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Uhrengene und ihre Bedeutung fiir die pankreatische Insel

Einleitung

Alle hoheren Lebewesen haben im Laufe der Evolution
Mechanismen entwickelt, um den Organismus mit seinen
vielfiltigen LebensduBferungen wie Motilitdt, Schlaf/
Wach-Phasen, Fortpflanzung sowie Nahrungsaufnahme
in den Ablauf eines durch die Erdrotation vorgegebenen
24-Stunden-Tages einzupassen. Ermdoglicht wurde ein sol-
cher Prozess durch die Herausbildung einer ,biologischen
Uhr®, die ndherungsweise im 24-Stunden-Rhythmus, also
circadian, schwingt. Beim Séduger befindet sich der zen-
trale Rhythmusgeber in spezialisierten Neuronen des paa-
rig angelegten hypothalamischen Nucleus suprachiasma-
ticus (SCN). Ein evolutionir erhaltenes Charakteristikum
der ,zentralen Uhr* ist die Beeinflussbarkeit der circadia-
nen Schwingung durch den Licht-Dunkel-Wechsel inner-
halb einer 24-Stunden-Periode, der als sogenannter Zeit-
geber fungiert und die Anpassung der inneren Uhr an
den geophysikalischen Tag gewihrleistet. Die biologische
Uhr oder der Oszillator ist ein integraler Bestandteil eines
circadianen Systems, welches zum einen aus dem Zeit-
geber, der Uhr selbst und aus einer dritten Komponente
besteht, welche die Informationsweitergabe des vorgege-
benen Rhythmus, den sogenannten ,,output®, beinhaltet.
Dieser Begriff der Kybernetik beschreibt hier Faktoren/
Informationen, die vom Oszillator ausgehend periphere
Systeme circadian-rhythmisch ansteuern und beeinflussen.

Es hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass die Rhyth-
musgenerierung durch rhythmische Aktivierung von Uhren-
genen bewirkt wird, die als Transkriptionsfaktoren agieren
und sich transkriptional/translational gegenseitig aktivieren
oder hemmen und im Ergebnis einen circadianen Rhythmus
generieren. Zusitzlich zum zentralen Oszillator wurden wei-
tere, periphere Rhythmusgeber in Organen wie Leber, Herz
und endokrines Pankreas identifiziert (Abb. 1), die, vermut-
lich durch den SCN gesteuert, mit einer Phasenverzogerung
von 3 bis 6 Stunden (Reppert und Weaver, 2001) zur Zentral-
uhr schwingen. Diese letztgenannten Schrittmacher nutzen
Zeitgeber, die bislang noch weitgehend unbekannt sind. Es
existieren inzwischen jedoch Hinweise, dass die gleichen
Uhrengenprodukte, deren Bedeutung zuvor fiir den SCN be-
schrieben worden war, den circadianen Rhythmus erzeugen.
Die Wahrscheinlichkeit eines direkten Einflusses des SCN
auf periphere Systeme wird zur Zeit kontrovers diskutiert.
Wihrend Schibler et al. (2003) ihn als eher gering einschiit-
zen, hélt Balsalobre (2002) ihn durchaus fiir wichtig.

Die Bedeutung eines circadianen (endogenen) Oszilla-
tors fiir die Ausschiittung des zentralen Hormons der Glu-
cose-Homoostase, dem Insulin, konnte von Peschke und
Peschke (1998) in einer ex vivo-Studie an isolierten
pankreatischen Inseln der Ratte aufgezeigt werden
(Abb. 2a,b). Diese Ergebnisse widerlegten frithere Annah-
men, dass fiir das sekretorische Geschehen der LANGER-
HANsschen Insel iiberwiegend neuronale Einfliisse gel-
tend gemacht werden konnen (Sakaguchi et al., 1988),
und fiihrten zu der Erkenntnis, dass das Inselorgan eine
weitgehende Autonomie beziiglich der endogenen circa-
dianen Oszillation aufweist. Gleichzeitig bildete die Stu-
die von Peschke und Peschke (1998) die Grundlage fiir
weiterfithrende Untersuchungen zur Uhrengenexpression
am Modell des Rattenpankreas (Miihlbauer et al., 2004).
Diese Experimente dienten dem Nachweis, dass der
rhythmischen Hormonausschiittung die circadian-rhyth-
mische Expression von Uhrengenen zugrunde liegen
konnte. Untersuchungen von Delattre et al. (1999) legten
nahe, dass Rhythmusstdrungen der Insulin-produzieren-
den B-Zelle auch zu Sekretionsstorungen fiihren kénnen.
Damit lédsst sich zum ersten Male ein hypothetischer Zu-
sammenhang zwischen moglicher Arrhythmie der Uhren-
genexpression und Entwicklung von Stoffwechselstdrun-
gen, wie beispielsweise eines Diabetes, vermuten. Dieser
Frage nachzugehen ist eine der Aufgaben des Projektes
der Sichsischen Akademie der Wissenschaften zu Leip-
zig ,Zeitstrukturen endokriner Systeme*.

