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1. Einleitung und Zielsetzung

Die zentrale Uhr der Sauger ist der Nucleus suprachiasmaticus (SCN), ein Kerngebiet
im ventralen Teil des Hypothalamus (1). Dieses Kerngebiet exprimiert Uhrengene und
fungiert als molekularer Oszillator, der die circadiane Rhythmik des Korpers kontrolliert
(2, 3). Als ,Meisteruhr” erhalt der SCN optische Informationen aus der Retina (4). Diese
ermoglicht es ihm, seine endogene Oszillation an veranderte Lichtbedingungen
anzupassen. Aul3erdem kann er Oszillatoren in peripheren Geweben synchronisieren
(3). Diese wiederum regulieren in den jeweiligen Geweben lokale physiologische und
metabolische Prozesse (3).

Wie der SCN, scheint auch die Saugetier-Retina ein circadianes Uhrensystem zu
besitzen und als autonomer Oszillator zu fungieren (1, 2). Das retinale Uhrensystem
ist dabei mafRgeblich an der Regulation der Physiologie der Retina beteiligt (4). Die
Oszillatoren der amakrinen Zellen der Retina steuern die Synthese und Ausschuttung
des Neuromodulators Dopamin und die Oszillatoren in den Photorezeptoren regulieren
die Melatoninsynthese (5, 6). Dopamin wirkt dabei als ,Signal fur den Tag“ und
ermoglicht so die Anpassung der Retina an Licht, wohingegen Melatonin als
Gegenspieler des Dopamins als ,Signal fur die Nacht” fungiert und die Adaption der
Retina an Dunkelheit vermittelt (6).

Noch nicht eindeutig geklart ist, ob auch das retinale Pigmentepithel (RPE), welches
mit der Retina eine funktionelle Einheit bildet, einen oder mehrere Oszillatoren besitzt
und wie diese Oszillatoren reguliert werden. Baba et al. konnten in einer 2010
durchgefuhrten Studie zeigen, dass die Per2-mRNA-Menge im RPE eine deutliche
circadiane Rhythmik aufweist, was ein Hinweis auf die Existenz circadianer Uhren im
RPE ist (7). Pavan et al. (2006) und Yoshikawa et al. (2008) konnten daruber hinaus
nachweisen, dass Kkultivierte RPE-Zellen einen circadianen Rhythmus in der
Adenylylcyclase (AC)- sowie Bmal1-Luciferase-Aktivitat zeigen (8, 9). Ebenso zeigte
die Expression von Cry1 im RPE eine tageszeitliche Rhythmik (10).

Des Weiteren ist bekannt, dass die Phagozytose der Aullensegmente (AS) der
Photorezeptoren unter circadianer Kontrolle steht (11). Das RPE nimmt in der
Regulation des sogenannten (sog.) ,disk sheddings® eine zentrale Rolle ein und es
konnte gezeigt werden, dass der circadiane Rhythmus der Phagozytose auch nach
Zerstorung des SCNs persistiert. Er wird folglich nichtim SCN, sondern im Auge selbst



generiert (7). So ist moglich, dass der Rhythmus dieses Regenerationsprozesses uber
Oszillatoren des RPEs induziert wird.

Das RPE ist fur die Funktion der Photorezeptoren und somit flr die visuelle
Wahrnehmung von Saugern essentiell. Beispielsweise (bspw.) sind die im RPE
exprimierten Proteine LRAT, RPEG5, RDHS, RDH10, RDH11 und RLB1 zentrale
Bestandteile des visuellen (retinoiden) Zyklus, Uber den das fur den Sehvorgang
notwendige 11-cis-Retinal regeneriert wird (12, 13).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der circadianen Uhr des RPE. Hierzu
wurden die tageszeitlichen Expressionsprofile der Uhrengene Per1, Per2, Per3, Cry1,
Cry2 und Bmal1 sowie der Uhren-regulierten Gene Dbp und E4bp4 analysiert. Daruber
hinaus wurde untersucht, inwieweit die bekanntermal3en in der Retina rhythmisch
exprimierten Gene Cpt1a, Acadm, Pgc1a, Gnaz und Drd4 auch im RPE eine Rhythmik
zeigen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war zu prufen, inwieweit die Regeneration
des Photopigments 11-cis-Retinal einer tageszeitlichen Adaptation unterliegt. Hierzu
wurde eruiert, inwieweit die zentralen Gene des visuellen retinoiden Zyklus (Lrat,
Rpe65, Rdh5, Rdh10, Rdh11 und RIbp1) eine tageszeitliche Regulation ihrer
Expression aufwiesen.



