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1 Einleitung

Rhythmische Vorgénge sind in der Na-
tur weit verbreitet. Wer sich tiber solche
bei Lebewesen informieren mochte, sei auf
folgende Biicher verwiesen, die ich ge-
schrieben habe. Dort sind weitere Litera-
turangaben zu finden: Rhythmen des Le-
bens: ( ), Wie Pflanzen wach-
sen und sich bewegen: ( ),
Blumenuhren, Zeitgediichtnis und Zeitverges-
sen: ( ), Fliegende Uhren
- Die Uhren von Drosophila:

( ) , Biokalender - Das Jahr im Leben
der Pflanzen und Tiere ( ),
Uhren, die nach dem Mond gehen - Einfluss
des Mondes auf die Erde und ihre Lebewesen

( ), Rhythmen in Struktu-

ren von Pflanzen: ( ), Wie
man eine biologische Uhr stoppen kann: Sin-
Qularititspunkt: ( ), Unse-

re inneren Uhren - Biologische Zeitmes-
sung bei Menschen und anderen Saugern:

( )

In diesem Buch sollen Rhythmen in Zel-
len vorgestellt werden. Zellen sind die
GrundEinheiten der Lebewesen. Einzel-
ler bestehen nur aus einer einzigen Zel-
le, bei Vielzellern bilden mehrere oder
viele Zellen eine funktionelle Einheit.
Wiéhrend Einzeller alle Aufgaben in die-
ser einen Zelle bewiltigen miissen (zum
Beispiel Nahrungsaufnahme, Bewegung,
Fortpflanzung), haben sich die meisten
Zellen der Vielzeller auf bestimmte Auf-
gaben spezialisiert und ihre Selbstandig-
keit verloren. Diese verschiedenen Zellty-
pen bilden Gewebe und Organe. Zellen
konnen unterschiedlich grofs sein. Norma-

lerweise sind sie zwischen 1 und 30 Mi-
krometer grofi, aber eine Schirmalge (sie-
he Abbildung 4.1) wird einige Zentimeter
grofs, die Eizelle eines Straufies sogar iiber
7 Zentimeter. Die Eizelle des Menschen ist
110 bis 140 Mikrometer grofd und die einzi-
ge Zelle, die man mit blolem Auge erken-
nen kann.

In den ersten vier Kapiteln werden
Rhythmen bei Cyanobakterien, der Pan-
zeralge Lingulodinium, der Schirmalge Ace-
tabularia, und der Griinalge Chlamydomo-
nas vorgestellt. Die Periodenldnge dieser
Rhythmen betrdgt im Tagesrhythmus ge-
nau 24 Stunden, unter sogenannten Frei-
laufbedingungen' etwa 24 Stunden. Die-
ser Rhythmus wird circadian’ genannt.
Circadiane Rhythmen werden durch Zeit-
geber auf den 24-Stunden-Takt des Ta-
ges synchronisiert und ihre Periodenldnge
ist innerhalb des normalen Temperaturbe-
reichs ziemlich dhnlich.

Dann folgt Kapitel 6, in dem wir den et-
was ungewohnlichen Rhythmus einer ma-
rinen Myxamobe kennen lernen. Er erin-
nert bei einer Temperatur von 20° Celsi-
us an einen circadianen Rhythmus, aber
bei hoheren Temperaturen ist er viel kiir-
zer und bei niedrigeren viel langer. Er ldsst
sich auch nicht ohne weiteres auf den Takt
des Tages synchronisieren. In diesem Ka-
pitel wird auch auf eine Hefe Schizosaccha-
romyces eingegangen, die einen viel kiirze-

1zum Beispiel Dauerlicht oder Dauerdunkel, kon-

stante Temperatur. Es gibt keine anderen Zeitge-
ber, die Informationen tiiber die Tagesldnge ge-
ben konnen

2yon circa, lateinisch etwa, und dies, lateinisch Tag



1 Einleitung

ren Rhythmus als den circadianen zeigt.
Man nennt solche Rhythmen ultradian®.
Diese Schwingung ist aber wie die cir-
cadiane Temperatur-kompensiert, hat al-
so bei verschiedenen Temperaturen die
gleiche Periodenldnge und unterscheidet
sich dadurch von normalen ultradianen
Rhythmen.

Als néchstes sehen wir uns circadia-
ne Rhythmen bei einem Pilz, dem roten
Brotschimmel Neurospora crassa an. Dieser
Schimmelpilz bildet ein schlauchférmig
verzweigtes System mit zahlreichen Ker-
nen, aber keinen Zellwinden. Man nennt
das Syncytium. Es ist also eine Art Rie-
senzelle. An diesem Pilz wurden zahlrei-
che molekular-biologische Untersuchun-
gen durchgefiihrt. Dadurch ist der mole-
kulare Mechanismus der circadianen Uhr
recht gut bekannt. Wir konnten uns wei-
terhin bei verschiedenen tierischen Einzel-
lern wie dem Pantoffeltierchen Parameci-
um, Tetrahymena pyriformis und Acanthamo-
eba sowohl circadiane als auch ultradiane
Rhythmen ansehen. Vielleicht fiige ich das
einer spéteren Auflage bei.

Schliefslich folgt Kapitel 7 tiber Tages-
rhythmen im SCN der Sauger, tiber Au-
genuhren, Oszillatoren im Pinealorgan,
in Fibroblasten und anderen Zellen von
Sauger-Geweben und -Organen. In ihnen
werden unter anderem Prozesse wie Glu-
kosetransport, Glukoneogenese, Lipolyse,
Adipogenese und oxidative Phosphorylie-
rung in den Mitochondrien durch circa-
diane Uhren kontrolliert.

Wenn die zeitliche Steuerung der Ge-
webe und/oder Organe gestort ist, wenn
die Zeiten der Nahrungsaufnahme, der
Aktivitdt und des Schlafes gedndert sind,
kann es zu Krankheiten des Menschen wie
Schlafstorungen, Diabetes und Fettleibig-

3ultra lateinisch unter(halb). dies Tag

keit kommen. Es ist deshalb wichtig, die
Synchronisation dieser Gewebeuhren zu
verstehen ( ( )). Dar-
tiber wird Kapitel 8 an einigen Beispielen
Auskunft geben.



2 Cyanobakterien

Prokaryonten besitzen circadiane Rhyth-
men. Sie duflern sich zum Beispiel bei der
Photosynthese, der Stickstoff-Fixierung, der
Kohlehydratsynthese und der Zellteilung. Ein
Luciferase-exprimierendes Reportergen wur-
de in das Chromosom eingefiigt, sodass der
durch die circadiane Uhr gesteuerte Rhyth-
mus durch Bioluminezenz leicht erkannt wer-
den kann. Zahlreiche Mutanten wurden ge-
funden, bei denen der circadiane Rhythmus
geindert ist oder fehlt. Gene wurden identifi-
ziert, die am Uhrwerk beteiligt sind. Mit ihnen
konnte der Mechanismus der Uhr untersucht
und ein Modell aufgestellt werden. Solche Mu-
tanten wurden auch benutzt, um die adaptive
Bedeutung circadianer Rhythmen zu priifen.
Zeitgeber wie der Licht-Dunkel-Wechsel wer-
den iiber Rezeptoren aufgenommen und an die
Uhr weitergeleitet, um sie mit dem Tag-Nacht-
Rhythmus zu synchronisieren.

Wenn wir den Mechanismus circadianer
Kontrollsysteme untersuchen und schlief3-
lich auch verstehen wollen, ist es vorteil-
haft, moglichst einfache Systeme zu ver-
wenden. Es soll natiirlich ein circadia-
nes Uhrwerk besitzen, aber nicht kom-
pliziert sein, sozusagen ein ‘Minimal-
system’. Dieser Organismus sollte eine
einfache Struktur und Physiologie besit-
zen. Er sollte leicht zu kultivieren sein
und keine Schwierigkeiten machen, da-
mit zu experimentieren. Er sollte gene-
tischen und molekular-biologischen Me-
thoden zuganglich sein. Schliefslich sollten
die Zeiger der Uhr leicht zu registrieren
sein.

Cyanobakterien besitzen alle diese Ei-

genschaften und sind deshalb besonders
geeignet fiir circadiane Untersuchungen.
Die Zellen der Prokaryonten sind kleiner,
einfacher gebaut und der Stoffwechsel we-
sentlich unkomplizierter als bei Eukaryon-
ten. Es gibt nur ein ringférmiges Chromo-
som und das Genom ist kleiner. Die Re-
gulation der Transkription und Translati-
on ist einfacher und besser bekannt als bei
Eukaryonten.

In vielen Labors wird molekular-
biologisch an Cyanobacteria gearbeitet.
Durch ihr kleineres Genom eignen sie sich
fur saturierende Mutagenese der Gene,
die fiir die Funktion der circadianen Uhr
notig sind ( ( )).
Auflerdem ist inzwischen das Genom
einiger Cyanobakterien vollstindig se-

quenziert worden ( ( ),
allgemeine Informationen {iiber Proka-
ryonten in ( ).

Zahlreiche Mutationen im circadianen
System wurden gefunden.

2.1 Circadiane Rhythmen

Circadiane Rhythmen bei Cyanobakte-
rien wurden zuerst an Oscillatoria nach-
gewiesen (Abbildung 2.1 und

( )) und danach intensiv an
Synechococcus- (siehe Abbildung 2.2) und
Synechocystis-Arten untersucht. Stickstoff-
Fixierung' und Photosynthese dieser Cya-

1Zahlreiche Cyanobakterien konnen Luftstick-
stoff fixieren. Sie spielen eine wichtige Rolle
im Stickstoff-Zyklus zwischen Wasser/Boden,
Pflanzen, Tieren und der Atmosphare. Zum Teil
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Abbildung 2.3: Circadianer Verlauf der Sauerstoff-Bildung wihrend der Photosynthese (griine
Kurve) und der Stickstoff-Fixierung durch Nitrogenase (rote Kurve) bei Synechococcus unter
12:12Std Licht-Dunkel (links, Dunkelperiode: schwarze Balken) und unter Dauerlicht (rechts).
Die Nitrogenase-Aktivitiit ist hoch, wenn die Photosynthese gering ist. Nach (1986)



Abbildung 2.2: Zellen von Synechococcus
elongatus PCC 7942, einer Cyanophycee.
Bild freundlicherweise von Takea Kondo, Na-
goya Universitit Japan, zur Verfiigung ge-
stellt

nobakterien verlaufen im Licht-Dunkel-
Wechsel so, wie im linken Teil der Ab-
bildung 2.3 (aus Mitsui et al. (1986))
gezeigt ist. Die Nitrogenase-Aktivitdt ist
nachts hoch, wenn keine Photosynthese
stattfindet. Das ist verstindlich, da das
fur die Stickstoff-Fixierung verantwortli-
che Enzym Nitrogenase vom Sauerstoff
gehemmt wird, der bei der Photosynthese
entsteht. Interessanterweise ist aber auch
unter Dauerlicht (rechter Teil der Abbil-
dung 2.3) die Nitrogenase-Aktivitdt dann
hoch, wenn die Photosynthese schwach
ist, und zwar zu Zeiten, zu denen ei-
gentlich im Licht-Dunkel-Wechsel Nacht
sein wiirde. Offenbar sorgt bei Synecho-
coccus eine circadiane Uhr dafiir, dass
auch unter Dauerlicht beide Vorginge

trennen aber eine ganze Reihe von Cyanobakte-
rien die Stickstoff-Fixierung von der Photosyn-
these, indem erstere in besonderen Zellen ab-
lauft, den Heterozysten.

2.1 Circadiane Rhythmen

zeitlich voneinander getrennt sind. Auch
die Kohlenhydrat-Synthese verlduft unter
konstanten Lichtbedingungen (schwaches
Dauerlicht) rhythmisch, wird also von ei-
ner circadianen Uhr kontrolliert (Mitsui
et al. (1986)).

Schliefslich steht auch die Zellteilung
unter Kontrolle einer circadianen Uhr (Ab-
bildung 2.4 oben). Dabei ergibt sich eine
interessante Frage: Viele Cyanobakterien
konnen sich unter optimalen Bedingun-
gen schneller als 24 Stunden teilen. Lauft
die circadiane Kontrolle der Teilung trotz-
dem weiter? Das ist tatsdchlich so, wie in
Abbildung 2.4 fiir Synechococcus gezeigt.
Obwohl sich die Zellen alle 11.8 Stunden
verdoppeln, laufen die circadianen Rhyth-
men weiter.

Ein weiterer Zeiger der circadianen Uhr
kann mit einem pH-Meter registriert wer-
den. Der Rhythmus lésst sich aber nur mit
besonderer mathematischer Behandlung
heraus kitzeln: Das Medium wird von
Synechococcus circadian angesduert (Kip-
pertand Lloyd (1995), Abbildung 2.5). Das
geschieht stufenweise, wobei die Stufen
etwa 24 Stunden Abstand voneinander ha-
ben; das Medium wird also immer sau-
rer (in der Abbildung wurde der Trend
entfernt und nur die Differenzen aufgetra-
gen). Die Ansduerung konnte auf der Ak-
tivitit von Protonenpumpen oder auf an-
deren Protonentransportmechanismen be-
ruhen.

Transportvorginge werden auch durch
eine circadiane Uhr bei der Aufnahme von
verschiedenen Aminosduren durch Syn-
echococcus beeinflusst. Die Aufnahmeraten
schwanken circadian (Chen et al. (1991)).

Alle diese verschiedenen Schwingun-
gen besitzen bereits die typischen Eigen-
schaften der circadianen Rhythmen der
Eukaryonten: Sie laufen unter konstan-
ten Bedingungen frei, sie sind durch Zeit-
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Abbildung 2.4: Zellteilung bei Synechococcus PCC7942 (griine Kurve oberes Diagramm,
Periodenlinge 24.0 Stunden) und AMC149 (blau, Periodenlinge 25.2 Stunden). Unteres Dia-
gramm: Blaue Kurve aus dem oberen Diagramm neu dargestellt als kumulative Zunahme der
Zellzahl (‘logistische Wachstumskurve’, aus Verdiinnungsrate und Zellzahl berechnet). Rote
Kurve: Verdopplungszeit der Zellteilung. Die Kurven zeigen, dass trotz einer Verdopplungszeit
von nur 11.8 Stunden die circadianen Rhythmen weiterlaufen (Stufen in der blauen Kurve).
Nach (1996)
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Abbildung 2.5: Der pH des Mediums wird von Synechococcus circadian moduliert. Die pH
Werte wurden Trend-korrigiert und die Differenzen aufgetragen. Ab Zeitpunkt 0 Dauerlicht,
vorher 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel. Nach ( )

geber (zum Beispiel einen 12:12 stiindi-
gen Licht-Dunkel-Wechsel) synchronisier-
bar, und sie sind Temperatur-kompensiert
(die Periodenldngen hangen nur sehr we-
nig von der Umgebungstemperatur ab).

2.2 Luciferase-exprimierende
Synechococcus

Koénnte man einen guten Zeiger fiir die
circadiane Uhr finden, wiren Cyanobak-
terien wie Synechococcus oder Synechocys-
tis fast ideale Organismen, um nach Mu-
tanten im circadianen System zu suchen.
Die bisher bekannten circadianen Zeiger
(voriger Abschnitt) von Synechococcus wa-
ren jedoch zum Registrieren aufwéandig.
Deshalb wurde ein eleganter Trick an-
gewendet, der schon bei anderen Orga-
nismen zum Aufkldren der circadianen
Uhr verwendet wurde: Hinter einen von
der circadianen Uhr kontrollierten Promo-
ter (urspriinglich der Promoter des ps-
bAl Gens, das eine Hauptkomponente

des Reaktionszentrums vom Photosystem
IT exprimiert; spéter eine grofie Zahl an-
derer Promotoren) wurde ein Reporter-
Gen gehidngt, das fiir bakterielle Lucifera-
se kodiert. Auf diese Weise erhielt man
tagesperiodisch leuchtende Cyanobakteri-
en ( ( )). Dadurch kann
gleichzeitig bei vielen Populationen der
Gang der circadianen Uhr verfolgt wer-
den: Man ldsst die Zellen in Petrischa-
len wachsen und montiert sie auf einer
Drehscheibe ("Kondotron’,

( )). Sie konnen dann mit ei-
ner Licht-empfindlichen Kamera in glei-
chen Zeitintervallen aufgenommen wer-
den. ( ) benutzten ein Packard
Lumimometer, um die Lumineszenz zu
messen. Die Bilder werden dann mit ei-
nem Bildanalyse-Programm ausgewertet,
sodafs die Intensitdt der Lumineszenz den
circadianen Rhythmus widerspiegelt. Mit
einem Mikroskop konnten so auch Rhyth-
men einzelner Zellen von Synechococcus
elongatus nachgewiesen werden (

(2004)).
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Abbildung 2.6: Zwei Kulturen von Synechococcus wurden in gegenliufigen 12:12 stiindi-
gen Licht-Dunkel-Wechseln bei 30°C so angezogen, dass die eine Kultur (rot) invers zur ande-
ren Kultur (blau) belichtet wurde. Deshalb kam sie 12 Stunden frither in das Dauerlicht (obere
Zeitachse). Die Lumineszenz schwankt in den Kulturen um 12 Stunden Phasen-verschoben.
Auch unter konstanten Lichtbedingungen bleibt die Phasenverschiebung des Lumineszenz-
rhythmus erhalten. Nach ( )



2.2 Luciferase-exprimierende Synechococcus

Mit diesem neuen Zeiger der circadia-
nen Uhr konnten eine Reihe von wich-
tigen Fragen geklart werden. Es wur-
den zum Beispiel zwei Kulturen in Licht-
Dunkel-Wechseln gehalten, die gegenein-
ander um 12 Stunden phasenverschoben
waren (widhrend also die eine Kultur in
der Lichtperiode war, befand sich die an-
dere in der Dunkelperiode). AnschliefSend
kamen beide Kulturen in konstante Licht-
bedingungen und ihr Lumineszenzrhyth-
mus wurde gemessen. Wie man in Abbil-
dung 2.6) sieht, ist der Rhythmus also tat-
sdchlich endogen und nicht durch einen
dufleren Zeitgeber bedingt (der vielleicht
trotz Dauerlicht vorhanden war). Auch
im Dauerdunkel wurde dieser Rhythmus
nachgewiesen ( ( )). Norma-
lerweise wiirde der Rhythmus im Dun-
keln rasch aus-dampfen, aber wenn dem
Substrat Glukose zugegeben wird, hilt er
fiir mindestens 7 Tage an. Mit Lichtpulsen
wird der Rhythmus in Kulturen im Dau-
erdunkel verschoben (Abbildung 2.7,

( )). Mit geeigneten Mutanten
konnte damit der Transduktionsweg des
Lichtes verfolgt werden, auf dem schliefs-
lich Phase und Amplitude der Uhr beein-
flusst werden.

Das Genom von Synechocystis wurde
inzwischen vollstindig sequenziert (

( )). Es besitzt verschiedene Mo-
lekiile, die fiir die Transduktion des Lich-
tes in Frage kommen: Photorezeptoren
(zum Beispiel ein Phytochrom), ein Zwei-
Komponenten-System, das ein Signal wei-
terleitet und Adenylatcyclase. Werden be-
stimmte Gene ausgeschaltet oder {iber-
exprimiert, ldsst sich feststellen, ob die
von diesen Genen kodierten Molekiile
am Transduktionsweg des Lichtes beteiligt
sind.

Bei unterschiedlichen Umgebungstem-
peraturen ist die Periodenldnge des circa-

ot
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Abbildung 2.7: Lichtpulse verschieben den
circadianen Rhythmus der Biolumineszenz
von Synechocystis im Dauerdunkel je nach
dem Zeitpunkt der Applikation unterschied-
lich stark. Verfriihungen des Rhythmus ober-
halb, Verspitungen unterhalb der Null-Linie.
Nach ( )
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Abbildung 2.8: Leuchtrhythmus transgener Synechococcus Kulturen im Dauerlicht (nach
12:12 stiindigem Licht-Dunkel-Wechsel) bei unterschiedlichen Temperaturen des Seewassers
(obere Kurve: 259 C, mittlere Kurve: 30°C, untere Kurve: 36°C). Obwohl die Amplituden bei
niedrigeren und hoheren Temperaturen geringer sind, unterscheiden sich die zugehdrigen Pe-
riodenlingen (25.5, 24.0 und 23.0 Stunden) nur wenig. Der Biolumineszenz-Rhythmus ist
demnach Temperatur-kompensiert. Nach ( )

10



dianen Oszillators von Synechococcus fast
gleich ( (1993),

( )). Die circadiane Uhr die-
ses Cyanobakteriums ist also Temperatur-
kompensiert (Abbildung 2.8). Der Qjo-
Wert liegt bei 1.1 und damit in einem Be-
reich, der fiir Tagesrhythmen von Euka-
ryonten charakteristisch ist.

2.3 Mutanten finden

Um Uhr-Mutanten zu finden, muss zwei-
erlei getan werden: Mutationen miissen
induziert werden, indem die Cyanobakte-
rien mit einer mutagenen Substanz behan-
delt und Kolonien vieler behandelter Ein-
zelzellen auf Agarplatten angezogen wer-
den. Zweitens muss der circadiane Rhyth-
mus gemessen werden. Dazu wurde die
Biolumineszenz (siehe Abschnitt 2.2) mit
einer empfindlichen Videokamera alle 30
Minuten gemessen und fiir die Kolonien
getrennt ausgewertet (

( )). Die meisten Klone zeigten keine
Anderungen in den Eigenschaften ihrer
circadianen Uhr. Aber einige hatten unter-
schiedliche Periodenldngen oder Ampli-
tuden des tagesrhythmischen Leuchtens
(Abbildung 2.9).

2.4 Das Uhrwerk des circa-
dianen Systems

Wie funktioniert die circadiane Uhr die-
ser Prokaryonten? Drei Dinge erleichter-
ten es, herauszubekommen, wie das Uhr-
werk funktioniert: Die einfache Methode,
den circadianen Rhythmus zu registrieren,
die Uhr-Mutanten, die man erhalten hatte,
und molekulargenetische Techniken.
Urspriinglich wurde vermutet, dass so
dhnlich wie bei den circadianen Uhren

2.4 Das Uhrwerk des circadianen Systems

der Pflanzen, Pilze und Tiere das circa-
diane System der Cyanobakterien aus ei-
nem negativen Riickkopplungskreis be-
steht, in dem die Produkte der Gene kaiA,
kaiB und kaiC die Transkription dieser Ge-
ne hemmen ( ( ),
( ). Es zeigte sich jedoch, dass die Kai
Proteine selbst die circadiane Uhr bilden,
die auch ohne Transkription und Translati-
on funktioniert ( ( ),
(2005)).

Der molekulare Uhr-Mechanismus ist in

Abbildung 2.10 dargestellt (

(2005), (2004),

(2003),
( )). Die Phosphorylierung und De-

phosphorylierung von KaiC lauft auch in
vitro mit einer 24 stiindigen Periode oh-
ne Dampfung fiir mindestens drei Zyklen
ab?, wenn die Kai-Proteine und ATP vor-
handen sind. KaiA bewirkt, dass KaiC au-
tophosphoryliert. KaiB unterbindet das, so-
dass KaiC autodephosphoryliert. Die KaiC
Phosphorylierung und Dephosphorylie-
rung ist die molekulare Uhr des circadia-
nen Systems von Synechocystis. Es sind
also die Kai-Proteine und nicht die kai-
Promotoren, die den circadianen Rhythmus
im Stoffwechsel und in der Physiologie
produzieren®. Die molekulare Struktur der
drei Kai-Proteine ist bekannt, ebenso ihre
dynamische Interaktion. Allerdings sind
nach Untersuchungen von

( ) auch Transkription und Translati-
on fiir das Zustandekommen des Rhyth-
mus wichtig: Bei niedriger Temperatur
ist der circadiane Rhythmus nur vorhan-
den, wenn der Phosphorylierungszyklus

2und kann mit small angle x-ray scattering und low
resolution shapes der KaiA-KaiC bzw KaiB-KaiC
gemessen werden ( ( )

3sogar ein Escherichia coli Promoter funktioniert,
wenn er gentigend RNA Polymerase Aktivitat
besitzt

11
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Abbildung 2.9: Circadianer Rhythmus der Biolumineszenz transgener Synechococcus Cya-
nobakterien (‘Wildtyp’, griine Kurve) und von Mutanten mit unterschiedlichen Periodenlingen
(von 16 bis 60 Stunden Liinge; rote Kurven kiirzere, blaue Kurven lingere Perioden als Wild-
typ). Nach Kondo et al. (1994)
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2.4 Das Uhrwerk des circadianen Systems

|Chromosomenstruktuf andere Steuerung
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hoch—ampl. Geneniedrig—ampl. Gene
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Abbildung 2.10: Modell der circadianen Uhr von Cyanobakterien: 1: Licht beeinflusst den
Stoffwechsel und iiber Plastoquinon (im Starklicht reduziert, im Schwachlicht oder in Dun-
kelheit oxidiert) den Redox-Zustand (alternativ wird Licht durch LdpA direkt und/oder durch
CikA perzipiert). Eine Signalkette LdpA/CikA/CikR beeinflusst die Empfinger-Domine (ge-
rader Schwanz) des KaiA, die mit KaiC interagiert und seine Autophosphorylierung und
Hexamer-Bildung stimuliert. 2: Am friihen Abend verbindet sich SasA mit dem KaiA/KaiC
Komplex und KaiC stimuliert die Phosphorylierung von SasA. Seine Phosphat-Gruppe wird
auf den Respons-Regulator SasR iibertragen. 3: SasR und andere Proteine im Ausgang iiber-
tragen die Zeit-Informationen vom Oszillator (dem KaiA/KaiB/KaiC-Komplex) auf das Ge-
nom, indem die Chromosomen-Struktur (oberster Kasten) und der Stoffwechsel (darunter) iiber
hochamplitudig- und niedrigamplitudig exprimierende Gene (und andere Regulationen) beein-
flusst wird. 4: Am spiiten Abend bindet KaiB an KaiC und dephosphoryliert es. Konformations-
ianderungen von KaiA und SasA durch Signal-Ubertragung sind durch gerade oder gekriimmte
Schwiinze der Symbole angedeutet. Nach (2003) und personliche Mittei-
lung von Takao Kondo, Nagoya Universitit
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von KaiC und Transkription/Translation
in Takt sind. Ferner ist KaiC auch in KaiA-
tiberexprimierenden Mutanten und sol-
chen ohne Phosphorylierung rhythmisch.
Fiir einen robusten und prézisen Rhyth-
mus ist also ein multiples gekoppeltes Sys-
tem zustdndig, das auf den biochemischen
Eigenschaften von KaiC beruht (
(2008)).

A-Schleifen (A-loops) des C-Endes von
KaiC sind die Schalter, die fiir die KaiC-
Aktivitat verantwortlich sind. Im verbor-
genen Zustand ist dann die Autophos-
phatase, im offenen die Autokinase des
KaiC wirksam. Ein dynamisches Gleich-
gewicht zwischen beiden Zustidnden be-
stimmt das Gleichgewicht. KaiA stabi-
lisiert den exponierten Zustand der A-
Schleifen durch direkte Bindung. Ohne
diese Bindung und Stabilisierung ist KaiC
unter-phosphoryliert. KaiA und KaiB ver-
schieben also das dynamische Gleichge-
wicht der A-loops zwischen einem expo-
nierten und einem verborgenen Zustand,
womit KaiC entweder als Autokinase oder
als Autophosphorylase aktiv ist. Die ex-
ponierten A-Schleifen bringen ATP na-
her an die Phosphorylierungsstellen. Ein-
zelheiten zum vorgeschlagenen Mechanis-
mus in ( ),

( )- Die ATPase Aktivitat von KaiC ist
iibrigens extrem schwach (
(2008)).

Die Periodenldnge wird vor allem durch
KaiC bestimmt, da Perioden-Mutanten
bestimmte Aminosdure-Substitutionen im
KaiC Protein aufweisen. Die Perioden
dieser Mutanten reichen von 14 bis zu
60 Stunden. Mit ATP bildet KaiC ein
Homohexamer (das sich unterm Elek-
tronenmikroskop beobachten lasst (

(2002)). Eine langperiodische Mu-
tante kaiAl verstdrkt die Interaktion der
Kai Proteine. Die biochemische Funktion

14

der Kai Proteine ist unbekannt. KaiC be-
sitzt zwei ATP/GTP Bindungsdomaénen,
die bei der Rhythmusbildung eine wichti-
ge Rolle spielen ( ( ).
Die Histidinkinase SasA interagiert mit
KaiC und ist fiir einen robusten circadia-
nen Rhythmus notig ( ( ).

Diese einfache Proteinuhr erklart auch,
warum und wie ein circadianer Zeitmess-
vorgang bei Cyanobakterien auch bei Ge-
nerationszeiten von acht Stunden oder
weniger funktionieren kann (

( )) und wie die Teilung trotzdem noch
durch die circadiane Uhr gesteuert wer-
den kann ( ( ).

Der circadiane Oszillator steuert den
gesamten Stoffwechsel und beruht auf
der Integration des zelluldren Stoffwech-
sels ( ( )). Die umfang-
reiche circadiane Kontrolle der Genex-
pression bei Synechococcus betrifft mindes-
tens zwei Klassen von Uhr-regulierten Ge-
nen: Etwa 80% der getesteten Promoto-
ren sind am Tag aktiv mit einem Maxi-
mum am Ende des Tages. In der kleine-
ren Gruppe hat die Expression eine ent-
gegengesetzte Phase und ist abends und
in der Nacht maximal, wenn die Chromo-
somen kompakt sind. Diese Gene konn-
ten zum Beispiel Sauerstoff-empfindliche
Enzyme kodieren und funktionieren am
besten nachts, wenn keine Photosynthe-
se stattfindet. Ein spezifisches Phasenele-
ment gibt es nicht. Stattdessen scheint die
Chromosomen-Dynamik oder DNA Topo-
logie die Phase zu bestimmen (

(2004)).

Eine wichtige Frage ist, wie dieser
Uhrmechanismus eine globale circadiane
Genexpression ermoglicht. Die circadia-
ne Uhr scheint auch die Kondensation
oder den supercoiling Zustand der Chro-
mosomen zu bestimmen (

( ), ( )) und auf



diese Weise den Zugang zu Promoter-
Elementen zu kontrollieren (
(2006)).

Da Cyanobakterien sich so stark von
Eukaryonten unterscheiden, fragt sich,
ob der circadiane Rhythmus der beiden
Gruppen auf dem gleichen Mechanismus
beruht. Nach der Endosymbiontenhypo-
these entstanden Chloroplasten aus Cya-
nobakterien. Wenn auf diese Weise circa-
diane Uhren iibertragen wurden, sollten
die circadianen Systeme der Pflanzen und
Cyanobakterien sich mehr dhneln als de-
nen der Pilze und Tiere. Wenn die Funk-
tionen der beteiligten Gene besser bekannt
sind, kann diese Frage vielleicht beant-
wortet werden. Nach dem jetzigen Stand
ist es eher unwahrscheinlich, dass ihre cir-
cadianen Rhythmen sich aus einem ge-
meinsamen urspriinglichen Mechanismus
entwickelten. Es ist eher so, dass sie zu
verschiedenen Zeiten der Evolution mehr-
mals erfunden wurden.

2.5 Eingange zur Uhr

Wie sieht es mit den Eingdngen in die
circadiane Uhr aus? Circadiane Uh-
ren miissen mit den tagesperiodischen
Umweltfaktoren durch Zeitgeber syn-
chronisiert werden. Wir erwarten, dass
tagliche  Licht-Dunkel-Wechsel,  aber
auch Temperatur-Wechsel und vielleicht
auch andere 24-Stunden-Rhythmen der
Umwelt synchronisieren konnen. Licht-
Dunkel-Zyklen ( ( )) und
Temperatur-Zyklen ( ( )
synchronisieren tatsdchlich die Synecho-
cystis-Uhr. Ein dreistiindiger Lichtpuls
im Dauerdunkel gegeben verschiebt den
Rhythmus zu fritheren oder spiteren
Zeiten in unterschiedlicher Stdrke je
nach dem Zeitpunkt, zu dem er gegeben

2.5 Eingange zur Uhr

wurde. Daraus konnte ein Aktionsspek-
trum fiir die Phasenverschiebung erstellt
werden ( ( )). Rotes und
blaues Licht sind am wirksamsten (

( )). Licht synchronisiert
wahrscheinlich {iber den Redox-Zustand
im Stoffwechsel, der durch die Photosyn-
these eingestellt wird: Wenn Plastochinon
oxidiert ist, wird LdpA aktiv. Bei hohe-
ren Lichtintensititen wird Plastochinon
reduziert und LdpA inaktiviert. LdpA
interagiert mit dem Uhr-Protein KaiA
( ( ), sieche auch Abbil-
dung 2.10). Die Ubertragungswege des
Lichtes zur Synchronisation der Uhr
sind noch nicht bekannt, aber es gibt aus
den Genom-Sequenzen einige Kandida-
ten wie zum Beispiel ein Phytochrom,
ein  zwei-Komponenten-System  und
Adenylatcyclase. Auch das Bakteriophy-
tochrom CikA (circadian input kinase,
eine Histidin-Proteinkinase) scheint ein
Weg des Lichtsignals zum Oszillator zu
sein ( ( )), moglicherwei-
se ein Redox-Sensor ( ( )). Es
ist fiir Phasenverschiebungen wichtig. Die
Mutante ist blind fiir Dunkelpulse. AufSer-
dem wurde ein Bakterien-Cryptochrom
gefunden ( ( )). Einige
Gene, die an der Photosynthese von Syn-
echococcus und Synechocystis beteiligt sind,
werden durch Licht reguliert (

(1995), (1999)), so zum
Beispiel das rbcL Gen, das die katalytische
Untereinheit des Schliisselenzyms der
lichtabhdngigen CO,-Fixierung darstellt
( ( )). Maximale
Stickstoff-Fixierung geschieht wihrend
der Nacht, wie bereits erwdhnt. In der
Dunkelperiode wird Nitrogenase syn-
thetisiert, aber im Licht wird es schnell
abgebaut, vielleicht durch eine Protease.

15
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2.6 Ausgange

Circadiane Uhren kontrollieren verschie-
dene Vorgdnge auf transkriptionaler,
translationaler, biochemischer und phy-
siologischer Ebene. Bei Cyanobakterien
wurden bereits einige dieser Vorgidnge
erwihnt. Andere sind bekannt, viele noch
zu entdecken. So wire es interessant,
Bewegungen von Cyanobakterien auf
einen circadianen Rhythmus hin zu un-
tersuchen. Vertikalbewegungen, die bei
manchen Cyanobakterien mit Hilfe von
Gasvakuolen erfolgen, wurden eben-
falls erwdhnt. Es wiirde sich lohnen, sie
auf eine circadiane Modulation dieser
Bewegungen hin zu untersuchen.