Uhrengenexpression sowie Uhrengen-beeinflusste
Gene in peripheren Organen

Uber die Bedeutung und Funktion des zentralen circadia-
nen Oszillators liegt inzwischen eine Reihe von schliissi-
gen Erkenntnissen vor (Ubersicht: Cermakian und Sasso-
ne-Corsi, 2000; Reppert und Weaver, 2001; Balsalobre,
2002; Stehle et al., 2002). Sie werden vor allem von Be-
funden an verschiedenen ,knockout*“-Mausmodellen un-
terstiitzt, bei denen das entsprechende Uhrengen inakti-
viert wurde. Im Unterschied dazu ist der Kenntnisstand
an entsprechenden Systemen peripherer Organe noch
weitgehend unbekannt.

Die weitreichende Bedeutung von peripheren Oszilla-
toren fiir den Gesamtorganismus wird durch Daten von
Storch et al. (2002) verdeutlicht. Mittels Microarray- Ver-
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer pankreatischen Insel mit den verschiedenen Zelltypen. Immuncytochemische Nachweise von So-
matostatin, Glucagon und Insulin mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper zeigen das Zellverteilungsmuster bei Inseln einer Wistarratte.
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Abb. 2: Nachweis circadianer Rhythmik der Insulinausschiittung an isolierten Ratteninseln in einem Superfusionsexperiment. Dar-
gestellt ist ein Profil der Insulinsekretion im Tagesgang (2a). Die Schwingung hat eine Periodenlidnge (7) von 26,2 Stunden (2b). Nach
Peschke und Peschke (1998).

fahren, mit dem der Aktivitétsstatus nahezu aller expri-
mierter Gene eines Gewebes zu einem Tageszeitpunkt
mit dem eines anderen Tageszeitpunktes verglichen wur-
de (ca. 12500 verschiedene Gene), lief sich abschéitzen,
dass etwa 8 bis 10 % aller Gene der untersuchten Organe
Herz und Leber circadian-rhythmische Expressions-
schwankungen aufweisen. Nach dieser Studie sind etwa

37 Gene den eigentlichen Uhrengenen in diesen Organen
zuzuordnen, die als Teile eines circadianen Oszillators
fungieren. Der iiberwiegende Anteil der circadian expri-
mierten Gene gehort jedoch zu den ,,.clock-controlled
output“-Genen. Letztere Gruppe umfasst Gene, die als
Rezipienten des circadianen ,,outputs* des Oszillators an-
zusehen sind und damit auch circadianer Expressions-
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rhythmik unterliegen. Insgesamt wurden dieser Gruppe
ca. 540 Gene in der Leber und 420 Gene im Herzen zu-
geordnet. Damit wird deutlich, dass praktisch kaum ein
Vorgang in einem der Glucose-Homdostase dienenden
Gewebe wie der Leber von circadianen Veridnderungen
unberiihrt bleibt. Damiola und Mitarbeiter (2000) hatten
bereits Expressionsdaten gewonnen, die die Annahme er-
hirteten, dass auch das Pankreas einem circadianen
Rhythmus unterworfen ist. Daraus resultiert die Hypothe-
se, dass die numerischen Verhiltnisse beziiglich circadian
exprimierter Gene in Herz und Leber moglicherweise
auch auf das Pankreas zu {ibertragen sind. Es sei an dieser
Stelle allerdings darauf hingewiesen, dass eine Studie von
Storch et al. (2002) zu dem Ergebnis kam, dass, auller
den Uhrengenen im engeren Sinne, die Palette circadian
exprimierter Gene beider untersuchter Organe kaum iiber-
einstimmte. Damit konnen sich zukiinftige Untersuchungen
an anderen peripheren Systemen nicht automatisch auf die
bisher gemachten Erkenntnisse an Herz und Leber stiitzen.

Die bislang bekannten Uhrengene des Sdugers lassen
sich der Familie der period-Gene (Perl: Sun et al., 1997;
Per2: Shearman et al.,, 1997; Per3: Shearman et al.,
2000a), der ,brain- and muscle aryl hydrocarbon-receptor
nuclear translocator-like “-Proteinfamilie (Bmall, Bmal2:
Ikeda und Nomura, 1997; Ikeda et al., 2000) sowie der
Familie der Cryptochrome (Cryl, Cry2: van der Horst
et al., 1999; Kume et al., 1999) zuordnen. Dariiber hinaus

