CHARLOTTE VON GALL

Die Pars tuberalis als Modellsystem eines Melatonin-abhéngigen
peripheren circadianen Oscillators

Einleitung

Die Rotationsachse der Erde ist gegeniiber der Bahnebene
der Erde geneigt, dadurch kommt es zu den jahreszeit-
lichen Verinderungen der Tageslinge. Die Tageslidnge
dient vielen Organismen dazu, Physiologie und Verhalten
an die sich im Laufe der Jahreszeiten verindernden An-
forderungen anzupassen bzw. diese zu antizipieren (Uber-
sicht: Schwartz et al., 2001). Dariiber hinaus zeigen zahl-
reiche Korperfunktionen, wie z. B. Schlaf/Wachverhalten,
Stoffwechselaktivitdt, Blutdruck, Korpertemperatur und
Hormonproduktion tageszeitliche Schwankungen. Diese
Rhythmen werden durch endogene Oszillatoren gesteuert,
die sich in nahezu allen Geweben finden und einer stren-
gen Hierarchie unterliegen. An der Spitze der Hierarchie
steht der zentrale Oszillator im Nucleus suprachiasmati-
cus (SCN) des Hypothalamus. Die Phasenlage und Peri-
odenlidnge des SCN werden iiber den retino-hypothala-
mischen Trakt (RHT) auf den astrophysikalischen Tag
eingestellt. Ohne die Ubertragung von photischen Sig-
nalen zum SCN laufen die endogenen Rhythmen mit ei-
ner Periodenlidnge weiter, die nicht genau, sondern nur
ungefihr den 24 Stunden des natiirlichen Tages entspricht
(circadian). Der zentrale Oszillator im SCN synchroni-
siert und reguliert die Oszillatoren in peripheren Gewe-
ben. Die peripheren Oszillatoren steuern die rhythmische
Expression von Genen, die fiir die physiologischen Pro-
zesse im jeweiligen Gewebe bendtigt werden (Ubersicht:
Duffield et al., 2003).

Uber einen multisynaptischen Signalweg treibt der
SCN u.a. die nidchtliche Melatoninsynthese im Pineal-
organ an (Abb. 1; Ubersicht: Stehle et al., 2001). Die Me-
latoninsekretion wird durch die Tageslinge moduliert
(Ubersicht: Malpaux et al., 2001), folglich ist die Dauer
der nichtlich erhdhten Melatoninspiegel im Plasma pro-
portional zur Léinge der Nacht. Dadurch stellt Melatonin
ein wichtiges internes Signal fiir die Phasenlage und die
Tageslinge fiir alle Zellen und Gewebe dar, die mit Mela-
toninrezeptoren ausgestattet sind. Bei Sdugern sind zwei
membranstindige, G-Protein gekoppelte Melatonin-
rezeptorsubtypen bekannt, der MT1- und der MT2-Re-
zeptor (Ubersicht: sieche Weaver und Dallmann in diesem
Band). Die hypophysire Pars tuberalis (PT) zeigt eine
auffallend hohe Dichte des hochaffinen MT1-Rezeptors
(Morgan et al., 1994; Roca et al., 1997). Dariiber hinaus
findet sich dieser Rezeptor im SCN (Liu et al., 1997)
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und in anderen Gehirnregionen sowie in peripheren Ge-
weben (Clemens et al., 2001; Scher et al., 2002; Zhao
et al., 2002; Naji et al., 2004; Sallinen et al., 2005) ein-
schlieBlich der pankreatischen Insel (Peschke et al., 2000,
2002). Der MT2-Rezeptor hingegen findet sich iiberwie-
gend in der Retina, z.B. bei Mensch und Krallenfrosch
(Reppert et al., 1995; Wiechmann et al., 1999), in der hu-
manen Chorionkarzinom(Jar)-Zelllinie (Shiu et al., 1999)
sowie in humanen PAZ6-Adipozyten (Brydon et al.,
2001).

Die Aktivierung der Melatoninrezeptoren fiihrt in Ziel-
zellen iiber die Rekrutierung unterschiedlicher Signal-
transduktionsmechanismen zur Regulation genexpressiver
Vorginge. Am besten sind diese Mechanismen in der PT
aufgeklirt. Daher widmet sich dieser Ubersichtsartikel
hauptsichlich der Rolle von Melatonin bei der Regulation
von Genexpression in der PT.