2. Literaturdiskussion

2.1 Funktionelle Anatomie der Netzhaut beim Sauger

Die Netzhaut oder Retina ist entwicklungsgeschichtlich gesehen ein Teil des Gehirns.
Sie entwickelt sich aus den beiden Blattern des neuroektodermalen Augenbechers,
der sich in der 3. - 4. Entwicklungswoche aus dem Zwischenhirn (Diencephalon)
ausstulpt (14, 15). Aus dem aul3eren Blatt des Augenbechers entwickelt sich das zur
Sklera hin orientierte Stratum pigmentosum, welches auch als RPE bezeichnet wird,
wohingegen aus dem inneren Blatt das zum Glaskorper gelegene Stratum nervosum
entsteht. Die Retina setzt sich somit aus zwei unterschiedlichen Gewebeblattern, dem
RPE und der neuronalen Retina, zusammen, wobei beide eine funktionelle Einheit
bilden. Die neuronale Retina enthalt die ersten drei Neurone der Sehbahn:
Photorezeptorzellen (1. Neuron), Bipolarzellen (2. Neuron) und Ganglienzellen (3.
Neuron). Die Photorezeptorzellen lassen sich morphologisch und funktionell in zwei
verschieden Typen unterteilen: Stabchen und Zapfen. Beide bestehen aus einem
lichtempfindlichen Fortsatz, welcher wiederum aus einem Innensegment (IS) und
einem AS gebildet wird, einem Perikaryon und einem kurzen axonalen Fortsatz. Die
Stabchen sind fur das Dammerungssehen (skotopisches Sehen) und die Zapfen fur
das Sehen bei Tageslicht (photopisches Sehen) verantwortlich (15). Die Bipolarzellen
verbinden die Photorezeptoren mit den Ganglienzellen, deren Axone den Sehnerv
bilden und die Lichtinformationen zum Metathalamus des Gehirns weiterleiten (15).
Der vordere Teil der Netzhaut wird von den Epithelien des Ziliarkdrpers und der lIris
gebildet, die entwicklungsgeschichtlich ebenfalls den Blattern des Augenbechers
entstammen (15). Die Grenze zwischen den beiden Teilen der inneren Augenhaut wird
von der Ora serrata, einer sagezahnartigen Linie, gebildet (15).
Histologisch werden zehn Schichten der Netzhaut unterschieden (16) (s. Abb. 2): Die
aullerste Schicht bildet das RPE (Stratum pigmentosum), welches mit seiner apikalen,
Mikrovilli (MV) besetzten Seite die Photorezeptoren umschliet und basal an die
Aderhaut (Choroidea) grenzt (17). Der genaue Aufbau und die Funktionen des RPEs
werden im Abschnitt 2.1.1 noch eingehender behandelt.
Die zweite Schicht enthalt die sensorischen Fortsatze der Photorezeptoren (15). Das
Licht muss folglich erst alle weiter innen gelegenen Schichten der Netzhaut
durchqueren, um auf die lichtempfindlichen Teile der Photorezeptoren zu treffen. Das
IS stellt das metabolische Zentrum der Zelle dar. Uber ein diinnes Zilium steht es in
Verbindung mit dem AS. Dieses enthalt in Stabchen das Sehpigment Rhodopsin,
3



welches in aktiver Form mit 11-cis-Retinal gekoppelt ist und einen zentralen
Bestandteil der Transduktion von Licht in elektrochemische Signale darstellt (18) (s.
Abb. 1): Trifft ein Photon auf die Retina, bewirkt dies eine Konformationsanderung des
Opsins. Durch den Lichtreiz wird 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal umgewandelt,
sodass aus Rhodopsin aktiviertes Rhodopsin (Meta-Rhodopsin Il) wird. Das aktivierte
Rhodopsin bindet an das G-Protein Transducin, wodurch dieses ebenfalls aktiviert
wird. GDP wird an der alpha-Untereinheit (a-UE) des Transducins durch GTP ersetzt.
Die a-UE des Transducins kann nun eine cGMP-abhangige Phosphodiesterase
stimulieren, welche cGMP zu GMP hydrolysiert. Die intrazellulare cGMP-
Konzentration nimmt infolgedessen ab, sodass cGMP-abhingige Na*- und Ca?'-
Kanale geschlossen werden und es zu einer Abnahme der zytosolischen Ca?*- und
Na*-Konzentration kommt. Die Zelle hyperpolarisiert und die Glutamatausschuttung
der Zelle wird gehemmt. In Zapfen lauft die Phototransduktion ahnlich wie in Stabchen
ab — mit dem Unterschied, dass diese anstelle des Sehpigments Rhodopsin sog.
Zapfen-Opsine enthalten, die fur jeweils verschiedene Wellenlangen des Lichts
sensibel sind.

An die Schicht der sensorischen Fortsatze schlief3t sich die aulRere Grenzschicht
(Stratum limitans externum) an, welche Zellkontakte (Zonula adaerentes) zwischen
den Photorezeptorzellen und den sog. Muller-Zellen enthalt. Sie gehdren zu den
Gliazellen der Retina und Ubernehmen u.a. (unter anderem) eine Stutzfunktion (19).
In der vierten Schicht, dem Stratum nucleare externum, liegen die Perikarya der
Photorezeptoren, die das erste Neuron der Sehbahn darstellen (15).

Die funfte Schicht, das Stratum plexiforme externum, enthalt die Synapsen der 1.
Neurone (Photorezeptoren) mit den Bipolarzellen (2. Neuron) und Horizontalzellen.
Sie dient entsprechend der Informationsweiterleitung und -verarbeitung (15).

An das Stratum plexiforme externum schliel3t sich das Stratum nucleare internum an.
Hier sind die Perikarya der Bipolarzellen sowie der Horizontalzellen, der amakrinen
Zellen und Muller-Zellen zu finden.