wurde das Drosophila-homologe Clock-Gen (Clock: King
et al., 1997) als essentielles Gen des biologischen Rhyth-
musgenerators erkannt. Inaktivierung jedes dieser Gene
im , knockout“-Modell der Maus fiihrt zu mehr oder min-
der groBen Veridnderungen der circadianen Rhythmik
bzw. zu deren Verlust (Zheng et al., 1999 [Per2]; Oishi
et al., 2000 [CIk]; Shearman et al., 2000a,b [Per3, Clk];
Cermakian et al., 2001 [Perl]) mit unterschiedlichen
Auswirkungen auf zentraler und peripher Ebene (Cerma-
kian et al., 2001). Nach klassischer allgemein akzeptierter
Auffassung zur prinzipiellen Wirkung der vorgenannten
Uhrengene konnen Perl, Per2, Per3, Cryl und Cry2 einer
Gruppe von Proteinen mit vorwiegend negativer tran-
skriptional regulativer Wirkung zugeordnet werden. Dem-
gegeniiber bilden Bmall und Bmal2 sowie Clock eine
Gruppe mit iiberwiegend positiver Wirkung. CLOCK/
BMAL1-Heterodimere bewirken transkriptionale Aktivie-
rung von PER- und CRY-Proteinen, die wiederum die
CLOCK/BMALI1-Expression und damit die eigene Akti-
vierung am Ende einer negativen Riickkopplungsschleife
aufheben (Ubersicht: Hastings und Maywood, 2000; Rep-
pert und Weaver, 2001). Neuere Erkenntnisse deuten al-
lerdings darauf hin, dass Per2 die positiv regulatorische
Funktion erfiillt, die reprimierte Expression von Bmall
am Ende des Riickkopplungszyklus wieder zu aktivieren
(Shearman et al., 2000b; siehe Abb. 3). Der transkriptio-
nale Einfluss von Uhrengenen, die fiir Transkriptionsfak-
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Abb. 3: Modell einer pankreatischen circadianen Uhr mit den hypothetischen Mechanismen transkriptional/translationaler Regelkrei-

se. Die Uhrengene Perl, Per2, Per3 und Cryl werden durch die positiven Faktoren CLOCK (C) und BMAL1 (B) nach nukledrer

Translokation circadian-rhythmisch aktiviert. CRY1 (Cr, griines Rechteck) bewirkt iiber eine negative Riickkopplungsschleife eine

Blockierung der transaktivierenden CLOCK/BMALIL. PER2 (P2, graues Oval) ist als Heterodimer mit einem hypothetischen weiteren

Faktor fiir die transkriptionelle Aktivierung von Clock und Bmall verantwortlich. Das CLOCK/BMAL1-Heterodimer treibt aulerdem

die Transkription von ,,output“-Genen (Ccg). Das Insulingen konnte ein solches Ccg sein. Zeitgeber (,.input®) fiir eine circadiane Uhr
des Pankreas ist in diesem Modell ein humoraler Faktor wie z. B. die Glucose.
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toren codieren, wird iiber eine strukturelle cis-aktive
Sequenz, das sogenannte E-Box-Element, vermittelt, wel-
ches im Promotorbereich von Perl, aber auch im ,,albu-
min-D-element binding protein® (Dbp: Miiller et al., 1990),
im Vasopressin (Uhl und Reppert, 1986) und in der Arylal-
kylamin-N-Acetyl-Transferase (Aanat), dem Schliisselen-
zym der Melatoninbiosynthese, gefunden wird (Chong et
al., 2000). BMAL1/CLOCK konnen mit ihrer basischen
Helix-Loop-Helix-(bHLH-)Doméne an das E-Box-Element
binden und transkriptionale Aktivierung ermoglichen (Mu-
noz et al., 2002). In mehreren Fillen wurde das ,,cAMP re-
sponse element binding protein*“ (CREB) als co-regulatori-
sches Element identifiziert, gezeigt am Beispiel des
Renin-Gens (Pan et al., 2001) und des Perl-Gens (Trav-
nickova-Bendova et al., 2002). Damit konnte eine enge Be-
ziehung zwischen cAMP-gekoppelten Signaltransduktions-
wegen und ,entrainment* hergestellt werden.