Die circadiane Uhr steuert bei Cya-
nobakterien iiber Transduktions-Proteine
global die Gene, indem die Transkripti-
on liber den Chromosomenzustand (Com-
paction) reguliert wird ( ( ).
Dabei spielen SasA und RpaA eine Rolle
( ( ), das Functional
Genomic Project ( ). Dar-
tiber hinaus miisste es Transfaktoren ge-
ben, die fiir unterschiedliche Phasenlagen
und Amplituden sorgen (siehe Abbildung
2.11, siehe aber auch Seite 14).

Gene, die nicht Teil der circadianen Uhr
sind, aber von dieser kontrolliert wer-
den, sind zum Beispiel rpoD2. Es ko-
diert einen sigma 70 Transkriptionsfak-
tor®. RpoD2 scheint ein Faktor zu sein, der
die Amplitude der circadianen Schwin-
gung mancher Gene erhoht (

(1996)).

1994 war bei mehr als zehn Polypepti-
den von Synechococcus RE-1 eine circadia-
ne Regulation nachgewiesen (

“Transkriptionsfaktoren werden von ‘Schalterge-
nen” gemacht und beeinflussen die Transkripti-
on anderer Gene, zum Beispiel solchen, die am
Uhr-Mechanismus beteiligt sind.
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Abbildung 2.11: Modell der circadianen Gen-
Expression von Synechococcus. Der circa-
diane Oszillator wird durch Zeitgeber wie
den Licht-Dunkel-Wechsel synchronisiert. Ein
Ausgang dieses Oszillators beeinflusst die
Transkription global (normale Phase und Am-
plitude). Trans-Faktoren konnen zusitzlich die
Amplitude und Phasenlage des Rhythmus mo-
difizieren. Nach (1998)



2.7 Adaptive Bedeutung der circadianen Rhythmen von Cyanobakterien

( )). Inzwischen sind es weit mehr
( ( ). Allerdings ist diese
Regulation kompliziert und noch nicht gut
verstanden. Das globale Regulator-Gen nt-
cA, das fiir ein DNA Bindeprotein NtcA
kodiert, ist ein transkriptionaler Aktivator
von Genen, die unter circadianer Kontrolle
stehen und mit der Stickstoffassimilation
zu tun haben ( ( ))-

2.7 Adaptive Bedeutung der
circadianen Rhythmen
von Cyanobakterien

Was ist die adaptive Bedeutung einer
circadianen Uhr bei Cyanobakterien? Bei
Stickstoff-fixierenden Cyanobakterien
sorgt sie dafiir, dass Photosynthese und
Stickstoff-Fixierung zu unterschiedlichen
Zeiten ablaufen. Das ist wichtig, da Sauer-
stoff, der bei der Photosynthese entsteht,
die Nitrogenase als Schliisselenzym der
Stickstoff-Fixierung hemmt. Allerdings
scheint diese zeitliche Trennung nicht
in allen Fillen unbedingt notig zu sein
( (1991),

( )). Diazotrophe
konnen also ganz verschiedene Mecha-
nismen benutzen, um die Nitrogenase
vor Sauerstoff zu schiitzen (siehe
(1961) und (1992)).

Eine wichtige Funktion der circadianen
Uhr der Cyanobakterien ist wahrschein-
lich “Warnen vor Licht”. Der photosyn-
thetische Apparat der Cyanobakterien ist
besonders empfindlich auf Licht-Schaden.
Deshalb ist hier ein Schutz durch Vorgan-
ge, die durch die circadiane Uhr gesteuert
werden, vorteilhaft.

Es wurde gezeigt, dass Mutanten mit
kiirzerer Periodenldnge als der Wildtyp
(dessen Periode bei etwa 25 Stunden liegt),

in einem 25-Stunden-Tag (12.5 Stunden
Licht, 12,5 Stunden Dunkelheit) schnell
von letzterem verdrangt werden, wahrend
in einem 22 Stunden-Tag die Mutante den
Wildtyp verdrangt (siehe

( ) und Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.12: Selektions-Experimente von [ohnson et al. (1998). Links: Mischungen von
Wildtyp (Freilaufperiode 24 Stunden) und Perioden-Mutante SP22 (Freilauf-Periode 22 Stun-
den) im 22- (11:11 Stunden LD) und 30-Stunden-Tagen (15:15 Stunden LD) gehalten. Nach
27 Tagen war im 22-Stunden-Tag der Wildtyp zahlreicher als die Mutante. Im 30-Stunden-
Tag hatte die Mutante den Wildtyp fast villig verdringt. Daneben: Mutante P28 (Freilauf-
periode 28 Stunden) hat im 30-Stunden-Tag nach 27 Tagen den Wildtyp vollig verdringt, im
22-Stunden-Tag dagegen wurde sie vom Wildtyp verdringt. Drittes Histogramm: P28- und
SP22-Mutanten miteinander gemischt. Im 22-Stunden-Zyklus verdringt SP22 die Mutante
P28, im 30-Stunden-Tag war es umgekehrt. Rechts: Die arrhythmische Mutante KaiC wird so-
wohl im 22-Stunden- als auch im 30-Stunden-Tag vom Wildtyp verdringt. Abszisse: Verhiiltnis
der gemischten Stimme in Prozent. Nach |olinson et al. (1998)
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3 Rhythmen bei Lingulodinium

Abbildung 3.1: Lingulodinium polyedrum
Zelle mit Theka (Zellulosepanzer), einer Quer-
und einer Lings-Rinne, in denen sich je ei-
ne Geisel befindet. Ventralansicht. Durchmes-
ser 40 um. Nach ( ) und ei-
nem elektronenmikroskopischen Bild in

(2006)

Bei der einzelligen Alge Lingulodinium
wurden einige circadiane Rhythmen unter-
sucht wie zum Beispiel die Biolumineszenz, die
Aggregation von Zellen, Zellteilung, und Pho-
tosynthese. Stoffwechsel und eine Reihe von
Enzymen stehen unter der Kontrolle der circa-
dianen Uhr. Licht synchronisiert diese Rhyth-
men.

Verschiedene Dinoflagellaten wie zum
Beispiel Lingulodinium leuchten in der
Nacht. Diese Meeresalge gehort zur Ab-
teilung der Dinophyta (Panzeralgen), und
hier zur Klasse der Dinophyceae und zur
Ordnung der Peridiniales. Die Alge ist 1/20
mm grof$ und besitzt ein Zelluloseskelett
mit einer dquatorialen und einer longitu-
dinalen Rinne (Abbildung 3.1). In jeder
Rinne befindet sich eine Geifsel, mit der

Abbildung 3.2: Die Biolumineszenz einer
Flasche mit Lingulodinium polyedrum
wurde kurz nach Schiitteln des Erlenmeyer-
Kolbens auf einer Glasplatte im Dunklen foto-
grafiert. Gezeichnet von Mareike Forster nach
Taylor in (1994)

sich die Algen aufwaérts und seitlich fort-
bewegen kénnen.

Auch unter Laborbedingungen lasst
sich die Biolumineszenz beobachten,
wenn die Kulturen in Glaskolben ange-
zogen werden (Abbildung 3.2). Im 12:12
stiindigen Licht-Dunkel-Wechsel zeigt
sich die Biolumineszenz nur nachts'. Aber
auch unter konstanten Umweltbedin-

Iwiéhrend der Lichtperiode muss das Licht fiir ei-
ne kurze Zeit ausgeschaltet werden, um die Bio-
lumineszenz der Kultur zu beobachten.
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3 Rhythmen bei Lingulodinium

gungen leuchten die Kulturen weiterhin
rhythmisch. Sie werden also durch eine
innere Uhr gesteuert.

Dieser Rhythmus wurde in verschie-

denen Laboratorien intensiv untersucht
(Ubersichten (1984),
(1959), (1998)).
Die Biolumineszenz kann fiir langere Zeit
automatisch und in vielen Gefiaflen gleich-
zeitig registriert werden. Sie besteht aus
zwei Phianomenen: einer durch mechani-
sche oder chemische Storungen hervor-
gerufenen Blitzfolge und einem an unge-
storten Kulturen zu beobachtenden viel
schwicheren Glimmen (Abbildung 3.3).
Die Biolumineszenz des Blitzrhythmus ist
in der Mitte der Dunkelperiode am stirks-
ten und tritt nur wenige Stunden pro Tag
auf. Fin Blitz dauert 100 ms. Dabei werden
107 bis 10'° Lichtquanten pro Zelle abge-
geben. Der Glimmrhythmus dagegen hat
die stdarkste Biolumineszenz gegen Ende
der Dunkelperiode.

Der Biolumineszenzrhythmus ist, wie
fuir circadiane Rhythmen charakteristisch,
relativ unabhingig von der Umgebung-
stemperatur (Abbildung 3.4,

( ))- Bei hoheren Temperatu-
ren geht die Uhr von Lingulodinium et-
was langsamer, der Qg (siehe Glossar) be-
tragt 0.85 ( ( )).
Die Temperaturkompensation ldsst sich
durch zwei chemische Reaktionen mit
gleicher Temperatur-Abhdngigkeit erkla-
ren, bei denen das eine Reaktionsprodukt
die andere Reaktion hemmt. Die Uhr wird
auf diese Weise gegen Schwankungen der
Umgebungstemperatur gepuffert.

Der Biolumineszenzrhythmus ist sehr
prézise. Er kann fiir die Population auf
2 Minuten pro Tag genau sein (0.015%,
Abbildung 3.5). Fiir die Einzelzelle be-
tragt die Variabilitdit der Periodenldnge
18 Minuten pro Tag (1.36%) (

20

( ), ( )). Unter konstan-
ten Bedingungen hélt der Rhythmus der
Biolumineszenz lange an; die Synchronie
nimmt jedoch ab, wodurch die Maxima
breiter werden.

Warum der Rhythmus erst allméh-
lich aus ddampft, kann zwei verschiedene
Griinde haben. Entweder sind die Peri-
odenldngen der Uhren, die den Rhythmus
treiben, sehr dhnlich. Dann kommt es erst
nach ldngerer Zeit zu einer Ddmpfung des
Populationsthythmus. Oder aber die Zel-
len kommunizieren miteinander und kon-
nen sich gegenseitig synchronisieren. Ge-
gen eine chemische Kommunikation spre-
chen Experimente, bei denen Kulturen
mit verschiedenen Phasen miteinander ge-
mischt wurden. Sie verhielten sich nach
dem Mischen so, wie man es erwarten
wiirde, wenn sie sich nicht gegenseitig be-
einflussen ( ( ))-

Wie bei den meisten Organismen ist
Licht der stdrkste Zeitgeber zum Syn-
chronisieren der Lingulodinium-Uhr. Licht
beeinflusst aufierdem die Periodenldn-
ge des Biolumineszenz-Rhythmus. Wie,
hiangt von der Lichtqualitit’> und der
Lichtmenge® ab.

Die Biolumineszenz findet in besonde-
ren kugelféormigen Organellen, den Scin-
tillons, statt ( ( ),
die in der Ndhe der Zellmembran liegen.
Wihrend der Lichtperiode gibt es nur et-
wa 40 Scintillons pro Zelle, wahrend der

2Unter rotem Dauerlicht ist sie langer als 24 Stun-
den und wird unter hoherer Intensitédt noch lan-
ger. Unter blauem Dauerlicht ist sie kiirzer und
wird unter hoherer Intensitdt noch kiirzer

3Die Periodenldnge betrégt bei 1200 Lux Dauer-
licht 24.4 Stunden. Bei 3800 Lux ist die Periode
22.8 Stunden und der Rhythmus dampft aus. Bei
Intensitaten tiber 10000 Lux gibt es keinen Biolu-
mineszenzrhythmus mehr. Im Dauerdunkel ist
die Periode 23.0 bis 24.4 Stunden und der Rhyth-
mus dampft ebenfalls aus.



&4 4
N 6+ -+
T
[}
o
= at -
=
m
2 1 4
LD 12:12 Dauerlicht. >
0 _-_|_-_|_- } } } } } } }
0 20 40 60 80 100 120 140
Std in LL
0 } } } } } } }
2 4 e a -+
LD 12:12 24°C 1
4 4 4
67 schwaches LL 249C 1
&4 4
gﬂ 10 4 Glimmmaximum 1
= 1 1
12 + -+
14 1 T =2475h 1
16 + T
Y 18 _"_ :-_
20 f f f f ke f f
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tageszeit.

Abbildung 3.3: Obere Kurve: Glimmrhythmus (y-Achse: Biolumineszenz) einer Kultur von
Lingulodinium polyedrum im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-Wechsel (bis zur Stunde 0) und
danach im schwachen Dauerlicht. Untere Kurve: Glimmrhythmus einer Kultur von Lingulodi-
nium polyedrum bei einer konstanten Temperatur von 24°C im 12:12 Stunden Licht-Dunkel-
Wechsel (bis zum fiinften Tag) und danach in schwachem Dauerlicht. Nur das Maximum der
Lichtintensitit des Glimmrhythmus ist fiir jeden Tag durch ein Dreieck angegeben. Die Peri-
odenliinge des Rhythmus betrigt im Licht-Dunkel-Wechsel 24 Stunden (synchronisiert) und
im Dauerlicht 24.75 Stunden (Freilauf). Nach (1960)
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3 Rhythmen bei Lingulodinium
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Abbildung 3.4: Die Periodenlinge des Blitzrhythmus von Lingulodinium polyedrum ist
wenig von der Temperatur des Seewassers abhingig (“Temperatur-kompensiert’): Der Verlauf
der Biolumineszenz (im schwachen Dauerlicht) ist bei verschiedenen Temperaturen dargestellt
linke Kurve: 16.5°C. 26.8). y-
Achse: Lichtintensitiit. Rechte Kurve: Periodenlinge (in Stunden) des Glimmrhythmus der Bio-
lumineszenz von Lingulodinium in Abhingigkeit von der Temperatur des Mediums. Nach

(oberste linke Kurve: 26.8°, mittlere linke Kurve: 23.6°, untere

Hastings and Sweeney (1957)

22

15 20 25 30 35
Temperatur [°C]



10 ———— 71—

80 + -

40

Glimmintensitat

20

24 - . - T - T T T
20 F x 4
16 x =

12+ =

Tageszeit des Glimm-Maximnums

0 4 8 12 16 20

Maximum-Nummer

Abbildung 3.5: Der circadiane Glimmrhythmus der Biolumineszenz von Lingulodinium
polyedrum wurde an einer Kultur bestimmt, die zundchst in einem 12:12 stiindigen Licht-
Dunkel-Wechsel und einer konstanten Temperatur von 19°C gehalten wurde. Zum Zeitpunkt
0 (x-Achse) wurden die Algen in schwaches Dauerlicht iiberfiihrt (oberer Teil der Abbildung).
Die Priizision dieses Rhythmus wird im unteren Teil demonstriert. Hier ist die Uhrzeit der
Biolumineszenz-Maxima gegen die Nummer der Maxima aufgetragen. Die Priizision ist noch
hoher, wenn man die Maxima der Biolumineszenz mit drei Geraden verbindet (die Ursache der
beiden Phasenverschiebungen ist unbekannt). Nach (1990)
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3 Rhythmen bei Lingulodinium

Abbildung 3.6: Scintillons sind Organellen
der Biolumineszenz-Produktion bei Lingulo-
dinium polyedrum. Nachts enthiilt eine Zel-
le etwa 400, Tags nur etwa 40 Scintillons.
Sie ragen aus dem Zytoplasma als Blasen des
Tonoplasten in die Vakuole. Durchmesser et-
wa 0.5 um. Schiitteln der Kultur oder ande-
re Reizung der Zellen ruft ein Aktionspotenti-
al hervor. Dieses triggert einen H-Fluss aus
der sauren Vakuole in das weniger saure Scin-
tillon. Dadurch wird die Biolumineszenz in
Gang gesetzt (siehe Abbildung 3.8)

Nacht etwa 400 (Abbildung 3.6,

( ), ( )). Sie ragen als
Taschen in die Vakuole und sind mit dem
Cytoskelett verbunden. Die Scintillons las-
sen sich im Mikroskop als leuchtende
Punkte erkennen und auch mit Goldpar-
tikeln tiber einen Antikorper fiir Luci-
ferase immunocytochemisch nachweisen.
Scintillon-Extrakte geben Lichtblitze ab,
wenn sie von einem pH 8 in einen pH 6
gebracht werden.

Wie bei allen Biolumineszenz-
Vorgdngen besteht auch das Leuchten
der Lingulodinium-Zellen aus einer Re-
aktion eines Substrates (Luciferin) mit
einem Enzym (Luciferase).* Es gibt etwa

“Luciferase hat bei einem pH von 8 ein Moleku-
largewicht von 140 kDa und ist ein Dimer (jedes
von 70 kDa). Bei pH 6 ist das Molekulargewicht
35000 bis 40000. Bei einem pH von 6.4 ist es ma-
ximal aktiv. Eine 4.1 kb mRNA produziert die
Luciferase. Die cDNA wurde kloniert. Sie ent-
hélt keine Introns und unterscheidet sich von al-
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Abbildung 3.7: Tetrapyrrol-Struktur des Lu-
ciferins von Lingulodinium polyedrum.
Me: Methylgruppe. Nach

(1989)

2.7 % 10'? Luciferase-Molekiile pro Zelle.
Das Luciferin ist bei Lingulodinium ein
Tetrapyrrol, ein kleines Molekiil (Mole-
kulargewicht <1000; Abbildung 3.7). Es
ist hitzestabil, wihrend die Luciferase
hitzeempfindlich ist. Durch Oxidation
geht Luciferin unter Lichtabgabe in den
Singlettzustand {tiber. In den Scintillons
befindet sich ferner Luciferin Binding
Protein LBP. Es bindet Luciferin, wenn der
pH 7.5 (der normale pH des Zytoplasma)
oder hoher ist. Bei einem pH von 6.5 oder
weniger dndert sich die Konfiguration des
LBP, das Luciferin wird frei und reagiert
mit O, tiber die Luciferase. Niedriger pH
aktiviert auch die Luciferase.

LBP — LH, (pH75) = (H')LBP +
LH, (pH6) = (Oy,Lfase) = hv+L =
O+ H,O

Circadian gesteuert werden die Transla-
tion des Luciferin-Bindeproteins, des Lu-
ciferins (LH;) und der Luciferase (

( )). Die mRNA fiir LBP ist

len bisher bekannten Luciferasen.



3.1 Circadiane Kontrolle der Biolumineszenz, Mechanismus der Uhr

dagegen konstant. Auch die Translations-
fahigkeit der mRNA ist zu allen Pha-
sen des Zyklus gleich. Der Rhythmus
beruht also nicht auf unterschiedlicher
Transkription. Er wird vielmehr transla-
tional gesteuert. Dementsprechend lasst
sich der circadiane Rhythmus der Bio-
lumineszenz durch Translationshemmer,
aber nicht durch Transkriptionshemmer
beeinflussen. Vielleicht spielen bei der
LBP Synthese von der Uhr kontrollierte
trans-agierende Faktoren eine Rolle (

( )). Diese translationale Kontrol-
le steht im Gegensatz zu der circadianen
Steuerung beim Kreuzbliitler Arabidopsis,
bei dem die Transkription circadian gere-
gelt ist.

Translations-kontrollierte ~ regulatorische
Uhr-Proteine (CP1, CP2, CP3) wurden als
Bestandteile des circadianen Mechanismus
vorgeschlagen. CP1 hebt die Repression der
Synthese von CP2 auf, indem es mit dem
Repressor der mRNA-2 interagiert. CP2
interagiert mit der regulatorischen Region
von mRNA-3, die fiir die Synthese von CP3
zustandig ist. So findet eine Kaskade statt,
bei der jedes Protein seine eigene Synthese
hemmt, bis der Rhythmus beendet ist.

Die Luciferasekonzentration verlduft
parallel zur Biolumineszenz intakter Zel-
len. Um Mitternacht ist sie 10 mal hoher
als mittags. Das Maximum ist 6 Stunden
nach Dunkelbeginn. Im Dauerlicht lauft
dieser Rhythmus mit geringerer Am-
plitude weiter. Der rhythmische Verlauf
der Luciferase-Aktivitit konnte zustande
kommen, indem das Enzym durch Phos-
phorylierung, Methylierung, Aktivierung
oder Hemmung modifiziert wird. Alter-
nativ konnte die Enzymmenge circadian
schwanken. Das wurde tatsdchlich gefun-
den ( (1951),

( )). Entweder schwankt also die
Synthese oder der Abbau der Luciferase

circadian, oder beides.

Bei einer mechanischen oder chemi-
schen (Ca?*, NHy, K*, H*) Reizung gibt
es ein Aktionspotential. Dieses gelangt
tiber den Tonoplasten an die Scintillons
und depolarisiert diese. Dadurch gelangen
H*-Ionen in die Scintillons. Durch die ra-
sche pH Anderung (von pH8 auf 6) gibt
das LBP Luciferin ab und dieses reagiert
mit der Luciferase. Es wird Licht abgege-
ben (Abbildung 3.8). Nach der Reizung
wird Luciferin wieder an LBP gebunden
und eine neue Reizung ist moglich (

( )). Moglicherweise be-
ruhen die circadianen Schwankungen der
Reaktionsteile darauf, dass die Scintillons
in jedem Zyklus abgebaut und neu syn-
thetisiert werden. Die spontane Biolumi-
neszenz (der Glimmrhythmus) findet viel-
leicht beim Abbau der Scintillons statt.
Wie dieser erfolgt, ist noch nicht geklart.
Entweder schniiren sich dabei die Scintil-
lons ab und werden in der Vakuole abge-
baut, oder aber sie werden ins Zytoplasma
entleert. Die zweite Moglichkeit scheint
wahrscheinlicher zu sein. Die Scintillons
werden am frithen Morgen abgebaut.

3.1 Circadiane Kontrolle der
Biolumineszenz, Mecha-
nismus der Uhr

Wie sieht es nun mit der circadianen Kon-
trolle der Biolumineszenz aus, nachdem
wir gesehen haben, wie die biochemische
Maschinerie funktioniert? Die circadiane
Uhr steuert tagesperiodisch die Synthe-
se und (moglicherweise) den Abbau von
Luciferin, Luciferase und LBP (Abbildung
3.9). Die Aktivitit der Luciferase und der
Phosphorylierungsgrad bleiben dagegen
konstant.
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Abbildung 3.8: Mechanismus der Licht-Produktion bei Lingulodinium polyedrum im Scin-
tillon. Ein kleines Stiick der Scintillon-Membran ist wiedergegeben (Vakuole wire unten, das
Innere des Scintillons oben). Wenn H™-Ionen durch Depolarisation (zum Beispiel als Folge
vom Schiitteln) in das Scintillon gelangen (gebogene rote Pfeile), wird das Innere des Scintil-
lons sauer. Dadurch wird das an das Luciferin-Bindeprotein angelagerte Luciferin abgeldst und

von Luciferase oxidiert. Bei dieser Reaktion wird Licht abgegeben. Nach

Die Proteinsynthese ist am
Biolumineszenz-Rhythmus beteiligt,
da Hemmstoffe der Proteinsynthese

(Cycloheximid, Puromycin, Anisomycin)
die Periode beeinflussen (

( )). Cycloheximidpulse verschieben
den Rhythmus der Biolumineszenz in Ab-
héngigkeit von der Phase des Oszillators.
Die Protein-Synthese beeinflusst also die
Uhr ( (1957),
siehe aber auch ( )). Wahr-
scheinlich sind hier, wie auch bei anderen
tagesrhythmischen Systemen (NATF im
Pinealorgan, Tyrosinaminotransferase in
der Leber, 3-Hydroxy-f3-Methylglytaryl-
CoA Reduktase), Enzyme mit kurzer
Halbwertszeit (0.5 bis 1 Stunde) beteiligt,
die die Stoffwechselraten begrenzen.
Andere Enzyme haben eine Halbwertszeit
von mehreren Tagen. Die Proteinsynthese
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spielt auch bei anderen Organismen fiir
den circadianen Rhythmus eine Rolle,
zum Beispiel bei Aplysia ( ( )
und Acetabularia ( ( ))-

Einzelheiten der circadianen Kontrol-
le der Biolumineszenz sind noch unbe-
kannt. Einige Beobachtungen sprechen fiir
zwei Uhren: Zum Beispiel konnen Licht-
pulse die Phase des Blitz- und die des
Glimmrhythmus unterschiedlich beein-
flussen. Obwohl das gleiche Luciferin und
die gleiche Luciferase verwendet werden,
unterscheiden sich die verantwortlichen
Reaktionen. Wahrscheinlich laufen sie in
verschiedenen Kompartimenten ab. Un-
ter bestimmten Bedingungen unterschei-
den sich die Periodenldngen des Glimm-
und Blitzrhythmus (23.8 versus 23.6 Stun-
den) und damit hat sich auch die Pha-
senbeziehung zwischen beiden Rhythmen
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Abbildung 3.9: Das Luciferin-Binde-Protein
von Lingulodinium polyedrum wird cir-
cadian rhythmisch synthetisiert (rote Kur-
ve, Maximum der Synthese etwa 35 Stun-
den nach Beginn des Dauerlichtes nach ei-
nem vorausgegangenen 12:12 Stunden Licht-
Dunkel-Wechsel). Das LBP Protein erreicht
nach 43 Stunden ein Maximum der Konzen-
tration (griine Kurve). Danach wird es abge-
baut. Die fiir die LBP-Synthese verantwortli-
che mRNA ist dauernd vorhanden und aktiv
(blaue Kurve). Die circadiane Steuerung der
LBP-Synthese erfolgt also auf translationaler
Ebene. Nach (1990)

3.2 Bedeutung der Biolumineszenz

gedndert (Abbildung 3.10,
( )). Die optimale Lichtintensitét ist fiir
die beiden Biolumineszenzrhythmen un-
terschiedlich (6 u Einstein /cm?sec fiir den
Blitzrhythmus, (90 u Einstein/cm?sec fiir
den Glimmrhythmus). Auch die Tempe-
ratur beeinflusst Blitz- und Glimmrhyth-
mus unterschiedlich. Schliefllich kénnen
auch der Biolumineszenzrhythmus und
der Aggregationsrhythmus unterschiedli-
che Periodenldngen haben (

( )). Es gibt also gute Hin-
weise darauf, dass zwei Uhren das circa-
diane System von Lingulodinium steuern

( (1992), (1994)).

3.2 Bedeutung der Biolumi-
neszenz

Im Organismenreich kommt Biolumines-
zenz oft vor. Offenbar haben ganz ver-
schiedene Griinde dazu gefiihrt: Mann-
liche und weibliche Tiere konnen sich
damit erkennen und finden (Glihwiirm-
chen), Schwiarme konnen gebildet werden,
Territorien markiert werden. Fische kon-
nen damit ihr Gesichtsfeld beleuchten und
Beute anlocken (Anomalops in Japanischen
Gewdissern). Biolumineszenz kann auch
als Schutz dienen. Feinde konnen abge-
schreckt werden, die Tiere konnen sich tar-
nen oder Feinde vom Vorderende ablen-
ken (Wiirmer).

Aber warum zeigt Lingulodinium Bio-
lumineszenz und warum gibt es einen
Blitz- und Glimmrhythmus? Die Biolu-
mineszenz konnte ein Nebenprodukt des
Stoffwechsels sein. Sie dient vielleicht zum
“Verbraten” von Protonen, wenn zu we-
nig oder keine Akzeptoren fiir sie vorhan-
den sind. Andere Griinde wurden ange-
fithrt, warum sie Biolumineszenz besitzt.
Durch die Biolumineszenz konnten Fische
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Abbildung 3.10: Unterschiedliche Perioden-
lingen des Blitz- und Glimmrhythmus von
Lingulodinium polyedrum werden im Dau-
erlicht bei 21°C gefunden. Die tiglichen Ma-
xima des Glimmrhythmus (griine x) und des
Blitzrhythmus (rote KreuzeLi) wurden un-
tereinander aufgetragen und mit einer Gera-
den verbunden. Die Periodenlinge des Glimm-
rhythmus betriigt 22.9, die des Blitzrhythmus
24.2 Stunden. Nach (1992)
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erschreckt werden, sodass sie die Algen
nicht fressen.

Eine andere Frage ist, warum Scintillons
und ihre Maschinerie eine so kurze Le-
bensdauer haben. Wird nicht Energie ver-
schwendet, wenn sie tdglich neu herge-
stellt werden miissen? Aber fiir eine Alge,
der viel Energie zur Verfligung steht, ist
es vorteilhafter, diese Organellen neu her-
zustellen und am Tage den Stickstoff der
Scintillon-Proteine fiir andere Enzyme zu
verwenden, weil Stickstoff bei ihr ein be-
grenzender Faktor ist.

3.3 Rhythmen der Aggregati-
on, Phototaxis, Vertikal-
wanderung und Mobilitat

Bei Lingulodinium-Kulturen bilden die Zel-
len Schwiarme. Sie konnen in Petrischalen
beobachtet werden (Abbildung 3.11 und

( )). Dieses Verhalten
stellt einen Populationsrhythmus dar, der
drei Wochen endogen ablduft und dann
desynchronisiert ist. Am Tage hélt sich die
Population an der Oberfliche auf, nachts
sinkt sie zu Boden.

Der Aggregationsrhythmus dndert sei-
ne Periodenldnge mit der Lichtintensitat.
Allerdings hingt das von der Wellenldnge
des Lichtes ab. Im Rotlicht steigt die Peri-
ode mit zunehmender Lichtintensitiat, im
Blaulicht nimmt sie ab (Abbildung 3.12).
Es wird vermutet, dass zwei verschie-
dene Photorezeptoren und moglicherwei-
se auch zwei Uhren beteiligt sind (

(1958),

( ), ( )). Dafiir
spricht, dass Lichtpulse die Biolumines-
zenz und die Aggregation unterschiedlich
beeinflussen. Der B-Oszillator, der die Bio-
lumineszenz steuert, reagiert auf blaues



3.5 Circadiane Rhythmen in der Photosynthese

Abbildung 3.11: Schwarmbildung bei Lin-
gulodinium polyedrum in einer Petrischa-
le, die seitlich mit Licht von 120 yE/mzsec
bestrahlt werden. Am Tage bilden sich an der
Oberfliiche des Seewassers Schwirme, bei de-
nen in der Mitte der Ansammlung die Zellen
nach unten sinken und am Rande nach oben
aufsteigen. In der Nacht setzen sich die Zel-
len in der urspriinglich dem Licht zugewand-
ten Seite ab. Nach ( )

Licht, der A-Oszillator, der die Aggrega-
tion steuert, reagiert auf blaues und rotes
Licht. Im Grinlicht (550 nm) sind die Zel-
len blind ( ( ).

3.4 Chloroplastenrhythmen

Circadiane Unterschiede finden sich in
den Chloroplasten von Lingulodinium. Die
Ultrastruktur der Thylakoidanordnung
andert sich, wie in Abbildung 3.13 gezeigt.
In der subjektiven Nacht (CT 18) liegen
die Thylakoide enger zusammen (oberer
Teil der Abbildung) als am subjektiven
Tag (CT6, unterer Teil der Abbildung,

( )). Am subjektiven
Tag haben die Thylakoide zwei Lamellen,
in der subjektiven Nacht drei. Auch die
photosynthetischen Einheiten in der Thy-
lakoidmembran unterscheiden sich: In der
subjektiven Nacht ist ein Teil von der Elek-
troneniibertragung entkoppelt. Die Asso-
ziation und Dissoziation der Antennen
des Photosystems II schwankt rhythmisch.
Dadurch wird die Erregungsenergie zwi-

B

— Zellteilung
— Biolumineszenz

—Za >4
—» Phototaxis

!
%)ﬁ®

Abbildung 3.12: Das circadiane System von
Lingulodinium soll aus einem A- und B-
Oszillator bestehen. Der A-Oszillator (un-
ten) kontrolliert unter anderem die Aggre-
gation der Zellen, der B-Oszillator dage-
gen mneben Zellteilung und Phototaxis die
Biolumineszenz. Blaulicht synchronisiert den
B-Oszillator, Blau- und Rotlicht den A-
Oszillator. Nach (1994)

— Photosynthese

— Aggregation

— Superoxid Dismutase
—» Nitrat—-Reduktase

schen Photosystem I und Photosystem II
unterschiedlich verteilt.

( ) untersuchten die Ursache der circa-
dianen Sauerstoffproduktion. Sie fanden
mit dem Elektronenakzeptor Methylviolo-
gen, dass der Elektronenfluss im Photo-
system I konstant ist, aber in Photosys-
tem Il schwankt. Demnach sind nur Ande-
rungen im Photosystem II fiir den Photo-
syntheserhythmus von Lingulodinium ver-
antwortlich (Abbildung 3.14, siehe auch
nachsten Abschnitt).

3.5 Circadiane Rhythmen in
der Photosynthese

Strukturelle Anderungen im Photosyn-
theseapparat zeigten bereits, dass circa-
diane Rhythmen die Photosynthese be-
einflussen. Eine Reihe von Vorgidngen
sind bei Lingulodinium beteiligt: CO,-
Aufnahme ( ( )), Licht-
reaktionen im Photosystem II (
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3 Rhythmen bei Lingulodinium

Abbildung 3.13: Die Thylakoide in den Chlo-
roplasten von Lingulodinium polyedrum
zeigen circadiane Unterschiede. In der subjek-
tiven Nacht (CT 18) liegen sie enger zusam-
men (oberer Teil der Abbildung) als am subjek-
tiven Tag (CT6, unterer Teil der Abbildung).
Gezeichnet vom Autor nach einer Abbildung
in Herman and Sweeney (1975)
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Abbildung  3.14:  Grundlagen  des
Photosynthese-Rhythmus ~ bei  Lingulodi-

nium polyedrum. Die Photosynthese (PS,
blaue Kurve) schwankt circadian (Sauerstoff-
produktion gemessen). Sie hat niedrige Werte
in der Nachtphase, wenn die Biolumineszenz
hoch ist (rote Kurve). Mit dem Elektronen-
akzeptor  Methylviologen —wurde gezeigt,
dass der Elektronenfluss im Photosystem I
konstant ist (PS I, blaugriine Gerade), aber
in Photosystem 1 und II circadian schwankt
(PS I, PS II, hellgriine Kurve). Demnach
sind nur Anderungen im Photosystem II fiir
den Photosynthese-Rhythmus von Lingu-
lodinium verantwortlich. Die x-Achse gibt
circadiane Zeit CT wieder. Die Messgrifsen
sind nicht auf der y-Achse angegeben. Siehe
dazu Samuelsson et al. (1983)



( )), Chlorophyllfluores-
zenz und -Abbau ( ( )) sind
Beispiele. Die Photosynthese selbst ist aber
nicht ein Bestandteil der Uhr: Blockiert
man den Elektronenfluss im Photosystem
II mit DCMU, lauft die Uhr trotzdem wei-
ter ( (1979)).

CO;,-fixierende Enzyme zeigen keinen
Rhythmus. Auch die O, Aufnahme ist kon-
stant. Die Atmung ist daher nicht fiir den
circadianen Rhythmus verantwortlich. In
der Mitte der subjektiven Lichtperiode
ist die Oy-Abgabe hoch, in der Mitte der
subjektiven Dunkelperiode niedrig (Ab-
bildung 3.15).