In der nachsten Schicht, dem Stratum plexiforme internum, findet die Umschaltung der
bipolaren Zellen auf die Ganglienzellen (3. Neuron) statt. Die Perikarya der
Ganglienzellen liegen in der achten Schicht der Retina, dem Stratum ganglionicum,
wohingegen sich die Axone der Ganglienzellen in der neunten Schicht, dem Stratum
neurofibrarum, sammeln. Die letzte Schicht der Retina, die Membrana limitans interna,

wird von der Plasmamembran bzw. der Basallamina der Muller-Zellen gebildet (15).
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Die Abbildungen stellen den Aufbau der Retina dar. Im histologischen Bild lassen sich zehn Schichten

unterscheiden. Deutlich erkennbar ist die Ausbreitung der Photorezeptoren iiber mehrere Schichten

der Netzhaut sowie ihr direkter Kontakt zum auf3en liegenden retinalen Pigmentepithel. Die

Erregungsleitung lauft dem Lichteinfall entgegen von auRen nach innen. Einzelheiten siehe Text.

Abbildungen entnommen aus Schiinke M., Schulte E., Schuhmacher U. et. al., Prometheus Lernatlas
der Anatomie Kopf und Neuroanatomie, Stuttgart: Georg Thieme Verlag KG; 2006; Abb. a, Seite 163

Das RPE liegt zwischen der Aderhaut (Choroidea) und den Photorezeptoren der

Retina (20) (s. Abb. 2 und 3). Es besteht aus einer einschichtigen Lage hexagonaler,

kubisch-prismatischer Epithelzellen, die sowohl eine strukturelle als auch eine

funktionelle Polaritat aufweisen (17).
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Abb. 2 Schematischer Aufbau des retinalen Pigmentepithels

Die PhotorezeptorauRensegmente (1) werden von apikalen Mikrovilli der Zellen des RPEs, die
zahlreiche Melaningranula und im Alter Lipofuszinaggregate (2) enthalten, umgeben. Die Bruch'sche
Membran (3) grenzt apikal an das RPE und besteht aus der Plasmamembran von RPE-Zellen, einer
inneren Kollagenschicht, einer Elastinschicht, einer &auReren Kollagenschicht sowie der
Plasmamembran der Zellen der Choroidea (4). Abklirzung: RPE = retinales Pigmentepithel

Abbildung entnommen aus ,Photoreceptor degeneration: genetic and mechanistic dissection of a
complex trait®, A.F. Wright et al., 2010 (21)

Die apikale, an die Photorezeptoren der Retina grenzende Seite des RPEs ist mit MV
besetzt, was zu einer OberflachenvergroRerung der Zellen fuhrt (22). Dies erleichtert
den Stoffaustausch zwischen dem RPE und der Retina. Das RPE versorgt die
Photorezeptoren mit Metaboliten wie Glucose, Vitamin A oder Fettsauren und sorgt
gleichzeitig fur einen Abtransport von Wasser, lonen und Giftstoffen (22). Die MV
umschliel3en die lichtsensitiven AS der Photorezeptoren, wobei die Enden der MV bis
zu deren IS reichen und erst in unmittelbarer Nahe zu Fortsatzen der Muller-Zellen
enden (23). Durch diese enge Verzahnung zwischen Photorezeptoren und RPE wird
die Phagozytose der abgestolenen AS der Photorezeptoren erleichtert. Die als
Phagosom aufgenommenen AS werden innerhalb der RPE-Zellen Uber einen
Mikrotubuli-assoziierten, energieabhangigen Transport zu basalen Lysosomen
beférdert, in denen sie durch Enzyme abgebaut werden (23). Mit steigendem Alter
fuhrt ein unvollstandiger Abbau der AS-Fragmente zu Lipofuszin-Einlagerungen (24).
Lipofuszin-Granula sind beim Menschen etwa ab dem 6. Lebensmonat nachweisbar
und akkumulieren mit steigendem Lebensalter immer weiter. Durch Einschrankung

des ,freien“ Zellvolumens behindern die Granula die Funktion des RPEs, sodass bspw.
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lysosomale Prozesse gestort werden. Zudem wirkt Lipofuszin phototoxisch und
induziert moglicherweise durch seinen autofluoreszierenden Bestandteil ,anionen-
exchanger® (AE2) einen apoptotischen Zelltod (14, 22).

Eine weitere wichtige Aufgabe des RPEs liegt im Schutz der Netzhaut mittels
Lichtabsorption. Die Epithelzellen besitzen vor allem (v.a.) in ihrem apikalen Bereich
Melanin-Granula, die Streulicht aufnehmen und zudem antioxidativ wirken, sodass die
Retina vor schadigenden Einwirkungen geschutzt wird (22). Des Weiteren enthalt das
RPE eine grol3e Menge antioxidativer Enzyme wie Superoxid-Dismutase und Katalase
sowie nichtenzymatische Antioxidantien wie die Carotinoide Lutein und Zeaxanthin,
Ascorbate, alpha-Tocopherol und -Carotene (22). Unterstutzt werden diese durch
Glutathion und Melanin, die ebenfalls antioxidativ wirken konnen (22).