Die prinzipielle Organisationsstruktur der biologischen
Uhr, die zunichst am SCN aufgeklirt wurde, ldsst sich
nach den bisherigen Erkenntnissen auch auf periphere
Oszillatoren iibertragen. Auch hier tragen die von der
zentralen Uhr bekannten Uhrengene zur Aufrechterhal-
tung der circadianen Rhythmik bei. Wesentliche Unter-
schiede zwischen zentralem Oszillator und peripheren
Schrittmachern sind in der Art der Beeinflussbarkeit der
Systeme zu sehen. Wihrend der SCN vorwiegend durch
Licht als Zeitgeber synchronisiert wird, gelten fiir Organe
wie Leber und Herz humorale Faktoren wie Glucose (Hi-
rota et al., 2002) oder Hormone wie Glucocorticoide
(Balsalobre et al., 2000a) oder Melatonin (Rutter et al.,
2002) als mogliche Zeitgeber. Glucose oder Folgeproduk-
te des Glucosestoffwechsels wie ein verandertes NAD(H)/
NADP(H)-Verhiltnis konnten fiir das endokrine Pankreas
Zeitgeberfunktion erfiillen (Rutter et al., 2002). Ein hypo-
thetisches Modell fiir die Rolle eines pankreatischen Zeit-
gebers zeigt Abbildung 3. Temperatur (Brown et al., 2002)
lie$ sich als ein potentieller physiologischer Zeitgeber im
Zellkultursysten als auch im Mausmodell nachweisen.
Die Gruppe um Ueli Schibler (2003) vermutet ein Zu-
sammenspiel von humoralen Faktoren wie Glucose mit
physikalischen Faktoren wie Temperatur fiir das ,entrain-
ment* peripherer Systeme. Einen direkten, und zwar tran-
skriptional hemmenden, Glucose-vermittelten Einfluss
auf die Expression der Zeitgene Perl und Per2 konnten
Hirota und Mitarbeiter (2002) an der Glucose-induzierten
circadianrhythmisch oszillierenden Fibroblasten-Zelllinie
Rat-1 zeigen. Sie postulieren, ausgehend von ihrem Mo-
dell, dass Glucose generell als wichtiger Faktor fiir das
,entrainment* periperer Organe in vivo anzusehen ist.
Unter der Voraussetzung einer breiteren Giiltigkeit des
genannten Zellkulturmodells wird Glucose als Zeitgeber
auch fiir Zeitgene im endokrinen Pankreas mehr als eine
ausschlieBlich hypothetische Fiktion. Storungen des Glu-
cosestoffwechsels hitten damit voraussichtlich Relevanz
fiir die Eigenschwingung eines Insel-spezifischen Oszilla-
tors. Dass nachweislich Melatonin Zeitgeberfunktion fiir

die pankreatische Insel haben kann, zeigten die Super-
fusions-Experimente von Peschke und Peschke (1998) an
isolierten Ratteninseln, die neben der Aussage einer cir-
cadian-rhythmischen Insulinausschiittung auch den Ein-
fluss von Melatonin auf die Phasenverschiebung und da-
mit auf den Oszillator selbst belegen. Solche Experimente
an ex vivo-Material lassen auch die Folgerung einer
weitergehenden Autonomie des inselstindigen Schritt-
machers zu, da sich bis zu 168 Stunden nach Organent-
nahme noch ein freilaufender circadianer Rhythmus mit
wachsender Amplitude nachweisen liel (Peschke und
Peschke, 1998). Im Gegensatz zu diesem Befund wird all-
gemein angenommen, dass periphere Oszillatoren aufer-
halb des in vivo-Systems einer raschen Schwingungs-
diampfung unterliegen (Yamazaki et al., 2000). Der
Schrittmacher der pankreatischen Insel hitte damit be-
ziiglich der Autonomie eher Ahnlichkeit mit dem zentra-
len Rhythmusgeber und dem der Retina (Hastings und
Maywood, 2000).

Damiola und Mitarbeiter (2000) konnten durch Unter-
suchungen an der Maus zeigen, dass sich ,,periphere Uh-
ren“ von der ,Zentraluhr unter Hell-Dunkel-Wechsel
von der Rhythmusvorgabe durch den SCN abkoppeln las-
sen. Mittels Beschrinkung des Zuganges zum Futter auf
Stunden wihrend der Lichtzeit lieB sich die Expressions-
kinetik von Perl, Per2, Per3 und Cryl nach einigen Ta-
gen invertieren, allerdings ausschlieBlich in Leber, Niere
und Pankreas, nicht aber im SCN. Auch die Rhythmik
des endokrinen Pankreas (Damiola et al., 2000), hier nur
gezeigt an der Expression von Dbp, einem ,output“-Gen
(Lopez-Molina et al., 1997), wurde durch Futterrestrikti-
on beeinflusst. Die Befunde zeigen, dass die ,,peripheren
Uhren“ anderen Zeitgebern folgen als die ,,Zentraluhr®,
wobei Futter als Zeitgeber fungieren kann.