Da sich die Dichte einer Zelle mit der
Photosynthese dndert, konnte mit Hilfe
eines Cartesischen Tauchers ein circadia-
ner Rhythmus in einer einzelnen Lingu-
lodinium-Zelle nachgewiesen werden (Ab-
bildung 3.16, ( )). Auch hier
verschwindet der Rhythmus bei hoher
Lichtintensitdt. Die Dampfung beruht al-
so nicht auf einer Desynchronisation der
Rhythmen zwischen den Einzelzellen ei-
ner Population.

3.6 Zellteilungsrhythmus

Die Zellteilung erfolgt in einer Popula-
tion von Lingulodinium im Licht-Dunkel-
Wechsel vor allem am Morgen und im
Dauerlicht am subjektiven Morgen (wenn
also eigentlich Licht beginnen wiirde). Sie
ist also circadian kontrolliert. Die Gene-
rationsdauer einer Zelle dauert unter der
verwendeten Lichtintensitdt im Schnitt 6-
7 Tage (Abbildung 3.17, ( ))-
Der Zellteilungszyklus einer Zelle stellt
also keinen eigenen circadianen Rhyth-
mus dar, sondern wird nur von der circa-
dianen Uhr gesteuert (
( )), indem durch ‘gating” die Tei-

3.6 Zellteilungsrhythmus

—— Photosynthese-Kapazitat
—— Biolumineszenz
0 24 48

Dauerlicht nach LD 12:12 [Std]

Abbildung 3.15: Photosynthetische Kapazitiit
bei Lingulodinium polyedrum (griine Kur-
ve): Proben wurden zu verschiedenen Phasen
fiir 15 Minuten wiihrend Starklicht mit C**O,
begast. Es wurde bestimmt, wie viel C1* auf-
genommen wurde. Zusitzlich wurde der Ver-
lauf der Biolumineszenz dargestellt (rote Kur-
ve). Nach (1961)
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Std nach Beginn Dauerlicht

Abbildung 3.16: Der Verlauf der Photosyn-
these einer einzelnen Lingulodinium-Zelle
wurde wihrend der Lichtperiode mit einem
Cartesischen Taucher bestimmt. Die Dichte
der Zelle hingt von der Sauerstoffproduktion
ab. Damit dndert sich die Position des Cartesi-
schen Tauchers (in dem sich die Zelle befindet)
im Gefiif3. Nach (1960)

lungen nur in bestimmten Zeitfenstern er-
folgen konnen ( ( )). Mito-
sen finden sich im allgemeinen gegen En-
de der Dunkelperiode oder etwas frii-
her. Die Cytokinese dauert bei Lingulodini-
um eine Stunde. Der Zellteilungsrhythmus
ist nicht mit dem Biolumineszenzrhyth-
mus urspriinglich verbunden: Zellen, die
sich nicht teilen, zeigen noch eine cir-
cadiane Biolumineszenz, und Colchizin-
behandelte Zellen ebenfalls.

Der Zellzyklus kann synchronisiert wer-

den, indem die Zellen nach Grofie aus-
gesiebt werden (
(1958), (1959)).
Nach der Zellteilung wird die Phase des
circadianen Rhythmus auf die Tochterzel-
len tibertragen ( ( ).

Unter optimalen Bedingungen wird
die Zellteilung (untersucht an Euglena
und Chlamydomonas) allein vom Teilungs-
mechanismus bestimmt. Bei suboptima-
len Bedingungen steuert eine ultradia-
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7 Zellteilung 7
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Abbildung 3.17: Circadianer Rhythmus der
Zellteilung von Lingulodinium polyedrum:
Die Zahl der Zellen pro ul nimmt trotz Dauer-
licht (von 3000 Lux) nicht kontinuierlich, son-
dern stufenformig zu. Auf der x-Achse ist die
circadiane Zeit CT aufgetragen. Periodenlinge
ist etwa 24 Stunden. Nach ( )



3.8 Wirkung von Substanzen auf den circadianen Rhythmus, Membranen

ne Uhr die Teilung (

( )). Unter Bedingungen, die nur lang-

sames Wachsen erlauben, kommt dann

die circadiane Uhr zum Tragen (gating,
(1998)

( )). Verschiedene Modelle wur-
den vorgeschlagen, um den Zellzyklus
und seine zeitliche Steuerung zu simu-
lieren ( ( ), Ubersicht

(1998)).

3.7 Circadiane Rhythmen im
Stoffwechsel und von En-
zymen

Der Trikarbonsdurezyklus wird bei Lin-
gulodinium rhythmisch gesteuert. Wahr-
scheinlich wird dabei auf der Protein-
Ebene eine NAD- oder NADH-abhingige
Form der Isocitrat-Dehydrogenase rhyth-
misch kontrolliert; diese wiederum steu-
ert den Stoffwechselfluss durch den TCA-
Zyklus rhythmisch (Abbildung 3.18,
(2005)).

Circadiane Rhythmen wurden bei ei-
ner Reihe von Enzymen gefunden. Die
Nitrat-Reduktase gehort dazu (Abbildung
3.19 und ( ),

( )). Sie ist das erste Enzym des
Stickstoff-Assimilationsweges und wan-
delt Nitrat in Nitrit um. Thre Konzentra-
tion schwankt circadian mit einem Maxi-
mum in der (subjektiven) Tagphase. Ein
anderes Enzym, die Superoxiddismutase,
hat ihre hochste Aktivitidt ebenfalls zur
Tagphase (Abbildung 3.19 und

( )). Ob ihre Konzentrati-
on circadian schwankt, ist nicht bekannt.
Dieses Enzym ist ein Superoxid-Anionen-
Fanger (‘scavenger”). Im Fall der RUBIS-
CO, dem haufigsten Enzym der Biospha-
re, weil es CO, wahrend der Photosynthe-

se fixiert, schwankt die Aktivitit circadian,
wihrend die Menge des Enzyms konstant
bleibt ( ( ). Im Gegen-
satz zu diesen Enzymen hat die Tyrosin-
Aminotransferase ihre hochste Aktivitat
in der Nacht ( ( )). Das
ist auch der Fall beim Enzym Luciferase,
das am Biolumineszenzrhythmus beteiligt
ist ( (1981),

( ). Generell ist die Proteinsyn-
these in der Tag-Phase hoher als nachts.
Die meisten Hitzeschock-Proteine haben
eine konstante Synthese, aber bei einigen
schwankt sie circadian mit einem Maxi-
mum um CT15. Ribosomale Proteine wer-
den circadian phosphoryliert (

(1995)).

3.8 Wirkung von Substan-
zen auf den circadianen
Rhythmus, Membranen

Verschiedene Substanzen beeinflussen
den circadianen Rhythmus von Lingu-
lodinium. Wie bereits erwdhnt, ist die
Proteinsynthese am Mechanismus der
circadianen Uhr beteiligt. Aber Membra-
nen scheinen ebenfalls eine wichtige Rolle
zu spielen. Das ist interessant, da die
Fluiditit von Membranen Temperatur-
kompensiert ist. Man konnte auf diese
Weise die Temperatur-Kompensation der
Periodenldnge circadianer ~Rhythmen
erkldren (siehe auch Abbildung 4.5).
Membranaktive Substanzen wie K*, Li™,

D,0O, Valinomycin ( ( ), Al-
kohole ( ( ),

( )), Vanillinsdure (depolarisiert
Membranen, ( )) beein-

flussen circadiane Rhythmen. Auch das
spricht fiir die Bedeutung von Membra-
nen fiir circadiane Rhythmen. Allerdings
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Abbildung 3.18: Links der Trikarbonsiurezyklus mit Enzymen (rot) fiir Zwischenschritte. Rot
umrandet die im rechten Diagramm dargestellten Enzyme. Rechts circadianer Rhythmus der
Isozitratdehydrogenase (griin) und der Bernsteinsiuredehydrogenase (rot). Die Malatdehydro-

genase (blau) zeigt keine grofleren Schwankungen. Nach (2005)
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Abbildung 3.19: Circadianer Rhythmus der Nitrat-Reduktase (oben) und der Superoxiddismu-
tase bei Lingulodinium polyedrum. Oben links: Im Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 Stun-
den WeifSlicht von 150 uE /m?sec, rechts im Dauerlicht (Stunden nach Beginn des Dauerlichtes
35 uE/m?sec). Aktivitiit der Nitrat-Reduktase in relativen Einheiten pro mg. Nach

(1995). Die Superoxiddismutase (unten) zeigt hohe Aktivitit in der Lichtperiode. In der
Dunkelperiode sinkt die Aktivitit und erreicht ein Minimum am Ende der Nacht. Im anschlie-
fSenden Dauerlicht setzt sich dieser Rhythmus fort. Er ist also circadian. Nach

(1992)
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3.8 Wirkung von Substanzen auf den circadianen Rhythmus, Membranen

konnte es sich auch um Stoffwechselunter-
schiede handeln oder die Proteinsynthese
konnte beeinflusst sein. Als Test wurden
Membraneigenschaften gedndert und
mit  Fluoreszenz-Polarisationstechniken
gemessen. Dabei ergaben sich keine Kor-
relationen zwischen Membranen und der
Periodenldnge ( ( ).
Die Aktivitit von Membran-gebundenen
Enzymen und Membranpotentiale konn-
ten sich aber rhythmisch dndern.

Andere Substanzen wie Acetalde-
hyd ( (1979)) und
Catecholamin ( ( )) Dbe-
einflussen ebenfalls den Rhythmus,
wiéhrend Atmungshemmer, Photosynthe-
sehemmer ( ( )), Hemmstoffe
der Organellen-Ribosomen, cAMP und
DNA-Synthese keine Rolle spielen.

Creatin, eine Speicherform des ATP und
Ubertriger von Energie-reichem Phosphat
zwischen Mitochondrien und Energie-
verbrauchenden Stellen, verkiirzt die Pe-
riode von 23 auf 18 Stunden (

(1988),

( )). Es verstirkt den Phasen-
verschiebenden Effekt von Blaulicht und
die Phototaxis. Creatin scheint jedoch in
Lingulodinium nicht natiirlich vor zukom-
men. Stattdessen gibt es eine andere Sub-
stanz, Gonyaulin, welches die Periode ver-
kiirzt ( ( ),

(1991)).
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4 Rhythmen bei Acetabularia

Acetabularia ist eine weitere Alge, bei der
mehrere circadiane Rhythmen beobachtet wer-
den konnen. Auf Grund ihrer auflergewohn-
lichen GrofSe konnen auch Rhythmen an Tei-
len dieser einzelligen Alge untersucht wer-
den. Pfropfungen konnen ebenfalls durchge-
fiihrt werden. Durch sie kann man versu-
chen, herauszubekommen, welche Bedeutung
der Kern fiir die circadiane Uhr hat. Sauer-
stoffproduktion, Chloroplastenwanderung und
elektrische Potentiale wurden als Zeiger der
Uhr verwendet. Ein Modell des circadianen
Mechanismus wurde vorgeschlagen und getes-
tet.

Eine andere Alge, die circadiane Rhyth-
men besitzt, wurde wegen ihrer aufSerge-
wohnlichen Grofle intensiv untersucht. Es
handelt sich um Acetabularia. Diese Schir-
malge gehort zu den Dasycladaceae, eine
sehr alte Familie, die bereits vor 500 Mil-
lionen Jahren existierte. Je nach Art ist die-
se einzellige Alge wenige mm bis 25 cm
grof3 (letztere ist Acetabularia major in der
Torres Strafle Australiens und in Papua-
Neuguinea). Die Algen sind schlauchfor-
mig gebaut und besitzen ein wurzelartiges
Rhizoid. Im ausgebildeten Zustand ha-
ben sie einen Hut ("umbrella” italienisch,
"meermaids wineglass" in den USA, Ab-
bildung 4.1). Die meisten Acetabularien
kommen in flachen Bereichen der Kiisten
tropischer und subtropischer Meere vor.

Abbildung 4.1: Verschiedene Stadien der ein-
zelligen Schirmalge Acetabularia mediterra-
nea. Die kiirzeste ist eine keimende Zygote
(aus der Verschmelzung zweier Gameten ent-
standen), die mit einem Rhizoid am Boden be-
festigt ist. Sie streckt sich zu einem Stiel und
bildet Wirtel aus, die spiter wieder verloren ge-
hen. Schlieflich wird ein Hut gebildet, der in
zahlreichen Kammern viele Zysten bildet. In
ihnen entstehen die Gameten. Die Alge wird
etwa 50 mm lang. Sie kommt im Mittelmeer
und dem westlichen Atlantik vor. Nach Gibor
(1966)
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4 Rhythmen bei Acetabularia

4.1 Tagesrhythmische Pha-

nomene

Im Labor kann Acetabularia in kiinstlichem
Seewasser gehalten und Untersuchungen
an ihr durchgefiihrt werden. Auf diese
Weise wurden Tagesrhythmen der Sauer-
stoffproduktion wahrend der Photosyn-
these ( ( )), von
Enzymaktivitdten ( ( ),
der Chloroplastenwanderung und elektri-
scher Potentiale gefunden (
(1977),

( ), ( )). Die Chloroplas-
ten wandern in der Nacht zum Rhizoid am
Fufs der Alge und am Tage zu den obe-
ren Teilen der Alge. Die Gestalt der Chlo-
roplasten dndert sich ebenfalls tagesperi-
odisch (rund in der Dunkelperiode, oval
in der Lichtperiode (

( )) und circadian (

(1966), (1967)). Fer-
ner schwankt die RN A-Synthese circadian

( (1969)).

Die circadianen Rhythmen sind
Temperatur-kompensiert  mit  einem
Qu < 1(

(1976), (1992)).

4.2 Rolle des Kerns

Die Zelle kann wahrend der vegetativen
Phase leicht entkernt werden (

( )). Da sich der Kern zu dieser Zeit im
Rhizoid befindet, braucht man dieses nur
abzuschneiden. Die O,-Produktion bei der
Photosynthese ist auch ohne Zellkern un-
ter konstanten Bedingungen rhythmisch
(Abbildung 4.2). Also befindet sich der Os-
zillator im Zytoplasma. Die Integritit der
Zelle ist fiir den circadianen Rhythmus
nicht notig. Auch kleinere Zellfragmente
zeigen noch einen circadianen Rhythmus.
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Es zeigte sich, dass die mRNA von Ace-
tabularia besonders dann, wenn der Kern
fehlt, fiir Wochen stabil ist.

Da der Kern im Fufs der Alge sitzt,
konnte man Pfropfexperimente machen,
um die Bedeutung des Kerns fiir die Ta-
gesthythmik zu untersuchen (

(1977), (1961),
( )/
(1976), (1967)).

Der Kern einer anderen Zelle kann ge-
waschen und in ein kernfreies Zellfrag-
ment implantiert werden (

( ). Pfropft man Rhizoide von Acetabu-
larien auf Stiele von Algen mit phasenver-
schobenem Rhythmus der O,-Produktion,
wird deren Rhythmus im Dauerlicht vom
Kern-haltigen Rhizoid bestimmt (Abbil-
dung 4.3, ( ). Um
cytoplasmatische Effekte (wie beispiels-
weise tiber mRNA) auszuschliefSen, wur-
den nur Zellkerne phasenverschoben syn-
chronisierter Algen implantiert. Auch hier
wurde der Rhythmus vom Kern bestimmt.
Werden Rhizoid und oberer Teil einer Ace-
tabularia unterschiedlichen Licht-Dunkel-
Wechseln ausgesetzt, wird der Rhythmus
der O,-Produktion so eingestellt, wie das
Rhizoid beleuchtet wurde.

( ) pfropfte arrhythmische Stie-
le von Acetabularia auf Rhizoide rhythmi-
scher Algen. Es konnte danach wieder ein
Rhythmus der O,-Produktion beobachtet
werden.

Es zeigt sich also ein Paradoxon: Ob-
wohl eine Acetabularia auch ohne Zell-
kern einen circadianen Rhythmus zeigt,
wird nach diesen Autoren die Phase durch
den Zellkern determiniert. Da auch kern-
lose Acetabularien circadian Photosynthese
betreiben, ist offenbar keine kontinuierli-
che Transkription des Kerngenom:s fiir die
Schwingungen notig. Dafiir spricht auch,
dass ein Hemmstoff der Transkription im
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Abbildung 4.2: O, Rhythmus vor (griine Kurve, bis senkrechten Pfeil) und nach Fragmentie-
rung einer Acetabularia mediterranea Zelle in einen kernlosen apikalen (blaue Kurve) und

einen kernhaltigen basalen Teil (rote Kurve). Nach ( )
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Abbildung 4.3: Zwei Acetabularia Algen wurden in inversen Licht-Dunkel-Zyklen gehalten
(siehe LD 12:12 und die schwarzen und weifSen Balken vor der Transplantation iiber und unter
den Acetabularien). Das Rhizoid mit dem (in der Abbildung rot markierten) Kern der Alge
links oben wurde mit dem Stiel der Alge links unten gepfropft, auf das Rhizoid der unteren
linken Alge wurde der Stiel der oberen linken Alge gepfropft. Die nach drei Tagen begonnenen
Messungen zeigen gegenliufige Rhythmen. Vergleiche mit Kontrollen (nicht dargestellt) zeigen,
dass der Kern die Phasenlage des Pfropfproduktes bestimmt. Nach (1964)
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Abbildung 4.4:  Translations-Membran-
Modell des circadianen Mechanismus von
Acetabularia von Schweiger und Schweiger.
Essentielle Proteine werden durch 80s Ribo-
somen hergestellt und iiber das Cytosol in
die Chloroplasten transportiert. Dort werden
sie in die Thylakoid-Membranen eingebaut.
Nach dem Beladen wird die Proteinsynthese
gehemmt, die essentiellen Proteine abgebaut,
bis die Thylakoide entladen sind (Abbau,
rechter Teil der Abbildung). Jetzt kann der
Zusammenbau (Synthese, linker Teil der Ab-
bildung) wieder beginnen. Nach
(1979)

Kern, Actinomycin, den Rhythmus der Al-
gen nicht unterbindet (

( )). Hemmstoffe der Tran-

skription in Organellen wie Rifampicin
haben ebenfalls keinen Einfluss auf den
circadianen Rhythmus (
( ))- Dagegen ist fiir den Ablauf des cir-
cadianen Rhythmus die Translation notig,
da Hemmstoffe wie Cycloheximid die cir-
cadiane Oszillation unterbinden (

(1975),
(1976)).

Aus diesen Beobachtungen leitete
Schweiger ein Translations-Membran
Modell ab (Abbildung 4.4). Zentrale Kom-
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ponenten des Oszillators sind essentielle
Membranproteine in den Thylakoiden
der Chloroplasten. Sie beeinflussen die
Permeabilitdt fiir Ionen. Durch Riick-
kopplung wird dadurch die Translation
des Membranproteins an 80s Ribosomen
gehemmt. Die Membranproteine werden
allméhlich abgebaut und damit &ndert
sich die Permeabilitit fiir Ionen. Die
Hemmung der Translation hort auf.

Welche  Experimente  unterstiitzen
dieses Modell und wie werden damit
bestimmte Eigenschaften der -circadia-
nen Uhr wie Temperaturkompensation
erklart? ( )
fanden ein Kern-kodiertes Protein P230
in der Chloroplastenfraktion kernhaltiger
und kernloser Acetabularien. Es wird
unter Konstantbedingungen circadian
synthetisiert. Durch Cycloheximid, ei-
nem Hemmstoff der Proteinsynthese an
80s Ribosomen, kann seine Translati-
on Phasen-abhidngig gehemmt werden.
Cycloheximid verschiebt aufierdem den
circadianen Rhythmus der Photosynthese
je nach der Phase, zu der es gegeben
wurde. Es konnte sich also dabei um ein
essentielles Protein des Modells handeln.

Die Temperaturkompensation des circa-
dianen Rhythmus soll nach diesem Modell
folgendermafien zustandekommen (siehe
Abbildung 4.5): Die Translation der essen-
tiellen Membranproteine an 80s Riboso-
men hat einen Qg von 2-3, die Integration
des Proteins in die Membranen der Chlo-
roplasten aber einen Q9 von weniger als
1 (wegen des geringeren Ordnungszustan-
des bei hoherer Temperatur ist auch die In-
tegration schwieriger). Beides zusammen
ergibt demnach eine nur geringe Abhan-
gigkeit der Periodenldnge von der Tempe-
ratur.

( ) tiberpriifte die Ergebnis-

se an kernhaltigen und kernlosen Aceta-
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Abbildung 4.5: Temperaturkompensation des
circadianen Rhythmus von Acetabularia. Bei
hoher Temperatur verliuft die Synthese der es-
sentiellen Proteine rascher, die Integration in
die Thylakoide aber langsamer. Bei niedriger
Temperatur ist die Synthese verlangsamt, die
Integration aber beschleunigt. Auf diese Wei-
se ist die Linge der Periode nur wenig von
der Temperatur abhingig. Die Geschwindig-
keit wird durch die Steigung der Geraden wie-
dergegeben. Nach

(1979)

4.2 Rolle des Kerns

Tag Nacht

Abbildung 4.6: Circadiane Chloroplasten-
wanderung in einer Acetabularia mediterra-
nea Zelle. Am Tage im Hut und oberen Stiel
angereichert (links), nachts im Rhizoid und
unteren Teil des Stiels. Nach (1984)

bularien. Er benutzte statt der O,-Abgabe
die circadiane Chloroplastenbewegung im
Rhizoid mit Lichtschranken, wie von

( ) beschrieben (Ab-
bildung 4.6). Statt zwei Messwerten pro
Tag wie bei ( ) wur-
de hier jede Minute ein Messwert erhal-
ten und tiber eine Stunde gemittelt. Al-
gen mit Rhizoid zeigten eine Perioden-
lange von 25.4 Stunden unter Konstant-
bedingungen, Algen ohne Rhizoid 26.2 h.
Der Kern beeinflusst also sehr wohl den
Rhythmus, wenn auch in geringem Mafse.
Kontrollen zeigen Phasenunterschiede bis
zu 4 Stunden zueinander. Woolum konn-
te mit unterschiedlicher Beleuchtung des
oberen Teils der Algen und des Rhizoids
die Ergebnisse von Schweiger nicht repro-
duzieren. Der Kern gab keine Phaseninfor-
mation an den oberen Teil der Algen. Of-
fenbar braucht der Oszillator eine stabile
mRNA, aber keine mRNA Synthese. Ac-
tinomycin, welches die mRNA Synthese
hemmt, hatte keinen Effekt auf die Phase.
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4 Rhythmen bei Acetabularia

Nur die Amplitude des Rhythmus wurde
verringert ( ( ),

(1970)).

4.3 Mehrere Oszillatoren?

Sind die verschiedenen circadianen
Schwingungen bei Acelabularia alle von
einer Uhr kontrolliert? Die Chloroplas-
tenbewegung, elektrische Potentiale und
Sauerstoffproduktion wurden an einer
Zelle gleichzeitig gemessen (

( ). Sie blieben immer in glei-
cher Phase zueinander, auch wenn die
Temperatur des Wassers gedndert wurde.
Entweder werden die verschiedenen
Rhythmen also von einer Uhr getrieben,
oder es sind verschiedene Oszillatoren,
die aber miteinander stark gekoppelt sind.
Fiir letzteres spricht eine Beobachtung
von ( ): Die circa-
diane Chloroplastenwanderung und die
circadiane Anderung des elektrischen Po-
tentials werden durch einen 8 stiindigen
Dunkelpuls im Dauerlicht normalerweise
(phasenabhéngig) gemeinsam in der
Phase verschoben. Gelegentlich kommt es
aber vor, dass nur der eine Rhythmus sich
verschiebt, der andere nicht. Das wiirde
dafiir sprechen, dass zwei verschiedene
Uhren die beiden gemessenen Vorgiange
kontrollieren.

4.4 Interagieren Zellen mit-
einander?

Es wurde gepriift, ob Acetabularia-Zellen
miteinander interagieren (

( )). 50 Zellen, die in
einem bestimmten 12:12 Stunden Licht-
Dunkel-Wechsel gehalten wurden, kamen
in ein Gefafs mit einer einzelnen Acetabula-
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ria, die um 12 Stunden Phasen-verschoben
gehalten worden war (also Licht hatte,
wenn die 50 Zellen im Dunkeln waren).
Unter Konstantbedingungen beeinfluss-
ten diese Zellen die Einzelzelle nicht. Sie
behielt ihren vorher eingestellten Rhyth-
mus unverdndert bei (7 Tage gemessen).
Auch Euglena und Lingulodinium beein-
flussen sich in ihrer Phasenlage nicht ge-
genseitig.



5 Rhythmen bei Chlamydomonas

T T—

Abbildung 5.1: Chlamydomonas rein-
hardtii ist eine begeifielte Griinalge und ge-
hort zu den Chlorophyten. Bilder von Jens
Bosger, freundlicherweise von Maria Mittag
vom Institut fiir Allgemeine Botanik, Fried-
rich Schiller Universitit Jena zur Verfiigug ge-
stellt. Links mit gelbem Augenfleck, im rechten
Bild ist der U-formige Chloroplast gut sicht-
bar.

Chlamydomonas ist eine Bodenalge, die
auch schwimmen kann (Abbildung 5.1).
Sie kann Photosynthese betreiben (Matsuo
et al. (2005)), hat aber auch viele Eigen-
schaften von Tieren (und die entsprechen-
den Gene). Sie wird als ‘Griine Hefe’ be-
zeichnet, dhnelt aber eher Pflanzen und
Tieren (Brunner and Merrow (2008)). Mit
einem Augenfleck kann sie Licht auffan-
gen und auf einen Membran-gebundenen
Photorezeptor reflektieren (siehe Kateri-
ya et al. (2004), Nagel et al. (2005), Ol-
denhof et al. (2006)), der Rhodopsin ent-
hilt (Grossman et al. (2007)). Chlamydomo-
nas hat mehr als 15 000 Gene, von denen
viele Transporter kodieren (Matsuo et al.
(2008)).

Wie Tiere, Pflanzen, Pilze und Cyano-
bakterien besitzt Chlamydomonas eine cir-
cadiane Uhr, die aber wahrscheinlich bei
allen aufgefiihrten Gruppen unabhéngig
voneinander entstanden ist. Die circadia-
ne Uhr wurde von Bruce (1970) an der
Phototaxis von Chlamydomonas untersucht
(Lichtbewegungen bei Mikroorganismen
sind in Sgarbossa et al. (2002) beschrie-
ben). Er fand auch verschiedene Uhr-
Mutanten. Die Zellen zeigen ferner eine
rhythmische UV-Empfindlichkeit (Nikai-
do and Johnson (2000), Abbildung 5.2).
Auch die Wachstumsrate schwankt circa-
dian.

5.1 Uhrmechanismus

Die circadiane Uhr von Chlamydomonas
benutzt Phosphatasen und Kinasen und
beruht auf Stoffwechselvorgingen wie
Phosphorylierungen (sieche auch Ka-
pitel 2). Phoszillatoren (Merrow et al.
(2006)) interagieren mit artspezifischen
Transkriptions-Riickkopplungskreisen

(Mittag and Wagner (2003), Mittag et al.
(2005)). Matsuo et al. (2006) brachte Lu-
ciferase in das Chlamydomonas-Genom,
sodass ein Leuchtrhythmus gemessen
werden konnte. Durch Vorwirts-Gen-
Screening' konnten 105 Klone identifiziert
werden (Matsuo et al. (2008)). 32 davon

IEin genetischer Screen liest Individuen mit ei-
nem bestimmten Phéanotyp aus. Sucht man da-
bei neue Gene, spricht man von ‘forward gene-
tics’, wahrend bei ‘reverse genetics’ Mutanten
bereits bekannter Gene gesucht werden
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Abbildung 5.2: Chlamydomonas reinhardtii Kolonien sind rhythmisch gegeniiber UV emp-
findlich, wenn sie zu verschiedenen Tageszeiten bestrahlt werden. Nach

(2002)

zeigten unterschiedliche Periodenldn-
gen, Phasenlagen und Amplituden des
Rhythmus. 78% waren arrhythmisch
oder hatten eine sehr niedrige Ampli-
tude. Der Wachstumsrhythmus wurde
entsprechend beeinflusst.

CHLAMY1 ist ein RNA-Bindeprotein,
das als post-Transkriptions-Regulator
z.B. Protein-Turnover und Ubiquitin-
Proteasome steuert. Dabei spielen Phos-
phatasen eine Rolle (

( )). Der Uhr-Mechanismus
dhnelt z.T. dem von Arabidopsis thaliana,
die beteiligten Doménen sind aber keine
echten Homologe ( ( ),

(2005), (2006)).

5.2 Photoperiodismus bei

Chlamydomonas

Chlamydomonas wiachst im Langtag schnel-
ler als im Kurztag. Es handelt sich um eine
photoperiodische Reaktion auf Umwelt-

44

bedingungen ( ( )).

Unter nicht-optimalen Bedingungen
(niedriges Stickstoffangebot) bilden die
haploiden vegetativen Zellen Gameten,
die sich paaren und eine diploide Zy-
gospore bilden. Sie ist dormant und teilt
sich nicht. In diesem Zustand werden
ungiinstige Bedingungen wie Dunkelheit,
Trockenheit und Nahrungsmangel besser
tiberstanden. Die Keimung dieser Sporen
ist in verschiedenen Tagesldngen unter-
schiedlich (Abbildung 5.3). Es wird aber
nicht die Keimung selbst photoperiodisch
gesteuert, sondern ein fritheres Ereignis.
Die Zygosporen keimen synchron, wenn
sie fiir einen Tag in Dauerlicht gebracht
werden, dann sechs Tage in Dauerdunkel,
dann wieder in Dauerlicht ( ( ).
12 bis 16 Stunden spéter keimen sie. Dann
findet Meiose statt und Teilungen zu
haploiden vegetativen Zellen.
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Abbildung 5.3: Chlamydomonas rein-
hardtii Zygosporen wurden in verschiedenen
Tageslingen (8:16, 9:15, 10:10, 12:12, 15:9
Stunden L:D und Dauerlicht LL) gehalten.
Der Prozentsatz der Keimung 10 Tage nach
der Paarung ist dargestellt. Nach

(2002)
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6 Rhythmen bei Amoben, Hefen und Pil-

zen

Hier konnten eine ganze Reihe von Ein-
zellern mit circadianen Rhythmen vor-
gestellt werden, die keine Photosynthe-
se besitzen. Ich beschrianke mich aber auf
drei Beispiele. Im ersten wird ein Rhi-
zopode beschrieben, dessen rhythmischer
Wechsel zwischen einer Ruheform und ei-
ner beweglichen Phase ungewohnlich ist.
Die Hefe als zweites Beispiel oszilliert in
einem ultradianen Rhythmus, der aber
Temperatur-kompensiert ist. Der Schim-
melpilz Neurospora hat einen circadianen
Rhythmus.

6.1 Thalassomyxa

( ) entdeckte an der Westkiiste
von Australien einen marinen Rhizopo-
den, den er Thalassomyxa australis nann-
te. Er gehort zu den Nacktamoben. Er dn-
dert seine Form rhythmisch zwischen ei-
ner Ruhephase, in der er wie ein Hut auf
dem Substrat liegt, und einer Phase, in
der er mit Pseudopodien iiber das Substrat
kriecht und dabei einzellige Meeresalgen
aufnimmt und verdaut (6.1). Der Film
"Der Formwechsel von Thalassomyxa aus-
tralis (Promycetozoidae)" zeigt die Biolo-
gie und diesen Formwechsel ( ( )).
Bei einer Temperatur von 22°C betrégt die
Periodenldnge 25 Stunden. Bei niedrigeren
Temperaturen ist die Periode bedeutend
langer. Bei 10°C zum Beispiel ist sie 90
Stunden, bei 28°C nur 18 Stunden (

( )). Die Periodenldnge

Abbildung 6.1: Thalassomyxa australis dn-
dert seine Form rhythmisch zwischen
einer aktiven Phase mit Pseudopodien
(links) und Ruhephase (rechts). Nach

(1985)

dieses rhythmischen Formwechsels hiangt
von der Temperatur ab (Abbildung 6.2).
Temperaturkompensation wird aber als ei-
ne charakteristische Eigenschaft circadia-
ner Rhythmen angesehen. Auch die Syn-
chronisation durch einen Licht-Dunkel-
Wechsel und durch einen Temperatur-
Wechsel funktioniert nicht in der {ibli-
chen Art (Abbildung 6.3,

( )). Schiitteln der Kultur (wie es im
Meer durch die Gezeiten erfolgt) syn-
chronisiert nur teilweise; dieser Zeitge-
ber ist also schwach. Kombinierte Zeit-
geber (Temperaturwechsel, Licht-Dunkel-
Wechsel, periodisches Schiitteln als Simu-
lation der Ebbe/Flut Bedingungen) syn-
chronisieren (Abbildung 6.4). Es ist unbe-
kannt, welche Zeitgeber in der Natur wir-
ken. Moglicherweise handelt es sich also
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Abbildung 6.3: Rote Kurve im linken Teil der Abbildung zeigt den Prozentsatz von Thalasso-
myxa Amoben in der aktiven Phase, mit Maxima als Dreiecke (x-Achse: Tage). Der Formuwech-
sel von Thalassomyxa australis lisst sich nicht durch einen 12:12 stiindigen Licht-Dunkel-
Wechsel synchronisieren (siehe die Lage der Maxima (Dreiecke) zu den hellen/dunklen Balken).
Das wird auch im rechten Teil gezeigt, wo die Maxima (blaue Dreiecke) jeden Tag um 5 Stunden
spiter erscheinen. Wiire der Rhythmus synchronisiert, miissten sie genau untereinander liegen

hier um einen Vorldufer circadianer Uh-
ren, eine Art Ur-Uhr, die noch nicht alle
charakteristischen Eigenschaften “moder-
ner’ circadianer Uhren besitzt. Ob und auf
welchem Wege sich diese von ultradianen
Rhythmen ableiten lassen, die noch keine
oder schon eine Temperaturkompensati-
on besaflen, ist Spekulation (

(1986)).

6.2 Hefe, Glykolyse-Oszillator

Zellen koénnen auf drei verschiedene Ar-
ten Energie produzieren: durch Photosyn-
these, durch Atmung und durch Glyko-
lyse. Glykolyse wird von Organismen be-
trieben, die ohne Sauerstoff leben, wie
Joghurt-Pilze, Bakterien im Sauerkraut,
parasitische Wiirmer, rote Blutkorperchen,
tauchende Vertebraten.

Bei der Glykolyse wird Glukose in
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Pyruvat umgewandelt. Dabei entsteht
ATP als Energietrdager. Neun verschiede-
ne Enzyme sind bei dieser Umwandlung
beteiligt (Abbildung 6.5).