Der apikal liegende subretinale Spalt zwischen der neuronalen Retina und dem RPE
enthalt die sog. Interphotorezeptormatrix (IPM), die den zwischen den AS
verbleibenden Interzellularraum ausfullt. Die IPM ist essentiell fur die Interaktion der
Zellpopulationen. Sie ermdglicht Austauschvorgange und gewahrleistet eine
Anhaftung zwischen RPE und neuronaler Retina (14).

Insbesondere ist die IPM am visuellen (retinoiden) Zyklus beteiligt: Das beim
Sehvorgang (s. Abschn. 2.1, Abb. 1) entstandene all-trans-Retinal wird in die IPM
sezerniert und von dort aus in die RPE-Zellen aufgenommen. Hier wird es Uber
mehrere enzymatische Schritte zu 11-cis-Retinal regeneriert und dann wieder in die
IPM abgegeben (22).

Auf der basalen Seite des RPEs zeigt sich eine Faltung der Oberflache, die wie die
apikal liegenden MV der OberflachenvergroRerung und somit dem verbesserten
Stoffaustausch dient (17). Hier grenzt das RPE an die Bruch‘sche Membran, welche
eine pentalaminare Struktur aufweist: Die erste Schicht wird von der Basallamina der
RPE-Zellen gebildet, welche selbst aus Strukturproteinen, Laminin, Fibronektin und
Typ-IV-Kollagen besteht. Daran schlieRen sich eine Kollagenschicht sowie eine
elastische Schicht, gefolgt von einer weiteren Kollagenschicht, an. Die letzte Lage der
Bruch'schen Membran bildet die Basallamina der Endothelzellen der Choriokapillaris
(14). Die basale Seite des RPEs bildet eine epitheliale Barriere zum GefalRsystem der
Choroidea und kontrolliert als Teil der Blut-Retina-Schranke den Stoffaustausch
zwischen den beiden Geweben. Hieran sind auch die zwischen den RPE-Zellen
gelegenen Tight junctions beteiligt (20).
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Abb. 3 Funktionen des retinalen Pigmentepithels

Die Abbildung fasst die Funktionen des RPE schematisch zusammen. Erkennbar ist, dass das RPE
nicht nur fir den epithelialen Transport von Nahrstoffen wie Glucose sowie die Sekretion von
Wachstumsfaktoren wie PEDF und VEGF verantwortlich ist, sondern dass es auch eine entscheidende
Rolle im visuellen Zyklus sowie der Phagozytose von AS der Photorezeptoren spielt. Das RPE ist fur
die Vitalitat der Photorezeptoren und fiir den Sehvorgang essentiell. Abkirzungen: RPE = retinales
Pigmentepithel, PEDF = pigment epithelium-derived factor, VEGF = vascular endothelial growth factor,
AS = AuBensegmente, MV = Mikrovilli

Abbildung entnommen und verandert aus , The retinal pigment epithelium in visual function®, O. Strauss,

2005 (22)



2.2 Der visuelle Zyklus

Das lichtsensitive Pigment der Stabchen ist Rhodopsin. Es besteht aus einem
Membranprotein, dem Opsin (7-transmembran-Domane G-gekoppeltes Rezeptor-
Protein), und einem Chromophor, dem 11-cis-Retinal (20, 25). Die Zapfen enthalten
als Sehpigmente verschiedene Zapfen-Opsine. Im Folgenden wird der visuelle Zyklus
der Stabchen dargestellt. Im Prinzip verlauft der visuelle Zyklus jedoch fur beide
Photorezeptor-Typen ahnlich (s. Abb. 4).

Wie bereits beschrieben, isomerisiert 11-cis-Retinal wahrend des Sehvorgangs zu all-
trans-Retinal (20) (s. Abschn. 2.1). Entsprechend muss 11-cis-Retinal nun regeneriert
werden. Dazu zerfallt Metarhodopsin Il (aktiviertes Rhodopsin) am Ende des
Transduktionsvorgangs in Opsin und all-trans-Retinal (15).

All-trans-Retinal wird in das Lumen des Stabchen-AS ausgeschuttet. Dort wird
Membran-Phosphatidylethanolamin (PE) angehangt, wobei N-
Retinylidenphosphatidylethanolamin (N-ret-PE) entsteht (26). N-ret-PE kann nun
durch ein groRes 12-Transmembran-Domane-Protein namens ATP-bindende-
KasseteA4 (ABCA4) von der luminalen zur zytoplasmatischen Seite wandern (27). Im
Zytoplasma des Stabchen-AS trennt sich all-trans-Retinal von PE (28) und wird durch
die Retinoldehydrogenase (RDH) 8 und mdglicherweise die RDH12 zu all-trans-
Retinol reduziert (26-28). All-trans-Retinol wird durch das Interphotorezeptor-Retinol-
bindende Protein (IRBP) - ein groRes Glykoprotein, das in den Photorezeptoren
synthetisiert und in die IPM ausgeschuttet wird — gebunden (29, 30), sodass es die
Matrix Uberqueren kann und die Membran der RPE-MV erreicht (31). Mutationen in
Rbp3, dem Gen das fur IRBP codiert, verursachen Retinitis pigmentosa (32).