Neben der Arbeit von Peschke und Peschke (1998) zur
circadianen Rhythmik der Insulinsekretion unter in vitro-
Bedingungen war es vor allem die Arbeit von Damiola
und Mitarbeitern (2000), die zu eigenen, weiterfiihrenden
Untersuchungen zur Identifizierung einer circadianen Uhr
im Rattenpankreas ermutigten. Die quantitativen real
time RT-PCR-Daten fiir das Gesamtpankreas der Ratte,
die in Abbildung 4 dargestellt werden, beschreiben die
Expressionskinetik von Perl (A) und Bmall (B) auf
mRNA-Niveau. Dabei wird ein circadianer Rhythmus
mit einem Expressionsmaximum fiir Per! gegen Ende
des subjektiven Tages bei einem gleichzeitigen Minimum
fiir Bmall nachweisbar. Das Uhrengen-gesteuerte Dbp
(Abb. 4C) schwingt im Pankreas parallel zu Perl. Diese
Daten beziehen sich auf die erfasste Expression an Tie-
ren, die bei einem Lichtregime von L:D =12:12 gehal-
ten wurden und Futterzugang ad libitum hatten. Im Ge-
gensatz zu den vorgenannten Genen Per! und Bmall
werden Clock und Tim (timeless) offenbar konstitutiv im
Rattenpankreas exprimiert. Per2- und Cryl-Daten zeigen
dagegen zeitabhingige Expressionsschwankungen (Abb. 5).
Dass diese Uhrengene nicht nur fiir das Tiermodell von
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Abb. 4: Nachweis circadianer Expression der Uhrengene Per! (A) und Bmall (B) sowie des Uhrengen-beeinflussten Gens Dbp (C)

im Rattenpankreas durch quantitative real time RT-PCR. Die Expressionsmittelwerte von n =4 Tieren pro Zeitpunkt sind grafisch

dargestellt. Die gelelektrophoretische Trennung der Amplifikationsprodukte belegt die Spezifitit der PCR. Die Molekiilgrofle der

PCR-Produkte in Relation zum Molekularstandard ist in Basenpaaren (bp) angegeben. Signifikante Expressionsunterschiede
(p < 0,05) zwischen den Zeitgruppen wurden mit * gekennzeichnet. (Lichtzeit: helle Sdulen, Dunkelzeit: dunkle Séaulen)
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Abb. 5: Nachweis circadianer Expression der Uhrengene Clock (A), Per2 (B), Cryl (C) und Tim (D) im Rattenpankreas durch quan-
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Bedeutung sind, sondern auch im menschlichen Pankreas
exprimiert werden, zeigt Abbildung 6 mit der Darstellung
von RT-PCR-Produkten der Perl- und Bmall-mRNA von
Pankreasgewebe des Menschen. Es liel sich dariiber hi-
naus zeigen, dass PER1-Immunreaktivitdt im Rattenpan-
kreas iiberwiegend in der Insel zu finden ist (Abb. 7A).
Ein Beweis spezifischer B-Zell-Lokalisation steht noch
aus. Allerdings lédsst die konfokalmikroskopische Aufnah-
me erkennen (Abb. 7B), dass iiberwiegend [-zellhaltige
zentrale Partien der Insel immunpositiv sind.

Mittels Western-Blot-Technik konnte das PERI1-Pro-
tein als ca. 45-kDa-Protein im Gesamtpankreas und als
48-kDa- und 33-kDa-Molekiil (Chilov et. al., 2001; Miihl-
bauer et al., 2004) in Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1)
nachgewiesen werden (Abb. 8).

Die Zelle als kleinste Einheit der biologischen Uhr

Die Auspridgung einer circadianen Rhythmik ist nicht nur
Eigenschaft von Organismen, Organen oder Geweben,
sondern findet sich auch auf der Ebene einzelner Zellen
(Schibler et al., 2003). Untersuchungen von Balsalobre
et al. (1998), Yagita und Okamura (2000) sowie Grund-
schober et al. (2001) und anderen Autoren konnten zei-
gen, dass eine circadiane Schwingung in immortalisierten
Sdugerzellen existiert. Dies lie sich durch Behandlung
von Ratten-Fibroblasten mit hohen Serumkonzentrationen
(Balsalobre et al., 1998; Yagita et al., 2000), durch Fors-

kolin (Yagita and Okamura, 2000), durch das vasokon-
striktive Endothelin-1 (Yagita et al., 2001), aber auch
durch Glucose (Hirota et al., 2002) erreichen. Dabei wur-
de durch Glucose eine initiale Herabregulation von Per]-
und Per2-mRNA in der Fibroblasten-Zelllinie Rat-1 be-
obachtet. Es wurde vermutet, dass in diesem Falle ein an-
derer Synchronisationseffekt zum Tragen kommt als bei
der Forskolinsynchronisation, die wahrscheinlich CREB-
Aktivierung und den cAMP/PKA-Signaltransduktions-
weg einschlieft (Yagita und Okamura, 2000). Yagita
et al. (2000) machen im Ubrigen auch fiir die Serum-
schock-synchronisierte circadiane Rhythmik CREB-ab-
hingiges ,entrainment verantwortlich und konnten
beobachten, dass durch Serumschock PER-PER-Homodi-
merisierung und der nukledre Transport dieser Proteine
nachweisbar wird. Balsalobre et al. (2000b) machen dem-
gegeniiber eine Aktivierung multipler Signaltransdukti-
onswege fiir die circadiane Rhythmik in Rat-1-Fibroblas-
ten verantwortlich. Diese Befunde an Siugerzelllinien
verdeutlichen, dass eine circadiane Rhythmik bereits auf
zelluldrem Niveau existiert.

