger Kopien) auf. Der Verlauf Uber die ersten zwdlf Stunden passt zu dem
Verlauf bei der L/D-Expression, allerdings liegt dort der 24h-Wert etwa eine Zehnerpotenz
niedriger als der Ausgangswert von Oh, wahrend er hier eine hdhere Kopienzahl aufweist.
DBP zeigt einen signifikanten Peak bei 8h, das fast als Plateau nach 12h zieht. Zu Beginn
und Ende der Messung verlauft die Gen-Expression etwa eineinhalb Zehnerpotenzen
niedriger im Vergleich zum Peak. Dieser Verlauf ist auch bei der L/D-Expression zu

beobachten und stellt sich somit wie dort auch umgekehrt zu NFIL-3 dar.
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3.2.2.4 Nebenniere

In der murinen Nebenniere wurden wie bei der vorangegangenen L/D-Expression die
mMRNA-Spiegel der Gene OX:R, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mittels gPCR
untersucht (Abbildung 20). Auch hier zeigen die Gene, wie bei der gesamten D/D-
Expression eine geringere Regulation als bei der L/D-Expression bei meist gleich hoher

Gen-Kopienzahl.
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Abbildung 20: OXiR, OXz2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der
Nebenniere der Maus im Verlauf der 24h Dunkel-Dunkel-Phase. Dargestellt ist der Mittelwert
+ SEM, * - p <0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; 5 — 6 Tiere pro
Gruppe.
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Weder fir den OX4R noch den OX:R findet sich in der Nebenniere eine Regulation. Dies
entspricht fir den OX2R der L/D-Expression. Beide Gene weisen eine geringere Anzahl
Genkopien als bei der L/D-Expression auf. Demgegeniber ist Bmal1 stark reguliert. Nach
einem starken Abfall der Gen-Expression entspricht der Kurvenverlauf bis 12h dem der
L/D-Expression bei ahnlich hoher Anzahl der Gen-Kopien. Wahrend hier die Expression
bei 24h wieder stark angestiegen ist, ist dies bei der L/D-Expression jedoch nicht der Fall.
Die Expression verlauft entgegengesetzt zu der von Per2, dies ist teilweise auch schon
bei der L/D-Expression beobachtbar. Der inverse Kurvenverlauf von Per2 zeigt ab 4h
einen stark signifikanten Anstieg der Expression bis 12h, mit nachfolgend starkem Abfall
bis 24h. Der Verlauf Uber die ersten 12 Stunden &hnelt dem der L/D-Expression bei
insgesamt geringerer Kopienzahl. NFIL-3 steigt nach beginnendem gering signifikantem
Abfall auf 12h an. Die Expression ist ahnlich der der L/D-Expression bei annahernd gleich
hoher Kopienzahl und ahnlich dem Kurvenverlauf von Bmal1. DBP weist nach einem
stark signifikanten Anstieg der Expression bis zum Peak bei 8h einen starken Abfall bei
12h auf, entspricht damit im Verlauf der L/D-Expression und ist phasenverschoben

gegenutber Bmal1 und NFIL-3.

3.2.3 Licht-Effekt auf die Expression

Zur Analyse einer mdglichen Lichtinduktion der Genexpression wurden die mRNA-Spiegel
folgender Gene nach 25 Stunden Dunkelheit mit und ohne Lichtpuls mit der qPCR
untersucht: OXiR, OX2:R, PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP (Abbildung 21, Abbildung
22, Abbildung 23, Abbildung 24). Mit der Varianzanalyse wurde untersucht, ob signifikante

Unterschiede zwischen den jeweiligen Genexpressionen bestehen.
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3.2.3.1 Cortex
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Abbildung 21: OXiR, OXz2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im Maus-
Cortex zu den Zeitpunkten 24h D (Wert aus der D/D-Expression) und 25h in Dunkelheit (25h
D) sowie 25h in Dunkelheit mit nachfolgendem Lichtpuls (25h L). Dargestellt sind das
Minimum, das 25. Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; **
-p<0,01; **-p<0,001; 5-6 Tiere pro Gruppe.

Fur samtliche Gene findet sich bei den 25h-Werten keine signifikante Veranderung der
Expression (Abbildung 21). Auffallend ist die breite Streuung der 25h-D-Werte fir die
Gene OXiR, OX:R, Bmal1 und Per2. Im Vergleich zu den 24h-D-Werten finden sich
signifikante Anderungen der Expression zu beiden 25h-Werten fir die Gene NFIL-3 und

DBP. Hier ist auch die Streuung der 25h-D-Werte weniger ausgepragt.
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3.2.3.2 Hypothalamus
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Abbildung 22: OXR, OX2R, PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression im
Maus-Hypothalamus zu den Zeitpunkten 24h D (Wert aus der D/D-Expression) und 25h in
Dunkelheit (25h D) sowie 25h in Dunkelheit mit nachfolgendem Lichtpuls (25h L). Dargestellt
sind das Minimum, das 25. Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p
<0,05; **-p<0,01; *™ -p<0,001; 5-6 Tiere pro Gruppe.

Im Hypothalamus zeigen sich in keinem der gemessenen Gene signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 22). Alle Gene zeigen jedoch tendenziell
eine geringere Expression in der Lichtgruppe. Hier findet sich ebenfalls eine breite
Streuung in der 25h-D-Gruppe fir die Gene OX1R, OXz2R, Bmal1 und Per2.
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3.2.3.3 Leber
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Abbildung 23: OX4R, OX2R, PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der
Maus-Leber zu den Zeitpunkten 24h D (Wert aus der D/D-Expression) und 25h in Dunkelheit
(25h D) sowie 25h in Dunkelheit mit nachfolgendem Lichtpuls (25h L). Dargestellt sind das
Minimum, das 25. Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p < 0,05; **
-p<0,01; **-p<0,001; 5-6 Tiere pro Gruppe.

Auch in der Leber lassen sich keine signifikanten Anderungen messen (Abbildung 23).
Die Streuung der 25h-D-Werte fur die Gene G6PC und GCK ist im Vergleich zu den
anderen beiden gemessenen Werten gering. Ein Verhaltnis, das sich bei den Gbrigen vier

Genen nicht darstellen lasst.
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3.2.3.4 Nebenniere
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Abbildung 24: OX4R, OX2R, PPO, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in der
Nebenniere der Maus zu den Zeitpunkten 24h D (Wert aus D/D-Expression) und 25h in
Dunkelheit (25h D) sowie 25h in Dunkelheit mit nachfolgendem Lichtpuls (25h D). Dargestellt
sind das Minimum, das 25. Perzentil, der Median, das 75. Perzentil und das Maximum, * - p
<0,05; **-p<0,01; *™ -p<0,001; 5-6 Tiere pro Gruppe.

In der Nebenniere zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen, mit Ausnahme von Per2 (Abbildung 24). Hier ist auch der einzige

signifikante Unterschied zwischen den 25h-Gruppen zu verzeichnen.