Melatonin steuert die Freisetzung von Prolaktin

Melatonin moduliert die endokrine Aktivitit der PT, da-
durch werden antizipatorisch saisonale Veridnderungen in
Stoffwechselrate, Felldichte und Reproduktionsverhalten
reguliert (Ubersicht: Ross und Morgan, 2002). Melatonin
unterdriickt die Freisetzung eines Prolaktin releasing Fak-
tors in der PT und beeinflusst dadurch die Prolaktin-Frei-
setzung in der Pars distalis (Abb. 1) (Morgan et al., 1996;
Wittkowski et al., 1999; Graham et al., 2002). Daher kann
diese Struktur als Schnittstelle zwischen der zentralen
Uhr im Hypothalamus und der Adenohypophyse bzw.
dem endokrinen System angesehen werden (Ubersicht:
Morgan et al., 1994).

Melatonin beeinflusst Signaltransduktionskaskaden
in der Pars tuberalis

Anfingliche Experimente haben gezeigt, dass eine kurz-
zeitige Applikation von Melatonin (15-30 min) den Fors-
kolin-induzierten Anstieg des cAMP-Spiegels in der PT
von Schaf und Hamster hemmt (Carlson etal., 1991;
Morgan et al., 1991). Dies geschieht vermutlich durch
Blockade der Adenylatzyklase durch den Gy/,-gekoppel-
ten MT1-Rezeptor. Seitdem konnte bestitigt werden, dass
sich eine kurzfristige Melatoningabe hauptséichlich hem-
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Abb. 1: Modell der Regulation der Prolaktinsekretion durch Melatonin. Die Tagesldnge wird in der Retina wahrgenommen und tiber
den retino-hypothalamischen Trakt an den zentralen Oszillator im Nucleus suprachiasmaticus (SCN) vermittelt. Uber einen multi-
synaptischen Signalweg treibt der SCN die néchtliche Melatoninsynthese im Pinealorgan (Pin) an. Die Melatoninsekretion wird durch
die Tagesldnge moduliert, so dass unter Langtagbedingungen weniger Melatonin produziert wird, als unter Kurztagbedingungen. Me-
latonin reguliert die Uhrengenexpression in der Pars tuberalis (PT) und unterdriickt dort die Freisetzung eines Prolaktin-releasing
Faktors. Dadurch wird die Prolaktin-Freisetzung in der Pars distalis moduliert.

mend auf cAMP-abhiingige Signaltransduktionskaskaden
auswirkt, wie z.B. auf die Aktivierung der Proteinki-
nase A (Hazlerigg et al., 1991). Allerdings kann Melato-
nin in anderen Geweben auch cAMP-unabhingige Sig-
nalwege hemmend beeinflussen (Godson und Reppert,
1997; Brydon et al., 1999; Kopp et al., 1999). Im Gegen-
satz zur kurzfristigen Applikation bewirkt Melatonin iiber
einen Zeitraum von 6 bis 16 Stunden eine Zunahme der
Sensitivitdt der PT gegeniiber der Stimulation mit Fors-
kolin, so dass die cAMP-Spiegel in den Melatonin-vor-
behandelten (sensitivierten) Zellen bis zu 10 mal héher
sind als bei Stimulation mit Forskolin allein (Hazlerigg
etal., 1993). Dieses als Sensitivierung bezeichnete Phi-
nomen stellt einen wichtigen Mechanismus dar, durch
den sich das ansonsten hemmende Hormon aktivierend
auf Signaltransduktionskaskaden auswirken kann.

Melatonin vermittelt die rhythmische
Uhrengenexpression in der Pars tuberalis

Die tages- und jahreszeitliche Steuerung von Genexpres-
sion muss durch die differentielle Regulation von Tran-
skriptionsfaktoren bewerkstelligt werden. In der PT
hemmt Melatonin die Phosphorylierung und dadurch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP re-
sponse element binding protein) (McNulty et al., 1994;
von Gall et al., 2002) sowie die Expression des immediate
early API1-Transkriptionsfaktors c¢-FOS (Ross et al.,