Im RPE bindet all-trans-Retinol fest an Cellular-Retinol-bindendes Protein (CRPB) und
wird von diesem zum endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert. Im ER
katalysiert die Lecithin-Retinol-Acyl-Transferase (LRAT) die Ubertragung einer Acyl-
Gruppe von in der Membran vorhandenem Phosphaditylcholin auf Retinol (33, 34).
Der entstandene all-trans-Retinyl-Ester wird nun durch RPE-spezifisches 65kDa-
Protein (RPEG5) hydrolysiert und zu 11-cis-Retinol isomerisiert (34, 35). Mutationen in
den fur LRAT oder RPEG5 codierenden Genen verursachen Lebersche kongenitale
Amaurosis (34, 36-38).

An 11-cis-Retinol kann sich nun Zellular-Retinalaldehyd-bindendes Protein (CRALBP)
anlagern, wodurch die Oxidation von 11-cis-Retinol zu 11-cis-Retinalaldehyd durch 11-
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cis spezifische RDHSs erleichtert wird (39-41). Die wichtigste 11-cis-spezifische RDH
des RPE stellt RDH5 dar (42).

CRALB transloziert anschliel3end zur apikalen Seite des RPE und ubergibt 11-cis-
Retinal an IRBP. Schlussendlich wird 11-cis-Retinal dann Uber IRBP an apo-
Rhodopsin gebunden, sodass die Regeneration des Rhodopsin-Molekul
abgeschlossen ist (17).

RPE 65 11-cis- RDH5
Retinol
trans- 11-cis-
Retinylester Retinal
RPE
LRAT
IPM
All-trans- PAS Rhodopsin
Retinol
All-trans-
RDH8, RDH12 Retinal

Abb. 4 Adaptierte schematische Darstellung des visuellen Zyklus

Die Abbildung zeigt den in den Photorezeptoren und RPE ablaufenden visuellen Zyklus (Einzelheiten

siehe Text). Abkirzungen: RPE = retinales Pigmentepithel, IPM = Interphotorezeptormatrix, LRAT
Lecithin-Retinol-Aceyltransferase, PAS = Photorezeptor-Aul3ensegmente, RDH =
Retinoldehydrogenase

Abbildung entnommen und verandert aus ,Targeted disruption of the murine retinal dehydrogenase
gene Rdh12 does not limit visual cycle function®, Kurth I. et al., 2007 (43)
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2.3 Das circadiane System der Sauger
2.3.1 Grundlagen circadianer Rhythmik

Aufgrund der Rotation der Erde um ihre eigene Achse, verandern sich
Umweltbedingungen, wie bspw. die Lichtverhaltnisse, das Nahrungsangebot und die
Temperatur, rhythmisch mit einer Periodenlange von 24 Stunden (44). Um Uberleben
zu konnen, mussen sich die Bewohner der Erde an diese veranderten Bedingungen
anpassen konnen (4). Doch wie bewaltigen sie dies?

In beinahe allen Korperzellen nahezu aller Lebewesen sind sog. ,circadiane Uhren®
(lat.: circa = ungefahr, dies = Tag) vorhanden, die einen endogenen Rhythmus von
etwa 24 Stunden generieren (4, 44). Diese endogene Periodik wird auf molekularer
Ebene durch Transkriptions-Translationsschleifen erzeugt: Durch ein Wechselspiel
von Genaktivierung und -inhibition werden sog. Uhrengene (Bmal1, Clock, Per, Cry)
zyklisch exprimiert und garantieren somit die fortwahrende Oszillation der Uhr (s.
Abschn. 2.3.3) (44). Der endogene Rhythmus von circa 24 h bleibt auch in
Abwesenheit von externen Signalen bestehen (44). Durch sog. ,Zeitgeber” (ZT), also
externe Signale von aufden, wird die Rhythmik der Oszillatoren mit den auleren
Umweltbedingungen synchronisiert und die Periodendauer auf exakt 24 Stunden fixiert
(44). Der wichtigste exogene ZT ist dabei das Uber die Retina perzipierte Licht (4, 45).
Zur Generierung von circadianen Rhythmen besitzen Sauger ein komplexes System
aus zentralen und peripheren Uhren. Der als Hauptschrittmacher bezeichnete SCN
koordiniert die Uhren des peripheren Gewebes Uber humorale und neuronale Signale
und ermaoglicht somit eine Synchronisation aller Korperzellen (4, 44).

Uber das circadiane System reguliert der SCN zahlreiche physiologische Prozesse wie
den Schlaf-Wach-Rhythmus, die Regulation der Korpertemperatur, den Leber- und
Nierenstoffwechsel sowie die Sekretion von Hormonen wie Melatonin und
Glucocorticoiden (46). Beeintrachtigungen der circadianen Uhren des Korpers sind mit
Pathologien wie bspw. Schlafstorungen, Depression, kardiovaskularen Erkrankungen
und Krebs assoziiert (46).