64



3 Ergebnisse

3.3 Zellversuche

In mHypoA-Zellen wurde die Expression der Gene OXiR, OX:R, PPO, Bmal1, Per2,
NFIL-3 und DBP analog der L/D- und D/D-Expressionen auf das Vorkommen eines
zirkadianen Rhythmus im Verlauf von 24 Stunden mittels der qPCR untersucht (3.3.1.1).
Anschlieend wurde durch Reporter Gene Assays der humane OX;R-Promotor sowohl in
mHypoA- als auch in NCI-Zellen auf das Vorkommen eines zirkadianen Rhythmus Gber
24 Stunden untersucht (3.3.2.1). Die humanen NCI-Zellen wurden neben den murinen
mHypoA-Zellen verwendet, um eine eventuell fehlende Expression des Promotors in
mHypoA-Zellen von einer Inkompatibilitat des humanen Promoters mit den murinen Zellen
unterscheiden zu kénnen. Die Expression des hOX:R-Promotors wurde anschlielend
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden untersucht, um einen zirkadianen Rhythmus
genauer analysieren und verifizieren zu kénnen (3.3.2.2). Seine SF-1-mutierte Form in
NCI-Zellen wurde ebenfalls zwecks Verifizierung der initialen Messergebnisse

vorgenommen (3.3.2.3).

3.3.1 24h-Zellversuch mit mHypoA-Zellen

3.3.1.1 Gen-Expression mHypoA-Zellen

In den mHypoA-Zellen wurden wie in den Tierversuchen die mRNA-Spiegel der Gene
OXiR, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP (Abbildung 25) sowie PPO (Abbildung 26)
mittels gPCR untersucht.

OX4R zeigt in der Varianzanalyse keine signifikanten Anderungen der Genexpression im
Verlauf von 24h (Abbildung 25). Dies ist ebenso im Hypothalamus bei der L/D-Expression
zu beobachten gewesen. Die CircWave-Analyse zeigt allerdings eine geringfligige
Regulation auf. Ebenso findet sich flir den OXzR keine signifikante Regulation. Damit
weicht das Ergebnis von der L/D-Expression ab. Auch hier sind, wie beim zellularen
OX1R, die Standardabweichungen innerhalb der einzelnen Zeitpunkte zum Teil nicht
unerheblich. Bmal1 weist einen entgegengesetzten Verlauf zu Bmal1 in Cortex,
Hypothalamus, Leber und Nebenniere auf. Wahrend die Expression in Cortex und
Hypothalamus im zeitlichen Verlauf abfallt und in Leber und Nebenniere dagegen fallend
mit Wiederanstieg verlauft, zeigt sich hier ein Anstieg bis 12h mit nachfolgendem Abfall
und Wiederanstieg der Expression. Uber Varianz- und CircWave-Analyse ist das Gen
nachweislich reguliert. Mittels Varianz- und CircWave-Analyse findet sich fur Per2 eine
Regulation des Gens. Zu Beginn zeigt es einen ahnlichen Verlauf wie Per2 bei der L/D-
Expression Cortex (Oh bis 8h), verlauft danach allerdings anders und tendenziell
entgegengesetzt zum Verlauf der Expression von Per2 in Leber und Nebenniere. Der

Verlauf der Expression dieses Gens im Hypothalamus stellt sich ganzlich anders dar.
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Vielmehr ist der Verlauf phasenverschoben ahnlich dem von NFIL-3 im Hypothalamus.
Anders als bei der L/D-Expression zum Teil beobachtet, ist der Verlauf nicht
entgegengesetzt zum Verlauf von Bmal1. NFIL-3 weist am ehesten eine geringfiigige
Ahnlichkeit mit der NFIL-3-Expression bei der L/D-Expression im Cortex auf, korreliert
aber nicht mit dem Verlauf in Hypothalamus, Leber und Nebenniere. Auch dieses Gen ist
reguliert (nachweislich der Varianz- und CircWave-Analyse), ebenso wie DBP. Letzteres
verzeichnet einen Verlauf der Gen-Expression, der sich am ehesten entgegengesetzt zum
Verlauf der Expression dieses Gens in Cortex, Hypothalamus, Leber und Nebenniere bei

der L/D-Expression darstellt.
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Abbildung 25: OXR, OX2R, Bmal1, Per2, NIFL-3 und DBP mRNA-Expression in mHypoA-
Zellen. Die Zellen wurden durch Gabe von 50% Serum fur 2h synchronisiert. Dargestellt sind
der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert;
Jeweils Mittelwert der Mittelwerte aus drei Messversuchen, Auswertung mittels Varianz-
sowie CircWave-Analyse.
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3.3.1.2 PPO-Expression mHypoA-Zellen
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Abbildung 26: PPO mRNA-Expression in mHypoA-Zellen. Die Zellen wurden durch Gabe
von 50% Serum fur 2h synchronisiert. Dargestellt sind der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** -
p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert; Jeweils Mittelwert der Mittelwerte aus
drei Messversuchen, Auswertung mittels Varianz- sowie CircWave-Analyse.

Die Expression von PPO in den mHypoA-Zellen ist in Bezug auf die RNA nicht reguliert.
Dieses Ergebnis geht konform mit den Messungen im Cortex bei der L/D-Expression. Hier

wurde, anders als im Hypothalamus bei der L/D-Expression, ebenfalls keine Regulation

gesehen.
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3.3.2 Reporter Gen Assays

In samtlichen Reporter Gen Assay Versuchen wurde ausschliellich die Expression des
Promotors des OX:R gemessen. An diesen wurde downstream eine Firefly-Luciferase
gekoppelt, Uber deren Messung die Expression des hOX;R-Promotors erfolgte. Die Werte
wurden in Bezug gesetzt zur Expression der Renilla-Luciferase, die konstitutiv Uber eine
Kopplung an den Simian Virus 40 Promotor aktiv ist. Letztere stellt damit das
Housekeeping Gene beziehungsweise die GAPDH bei den L/D- und D/D-Expressionen

dar und dient als Baseline-Referenz.

3.3.2.1 Aktivitat des hOX;R-Promotors in NCI- sowie mHypoA-Zellen
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Abbildung 27: Aktivitdt des hOXzR-Promotors in NCI-Zellen und in mHypoA-Zellen im
Verlauf von 24h mittels RGA. Die Zellen wurden durch Gabe von 50% Serum fur 2h
synchronisiert. Dargestellt sind der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; ** -p <
0,001 im Vergleich zum Oh Wert; Auswertung mittels Varianz- sowie CircWave-Analyse.