Die Bedeutung von Uhrengenen auf zelluldrer Ebene
wird durch kiirzlich publizierte Daten von Matsuo et al.
(2003) unterstrichen. Diese Autoren finden Hinweise,
dass der Zellteilungszyklus, der nachweislich in manchen
Geweben des Sdugers, so zum Beispiel in intestinalem
Epithel (Buchi et al., 1991), in der Cornea (Sasaki et al.,
1995), im Knochenmark (Smaaland, 1996) und in Kerati-
nozyten (Garcia et al., 2001) ein Tagesmuster zeigt, in
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Abb. 6: Nachweis der Expression von Uhrengenen Per/ und Bmall im humanen Pankreas durch RT-PCR. Abgebildet sind PCR-Pro-

dukte nach Auftrennung im 3%igen Agarosegel und anschliefender Farbung mit dem UV-anregbaren Farbstoff Ethidiumbromid. Die

beiden Amplikons weisen eine Molekulargrofle von 132 bp auf. RNA der humanen Neuroblastom-Zelllinie SH-SYS5Y diente als PCR-
Positivkontrolle, destilliertes Wasser anstelle cDNS als Negativkontrolle.
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Abb. 7: Immunfluoreszenz-Nachweis von PER1 im Rattenpankre-
as durch Cyanin-3-konjugierte Antikorper. (A) Verstirkte Immun-
reaktivitdt von PER1 in der pankreatischen Insel der Ratte vor dem
Hintergrund exokrinen Gewebes. (B) Die konfokalmikroskopische
Aufnahme verdeutlicht PER1-Immunfluoreszenz in vorwiegend
B-Zellen enthaltenden, zentralen Inselbereichen. Zellkerne werden
durch DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole-dilactat) hervorgeho-
ben. (C) PER1 scheint im perinukledren Bereich konzentriert.

Pankreas INS1
®ER1 C P C +P

b <« 48kDa
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.. X [ <« 33kDa
-
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Abb. 8: Nachweis von PER1 im Rattenpankreas und INS1-Insu-

linoma-Zellen durch Western Blot. Dargestellt sind PER1-spezi-

fische Banden in Maus- (M) und Rattenpankreas (R) von ca.

45 kDa, die sich durch Priinkubation mit dem Epitop supprimie-

ren lassen (C = Kontrolle, +P = Peptidblockierung des Antikor-

pers). In INS1-Zellen lassen sich Epitop-blockierbare Molekiil-
groflen von 48 kDa und 33 kDa nachweisen.

Cryl-defizienten ,knockout“-Méausen gestort ist. Nach
partieller Hepatektomie ihrer Versuchstiere und Unter-
suchung des regenerierenden Gewebes kam Smaaland
(1996) zu der Uberzeugung, dass die Zellzyklusprogres-
sion bei Cryl-defizienten Méusen gestort war. Durch Be-
funde dieser Art wird die Bedeutung von Uhrengenen fiir
die Kontrollfunktion mitotischer Prozesse erweitert.

Eigene Versuche zur Serumschockbehandlung von In-
sulin-sekretorischen Ratten-Insulinoma-Zellen (INS1)
zeigen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Serum-
schock eine starke Erhohung der mRNA-Konzentration
der circadian exprimierten Uhrengene Per! und Bmall
sowie der Uhrengen-kontrollierten Gene Rev-Erbo und
Dbp. Das bestitigt in vivo-Befunde am Rattenpankreas,
in dem die genannten Gene ebenfalls circadian exprimiert
werden (Miihlbauer et al., 2004). Dies ist ein Beweis da-
fiir, dass das Zellkultur-System auf den Serumschock rea-
giert (Abb. 9B,C,D,E). Interessant ist der Befund einer
kontinuierlichen Abnahme der mRNA-Expression von In-
sulin nach Serumschock tiiber einen 24-stiindigen Unter-
suchungszeitraum (Abb. 9A). Hingegen zeigen unbehan-
delte Kontrollen keinen vergleichbaren Effekt. Daraus
ldsst sich ableiten, dass das im Zellkulturiiberstand akku-
mulierte Insulin der ,batch“-Kultur nicht Ursache dieses
Phinomens sein kann.