( ) fanden, dass die Glykoly-
se der Hefe nicht immer gleichmafsig ab-
lauft, sondern unter bestimmten Bedin-
gungen auch rhythmisch. Das geschieht
beim Vergdren von Glukose durch He-
fe. Ohne Sauerstoff entsteht Alkohol. Die
biochemischen Vorgénge der Glykolyse-
Oszillationen der Hefe Saccharomyces sind
gut untersucht. Wenn man die verschie-
denen enzymatischen Reaktionen als Glei-
chungen miteinander verkniipft, ergeben
sich Schwingungen in einzelnen Reakti-
onsschritten. Schwingungen findet man
tatsachlich auch im Experiment, wenn
man einer Suspension von Hefezellen Glu-
kose als Substrat zuftigt (

( )). Sie konnen am einfachsten
durch die Fluoreszenz der NADH gemes-
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Abbildung 6.4: Kombinierte Zeitgeber (Licht-Dunkel-Wechsel, Temperatur-Wechsel und
Schiittelperioden im 6-Stunden-Takt, oberer Teil der Abbildung) synchronisieren den rhythmi-
schen Formwechsel von Thalassomyxa australis, wihrend weder die Kombination eines Licht-
Dunkel-Zyklus und eines Temperaturzyklus (LD und T Zyklus) noch ein Licht-Dunkel-Zyklus
allein (LD) den Rhythmus synchronisiert. Schiitteln kombiniert mit einem Licht-Dunkel-
Wechsel dagegen synchronisieren. Nach (1988)
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Abbildung 6.5: Verlauf der Glykolyse bei Hefe und Riickkopplungen von Substraten auf
die Enzyme. Mit ~ sind die Stellen markiert, an denen Schwingungen entstehen. —:
Fluss. Gebogene Pfeile: Riickkopplungspfade. +: Aktivierung, -: Hemmung. Beteiligte Enzy-
me: HEX: Hexokinase, PFK: Phosphofruktokinase, TPI: Triosephosphat-Isomerase, GAPDH:
Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, ph: Phosphat, PGK: Phosphoglyzerokinase, ADH:
Aldehyd-Dehydrogenase, NADP: Nicotinamid-Dinukleotid-Phosphat. ATP: Adenosintriphos-
phat, ADP: Adenosindiphosphat, Nach ( )
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Abbildung 6.2: Der Wechsel zwischen akti-
ver Phase und Ruhephase von Thalassomyxa
australis hingt von der Temperatur des See-
wassers ab. Auf der y-Achse ist die Perioden-
linge, auf der x-Achse die Temperatur des See-
wassers aufgetragen, in der die Amoben gehal-
ten wurden. Nach (1986)
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sen werden (Abbildung 6.6). Je nach den
Bedingungen betrdgt die Periodenldnge
zwischen zwei und 70 Minuten. Sie ist
stark von der Temperatur abhidngig.

Um das Phdnomen zu beobachten, wird
eine Hefesuspension ausgehungert (kein
Zucker angeboten) und dann, wenn die
NADH Fluoreszenz konstant niedrig ist,
Glukose zugefiigt, sodass die Konzentrati-
on 100 mM betragt. Danach wird Kalium-
cyanid KCN zugegeben. Den Zellen steht
jetzt kein Sauerstoff mehr zur Verfiigung.
Die nun ablaufende Glykolyse verlduft bei
20°C zyklisch mit einer Periodenlédnge von
etwa einer Minute.

Die Schwingungen entstehen innerhalb
eines kritischen Bereichs der Flussrate,
weil dann im Reaktionsverlauf Riickkopp-
lungen stattfinden (Abbildung 6.5). Ziel
der Glykolyse ist es, ATP herzustellen.
ADP steuert dabei die Aktivitdt der Phos-
phofruktokinase (PFK), indem es an einen
spezifischen Rezeptor des Enzyms bindet.
Dadurch dndert sich die Form des En-
zyms und es arbeitet hundert mal schnel-
ler. Bei niedriger ADP-Konzentration (al-
so hohem ATP-Gehalt) wird die Glyko-
lyse gehemmt. Auf diese Weise entste-
hen die Schwingungen. Die Glykolyse-
Oszillationen sind auch in zellfreien Ex-
trakten zu beobachten (

(1971)).

Fir die zeitliche Kontrolle und Koor-
dination von Stoffwechselvorgdangen wer-
den von Organismen auch ultradiane Uh-
ren verwendet, die wie circadiane Uhren
Temperatur-kompensiert ablaufen. Sie haben
aber eine hohere Frequenz und konnen
nicht wie diese durch &duflere Zeitgeber
im 24-h-Takt synchronisiert werden. Ein
Beispiel sind Paramecium. Wenn man die
Bewegung einzelner Pantoffeltierchen un-
ter dem Mikroskop beobachtet, findet man
Zeitabschnitte, in denen diese Einzeller
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Abbildung 6.6: Induktion der Glykolyse-Oszillation bei einer Hefesuspension. Zum Zeitpunkt
0 (blauer Pfeil) wurde die (‘ausgehungerte’) Suspension mit Glukose versetzt. Das stationiire
Fliefigleichgewicht wird nach einem oszillatorischen Ubergang erreicht. Die Glykolyse wurde
durch die Fluoreszenz der NADH (y-Achse) gemessen . Nach (1987)

langere Stiicke mehr oder weniger gerade-
aus schwimmen und nur selten eine an-
dere Richtung einschlagen. Nach einer ge-
wissen Zeit dndert sich das Schwimmmus-
ter. Jetzt werden nur kurze Stiicke gera-
deaus zuriickgelegt und haufig die Rich-
tung gewechselt. Dieser Verhaltenswech-
sel zeigt Perioden von 45 Minuten (

( )). Die gleichen Peri-
oden ergeben sich auch bei hoheren und
niedrigeren Temperaturen. Dieser ultra-
diane Rhythmus zeigt also wie der cir-
cadiane Rhythmus eine Temperaturkom-
pensation. Das deutet auf eine Funktion
als Uhr hin. Inzwischen wurden weitere
Beispiele fiir Temperatur-kompensierte ul-
tradiane Rhythmen gefunden (Ubersicht

(1992)).

Zum Beispiel kontrolliert in rasch wach-
senden Zellen von Schizosaccharomyces
pombe eine ultradiane Uhr die Zelltei-
lung. Es zeigt sich ein Rhythmus mit
einer Periodenldnge von 40 bis 44 Mi-
nuten (Abbildung 6.7). Dieser Rhythmus

ist Temperatur-kompensiert und unab-
héngig von der Wachstumsrate (

( )). Er hélt mindestens 18
Stunden ohne Dampfung an. Das spricht
fiir interzellulare Kommunikation. Mit der
gleichen Periode schwankt die CO, Bil-
dung bei girenden (Abbildung 6.8) und
auch bei atmenden Kulturen, wie auch die
O; Aufnahme und die Ansduerung des
Kulturmediums. Wird die Zellteilung blo-
ckiert, laufen die anderen drei Rhythmen
weiter ab. Sie sind also nicht eine direk-
te Folge des Zellteilungsrhythmus. Eine
ultradiane Uhr scheint also auch hier ei-
ne allgemeine Kontrolle von Stoffwechsel-
vorgédngen auszuiiben (

(1995)).
6.3 Neurospora

Neurospora gehort zu den Ascomyceten.
Der Pilz bildet ein Mycel, in dem die
Zellen zu einem Syncytium verschmolzen
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Abbildung 6.7: Zellteilung in Saccharomyces pombe Kulturen. Sie wurden zunichst durch
Temperaturzyklen von 30 Minuten 33° und 15 Minuten 27° synchronisiert. Danach wurden
die Kulturen in konstante Temperatur-Bedingungen von 26° (oberstes Diagramm), 30° (mittle-
res Diagramm) und 34°C (unteres Diagramm) iiberfiihrt. Der Prozentsatz der Zellen, die eine
Querwand bilden, wurde als Septum-Index bestimmt. Die Ergebnisse von Zeitreihen-Analysen
mit Maximum-Entropie-Spektral-Analyse (MESA) sind rechts neben den Kurven dargestellt
(Spektraldichte gegen Periodenlinge aufgetragen). Sie zeigen bei allen drei Temperaturen die
gleiche Periodenlinge von etwas iiber 40 Minuten. Die Periodenlinge ist also unabhiingig von

Septum Index

Zeit in konstanter Temperatur [Min]

der Temperatur des Mediums. Nach Kippert and Lloyd (1995)

52

Spektraldichte
1200 T T T
— 26°
800
400
0 1 1 1
35 40 45
600 T T T
— 30°
400
200
0 1
35 40 45
600 T T T
— 34°
400
200
1 L 1 L 1 L 1 L 1 0 1
0 100 200 300 400 35 40 45

Periode [Min]




0 50 100 150 200 250 300

Zeit[Min]

Abbildung 6.8: CO,-Bildung in einer giiren-
den Saccharomyces pombe Kultur bei 30°C
nach 4 Temperatur-Zyklen von 30 Minuten
300 und 15 Minuten 26°C (nicht dargestellt).
Gemessen wurde im 5 Minuten Abstand in
drei verschiedenen unabhiingigen Experimen-
ten. Die Daten wurden gemittelt und gegliit-
tet. Nach (1995)

sind. Es handelt sich also sozusagen um ei-
ne Riesenzelle.

Fadenformige Pilze sind am engsten mit
den Tieren verwandt, wie neuere Untersu-
chungen belegen ( ( )
Daher sind Untersuchungen an Tages-
rhythmen von Pilzen von grofier Bedeu-
tung und koénnen moglicherweise helfen,
auch die Mechanismen der circadianen
Rhythmen bei Tieren zu verstehen. Pil-
ze sind auflerdem genetisch und bioche-
misch zum Teil gut untersucht. Das gilt be-
sonders fiir Neurospora crassa, einem As-
comyceten. Er kommt eigentlich in den
tropischen und semi-tropischen Gebieten
vor, ist aber inzwischen Welt-weit verbrei-
tet. Sein Entwicklungszyklus und Genera-
tionswechsel ist in Abbildung 6.9 beschrie-
ben. Es gibt einen sexuellen und einen
asexuellen Fortpflanzungszyklus. Ascos-
poren werden in Asci gebildet, die sich in

6.3 Neurospora

Perithecien befinden. Ferner werden von
Neurospora auch asexuelle Konidien gebil-
det. Dazu differenziert sich das Mycel in
Lufthyphen, die dann die Konidien for-
men.

6.3.1 Circadiane Rhythmen der
Konidienbildung und anderer
Vorgange

Das Umschalten zwischen undifferenzier-
tem Mycel und Lufthyphen wird tages-
periodisch gesteuert. Die Periodenldnge
des Rhythmus betrdgt beim Wildtyp 21.6
Stunden ( ( )). Die Konidien-
bildung dient als Zeiger der circadianen
Uhr und ist sehr einfach zu messen. Im
taglichen Wechsel von Licht und Dunkel-
heit werden diese asexuellen Sporen in
der spiaten Nacht und am frithen Mor-
gen gebildet. Wahrend der Konidienbil-
dung wird ein dichteres Mycel gebildet.
Es ist starker verzweigt und Lufthyphen
wachsen aus dem Medium heraus. An
ihnen bilden sich spdter die Konidien
(Abbildung 6.10). Makroskopisch sind sie
als gelbliche Banden leicht zu erkennen.
Da das Wachstum trotz Konidienbildung
konstant ist', kann man diesen Rhythmus
mit einem Zentimeter-Maf3stab in Wachs-
tumsrohrchen messen und die Abstédn-
de zwischen der Mitte aufeinander fol-
gender Konidienbdnder bestimmen (sie-
he Wachstumsrohrchen in Abbildung 6.11
und einen Videofilm wachsender Neuro-

Isiehe jedoch (2001): Mit
Zeitraffer-Video-Aufnahmen wurde gefun-
den, das die Band/Interband-Festlegung
an der Wachstumsfront nicht fest an die
folgende Synchronisation der Konidiosporen-
Differenzierung gebunden ist. Das konnte auf
zwei circadiane Oszillatoren hindeuten, die
diese beiden Ereignisse kontrollieren und bein-
haltet auch, dass das Wachstum nicht immer
konstant ist.
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Abbildung 6.11: Circadiane Rhythmen laufen auch in Fliissigkulturen von Neurospora cras-
sa ab. Eine Panthothensiure-Mangelmutante wurde zunichst mit Panthothensiure angezogen,
bis sich auf der Oberfliche Mycelmatten gebildet hatten (oben links). Von diesen wurden mit
einem Korkbohrer kreisformige Stiicke ausgestanzt und in Fliissigkultur ohne Panthothensiure
iibertragen (oben rechts). Deshalb findet kein Wachstum statt. Trotzdem verliuft der circadia-
ne Rhythmus weiter: Auf Agar eines Wachstumsrohrchens mit Panthothensiure bilden sich

circadian Binder (unten)

spora crassa mit Protoplasmastromung von
der Fungal Genetics Stock Center’s World
Wide Web Site, http:/ /www.fgsc.net/.

Allerdings ist dafiir eine besondere Mutan-
te, bd, notig, die auch in geschlossenen Ge-
faBlen Konidien ausbildet. Sonst wiirde ndm-
lich durch das sich ansammelnde CO, die
Konidienbildung unterdriickt werden. Der
Stamm bd wéchst auSerdem etwa 30% langsa-
mer als der Wildtyp.

Bei konstanter Temperatur und in phy-
siologischer Dunkelheit (schwaches Rot-
licht) betrdgt die Freilaufperiode 21 bis 22
h. Der Rhythmus ist zwischen 18° und
30°C Temperatur-kompensiert. Er lasst
sich durch Lichtpulse verschieben.

Die Konidienbildung ist mit dem cir-
cadianen Oszillator eng gekoppelt, aber
dieser lauft auch ohne Konidienrhyth-
mus. Zeiger konnen dann beispielswei-
se biochemische Rhythmen wie Nuklein-
sduremenge und -synthese, Proteingehalt,
Enzymaktivitidten (

( )), das Verhéltnis von ADP zu ATP
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in den Mitochondrien sein. Auflerdem
schwanken einige Fettsduren der Mem-
branen tagesperiodisch.

Andere mit Differenzierungsvorgangen
zusammenhidngende Vorgidnge werden
circadian kontrolliert. Die Signale, die
diese Stoffwechselvorgiange und Differen-
zierungsvorgange kontrollieren, sind noch
nicht bekannt. Ein solches Signal konnte
cAMP sein, das circadian schwankt (

( )). Die circadiane Uhr
von Neurospora kann auch in Einzelzel-
len beobachtet werden (frisch gekeimte
Konidiosporen, ( ))-

6.3.2 Zeitgeber und Temperatur-
Kompensation

Wie Lichtpulse konnen auch Temperatur-
Pulse den circadianen Rhythmus von Neu-
rospora crassa verschieben. Temperaturzy-
klen wirken bei Neurospora sogar starker
als Licht-Dunkel-Zyklen ( ( ).
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Abbildung 6.9: Entwicklungszyklus und
Generationswechsel von Neurospora. Oben:
Sexueller Fortpflanzungs-Zyklus. Ascosporen
werden in Asci gebildet, die sich in Peritheci-
en befinden. Nach der Keimung bildet eine As-
cospore ein Mycelium (coenocytisch, das heifit,
viele Kerne im gemeinsamen Zytoplasma).
Uber Protoperithecien bilden sich Peritheci-
en. In einem Perithecium werden Asci gebil-
det, die Ascosporen verbreiten und aus denen
wieder Mycelien werden. Damit ist der sexu-
elle Fortpflanzungszyklus abgeschlossen. Un-
ten: Asexueller Fortpflanzungs-Zyklus. Das
Moycel bildet auch asexuell Konidien (‘Ma-
krokonidien”): Es bilden sich Luft-Hyphen,
die spiter Konidien produzieren. Sie keimen
und bilden neues Mycel (die Musterbildung
von Neurospora crassa wurde von

( ) beschrieben). Das Umschalten
zwischen undifferenziertem Mycel und Luft-
Hyphen wird von einer circadianen Uhr be-
werkstelligt. Nach ( )

| b bildet Mycelium

E—
——

¢ produziert Lufthyphen

i1 #

d bildet Mycelium

e bildet taglich neu Lufthyphe

Abbildung 6.10: Konidiosporen von Neuro-
spora crassa keimen und wachsen als Hy-
phen auf einem Substrat zu einem Mycel aus.
Nach einiger Zeit werden Lufthyphen produ-
ziert, die aus dem Substrat als Konidiopho-
ren heraus wachsen und Konidiosporen bilden.
Danach wachsen sie wieder mit normalem My-
cel auf dem Substrat, bis die niichsten Koni-
dienbinder gebildet werden. Der Vorgang wie-
derholt sich tiglich. Nach ( )

Je nach der Starke und Dauer gibt es starke
und schwache Reaktionen. Diese Effekte
finden sich bei Kulturen auf Agar und bei
Fliissigkulturen. Hitzepulse wirken stér-
ker als Kéltepulse. Bereits 2° Unterschiede
im 24 Stunden Takt gegeben synchronisie-
ren den Rhythmus von Neurospora crassa

( (1979)).

Damit eine circadiane Uhr richtig funk-
tioniert, darf sie bei unterschiedlichen
Umgebungs-Temperaturen nicht verschie-
den schnell gehen. Die circadiane Ko-
nidienbildung ist bei Neurospora crassa
nur zwischen 18° und 30° Temperatur-
kompensiert (Q19p = 0.95) (

( ))- Auch bei anderen Orga-
nismen funktioniert die Temperaturkom-
pensation der circadianen Uhr nur inner-
halb gewisser Grenzen. Aufierhalb dieser
‘erlaubten Temperatur” hort die Tempera-
turkompensation auf oder die circadiane
Uhr stoppt und bleibt in einer bestimmten
Phase. Bei hoheren Temperaturen betragt der
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Q10 1.3.
Verschiedene Modelle wurden aufge-

stellt, um die Temperatur-Kompensation
zu erkldren. Nach Untersuchungen von
( ) ist sie das Ergebnis der
Expression unterschiedlicher Mengen von
zwei verschiedenen Arten von FRQ (sFRQ
und IFRQ) bei hoherer beziehungsweise
niedrigerer Umgebungs-Temperatur (

( ). Bei hoherer Temperatur wird
mehr sFRQ gemacht, bei niedrigerer Tem-
peratur mehr IFRQ. Somit hangt das Ver-
hiltnis der beiden FRQ’s zueinander von
der Temperatur ab. Durch Phosphorylie-
rung werden die beiden FRQ-Formen ab-
gebaut.

6.3.3 Die circadiane Uhr von Neuro-
spora

Wie kontrollieren circadiane Uhren die
Genexpression und wie interagieren sie
mit der Umwelt? Der Mechanismus, der
diesen circadianen Rhythmen zugrunde
liegen soll, wird im folgenden kurz be-
sprochen. Er ist ziemlich kompliziert.
Beim Neurospora-System interagieren cir-
cadiane Kontrolle, Kontrolle durch Licht,
Stoffwechsel-Kontrollen und Kontrollen
der Entwicklung miteinander.

Im folgenden werden zunéchst einige
der bekannten wesentlichen Komponen-
ten des circadianen Uhrwerks vorgestellt.

Das Produkt FRQ der frg-mRNA des frg-
Gens ist eins der Hauptspieler im circa-
dianen Spiel von Neurospora crassa. Das frq
Gen wurde kloniert und ist eine 7.7 kb
DNA mit zwei Transkripten (4 und 4.5kb).
Wird eins der beiden Transkripte deletiert,
fallt die Funktion aus. FRQ ist bei Neu-
rospora fiir die Periodenldnge und fiir die
Temperaturkompensation der Uhr verant-
wortlich.

Zwei weitere Genprodukte sind wich-
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tig, White Color WC-1 und WC-2. Sie
werden durch die wc-1 und we-2 Ge-
ne exprimiert. Beide wurden kloniert.
wc-Mutanten haben eine niedrige frg-
Expression im Dunkeln und zeigen kei-
nen circadianen Rhythmus. Auch Tem-
peratur kann bei diesen Mutanten kei-
nen Rhythmus induzieren. Das zeigt, dass
WC-1 und WC-2 Komponenten der Uhr
sind oder eng mit Faktoren der Uhr ver-
bunden sind. Es handelt sich um Tran-
skriptionsfaktoren mit DNA Bindungs-
stellen, trans-aktivierenden Domé&nen und
PAS Doménen fiir Protein-Protein Interak-
tionen. PAS Doménen werden bei vielen
regulatorischen Proteinen gefunden, die
bei der Signaliibertragung und Wahrneh-
mung verschiedener Reize (Licht, chemi-
sche Verbindungen, Sauerstoff) eine Rol-
le spielen. Im vorliegenden Fall erkennt
die PAS Doméne Bindungsstellen Licht re-
gulierter Promotoren und dient vielleicht
dazu, zwischen Rezeptoren und Signal-
Transduktions-Komponenten zu intera-
gieren.

WC-1 und WC-2 dimerisieren mitein-
ander und bilden dabei den White Co-
lor Komplex WCC. Die PAS Doméne wird
zur Dimerisierung benutzt. WCC bindet
an zwei Stellen an den Promoter des frq
Gens. Dadurch wird die Expression des frg
Gens aktiviert. Die priméren Transkripte
werden in einer komplexen Art gespliced,
was sich stark auf das produzierte Protein
ausiibt. WCC tibertrdgt Licht-Signale auf
Licht-empfindliche und Uhr-kontrollierte
Gene (Pfeile auf frg, we-1 und ccg in Ab-
bildung 6.13). WC-2 ist ein hdufiges, kon-
stitutives Kernprotein, welches als Gertist
dient, um FRQ und WC-1 (die aufSer Pha-
se sind) miteinander interagieren zu las-
sen ( (2001)).

Ein weiterer Spieler im circadianen Sys-
tem von Neurospora ist das VVD, ein Pro-



tein, das vom vivid Gen (vvd) transkri-
biert wird. Es wurde geklont und charak-
terisiert ( ( )). Licht in-
duziert es rasch, aber es wird unabhin-
gig davon von der circadianen Uhr kon-
trolliert. Es ist ein kleines Protein mit ei-
ner PAS Doméne. Es beeinflusst Eingang
und Ausgang der Uhr, ohne Teil des Uhr-
Mechanismus zu sein (vvd Null-Mutanten
sind noch rhythmisch).

Andere Spieler miissen am circadianen
System von Neurospora beteiligt sein, da
frg-Null Mutanten noch rhythmisch sind
(allerdings nicht circadian). Diese Spieler
sind bisher nicht bekannt (siehe Unterab-
schnitt 6.3.3).

Das Produkt FRQ des frg-Gens ist

eine essentielle Komponente (eine Zu-
standvariable) des circadianen Oszillators
von Neurospora. Die mRNA und Protein-
Produktion des frg-Gens sind Teile des
Riickkopplung-Systems, aus dem die cir-
cadiane Uhr besteht. Die Produkte des frg-
Locus regulieren sich selbst (
( ), ( )). Das scheint
bei circadianen Oszillatoren allgemein der
Fall zu sein. Das zugrunde liegende Prin-
zip ist in Abbildung 6.12 als molekularer
Riickkopplungs-Oszillator dargestellt.

Vor allem durch molekular-biologische
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von
Dunlap wurde ein spezifischeres Modell
fiir die circadiane Uhr von Neurospora ent-
wickelt, welches in Abbildung 6.13 gezeigt
ist. Danach ist das Produkt FRQ des frg
Gens eine essentielle Komponente des cir-
cadianen Oszillators. Die mRNA und das
FRQ Protein des frqg Gens sind Teile des
Riickkopplungssystems, in dem FRQ sei-
ne eigene Expression tiber den white color
Komplex WCC regelt ( ( ).
FRQ wiirde demnach eine Zustandsvaria-
ble im circadianen System sein (

(1994)).

6.3 Neurospora

R4t

X: Uhr

MRNA R2

W/dt:kzx—kSY
R1 Y:Uhr |
Protein | R
dx/dt=k1fi-k4 R3
dz/dt=k3Y-k6Z
Z: Transkript
tionsfaktor
‘ R6 Goodwin/D272B/040304

Abbildung 6.12: Molekularer

Riickkopplungs-Oszillator  nach ~ Goodwin.
Das Uhr-Protein Y hemmt seine eigene
Transkription aus der Uhr-mRNA (X) iiber
den Transkriptionsfaktor Z. Die Produkti-
onsrate der Zwischenprodukte Y und Z sind
lineare Funktionen der Konzentrationen von
X beziehungsweise Y. Die X Produktion
verliuft ohne Hemmung mit konstanter
Geschwindigkeit. Sie wird jedoch durch Z
auf Grund des Hemm-Faktors f; gehemmt.
Jedes Zwischenprodukt I (X, Y oder Z) wird
in folgender Weise — ks — I — k; —I
(S) produziert und abgebaut, wobei ks die
Syntheserate-Konstante (kq ko k3) und kq die
Abbaurate-Konstante (ky ks ke) ist. I in (S)
schwankt zwischen hohen und niedrigen Wer-
ten je nachdem, ob die Synthese- Reaktionen
ablaufen oder, auf Grund der Hemmung durch
Z, nicht ablaufen. Die Reaktionskette (S)
besagt, dass die Relaxationszeit (Zeitskala der
Annitherung an das Gleichgewicht in I) nur
von kg abhingt, und dass die Periodenlinge
der Oszillation nur durch kg bestimmt wird.

Reaktion R1: Bildung von X, R2: Synthese
von Y, R3: Produktion von Z, R4 bis Ré6
(rote Pfeile): Abbaureaktionen. Hemmfaktor

fi = 1/1+ z°. Nach ( ),
auf (1965) und (1993)
basierend
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Abbildung 6.13: Modell des Riickkopplungs-Oszillators von Neurospora crassa. mRNA und
FRQ Protein Produktion des frq-Gens sind Teile des Riickkopplungs- Systems im circadianen
Uhrwerk. FRQ spielt mehrere Rollen. Es reguliert die frq-mRNA iiber trans-wirkende Faktoren
circadian regulierter Elemente (CCRE’s) und bewirkt auf diese Weise eine spezifische Transkrip-
tion zu bestimmten Tageszeiten. Es aktiviert weiterhin direkt oder indirekt Gene, die auf diese
Weise durch die circadiane Uhr kontrolliert und deshalb “clock controlled genes’ (ccg’s) genannt
werden.

Auflerdem wird die Wirkung des Lichts als dem wichtigsten Zeitgeber gezeigt. Licht beeinflusst
die Transkription des frq-Gens, und das Protein WCC spielt eine Rolle fiir das Weiterleiten des
Lichtsignals. In der spiiten Nacht und am frithen Morgen verfriiht ein Lichtpuls den Rhythmus.
Das ist maximal, wenn viel frq mRNA vorhanden ist. Am spiten Tag und in der friihen Nacht
verzogert ein Lichtpuls den Rhythmus. Zu dieser Zeit nimmt die Konzentration von FRQ ab.
Da jedoch der Lichtpuls zu mehr frq mRNA fiihrt, dauert es linger, bis die mRNA und FRQ re-
duziert sind. Licht beeinflusst auflerdem die Uhr-kontrollierten Gene (ccg’s) auch direkt. WC-2
spielt dabei eine Rolle. Es wird im Dunkeln re-aktiviert. Nach Dunlap et al. (1998)
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Licht beeinflusst das circadiane System,
indem es die frg Exprimierung iiber den
WCC Komplex aktiviert. Der Komplex
wird durch Dimerisierung des WC-1 und
WC-2 Proteins gebildet. Abbildung 6.13 il-
lustriert den Weg, auf dem Licht das Uhr-
werk beeinflusst.

Es wurde vorgeschlagen ( ( ),
dass Licht die circadiane Uhr beeinflusst,
indem es die negative Riickkopplung des
FRQ auf seine eigene Synthese ausschal-
tet: Die Repression durch FRQ wird auf-
gehoben (oder: trotz Gegenwart von FRQ
findet Induktion statt). Dieser Effekt des
Lichtes kann aufgehoben werden, wenn
die Proteinsynthese oder mRNA Produk-
tion gehemmt werden. Das Modell er-
klart die Wirkung einzelner Lichtpulse
auf den Rhythmus der Konidienbildung
im Dauerdunkel, das Verhalten unter
Licht-Dunkel-Wechsels und unter Skelett-
Photoperioden. Es erkldrt auch, wie ein
Lichtsignal den Rhythmus verfritht oder
verzogert je nach der Phase, zu der es ge-
geben wurde (Abbildung 6.13).

WCC iibertragt Lichtsignale auch auf
Licht-empfindliche und Uhr-kontrollierte
Gene (Pfeile auf frg, wc-1 und ccgs in Ab-
bildung 6.13, ( )) unab-
hingig vom Effekt auf die Uhr. Es gibt
weitere Gene, die sowohl durch die Uhr
als auch direkt durch Licht kontrolliert
werden.

Schliefllich ist das vivid Gen (vvd) am
Spiel beteiligt. Es beeinflusst Eingidnge
und Ausgédnge der Uhr. Es wird durch
Licht induziert, aber unabhéngig davon
durch die circadiane Uhr kontrolliert, oh-
ne ein Teil des Uhr-Mechanismus zu sein
(siehe Abbildung 6.14).

Temperatureffekte werden bei Neuro-
spora durch post-transkriptionale Kontrol-
le erzeugt ( ( )). Wie er-
widhnt, werden wiahrend der Translati-

6.3 Neurospora
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Abbildung 6.14: Das vivid Gen vod wird
durch Licht induziert, dass es iiber einen
Flavin-Photorezeptor via Transkriptionsfaktor
WCC (besteht aus WC-1, violett, und WC-
2, braun, oben) empfingt. Es koppelt entwe-
der iiber den Eingangsweg des Lichtes zuriick
auf den Transkriptionsfaktor WCC des frq
Gens (Mitte) (rechtes ?) oder zum Lichtsignal-
Transduktionsweg des Photorezeptors zum
Transkriptionsfaktor WCC des frq Gens (lin-
kes ?), aber micht (no) zum Photorezeptor
(punktierter Weg). Das vivid Gen wird also
durch Licht induziert, aber unabhiingig davon
durch die circadiane Uhr kontrolliert, ohne ein
Teil des Uhr-Mechanismus zu sein. Nach

(1999)
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on zwei verschiedene FRQ Formen von

zwei Initiations-Codons gemacht, namlich

sFRQ und IFRQ. Jede dieser Formen konn-

te zu einer Oszillation bei bestimmten

Temperaturen fithren, aber fiir einen ro-

busten Rhythmus sind beide nétig (
(1997).

Das Einstellen des Rhythmus durch ei-
ne Temperaturstufe reflektiert ebenfalls
post-transkriptionale Regulationen. Ob-
wohl die Oszillationen bei verschiedenen
dufleren Temperaturen gleich sind, unter-
scheiden sich die mittleren Niveaus, um
die die FRQ-Werte schwanken. Bei einer
hoheren Temperatur ist das Niveau hoher
(in Abbildung 6.15 illustriert).

FLO Osizillator Die Rolle des FRQ wur-
de kiirzlich in zweierlei Weise neu in-
terpretiert: Eine Gruppe zieht in Zwei-
fel, ob es wirklich ein essentieller Be-
standteil des circadianen Uhrwerks ist (al-
so ein Rddchen im Uhrwerk). Sie be-
hauptet, dass FRQ nur an Prozessen be-
teiligt ist, die vor dem eigentlichen Os-
zillator liegen und (iiber Lipid-Signale?)
auf den richtigen Oszillator einwirken
( (1998),

( ))- Es wurde vorgeschlagen,
Transkription und Feedback des Proteins
auf seine eigene mRNA-Bildung aus dem
eigentlichen Oszillator herauszunehmen
(Abbildung 6.16).

Die andere Gruppe fiigt einen weiteren
Oszillator (oder vielleicht auch mehrere?)
zum FRQ-Oszillator hinzu (so genann-
ter FRQ-less Oszillator FLO). Obwohl der
FRQ Oszillator fiir den circadianen Rhyth-
mus bendtigt wird, ist er wahrscheinlich
nicht ausreichend (

(2000)).

Griinde dafiir, einen zusitzlichen Oszil-

lator anzunehmen, sind friithere Berichte
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tiber die frq9 Mutante (

( ), ( )). Danach zeigt
diese Mutante noch einen Rhythmus, auch
wenn ihm mehrere Charakteristika eines
echten circadianen Rhythmus fehlen. So
taucht der Rhythmus nur in einem Teil der
Kulturen in den Wachstumsrohrchen auf,
die Periodenlénge ist ziemlich variabel (12
bis 35 Stunden), der Rhythmus kann nicht
durch Lichtzyklen synchronisiert werden,
und er besitzt keine Temperatur- und
Nédhrmedium-Kompensation. Sie erinnert
uns an den eigentiimlichen Rhythmus von
Thalassomyxa australis (siehe Abschnitt 6.1)
und stellt vielleicht einen Entwicklungs-
rhythmus dar.

Wozu das circadiane System dient

Das circadiane System stellt eine zuver-
lassige Uhr dar, indem positiv und ne-
gativ wirkende Riickkopplungsschleifen
verkniipft sind, die nicht nur die Peri-
odenldnge der circadianen Uhr bestim-
men, sondern ihr auch Robustheit und Zu-
verldssigkeit verleihen ( ( ).
Diese Uhr ist nicht nur in der Lage, un-
ter Dauerlicht oder Dauerdunkel und kon-
stanten Temperatur-Bedingungen zu lau-
fen und von ihr abhéngige Ereignisse zu
steuern, sondern muss in der Natur auch
auf den 24 Stunden Tag synchronisiert
werden. Sonst wiirde sie rasch mit dem
Tag-Nacht-Zyklus aufler Takt kommen
und wiére nicht mehr zuverldssig. Dafiir
sind Photorezeptoren und Transduktions-
Wege zur Uhr vorhanden. Temperatur-
zyklen sind bei Neurospora noch stérke-
re Zeitgeber als Licht-Dunkel-Zyklen. Das
konnte fiir einen Pilz wichtig sein, der
oft auf Substraten wichst, die nicht dem
Tageslicht ausgesetzt sind. Zusétzlich lie-
fert der circadiane Uhr-Mechanismus von
Neurospora eine Temperaturkompensati-
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Abbildung 6.15: Die Uhr von Neurospora wird mit einer Temperaturstufe nach oben (links)
auf Abend verschoben (rote Pfeile), wo das FRQ-Niveau niedrig ist (obere Kurve). Tempera-
turstufen nach unten (rechts) verschieben zu einer Morgenphase, wo das FRQ-Niveau hoch
ist, und zwar unabhingig von der Phase des Zyklus, zu dem die Stufe erfolgt (Ursprung des
jeweiligen roten Pfeils im rechten Teil). Nach Dunlap (1999)
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Abbildung 6.16: Nach Lakin-Thomas ist FRQ nicht direkt ein Bestandteil des circadianen Os-
zillators, sondern vielmehr ein Teil vor dem Oszillator. Licht wirkt iiber WC-1 und WC-2 auf
FRQ (Temperatur und Signale der Entwicklung beeinflussen ebenfalls FRQ). FRQ beeinflusst
den circadianen Oszillator iiber Lipid-Signale. Experimente mit der Mutante cel und chol-1
sprechen fiir diese Interpretation. CEL und CHOL-1 beeinflussen die Lipid-Zusammensetzung
und damit das Lipid- Signal und den Oszillator. Der circadiane Oszillator kontrolliert “clock
controlled genes’ (ccg’s), die Konidienbildung und andere Prozesse beeinflussen. Der circadiane
Oszillator hat Ausgiinge und einer von ihnen koppelt auf die Lipid-Zusammensetzung zuriick.
Nach (1998)
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on, die fiir eine zuverldssige Uhr wichtig
ist.