NCI-Zellen

Die Zellen zeigen sowohl in der Varianz- als auch in der CircWave-Analyse signifikante
Unterschiede in der Hohe der Expression des hOX:R-Promotors Uber 24 Stunden
(Abbildung 27). Insgesamt finden sich im Verlauf ein Abfall der Expression mit Ausnahme
des 12h-Wertes.

mHypoA-Zellen

Fir die mit dem humanen OX:R-Promotor transfizierten murinen mHypoA-Zellen finden
sich in Varianz- und CircWave-Analyse keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Expressionshéhe (Abbildung 27). Des Weiteren korreliert der Verlauf nicht mit der
Expression des OX;R-Promotors in den humanen NCI-Zellen. Der Anfangswert bei Oh ist
vollig entgegengesetzt zu dem der NCI-Zellen der niedrigste gemessene Wert im

gesamten Zyklus.
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3.3.2.2 48h-Aktivtat des hOXz:R-Promotors in NCI-Zellen
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Abbildung 28: Aktivitdt des hOXzR-Promotors in NCI-Zellen im Verlauf von 48h mittels
RGA. Die Zellen wurden durch Gabe von 50% Serum fir 2h synchronisiert. Dargestellt sind
der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich zum Oh Wert;
Auswertung mittels Varianz- sowie CircWave-Analyse.

Die nativen NCI-Zellen zeigen bis 20h den gleichen Verlauf wie die NCI-Zellen im
vorangegangenen Versuch (Abbildung 28). Der Wiederanstieg bei 24h, so beobachtet im
vorherigen Versuch, ist hier nicht mehr zu ermitteln, vielmehr entspricht die Expression
zum Zeitpunkt 24h annahernd den Werten von 18h und 20h. In den folgenden 24h (24h
bis 48h) finden sich zwar signifikante Unterschiede in der Varianzanalyse, allerdings lasst
sich Uber die CircWave-Analyse kein unterliegender zirkadianer Rhythmus fir den
Zeitraum ermitteln. Insgesamt zeigt sich ein scheinbarer, nicht signifikanter, Wiederanstieg
der Expression mit dezentem Abfall als Ausdruck eines zweiten ,Tages®, wobei der
Anstieg der Expression zu Beginn des zweiten ,Tages” viel geringer ist und spater einsetzt
(32h). Die Expression zum Ende des zweiten , Tages® ist jedoch ahnlich hoch wie zu Ende

des ersten ,Tages®.
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3.3.2.3 48h-Expression des hOXz2R-Promotor_mut SF1 in NCI-Zellen
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Abbildung 29: Aktivitat des SF1-mutierten hOXz2R-Promotors in NCI-Zellen im Verlauf von
48h mittels RGA. Die Zellen wurden durch Gabe von 50% Serum fur 2h synchronisiert.
Dargestellt sind der Mittelwert + SEM, * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001 im Vergleich
zum Oh Wert; Auswertung mittels Varianz- sowie CircWave-Analyse.

Die Expression des mutierten Promotors zeigt interessanterweise denselben Verlauf Gber
48h wie der nicht mutierte Promotor, weist aber eine Besonderheit auf: Die Expression ist
insgesamt geringer, sie liegt bei annahernd einem Viertel der Expression des nicht
mutierten Promotors (Abbildung 29). Fur den Zeitraum 24 — 48 Stunden finden sich auch

hier in den Analysen keine signifikanten Ergebnisse.
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4 Diskussion

Obwohl in mehreren Arbeiten eine zirkadiane Rhythmik des Neuropeptides Orexin A
dargestellt wurde, unter anderem bei Mausen (176), Ratten (180) (181), Totenkopfaffchen
(35), sowie im menschlichen Liquor (184) (185) ist die zirkadiane Regulation der
Expression des PPO und der Orexin-Rezeptorsubtypen OXiR und OX:R kaum erforscht.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit selbige in Mausen allgemein, sowie bezogen auf
den Expressionsort und im Vergleich zu Uhrengenen untersucht. Weiterhin wurde ein
Zellversuch angeschlossen, in welchem ebenfalls die Expression der Gene untersucht
wurde. Im Zellversuch wurde auch der hOX;R-Promotor in murinen und humanen Zellen

auf das Vorliegen eines zirkadianen Rhythmus untersucht.

4.1 Zirkadiane Regulation von PPO
Die PPO-mRNA, Vorstufe der beiden Hormone Orexin A und B steigt in der Dunkelphase,

also wahrend des subjektiven Tages der Mause, an. Der hier aufgetretene verzogerte
Anstieg geht konform mit den Beobachtungen von Zeitzer et al., der bei Affen niedrigere
Orexin A-Konzentrationen in den ersten ein bis drei Stunden des Tages fand im Vergleich
zum spateren Drittel des Tages (35). Eine erhéhte PPO-Expression, bzw. erhdhte Orexin-
Konzentrationen, sind wahrend der aktiven subjektiven Tagesphase zu erwarten, da
Orexine aktivierend wirken und eine reduzierte Orexin-Wirkung zum Schlaf fuhrt.

Taheri et al. stellten bei Ratten einen zirkadianen Rhythmus der PPO-Expression im
Hypothalamus fest, allerdings fand sich die geringste Expression hier zu Beginn des
subjektiven Tages, also der Dunkelphase bei nachtaktiven Nagern, und nicht in der ersten
Phase der subjektiven Nacht wie in der vorliegenden Arbeit (181). Ebenfalls verzeichneten
Taheri et al. jedoch ein Peak gegen Ende des subjektiven Tages. Die vorliegenden PPO-
Werte stimmen wiederum auch nicht Uberein mit den Beobachtungen der Orexin A
Konzentration im lateralen Hypothalamus von Marston et al. (175) sowie von Martinez et
al. (177). Diese fanden wahrend der subjektiven Nacht von Mausen erhohte
Konzentrationen des Hormons, welches zum Ende der Nacht absank und eine Stunde
nach Tagesanfang seine geringste Konzentration zeigte, um im Tagesverlauf wieder
anzusteigen. Die Abweichungen sind ohne weitere Untersuchungen nicht zufrieden
stellend zu erklaren. Es muss jedoch bedacht werden, dass es moglicherweise
interspezifische Unterschiede gibt. So untersuchte Taheri, dessen gemessener Verlauf der
PPO-mRNA zu dem Expressions-Verlauf von Martinez hypothalamisch ermittelter Orexin
A-Konzentration passt, ebenso wie Martinez Ratten, nicht Mause. Marston verwendete
zwar Mause, stellte jedoch nur zwei Zeitpunkte (Tag / Nacht) in seiner Arbeit dar. Des

Weiteren ist im Rattenversuch bereits dargestellt worden, dass auf jeden Fall die Héhe
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der PPO-mRNA schon innerhalb derselben Art geschlechtsspezifisch unterschiedlich ist,
da weibliche Ratten hier eine héhere Expression zeigten (5). Ebenso ist der Ort der
Messung nicht unerheblich. Desarnaud et al. fanden durch Messung der
hypothalamischen PPO-mRNA keine altersabhangigen Unterschiede in der Expressions-
Hoéhe (76), wahrend Porkka-Heiskanen in seiner Arbeit aber eben jenes darstellen konnte
(77). Desarnaud flihrte seine Untersuchungen mit Proben des posterioren Hypothalamus
durch, wahrend Porkka-Heiskanen hierzu den lateralen Hypothalamus verwendete. Taheri
konnte darstellen, dass die Konzentration von Orexin A im praoptischen/anterioren
Hypothalamus in der Zeit von 9 — 21 Uhr um 50% sank, wahrend es in der Brlcke
zwischen 9 und 1 Uhr tber 30% anstieg (181). Insgesamt stimmen die hier gemessenen
Werte mit der Beobachtung Uberein, dass Orexine Hormone sind, die Wachheit und
Aufmerksamkeit vermitteln und wichtig sind, um ein Einschlafen wahrend des Tages zu
vermeiden (181) (35) (37) (38) (40) (177) (188).