1996). Dariiber hinaus hat Melatonin in der PT einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Expression der so genannten
Uhrengene, die ebenfalls transkriptionelle Regulatoren
darstellen. Die Uhrengene bzw. deren Proteinprodukte
sind mafigeblich fiir die tages- und vermutlich auch fiir
die jahreszeitliche Steuerung von Genexpression verant-
wortlich. Sie bilden ein fein abgestimmtes Gefiige von
aktivierenden und hemmenden Faktoren, das einen endo-
genen Rhythmus mit einer Periodenldnge von etwa 24 h
(circadian) generiert. Die beiden Transkriptionsfaktoren
der basic helix-loop-helix (bHLH)/PAS-Familie, CLOCK
und BMALI, stellen die wichtigsten positiven Elemente
einer transkriptionell/translationellen Riickkopplungs-
schleife dar. CLOCK und BMALI1 heterodimerisieren
und aktivieren iiber E-box-Promotorelemente die Expres-
sion der iibrigen Uhrengene, mPeri-2 und mCryl-2
(Ubersicht: Reppert und Weaver, 2002). Die Genprodukte
mPER1-2 und mCRY1-2 werden von den Proteinkinasen
CKle und & phosphoryliert und bilden einen negativen
Regulatorkomplex, der die CLOCK : BMALI1-abhingige
Transkription hemmt (Lee et al., 2001). Dadurch wird
die Riickkopplungsschleife geschlossen. Antiphasisch
zur mPer/mCry-Expression wird die Expression von
Bmall durch die Transkriptionsfaktoren REV-ERBo
(Preitner et al., 2002) und RORo (Akashi und Takumi,
2005) reguliert; dieser Mechanismus verstirkt moglicher-
weise die erste Riickkopplungsschleife (Abb. 2). Wihrend
dieser Rhythmus im zentralen Oszillator, dem SCN,
selbsterhaltend ist, muss er in peripheren Oszillatoren
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Abb. 2: Modell der molekularen Mechanismen im zentralen Oszillator, dem Nucleus suprachiasmaticus (SCN). CLOCK (C) und
BMALLI (B) regulieren als positive Elemente der ersten Riickkopplungsschleife die Expression von Perl-2, Cryl-2 und Rorco (Ro)
Rev-Erbo. (Re). Die PER Proteine (P) werden von den Kaseinkinasen CKIle und CKIS (€/8) phosphoryliert (p) und bilden einen
Komplex mit den CRYs (C). Der CRY-PER-CKI1&/CKI§ Komplex hemmt die CLOCK-BMALI vermittelte Transkription und
schlieft dadurch diese Riickkopplungsschleife. In einer zweiten Riickkopplungsschleife wird die Expression von Bmall und Clock
durch REV-ERBa (RE) gehemmt und durch RORa (RO) aktiviert. Die Transkription von Rev-Erbo; wird wiederum vom CRY-PER-

CKI1¢/CKIS Komplex gehemmt (nach Reppert und Weaver, 2002).

wie in der PT vermutlich durch endogene, rhythmisieren-
de Faktoren angestofSen werden. Dabei gibt es gewebs-
spezifische Unterschiede, wie stark ein peripherer Oszil-
lator von einem endogenen Faktor abhingt, d.h. wie
schnell er in Abwesenheit dieses Faktors ausschwingt
(Yoo et al., 2004). Zahlreiche Arbeiten in unterschiedli-
chen Spezies haben gezeigt, dass in der PT Melatonin
der wichtigste Taktgeber fiir den Rhythmus der Uhren-
genexpression ist. Bereits die Arbeit, in der das Maus
(m)Perl erstmals charakterisiert wurde (Sun et al., 1997),
gab Hinweise darauf, dass dieses Uhrengen nur in der PT
von Melatonin-profizienten 129/SvEvBrd Miusen, jedoch
nicht in der PT von Melatonin-defizienten C57B1/6 expri-
miert wird. Darauthin wurde in einer Reihe von Experi-
menten der Einfluss der Photoperiode auf die Uhren-
genexpression in der PT von Tieren mit saisonalem
Fortpflanzungsverhalten untersucht. Sowohl im Sibiri-
schen als auch im Syrischen Hamster gibt es einen tages-
zeitlichen Rhythmus der Perl-Expression in der PT mit
einem Maximum kurz nach Beginn des Tages (Messager
etal.,, 1999, 2000; Nuesslein-Hildesheim et al., 2000;
Johnston et al., 2005). Interessanterweise ist die Amplitu-
de dieses Rhythmus in der PT etwa doppelt so hoch, wenn
die Tiere unter Langtagbedingungen (kurzes Melatonin-
signal) gehalten wurden, als bei Tieren, die unter Kurztag

(langes Melatoninsignal) lebten. Die Photoperiode hatte
jedoch keinen FEinfluss auf die Amplitude der rhyth-
mischen Perl-Expression im SCN (Messager et al., 1999,
2000). Diese Befunde stiitzen die Hypothese, dass Mela-
tonin die Uhrengenexpression in der PT reguliert. Da die
Perl-Expression in der PT von pinealektomierten Syri-
schen Hamstern zum Erliegen kommt (Messager et al.,
2001), kann von einem direkten Einfluss von Melatonin
auf die Uhrengenexpression in der PT ausgegangen werden.