Es wurde auch diskutiert, ob die jahres-
periodische Sporenabgabe, die man oft bei
Pilzen findet, auch bei Neurospora vorhan-
den ist und ob sie photoperiodisch kon-
trolliert wird (

(2001)).

6.3.4 Ausgange der Uhr-

kontrollierte Gene

Uhr,

Die Ausginge der Uhr und die Art,
wie die beobachteten Rhythmen hervorge-
bracht werden, sind ebenfalls wichtige Tei-
le des circadianen Systems. Der am bes-
ten untersuchte circadiane Rhythmus von
Neurospora ist das Umschalten des Wachs-
tums auf und unter der Oberflache auf
Wachstum der Hyphen in die Luft und die
darauf folgende Konidienbildung. Rhyth-
mische Konidienbildung zeigt sich nur an
der Wachstumsfront des Myceliums, wih-
rend es iiber solides Medium wichst. Dort
wird entschieden, ob Lufthyphen, Koni-
diosporen und Carotinoide gebildet wer-
den oder nicht.

Viele biochemische Rhythmen sind mit
diesem Umschalten in der Entwicklung
verbunden: Die Zahl der Hyphen und Luf-
thyphen, die Hyphenverzweigungen, Bil-
dung eines Septums, das Abgeben rei-
fer Konidien, Teilung des Kerns, Glyko-
lyse, Lipidstoffwechsel, der Glyoxalatzy-
klus, der Tricarbonsdurezyklus, die Abla-
gerung von Lipiden, die Bildung von Koh-
lenhydraten, CO, Produktion, die Aktivi-
tat einer Reihe von Enzymen. Es muss na-
tiirlich erst einmal gepriift werden, ob die-
se Vorgange nur deshalb rhythmisch sind,
weil sie von der Konidienbildung abhéan-
gen. Alternativ konnten diese Rhythmen
auch unabhéngig von ihr entstehen. Um
zu zeigen, dass zum Beispiel bestimmte

6.3 Neurospora

Enzyme unabhidngig von der Konidienbil-
dung einen circadianen Rhythmus zeigen,
miissen die damit verbundenen morpho-
logischen Anderungen unterbunden wer-
den. Das kann erreicht werden, indem
man zum Beispiel Fliissigkulturen ver-
wendet. Nicht nur bei Untersuchungen
an Neurospora, sondern auch bei solchen
an anderen Organismen wurde gefunden,
dass die circadiane Uhr vor allem Enzy-
me an entscheidenden Punkten des Stoff-
wechsels kontrolliert. Das scheint ein all-
gemeines Prinzip circadianer Kontrolle zu
sein.

Andere Ereignisse im Lebenszyklus von
Neurospora stehen unter circadianer Kon-
trolle. Die Energieladung schwankt circa-

dian ( ( ),
( )), die Menge der Hitzeschock-
Proteine ( ( )), und die

Abgabe von Ascosporen wird gleichfalls
circadian kontrolliert (Brody, unveroffent-
licht). Die Periodenldnge entspricht der
der Konidienbildung.

Gene, die auch unter konstanten Bedin-
gungen rhythmisch mit einer Periodenlan-
ge exprimiert werden, die dem Genotyp
des Stammes entspricht, werden clock-
controlled Genes (‘ccgs”) genannt. Geht
die Funktion dieser Gene verloren, wird
die Uhr nicht beeinflusst. Ihre Funktion ist
auf den Ausgang der Uhr beschrankt. Sie
miissen von Genen unterschieden werden,
die durch die Entwicklung reguliert wer-
den und von solchen, die auf Umweltdn-
derungen reagieren. Uhr-kontrollierte Ge-
ne werden iiber Faktoren von der circadia-
nen Uhr getrieben, die Phasen-spezifische
Zeit-Informationen an ihre Ziel-Gene ge-
ben (siehe Abbildung 6.17 und

( ))- Inzwischen sind eine gan-
ze Reihe von ccgs bekannt und viele wer-
den hinzukommen, wenn differentielles
Screening und Mikroarray-Analyse ver-
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Abbildung 6.17: Maxima der mRNA verschiedener Uhr-kontrollierter Gene von Neurospo-
ra. Wiihrend der spiten subjektiven Nacht und des friihen Morgens: ccg-1 (Identitit unbe-
kannt), al-3 Geranylgeranyl-Pyrophosphat Synthase, vod (vivid, Lichtrepressor), bli-3 (Iden-
titdt unbekannt), frq (Uhr-Komponente, transkriptionaler Co-Repressor) und ccg-4 (Identitit
unbekannt). Wiihrend des subjektiven Abends und der frithen Nacht: ccg-12 (oder cmt, Kupfer-
Metallothionein, ccg-6 (Identitit unbekannt) und ccg-9 (Trehalose-Synthase), ccg-8 (Identitiit
unbekannt), ccg-7 (Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase), ccg-2 oder eas, Hydrophobin).
Aus Tabelle 2 in ( )
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6.3 Neurospora

wendet werden.
Wie diese Zeit von der Uhr abgelesen
wird, ist noch nicht richtig verstanden.
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7 Rhythmen bei Sauger-Zellen

Zelluhren lassen sich nicht nur an Ein-
zellern untersuchen, sondern auch an Zel-
len von Geweben. In diesem Kapitel wer-
den einige Beispiele fiir Rhythmen im Kor-
per der Sduger vorgestellt. Im Gegensatz
zu Finzellern sind die Zellen der Sduger
wie die anderer Vielzeller spezialisiert, um
Nahrung zu speichern und zu verdau-
en, toxische Substanzen unschédlich zu
machen, um Bewegungen zu ermoglichen
und vieles mehr. Sie bilden Gewebe (Mus-
keln, Fettgewebe) und Organe (Leber, Nie-
re, Gehirn). Diese Zellen in Geweben und
Organen besitzen circadiane Uhren (sie-
he Abbildung 7.2), deren Phasenlage zum
Tag/Nacht-Rhythmus sich unterscheidet.
Zeitgeber fiir die Gewebe konnen direkt
wirken (Licht beim SCN) oder indirekt
(Nahrung bei der Leber, Informationen
vom SCN). Jedes Gewebe und jedes Organ
hat sein eigenes Muster tagesrhythmisch
transkribierender Gene! (Abbildung 7.1,

( )). Es spiegelt die un-
terschiedlichen Aufgabe und Bediirfnis-
se der Organe wider und erlaubt, opti-
mal unter den seit Millionen von Jahren
existierenden rhythmischen Bedingungen
der Umwelt zu funktionieren, indem die-
se periodischen Anderungen in einer in-
neren Uhr ablaufen. Diese Uhr koordi-

Inur etwa 10% der rhythmischen Gene sind we-

nigstens in einem anderen Gewebe zu finden,
von dem bekannt ist, dass es Uhr-Gene ent-
hilt. Diese gemeinsamen Gene sind wahrschein-
lich eng mit dem Uhr-Mechanismus verbun-
den oder stellen neuartige Uhrkomponenten dar
(Untersuchungen von ( ) mit
Mikroarray-Technologie)

niert die Transkription von Genen fiir die
wichtigsten Stoffwechselwege und diri-
giert den Verlauf physiologischer Prozes-
se und des Verhaltens (

(2003)).

Wir werden im folgenden Zelluhren an
verschiedenen Geweben der Sduger ken-
nen lernen. Es soll gezeigt werden, wie
komplexe Systeme (Stoffwechsel, Gehirn)
mit den circadianen Zentren und der Um-
welt interagieren. Es wird sich aber auch
zeigen, dass manche Krankheiten auf ei-
ner systemischen Fehlfunktion beruhen
(siehe Kapitel 8).

Im Hypothalamus des Gehirns ist ein
Zentrum rhythmischer Steuerung, der su-
prachiasmatische Kern (SCN, siehe Ab-
schnitt 7.1). Er kontrolliert zahlreiche Ge-
biete des Zentralnervensystems und des
Korpers, sodass diese ihren circadianen
Rhythmus an die optimalen Zeiten anpas-
sen konnen. Der SCN wird tiber die Au-
gen mit Informationen des Licht-Dunkel-
Wechsels der Umwelt versorgt (siehe Ab-
schnitt 7.3). Aulerdem erhilt er auch In-
formationen vom Korper iiber dessen Zu-
stinde und Erfordernisse (sieche Abbil-
dung 7.2).

Zellen peripherer Gewebe konnen zwar
circadiane Rhythmen generieren, werden
aber nicht durch Licht direkt synchroni-
siert ( ). Sie miissen des-
halb durch nichtphotische Zeitgeber auf
die richtige Zeit eingestellt werden. Die
Nahrungsaufnahme ist dabei der wich-
tigste Zeitgeber. Flittern am Tage invertiert
die Phasenlage der Expression circadianer
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Abbildung 7.2: Die zentrale Uhr im SCN des Hypothalamus kontrolliert periphere Uhren in
den Geweben und Organen des Korpers. Die Oszillatoren im SCN werden durch den Licht-
Dunkel-Wechsel und andere Zeitgeber der Umwelt synchronisiert
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Uhr-Gene bei Nacht-aktiven Nagern im
Labor in vielen Geweben wie Leber, Nie-
re und Herz, hat aber keinen Effekt auf
den Rhythmus im SCN. Es ist deshalb zu
vermuten, dass auch bei normalen Tieren
der SCN die peripheren Uhren vor allem
durch das Fressverhalten synchronisiert,
das wiederum durch das Schlaf-Wach-
Verhalten bedingt ist. Zusitzlich kann der
Korpertemperatur-Rhythmus, der eben-
falls vom Muster der Nahrungsaufnah-
me abhdngt, die Aktivitdt circadianer Uhr-
Gene in vivo und in vitro synchronisieren.

Der SCN kann aber die Phasenlage der
rhythmischen Genexpression im periphe-
ren Gewebe auch {iiber direkte chemische
Signale bestimmen. Wihrend der SCN
nur in der Nacht auf Licht reagiert, kon-
nen periphere Oszillatoren durch zahlrei-
che chemische Signale iiber den gesam-
ten Tag hinweg beeinflusst werden. So
startet Dexamethason, ein Antagonist der
Glucocorticoid-Rezeptoren, den Rhyth-
mus der Leber-Gen-Expression wiahrend
des gesamten 24-Stunden Tages neu.

Es ist noch nicht gekldrt, wie die vielen
Rhythmen der peripheren Organe und Ge-
webe gekoppelt sind und ein kohérentes
System bilden. Zu dieser Frage haben

( ) die elektri-
sche Aktivitdt im SCN und aufierhalb im
lateralen und ventromedialen Hypothala-
mus gemessen. Blinde Ratten mit beidsei-
tig zerstortem SCN zeigten keinen circa-
dianen Rhythmus der elektrischen Akti-
vitdt in den Hypothalamus-Regionen und
keine lokomotorische Aktivitit, wenn ge-
niigend Wasser und Futter zur Verfiigung
stand, wohl aber unter eingeschranktem
Futterangebot. Ahnliches wurde an Meer-
schweinchen gefunden (
(1958)). (2001)
untersuchten die Wirkung von zyklischem
Fiittern als starkem Zeitgeber auf die Gen-

expression in Leber, Lunge und im SCN.
Sie verwendeten transgene Ratten, de-
ren Gewebe Luciferase in vitro bildet. So
konnte am Leuchten der Gewebe und Or-
gane der Rhythmus gemessen werden.
Er wurde im SCN weiterhin vom Licht-
Dunkel-Wechsel synchronisiert, auf be-
stimmte Zeiten beschranktes Fiittern ver-
schob aber den Rhythmus der Leber inner-
halb von zwei Tagen. Die Leber kann al-
so unabhdngig vom SCN und dem Licht-
Dunkel-Zyklus durch Nahrung synchro-
nisiert werden.

Wie die Oszillatoren im SCN die lo-
komotorische Aktivitit und andere Er-
eignisse circadian kontrollieren, ist bis-
her nur unzureichend bekannt.

( ) benutzten Parabiose zwischen in-
takten Méausen und solchen, deren SCN
entfernt wurde. Es zeigte sich, dass nicht-
neuronale Signale (Verhalten oder Blut-
gebundene) den circadianen Rhythmus
der Gen-Expression in der Leber und der
Niere aufrecht erhalten, aber nicht den im
Herzen, der Milz und dem Skelettmuskel.
Der SCN steuert also die Expression circa-
dianer Rhythmen in unterschiedlichen pe-
ripheren Organen {iiber verschiedene We-

ge ( (2005), (2007),

Wie stark die Rhythmen in peripheren
Geweben und Organen sind, zeigt sich
auch darin, dass sie durch Lisionen des
SCN nicht verschwinden (

( )). Sie sind aber nicht mehr mit
dem LD synchronisiert. Das SCN ist also
fir die Synchronisation notig, nicht aber
tiir den Erhalt peripherer Rhythmen.
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Abbildung 7.4: Einer Ratte wurde am 28. Tag des Freilaufs (Laufradaktivitit) das SCN ent-

fernt. Es wurde arrhythmisch, wie im Aktogramm (links) gezeigt. Rechts sind die Leistungs-

spektren fiir die pri-Lisionszeit (oben) und die die post-Lisionszeit (unten) gezeigt. Der 25

Stunden Rhythmus, der vor der Lision signifi
linie), verschwindet (rote Kurve). Nach

7.1 SCN und seine Ein- und
Ausgange

Bei allen Sdugern wird das circadiane Sys-
tem vom SCN beherrscht. Es besteht aus
einer paarigen Ansammlung von ca. 8000
bis 10000 Zellen im vorderen Teil des Hy-
pothalamus (Abbildung 7.3). Er ist ein au-
tonomer Rhythmus-Generator, der tiber
Sekretion von Hormonen und {tiber das
parasympathische und sympathische Ner-
vensystem wirkt ( ( ),

( )). Durch ihn wird nicht nur der
Korper auf zu erwartende Anderungen im
Aktivitatsrhythmus vorbereitet, sondern
auch seine Organe auf die damit verbun-
denen Hormonabgaben. Neben dem Ver-
halten (lokomotorische Aktivitdt, Schla-
fen/Wachen) wird eine grofse Zahl phy-
siologischer Prozesse (Korpertemperatur,

( ), Winterschlaf
), Funktionen des Kreislaufs, und en-

(
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kant ist (blaues Maximum iiber der Signifikanz-

(1995)

dokrine Vorgange (
(2007), (2006),
( ),) thythmisch gesteuert. Wie
wichtig der paarige SCN ist, zeigt sich,
wenn dieser Teil des Hypothalamus zer-
stort oder entfernt wird. Die Tiere werden
dadurch arhythmisch. Sie zeigen aber wie-
der einen circadianen Rhythmus ihres Ver-
haltens, wenn ihnen fotales SCN-Gewebe
implantiert wird ( ( ) und
Abbildung 7.4 fiir Ratten). Dieses Gewe-
be kann auch von anderen Arten stammen
(Goldhamster, Mause oder Ratten). Die
induzierte Periodenldnge entspricht der
des Donors (Goldhamster, Mause) (

( )). Auch Kulturen von SCN-
Zellen konnen noch nach Wochen einen
circadianen Rhythmus in Goldhamstern
induzieren, bei denen beide SCN zerstort
worden waren und die deshalb arrhyth-
misch waren. Sie wurden dazu ins Ge-
hirn an die Stelle implantiert, an der sich

( )/
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Abbildung 7.3:  Ubersicht der Verschal-
tungen won der Retina iiber den Retino-
hypothalamischen Trakt zum SCN (magenta),
von dort zum paraventrikuliren Nukleus (ro-
sa) und (blau) zur intermediolateralen Zell-
siule, zum oberen Zervikalganglion (hellblau)
und (braun) zum Pinealorgan. Siehe auch
Text. Nach (2006)

7.1 SCN und seine Ein- und Ausgédnge

das SCN normalerweise befindet (

( )). Die Struktur des SCN muss
also nicht erhalten sein. Werden die SCN-
Zellen zweier Genotypen mit verschiede-
nen Perioden zusammen implantiert, er-
gibt sich ein kohdrenter Rhythmus. Die
Zellen konnen also miteinander kommu-
nizieren und sich auf eine mittlere Peri-

odenldnge einigen ( ( ))-
Der circadiane  Rhythmus  wird
durch Uhr-Gene erzeugt, die durch
negative und positive selbster-
regte Transkriptions/Translations-
Riickkopplungskreise  zustande kom-

men. Zu diesen Uhr-Genen gehoren
Cryptochrome 1 und 2. Die Doppel-
mutante mCryl/mCry2 zeigt deshalb
kein rhythmisches Laufrad-Verhalten im
Dauerdunkel. Neben der rhythmischen
Cryptochrom-Expression fehlt auch das
circadiane Feuern in SCN-Schnitten.
Cryptochrom und damit ein intaktes
circadianes Uhrwerk sind also fiir die
circadiane elektrische Aktivitdt im SCN-

Neuron notig ( ( ), siehe
jedoch ( ) und
(2007)).

Zellen von neonatalem SCN von
Ratten wurden zum Beispiel auf
Mikroelektroden-Gittern kultiviert und
die spontanen Aktionspotentiale von
individuellen SCN-Neuronen iiber Tage
und Wochen gemessen. Sie zeigten je-
weils ausgeprdagte Rhythmen, die aber
trotz zahlreicher funktioneller Synapsen
nicht miteinander synchronisiert waren
( ( )). Nach reversibler
Blockade der Aktionspotentiale iiber 2.5
Tage traten die Rhythmen im Feuern
mit der gleichen Phase wieder auf, die
sie vorher hatten. Der SCN enthilt also
circadiane Oszillatoren in den einzelnen
Zellen. Die in vitro gebildeten Synapsen
sind weder fiir das Funktionieren der
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7 Rhythmen bei Sduger-Zellen

Oszillatoren notig noch werden sie zum
Synchronisieren gebraucht.

( ) benutzten Multi-
mikroelektrodenplatten, um extrazellula-
re Aktionspotentiale gleichzeitig an ver-
schiedenen Stellen der kultivierten SCN-
Zellen von Médusen zu messen. Neuronen
innerhalb des isolierten SCN zeigten fiir
Wochen circadiane Rhythmen im sponta-
nen Feuern. Die gleiche Methode wen-
deten ( ) an. Auch sie
konnten an einzelnen SCN-Neuronen in
Kulturen elektrische Aktivitdten fiir lan-
gere Zeit messen. Innerhalb einer Kultur
gab es Zellen mit unterschiedlichen Pha-
sen und Perioden, obwohl sich funktionel-
le Synapsen gebildet hatten (

( )). ( ) untersuch-
ten das elektrische Feuern von einzelnen
SCN-Neuronen ein bis drei Tage alter Rat-
ten mit Multi-Mikroelektroden. Wenn die
Zelldichte in der Kultur niedrig ist, zei-
gen die einzelnen SCN-Neuronen unter-
schiedliche circadiane Phasen. In diesen
Fillen wurde nur selten synchrones Feu-
ern durch benachbarte Elektroden beob-
achtet. Die SCN-Neuronen fungieren al-
so als selbstandige Schrittmacher. Melato-
ninpulse konnten in einzelnen Uhrzellen
-ohne Verbindung zu anderen Neuronen-
die Phase des Rhythmus verschieben.
Solche Verschiebungen geschahen auch
zu Zeiten, zu denen der Puls in SCN-
Schnitten keine Phasenverschiebungen be-
wirkte. Das neuronal Netzwerk spielt also
bei den Phasenverschiebungen eine grofse
Rolle.

Die Zellen des SCN interagieren mit va-
soaktivem intestinalen Polypeptid (VIP)
tiber VPAC(2)-Rezeptoren. Mduse, die kei-
ne funktionsfdhigen VPAC(2)-Rezeptoren
haben, zeigen keine Rhythmen im Verhal-
ten und keine Rhythmen in elektrischen
Signalen in SCN-Kulturen (

72

(2007))-

Es muss noch auf zwei Fragen einge-
gangen werden. Wie bildet sich der Ak-
tivitaitsrhythmus bei Tag- und bei Nacht-
aktiven Tieren heraus? Und wie konnen
Tiere die Tageslinge messen, um darauf
photoperiodisch zu reagieren (zum Bei-
spiel mit Winterschlaf, wenn die Tage im
Herbst kurz werden)? Zunichst zur ersten
Frage. Der Schlaf-Wach-Rhythmus von £6-
talen und jungen Ratten wurde postnatal
an P22, P8, P15 und P21-Tieren gemessen.
Unterschiede in der Schlaf-Wach-Aktivitat
gab es bereits in P2. Die Nachtaktivitdt ent-
wickelte sich um P15 und war zuverlassig
bei P21-Tieren ausgeprédgt. Um zu priifen,
ob der Prozess der Licht-Synchronisation,
der im Lauf der ersten postnatalen Wo-
che stattfindet (in der sich die Verbin-
dungen zwischen dem retinohypothala-
mischen Trakt und dem SCN bilden), dazu
tiihrt, dass die Tiere spater nachtaktiv wer-
den, wurden P3 und P11 Ratten beidseitig
geblendet, also vor und nach der Synchro-
nisation durch Licht. Wahrend die P11 Tie-
re, die zu P21 getestet wurden, nachts star-
ker aktiv waren, so wie die Kontrolltiere
mit Sham-Operation, zeigten die P3 Tiere,
die ebenfalls zu P21 getestet wurden, star-
kere Aktivitit am Tage. Zu P28 und P35
getestete Tiere behielten dieses Tagesmus-
ter. Pra- und postnatale Erfahrung fithren
also zu den Art-spezifischen circadianen
Schlaf-Wach-Mustern. Wenn das visuelle
System iiber den RHT mit dem SCN in
Kontakt tritt, wirkt das auf die Organi-
sation des sich entwickelnden circadianen
Systems. Das fiihrt dann zur Nachtaktivi-

tat dieser Tiere ( ( ).
Der Stoffwechsel im SCN verlduft tages-
rhythmisch ( ( )

und ist unabhdngig davon, ob die Tiere

2 Alter der Tiere in Tagen



tag- oder nachtaktiv sind, am Tage stark,
nachts schwach. Dieser Rhythmus lauft
auch im isolierten SCN in vitro ab (

(1986)).

Bevor wir auf die zweite Fragen ein-
gehen, wie die Tiere die Tagesldnge mes-
sen konnen, um darauf photoperiodisch
zu reagieren, miissen wir uns die Struk-
tur des SCN genauer ansehen. Er besteht
aus einem Kern und einer Schale® mit
charakteristischen Neurotransmittern ih-
rer Neuronen ( ( ),

( )), mit unterschiedlicher
Innervierung (Ubersicht
( ), ( ), Abbildung
7.5) und mit verschiedenen Funktionen:
Die Oszillatoren in der Schale des SCN
reagieren auf Licht-bedingte Signale der
Retina, wihrend die Oszillatorzellen des
Kerns das nicht tun. Die Kern- und Schale-
Oszillatoren sind aber miteinander gekop-
pelt und haben dadurch den gleichen Takt
(die gleiche Phasenbeziehung). Die elek-
trophysiologische Aktivitdt horizontal ge-
schnittener Scheiben eines Hamster-SCN
zeigt zwei spezifische oszillierende Kom-
ponenten ( ( )). Sie konn-
ten die Aktivitit eines Morgen- und ei-
nes Abend-Oszillators widerspiegeln, was
bereits frither aus Verhaltensstudien ge-
schlossen wurde (
(1976), ( ). Bei
nachtaktiven Nagern wiirde der Morge-
noszillator das Ende der aktiven Zeit
einlduten und durch die Morgenddmme-
rung synchronisiert werden, wihrend der
Abendoszillator die Aktivitdt startet und
von der Abenddammerung getaktet wird
( ( )). Damit liefSe sich er-
klaren, wie Verhaltensrhythmen ihre Pha-
senbeziehung zum Tag/Nacht-Rhythmus

3zur topografischen Anordnung siehe

(2003)

7.1 SCN und seine Ein- und Ausgédnge

beibehalten konnen, obwohl sich in den
gemdfiigten und hoheren Breitengraden
die Tagesldnge im Verlauf des Jahres &dn-
dert. Auch photoperiodische Reaktionen
konnten damit erkldrt werden.

Wie sind diese individuellen Oszillato-
ren im SCN organisiert? Dazu wurden von

( ) quantitative Bildana-
lysen mit Zeitraffer durchgefiihrt, bei de-
nen in Gehirnschnitten ein griines fluores-
zierendes Protein (GFP) mit kurzer Halb-
wertszeit als Reporter fiir das circadiane
Uhr-Gen periodl (perl) verwendet wur-
de. Perl-Promoter-Rhythmen wurde auf
der Ebene des SCN und in individuel-
len Neuronen im SCN registriert und das
zeitliche Muster im Licht-Dunkel-Zyklus
und im Dauerdunkel bestimmt. Zusatzlich
wurden Patch-Clamp Methoden an ein-
zelnen Neuronen durchgefiihrt, um elek-
trophysiologisch die Beziehung zwischen
Per1-Gen-Expression und der neurophy-
siologischen Reaktion zu zeigen. Sowohl
im LD als auch im DD ist der Gesamt-
Rhythmus des SCN aus individuellen
Zell-Rhythmen zusammengesetzt, die ih-
re Maxima in distinkten Gruppen mit 3
bis 4 stiindigen Unterschieden in der Pha-
se haben. Die Phasenbeziehung zwischen
der Perl-Schwingung und der lokomo-
torischen Aktivitit und die Phasenbezie-
hung zwischen den individuellen neuro-
nalen Oszillatoren im SCN unterscheiden
sich im LD und DD.

Die Oszillatoren im hinteren SCN war
unter drei Photoperioden (LD 18:6, 12:12
und 6:18) mit dem Ende der Aktivitit
gekoppelt. Die Oszillatoren im vorderen
SCN waren hingegen mit dem Beginn der
Aktivitdt gekoppelt, zeigten aber ein bi-
modales Muster in der langen Photoperi-
ode (18:6). Das wird durch zwei Zellgrup-
pen circadianer Oszillatoren mit einer frii-
hen beziehungsweise spdten Phasenlage
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7 Rhythmen bei Sduger-Zellen

bewirkt. Im LD 12:12 und LD 6:18 war das
Muster unimodal. Es gibt also drei Oszil-
latorgruppen im SCN, von denen mindes-
tens zwei bei photoperiodischen Reaktio-
nen beteiligt sind ( ( ))-

7.1.1 Eingange des SCN

Licht wird im Sduger tiber die Retina der
Augen als Signal tiber den retinohypo-
thalamischen Trakt (RHT, Abbildung 7.13)
zur Schale des SCN geleitet. Es synchroni-
siert die dortigen Neuronen, deren Feuern
unter circadianer Kontrolle steht.*

Neben dem RHT gibt es einen wei-
terer Eingang zum SCN, der von Neu-
ropeptid Y (NPY)-enthaltenden Neuro-
nen des intergenikulaten Blattes des la-
teralen genikuldren Komplexes gebildet
wird ( ( )). Die-
ser Strang endet im dorsomedialen Teil,
dem Kern des SCN. Seine Eingdnge stam-
men aus visuellen Quellen und die Neuro-
nen zeigen deshalb Rhythmen, die Licht-
unabhéngig sind (Referenzen in
( )). Stimulation dieser Nerven oder
NPY-Infusion im SCN intakter Tiere er-
gibt Phasenverschiebungen, die sich von
denen des RHT unterscheiden, aber de-
nen dhneln, die Storungen der lokomoto-
rischen Aktivitat hervorrufen. Phasenver-
schiebungen des circadianen Rhythmus
im SCN werden also durch Aktivierung
zweier verschiedener Eingédnge hervorge-
rufen und ihre physiologische Wirkung
auf die Oszillatoren im SCN unterscheidet
sich stark.

“Elektrische Reizung des optischen Nerven oder
des Chiasmas aktiviert den RHT und fiihrt
zu Phasenverschiebungen in der Aktivitit der
SCN-Neuronen von Hypothalamus-Scheiben in
vitro. Die Phasenresponsekurve ist der von in-
takten Tieren im Dauerdunkel sehr &dhnlich,
wenn ihr circadianer Rhythmus mit Lichtpulsen
verschoben wird ( ( )
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Rhythmische Informationen werden
aber auch tiber diffundierende Substanzen
tibertragen.

Von den Ausgingen des SCN sind die
Projektionen zum Pinealorgan gut be-
kannt. Synthese und Sekretion des Me-
latonins im Pinealorgan wird durch den
SCN circadian kontrolliert (sieche Ab-
schnitt 7.4 und

(2003)).

7.1.2 Ausgange des SCN

Die Ausginge der Signale vom SCN zum
Hypothalamus benutzen sowohl neurona-
le als auch hormonelle Mechanismen zur
Kommunikation. Das gilt auch fiir den
paraventrikuldren Kern, einem wichtigen
Zentrum zur Integration neuroendokriner,
homoostatischer und autonomer Funktio-
nen, wie Untersuchungen von

(2004) zeigten. Sie mafien die
elektrische Aktivitit von SCN-Neuronen
mit Elektroden und verglichen sie mit der
von Strukturen auflerhalb des SCN (zur
Anatomie siehe Abbildung 7.7). Beide hat-
ten die gleiche Phasenlage. Wurden die
SCN entfernt, ging der Rhythmus im Hy-
pothalamus verloren. Er konnte aber wie-
der durch implantierte SCN hergestellt
werden. Da dann die neuronalen Verbin-
dungen fehlten, musste ein hormoneller
Faktor verantwortlich sein fiir den wieder
beobachteten Rhythmus. Periodische Ga-
be von Arginin-Vasopressin (AVP) kann
den Rhythmus im Hypothalamus wieder-
herstellen.

Die Ausgdnge des SCN wurden auch
von ( ) untersucht.
Die neurale Aktivitit wurde mit multi-
plen Elektroden im SCN an frei beweg-
lichen Goldhamstern untersucht und mit
der Laufradaktivitit im LD und Dauer-
dunkel verglichen. Der circadiane Rhyth-



7.1 SCN und seine Ein- und Ausgédnge

Coronalschnitt

3. Ventrikel

\ Horizontal schnitt \

dorsomedialer
SCN (shell)

nicht auf Licht
reagierende Uhren

) auf Licht
reagierende Uhren

hinterer SCN
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Abbildung 7.5: Links: Die suprachiasmatischen Kerne (SCN) der Siuger sind paarige Struk-
turen an der unteren Spitze des dritten Ventrikel und iiber (‘supra’) dem optischen Chiasma im
Hypothalamus. Ein Coronalschnitt durch das SCN zeigt einen dorsomedialen Teil (“shell”) und
einen ventrolateralen Teil (‘core’). Einginge kommen von der Retina iiber den retinohypotha-
lamischen Trakt (RHT), den Raphekern und das intergenikulate Blatt (IGL). Ausgiinge ziehen
zum Thalamus, den paraventrikuliren Kern (PVN) und andere Gebiete des Gehirns. Die Schale
(shell) soll aus zahlreichen zelluliren Oszillatoren bestehen, die nicht auf Lichteinginge rea-
gieren. Der Kern (core) soll dagegen aus zellulidren Oszillatoren bestehen, die auf Lichtsignale
reagieren.

Rechts: Ein Horizontalschnitt zeigt das vordere SCN (braun), welches aus einer Population
von Zellen besteht, die Morgen-Oszillatoren darstellen, und aus dem hinteren SCN (griin), die
Abendoszillatoren repriisentieren. Kopplung zwischen den verschiedenen Gruppen ist durch die
Doppelpfeile angedeutet. Nach (1997), und (2000)
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Licht
RHT SCN Uhr—l\/leuron
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Zielzelle
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im Kern

getriebene
scn-Mole/D044GA030304 Rhythmen

Abbildung 7.6: Ereignisse zwischen Lichtaufnahme, SCN Uhren-Neuronen und Zielzelle:
Licht wird in Ganglienzellen der Retina aufgenommen. Neurotransmitter Glutamat (violett)
wird abgegeben und reagiert mit Rezeptoren (schwarzes Rechteck). Uber einen negativen Riick-
kopplungskreis mit Verstirkungsfaktoren CLOCK (griin) und BMAL (blau) wird die Expres-
sion von mPer und mCry der Uhr-Gene (cg) in Gang gesetzt. Dabei ist auch Ca*" beteiligt.
Uhr-Protein-mRNA (rote Kreise mit ~) wird produziert, verlisst den Kern und synthetisiert
Uhr-Protein (Dreiecke) im Zytoplasma. Dieses gelangt in den Kern, interagiert mit mPER
und erleichtert seine Translation, indem es die CLOCK-(griin) und BMAL-(blau) abhingige
Transkription blockiert: Die mRNA Konzentration sinkt. Mit Zeitverzigerung werden negativ
wirkende Komplexe inaktiviert und die Genexpression beginnt wieder. Die niichste Runde nega-
tiv und positiv wirkender Faktoren kurbelt die rhythmische Expression der Uhr-kontrollierten
Gene (ccg’s) an. Ihr Produkt, Uhr-kontrollierte Proteine, geben Informationen iiber die Tages-
zeit an die SCN-Neuronen und, iiber synaptische oder parakrine Signale, an Zielzellen weiter.
Ziel-spezifische circadiane Ausgiinge iiber cytoplasmische Reaktionen oder Reaktionen im Kern
beeinflussen sekundiire ccg’s. Ein Beispiel ist die N-Acetyltransferase. Sie kontrolliert die Mela-
toninsynthese. Nach ( )
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Abbildung 7.7: Die suprachiasmatischen Kerne (SCN) der Siuger sind paarige Strukturen an
der unteren Spitze des dritten Ventrikel und iiber (‘supra’) dem optischen Chiasma im Hypo-
thalamus. Unterhalb des Hypothalamus befindet sich die Hypophyse, oberhalb der Thalamus.
Nach Teikari (20006)
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mus war beim Wildtyp in beiden Fillen
etwa 24 Stunden lang und bei der homo-
zygoten tau Mutante 20 Stunden. Neuro-
nale Aktivitatsthythmen wurden auch au-
Berhalb des SCN im ventrolateralen tha-
lamischen Kern, dem caudaten Putamen,
dem Accumbenskern, dem medialen und
dem lateralen Septum, dem ventromedia-
len hypothalamischen Kern, der media-
len praoptischen Region und der Stria me-
dullaris gemessen. Alle diese Rhythmen
waren aufier Phase mit dem elektrischen
Rhythmus im SCN, aber in Phase mit dem
Rhythmus der lokomotorischen Aktivitat
und hatten das Maximum wéhrend der
Nacht. Neben den circadianen Rhythmen
gab es auch ultradiane Rhythmen. Der ei-
ne mit einer Periode von etwa 80 Minu-
ten war in Antiphase mit einem entspre-
chenden ultradianen Rhythmus im SCN
und ein anderer mit etwa 14 Minuten
war in Phase mit dem im SCN. Die Peri-
oden dieser ultradianen Rhythmen waren
beim Wildtyp und der tau-Mutante gleich.
Der Bett-Kern der Stria terminalis (BNST)
scheint besonders eng mit dem SCN ge-
koppelt zu sein, denn sowohl die circa-
diane als auch die ultradiane Komponente
war immer in Phase. Auflerdem wurde die
elektrische Aktivitatim BNST und im SCN
unterdriickt, wenn der Hamster im Lauf-
rad lief, wiahrend die Aktivitidt in anderen
Gebieten verstarkt wurde. Wahrscheinlich
handelt es sich hier um einen Hauptaus-
gang des SCN.