Der Verlauf der PPO-mRNA-Expression bei der D/D-Expression zeigt sich Uber die ersten
12 Stunden, also der ehemals subjektiven Nacht der Mause, ahnlich dem der L/D-
Expression. In der Annahme, dass sich wahrend der zweiten zwdlf Stunden ein — hier
nicht ermittelter — Peak wie bei der L/D-Expression zeigt, bestatigen die Ergebnisse, dass
die Expression der PPO-mRNA zum Teil von duf3eren Einflissen, also Licht, abhangig ist.
Das Licht bestimmt hier vermutlich die Hohe der Expression, wahrend die zirkadiane
Rhythmik jedoch intern reguliert wird. Interessant ware in diesem Zusammenhang
inwiefern ein Lichtpuls zu einer bestimmten Zeit bei der D/D-Expression keine Anderung,
nur einen Phasenshift - ahnlich wie im Versuch von Marston et al. (175), der je nach
Zeitpunkt des Dunkelpulses Phasenverschiebungen von 0 bis gut sechs Stunden
beobachten konnte - oder aber eine vollkommene Stérung des internen Rhythmus
verursachen wirde. Weiterhin ist fraglich, ob nach einem bestimmten Zeitraum in voélliger
Dunkelheit der interne Rhythmus verloren geht wie bei mPer1 und mPer2 unter
konstanter Lichtexposition (174) (169). Die molekulare Regulation ist ebenfalls unbekannt,
es finden sich keine Ubereinstimmungen mit den Expressionsmustern der Uhrengene im
Hypothalamus. Einzig auffallend ist, dass die Expression grob entgegengesetzt zu der
des OX4R verlauft.

4.2 Zirkadiane Regulation der Orexin Rezeptoren

Die beiden Orexin-Rezeptoren unterliegen im Gehirn einer zirkadianen Regulation, der
OX4R nur in kortikalen Bereichen, der OX:R auch hypothalamisch. Die mMRNA-
Konzentration ist flir den OX2R immer hdher, sowohl im Hypothalamus als auch im Kortex,
dies bei der L/D- wie auch bei der D/D-Expression in Ubereinstimmung mit friiheren
Studien (14). Dies Uberrascht zunachst, da in der Literatur Orexin A, welches eine héhere

Affinitat fir den OX4R aufweist, das wichtigere und wirksame Hormon zu sein scheint und
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Orexin B, welches spezifisch an den OXzR bindet, eine geringere Bedeutung zu haben
scheint (1) (9) (81) (82) (92) (96) (97). Tatsachlich ist Orexin B gegentber Orexin A jedoch
instabiler (220), was sowohl dem freien N-Terminus sowie dem Fehlen von
Disulfidbriicken geschuldet ist (221).

Die Tatsache, dass eine héhere Konzentration sowie eine zirkadiane Steuerung des OXzR
im Hypothalamus vorliegt lasst vermuten, dass der OX:2R in diesem Gebiet eine wichtige —
jedoch noch unbekannte — Rolle spielt, wahrend der OX{R eher Effekte aullerhalb des
Hypothalamus vermittelt. Die zirkadiane Expression des OX;R ahnelt in ihrem Verlauf
Uber 24 Stunden derjenigen von Bmal1, auch bei der D/D-Expression. Dieser Sachverhalt
wirft die Frage auf, ob auf molekularer Ebene eine zirkadiane Regulation der Expression
durch Bmal1 gesteuert, beziehungsweise kontrolliert wird. Zur Zeit nicht zu erklaren ist der
Abfall der Expression des OX2R in der Nacht und der hochsten Expression am Morgen,
da bekannt ist, dass die Konzentration der Orexine morgens am niedrigsten ist und im
Tagesverlauf ansteigt (35) (181) (188), um erst gegen Morgen wieder zu sinken. Hier stellt
sich die Frage, ob Orexine tatsachlich die einzigen Liganden fir den OX:R sind. Von
beiden Rezeptoren ist bekannt, dass sie in der Nebenniere exprimiert werden, Uber den
OX2R wird vermutlich die Glukokortikoid sezernierende Wirkung vermittelt, eventuell liegt
auch eine Beteiligung an der Genese vor (105) (103) (106) (107) (108). Bemerkenswerter
Weise wird diesbeziiglich keine Regulation der Orexin-Rezeptoren in der Nebenniere
gesehen, obwohl bekannt ist, dass in den frihen Morgenstunden physiologischer Weise
eine erhdhte Sezernierung von Glukokortikoiden stattfindet (222) (223) (224). Eine
Erklarung hierfir ware die Beteiligung des Orexin-Hormonsystems an der Fight-or-Flight-
Reaktion (48). Die Orexine waren demnach in der Nebenniere nicht fiur die
Aufrechterhaltung einer zirkadianen Sezernierung der Steroidhormone zustandig, sondern
wilrden nur die stress-bedingte erhdhte Sekretion und eventuell in diesem Fall auch die
erhdhte Steroidgenese vermitteln (105) (103) (106) (107) (108). Im Vergleich der — soweit
vorhanden — zirkadianen Expression der beiden Rezeptoren mit PPO findet sich bei der
L/D-Expression im Kortex ein sehr ahnlicher Kurvenverlauf aller drei Gene mit einer
insgesamt abfallenden Expression tber 24 Stunden. Im Hypothalamus selbst ist der OX/R
wie oben beschrieben nicht reguliert, wohl aber der OX2R sowie PPO. Allerdings verlaufen
die Expressionen hier weder phasisch noch anti-phasisch sondern komplett
entgegengesetzt. Wahrend OX2R im 24-Stunden-Zyklus sinkt, steigt PPO an. Dies lasst
vermuten, dass die zirkadiane Expression des PPO U(iberhaupt nicht ursachlich fir die
hypothalamische Stimulation stattfindet, sondern vielmehr auf eine periphere Wirkung
abzielt, wahrend die hypothalamischen zirkadianen Rhythmen durch den OXzR reguliert