Obgleich das reproduktive System der Hausmaus (Mus
musculus) verhiltnismiBig unempfindlich gegeniiber An-
derungen der Photoperiode ist, zeigt diese Spezies u.a.
saisonale Anderungen in Morphologie und Funktion des
Immunsystems (Bronson, 1979; Yellon und Tran, 2002).
Die Maus bietet sich als Versuchstier an, um Mechanis-
men der Regulation von Uhrengenexpression in periphe-
ren Geweben zu untersuchen, da die genetische Manipu-
lation dieser Spezies gut etabliert ist. Daher stehen eine
Reihe transgener Tiere zur Verfiigung, durch deren Ana-
lyse die Funktion einzelner Gene aufgeklirt werden kann.
So konnen z.B. Méuse mit einer gezielten Deletion des
MT1-Rezeptors (MT17") herangezogen werden, um die
Funktion dieses Rezeptors fiir die Regulation der Uhren-
genexpression in der PT zu analysieren. Diese transgenen
Tiere zeigen im Gegensatz zum Wildtyp eine stark redu-
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zierte Expression von mPerl in der PT und einen erhoh-
ten Prolaktinspiegel im Plasma (von Gall et al., 2002).
Melatonin ist daher offensichtlich auch in der PT der
Maus ein wichtiges Signal fiir die rhythmische
mPerl-Expression und fiir die Regulation der Prolaktinse-
kretion. Auch pinealektomierte Miuse zeigen wie erwar-
tet eine drastische Abnahme der mPerI-Expression in der
PT gegeniiber Kontrolltieren. Durch einzelne oder wie-
derholte Injektion von Melatonin kann jedoch der Rhyth-
mus der mPerl-Expression dann nicht wieder hergestellt
werden, wenn die Pinealektomie einige Zeit zuriickliegt
(Messager et al., 2001; von Gall et al., 2002). Nur wenn
die Injektion direkt in der ndchsten Nacht nach dem Ein-
griff erfolgt, kann die rhythmische Expression von mPerl
in der PT von pinealektomierten Tieren aufrechterhalten
werden (von Gall et al., 2002). Daraus ldsst sich schlie-
Ben, dass ein ldngerfristiges Fehlen des Melatoninsignals
zum Verlust der Empfindlichkeit der PT, im Sinne einer
Desensitivierung gegeniiber diesem Hormon, fiihrt. In ei-
nem in vitro-Experiment konnte gezeigt werden, dass das
ndchtlich freigesetzte Melatonin die circadiane Expres-
sion von mPerl in der PT akut inhibiert, indem es den
cAMP-Signaltransduktionsweg und die Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktors CREB hemmt (von Gall et al.,
2002). Ein weiteres in vitro-Experiment liefert eine mog-
liche Erkldrung fiir das Paradoxon, wie durch das Fehlen
des hemmenden Signals Melatonin die rhythmische
mPerl-Expression zum Erliegen kommt. Die PT verfiigt
iiber eine ausgesprochen hohe Dichte des G4-Protein ge-
koppelten A,,-Rezeptors fiir den ubiquitir vorkommen-
den Botenstoff Adenosin (Stehle etal., 1992). NECA,
ein A,,-Rezeptoragonist, bewirkt eine deutliche Zunahme
des mPER1-Proteingehaltes in PT Gewebekulturen, wenn
diese mit Melatonin vorinkubiert wurden (von Gall et al.,
2002). Daher sensitiviert Melatonin offenbar, dhnlich wie
oben fiir Forskolin beschrieben, auch den Adenosin-indu-
zierten cAMP-Signaltransduktionsweg. Daraus lédsst sich
folgendes Modell ableiten: wihrend der Nacht hemmt
Melatonin die cAMP-Signaltransduktionskaskade und
sensitiviert gleichzeitig den A,-Rezeptor. In den frithen
Morgenstunden, wenn Melatonin aus der Zirkulation ver-
schwindet, entfillt der hemmende Effekt auf die cAMP-
Signaltransduktionskaskade in den PT Zellen und Adeno-
sin bewirkt, durch Aktivierung des sensitivierten
Ajp,-Rezeptors eine Zunahme der intrazelluldren cAMP-
Konzentration. Als Konsequenz werden die Phosphorylie-
rung von CREB aktiviert und die mPerl-Expression
angeregt. Im Laufe des Tages kommt es zur Desensitivie-
rung des A,,-Rezeptors, und die cAMP-Konzentration
nimmt ab. Mit Zunahme der Plasma-Melatoninkonzentra-
tion wihrend der Nacht startet ein neuer Zyklus (von Gall
et al., 2002; von Gall, 2003).

Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dass der
MT2-Rezeptor entbehrlich fiir die Regulation der Uhren-
genexpression in der PT der Maus ist (von Gall etal.,
2005). Die Deletion des MT1-Rezeptors fiihrt jedoch

nicht nur zu einer geminderten Expression von mPerl
sondern hat auch drastische Auswirkungen auf die Ex-
pression der iibrigen Uhrengene in der PT. Uber einen
bislang noch ungeklirten Mechanismus kann Melatonin
offenbar, direkt oder indirekt, die Expression von Cryl
in der PT aktivieren. In der PT von Ratte, Hamster und
Schaf liegt das Maximum der Cryl-Expression in der
Mitte der Nacht parallel zum Anstieg der Melatoninkon-
zentration im Blutplasma (Dardente et al., 2003; Johnston
et al., 2005; Lincoln et al., 2005). Nach einer akuten In-
jektion von Melatonin am Ende des Tages kann ein vor-
zeitiger Anstieg von Cryl in der PT der Ratte beobachtet
werden. Gleichzeitig fiihrt eine Injektion von Melatonin
am Ende der Nacht zu einer verminderten Perl-Expres-
sion (Dardente et al., 2003). Melatonin hat also gegen-
satzliche Wirkungen auf die Expression von Cry/ und
Perl. Auch in der PT der Maus liegt das Maximum der
mCryl-Expression in der PT in der Mitte der Nacht zu
Beginn der steigenden Melatoninkonzentration (Abb. 3;
von Gall et al., 2005). Offensichtlich korrelieren das Ma-
ximum der mCryl-Expression mit dem Anstieg und das
Maximum der mPer]-Expression mit dem Abfall der Me-
latoninkonzentration im Serum. Darin ist die PT einzig-
artig, denn in allen bislang untersuchten Geweben gibt
es ein gemeinsames Maximum der RNA von Perl, Per2,
Cryl und Cry2 (Balsalobre etal., 1998; Kume et al.,
1999; Bae et al., 2001; Lee et al., 2001). In der PT der
MT1”~ Maus ist die Expression von mCryl gegeniiber
dem Wildtyp und der MT27~ Maus stark reduziert
(Abb. 3; von Gall et al., 2005). Aber auch die Expression
der positiven Regulatoren Bmall und Clock ist in der PT
von MT17~ Miusen gegeniiber dem Wildtyp und der
MT2~ Maus drastisch reduziert (Abb. 4; von Gall et al.,
2005). Daher ist der MT1-Rezeptor offensichtlich maB-
geblich fiir die Aktivierung der Expression dieser Uhren-
gene in der PT. Im Gegensatz dazu sind jedoch sowohl
die mPer2- als auch die mCry2-mRNA in der PT durch
die Deletion des MT1-Rezeptors nicht beeintrachtigt
(Abb. 5; Jilg et al., 2005). Da die Uhrengenproteine letzt-
lich die entscheidenden Faktoren fiir die Regulation der
Genexpression sind, wurde von Jilg und Mitarb. (2005)
der Rhythmus der Uhrengenproteine in der PT im Tages-
gang untersucht. Diese Arbeit lieferte neben neuen Be-
funden zur Interaktion von Uhrengenproteinen auch
wichtige Erkenntnisse iiber Unterschiede und Gemein-
samkeiten der Regulation von Uhrengenexpression im
zentralen (SCN) und in einem peripheren Oszillator
(PT).

Erstaunlicherweise findet sich ein gemeinsames Maxi-
mum der Proteingehalte von mPER1, mPER2 und
mCRY1 am spiten subjektiven Tag, obwohl die Maxima
der Genexpression von mPerl und mCryl am frithen Tag
bzw. in der Mitte der Nacht liegen (Abb. 3; von Gall
et al., 2002, 2005; Jilg et al., 2005). Daraus ergibt sich ei-
ne ungewohnlich grofle Verzogerung von 14 Stunden zwi-
schen maximaler mCry-Expression und maximalem
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Abb. 3: mCryl/mCRY1 und mPer!/mPER1 Gehalt in der PT von Wildtyp (WT) und MT1-defizienten Miusen (MT177). (A) Repri-
sentative Autoradiogramme der in situ Hybridisierung fiir mCry- und mPer/-mRNA in der PT von WT und MT1™~ Méusen in der
spiten Nacht (ZT18) und am frithen Tag (ZT00). Reprisentative Mikrophotographien der mCRY 1- und mPER1-Immunoreaktion (IR)
in der PT von WT- und MT1™~ Méusen am spaten Tag (ZT08). (B) Quantitative Analyse der optischen Dichte (O.D.) der in situ-Hy-
bridisierung fiir mCryl-und mPer]-mRNA (ungefiillte Symbole, gestrichelte Linien) und der IR fiir mCRY1 und mPERI1 (gefiillte
Symbole, durchgezogene Linien) in der PT des WT (obere Spalte) und des MT17~ (untere Spalte). Die Werte geben die mittlere O.D.
+/— SEM von 3 Tieren pro Zeitpunkt an. Die weiflen und schwarzen Balken symbolisieren den Tag bzw. die Nacht. One-way ANOVA
zeigt signifikante Rhythmen fiir mCryI (p = 0.0002), mPer! (p = 0.0006), mCRY1 (p = 0.0002) und mPER1 (p =0.0011) in der PT
vom WT. Two way ANOVA zeigt eine signifikante Reduktion von mCry!l (p < 0.0001), mPerl (p < 0.0001), mCRY1 (p = 0.045) und
mPERI1 (p = 0.0079) in der PT vom MT17~ gegeniiber dem WT (nach von Gall et al., 2005 sowie Jilg et al., 2005).