Ein weiterer wichtiger Ausgang des
SCN geht zur subparaventrikuldren Zo-
ne (SPZ, siehe Abbildung 7.7).

( ) untersuchten dessen Bedeutung bei
circadianen Vorgangen wie Schlaf, Korper-
temperatur und Aktivitdt bei Ratten. Sie
verwendeten eng begrenzte Lisionen im
ventralen oder dorsalen SPZ durch Iboten-
sdure, ohne den unmittelbar benachbar-
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ten paraventrikuldren hypothalamischen
Kern (PVH) und den SCN zu beeinflus-
sen. Ventrale SPZ-Lasionen reduzierten
den circadianen Index des Schlafes um
90% und den der lokomotorischen Aktivi-
tat um 75%, wihrend der circadiane Index
des Korpertemperatur-Rhythmus nur um
die Halfte verringert wurde. Dorsale SPZ-
Lasionen verringerten dagegen den circa-
dianen Index der Korpertemperatur um
70%, den der lokomotorischen Aktivitit
nur um 45% und den des Schlafes nur um
5%. Stattdessen traten ultradiane Rhyth-
men von etwa 3 Stunden bei der Korper-
temperatur und des Schlafes auf. Lasio-
nen des PVH direkt dorsal vom SPZ be-
einflussten keinen der gemessenen circa-
dianen Rhythmen und auch die Basistem-
peratur wurde nicht verdndert. Hingegen
schwiéchte sich bei Lasionen des PVH die
Fieberreaktion auf Injektion von Lipopoly-
saccharid stark ab. Der circadiane Rhyth-
mus des Schlafes und der Koérpertempera-
tur wird also von unterschiedlichen neu-
ronalen Populationen im SPZ gesteuert.
Eine andere Projektion des SCN wurde
von ( ) an Madausen
untersucht. Es gibt polysynaptische Ver-
bindungen zwischen dem SCN und der
Leber. Um zu kldren, ob das sympathische
Nervensystem beteiligt ist, wurde Ad-
renalin/Noradrenalin in den SCN injiziert
oder der sympathische Nerv stimuliert
und gepriift, ob mPer-Gen in der Leber
exprimiert wird. mPer1-, aber nicht mPer2
wurde gebildet, und zwar in vivo und
in Leberschnitten in vitro. Elektrische
Stimulation des sympathischen Nervs
oder Adrenalininjektion erhohte die Bio-
lumineszenz in der Leber bei transgenen
Maéusen mit mPerl-Promoter-Luciferase.
Wurde der SCN zerstort, flachte der Ta-
gesthythmus der mPer1-, mPer2- und der
mBmall-Gene ab. Auch der Noradrenalin-



Rhythmus der Leber ddmpfte aus. Durch
tagliche Injektion von Adrenalin zu einer
bestimmten Tageszeit fiir 6 Tage konnte
am 7. Tag wieder ein Rhythmus der
mPer2- und mBmall-Gen-Expression in
der Leber der Mduse mit SCN-Lasion
beobachtet werden. Ausschaltung des
sympathischen Nerven durch 6-Hydroxy-
Dopamin flachte den Tagesrhythmus
der mPerl- und mPer2-Gen-Expression
ab. Aktivierung des sympathischen
Nervs durch Noradrenalin- und/oder
Adrenalin-Abgabe war also ein Faktor,
der die periphere Uhr kontrollierte.
Wenig ist auch bekannt tiber Informa-
tionen von der Peripherie des Korpers
zum SCN. Das circumventriculdre Organ
im Gehirn hat wie der ventrikuldre Be-
reich nur eine unvollstindige Blut-Hirn-
Schranke. Neuronen in diesem Bereich
konnen deshalb chemische Verbindungen
im Blut wie zum Beispiel Peptidhormo-
ne erkennen, ohne auf spezielle Trans-
portsysteme angewiesen zu sein, die diese
Substanzen durch die Blut-Hirn-Schranke
bringen. Im ventrikuldren und circumven-
trikuldren Organ wirken eine Reihe von
Hormonen, Neurotransmittern und Cyto-
kinen oder werden hier sekretiert. Auch
das Pinealorgan, der Hypothalamus und
die Hypophyse liegen im circumventriku-
laren Bereich. ( ) untersuch-
ten den arcuaten Nukleus im Hypothala-
mus, der fiir die Homoostase der Ener-
gie zustandig ist und Lang- und Kurzzeit-
Signale von Hunger und Sittigung inte-
griert. Rezeptoren fiir Insulin, Leptin und
Ghrelin nehmen hier Information von der
Peripherie auf und geben sie an das Zen-
tralnervensystem weiter. Neuroanatomi-
sche Studien mit Injektionen von retro-
graden und anterograden Tracern in den
arcuaten Nukleus und in den SCN zei-
gen beidseitige Verbindungen des arcua-

7.1 SCN und seine Ein- und Ausgédnge

ten paraventrikuldren Kerns (Abbildung
7.7) und des SCN, in denen Signale zum
SCN gelangen, die mit der Nahrung zu
tun haben.

Bisher wurde angenommen, dass das
circadiane System der Sduger aus dem
zentralen Oszillator, dem SCN, und un-
tergeordneten Oszillatoren in den meis-
ten peripheren Geweben und Organen be-
steht. Wahrend die SCN-Neuronen selbs-
terregende Oszillatoren darstellen, wur-
de geglaubt, dass die Rhythmen der pe-
ripheren Oszillatoren rasch aus dampfen,
wenn sie nicht mehr unter der Kontrol-
le des SCN stehen. Vielleicht dampft aber
nicht der Rhythmus in den einzelnen Zel-
len aus, sondern die Zellen desynchroni-
sieren miteinander. ( ) ha-
ben deshalb die circadiane Uhr individuel-
ler Ratten-Fibroblasten fiir bis zu zwei Wo-
chen beobachtet und gezeigt, dass sie un-
gedampft weiter lauft. Medienwechsel zu
Beginn der Messungen synchronisierte die
Rhythmen zunédchst, aber weil die Peri-
oden der einzelnen Zellen variierten, wiir-
de das in der Population nach einigen Ta-
gen zur Dampfung fithren. Auch benach-
barte Zellen in der Kultur hatten unter-
schiedliche Phasen, woraus zu schliefSen
ist, dass die Zellen nicht funktionell ge-
koppelt sind®. Auch ( )
zeigten, dass NIH3T3 Maus-Fibroblasten
selbsterregende und Zell-autonome circa-
diane Uhren enthalten wie die der SCN
Neuronen. Die circadiane Gen-Expression
der Fibroblasten setzte sich auch wahrend

5 ( ) haben ein Modell
entwickelt, in dem die Dampfung als Desyn-
chronisation der einzelnen Oszillatoren erklart
wird. Es basiert auf stabilen Grenzzyklen (Steif-
heit der individuellen Frequenzen), Schwan-
kungen der Perioden und der interzelluldre
Kopplungsstarke. Letztere ist zu schwach, um
die Zellen zu synchronisieren
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der Zellteilung fort, und der Oszillator be-
stimmt die Zeiten der Cytokinese.

7.2 Astrocyten

Astrocyten (Astroglia) sind Stern-férmige
Gliazellen im Gehirn und im Riickenmark
(siehe Abbildung 7.8). Im Gehirn gibt es
davon zehn mal mehr als Nervenzellen.
Sie sind miteinander elektrisch verbun-
den, geben dem Gehirn Struktur, unter-
stiitzen den Stoffwechsel und die Aktivi-
tat der Nervenzellen, regulieren die Ionen-
konzentration des extrazelluliren Raum-
es®, bilden Plasmamembran-Transporter
fiir Neurotransmitter wie Glutamat, ATP
und GABA und konnen diese in Vesi-
keln abgeben. Astrocyten reparieren und
vernarben das Gehirn nach traumati-
schen Verletzungen und phagozytieren
abgestorbene Neuronen. Es gibt verschie-
dene Typen von Astrocyten, zum Bei-
spiel protoplasmatische und Nervenfaser-
begleitende. Ihre Stern-formigen Fortsatze
umhdiillen die Synapsen der Nervenzellen.

Astrocyten erndhren Neuronen, indem
sie Glukose von den Kapillaren aufneh-
men, es zu Laktat abbauen und in die ex-
trazelluldare Umgebung abgeben. Von dort
wird es durch die Neuronen aufgenom-
men und in ihren Mitochondrien in Ener-
gie umgewandelt. Astrocyten speichern
kleinere Mengen Glykogen. Sie dienen als
Reserve fiir den Fall, dass der Stoffwechsel
der lokalen Neuronen besonders hoch ist.
Astrocyten produzieren viele Proteine, die
fiir das Uberleben, die Wanderung, Diffe-
renzierung und Funktion der benachbar-
ten Neurone wichtig sind. Diese Rolle ist

6aktive Nervenzellen geben Kaliumionen ab, die
von den Astrocyten aufgenommen werden.
Sonst wiirden sie die Nervenzellen depolarisie-
ren (Epilepsie!)
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Abbildung 7.8: Astrocyten in Nihe einer
Blutkapillare des Gehirns, mit sternformigen
Ausliufern, osmiert. Bild eines Priparates von
Dr. Klaus Reutter

besonders offensichtlich wiahrend der Ent-
wicklung, bleibt aber im normalen adul-
ten Gehirn erhalten und wird bei Verlet-
zungen wieder verstdrkt. Die beteiligten
Molekiile sind unter anderem Cytokine,
Chemokine und trophische Faktoren. Sie
konnen als trophische oder toxische Sub-
stanzen wirken und werden je nach dem
Entwicklungszustand und der Reife des
Gehirns unterschiedlich durch die Signa-
le freigesetzt, die auf die Astrocyten ein-
wirken. Aufierdem unterscheiden sich die
von den Astrocyten abgegebenen Molekii-
le je nach dem Ort, sodass sie spezifisch
mit den benachbarten Neuronen interagie-
ren konnen ( ( ).

Astrocyten konnen demnach mit den
Neuronen kommunizieren. Nimmt zum
Beispiel die Ca-Konzentration in den As-
trocyten zu, geben sie Glutamat ab. Da-
durch sinkt bei den meisten Neuronen
die Signalaktivitit. Auch die Neuronen
konnen tiber Glutamat mit den Astrocy-
ten kommunizieren. Durch das Glutamat
produzieren Astrocyten trophische Fakto-
ren und geben diese ab. Dadurch kon-
nen Neuronen leichter Informationen fiir



das Gedéachtnis verarbeiten. Bei Alzhei-
mer Erkrankung konnte das eine Rolle
spielen. Auch andere Gehirnerkrankun-
gen konnten mit der Glutamat-Abgabe
durch Astrocyten zu tun haben. So wird
vermutet, dass durch den HIV-Virus oder
durch Sauerstoffmangel bei Hirnschlag zu
viel Glutamat abgegeben wird und die
Neuronen deshalb absterben. Kénnte man
die Astrocyten durch Medikamente da-
zu bringen, das Glutamat aufzunehmen,
wiirden die Neuronen nicht absterben.
Auchim SCN gibt es Astrocyten, wie bei
Maéusen durch Immunreaktion mit einem
spezifischen Marker (glial fibrillary acidic
protein GFAP) gezeigt wurde. Der Nach-
weis ist wahrend der Tagphase am deut-
lichsten. Die Astrocyten exprimieren Cy-
tokine und reagieren auf sie. Sie tibermit-
teln Signale vom Immunsystem zum SCN
( ( )). In diesen Astrocyten wer-
den bei Maus- und Ratten-Kulturen Perl
und Per2 circadian exprimiert, wie Versu-
che von ( ) mit Per2:luc
knock-in Mausen” und Perl:luc transge-
nen Ratten zeigen. Die in Echtzeit ge-
messene Biolumineszenz der Genaktivi-
tat schwankt mit einer genetisch festge-
legten Periode. Der Rhythmus dampft

7Knock-in Mause sind genetisch verdndert, indem
eine Protein-kodierende cDNA-Sequenz an ei-
nem bestimmten Ort eines Chromosoms einge-
baut ist. Damit kann die Funktion der regula-
torischen Maschinerie (zum Beispiel von Pro-
motoren) herausbekommen werden, die zur Ex-
pression des nattirlichen Gens fiihrt: Man beob-
achtet dann den neuen Phanotyp des Organis-
mus.

Im Gegensatz dazu wird bei knock-out Méau-
sen (Abkiirzung KO) das Gen funktionslos ge-
macht. Mit dieser Methode kann ein Gen, das
sequenziert ist, aber dessen Funktion nicht oder
nur teilweise bekannt ist, besser verstanden
werden, indem man die Unterschiede zwischen
den knockout Organismen und den normalen
beobachtet.

7.2 Astrocyten

nach einigen Tagen aus, kann aber wieder
neu angestoflen werden, wenn das Me-
dium ausgetauscht wird. Medienwechsel
vor volligem Aus-ddmpfen verschiebt den
Rhythmus Phasen-abhangig. Der Rhyth-
mus ldsst sich durch tégliche Temperatur-
zyklen mit 1.5°C Unterschied synchroni-
sieren. Er verldauft wesentlich langer, wenn
die Zellen mit Explantaten des adulten
SCN kokultiviert werden. Corticale Ex-
plantate sind dagegen nicht in der Lage,
die Dampfung aufzuheben. Nach

( ) konnen offenbar ver-
schiedene Signale einschlieflich eines dif-
fundierbaren Faktors vom SCN die circa-
diane Schwingung in den Astrocyten vom
SCN aufrecht erhalten.

Unter den verschiedenen Arten der
Kommunikation zwischen Gliazellen und
Neuronen spielen synaptische Interaktio-
nen der Astrocyten eine besondere Rol-
le. Strukturelle und physiologische Unter-
suchungen zeigen periphere Astrocyten-
Fortsdtze in der Nahe des synaptischen
Spalts. Sie enthalten das Aktin-bindende
ERM-Protein Ezrin, wodurch sich die Fort-
sdtze rasch dndern konnen. Ihre Bedeu-
tung zeigt sich im SCN, wo sich die Ge-
stalt der Astrocyten je nach der Aktivitit

des Tieres dndert ( ( )
und damit die circadiane Zeit widerspie-
gelt.

Verschiedene Hirnareale des adulten
Nervensystems konnen ihre Struktur je
nach Erfahrungen d@ndern. Diese morpho-
logische Plastizitdt betrifft nicht nur Neu-
ronen, sondern auch Gliazellen (obwohl
diese ihren Ort wechseln konnen). Sie
ist unter bestimmten physiologischen Be-
dingungen wie Reproduktion, sensorische
Reizung und Lernen zu beobachten und
betrifft vor allem die distalen Fortsitze,
mit denen die Neuronen umgeben wer-
den. Die Anderungen geschehen in we-
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nigen Minuten. Die Geometrie und Dif-
fusionseigenschaften des extrazelluldren
Raumes und die Beziehung zu den be-
nachbarten neuronalen Elementen, beson-
ders den Synapsen, wird dadurch beein-
flusst. Da Astrocyten auf neuronale Akti-
vitat mit Ionenkanilen, Neurotransmitter-
rezeptoren und Transportern in ihren Fort-
sdtzen reagieren, werden Informationen
uber neuroaktive Substanzen vermittelt.
Damit werden diese Interaktionen zwi-
schen Astrocyten und Neuronen hochdy-
namisch. Sie modifizieren die extrazellula-
re Homoostase der Ionen, die Neurotrans-
mission, Glia-Transmission und letztend-
lich die neuronale Funktion auf der zellu-
laren und systemischen Ebene (
(2008)).

Auch Melatonin beeinflusst die interzel-
lulire Kommunikation zwischen Gliazel-
len ( ( )). Dabei unterschei-
det sich die Reaktion der Astrocyten auf
Melatonin in den verschiedenen Hirnre-
gionen, was auf einer unterschiedlichen
Reaktion der Melatoninrezeptoren zu be-
ruhen scheint.

Astroglia scheint auch bei Depressio-

nen eine Rolle zu spielen (
( )). Es gibt einen Zusammenhang zwi-
schen Diabetes und Depressionen. In bei-
den Fillen ist der Glukose-Stoffwechsel im
Gehirn gedndert. Im Gehirn haben aber
nur Astrogliazellen Insulinrezeptoren.

7.3 Augenuhren

Circadiane Uhren sind eine der faszinie-
rendsten Anpassungen der Lebewesen an
die Umwelt. Die Organismen koénnen da-
mit nicht nur den Tag-Nacht-Wechsel vor-
aussehen, sondern sie auch benutzen, um
die Tagesldnge zu messen und damit die
Jahreszeit zu bestimmen. Da die Perioden-

82

lange nicht genau 24 Stunden lang ist,
muss die Uhr jeden Tag durch Umweltsi-
gnale (Licht, Temperatur) in ihrem Gang
korrigiert werden. Die bei der Synchro-
nisation durch Licht beteiligten Photore-
zeptoren sind allerdings in vielen Fal-
len selbst unter circadianer Kontrolle (ihre
Transkription, Riickkopplung der Uhr auf
die Lichteingdnge, siehe ( ))-

Um die Jahreszeit zu bestimmen, wer-
den bei den Sdugern die photoperiodi-
schen Signale der Umwelt zum Pineal-
organ {iibertragen, wo sie als Melatonin-
Sekretion dekodiert werden. Arbeiten an
Mausmutanten lassen vermuten, dass da-
bei zwei verschiedene molekulare Oszil-
latoren jeweils den Lichtbeginn oder das
Lichtende registrieren und daraus die Ta-
geslange ermitteln und dem Organismus
mitteilen ( ( ))-

Bei Meeresschnecken wie Bulla gouldia-

na, die in wiarmeren Meeren auf sandi-
gem Boden lebt, gibt es circadiane Uhren
in besonderen Zellen der Augen, den ba-
salen Neuronen. Sie steuern das Feuern
der Nervenzellen ( ( ),
( )). Dadurch kommt es in den Augen-
nerven zu einem rhythmischen Aktions-
potential ( ( )). Die Augen (Ab-
bildung 7.9) lassen sich isolieren und fiir
langere Zeit in einem geeigneten Medium
halten. In Abbildung 7.10) ist die Frequenz
und Amplitude der elektrischen Impulse
aufgetragen. Nach ( ) zei-
gen auch isolierte basale Neuronen {iiber
mindestens zwei Tage hinweg circadiane
Rhythmen.

Der circadiane Rhythmus der Augen
wird durch Licht synchronisiert, aber auch
vom Gehirn. Serotonin dient dabei als
Neurotransmitter. Seine Interaktion mit

Licht ist komplex ( ( ).
Circadiane Uhren haben sich mog-
licherweise = zusammen mit Licht-
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CAP Amplitude (oben, blaue Kurve) und Fre-

quenz (unten, rote Kurve) isolierter Augen im Dunkeln. Nach ( )

Photorezeptorschicht

Abbildung 7.9: Auge von Bulla gouldiana.
Von rechts nach links: Linse, Photorezeptor-
Schicht, basale retinale Neuronen (BRN) an
der Basis des Auges dreidimensional darge-
stellt, optischer Nerv mit Nerven-Scheide teil-
weise aufgeschnitten. Nach

(1987)

perzipierenden Molekiilen entwickelt,
lange bevor sich Photorezeptorzellen
und Augen spezialisierten. Strukturelle
Homologien zwischen Molekiilen, die
Bestandteile des Uhr-Mechanismus sind,
und phylogenetisch alten Photopig-
menten lassen vermuten, dass moderne
Uhren-Proteine im Laufe der Evolution
aus primitiven Licht-empfindlichen Prote-
inen entstanden ( ( )).
Die Funktion von Opsinen ldsst sich zum
Beispiel leicht durch Austausch einzelner
Aminosduren so dndern, dass sie sich an
die Lichtsituation der Umwelt anpasst.
Ein circadianes Riickkopplungssystem
konnte sich aus primitiven Photopig-
menten entwickelt haben, die dann auf
ihre eigene Transkription einwirkten.
Solche Entwicklungen mogen mehrfach
stattgefunden haben mit verschiede-
nen Photopigmenten als Ausgang und
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die Ursache sein fiir die verschiedenen
Uhren-Mechanismen, die man unter den
Stimmen der Organismen findet.

Augen sind mindestens 40 mal unab-
hédngig voneinander im Laufe der Phyl-
logenie entstanden (

( )). Unter den Vertebraten besitzen be-
reits die Neunaugen (Petromycon marinus)
Augenuhren ( ( )). Neu-
naugen spalteten sich bereits vor 450 Mil-
lionen Jahren von anderen Vertebraten ab.

Auch in der Retina der Sdauger gibt es
circadiane Oszillatoren. Sie waren die ers-
ten auflerhalb des SCN entdeckten cir-
cadianen Oszillatoren bei Sdugern (

( )). Morphologische, neuro-
chemische, elektrophysiologische und op-
tische Untersuchungen deuten auf solche
Uhren hin ( ( )). Diese cir-
cadianen Uhren gibt es nicht nur in der
inneren Korner- und Ganglienschicht (

( )), sondern auch in der
Photorezeptorschicht ( ( )).
Sie oder wahrscheinlich eher ein Netz-
werk hierarchisch organisierter circadia-
ner Uhren in der Retina kontrollieren dort
viele der physiologischen, zelluldren und
molekularen Rhythmen (

(2006), (2005),
( )). Verschiede-
ne (zumindest zwei) Oszillatoren scheinen
in der Retina vorhanden zu sein. So wird
dort Melatonin und Dopamin in den Pho-
torezeptoren und der inneren Retina an-
tiphasisch reguliert (
( )). Melatonin wird sehr wahrschein-
lich in den Zapfen synthetisiert. Ahn-
lich wie im Pinealorgan ist die Synthe-
se in der Nacht stark und am Tage ge-
ring. Das retinale Melatonin scheint nur
lokal als Neurohormon und /oder als Neu-
romodulator zu wirken. Die Melatonin-
synthese erfolgt circadian und ist in vivo
und in vitro nachgewiesen worden. Der
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Rhythmus wird durch Licht synchroni-
siert und ist Temperatur-kompensiert (

( )). Wahrend bei
anderen Wirbeltieren neben den Augen
auch extraretinale Photorezeptoren betei-
ligt sind, um die Zellen des SCN auf den
Licht/Dunkel-Wechsel des Tages zu syn-
chronisieren, wird dazu bei den Sdugern
nur die Retina der Augen benutzt (Abbil-
dung 7.11). Warum andere Wirbeltiere ne-
ben der Retina auch Photorezeptoren tief
im Gehirn (Pinealorgan) benutzen, konnte
eine besondere Rolle bei der Synchronisa-
tion spielen. AufSerdem steuern sie direkte
Reaktionen auf Licht, die Pupillenreakti-
on und photoperiodische Ereignisse (

(2007)).

Die Stiabchen und Zapfchen sind be-
kanntlich fiir das Gestalt sehen verant-
wortlich. Aber eine Population retinaler
Ganglienzellen nimmt wahr, ob in der
Umwelt Licht oder Dunkelheit herrscht
(Helligkeitsdetektoren). Diese bipolaren
Zellen (Landolts Keulen) verwenden als
Lichtpigment Melanopsin®. Sie befinden
sich in der dufseren Nuklearschicht der Re-
tina und enden zwischen dem pigmen-
tierten Epithel und den inneren und &u-
eren Segmenten der Stdbchen und Zapf-
chen ( (1999), (1997),
Abbildung 7.12). Sie sind tiber die gesamte
Retina verteilt und projizieren tiber einen
besonderen Weg, den retinohypotalami-
schen Trakt (RHT)”, zum SCN (aber nicht
zu den Sehzentren des Gehirns, Referen-
zen in ( ), Abbildung

8wird das Melanopsin-Gene funktionslos ge-
macht, kann Licht nicht mehr die circadiane Uhr
synchronisieren und der Pupillenreflex fallt aus
( (2004))

9die Neurotransmitter PACAP und Glutamat
tibermitteln die Signale des Licht-Dunkel-
Wechsels tiber den RHT zum SCN (

(2006))
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Ciliarkérper

Regenbo
genhaut
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Abbildung 7.11: Auge eines Wirbeltieres (Longitudinalschnitt) mit Hornhaut, vorderer Au-
genkammer, Regenbogenhaut, Linse, Ciliarkorper, Glaskorper, Netzhaut, Aderhaut, Lederhaut,
Zentralgrube, blindem Fleck und Sehnerv. Augenachse (rot) und Sehlinie (blau) sind eingezeich-

net. Pigmentzellen. Vom Autor gezeichnet nach einer Abbildung in Morike and Mergenthaler
(1959)
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Nervenfasern Pigment-

Ganglienzellen epithelzellen
Stitzzellen

Kornerschicht
. innere aulere
innere Kornerschicht Grenzmembran
Grenzmembran

Stabchen
Zapfchen

Abbildung 7.12: Teil der Netzhaut mit innerer Grenzmembran, Ganglienzellen mit Nervenfa-
sern, innere Kornerschicht mit bipolaren und sonstigen Nervenzellen, Stiitzzellen, dufere Kor-
nerschicht mit Zellkernen der Stdbchen und Zipfchen, duflere Grenzmembran, Stibchen und
Zipfchen, Pigmentepithel und Pigmentzellen. Glaskorper und Linse wiirden links liegen, von
dort kommt also das Licht. Vom Autor gezeichnet nach einer Abbildung in Morike and Mer-
genthaler (1959)
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7.4 Pinealorgan und Melatonin
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Abbildung 7.13: Visuelle Wege von den Augen zum Gehirn beim Hamster. Links: Gehirn von
oben. Rechts: Querschnitt durchs Gehirn in der Gegend des Hypothalamus und SCN. Licht
wird tiber die Retina der Augen wahrgenommen und iiber den primiren optischen Trakt, das ak-
zessorische optische System (nicht gezeigt) und den retinohypothalamischen Trakt (RHT) zum
visuellen Cortex im Gehirn weitergeleitet. Der RHT endet im suprachiasmatischen Kern (SCN).
Dieser enthiilt zahlreiche ‘Schrittmacher’-Zellen fiir die circadiane Rhythmik. Nach

(1982)

7.13). Glutamat dient dabei als Neuro-
transmitter und synchronisiert die Schritt-
macher im SCN (siehe Abbildung 7.6). Sie
sind miteinander entweder als addierende
oder als mittelnde Prozessoren verbunden
( ( ))- Neben der Synchroni-
sation auf den Licht-Dunkel-Wechsel kon-
trollieren diese Ganglienzellen auch den
Pupillenreflex und modulieren neuroen-
dokrine Funktionen. Als Farbstoff wird
von ihnen Melanopsin verwendet (

(2007)).

Obwohl Sduger wihrend der Geburt
funktionell blind sind, weil sie auf die
Photorezeptoren der Stibchen und Zap-
fen noch nicht reagieren, konnen sie tiber
die retinalen Ganglionzellen Licht erken-
nen, weil diese dann bereits funktionell
mit dem SCN verbunden sind (

(2005)).

7.4 Pinealorgan und Melato-
nin

Der SCN der Sduger projiziert zum
Pinealorgan und synchronisiert dessen
Melatonin-Produktion und -sekretion mit
dem Licht/Dunkel-Wechsel des Tages
(niedrige Konzentration am Tage, hohe in
der Nacht). Die Reproduktion verschie-
dener Sdauger wird durch die Tagesldnge
kontrolliert ( ( ),

( )), und Melatonin dient da-
bei als Indikator der Liange der Dunkel-
periode. Neben dem reproduktiven Sys-
tem werden beim Djungarischen Hams-
ter auch Korpergewicht, Fellfarbe (

( ), ( )) und die
Korpertemperatur photoperiodisch gere-
gelt ( ( ))-

Somit tibermitteln das Pinealorgan und
sein Hormon Melatonin die photoperiodi-
schen Signale der Umwelt auf die neu-
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Lichtpul
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_ c—fos - h
cfos mMRNA c-Fos Effektor—
Gen
i > ‘ \ Gen
CREB-P & __, Phasenver
i junB schiebung
junB MRNA JunB

Gen AP-1
>
posacic-fosiizozos | ’

Abbildung 7.14: Oben: Lichtpulse werden iiber die Retina der Augen perzipiert und als Signal
ans SCN weitergeleitet. Dort verschiebt es die Phase der circadianen Oszillatoren und als Fol-
ge davon den lokomotorischen Aktivititsrhythmus (schwarze horizontale Balken fiir jeden Tag,
rote Markierung: Lage des Lichtpulses, der den Rhythmus nach vorn verschiebt). Darunter:
Signaliibertragungs-Kaskade zur Synchronisation von Hamstern durch Licht-Dunkel-Zyklen.
Ein dufSerer Reiz (ein Neurotransmitter oder ein Hormon) aktiviert ein second messenger Sys-
tem (cAMP, Ca*"). Dadurch werden cAMP response element binding Proteine (CREB) phos-
phoryliert. Das ist Voraussetzung dafiir, um immediate early genes (IEGs) wie c-fos und junB
zu aktivieren. Transkription (—mRNA) und Translation (—c-Fos, JunB) bilden Proteine der
Fos oder Jun Familie. Sie fiigen sich zu Heterodimeren zusammen und kombinieren mit der AP-
1 Region anderer Genabschnitte. Damit wird ihre Transkription gefordert oder gehemmt. Nach

(1995)
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roendokrine Achse. Diese Signale konnen
stimulierend oder hemmend sein (

( )). Melatonin wirkt aber auch
auf den SCN zuriick. Hier hemmt es die
neuronale Aktivitit und verschiebt die
Phase des circadianen Rhythmus (Abbil-
dung 7.15).

Obwohl bei Siaugern die Entfernung des
Pinealorgans im Dauerdunkel das circadiane
System wenig beeintréchtigt, haben neue Un-
tersuchungen gezeigt, dass dieses Organ doch
wichtig ist. So wird bei Ratten durch Pinealek-
tomie (PINX) die Rhythmus-ddampfende Wir-
kung von Dauerlicht verstarkt. Das konnte
daran liegen, dass diese Tiere das Licht so
wahrnehmen, als hitte es eine hohere Inten-
sitit (bei der die ddmpfende Wirkung bei
Kontrolltieren starker ist). Oder das Pineal-
organ ist liber seine Melatonin-Sekretion an
der Kopplung von Komponenten des circadia-
nen Systems beteiligt. Diese Kopplung kann
auf verschiedenen Ebenen stattfinden, (1) zwi-
schen afferenten Nerven des retinohypothala-
mischen Trakts und den Oszillator-Neuronen
des suprachiasmatischen Kerns (SCN), (2)
zwischen den SCN-Ozillatoren, (3) zwischen
dem SCN und seinen verschiedenen Ausgan-
gen und/oder (4) zwischen den verschiede-
nen circadianen Ausgangen.

( ) zeigen, dass PINX-Ratten bei vier
verschiedenen Lichtintensitidten immer lange-
re Perioden haben als die SHAM-operierten
Ratten. Aufierdem ist der Unterschied der
Periodenldngen bei den PINX-Ratten grofser.
Das spricht fiir Hypothese (1). Nicht nur der
Laufrad-Rhythmus wird im Dauerlicht bei
PINX-Tieren starker geddmpft, sondern auch
der Rhythmus der allgemeinen Aktivitat, der
Korpertemperatur und der Herzrate, und all
diese Rhythmen sind gleichermafien beein-
flusst. Das spricht fiir die Hypothese (2). Hy-
pothese (3) trifft nicht zu, da Entfernung der
Augen keinen Effekt auf die Bindung von 2-

7.4 Pinealorgan und Melatonin
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Abbildung 7.15: Ob ein Melatoninpuls den
circadianen Rhythmus beim Menschen ver-
friiht oder verspitet und wie stark diese Ver-
schiebung ist, hingt von dem Zeitpunkt (x-
Achse, in circadianer Zeit) ab, zu dem der Puls
gegeben wird. Der Rhythmus ist zwischen CT
12 bis 18 nur wenig beeinflufit, verzogert zwi-
schen CT 12 bis 18 und verfriiht zwischen CT
20 bis 03 Nach (1992)

Jod-Melatonin im SCN hat. *

Im Gegensatz zu den Saugern, bei de-
nen die Zellen des Pinealorgans keine
selbstandigen Oszillatoren sind, sondern
tiber den SCN getrieben werden, sind
die Pinealocyten der anderen Vertebra-
ten (Vogel, Reptilien, Amphibien, Fische)
mit circadianen Uhren und mit Photore-
zeptoren ausgestattet. Sie konnen somit
auch ohne Retina mit dem Licht/Dunkel-
Wechsel synchronisiert werden (

( )). Bei diesen Vertebraten ist das
Gehirn ziemlich Licht-durchldssig. Photo-
rezeptoren im Gehirn konnen somit die

10Ein Melatonin-Agonist verschiebt nach
( ) den circadianen Rhythmus von
Maéusen (und Goldhamstern) phasenabhéngig
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Lichtverhéltnisse der Umwelt wahrneh-
men.

Die  Pineale der  Nicht-Sduger-
Vertebraten und ihre Uhren, ihre Funktion
und Lichtempfindlichkeit sowie die Signa-
le der Ausgidnge sind von ( )
zusammengefasst. ( ) hat die
Beziehungen zwischen Pinealocyten und
retinalen Photorezeptoren zusammenge-
stellt und vorgeschlagen, wie das Pineal
und der Melatoninrhythmus sich entwi-
ckelten. Eine zentrale Rolle spielt dabei
die Arylalkylamin N-Acetyltransferase
(AANAT). Die Melatoninproduktion ist
immer in der Nacht erhoht. Alle Vertebra-
ten konnen dieses Signal benutzen, aber
in unterschiedlicher Weise. Melatonin hat
ndmlich nicht nur eine bestimmt biologi-
sche Wirkung: Melatonin fordert Schlaf
bei einigen Tieren, aber nicht bei allen,
es hemmt die Reproduktion und erhoht
das Korpergewicht, aber nicht bei allen, es
stimuliert die lokomotorische Aktivitit,
aber nicht bei allen. Melatonin ist also
ein Zeit-Anzeiger, der von verschiedenen
Tierarten unterschiedlich und zu ihrem
jeweils grofiten Vorteil benutzt wird.

Die circadiane Steuerung der Melato-
ninproduktion macht die Vertebraten un-
abhangig vom Licht/Dunkel-Wechsel der
Umwelt, was zum Beispiel bei Nagern
wichtig ist, die tagsiiber in ihrem unterir-
dischen Bau verbringen. Sie kénnen durch
diese innere Uhr voraussagen, wann der
Tag beginnt oder endet und ob es Tag
oder Nacht ist. Physiologische Ereignis-
se konnen so zur richtigen Zeit in Gang
gesetzt werden. Durch den LD-Wechsel
wird der Melatoninrhythmus synchroni-
siert, wodurch auch die jahreszeitliche An-
derung der Tagesldnge reflektiert wird.

Dem Melatoninrhythmus-
generierenden System aller Tiere ist
gemeinsam, dass zyklisches AMP in der
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Proteinkinase A zwei stark konservierte
Motive am N- und C-Ende beeinflusst
( ( )). Dadurch wird
AANAT stabilisiert und die Melatonin-
produktion erhoht. Licht destabilisert
AANAT und es wird abgebaut.