werden.
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4.3 Uhrengene

Die Clock Genes Bmal1 und Per2 zeigen bei der L/D-Expression im Gehirn wie erwartet
eine ausgepragte zirkadiane Regulation, wobei sie miteinander zumindest annahernd
phasisch zu sein scheinen. Eine zirkadiane Regulation der beiden Gene ist bereits von
Honma et al. (welche unterschiedliche Oszillationen von Bmal1 im SCN und kortikal
sahen) (136) und Shearman et al. (welche im SCN einen &hnlichen Per2-Verlauf
beobachtet haben wie hier im Cortex zu sehen) beschrieben worden (161). Yamajuku et
al. sahen in Versuchen mit kultivierten Rattenfibroblasten einen annahernd
gegensatzlichen Verlauf von Bmal1 und Per2 (157). Im vorliegenden Versuch ist dies
auch sichtbar, bei der L/D-Expression nur in der Peripherie, bei der D/D-Expression
jedoch auch zentral. Ansatzweise kann dies ebenfalls im Zellversuch verdeutlicht werden.
Bei der D/D-Expression beginnen beide Gene zu desynchronisieren, dies ist zumindest
fur Per2 in Versuchen mit konstanter Lichtexposition bekannt (169). Der Kurvenverlauf der
beiden Gene zeigt sich nun eher anti-phasisch. Bemerkenswert ist, dass die
Konzentration von Bmal1 bei der D/D-Expression sowohl im Cortex als auch im
Hypothalamus ansteigt, wahrend diejenige von Per2 annahernd konstant bleibt.
Interessanterweise ist auch in der Leber ein Anstieg des Bmal1 bei der D/D-Expression
erkennbar, lediglich in der Nebenniere tritt dieses Phanomen nicht auf. Peripher zeigen
die Gene den schon erwahnten anti-phasischen Verlauf bei der L/D- sowie D/D-
Expression in der Leber und der Nebenniere, welcher sich peripher um acht Stunden
phasenverschoben darstellt und zwar zugunsten von Per2, welches sowohl kortikal als
auch hypothalamisch zuerst ein Peak zeigt. Da beide Gene im Gehirn also anscheinend
phasisch verlaufen besteht die Moglichkeit, dass eines von beiden durch das andere
reguliert wird, was bereits 1998 von Oishi et al. vermutet wurde (135). Fur Per1 ist
bekannt, dass es von einem Komplex, der unter anderem Bmal1 enthalt Uber das
Promotor-Motiv E-Box reguliert wird (137). Eventuell gilt Gleiches zentral auch fur Per2,
da Amplituden und Expressionslevel der mRNAs von Bmal1 und Per2 dort dhnlich sind. In
der Peripherie zeigt sich allerdings ein anti-phasischer Verlauf mit einer
Phasenverschiebung von etwa acht Stunden. Auch ist in der Nebenniere kein phasischer
Verlauf von Bmal1 und OX2R sichtbar, so dass hier nicht von einer modulierenden
Wirkung des Bmal1 ausgegangen werden kann.

Fur NFIL-3 und DBP sind wie unter 1.2.2.2 vorbeschrieben auch hier die anti-phasischen
Verlaufe ersichtlich (147), mit zwei so bisher nicht beschriebenen Ausnahmen: Sowohl im
Kortex bei der L/D-Expression, also auch im mHypoA-Zellversuch zeigen beide Gene
einen eher synchronen als asynchronen Verlauf, wobei der Effekt im Kortex auffalliger ist.
Weshalb nur hier, vor allem ausschliellich im Kortex und nur unter normaler

Tagesrhythmik (denn dieser Effekt ist bei der D/D-Expression nicht mehr vorhanden)
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plétzlich ein phasischer Verlauf der beiden Gene vorliegt, ist nicht zu erklaren und bedarf
gegebenenfalls weiterer Untersuchungen. Der OXzR besitzt ein D-Box-Motiv [das D-Box-
Motiv wurde durch Sequenzanalyse — die Ergebnisse sind nicht publiziert worden],
allerdings ist bisher nicht bekannt, ob dieses nur putativ vorhanden ist oder tatsachlich
eine aktive Funktion aufweist. Zunachst wurde angenommen, dass beide Gene einen
regulierenden Einfluss auf den OX;R haben. Die zentralen Expressions-Verlaufe des
OX2R gehen aber nicht konform mit der Enhancer- bzw- Silencerfunktion von NFIL-3 und
DBP. So ist die Expression des OX2R im Gehirn trotz erhéhten NFIL-3-Leveln ebenfalls
erhoht, wahrend es unter erhohten DBP-mRNA-Leveln zu einer Abnahme der OX:R-
mRNA kommt. Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass das vorhandene D-

Box-Motiv im Promotor des OX2R nicht aktiv ist.

4.4 Lichteffekt auf die Expression

Beim Lichteffekt auf die Expression sehen wir nicht die erwartete Anderung der
Expression. Wir gingen davon aus, dass ein Lichtpuls die Orexin- und Clock Gene-
Transkription von extern aktiviert und eine signifikant erhdhte mRNA-Konzentration
messbar sein wirde. Ursachlich hierfir kénnen mehrere Faktoren sein: Der Lichtpuls
kdnnte zu kurz gewesen sein. Die Mause waren lediglich eine Stunde im Licht, Marston et
al. setzten Mause sechs Stunden lang einem Dunkelpuls aus (175). Als Lichtpuls
verwendeten wir das normale Raumlicht im Tierstall (etwa 500 Lux; zum Vergleich: Ein
heller Sommertag hat etwa 100.000 Lux, ein bedeckter Wintertag etwa 4000 Lux),
eventuell war die Lichtintensitat nicht stark genug. Kim et al fanden heraus, dass
abweichende Orexinkonzentrationen im 24-Stunden-Rhythmus trotzt suffizienter
Lichteinstrahlung zu Phasenverschiebungen im zirkadianen Rhythmus fihren (225).
Diese konnten in ihrem Model durch Lichtbehandlung stabilisiert werden. Es gibt
unzahlige Studien zur Auswirkung der Lichtintensitat auf diverse metabolische Prozesse
im menschlichen Koérper. Je nach Gen wird flir die Aktivierung oder Repression der
Transkription eine andere Lux-Starke bendtigt. So sind beispielsweise fiir die Suppression
pinealen Melatonins bereits 0.0021 bis 0.00026 Lux ausreichend (226), wahrend fir eine
Verzdgerung des Anstiegs pinealen N-Acetylserotonins schon 2000 Lux bendtigt werden
(227). Rosenthal zeigte, dass Licht eine bestimmte Helligkeit bendtigt, um einen Effekt auf
das sogenannte Seasonal Affective Disorder (SAD, umgangssprachlich Winterdepression)
zu haben (228) (229). Die Verwendung von Licht als Stimulus stellt somit eine erhebliche
Fehlerquelle dar, da das Ergebnis im Vergleich zum Dunkelpuls, der einfach in absoluter
Dunkelheit stattfindet, stark von der Intensitdt des Lichts abhangig zu sein scheint.
Weitere Fehlerquellen sind unter anderem die Moglichkeit, dass die erhohte mRNA-
Expression direkt nach Beginn des Lichtpulses einsetzt und zu unserem Messzeitpunkt

bereits wieder abgefallen war oder aber, dass die Expression erst viel spater einsetzt und
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zu unserem Messpunkt noch gar keine erhdhte Transkription der Gene induziert wurde.
Letztendlich muss auch in Erwagung gezogen werden, dass tatsachlich tUberhaupt kein

Effekt messbar ist.