E-Box-Elemente und circadiane Rhythmik:
Maogliche Bedeutung fiir die Expression
des Insulingens

Das Insulingen (je ein Allel beim Menschen, zwei bei
Ratte und Maus) gehort zu den transkriptional regulierten
Genen mit ausschlieBlicher Aktivierung in der pankreati-
schen B-Zelle, welches unter anderem durch Glucose di-
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Abb. 9: Nachweis von Expressionsverdnderungen iiber 24 Stunden bei INS1-Ratten-Insulinoma-Zellen nach 2-stiindiger Behandlung

mit 50 % Pferdeserum im Medium (Serumschock: SS, Kontrolle: Ktr). Relative Expressionsdaten von je zwei Parallelansédtzen wurden

durch quantitative real time RT-PCR erhoben. Alle Werte sind auf die Expression des ,house keeping“ Gens f-Aktin normiert. Zeit-
geber-Zeit in Stunden [h].

rekt transkriptional gesteuert wird (Sander et al., 1998).
Schon seit ldngerem kennt man den transkriptional akti-
vierenden Einfluss von cyclischem Adenosinmonophos-
phat (cAMP), vermittelt tiber das CREB-Protein auf den
Promotor des Insulingens (Eggers et al., 1998). Dariiber
hinaus gibt es Hinweise, dass unter anderem die Tran-

skriptionsfaktoren PDX-1, PAX6 und vor allem BETA2
transkriptional aktivierende Funktion im Bereich der In-
sulinpromotors/Enhancers haben, NKX2.2 dagegen inhi-
bierende Bedeutung (Qiu et al., 2002; Cissell et al.,
2003). Es ist allerdings wahrscheinlich, dass kein -zell-
spezifischer Faktor allein, sondern die Kombination meh-
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rerer Faktoren [B-zellspezifische Insulingenaktivierung er-
moglicht (Sander und German, 1997). BETA2 (oder
NEURO D1) gehort zur Familie der basischen Helix-
Loop-Helix-Familie (bHLH), der unter anderem auch die
Uhrengenprodukte BMAL1 und CLOCK zugezihlt wer-
den. Vertreter dieser Familie binden im Promotorbereich
von Genen tiiber ihre bHLH-Doméne an spezifische Se-
quenzabschnitte, die E-Box-Elemente genannt werden.
Sie konnen weiterhin iiber eine PAS-(PER-ARNT-SIM-)
Bindungsstelle mit anderen PAS-Proteinen homo- oder
heterodimere Komplexe bilden. Moates et al. (2003)
konnten zeigen, dass BETA2 wesentlicher Teil des -zell-
spezifischen Transkriptionskomplexes ist, der sowohl fiir
die transkriptionelle Aktivierung des Glucokinasegens
als auch des Insulingens verantwortlich ist. An die Hexa-
nucleotidsequenz CACGTG (die E-Box-,,consensus“-Se-
quenz; Hogenesch et al., 1998) konnen bHLH-Faktoren
des BETA2-Typs oder aber BMAL-Proteine binden. Ex-
perimentelle Belege, dass BETA2-Faktoren dem tran-
skriptional aktivierenden Komplex des Insulinpromotors
angehoren, sind publiziert. Die bekannten E-Box-Ele-
mente E1 und E2 des Ratteninsulinpromotors bieten die
Grundvoraussetzung fiir Bindung und transkriptionelle
Aktivierung durch bHLH-Faktoren dieses Typs auf cis-
Ebene (Sander und German, 1997). Ob Uhrengene in vivo
direkt oder indirekt mit den anderen genannten, ge-
websspezifischen PAS-Faktoren im Promotorbereich des
Insulin-Gens interagieren, ist eine bislang ungeklirte Fra-
ge. Es gibt Hinweise, dass das co-regulative Zusammen-
spiel von CREB und bHLH-Transkriptionsfaktoren wie
BMALLI ein typisches Merkmal uhrengenregulierter Gene
ist. Dies gilt fiir die AANAT, das Schliisselenzym der Me-
latoninsynthese (Baler et al., 1997; Chen und Baler,
2000), fiir das Vasopressin-Gen (Jin et al., 1999), das Re-
nin-Gen (Pan et al., 2001) als auch fiir Per/ (von Gall
et al., 2001), obwohl das Vorhandensein eines E-Box-cis-
Elementes allein keine ausreichende Basis fiir circadiane
transkriptionale Aktivierung zu sein scheint (Munoz et al.,
2002). Reportergen-Assays mit Elementen des Insulin-
promotors in Serumschock-behandelten INS1-Zellen wi-
ren eine Moglichkeit, den genannten Fragenkomplex mit
molekulargenetischen Methoden zu bearbeiten und die
transkriptionalen Einfliisse von Uhrengenen zu erfassen.

Circadiane Rhythmen der Insel

Die Insulinsekretion durch die -Zelle ist ein regulierter
Prozess. Nach der klassischen Vorstellung zur Mechanis-
tik der Sekretion wiirde Glucose nach Uberschreitung ei-
nes Schwellenwertes, etwa nach postprandialer Erho-
hung, durch aktivierte Glucosetransporter (vor allem
GLUT2) in die B-Zelle aufgenommen. Durch die Gluco-
kinase (Hexokinase 4), das pankreatische, geschwindig-
keitsbestimmende Enzym der Glucoseverwertung phos-
phoryliert, wird Glucose mitochondrial metabolisiert.