Daneben gibt es Klassen- und Art-

spezifische Unterschiede im Pineal
( (2003),

( ), ( )). Bei den Nicht-
Sdugern einschliefSlich  Fischen und

Vogeln sind Uhr, Photorezeptoren und
Melatoninsynthese in den Pinealocyten
lokalisiert ( ( ),

( ), ( )), wéahrend sich
bei den Sdugern die Uhr im SCN befindet
( (1982),

( ), ( ). Bei den Vogeln wirkt
Licht sowohl iiber Pinealocyten als auch
tiber die Retina und einem Homolog des
SCN ( (1991)).

Viele Eigenschaften haben Pinealocyten
und retinale Photorezeptoren gemeinsam.
Die Pineale der Fische und Amphibien
konnen Licht wahrnehmen; das gilt auch
tiir Pinealocyten-Kulturen der Vogel und
Fische. Wie das Pineal kann auch die Re-
tina Melatonin produzieren (

( )). Melatonin soll die Lichtadapta-
tion der Retina erleichtern. Es gibt fer-
ner anatomische Ahnlichkeiten zwischen
Pinealocyten und Photorezeptoren (
( )). Genetische Hinweise deuten in
die gleiche Richtung. Die Entwicklung der
Pinealocyten und der retinalen Photore-
zeptoren erfolgt in dhnlicher Weise. Bei-
de stammen urspriinglich von einer Licht-
empfindlichen Melatonin synthetisieren-
den Zelle ab (Abbildung 7.16). Sie haben
sich dann im Laufe der Evolution in zwei
verschiedene Zelltypen mit unterschiedli-
chen Funktionen entwickelt ( ( ),
( )). Bei Repti-
lien (Iguana) ist das Pineal fiir die cir-



Pinealozyte retinaler Photorezept
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Photorezeptor mit Melatonin—Rhythmus
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ursprunglicher Photorezeptor

Abbildung 7.16: Abstammung der Pinealocy-
ten und retinalen Photorezeptoren von einem
urspriinglichen Photorezeptor

cadiane Kontrolle der Korpertemperatur,
aber kaum fiir die lokomotorische Aktivi-
tat verantwortlich.

7.5 Fibroblasten

Fibroblasten bilden die Interzellularsub-
stanz des Bindegewebes. Sie werden da-
nach zu Fibrocyten (Spindelzellen, Bin-
degewebszellen). Sie lassen sich aus aus-
gestanzten Hautstiicken (2mm Durchmes-
ser) zlichten. Bei verschiedenen Geweben
von Mdusen wurde das luc-Gen mit ei-
nem circadianen Promoter mit Hilfe ei-
nes Reporter-Virus fusioniert (

(2005), (2004),

( )), sodaf das Licht als Zeiger der cir-
cadianen Uhr benutzt werden konnte. Es
wurden einzelne Fibroblasten fiir ein bis
zwei Wochen gemessen und ein robuster,
ungeddmpfter circadianer Rhythmus ge-
funden. Die einzelnen Zellen zeigen unter-
schiedliche Periodenldngen. Deshalb kom-
men die verschiedenen Zellen nach eini-
gen Tagen aufler Takt, auch wenn sie an-
fangs durch einen Medium-Wechsel mit-
einander synchronisiert waren. Die Zellen
sind also in der Kultur nicht miteinander

gekoppelt ( (2004)).

7.5 Fibroblasten

Die Synchronisation wird im Sduger
durch diffusible Signale des SCN bewirkt
( ( N Co-kultiviert man
Fibroblasten mit diesen Zellen, werden
sie tiber diffusible Signale synchronisiert,
aber mit einem Phasenwinkel von 12 Stun-
den in Bezug auf den Rhythmus des SCN.
Auch mit einem Serum-Schock lasst sich
die Genexpression von Uhr-Genen syn-
chronisieren, wobei das Maximum der
mRNA von Perl und Per2 dem der Cryl
und Cry2 um vier Stunden vorauseilt. Die
Stoffwechselaktivitat wird durch diese Be-
handlung nicht synchronisiert. Dazu sind
SCN-spezifische Ausgidnge notig, die nicht
direkte Produkte der Uhr-Gene sind (

(2001)).

In den Geweben schwankte die in-
traindividuelle Periodenldnge weniger als
die interindividuelle (zwischen 23 und 26
Stunden). ( ) untersuch-
te die Fibroblasten von 19 Spendern, de-
ren mittlere Periodenldnge 24.5 Stunden
(£45 Minuten Standardabweichung) be-
trug. Die Periode entsprach im Schnitt der-
jenigen, die durch physiologische Unter-
suchungen unter Zeitgeber-freien Bedin-
gungen erzielt wurde, die Schwankun-
gen waren aber grofer'”. Die Standard-
abweichungen der Perioden von Proben
verschiedener Personen betrug 48 Minu-
ten. Das heifst also, dass es signifikante
Unterschiede der Fibroblasten-Uhren so-
gar in kleinen Populationen gibt. Biopsi-
en von Uhr-Mutanten von Méausen erga-

HNur SCN2.2-Zellen zeigen einen circadianen
Rhythmus der 2-Deoxyglucose-Aufnahme und
der Per-Expression

12Verschiedene Messungen an der gleichen Pro-
be ergab Standardabweichungen von 18 Mi-
nuten, an Proben, die durch eine andere Vi-
rusinfektion erhalten wurden, 25 Minuten und
Durchschnittswerte verschiedener Biopsien von
der gleichen Person hatten eine Standardabwei-
chungen von 6 Minuten
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ben Perioden, die denen entsprachen, die
uber das Verhalten ermittelt waren oder
im Fall von arrhythmischen Mutanten kei-
ne Rhythmen zeigten. In den meisten Fal-
len waren aber die Perioden der Fibroblas-
ten variabler als die liber das Verhalten be-
stimmten.

( ) fand an Fibro-
blasten von endogen-depressiven Patien-
ten eine verkiirzte Periodenldnge. Auch
das SCN hat eine kurze Periode, wie Mes-
sungen SCN-gesteuerter Vorgidnge zeig-
ten. Antidepressiva wie SSRI (selective se-
rotonin reuptake inhibitor), Sertralin, Fluoxe-
tin, Fluroxamin, Citalopram und Paraxetin
verkiirzten die Periode. Sertralin verrin-
gerte die Amplitude und erniedrigte die
Dampfungsrate der Fibroblasten Dosis-
abhingig.

Weitere Literatur: ( ),

(2004), (2001).

7.6 Intrakardiale Uhr, Cardio-
myocyten, Monocyten

Herz und Kreislauf werden im Laufe des
Tages einer Fiille von dufleren Reizen aus-
gesetzt, die alle die myokardiale Kontrak-
tion beeinflussen ( ( ).
Am starksten wirken der Schlaf-Wach-
Zyklus und der F/NF(food/non-food)-
Zyklus. Wachperioden sind mit erhoh-
ter physischer Aktivitdt, hoherer Herzra-
te und Herzleistung und bei reichlichem
Nahrungsangebot mit erhohter Nahrungs-
aufnahme verbunden. Fehlt das Nah-
rungsangebot, kann die Schlafphase um
mehrere Tage oder gar Wochen verlangert
werden. Dann werden auch fiir das Herz
verschiedene Strategien eingeschlagen.
Der myokardiale Stoffwechsel schwankt
tagesperiodisch. Es handelt sich dabei um
ein komplexes Zusammenspiel extrazellu-
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larer (neurohumoraler) und intrazellularer
Faktoren (circadiane Uhr). Eine intramyo-
kardiale circadiane Uhr steuert den Stoff-
wechsel sowohl direkt (z.B. Triglycerid-
und Glykogen-Stoffwechsel) als auch indi-
rekt (Modulation der Reaktion des Myo-
kardiums auf Belastung, Insulin, Fettsdu-
ren). Auf diese Weise konnen Umweltrei-
ze (Belastungsanderungen, Erndhrungs-
zustand) frithzeitig erkannt werden. Die-
se Synchronisation zwischen dem Myo-
kardium und der Umwelt wird durch re-
gelméfiige Nahrungsaufnahme gefordert.
Wenn das Herz seinen Stoffwechsel nicht
addquat anpasst, kann es zur Dysfunkti-
on der Kontraktionen kommen. So konnen
durch Bluthochdruck, Diabetes, Schicht-
arbeit, Apnoe und Fettleibigkeit bedingte
Krankheiten auch durch Stérungen im cir-
cadianen System entstehen (siehe

( ), ( ) und Ka-
pitel 8). Es gibt Schwankungen im oxida-
tiven und nicht-oxidativen Glukose- und
Fettsdure-Stoffwechsel im Herzen der Rat-
te. Dadurch wird der erhohte Energiebe-
darf wahrend der Wachphase vom Herzen
vorausgesehen und es kann darauf ent-
sprechend reagieren.

Circadiane Uhren wurden sowohl in
vaskulédren glatten Muskelzellen des Her-
zens als auch in Cardiomyocyten nach-
gewiesen. Cardiomyocyten adulter Rat-
ten, die ohne Serum kultiviert wurden,
zeigen stark geddmpfte circadiane Os-
zillationen im bmall und dbp (

( )). Glukose, die circa-
diane Uhr-Gene in Fibroblasten reakti-
viert, wirkt mit und ohne Serum nicht
auf Cardiomyocyten. Eine zweistiindige
Behandlung mit dem Neurotransmitter
Norephinephrine (10 uM) kann hinge-
gen die rhythmische Expression der cir-
cadianen Uhr Serum-unabhingig induzie-
ren. Circadiane Oszillationen findet man
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auch bei den Stoffwechsel-Genen Pyruvat-
Dehydrogenase Kinase 4 (pdk4) und dem
entkoppelnden Protein 3 (ucp3). Die cir-
cadiane Uhr lduft also auch in Myo-
cyten des Herzens unter standardisier-
ten Zellkultur-Bedingungen und kann den
myocardialen Stoffwechsel steuern.

Nach ( ) é&n-
dert sich altersbedingt im Sinusknoten
des Herzens das Verhiltnis zwischen Fi-
broblasten und Cardiomyocyten. Mogli-
cherweise beruhen darauf Sinusknoten-
Erkrankungen. Die nicht-erregbaren Fi-
broblasten beeinflussen die Erregbarkeit
der Schrittmacherzellen auf zwei Arten:
Durch Kopplung depolarisieren sie die
Cardiomyocyten und durch rein physi-
sche Trennung wird Bradycardie erzeugt,
indem die elektrische Erregung verringert
wird.

Circadiane Schwankungen im cardio-
vaskuldren System der Ratte wurden von

( ) nachgewiesen, in-
dem sie die Aktivitit der gentechnisch
eingefiigten Luciferase durch den mPerl-
Gen-Promoter in Herzgewebe-Kulturen
und einer grofSen Zahl von Venen in vitro
beobachteten. Das Gewebe zeigte 3 bis 12
circadiane Zyklen der Genexpression, be-
vor der Rhythmus aus dampfte. Wahrend
die Maxima der Biolumineszenz im Her-
zen und allen Arterien in der spaten Nacht
auftraten, variierten die Phasen der Rhyth-
men in den Venen je nach der anatomi-
schen Lage.

Monocyten (siehe Abbildung 7.17) sind
Zellen des Immunsystems und Vorldu-
fer der Makrophagen sowie eines Teils
dendritischer Zellen. Sie zerstdren kor-
perfremde Strukturen durch Phagozytose
und aktivieren die Immunabwehr. Nach
ein bis drei Tagen wandern sie aus dem
Blut in die Gewebe ein und leben dort
als Makrophagen fiir mehrere Wochen bis

10 um

Abbildung 7.17: Eine Monozyte unter zahl-
reichen Erythrocyten: Zelle des Immun-
systems und Vorliufer der Makrophagen.
Freundlicherweise von Dr. Klaus Reutter
zur Verfiigung gestellt.

Monate weiter. Sie gehdren mit einem
Durchmesser von 5-20 um zu den grofiten
der weiflen Blutkorperchen (Leukocyten),
besitzen einen grofien Kern und wenig Zy-
toplasma.

( ) infizierten 50 000 Mo-
nocyten aus dem peripheren Blut zwei-
er Versuchspersonen &dhnlich wie Fibro-
blasten viral mit Luciferase und bestimm-
ten den Rhythmus durch Bildanalyse. Ab-
bildung 7.18 zeigt eine Messung.

( ) untersuchten ebenfalls im periphe-
ren Blut mononukleire Zellen wihrend ei-
nes typischen Schlaf-Wach-Zyklus im LD
und wihrend einer konstanten Routine.
Von sechs Minnern und Frauen wurde
wihrend einer fiinftagigen Isolation oh-
ne Zeitgeber die Korpertemperatur und
das Plasmamelatonin als Zeiger des zen-
tralen circadianen Schrittmachers gemes-
sen. Die Expression der Uhr-Gene PER1,
PER2 und BMAL1 wurde tber 72 h hin-
weg bestimmt. PER1 und PER2 Expres-
sion schwankte circadian mit Maxima in
der frithen Wachzeit und verlief unter
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Abbildung 7.18: Circadianer Rhythmus von Monocyten (mit kiinstlicher Biolumineszenz) bei

zwei Personen

Licht-Dunkel- und Konstantbedingungen
gleich. Die BMAL1 Expression variierte
starker mit einem Maximum in der Mitte
der Wachzeit.

7.7 Nierenzellen

Einen separaten circadianen Oszillator in
der Niere soll es nach

( ) geben. Diese Autoren untersuchten,
wie die Unterschiede in Tag- und Nacht-
aktiven Tieren zustande kommen und
welche Mechanismen den Phasen und
Amplituden circadianer Rhythmen zu-
grunde liegen. Sie verglichen die periphe-
ren Rhythmen diurnaler und nocturnaler
Sauger, und zwar Aktivitdts-unabhéangige
und Aktivitits-abhdngige. Die Maxima
(Akrophasen) der ersten Gruppe traten
bei allen Sdugern zur etwa gleichen Zeit
auf und dienen als interne Zeitgeber. Die
Regulation der Aktivitdts-bezogenen cir-
cadianen Rhythmen des Verhaltens, des
Blutdrucks und der Nierenausscheidung
folgen hingegen einem anderen Mecha-
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nismus. Es wird vorgeschlagen, dass ein
passiver hypothalamischer Oszillator die
Phasenlage circadianer Verhaltensrhyth-
men koordiniert und fiir die hohe Am-
plitude dieser Rhythmen verantwortlich
ist. Ein separates rostrales hypothala-
misches Netzwerk ist an der Regulati-
on der niedrig-amplitudigen circadianen
Blutdruck-Rhythmen beteiligt. Schliefslich
erzeugt ein circadianer Oszillator in der
Niere den circadianen Rhythmus der
Elektrolyt-Exkretion. Die Autoren schlu-
gen ein Modell vor, nach dem die Aktivi-
tat durch die Phasenbeziehung zwischen
dem circadianen und dem passiven hy-
pothalamischen Oszillator bestimmt wird.
Spezifische Hirnstrukturen oder periphe-
re circadiane Oszillatoren integrieren cir-
cadiane und andere Signale fiir die ver-
schiedenen Aktivitits-bezogenen circadia-
nen Rhythmen. Die gleichen hypothalami-
schen Gebiete modulieren aufierdem se-
lektiv circadiane Rhythmen als Reaktion
auf homeostatische Reize oder Stress, oh-
ne den circadianen Oszillator zu beteili-



Abbildung 7.19: Oben Fettzellen (osmiert)
in Nihe eines BlutgefiifSes. Unten links wei-
fSe, unten rechts braune Fettzelle. Erstere hat
nur eine grofie, letztere mehrere kleine Lipid-
vakuolen und zahlreiche Mitochondrien. Obe-

re Abbildung von Dr. Klaus Reutter zur Verfii-
gung gestellt. Untere Bilder nach einer Zeich-
nung von Dr. John Horwitz, U.C. Davis auf
http://sportsci.org/encyc/adipose/adipose.html

gen.
Renale Rhythmen wurden auch von
( ) untersucht.

7.8 Fettzellen

Fettgewebe ist ein lockeres Bindegewe-
be'?, das aus Fettzellen (und anderen Zel-
len) besteht (siehe oberen Teil von Abbil-
dung 7.19). Es entsteht aus Lipoblasten. In

3seine Bildung wird durch das Adipose-Gen be-
wirkt

7.8 Fettzellen

ihm wird Energie in Form von Fett ge-
speichert. Aufierdem puffert und isoliert
es den Korper. 20% des Korpergewichts
beim Mann und 25% bei der Frau beste-
hen aus Fett. Es gibt zwei Typen von Fett-
gewebe, weifles und braunes (siehe un-
teren Teil von Abbildung 7.19). Letzteres
kommt bei Babys vor (Babyspeck) und bei
Winterschldfern zur Warmeerzeugung. Im
weifsen Fettgewebe wird bei Bedarf Fett
zu Fettsduren umgewandelt, indem Insu-
lin von den Langerhans’schen Inseln an
Insulin-Rezeptoren des Fettgewebes ando-
cken und {iiber eine Phosphorylierungs-
Kaskade die Lipase aktiviert. Die Fett-
sduren gelangen ins Blut, wo sie zu-
ndchst an Albumin und Glycerin gebun-
den sind und dann als freie Fettsdauren
Brennstoff fiir Muskeln (zum Beispiel im
Herzmuskelgewebe) abgeben (siehe Ab-
bildung 7.20). Fettgewebe ist aber auch ein
wichtiges endokrines Organ und produ-
ziert Adipocytokine'*. Es sind Signalpro-
teine (Cytokine!®) zwischen Zellen (Hor-
mone) wie Leptin, Resistin, Adipsin, Visfa-
tin und TNF« (siehe Abbildung 7.21). Wei-
3es Fettgewebe besitzt Rezeptoren fiir In-
sulin, Wachstumshormon, Norepinephrin

14 Griechisch adipo-, Fett; cyto-, Zelle und -kinos,
Bewegung

5zuckerhaltige Proteine, die Wachstum und Diffe-
renzierung von Korperzellen regulieren. Diese
Gruppe von Peptiden startet oder reguliert die
Proliferation und Differenzierung von Zielzel-
len. Einige Cytokine werden dementsprechend
als Wachstumsfaktoren bezeichnet, andere spie-
len eine wichtige Rolle fiir immunologische Re-
aktionen und konnen dann als Mediatoren be-
zeichnet werden. Man unterscheidet im wesent-
lichen fiinf Hauptgruppen von Cytokinen: Inter-
ferone, Interleukine, koloniestimulierende Fak-
toren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine.
In der Zellbiologie nimmt die Bedeutung der
Cytokine standig zu. Mehrere Cytokine werden
heute bereits kommerziell als rekombinante Pro-
teine produziert.

1
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B-Zelle Fettzelle Kapillare

Hormon-—
empfindliche

Insulin
Rezepto

Triglyceride

Insulin in Tropfen

Abbau durch
Lipoprotein—

. x Lipase zu -
freie Fettsauren freien ES Muskel

(in Kapillare) _freie Fettsauren_ Brennstoff

Abbildung 7.20: Fettzellen aus dem Fettgewebe geben beim Andocken von Insulin an Rezepto-
ren Triglyceride ab, die durch Lipase zu Fettsiuren abgebaut und im Blut zu den Bedarfsstellen
transportiert werden. Niheres im Text

Cytokine: _ )
Leptin (hemmt Hungergefuhl; Menstruation!)

Fettzelle Adiponectin (hemmt Hungergefiihl, +Insulin)
Resistin (hoch bei Ubergewicht, an T2DM beteiligt?)
Visfatin (Darm; wie Insulin, wirkt aber konstant)

Ostrogen

Gewebe-
Faktoren

andere

Abbildung 7.21: Fettgewebe als wichtiges endokrines Organ: Fettzellen produzieren Adipocy-
tokine, die als Signale zwischen Zellen wirken. Nitheres im Text
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und Glukokortikoide.

Leptin (griech.: leptos = diinn) wur-
de 1994 durch Friedman entdeckt. Es
ist ein Peptidhormon und wird durch
das ,obese”-Gen im Fettgewebe expri-
miert. Mduse, denen das Leptin-Gen ob
fehlt, waren extrem fett. Die Fettleibig-
keit der Mduse konnte durch Leptinga-
be riickgdngig gemacht werden. Ein Lep-
tinrezeptor wurde 1995 gefunden und ge-
hort zu der Cytokinrezeptor-Familie. Lep-
tinrezeptoren (OB-R) gibt es im Gehirn,
vor allem in afferenten Sattigungszentren
des Hypothalamus, und in peripheren Or-
ganen (Fettgewebe, Skelettmusklen, beta-
Zellen des Pankreas, Leber). Es spielt bei
der Energieregulation eine Rolle. Beim
Menschen weist es ein ausgesprochen cir-
cadianes Sekretions-Muster auf mit Maxi-
ma um Mitternacht. Es interagiert mit In-
sulin und Cholecystokinin. Neben seiner
physiologischen Wirkung kann es auch
pathologische Folgen haben wie zum Bei-
spiel auf Ubergewicht beruhende Arte-
riosklerose, oxidativer Stress und Krebs
( (2008)).

Leptin wird proportional zum Fettge-
halt des Korpers von Fettzellen im Fettge-
webe ins Blut abgegeben. Es gelangt tiber
die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn, wo es
in Appetit-Kontrollzentren des Gehirns!®
den Appetit reduziert, indem es auf be-
stimmte Neuronen wirkt. Aufierdem sti-
muliert es das sympathische Nervensys-
tem, erhoht den Blutdruck, die Herzfre-
quenz und die Warmeproduktion (durch
Entkopplung der Zellatmung von der
ATP-Synthese), senkt die Korpertempera-
tur und erhoht den Sauerstoffverbrauch.
Dadurch wird mehr Energie abgegeben
und senkt letztlich den Fettgehalt des Kor-

16 Arcuater, ventromedialer und dorsomedialer
Kern im Hypothalamus

7.8 Fettzellen

pers. Somit dient Leptin als ein Adipo-
stat ( ( )). Wenn die Fettdepots
des Korpers abnehmen, zirkuliert weniger
Leptin im Korper und der Appetit nimmt
zu. Leptin ist also ein Hormon, das vom
Fettgewebe negativ auf das Gehirn riick-
koppelt.

Leptin ist wichtig bei der Kontrolle von
Ubergewicht. Fettleibigkeit bei Mensch
und Tieren beruht nicht auf zu hohem Kor-
pergewicht, sondern auf zu viel Fett, be-
sonders im Fettgewebe. Fettgewebe kann
enorm hypertrophieren (Fettsucht), aber
auch stark atrophieren (Lipodystrophie).
Das liegt an den Fettzellen, die grofie Men-
gen von Triglyceriden speichern kénnen,
aber auch bei Lipidmangel zu winzigen
Zellen schrumpfen. Allerdings wirkt Lep-
tin bei starkem Ubergewicht in 70% der
Falle nicht, weil der Blut-Hirn-Schranken-
Transporter nicht mehr funktioniert. Er
ist darauf eingestellt, schon bei niedri-
gen Leptin-Werten im Blutserum zu ar-
beiten und dem Gehirn mitzuteilen, dass
geniigend Fettreserven vorhanden sind,
um Energie nicht nur zur Nahrungssuche,
sondern auch fiir andere Funktionen wie
Fortpflanzung, Immunsystem usw auszu-
geben!”. Bei Hunger und damit niedrige-
ren Leptin-Werten fehlt dann die negative
Riickkopplung. Gleichzeitig werden vom
Fettgewebe Triglyceride abgegeben. Sie
hemmen den Transport von Leptin durch
die Blut-Hirn-Schranke, im Gehirn wird
Hungergefiihl wach und gleichzeitig wird
die Peripherie Leptin-resistent. Triglyce-
ride sind demnach sowohl bei Hunger
als auch bei Ubergewicht erhoht (

7auch bei Salz ist der menschliche Korper nicht
auf die hohen Werte eingestellt, die heutzutage
leicht erreicht werden. Der frithe Mensch hatte
nur wenig Salz zur Verfiigung und der Korper
versucht deshalb, moglichst viel davon in der
Niere zurtickzugewinnen
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( )). Bei 30% der Ubergewichtigen zir-
kuliert nur wenig Leptin im Blut, und eine
Behandlung mit Leptin wére sinnvoll. Das
gilt auch fiir Menschen mit einem defek-
ten Leptin-Gen, die stindig hungrig sind.

Leptin wird nicht nur im Fettgewebe,
sondern auch im Magen, in der Leber, im
Ovar und in der Plazenta synthetisiert.
Teure physiologische Funktionen wie die
Fortpflanzung werden nur moglich, wenn
geniigend Leptin vorhanden ist'® (

(2000)).

Wie bereits erwdhnt, spielt das Hor-
mon Leptin und seine untergeordneten Si-
gnale eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation des Energiegleichgewichts. Leptin
unterdriickt die Nahrungsaufnahme und
fordert Energie-intensive neuroendokrine
Prozesse wie die Fortpflanzung. Das Ste-
roidhormon Ostrogen steht dabei an zen-
traler Stelle und tragt wie Leptin ebenfalls
zur Regulation des Energiegleichgewichts
bei. Ostrogenmangel verstirkt die Nah-
rungsaufnahme und erhoht das Korper-
gewicht, erleichtert also die Wirkung des
Leptins. Zum Zusammenspiel von Ostro-
gen, Leptin und Energie-Homoostase sie-
he ( ). Korperge-
wicht, Energiehaushalt und die hormonel-
len Steuerungen spielen bei der Fortpflan-
zung eine Rolle ( ( ),

(2007)

( )/
( ). ( ) stellt dar, wie

die reproduktive Achse auf den Energie-
und Stoffwechselzustand des Korpers rea-
giert und welche Hirnareale dabei be-
teiligt sind. Leptin und Insulin wirken
tiber den klassischen Stoffwechsel-Weg
im arcuaten Kern, tiber NPY/AgRP- und
POMC/CART-Neuronen, und tiiber das
kiirzlich entdeckte Kisspeptin-Netzwerk.

18durch Leptin wird die Menstruation initiiert
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Andere hypothalamische Kerne spielen in
diesem Puzzle von Stoffwechselzustand
und reproduktiver Funktion eine Rolle.

In dem Zusammenhang ist auch in-
teressant, dass in den letzten 30 Jahren
die Pubertdt von Madchen immer friither
einsetzt. Das im gleichen Zeitraum zu-
nehmende Korpergewicht dieser Kinder
scheint ein Hauptfaktor zu sein. Die Daten
sprechen dafiir, dass die Gewichtszunah-
me Ursache fiir die frithere Geschlechtsrei-
fe ist und nicht umgekehrt. Leptin scheint
dabei eine entscheidende Rolle zu spielen.
Maduse und Menschen mit Leptin-Mangel
treten nicht in die Pubertit ein, wenn
kein Leptin verabreicht wird. Bereits sehr
geringe Leptin-Mengen stimulieren die
Gonadotropin-Sekretion sowohl auf der
Ebene des Hypothalamus als auch auf der
der Hypophyse. Leptin ist dabei die Vor-
aussetzung und nicht das kritische Stoff-
wechselsignal, um die Pubertit einzulei-
ten. Auf diese Weise wird sicher gestellt,
dass Schwangerschaft und Milchproduk-
tion erst eintritt, wenn gentigend Fettspei-
cher vorhanden ist, um Mutter und das
wachsende Kind zu erndhren (

( ), ( )). Wihrend
der Schwangerschaft sorgen dann hormo-
nelle Anpassungen im Hypothalamus der
Mutter dafiir, dass trotz steigendem Lep-
tinspiegel Nahrung aufgenommen wird,
die als Fett gespeichert wird und den ho-
hen Stoffwechsel wihrend der spiteren
Schwangerschaft und der Milchprodukti-
on decken kann ( ( )).
Gegenspieler des Leptins ist Ghrelin, das
die Gonadotropin-Sekretion hemmt, ver-
hindert, dass die Pubertét beginnt und di-
rekt hemmend auf die Gonaden einwirkt
( ( )). Auch die Sekreti-
on des luteinisierenden Hormons wird ge-
hemmt ( ( ).

Leptin ist notig fiir den Ovarzyklus und



greift auf der Ebene des Hypothalamus,
der Hypophyse und der Gonaden ein. Es
ist in der Muttermilch vorhanden und fiir
die neuroendokrine Kontrolle der Sekre-
tion des Wachstumshormons notig. Lep-
tin teilt dem Hypothalamus und anderen
neuroendokrinen Arealen mit, wie der Zu-
stand des Fettdepots ist, sodass sich das
neuroendokrine System auf die Situation
der Energie-Homdostase einstellen kann
( (1999)).

Obestatin ist ein Peptid, das im Gegen-

satz zu Ghrelin den Appetit hemmt

( ). Es hat einen circadianen
Rhythmus und seine Konzentration ist bei
Anorexie erhoht.

Adiponektin ist ein Peptidhormon, das
in den Fettzellen beim Menschen und bei
Tieren gebildet wird. Es reguliert zusam-
men mit Leptin, Insulin und anderen Hor-
monen das Hungergefiihl und die Nah-
rungsaufnahme. Es verstarkt die Wirkung
des Insulins an den Fettzellen. Enthalten
die Fettzellen viel Fett, wird wenig Adipo-
nektin produziert; bei wenig Fett wird die
Produktion gesteigert. Ubergewichtige ha-
ben einen niedrigen Adiponektin-Spiegel.
Dadurch wirkt Insulin weniger. Zusam-
men mit genetischen Faktoren erhoht ein
niedriger Adiponektin-Spiegel die Gefahr,
Diabetes zu bekommen, wodurch die Ge-
fafle geschadigt werden. Ein hoher Adipo-
nektinspiegel schiitzt vor Diabetes. Adi-
ponektin beschleunigt den Abbau von
Fett, wie Tierversuche zeigen.

Resistin ist ein Cystein-reiches Protein,
das bei Mausen und Ratten'? vom Fettge-
webe abgegeben wird. Es konnte an der
Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2
(T2DM) beteiligt sein. Der Resistin-Gehalt
im Blutserum ist bei Ubergewicht der

19pei Primaten, Schweinen und Hunden von Im-
munzellen und Epithelzellen

7.8 Fettzellen

Maus erhoht ( ( )). Es konnte
eine Verbindung zwischen Stoffwechselsi-
gnalen, Entztindungen und Arteriosklero-
se darstellen.

Visfatin ist ein weiteres Adipocytokin,
das von Darm-Fettzellen abgegeben wird.
Es erniedrigt wie Insulin den Zuckerge-
halt im Blut, indem es die Glukoseaufnah-
me durch Muskeln und Fettzellen stimu-
liert. Im Gegensatz zu Insulin ist aber seine
Konzentration niedriger und unabhéngig
von der Nahrungsaufnahme konstant. Es
wirkt auf Insulinrezeptoren, kompetitiert
aber nicht mit Insulin.

Fettzellen sind also nicht nur Fettspei-
cher, sondern dynamische Zellen, die fiir
die Energie-Homoostase zustdndig sind,
aber auch fiir andere Aufgaben (wie die
Cytokine). Durch die circadiane Uhr kann
das Fettgewebe und weitere Gewebe die
Anderungen im Glukose-, Fettsdure- und
Triglyceridspiegel und auch die Anderun-
gen von Hormonkonzentrationen (Insulin,
Adrenalin) im Korper voraussehen und
ihn fiir die erwarteten Reize in Bereitschaft
versetzen, sodafs er schnell darauf ragieren
kann.

Da bei Sdugern in fast allen Gewe-
ben autonome circadiane Uhren vorhan-
den sind, wurde auch im Fettgewebe da-
nach gesucht ( ( ). 24
Stunden-Rhythmen wurden in 20% des
Fettgewebe-Transkriptoms gefunden. Da
sich aber dieses Gewebe aus verschie-
denen Zelltypen zusammensetzt, wurden
Kulturen von 3T3-L1 Adipocyten unter-
sucht. Vor den Messungen wurden sie mit
einem Serum-Puls behandelt, um die ver-
muteten circadianen Uhren zu synchroni-
sieren. Es wurden Uhr-Gene gefunden, de-
ren Expression circadian verlduft. Unter-
suchungen sollen nun priifen, ob Synthe-
se und Sekretion von anderen Adipokinen
unter circadianer Kontrolle stehen.
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Abbildung 7.22: Leberzellen in einem Le-
berlappchen des Menschen. Helle Kanile
sind arterielle Blutkapillaren. Abbildung
eines Praparates von Dr. Klaus Reutter

7.9 Leberzellen

Leberzellen (siehe Abbildung ) sind dar-
auf spezialisiert, toxische Substanzen aus
dem Blut zu entfernen und Néhrstoffe und
andere Substanzen, die zurzeit vom Kor-
per nicht benotigt werden wie Kohlenhy-
drate als Glykogen zu speichern. Leberzel-
len spielen auch beim Fett- und Protein-
stoffwechsel eine Rolle.

Zahlreiche Proteine’® in der losli-
chen Fraktion der Leber werden rhyth-
misch exprimiert, wie differentielle
Gel-Elektrophorese zeigte (Akhtar et al.
(2002), Reddy et al. (2006)). Mikro-Array-
Analysen ergaben aber nur 5 bis 10%
rhythmische Expression aller Gene. Das
deutet darauf hin, dass es neben der
Transkription post-transkriptionale und
post-translationale ~ Mechanismen  der
Genexpression gibt, die fiir den circa-
dianen Rhythmus verantwortlich sind.
So sind nicht bei allen Proteinrhythmen

0

20Von 642 Proteinflecken zeigten 60 einen hoch-
signifikante und 135 einen signifikanten Rhyth-
mus
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entsprechende mRNA-Rhythmen zu be-
obachten (Albrecht (2006)). Mehr als 50%
der gefundenen Proteine waren bereits
bekannt, unter ihnen einige Isoformen.
80% der Proteine wurden am Tage produ-
ziert (also in der Ruhephase der Méuse).
Zu dieser Zeit entgiftet die Leber und
regeneriert (Turek and Allada (2002)).

Weitere transkriptome und proteome
Untersuchungen werden helfen, die kom-
plexen und dynamischen Abldufe in der
Leber verstehen zu lernen. Jedes Gewebe
scheint einen eigenen Satz oszillierender
Gene zu besitzen. Im gesamten Organis-
mus kann es also durchaus sein, dass je-
des Gen circadian exprimiert wird, eini-
ge in der Leber, andere in der Niere, wie-
der andere im Herzen. Das ist auch sinn-
voll, weil erst die verschiedenen Aufgaben
und Anforderungen der jeweiligen Orga-
ne den Organismus optimal funktionieren
lassen. Deshalb ist es wichtig, die physio-
logischen Vorgédnge bei Mensch und Tier
unter dem Gesichtspunkt circadianer Os-
zillationen zu untersuchen. Diese System-
Biologie wird zeigen, wie komplexe Sys-
teme wie Stoffwechsel und Gehirn mit
dem circadianen System und der Umwelt
zusammenwirken. Das wird auch zu ei-
ner integrierten Sichtweise der Therapie
von Krankheiten fiihren, die durch syste-
mische Fehlfunktionen bedingt sind und
nicht durch spezielle molekulare Ande-
rungen in einem besonderen Vorgang (sie-
he Kapitel 8).