4.5 Zirkadiane Regulation des humanen OXzR-Promoters

Da bereits im Vorfeld vermutet wurde, dass der zu transfizierende humane Promotor des
OX2R nicht oder nicht vollstandig kompatibel ist mit den murinen mHypoA-Zellen, wurde
eine humane Zelllinie als Kontrolle ko-transfiziert (NCI-Zellen). Wahrend in den NCI-Zellen
ein eindeutiger Rhythmus sichtbar ist, konnte dieser fir die mHypoA-Zellen nicht ermittelt
werden. Folglich bestatigte sich die oben genannte Vermutung. Aus diesem Grund
wurden fir den Folge-Versuch ausschliellich die NCI-Zellen weiterverwendet. Der
Versuch wurde mit einer Dauer von 48 Stunden wiederholt, um auszuschlielen, dass der
Abfall der Expression lediglich auf einem Wirkverlust des Serums beruht. Tatsachlich zeigt
sich im zweiten 24-Stunden-Zyklus mit aktivem SF1-Motiv eine leicht signifikante
Zunahme der Expression. Uber die CircWave Analyse kann kein zugrundeliegender
zirkadianer Rhythmus gefunden werden. Die insgesamt geringere Héhe der Expression in
der zweiten Versuchshalfte ist mdglicherweise auf eine Desynchronisation der Zellen
zurick zu fuhren. Es ist nicht bekannt, wie lange die Wirkung des Serums in mHypoA-
Zellen tatsachlich anhalt; die Wirkung ist durch die L/D- und D/D-Expressionen
kontrollierbar und fir andere Zellarten bestatigt (120). Im anschlieBenden Versuch mit
einem mutierten SF1-Motiv, welches Teil des humanen OX:R-Promotors ist, zeigt sich
keine signifikante Regulation in der zweiten Versuchshaélfte. Der Kurvenverlauf entspricht
dem des aktiven SF1-Motivs, die Expressionshdhe allerdings belauft sich auf nur 25 —
50 % des aktiven SF1-Motivs. Wir gehen deshalb davon aus, dass das SF1-Motiv eine
stimulierende Funktion auf die Expression hat.

Bei der D/D-Expression zeigt sich bei einigen der untersuchten Gene der Verlust des
unter Vorhandensein einer Tagesrhythmik beobachteten zirkadianen Rhythmus. Bei
diesen Genen muss also davon ausgegangen werden, dass sie ihren Rhythmus durch
externe Zeitgeber erhalten, sie also durch Umwelteinfliisse und nicht durch einen internen
Taktgeber gesteuert werden, bzw. das regulierend beeinflussende Gen von aufieren
Einflissen abhangig ist. Dies schliel3t jedoch eine modulierende Wirkung durch interne
Taktgeber, vornehmlich dem Nucleus suprachiasmaticus, bzw. durch diesem
unterliegende Gene, nicht aus. Ein Haupt-Kriterium des zirkadianen Rhythmus ist es,
dass dieser auch unter wechselnden Umweltbedingungen konstant bleibt. Dieses
Phanomen wird in der Literatur als ,free running“ bezeichnet (230). Der kortikal regulierte
OXiR verliert seine zirkadiane Rhythmik, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
er keiner zirkadianen Regulation durch den SCN unterliegt. Hypothalamisch war bereits

unter L/D-Bedingungen keine Rhythmik erkennbar, so dass hier bei der D/D-Expression

76



4 Diskussion

ein Auftreten rhythmischer Kontrolle sowieso nicht zu erwarten war. Gleiches trifft fur den
OX+R in der Niere zu. Hier war zunachst keine Regulation sichtbar, umso Uberraschender
war das Auftreten einer Regulation unter D/D-Konditionen. Diese Beobachtung ist durch
den vorliegenden Versuch nicht zufriedenstellend erklarbar. Denkbar ware, dass der OX1R
in der Peripherie durch Faktoren beeinflusst wird, deren Einfluss bei Wegfall einer
Tagesrhythmik unterdriickt wird, so dass sich nun erst der interne Rhythmus zeigt.
Allerdings wiurde dies nicht erklaren, weshalb dasselbe Phanomen nicht auch im
Hypothalamus sichtbar ware. Der OX:R verliert sowohl im Cortex als auch im
Hypothalamus seine zirkadiane Expression. Hier besteht die Vermutung, dass die
Rhythmik durch Bmal1 reguliert wird, da der Kurvenverlauf in beiden Hirngebieten ahnlich
ist und Bmal1 in seiner Periodik ebenfalls stark sinkt, wenngleich ein geringer Rhythmus
erhalten bleibt. Die regulierende Wirkung von Bmal1 ist naheliegend, da bereits bekannt
ist, dass es scheinbar eben jenen Einfluss auf die Gene von mPer1 und mPer2 hat (135)
(137) (s.0.). In der Nebenniere lag von Anfang an keine Regulation vor, so dass hier —
anders als beim OX R — wie erwartet unter D/D-Konditionen keine Regulation auftrat. Da
beide Rezeptoren im Gehirn zumindest teilweise Regulationen zeigen, im Gegensatz zur
Peripherie, Bmal1 jedoch auch hier exprimiert und reguliert wird, ist davon auszugehen,
dass die Expression zentral und peripher anders gesteuert wird, beziehungsweise, dass
die Wertigkeit der zirkadianen Expression unterschiedlich ausgepragt ist. Dies flhrt in der
Folge zu der Annahme, dass die Aufgaben der Rezeptoren in Abhangigkeit vom
Expressions-Ort unterschiedlich sind. In jedem Fall ist bewiesen, dass weder der eine,
noch der andere Rezeptor ein clock gene ist. Wie bereits beschrieben, verliert Bmal1
einen Grolteil seiner zirkadianen Rhythmik in Hypothalamus und Cortex durch Wegfall
eines externen Zeitgebers. Nichtsdestotrotz weildt es einen zirkadianen Rhythmus auf und
gehort somit zu den Clock Genes. Peripher bleibt der zirkadiane Rhythmus in Leber und
Nebenniere ebenfalls weiterhin erhalten. Auffallig ist, dass sowohl im Hypothalamus als
auch in der Leber die Expressionshéhe nicht wie bei den anderen Genen unter D/D-
Konditionen sinkt, sondern steigt. Wahrscheinlich ist diese Phasenverschiebung ebenfalls
unter D/D-Konditionen erhalten, allerdings sind diese Zeitpunkte im vorliegenden Versuch
nicht gemessen worden, daher kann hierzu leider keine zufriedenstellende Aussage
gemacht werden. NFIL-3 und DBP zeigen zentral einen anti-phasischen Verlauf, welcher
auch unter D/D-Konditionen weiterhin stabil vorliegt. Beide Gene zeigen bei der D/D-
Expression eine starke zirkadiane Regulation, so dass sie ebenfalls mit ziemlicher
Sicherheit intern Gber den SCN oder aber Uber ein abhangiges Period Gene reguliert
werden. Peripher findet sich dasselbe Phanomen wie zentral. G6PC und GCK zeigen
einige Besonderheiten. Zum einen ist GCK bei der L/D-Expression gar nicht und G6PC
nur so schwach reguliert, dass dies auch aufgrund einer Messungenauigkeit entstanden