mCRY 1-Proteingehalt. Nur die Verzégerung von 6 bis
8 Stunden zwischen mPerl-mRNA und mPERI1-Protein
korreliert mit dem Zeitrahmen im SCN (Hastings et al.,
1999) und in der Leber (Lee et al., 2001) und ist daher
eine gewebsunabhingige Konstante. Bereits fiir andere

Zellsysteme und Gewebe konnte gezeigt werden, dass
die PER-Proteine wichtig fiir den Transport von mCRY 1
in den Zellkern bzw. fiir die Stabilisierung des nukleédren
mCRY 1-Proteins sind (Kume et al.,, 1999; Yagita et al.,
2000; Lee et al., 2001; Miyazaki et al., 2001). Dadurch
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Abb. 4: Bmall/BMALI1 und Clock/CLOCK Gehalt in der PT von Wildtyp (WT) und MT1-defizienten Mdusen (MT177). (A) Repri-
sentative Autoradiogramme der in sifu-Hybridisierung fiir Bmall- und Clock-mRNA in der PT von WT und MT1~~ Méusen in der
friithen Nacht (ZT14) und am frithen Tag (ZT02). Reprisentative Mikrophotographien der BMALI1- und CLOCK-Immunoreaktion
(IR) in der PT von WT- und MT1™"~ Méusen in der spéten (ZT18) und friihen Nacht (ZT14). (B) Quantitative Analyse der optischen
Dichte (0.D.) der in situ Hybridisierung fiir Bmall-und Clock-mRNA (ungefiillte Symbole, gestrichelte Linien) und der IR fiir
BMALI und CLOCK (gefiillte Symbole, durchgezogene Linien) in der PT des WT (obere Spalte) und des MT17~ (untere Spalte).
Die Werte geben die mittlere O.D. +/— SEM von drei Tieren pro Zeitpunkt an. Die weilen und schwarzen Balken symbolisieren den
Tag bzw. die Nacht. One-way ANOVA zeigt einen signifikanten Rhythmus fiir Bmall (p = 0.001) in der PT vom WT. Two way ANO-
VA zeigt eine signifikante Reduktion von Bmall (p = 0.048), Clock (p <0.0001), BMALI1 (p =0.0002) und CLOCK (p = 0.0021) in
der PT vom MT17”~ gegeniiber dem WT (nach von Gall et al., 2005 sowie Jilg et al., 2005).

ergibt sich die Notwendigkeit fiir ein gemeinsames Maxi-
mum des Proteingehaltes von mPER1, mPER2 und
mCRY1. Obwohl das Maximum der mCryI-Expression
6 bis 8 Stunden vor dem Maximum der mPerI-Expression
liegt, kann das mCRY 1-Protein nur dann im Zellkern ak-

kumulieren, wenn dort bereits ausreichend grole Mengen
von mPER1 und mPER2 vorliegen.

Die Bmall-mRNA erreicht in der PT von Schaf und
Maus maximale Werte in der frithen Nacht (Lincoln et al.,
2002; von Gall et al., 2005) ca. 6 Stunden nach dem Ma-
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Abb. 5: mCry2/mCRY2 und mPer2/mPER2 Gehalt in der PT von Wildtyp (WT) und MT1-defizienten Miusen (MT177). (A) Repri-
sentative Autoradiogramme der in situ-Hybridisierung fiir mCry2- und mPer2-mRNA in der PT von WT und MT1™~ Miusen am
frithen (ZT02) und am spiten Tag (ZT10). Reprisentative Mikrophotographien der mCRY?2- und mPER2-Immunoreaktion (IR) in
der PT von WT- und MT17~ Miusen am spiten Tag (ZT08). (B) Quantitative Analyse der optischen Dichte (O.D.) der in situ-Hybri-
disierung fiir mCry2-und mPer2-mRNA (ungefiillte Symbole, gestrichelte Linien) und der IR fiir mCRY?2 und mPER?2 (gefiillte Sym-
bole, durchgezogene Linien) in der PT des WT (obere Spalte) und des MT17~ (untere Spalte). Die Werte geben die mittlere O.D. +/—
SEM von drei Tieren pro Zeitpunkt an. Die weiflen und schwarzen Balken symbolisieren den Tag bzw. die Nacht. One-way ANOVA
zeigt einen signifikanten Rhythmus fiir mCry2 und mPer2 (p < 0.0001) in der PT von WT und von MT17~. mPER2-IR ist rhythmisch
in der PT von WT (p <0.0001) und signifikant reduziert in der PT von MT17~ (p =0.0387) (nach von Gall et al., 2005 sowie Jilg