Eine Anpassung an die rhythmischen Schwankungen der Umweltbedingungen wird
folglich durch das exakte Zusammenspiel des SCN, der Retina sowie peripherer
Oszillatoren ermaoglicht und ist fur die Gesundheit des Individuums unabdingbar.
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2.3.2 Komponenten des circadianen Systems

Das circadiane System der Sauger ist hierarchisch strukturiert (44) (s. Abb. 6). An
seiner Spitze steht der SCN — ein bilaterales Kerngebiet im ventralen Hypothalamus,
welches alle zentralen und peripheren Uhren dber direkte sowie indirekte
Verbindungen kontrolliert (1, 47). Das als Hauptschrittmacher bezeichnete Kerngebiet
liegt in der Regio praeoptica uber dem Chiasma opticum und umrahmt den dritten
Ventrikel. Es besteht aus circa 20.000 Neuronen, die wiederum jeweils etwa 1000
Synapsen bilden (44). Jedes Neuron generiert hinsichtlich seiner elektrischen Aktivitat
einen eigenen circadianen Rhythmus (48). Die Neurone des SCN kommunizieren uber
die Neurotransmitter vasoaktives intestinales Peptid (VIP) sowie Gamma-
Aminobuttersaure (GABA) und werden Uber elektrische Synapsen untereinander
synchronisiert, sodass sie synchron oszillieren und einen robusten circadianen
Rhythmus ausbilden konnen (43, 49).

Der SCN erhalt Uber den retinohypothalamischen Trakt (RHT) sensorische
Informationen von der Retina (43, 50). Der RHT wird von Axonen spezieller
intrinsischer photosensitiver retinaler Ganglienzellen (ipRGCs) der inneren Retina
gebildet (43, 44) und moduliert die Neurone des SCNs Uber die Neurotransmitter
Glutamat und PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) (44, 51).
Glutamat interagiert dort mit NMDA- und AMPA-Rezeptoren, was zu einem Ca?*-
Einstrom flihrt (43, 44). Uber mehrere Kinasen (CamK, MAPK, PKA) induziert Ca?* die
Phosphorylierung und damit Aktivierung von CREB (cyclic adenosine
monophosphate-response-element-binding-protein) (43, 52). CREB bindet an cAMP
(cyclic adenosine monophosphate) response elements (CRE) auf den
Promoterregionen von Per1 und Per2, wodurch deren Transkription induziert wird (43,
46, 47, 53). Diese CREB-vermittelte Transkription der Uhrengenen scheint fur die
Adaption der im SCN-generierten circadianen Periodik an den Hell-Dunkel-Wechsel
der Umwelt essentiell zu sein (54).

Als Hauptschrittmacher synchronisiert der SCN Uber verschiedene neuronale Bahnen
und humorale Signale andere Oszillatoren im Gehirn und in peripheren Geweben (43,
55). So projiziert er Uber das sympathische Nervensystem in das Pinealorgan und
reguliert hier die rhythmische Synthese und Sekretion von Melatonin (42, 56). Hierbei
induziert die nachtliche Ausschattung von Noradrenalin (NA) die Melatoninsynthese
des Pinealorgans Uber eine Aktivierung des Schusselenzyms der Melatoninsynthese
Arylalkylamin-N-Acetyltransferase (AANAT) (46, 51).
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neuronale und humorale Signale

Abb. 5 Organisation des circadianen Systems in Saugern

In Saugern agiert der SCN als zentraler Schrittmacher. Uber den RHT erhélt er optische Informationen
aus der Retina, was es dem SCN ermdglicht, seinen eigenen circadianen Rhythmus an den Hell-Dunkel-
Rhythmus der Umwelt anzupassen. Uber neuronale und humorale Signale kann der SCN wiederum
periphere Oszillatoren synchronisieren. Dieses hierarchisch organisierte System scheint essentiell zu
sein, um die vielen peripheren Oszillatoren zeitlich aufeinander abzustimmen und die Integritat der im
Korper eines Individuums ablaufenden Prozesse zu gewahren. Abkirzungen: CNS = zentrales
Nervensystem, RHT = retinohypothalamischer Trakt, SCN = Nucleus suprachiasmaticus

Abbildung entnommen und verandert aus ,Circadian rhythms from multiple oscillators: lessons from
diverse organisms®, Bell-Pedersen D. et al., 2005 (57)
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2.3.3 Die molekulare Organisation der circadianen Uhr

Auf molekularer Ebene werden circadiane Rhythmen durch autoregulierte positive und
negative Transkriptions-Translations-Feedbackschleifen (TTFL = transcriptional-
translation-feedback-loops) generiert (2, 6, 52) (s. Abb. 6). Im Zentrum dieser
Feedbackschleifen stehen die Gene Clock, Bmal1, Per und Cry (58).

Die Gene Clock und Bmal1 codieren fur basic-helix-loop-helix(bHLH)-PER-ARNT-
SIM(PAS)-Transkriptionsfaktoren (33, 52, 54, 59). Die Proteinprodukte CLOCK und
BMAL1 heterodimerisieren, translozieren in den Nucleus und binden hochsensitiv an
E-Box-Sequenzen (33, 53). Durch die Bindung wird die Expression der Gene Per1,
Per2 und Per3 sowie Cry1 und Cry2 induziert (33, 53). BMAL1 und CLOCK fungieren
folglich als Aktivatorproteine der Expression von Per- und Cry-Genen und stellen somit
die positiven Komponenten der Feedbackschleife dar (60). Die entstehenden Per- und
Cry-Genprodukte bilden im Zytoplasma einen Komplex, welcher im Laufe der spaten
Hellphase in den Nucleus wandert und als negative Komponente der Feedbackschliefe
die CLOCK/BMAL1-abhangige Transkription von PER und CRY hemmt (33, 53).
Nachts fallt die Menge an PER und CRY somit wieder ab, sodass die Blockade
morgens aufgehoben ist und mit der CLOCK/BMAL1-abhangigen Transkription von
Per und Cry ein neuer Zyklus beginnen kann (61). Die so generierte Rhythmik wird
durch  Phosphorylierungen, die unter anderem die Translokation der
Uhrengenprodukte in den Nucleus beeinflussen, und weitere post-transkriptionalen
Modifizierungen moduliert (33, 59, 61).