sein kann und in Wahrheit Uberhaupt keine Regulation vorliegt. Vorbeschrieben ist der
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Versuch von Cailotto et al. (231). Sie zeigten in einer Studie unter anderem auch die
zirkadiane Expression von G6PC und GCK an scheinoperierten Mausen. In ihrer
Auswertung verglichen sie jeweils die mRNA-Expression des Peaks mit den anderen
Zeitpunkten. Fir G6PC fanden sie keine Regulation. In der vorliegenden Arbeit fanden wir
in der Varianzanalyse eine geringfigige Regulation fir das Gen, in der CircWave Analyse
jedoch nicht. Cailotto et al. konnten fir die GCK eine Regulation nachweisen, wohingegen
in unseren Ergebnissen keinerlei Regulation vorlag. Die Kurvenverlaufe stellen sich
jedoch Uberwiegend identisch dar. Flir GEBPC liegt bei Cailotto et al. das Peak bei 6h (hier
bei 4h) und fir GCK bei 18h (hier 16h). Den Ergebnissen bei der L/D-Expression folgend
zeigt G6PC wenig uberraschend bei der D/D-Expression auch keine Regulation. GCK
allerdings weist unter diesen Bedingungen pldtzlich eine ausgepragte zirkadiane

Regulation auf, deren Ursache und Wertigkeit ganzlich unbekannt sind.

Insgesamt bleibt unklar, weshalb bei den L/D- und D/D-Expressionen die 24h-Werte zum
Teil nicht den Oh-Werten entsprechen, was eigentlich erwartet wurde. Wahrend dies bei
der D/D-Expression zwar meistens der Fall ist und es nur wenige Abweichungen gibt (wie
zum Beispiel GCK in der Leber), zeigen sich bei der L/D-Expression vor allem zentral
starke Schwankungen. Hier gibt es sowohl im Kortex (beispielsweise Bmal1 und Per2) als
auch im Hypothalamus (unter anderem PPO, Bmal1 und Per2) Gene, deren Expression
am Ende des 24-Stunden-Zyklus deutlich geringer ist als zu Beginn. Einzige Ausnahme
stellt PPO im Hypothalamus dar, welches zum Zeitpunkt 24h eine héhere Expression
aufweist. Die Schwankungen fallen peripher in Leber und Nebenniere deutlich geringer
aus, hier weicht jeweils nur ein Gen ab. Noch geringer sind die Schwankungen bei der
gesamten D/D-Expression, zum Teil sind gar keine vorhanden. Auch finden sich innerhalb
eines Genes in den verschiedenen Organen teilweise die beschriebenen Abweichungen,
teilweise jedoch auch nicht, so dass insgesamt kein Muster auszumachen ist. Da die
Varianzen der betroffenen Gene zu den Zeitpunkten Oh und 24h nicht aus dem Rahmen
fallen, ist ein Messfehler aus Grinden der Desynchronisation der Mause auszuschliel3en.
Eine Ausweitung der Messungen auf einen Zeitraum Uber 28 Stunden wirde eventuell die
Ursache aufdecken kdnnen. Mittels mHypoA sollte die zirkadiane Rhythmik auf zellularer
Ebene nachgestellt werden. Wahrend die Uhrengene sowie NFIL-3 und DBP eine
ausgepragte Rhythmizitat aufweisen, ist dies weder fiir die Orexin-Rezeptoren, noch fir
PPO darstellbar. Da Uber die clock genes bewiesen ist, dass die Synchronisation der
Zellen mittels Horse Serum erfolgreich war, ist vermutlich die fehlende Spezifitat der

mHypoA-Zellen fir das Orexin-Hormon-System ursachlich flr das Ergebnis.

4.5 Ausblick

Uber die zirkadiane Rhythmik des Orexin-Hormonsystems, insbesondere seiner beiden
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Rezeptoren, ist bisher nur wenig bekannt. Die vorliegenden Versuche haben im Verlauf
viele neue Fragen aufgeworfen. Es ist zu prifen, ob PPO tatsachlich die vermuteten
Unterscheide zwischen verschiedenen Spezies zeigt und inwieweit die Regulation der
Expression organabhangig oder in verschiedenen Gehirnregionen unterschiedlich ist. Des
Weiteren miusste bei der D/D-Expression ein engmaschigeres Monitoring der
Expressionshéhe wahrend der zweiten Halfte des 24-Stunden-Zyklus durchgefihrt
werden. Es sollten auch hier vierstiindige Messintervalle lber den gesamten Zyklus
erfolgen. Einige Gene zeigten in diesem Zeitraum bereits bei der L/D-Expression einen
signifikanten Peak. Der fast identische Kurvenverlauf beider Versuche Uber die ersten
zwolf Stunden lasst vermuten, dass dieses Peak bei der D/D-Expression ebenfalls auftritt,
so zum Beispiel bei mPer2 in der Leber sowie mBmal1 in der Nebenniere. Auch fir
andere Gene scheint sich der bei der L/D-Expression ermittelte Verlauf bei der D/D-
Expression fortzusetzen, zu beobachten bei NFIL-3 und DBP in Cortex, Hypothalamus,
Leber und Nebenniere. Dies wirde weitere Evidenz geben fur das Vorliegen zirkadianer
Rhythmen der betroffenen Gene, beziehungsweise mit Sicherheit das Vorliegen einer
zirkadianen Rhythmik ausschlieRen. Denn auch fir die scheinbar nicht regulierten Gene
kann bei der D/D-Expression nur eine eingeschrankte Aussage zum Verlust
beziehungsweise nicht Vorliegen von Rhythmizitat gemacht werden. Durch Messungen im
Verlauf der vorbereitenden Woche auf den D/D-Versuch, lieke sich der Zeitpunkt der
Desynchronisation der Orexinrezeptoren, sowie von Bmal1 und Per2 bestimmen. Eine
Verlangerung des Zeitraums wirde eine eventuell vorhandene Desynchronisation von
NFIL-3 und DBP aufdecken. Da beide Orexin-Rezeptoren einem gewissen Mall an
Regulation zu unterliegen scheinen, wir dies jedoch nur zentral nachweisen konnten,
sollte es an weiteren peripheren Organen untersucht werden. Ebenfalls hinsichtlich der
ermittelten zirkadianen Rhythmik der Rezeptoren sollten auf molekularer Ebene weitere
Untersuchungen durchgefihrt werden, vor allem um die Abhangigkeit der Steuerung
durch clock genes zu ermitteln. Vielleicht ergibt sich allein dadurch schon ein Aufschluss
Uber die Hintergrinde des heterogenen Vorliegens der Regulation in Abhangigkeit vom
Ort. Ein erster Versuch konnte hier die Mutation des D-Box-Motivs im Promotor des OXzR
sein, um den Einfluss von NFIL-3 und DBP zu prifen. Sollte das D-Box-Motiv nur putativ
vorliegen, ist eine Regulation Uber ein E-Box-Motiv denkbar, da der OX2R in seinem
Expressionsverlauf demjenigen von Bmal1 &hnelt und letzteres wiederum zum Beispiel
den Promotor von mPer1 (ber das E-Box-Motiv mit reguliert (137). Sollte sich dieses
Szenario als zutreffend erweisen, ware in der Folge die Suche nach einem E-Box-Motiv
im OX2R-Promotor wegweisend. Um den phasischen Verlauf von NFIL-3 und DBP im
Kortex unter L/D-Bedingungen besser verstehen zu kénnen, waren eine Analyse der
beiden Gene in verschiedenen kortikalen Hirnregionen, sowie eine differenzierte Messung