Die circadiane Uhr steuert auch die Ex-
pression von Genen in der Leber, die fiir
die Zellteilung bedeutend sind (Matsuo
et al. (2003), Reddy et al. (2005)).

Die Uhr-Gene in den Leberzellen wer-
den von den circadianen Uhren im SCN
kontrolliert, aber die Wege und Art
der Signale zur Leber waren unbekannt.
Mit Hilfe von Pseudorabies-Virus, einem



transsynaptischen Markierer von Nerven-
bahnen, konnte die neuronale Verbin-
dung zwischen SCN und peripherem Ge-
webe bei einigen physiologischen Syste-
men verfolgt werden. Sie benutzt sympa-
thische und parasympathische Neuronen
des autonomen Nervensystems.

( ) beschreibt anatomische und physio-
logische Experimente zur sympathischen
Kontrolle der circadianen Uhren in der Le-
ber.

7.10 Keratocyten

Nach ( ) kann man
in seltenen Fillen auch Haarwurzel-
Keratocyten kultivieren, die am Ende
eines ausgezupften menschlichen Haa-
res (Abbildung 7.24) hidngen geblieben
sind. Diese Zellen lassen sich wie Fi-
broblasten kultivieren und vermehren.
Sie wurden leuchtend gemacht und das
circadian abgegebene Licht gemessen. Die
Periodenldngen sind mit denen der Fibro-
blasten vom gleichen Menschen identisch
(Abbildung 7.23). Da es allerdings selten
vorkommt, dass solche Zellen an den aus-
gezogenen Haaren bleiben, wurden diese
Untersuchungen nicht weitergefiihrt.

7.10 Keratocyten
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Biolumineszenz

Haarzellen

Std

Abbildung 7.23: Keratocyt und circadianer Rhythmus der Biolumineszenz (Kurve) durch das
an einen circadian kontrollierten Promoter gehiingte Luciferase-Gen. Nach
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7.10 Keratocyten

Abbildung 7.24: Oben: Hautschnitt mit mehreren angeschnittenen Haarschaften und Haarzel-
len, Talgdriisen als helle Gebilde im oberen Viertel des Schnittes. Unten links: Epidermiszapfen
wachsen als Haaranlagen schrig in die Lederhaut. Das untere Ende erweitert sich zwiebelartig
und wird von unten durch Bindegewebe eingebuchtet (siehe rechtes unteres Bild). Keratocyt
(Haarzelle, schwarz) in Haarzwiebel mit Haar (schwarz). Rechts Muskelansatz (braun) und
dariiber Talgdriise (blau). Die histologischen Bilder wurden von Dr. Klaus Reutter zur Verfii-
gung gestellt. Skizze nach einer Abbildung in Brown et al. (2005)
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8 Krankheiten durch circadiane Storungen

Es hat sich gezeigt, dass eine Reihe

von Krankheiten durch Stérungen des cir-
cadianen Systems bedingt sind.
( ) gibt eine Ubersicht iiber klinische
Krankheiten, die durch diurnale oder cir-
cadiane Rhythmen verursacht oder be-
einflusst sind. Auch die Nebeneffekte ei-
nes gestdrten circadianen Rhythmus wie
zum Beispiel durch Schichtarbeit und sei-
ne Folgen fiir das Gesundheitswesen wer-
den diskutiert. Allerdings ist es schwie-
rig, die notigen Experimente durchzu-
fiilhren, da 24-Stunden-Anderungen der
Pathophysiologie oder Symptome vieler
Krankheiten kausal mit endogenen circa-
dianen Rhythmen oder anderen diurna-
len Faktoren verbunden sind, die sich iiber
den Tag hinweg dndern wie Korperposi-
tion, Aktivitit, Schlaf- oder Wachzustand
und mit Nahrungsaufnahme verbunde-
ne Stoffwechseldnderungen. Solange die
physiologischen Grundlagen nicht genau
bekannt sind, ldsst sich auch keine ent-
sprechende Behandlung aufstellen.

Auf der Zellebene steuert die circadia-
ne Uhr unter anderem die Zellteilung und
lasst sie nur in einem bestimmten Zeit-
fenstern ablaufen ( ( ))-
Mutationen im Mechanismus der Regu-
lation des Zellzyklus oder in der Zelltei-
lung selbst konnen zu Krebs fiihren (

(2002), (2004),
Abschnitt 8.2). Sduger mit homozygotem
Clk zeigen Freilaufunterschiede und Stoff-
wechselsyndrome wie Fettleibigkeit, Hy-
perlipidamie, Hyperglykdmie, Hypoinsu-
lindgmie ( ( ), Abschnitt

8.3). Eine Mutation bei Mdusen im per2-
Gen fiihrte zu einer anderen Phasenbe-
ziehung ( ( )) und zu
einem hoheren Alkoholverbrauch. Beim
Menschen mit clk-Mutationen tritt gehduft
Alkoholismus auf (Abschnitt 8.4). Bei clk-
Mutationen ist der Schlaf beeinflusst, des-
gleichen bei BMall-Mutation (
( ), Abschnitt 8.6).

Aufler auf der Zellebene konnen circa-
diane Rhythmen und Krankheiten auf ei-
ner zweiten Ebene interagieren: Bestimm-
te Krankheiten und zum Teil fatale Ereig-
nisse treten hdufiger zu bestimmten Tages-
zeiten auf, zum Beispiel solche des Herz-
Kreislaufs (Abschnitt 8.5) und der Atmung
in den Morgenstunden. Das gilt fiir Blut-
hochdruck, Herzinfarkt (Herzattacken),
Angina pectoris, Schlaganfall, Arrhythmie,
plotzlicher Herztod, Stauungsinsuffizienz
(congestive heart failure, ( ).
Herzarterien-Plaques platzen am haufigs-
ten zwischen 6 und 12 Uhr auf. Apnoe, en-
dokrine, rheumatologische und néachtliche
Hyperglykdmie sowie epileptische Anfal-
le haben ihre besonderen Zeiten. Umge-
kehrt ist auch die Therapie oft wirksamer,
wenn bestimmte Phasen des Tagesrhyth-
mus beriicksichtigt werden, zum Beispiel
beim Verabreichen von Medikamenten.

Auf einer dritten Ebene kann das
Verhalten mit dem circadianen Sys-
tem in Konflikt treten, wie bei Nacht-,
Schicht- und Rotationsarbeit. Bei Schicht-
arbeitern, die unregelmafiigen Licht-
Dunkel-Wechseln ausgesetzt sind, ist der
Schlaf-Wach-Rhythmus und der Essens-
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8 Krankheiten durch circadiane Stérungen

Rhythmus gestort. Das fiihrt hdufig zu
Herz-Kreislaufkrankheiten, Fettleibigkeit,
Diabetes und anderen Stoffwechselerkran-
kungen. Der Plasmalipid-Stoffwechsel
andert sich, oxidativer Stress nimmt zu.
Gewichtszunahme durch kiirzeren Schlaf
und Schichtarbeit sind wohl dokumen-
tiert, obwohl der Mechanismus noch nicht
verstanden ist.

Da auf diesem Gebiet sehr viele Arbei-
ten veroffentlicht wurden, beschrinke ich
mich im folgenden auf einige Beispiele,
wobei einige Fille bereits in Kapitel 7 er-
wiahnt wurden.

8.1 Augen, SCN, Blinde Men-
schen

Bei Abnormalitidten in Organen kann das
circadiane System gestort sein, und umge-
kehrt kann ein gestortes circadianes Sys-
tem die Funktion von Organen beein-
flussen (siehe Abbildung 8.1). So sind
bei Schaden im SCN die peripheren Ge-
webe nicht mehr synchronisiert (
(2004),
( )). Sind die Eingdnge von der Reti-
na zum SCN ausgefallen, wie bei man-
chen Blinden, ist die Synchronisation des
Schlaf-Wach- und Aktivitatsrhythmus, des
Korpertemperatur-Rhythmus und der pe-
ripheren Oszillatoren gestort. Das ist aber
nicht bei jedem Blinden der Fall, da es
zwei verschiedene Photorezeptor-Systeme
in der Retina gibt, eins fiir das normale
und eins fiir das circadiane Sehen (
( )). Ist das letztere noch in

Takt, werden auch der SCN und die von
ihm gesteuerten peripheren Oszillatoren
noch mit dem Licht-Dunkel-Wechsel des
Tages synchronisiert.

Gestorte Ausgdnge des SCN konnen
ebenfalls zu Krankheiten oder Unpéss-
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lichkeiten fiithren. So ist die Konzentra-
tion des antidiuretischen Hormons ADH
normalerweise in der Nacht hoch. Bei il-
teren Menschen ist aber der Rhythmus
gedampft. Dadurch wird in der Nacht
mehr Urin produziert und der Schlaf wird
durch Harn lassen gestort. Schlafstorun-
gen kommen auch durch eine abnorma-
le Phasenlage des SCN-Rhythmus zustan-
de oder durch eine gestorte Synchroni-
sation. Zum Beispiel fiihrt eine Mutati-
on der CKI-Bindungs-Doméne des Per2-
Gens zu dem nicht-24-h-Schlafsyndrom,
bei dem der Schlaf-Wach-Rhythmus nicht
mehr synchronisiert ist (

(1998)).

8.2 Zellteilungen und Krebs

Die circadiane Uhr ldsst die Zellteilung
nur in einem bestimmten Zeitfenstern ab-
laufen ( ( )). Mutationen
im Mechanismus dieser Regulation des
Zellzyklus einschlieslich der Zellteilung
konnen zu Krebs fiihren ( ( ),
( )). So wur-
de bei Polymorphismus des Per3-Gens ein
frither Brustkrebs gefunden (
( )). Bei Abnormalitdten im perl- per2-
und per3-Gen traten ebenfalls Tumoren
auf ( ( ) und Abbildung 8.2).
Allerdings muss man bei der Interpre-
tation vorsichtig sein:
( ) berichten, dass eine Storung der
circadianen Uhr das Brustkrebsrisiko der
Frau erhoht und bei der Maus die durch
ionisierende Strahlung induzierte Tumor-
rate und Mortalitdtsrate verstarkt. Cryp-
tochrom 1- und Cryptochrom 2-Proteine
sind Uhr-Komponenten der circadianen
Uhr von Saugern. Mduse mit Mutationen
in beiden Cryptochrom-Genen sind ar-
rhythmisch. Um zu testen, ob die von



8.2 Zellteilungen und Krebs

primar sekundar
Physiologische
I <—— | Ausgange wie:
®l—> — gang
Auge  SCN 3 Hormone
lT 3 Korpertemperatur .
nicht— Cardiovasculare | — andere
SCN Regulation Pathologien
— Atmung
Schlaf

Blinde Menschen
Mutationen im Uhr—-Mechanismus Modulationen von Asthma,

Lasionen in SCN-Ausgangen cardiovasculare und andere
Keine Synchronisation im Organ Symptome und Krankheiten

Abbildung 8.1: Verschiedene Moglichkeiten von Storungen im circadianen System, die zu
Krankheiten fiihren konnen. Nach Klerman (2005)
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PER2/PER1

Zellzyklus
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Zellvermehrung DNA Reparatur, Zellzyklus—Stop
Differenzierung und/oder Zellapoptose

Abbildung 8.2: Tumoren und Zellzyklus-Stérungen
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8 Krankheiten durch circadiane Stérungen

( ) aufgestellte These ei-
ner erhohten Tumor- und Mortalitdtsrate
durch eine gestorte circadiane Uhr stimmt,
wurden Cryl/Cry2 Méause und von ihnen
gewonnene Fibroblasten auf Strahlungs-
induzierten Krebs, DNA-Schiden und auf
Absterben untersucht. Die Cryl/Cry2-
Maiuse unterschieden sich aber nicht von
den Wildtyp-Kontrollen. Auch die Fibro-
blasten der Cryl/Cry2-Mutanten hatten
die gleiche Empfindlichkeit auf ionisieren-
de und UV-Strahlung wie die Wildtyp-
Kontrollen. DNA-Reparatur und DNA-
Schdden nach Bestrahlung sind bei ar-
rhythmischen Tieren nicht anders als bei
den rhythmischen Kontrolltieren.

8.3 Ernahrung, Fettleibigkeit
und Diabetes

Ubergewicht ist in neuerer Zeit in vie-
len Gesellschaften eine Epidemie gewor-
den. Es kommt zustande, weil zu viel ge-
gessen wird (Hyperphagie) und zu wenig
Energie abgegeben wird. Dadurch sam-
melt sich zu viel Fett im Korper. Es ist
ein Risikofaktor fiir Diabetes, Krebs, car-
diovaskulédre und andere Krankheiten. In
den USA sind mehr als die Haélfte der
Bevolkerung tibergewichtig und die Zahl
steigt weiter an. Der Fettgehalt des Kor-
pers hingt vom ethnischen Hintergrund
ab, vom Geschlecht, dem Entwicklungs-
stadium und dem Alter. Bereits im Fotus
wird auf der parakrinen/autokrinen Ebe-
ne die Entwicklung des Fettgewebes fest-
gelegt ( ( )). Erndhrungs-
und hormoneller Zustand wahrend der
Schwangerschaft und der frithen Kindheit
konnen irreversibel die Entwicklung der
Organe, die an der Nahrungsaufnahme
und -verarbeitung beteiligt sind, und die
hypothalamischen Strukturen, die fiir das
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Verhalten bei der Nahrungsaufnahme und
der Energie-Gleichgewichts-Kontrolle zu-
standig sind, beeinflussen. Bei dieser frii-
hen Programmierung scheint Leptin eine
kritische Rolle zu spielen (

(2008)).

Auch bei konstitutioneller Magerkeit
und Anorexie (Anorexia nervosa) sind
Appetit-regulierende Hormone am Ener-
giegleichgewicht der Fettzellen beteiligt
( ( )). Wahrend Ghrelin (ein or-
exigenes Hormon, siehe ( )
bei konstitutioneller Magerkeit zu nor-
malem Essverhalten fiihrt, hat ein erhoh-
ter Ghrelin-Spiegel keine Wirkung. Ghre-
lin reguliert die Sekretion des Wachs-
tumshormons und die Homoostase des
Energiehaushalts. Zirkulierendes Ghrelin
schwankt ultradian. Fettzellen konnen be-
stimmte Hormone wie Leptin in geordne-
ten Mustern, andere wie Adiponektin in
ungeordneten Mustern abgeben. Ghrelin
im Plasma steigt bei schlanken Menschen
nachts an, wihrend es bei Ubergewichti—
gen keinen Rhythmus zeigt (

(2004)).

Eine weitere Krankheit durch Uberge-
wicht ist Hypoventilation. Die Mortalitéts-
rate ist hoch. Leptinmangel oder Leptin-
resistenz bei Ubergewicht beeinflusst den
zentralen Atem-Antrieb, reduziert das At-
men und fithrt zu Hypoxie (

(2007)).

Leptin ist auch in der Peripherie aktiv.
Es kann die Insulin-Empfindlichkeit mo-
difizieren, den Stoffwechsel im Gewebe,
Stressreaktionen und reproduktive Funk-
tionen. Neben einer zentralen "Leptin-
Resistenz" bei iibergewichtigen Perso-
nen gibt es auch eine periphere Leptin-
Resistenz ( ( ).

Ubergewicht scheint Asthma, atopische
und autoimmune Krankheiten zu verursa-
chen, indem die immunologische Toleranz



gegen Antigene verringert wird. Schwan-
gere scheinen diese Intoleranz auf den Fo-
tus zu tibertragen (

(2007)).

Zusammenhidnge zwischen circadianen
und Stoffwechsel-Systemen und ihre Be-
deutung fiir cardiovaskuldre Krankhei-
ten, Fettleibigkeit und Diabetes sind von

( ) dargestellt.

Die circadiane Uhr kontrolliert die Nah-
rungsverwertung und die Homoostase
der Energie, indem sie die Expression
und/oder Aktivitdt von Enzymen steuert,
die am Cholesterin-, Aminosaure-, Fett-,
Glykogen- und Glukose-Stoffwechsel be-
teiligt sind (siehe Abbildung 8.3).

Dartiber hinaus werden zahlreiche Hor-
mone des Stoffwechsels wie Insulin, Glu-
kagon, Adiponektin, Corticosteron, Leptin
und Ghrelin circadian ausgeschiittet. Sto-
rungen des circadianen Rhythmus kénnen
zu Krebs, Stoffwechselsyndromen und
Fettleibigkeit fithren (Abbildung 8.4). An-
dererseits wirken Stoffwechsel und Nah-
rungsaufnahme auch auf die circadiane
Uhr zuriick. Kalorienbeschrankung syn-
chronisiert die Uhren im SCN, wahrend
auf bestimmte Zeit begrenzte Nahrung pe-
riphere Oszillatoren synchronisiert. Wei-
terhin konnen der Redoxzustand der Zel-
len, der durch den Nahrungsstoffwech-
sel bestimmt wird, und bestimmte Stoffe
wie Glukose, Alkohol, Adenosin, Kaffein,
Thiamin und Retinsdure circadiane Rhyth-
men Phasen-verschieben ( ( ).

Sowohl tiber den SCN als auch {tiber die
verdnderten Nahrungsaufnahme-Muster
konnen periphere Oszillatoren beein-
flusst werden. Es fehlt dann die richtige
Kommunikation zwischen SCN, Umwelt
und peripheren Zielorganen/Geweben,
die aber fiir die Regulation des Korper-
gewichtes entscheidend ist. Mogliche
Zeitgeber fiir die peripheren Uhren sind

8.3 Ernidhrung, Fettleibigkeit und Diabetes

Glukokortikoide,  Retinoinsdure und
Melatonin, die das Nahrungsverhalten
steuern und vermitteln. Dabei spielen
Sattigungsfaktoren (Leptin, Ghrelin) ei-
ne Rolle, deren Rhythmus unabhingig
von der Nahrungsaufnahme verlduft
( (2008),
( )). Zur Pathogenese der Fettleibig-
keit siehe ( ),
(2006), (2005).
Lipogenese, Speicherung und Lipolyse
verlaufen im Fettgewebe rhythmisch (
(2005), (2008)).
Der Energiestoffwechsel des gesamten
Koérpers und der spezifischer Organe
unterscheidet sich. Wird bei Tieren der
SCN entfernt, verschwindet der Leptin-
Rhythmus und der Schlaf-Rhythmus
andert sich.

Ubergewicht entsteht nur, wenn mehr
Energie aufgenommen als abgegeben
wird. Die Nahrungszusammensetzung
wirkt sich aber auch auf das Energie-
gleichgewicht aus. Fett spielt dabei eine
besondere Rolle, weil es sowohl auf
der Ebene des Verbrauchs als auch der
Verbrennung schlecht reguliert wird.
Psychologische und Verhaltens-Profile
der Ubergewichtigen sind wichtig, weil
sie die Nahrungswahl und das Essmuster
beeinflussen. Es ist noch unklar, was die
Haufigkeit der Mahlzeiten beim Uberge-
wicht fiir eine Rolle spielt. Essstorungen
sind am Ubergewicht beteiligt, aber ob sie
Ursache oder Ergebnis sind, ist unsicher.
Didt kann auch zu iibermafligem Essen
fiithren. Friihe Stadien der Fettablagerung
vergroflern die vorhandenen Fettzellen
(Hypertrophie) und in spéteren Stadien
werden neue Fettzellen gebildet (Hyper-
plasie). Bei dieser Umwandlung kénnten
auch spezifische Komponenten der Diit
wie poly-ungesittigte Fettsduren oder
Proteine eine Rolle spielen. Das kritische
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Abbildung 8.3: Maxima verschiedener Stoffwechsel-Vorgiinge bei der Ratte, Zeitgeber-Zeiten
0 bei Lichtbeginn, 12 bei Lichtende im 12:12- Licht-Dunkel und im Dauerdunkel
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Abbildung 8.4: Was regelméfiige Esszeiten fiir die Gesundheit bedeuten
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Alter fiir spateres Ubergewicht ist bei
Kindern niedriger, die viel Proteine essen,
moglicherweise bereits in frither Kindheit
oder gar im Fotus ( ( ))-

Fett reiche Erndhrung bei Nagern fiihrt
zu Stoffwechselkrankheiten, die dem
Stoffwechselsyndrom des Menschen wie
Ubergewicht und Insulinresistenz dhnelt.
Dabei dndert sich auch die Zeitstruktur
vieler physiologischer Funktionen. Um
herauszufinden, ob Fett-reiche Nahrung
(hyperkalorische Didt) auch die Uhr
im SCN beeinflusst, wurde die Syn-
chronisation von Maéusen durch Licht
bei Fett-reicher und Fett-armer Diit fiir
drei Monate untersucht. Als Zeiger der
Uhr wurde die Laufradaktivitdt und die
Korpertemperatur gemessen. Im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren zeigten die
Fett-reich erndhrten Tiere einen hoheren
Korpergewichts-Index, Hyperleptindmie,
hoheren Glukosegehalt im Blut und eine
angestiegene Insulindmie. Gleichzeitig
war bei diesen Tieren die Synchronisation
der Uhr durch Licht beeintrachtigt. Wurde
die innere Uhr durch einen gednderten
Licht-Dunkel-Wechsel einem Jet-lag von
6 Stunden ausgesetzt, verfrithte sich der
Rhythmus weniger schnell. Auch auf der
molekularen Ebene gab es Unterschiede
bei den Licht-induzierten Phasenverschie-
bungen (c-FOS und P-ERK! reduziert).

le-Fos gehort zu der ‘immediate early gene” Fami-
lie von Transkriptionsfaktoren. Die Transkripti-
on wird durch viele extrazelluldre Signale hoch-
reguliert. Phosphorylierung dndert die Aktivi-
tat und Stabilitat. Mitglieder der Fos Familie di-
merisieren mit Jun und bilden den AP-1 Tran-
skriptionsfaktor, der die Transkription verschie-
dener Gene hochreguliert, die zum Beispiel an
der Teilung und Differenzierung beteiligt sind.
c-fos wird als ein Marker neuronaler Aktivitait
verwendet, da es beim Feuern von Neuronen
auftritt.
P-ERK ist ein Initiierungsfaktor bei der Trans-

8.3 Ernidhrung, Fettleibigkeit und Diabetes

Fett-reiche Nahrung modifiziert also die
circadiane Synchronisation durch Licht

( ( )-

Die Synchronisation der zentralen cir-
cadianen Uhr im SCN durch Futtergabe
ist bei Nagern erfolgreicher, wenn sie zeit-
lich und Kalorien-mafSig begrenzt erfolgt,
zum Beispiel durch eine einzige Mahl-
zeit am Tage zur gleichen Zeit. Da aber
die gleiche Fiitter-Zeit mit der hypokalo-
rischen Bedingung zusammenfillt, wur-
de ein ultradianes Fiittermuster mit sechs
Mahlzeiten pro Tag (6 mal 8-Minuten,
knappes Futterangebot, und 6 mal 12-
Minuten, reichliches Futterangebot) an-
gewendet. Die tdglichen beziehungswei-
se circadianen Rhythmen der Laufradak-
tivitit und der Korpertemperatur wur-
den beim knappen Futterangebot phasen-
verschoben (Rhythmus wird sowohl ver-
fritht als auch verzogert). Bei den ausrei-
chend gefiitterten Ratten ohne Gewichts-
verlust war der Rhythmus wenig oder
nicht verschoben. Damit wird gezeigt,
dass kalorische Begrenzung den SCN trotz
Licht-Dunkel-Wechsel auf den Zeitpunkt
des Fiitterns synchronisiert (

( ).

Schliefslich sei darauf hingewiesen, dass
Fettleibigkeit und Insulin-Resistenz bei
Saugern, die iiberwintern miissen, einen
Selektionsvorteil besitzt. Nach einer Hy-
pothese von ( ) traf das auch auf
Menschen zu, fiir die es frither von Vor-
teil war, wenn akute, physiologische und
vorausschauende Vorginge den Korper
auf Nahrungsmangel im Winter einstell-
ten (einschliefslich T2DM). Heutzutage ist
das allerdings pathologisch und schadlich
(siehe ( ).

lation von Eukaryonten
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8.4 Alkohol und andere Dro-
gen

Wie bereits erwdhnt, fithrt eine per2-
Mutation bei Miusen zu einer anderen
Phasenbeziehung ( ( )
und zu einem hoheren Alkoholverbrauch.
Beim Menschen tritt bei dieser Mutati-
on gehduft Alkoholismus auf. Bei clk-
Mutationen ist der Schlaf beeinflusst, des-
gleichen bei BMall-Mutation (

(2008)).

Alkohol-Stoffwechsel  (Chronokinetik)
und -Wirkung (Chronotoxizitit) verlaufen
circadian. Auch die Zielorgane reagieren
tagesperiodisch auf Alkohol (Chronésthe-
sie) ( ( )). Das Fahr-
vermogen wird durch Alkohol verringert,
und zwar auch bei niedrigen Blutwerten.
Alkohol erhoht die Kollisionsgefahr und
auch die Heilungschancen bei Unfillen.
Aufmerksamkeit und mentale Belastung
werden beeintrdchtigt. Kaum untersucht
ist, wie Drogen wie Marihuana, Benzodia-
zepine und andere psychoaktive Mittel
(Stimulantien und Narkotika) wirken
( (2004)).

( ) untersuchten,
wie Alkohol und Uhr-Gene bei Médusen
interagieren. Bei Alkohol-bevorzugenden
Maiusestammen ist der circadiane Rhyth-
mus des Verhaltens gedndert. Auf der neu-
ronalen Ebene dndert Alkohol das cir-
cadiane Expressionsmuster der per-Gene
in verschiedenen Hirnregionen einschliefs-
lich des SCN. Die per2-Gen-Aktivitit
reguliert die Alkoholaufnahme, indem
sie tiber den Glutamat-Wiederaufnahme-
Mechanismus auf das glutamaterge Sys-
tem wirkt. Dadurch werden eine Rei-
he physiologischer Vorgiange beeinflusst,
die von der circadianen Uhr kontrolliert
werden. Neben neurochemischen werden
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auch neuroendokrine und immunologi-
sche Funktionen gestort”.

8.5 Herz-Kreislauf-Stérungen

Bekanntlich  fithren  cardiovaskuldre
Krankheiten wie Stauungs-und Coronar-
Insuffizienz zu Schlafstorungen. Weniger
bekannt ist, dass bestimmte physiologi-
sche Ereignisse wéahrend des Schlafs und
langzeitiger Schlafmangel zu Bluthoch-
druck, Arteriosklerose, Herzschlag und
Herzarrhythmie fithren kann. Chroni-
scher Schlafmangel ist ein Risikofaktor
fir Ubergewicht und seiner visceralen
Form, die dem metabolischen Syndrom
zugrunde liegt. Obstruktive und zentra-
le Schlaf-Apnoe sind mit der heutigen
Ubergewicht-Epidemie verbunden und
erhoht die Gefahr des Herzschlags oder
der ischdmischen Attacke ( ( ).
Beginn und Symptome von Krankheiten
wie Herzinfarkt, Angina pectoris, Herz-
schlag, ventrikuldre Tachykardie hdngen
von der circadianen Phase ab. Herzinfarkt,
Angina pectoris und stille Ischdmie bei
stabiler Angina treten vor allem zwischen
8 und 12 Uhr auf. ECG-Abnormalitdten
und Angina-Attacken bei instabiler Angi-
na kommen vor allem nachts. Blutdruck
und Herzrate sind bei normotonen und
primdren Hochdruck-Patienten am Tag
am hochsten, sinken in der Nacht und stei-
gen am Morgen wieder an. 70% der se-
kundéren Hochdruckpatienten haben kei-
nen rhythmischen Verlauf oder zeigen so-
gar einen ndchtlichen Anstieg. Verschiede-
ne Typen einer Krankheit konnen also ver-
schiedene circadiane Muster der Sympto-
me zeigen. Die medikamentdse Behand-
lung muss dem Rechnung tragen und zu
den jeweils giinstigsten Zeiten erfolgen.

2siehe jedoch ( )
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Die Pharmakokinetik dndert sich ebenfalls
im Laufe des Tages (gezeigt fiir verschie-
dene cardiovaskulire Medikamente wie
Propranolol, Nifedipin, Verapamil, Enala-
pril, Isosorbid-5-Mononitrat, Digoxin und
andere ( ( ))-

8.6 Schlafstérungen, Uberge-
wicht, Depressionen

Schlafmangel beeinflusst endokrine Funk-
tionen und den Stoffwechsel. So steigt der
Cortisolspiegel am Nachmittag und frii-
hen Abend an. Als Folge erhoht sich der
Glukocorticoid-Spiegel, was zu Gedéacht-
nisdefiziten fithren kann, wie sie im Alter
auftreten. Chronischer Schlafmangel kann
also den Alterungsprozess beschleunigen.
Auch die Kohlenhydrat-Toleranz wird be-
einflusst, wodurch das Risiko fiir Diabe-
tes steigt. Schlieflich spielt der Schlaf auch
eine wichtige Rolle im Energiegleichge-
wicht. Partieller Schlafentzug erniedrigt
den Plasmaspiegel von Leptin und er-
hoht den von Ghrelin; Hunger und Ap-
petit steigen (aber nicht fiir Protein-reiche
Nahrung). Die neuroendokrine Regulati-
on von Appetit und Nahrungsaufnahme
wird also durch die Schlafdauer beein-
flusst, und Schlafmangel kann zu Uberge-
wicht fiihren ( ( ).

Ursache der Fettleibigkeit kann ein ge-
anderter Schlaf-Wach-Rhythmus sein. Da-
durch dndert sich die Synchronisation des
SCN durch den LD-Wechsel®. Die Lipolyse
im Fettgewebe erfolgt rhythmisch: In der
Nacht nimmt sie zu, am Nachmittag ab*.

3Bei Nagern wie dem sibirischen Hamster (12)
wird im Kurztag tiber die Kontrolle des SCN das
Korpergewicht erhoht. Der Korper bereitet sich
so auf den Winterschlaf vor.

4In der Mutante TIDM nimmt dagegen die Lipoly-
se frither zu und bleibt wihrend der Nacht hoch

Bei Schlafmangel kommt es zu Stoffwech-
selstorungen und Fettleibigkeit, die leicht
zu Diabetes (T2DM) fithren konnen. In ei-
ner Studie mit tausend Patienten konnte
gezeigt werden, dass die Fettleibigen die
kiirzeste Schlafdauer hatten (im Mittel um
15 Minuten kiirzer), am Tag schléfriger
waren und einen gestorteren Nachtschlaf
hatten als die Normalgewichtigen. Fett-
leibigkeit ist nach diesen Untersuchungen
Umwelt-bedingt, hat aber auch genetische
Komponenten. Beides fiithrt zu erhohter
Nahrungsaufnahme und der Energiestoff-
wechsel wird beeintrachtigt. Molekulare
Studien dazu sind von ( ),

(2006) und (2005)) ge-
macht worden.

Schlieslich gibt es auch Zusammen-
hinge zwischen circadianen Rhythmen,
Schlafstorungen und Depressionen (

( )): Man unterschei-
det zwischen nichtsaisonalen und saisona-
len Depressionen. Letztere treten oft im
Winter auf und werden als Seasonal Af-
fective Disorders (SAD) bezeichnet. Win-
terdepressionen gehen zum Teil mit ei-
ner Hypomanie im Friihling einher. Zur
Ubersicht siehe ( ). Depressi-
ve haben eine hohere Selbstmordrate. Sie
schwankt circadian und jahresrhythmisch
( (2001))
und steigt mit steigender Lichtintensitat
der Sonne ( ( ),

(2005), (1984)).

Schlafstorungen sind héaufig bei De-
pression zu beobachten: 90% der De-
pressiven haben Schwierigkeiten, einzu-
schlafen, durchzuschlafen oder wachen
zu frith auf, 6-30% schlafen zu viel (

( )), besonders bei Winter-
SAD; Schlaflosigkeit tritt dagegen gehauft
bei Sommer-Beginn-SAD auf. Zur Steue-
rung des Schlaf-Wach-Rhythmus siehe

(2005).
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Es wurden eine Reihe von circadianen
Hypothesen der Depression aufgestellt:

1. Phasenverschiebung: Der Tagesrhyth-
mus ist verfritht oder verspatet, was
sich auch im SCN sehen ldsst. Zur
Therapie konnen starke Lichtpulse
gegeben werden ( ( ),

( )). Morgen- und
Abendlicht verbessert den Zustand
( ( ), wobei Morgen-
licht effektiver zu sein scheint (

(1998),

( )). Melatoningaben helfen bei
Winter-Depressionen ( ( ).
Nach ( ) wird
die Depression durch einen verfriih-
ten Melatonin-Rhythmus verringert.

2. Interne Phasenkoinzidenz: Es gibt ei-
ne empfindliche Phase des circadia-
nen Rhythmus ( ( )). Ver-
schiebt man den Rhythmus, verrin-
gert sich die Unstimmigkeit zwischen
circadianer Phase und Schlafphase
( ( ). Antide-
pressiva wie MAO-Hemmer (MAOI)
konnen ebenfalls den Rhythmus ver-
schieben und wirken therapeutisch

( (1983)).

3. Kurze REM-Latenz charakterisiert
Depressionen. Wird der REM-Schlaf
durch Pharmaka oder durch das
Verhalten unterdriickt, verbessert
sich die Stimmung (siehe jedoch

(2002))

4. Vermehrter REM auf Kosten des
Slow Wave Sleep (SWS): Nach
( ) wird dadurch der S-Prozess ge-
stort (siehe jedoch ( )

5. Soziale und damit einhergehende
physiologische Rhythmen sind ge-
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stort ( ( ),
(1997), (2006))

6. Uhr-Gen-Polymorphismus soll nach
neueren Arbeiten (
(2000), (2003),
(2003), (2005),

(2005)) zu Depressionen
tiihren

Chronotherapeutische Mafinahme wur-

den von ( ) und
( ) vorgeschlagen. Nach
( ) soll Dunkeltherapie manische

Symptome reduzieren. Schlafentzug wur-
de von ( ) und

( ) angewendet.

Die Ergebnisse sind aber nicht konsistent.

Lithium-Salze sind als Antidepressiva be-
kannt ( ( ); siehe auch

( ), ( ). Eine The-

rapie durch soziale Rhythmen wurde von

( ) angewendet.

Die Wirkung von Antidepressiva auf

Depressionen, den circadianen Rhyth-

mus und den Schlaf-Wach-Rhythmus

ist von ( ),
( ) und
( ) diskutiert worden. Tricy-
clische Antidepressiva unterdriicken

den REM-Schlaf, MAOQOI, SSRI (selek-
tive Serotonin-Aufnahme-Hemmer)
und SNRI (Serotonin-Norepinephrin-
Wiederaufnahme-Hemmer) und neue
Antidepressiva wie Agomelatin (wirkt auf
Melatonin- und Serotonin-Rezeptoren,

( )) verfrithen die
circadiane Phase (siehe

(2004)).

Weitere Literatur: ( ),

(2005), (2006),
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(2008), Bertolucci et al. (2008), Bussone
(2008), Downes and Liddle (2008).
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