In einer zweiten Feedbackschleife aktiviert das CLOCK/BMAL1-Heterodimer die
Transkription der Gene Rev-Erba und Rora Uber E-Box-Sequenzen (33, 60). Die
entstehenden Genprodukte konkurrieren nun um die Rev-erb/Ror-elements (RREs)-
Bindungsstellen des Bmal1-Promoters, wobei die Transkription des Gens durch Rev-

Erba gefordert und durch Ror-a gehemmt wird (33, 60).
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Abb. 6 Die molekulare Organisation der circadianen Uhr

Die positive Schleife der Transkriptions-Translations-Feedback-Schleife wird von den
Transkriptionsfaktoren BMAL1 und CLOCK gebildet. Der Komplex aus BMAL1 und CLOCK aktiviert die
Transkription von Per- und Cry-Genen. Im Zytoplasma heterodimerisieren PER und CRY, translozieren
in den Nukleus und inhibieren die Transkription von Bmal1 und Clock, wodurch sie ihre eigene
Transkription ebenfalls supprimieren (negatives Feedback). BMAL1 und CLOCK induzieren in einer
zweiten Feedbackschleife die Transkription von Rev-Erba und Rora (Einzelheiten siehe Text).
Abkirzungen: CCGs = clock controlled Genes

Abbildung entnommen und verandert aus ,Molecular Cogs: Interplay between Circadian Clock and Cell
Cycle®, Gaucher J. et al., 2018 (62)

Wie unter 2.3.2 schon dargestellt, beeinflusst Licht als wichtigster Zeitgeber Uber
CREB-Protein den 24 h-Rhythmus der circadianen Uhr.

Weiterhin wird die molekulare Uhr Uber sog. D-Box-Regulatoren beeinflusst. Diese
binden als Transkriptionsfaktoren an die Promoterregion einiger circadian gesteuerter
Gene und aktivieren oder inhibieren somit die Transkription der Gene (63). DBP
(albumin gene D-site binding protein) bindet beispielweise an die Promoterregion von
Per1 und Per2, wodurch deren Transkription induziert wird (60, 64). E4ABP4 bewirkt
hingegen als negativer Regulator der D-Box eine Supprimierung der Transkription
(64). Diese zusatzliche ,Schleife® Uber D-Box-Regulatoren scheint der Stabilisierung
und dem ,Fine-Tuning“ der Oszillation zu dienen (65).

Die Proteinprodukte der Uhrengene regulieren jedoch nicht nur andere Uhrengene
sondern auch sog. ,clock controlled genes® (CCGs) (33, 60). CCGs enthalten im
Bereich ihrer Promoter Bindestellen fur Uhrenprodukte, uber die eine 24 h-Rhythmik
ihrer Transkription induziert wird (33, 60). Zu den CCGs gehort z.B. das schon oben
erwahnte Dpb-Gen, dessen Transkription Uber E-Box-Sequenzen reguliert wird (65).
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2.3.4 Uhren in der neuronalen Retina

Die Retina enthalt ein komplexes Uhrenwerk, welches lokal ihre Physiologie und
Funktion reguliert (11, 59, 61, 66). Die circadiane Rhythmik der endogenen retinalen
Uhr bleibt auch in isolierten Retina-Kulturen erhalten, was fur die Existenz eines vom
SCN unabhangigen circadianen Uhrensystems spricht (2). So bleibt bspw. die
rhythmische Expression der Aanat-mRNA in Photorezeptorzellen auch nach Lasion
des SCNs und unter DD-Bedingungen erhalten (67). Die exakte Lokalisation der
retinalen Oszillatoren sowie ihr Zusammenspiel sind bisher jedoch noch nicht
abschliefend geklart. Aktuelle Studien postulieren, dass die retinalen circadianen
Uhren in den Zapfen sowie in Neuronen der inneren Retina, v.a. in dopaminergen
amakrinen Zellen und Mdullerzellen, lokalisiert sind (68).