Der resultierende Anstieg des zellinternen ATP-Spiegels
fiihrt zur SchlieBung von ATP-abhingigen Kaliumkani-
len (KIR6.2/SUR1), zur Depolarisation der Zelle mit
Ca**-Einstrom und konsekutiv zur Entleerung der mem-
brannahen, hormonhaltigen Vesikel (Wollheim und Pra-
long, 1990; Cook et al., 1991; Henquin, 2000).

Die Bedeutung von Oszillationsstorungen als Ursache
fiir Erkrankungen der pankreatischen Insel, eingeschlos-
sen der B-Zelle, ist vielfach beschrieben worden (Longo
et al., 1991; Polonsky et al., 1998; Porksen, 2002). Phi-
nomenologisch liefen sich dabei periodische cytosolische
Ca®*-Konzentrations-Schwankungen messen, gekoppelt mit
subsequenter Insulinsekretion, deren Ursache in rhyth-
mischer Glycolyse und ATP-Produktion vermutet wird
(entsprechend dem Modell der metabolisch getriebenen
Sekretion nach Longo et al., 1991). Valdeolmillos et al.
(1989) hatten einen 1- bis 3-miniitigen Rhythmus, Longo
et al. (1991) einen 5-miniitigen und Bergstrom et al.
(1989) einen 15-miniitigen Rhythmus der Insulinsekreti-
on an Ratteninseln beobachtet. Hinter diesen basalen ul-
tradianen Rhythmen wird zellkoordinative Bedeutung
vermutet (,recruitment” und ,,entrainment*), die die ko-
ordinierte Aktion aller B-Zellen einer Insel und konseku-
tiv die Gleichschwingung der Insulinausschiittung durch
Zell-Zell-Synchronisation gewihrleisten soll. Von Longo
et al. (1991) wird cAMP als ein solches synchronisieren-
des Molekiil diskutiert, welches in grolen Mengen von
B-Zellen iiber einen Probenecid-hemmbaren Prozess aus-
geschieden wird (Peschke et al., 2002). Ubergeordnet
sind circadiane Schwingungen der Insulinsekretion, wie
sie in vivo an der Ratte von Kalsbeek und Strubbe (1998)
und von van Cauter (1990) sowie van Cauter et al. (1991)
fiir den Menschen beschrieben worden sind. Peschke und
Peschke (1998) waren die Ersten, die an isolierten Ratten-
inseln in vitro eine circadiane Rhythmik der Insulinaus-
schiittung feststellten, Daten, die spdter von Picinato
et al. (2002) bestitigt wurden. Interessanterweise ergaben
sich aus der Arbeit von Peschke und Peschke (1998) Hin-
weise, dass Melatonin die Phasenlage der circadianen
Schwingung der B-Zelle als ein potentieller Zeitgeber
verschieben kann. Dies wird durch Melatoninrezeptoren
vom MT1-Typ an der Zelloberfliche der -Zelle ermog-
licht, die als klassische, mit sieben Transmembranschlei-
fen in der Membran verankerte und mit einem G-Protein
des inhibitorischen Typs (Gi) gekoppelte Rezeptoren das
cAMP-Niveau der Zelle beeinflussen (Peschke et al.,
2000). Ein solcher circadianer Rhythmus der Insulinaus-
schiittung hat den biologischen Sinn, den Korper antizipa-
torisch auf Nahrungsverwertung vorzubereiten (La Fleur
et al., 2001) und mit anderen circadianen Rhythmen, z. B.
dem Schlaf/Wach-Rhythmus, zu koordinieren (Herzog
und Schwartz, 2002). Storungen der bekannten ultradia-
nen und circadianen Rhythmen der Inselhormonausschiit-
tung sind nach Auffassung von Delattre et al. (1999) und
Porksen (2002) eine Ursache fiir die Entstehung des Typ-
2-Diabetes. Die Beobachtung von Young et al. (2002),
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dass bei diabetischen Ratten (Streptozotocin-induziert)
der circadiane Rhythmus der Uhrengenexpression des
Herzens verindert war, konnte von genereller Bedeutung
fiir Uhrengen-verursachte, circadiane, zell- und organspe-
zifische Arrhythmie sein und damit auch Bedeutung fiir
die Diabetogenese haben. Das wissenschaftliche Interesse
und das Verstindnis eines solchen pathogenetischen An-
satzes steht im Zentrum des Fragenkomplexes, der im
Rahmen des Forschungsprojektes ,.Zeitstrukturen endo-
kriner Systeme“ gegenwirtig bearbeitet wird.
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