in einzelnen hypothalamischen Gebieten in Abhangigkeit von zirkadianen Aspekten
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denkbare Ansatzpunkte.

Die Untersuchung eines Lichteffekts auf die Expression hat rickblickend mit den hier
untersuchten Parametern eine unerwartet geringe Aussagekraft. Um eine verifizierbare
Aussage zu erhalten, misste ein neues Versuchsdesign entworfen werden. So koénnte
zum einen die Intensitat des Lichtpulses variiert werden, zum anderen aber auch seine
Dauer. Es sollten zu mehreren Zeitpunkten wahrend und nach Applikation des Lichtpulses
Messungen erfolgen, wahrscheinlich sogar bis einige Tage nach Gabe des Lichtpulses.
Aulerdem koénnte zum Vergleich ein Versuch mit einem Dunkelpuls wie von Marston et al.
(175) beschrieben vorgenommen werden. Zuletzt sollte eine Verifizierung der murinen
Versuche durch einen Zellversuch mit NClI-Zellen anstatt mHypoA-Zellen erfolgen, da sie
ein grofReres Potential zu haben scheinen, die rhythmische Aktivitdt der Orexin-
Rezeptoren auch tatsachlich messen zu kénnen.

Insgesamt ware es interessant zu verifizieren, ob es eine Altersabhangigkeit hinsichtlich
der zirkadianen Regulation des Orexin-Systems gibt. Letzteres ist nicht unerheblich, da
eine veranderte Konzentration an Orexin-Hormonen wie schon beschrieben fir einige

physiologische Alterungsprozesse ursachlich sein kénnte (67).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit stellten wir die Frage nach einer zirkadianen Kontrolle der
Expression des Prapro-Orexins sowie beider Orexin-Rezeptoren in Abhangigkeit vom
Expressionsort (zentral/peripher) sowie im Vergleich zu bekannten Uhrengenen. Des
Weiteren sollte differenziert werden, ob der mutmaRliche Rhythmus vollstandig extern
oder intern oder sowohl intern als auch extern kombiniert kontrolliert wird.

Hierzu wurde die Genexpression der Orexin-Rezeptorsubtypen OXiR und OX:R sowie
der Uhrengene Bmal1 und Per2 und der Tanskriptionsfaktoren NFIL3 und DBP in Gehirn,
Hypothalamus, Leber und Nebenniere von Mausen uber 24 Stunden unter Hell/Dunkel-
sowie Dunkel/Dunkel-Konditionen mittels qPCR untersucht. AnschlieBend wurde die
Expression der Gene in einer murinen hypothalamischen Zelllinie untersucht. AuRerdem
wurde die Aktivitdt des humanen OX:R-Promotors auf das Vorliegen eines zirkadianen
Rhythmus untersucht.

Unter Hell/Dunkel-Konditionen unterlagen die zentralen Orexin-Rezeptoren einer
zirkadianen Regulation. Der OX2R zeigte kortikal und hypothalamisch eine Regulation, der
OXiR nur kortikal. In der Nebenniere fand sich keine Regulation. Die Gen-Expression von
Prapro-Orexin war im Hypothalamus reguliert, jedoch entgegengesetzt zum OXzR. Der
Verlauf der Expressionskurve des OX:R &hnelte stark demjenigen von Bmal1. Unter
Dunkel/Dunkel-Konditionen verloren einige der regulierten Gene ihre zirkadiane Rhythmik.
OX1R und OX2R zeigten zentral keinen zirkadianen Rhythmus, fir OXR fand sich jedoch
eine Regulation in der Nebenniere. Bmal1 desynchronisierte, wenngleich ein gering
ausgepragter Rhythmus erhalten blieb. Im Zellversuch zeigten die Uhrengene einen
ausgepragten Rhythmus Utber 24 h. Fir die Orexin-Rezeptoren sowie Prapro-Orexin war
kein Rhythmus darstellbar. Hierflir ist mdglicherweise eine fehlende Spezifitat der
verwendeten Zelllinie flr das Orexin-System verantwortlich. Der humane OX>R-Promotor
zeigte mit aktivem SF1-Motiv im ersten Versuch eine zirkadiane Regulation, im zweiten
Versuch nur im zweiten 24-Stunden-Zyklus eine leicht signifikante Zunahme der
Expression. Diese war nach Mutation des SF1-Motivs nicht mehr nachweisbar, allerdings
sank die Expressionshohe auf 25 - 50 % derjenigen des aktiven Motivs, so dass eine
stimulierende Wirkung von SF1 auf den Promoter angenommen werden kann.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Orexin-Rezeptorsubtypen zentral zirkadian reguliert
sind (OX4R nur kortikal, OX:R auch hypothalamisch) und dass der Verlauf der
Expressionskurve des OX:R demjenigen von Bmal1 &hnelt. Da Bmall unter
Dunkel/Dunkel-Konditionen desynchronisierte und OXzR keine Regulation mehr aufwies,
kann ein regulierender Einfluss von Bmal1 angenommen werden. Unter Dunkel/Dunkel-
Konditionen verloren weitere der regulierten Gene ihre zirkadiane Rhythmik, was fir die

Regulation durch einen externen Zeitgeber, eventuell mit interner Modulation spricht.
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