et al., 2005).

ximum der negativen Regulatoren mPER1, mPER2 und
mCRY 1. Diese zeitliche Abfolge ist dhnlich wie im SCN
(Shearman et al., 2000a). Daher ldsst sich vermuten, dass
die Expression von Bmall in der PT, dhnlich wie im SCN,
durch REV-ERBo und RORa (Preitner et al., 2002; Ueda

et al., 2002; Sato et al., 2004; Akashi und Takumi 2005)
reguliert wird. Tatsdchlich kann Rev-Erba-mRNA in der
PT von Hamster und Schaf nachgewiesen werden (Johns-
ton et al., 2005; Lincoln et al., 2005). Ahnlich wie im
SCN (Shearman et al., 2000b; Maywood et al., 2003;
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von Gall et al., 2003) gibt es auch in der PT keinen deut-
lichen circadianen Rhythmus von BMALIL- oder
CLOCK-Protein (Jilg et al., 2005). Lediglich die Anwe-
senheit des negativen Regulatorkomplexes bestehend aus
mPER1, mPER2 und mCRY1 ist ausschlaggebend fiir
den Rhythmus der uhrengenabhiingigen Genexpression.

Die verminderte Expression von mPerl, mCryl, Clock
und Bmall in der PT von MT17~ Miusen fiihrt, wie er-
wartet, auch zu einer deutlichen Reduktion des Protein-
gehaltes von mPER1, mCRY1, CLOCK und BMALI
(Abb. 3 und 4; von Gall et al., 2002b; Jilg et al., 2005).

Die geringe Expression von Clock und Bmall in der PT
von MT17~ Miusen (Abb. 4) ist moglicherweise ein se-
kundidres Phinomen, was auf den reduzierten Protein-
gehalt von mPER1, mPER2 und mCRY1 in der PT dieser
Maiuse zuriickzufiihren ist. Da die mPERs und mCRY1
die Rev-Erba-Expression hemmen und REV-ERBo wie-
derum ein Inhibitor der Expression von Clock und Bmall
ist (Preitner et al., 2002), konnte die Reduktion des nega-
tiven PER:CRY-Regulatorkomplexes zu einer Desinhibiti-
on der Rev-Erbo-Expression und dadurch zu einer ver-
stirkten Hemmung der Clock- und Bmall-Expression
fiihren.

Interessanterweise ist die Expression von mPer2 und
mCry2 in der PT von MT17"-Miusen nicht beeintrichtigt
(Abb. 5). Daraus kann man zum einen folgern, dass die
Expression dieser Gene unabhingig von einem rhyth-
mischen, MT]1-vermittelten Melatoninsignal abliuft.
Zum anderen kann man daraus ableiten, dass die geringe
Menge von CLOCK und BMALI1 in der PT der
MT17"-Maus ausreicht, die Expression von mPer2 und
mCry2 anzutreiben, moglicherweise unter Beteiligung an-
derer transkriptioneller Aktivatoren wie HIFla und
ARNT (Yoo et al., 2005).

Obwohl die Expression von mPer2 unabhingig von
einem rhythmischen Melatoninsignal ist, ist der
mPER2-Proteingehalt in der PT von MT1”"-Miusen ge-
geniiber dem Wildtyp deutlich reduziert (Abb.5; Jilg
et al., 2005). Eine dhnliche Situation findet sich im SCN
von mMPERI- oder mCRYl-defizienten Méiusen. In
mPER 1-defizienten Miusen beobachtet man eine Reduk-
tion des mCRY1- und des mPER2-Proteingehaltes (Bae
et al., 2001), in mCRY 1-defizienten Méusen eine Reduk-
tion des mPER1- und des mPER2-Proteingehaltes (Shear-
man et al., 2000a), obwohl die jeweiligen mRNA-Men-
gen unbeeinflusst sind. Offenbar bendtigt mPER2 auch
in der PT die Interaktionspartner mPER1 und mCRY1
fiir die nukleédre Translokation bzw. fiir die Stabilitdt im
Zellkern (Miyazaki et al., 2001).

Im Gegensatz zu mPER1, mPER2 und mCRY1 zeigt
das mCRY2-Protein keinen Rhythmus in der PT (Abb. 5).
Moglicherweise ist mCRY?2 in der PT, anders als im SCN
(Kume et al., 1999), nicht am negativen Regulatorkom-
plex beteiligt. Dafiir spricht auch, dass der mCRY?2 Pro-
teingehalt in der PT von MT17"-M:usen nicht beein-
trachtigt ist.

Zusammenfassung und Ausblick

Im Gegensatz zum zentralen Oszillator im SCN ist die
rhythmische Expression von Uhrengenen in peripheren
Oszillatoren abhingig von einem rhythmischen endokri-
nen und/oder neuronalen Signal. Interessanterweise gibt
es gewebsspezifische Unterschiede, wie stark ein periphe-
rer Oszillator von einem endogenen Faktor abhiingt, d. h.
wie schnell er in Abwesenheit dieses Faktors ausschwingt
(Yoo et al., 2004). So weist z. B. die Leber einen sehr sta-
bilen Rhythmus der mPer2-Expression in vitro auf (Yoo
et al., 2004). Im Gegensatz dazu schwingt der Rhythmus
der mPer2-Expression in anderen Geweben, wie z. B. der
Lunge, der Cornea und der Niere, in vitro relativ schnell
aus (Yoo et al., 2004). Diese stark abhidngigen Oszillato-
ren bendtigen offensichtlich rhythmische Signale, um die
Uhrengenexpression wieder anzustoen. Die Natur dieser
Taktgeber ist bislang in den meisten Fillen noch unbe-
kannt. Einige periphere Oszillatoren, wie beispielsweise
in Leber und Niere, scheinen hauptséichlich von endokri-
nen Faktoren abzuhéngen, wihrend andere in Herz, Milz
und Skelettmuskel ein neuronales Signal brauchen (Guo
et al., 2005). Prinzipiell dienen offenbar stets mehrere
Signale als Taktgeber in einem Gewebe; z.B. wird die
circadiane Uhrengenexpression in der Leber durch Korti-
sol und die Fiitterungszeiten (Balsalobre et al., 2000;
Stokkan et al., 2001), aber auch durch neuronale Signale
(Terazono et al., 2003) synchronisiert.

Zahlreiche Untersuchungen an unterschiedlichen Spe-
zies belegen, dass Melatonin der entscheidende Taktgeber
fiir die PT ist (Messager et al., 1999, 2000, 2001; von
Gall et al., 2002, 2005; Dardente et al., 2003; Jilg et al.,
2005; Johnston et al., 2005; Lincoln et al., 2005). Ohne
ein kontinuierliches, rhythmisches Melatoninsignal
kommt die Uhrengenexpression in diesem stark abhingi-
gen peripheren Oszillator sofort zum Erliegen (Messager
et al., 2001; von Gall et al., 2002). Die Analyse der Regu-
lation von Uhrengenproteinen in der PT durch Melatonin
liefert wichtige Hinweise fiir das Verstidndnis dafiir, wie
ein rhythmisches endokrines Signal in peripheren Gewe-
ben entschliisselt und interpretiert wird. Tatséchlich findet
sich der MT1-Rezeptor in vielen peripheren Geweben,
wie beispielsweise pankreatischer -Zelle, Herz, Lunge
und Niere (Peschke et al., 2000, 2002; Naji et al., 2004;
Sallinen et al., 2005). Melatonin stellt mit grofler Wahr-
scheinlichkeit einen wichtigen Botenstoff dar, der ge-
meinsam mit anderen Taktgebern sowohl die Phasenlage
als auch die Lédnge der Nacht an periphere Oszillatoren
vermittelt. Melatonin kann entweder synergistisch mit,
bzw. antagonistisch zu anderen rhythmischen humoralen
Faktoren wie Kortisol (Balsalobre et al., 2000) wirken.
Alternativ dazu kann Melatonin durch die Sensitivierung
von Rezeptoren den Schwellenwert fiir tonische humo-
rale Faktoren, dhnlich wie fiir Adenosin gezeigt, verin-
dern und dadurch eine rhythmische Reizantwort hervor-
rufen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die
PT ein exzellentes Modellsystem fiir die Analyse der Re-
gulation von uhrengenabhingiger Genexpression in peri-
pheren Oszillatoren durch endokrine Faktoren darstellt.
Die hier gewonnenen Erkenntnisse konnten u.a. einen
wichtigen Beitrag fiir das Verstdndnis von molekularen
Grundlagen der Chronopharmakologie liefern.
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