Ruan et al. (2006) konnten nachweisen, dass dopaminerge amakrine Zellen,
Bipolarzellen, Horizontalzellen und Ganglienzellen einen kompletten Satz an
Uhrengenen exprimieren (11, 68, 69). Es zeigte sich, dass die circadiane Rhythmik
der Uhrengenexpression in dopaminergen amakrinen Zellen auch nach Isolation vom
SCN und den Photorezeptoren persistierte (2, 70). Dies deutet daraufhin, dass
amakrine Zellen unabhangige endogene Oszillatoren beherbergen (70, 71). Die
endogenen Oszillatoren der dopaminergen amakrinen Zellen scheinen dabei
insbesondere die Rhythmik der DA-Synthese und -Ausschuttung zu steuern (71, 72).
Wie bereits erwahnt, exprimieren auch retinale Ganglienzellen Uhrengene (2, 71).
Maoglich ist, dass eine Subpopulation der Ganglienzellen, die ipRGCs, eine circadiane
Uhr enthalt, die Einfluss auf die tageszeitliche Expression des Gens Opn4 nehmen
konnte (73). Studien deuten daraufhin, dass die circadianen Uhren der Retina Uber
Opn4, das fur das Photopigment Melanopsin codiert (74), bzw. Uber die ipRGC licht-
abhangig synchronisiert werden (73, 74). Eine andere Subpopulation der retinalen
Ganglienzellen scheint Uber das Gen Opnb, das fur das Photopigment Neuropsin
kodiert (75), fur die Licht-Dunkel-Synchronisation des retinalen Uhrensystems
verantwortlich zu sein (76).

Aullerdem scheinen die zentralen Uhrenprodukte CLOCK, BMAL1, NPAS2, PER1,
PER2 und CRY2 nur in Zapfen, die nur zwei bis drei Prozent der Photorezeptoren
ausmachen, nicht aber in den Stabchen, rhythmisch exprimiert werden (2, 69). Dies
deutet daraufhin, dass Zapfen, nicht aber Stabchen, autonome circadiane Uhren
enthalten (11, 56). Die Prasenz einer circadianen Uhr in ausschlieRlich den Zapfen
konsistiert mit dem Befund, dass das photische ERG (Elektroretinogramm) unter
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circadianer Kontrolle steht, wohingegen das skotopische, durch Stabchen vermittelte
ERG, keine circadiane Regulation aufweist (77). Weitere Studien deuten daraufhin,
dass der zelleigene Oszillator der Photorezeptoren unter anderem die rhythmische
Melatonin-Synthese Uber eine Beeinflussung des Schlisselenzyms AANAT steuert
(67).

Retinale Gliazellen, die sog. Muller-Zellen, exprimieren ebenfalls die kanonischen
Uhrengene und zeigen auch nach Isolation vom retinalen Gewebe eine Persistenz der
Rhythmik, was dafur spricht, dass sie ebenfalls autonome Uhren enthalten (78).

Das komplexe retinale circadiane System, welches sich scheinbar aus Oszillatoren in
den Zapfen und Zellen der inneren Retina zusammensetzt, ermdglicht es der
Netzhaut, ihren Metabolismus sowie ihre Funktion an Anderungen der
Beleuchtungsintensitat im Tagesverlauf antizipativ zu adaptieren (11, 79).

Essentiell fur die visuelle Signalverarbeitung ist die Fahigkeit der Retina zur Hell-
Dunkel-Adaption. Diese wird u.a. durch die Mdglichkeit, am Tag Zapfen und in der
Nacht Stabchen als Photorezeptoren zu nutzen, gewahrleistet (80). Stabchen
unterliegen bereits bei geringen Lichtintensitaten einer Sattigung (81), wohingegen
Zapfen auch bei sehr hellem Licht photosensitiv bleiben (82). Das Zusammenspiel der
Zapfen und Stabchen gewahrleistet es Saugern, auch bei stark wechselnden
Lichtbedingungen die visuelle Wahrnehmung zu erhalten. Unabdingbar ist dabei eine
circadian regulierte Stabchen-Zapfen-Kopplung, also eine im Tagesverlauf
fluktuierend starke ,Kopplung“ des skotopischen und photopischen Sehens (80). So
ist in der Nacht die Stabchen-Zapfen-Verbindung Uber ,gap junctions” deutlich starker
als am Tag, da das ,gap junction®-Protein Connexin 36 nachts starker exprimiert wird
(11, 64, 83, 84). Durch diese verstarkte Stabchen-Zapfen-Kopplung wird der
Informationsaustausch zwischen den beiden Photorezeptor-Typen sichergestellt und
das nachtliche Sehen verbessert (11, 80).

Neben der circadianen Regulation der Stabchen-Zapfen-Kopplung ist auch die
tageszeitliche  Regulation der Photorezeptorpigmente fur die visuelle
Signalverarbeitung von Bedeutung (85). Bspw. unterliegt die Expression von
Rhodopsin und UV-Opsin einem circadianen Rhythmus (85). Ob die Rhythmik der
Photopigmente Uber einen retinalen Oszillator oder Uber den SCN reguliert wird, ist
bisher jedoch ungeklart (86).

Entscheidend fur die Funktionalitat der Retina ist auch die Fahigkeit, den retinalen
Stoffwechsel an den nachtlich erhohten Energiebedarf anzupassen (87). Die

Photorezeptoren bendtigen zur Aufrechterhaltung ihres Ruhepotentials grolRe Mengen
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Energie, die sie hauptsachlich durch aerobe Glykolyse gewinnen (88). Der nachtlich
erhohte Energiebedarf kommt dadurch zustande, dass nachts ein standiger
lonenstrom in die Zelle hinein herrscht und dass diese lonen zur Gewahrleistung des
Konzentrationsgradienten unter Energieaufwand wieder aus der Zelle hinaus gepumpt
werden mussen. Die Adaption an den tageszeitlich schwankenden Energiebedarf wird
unter anderem durch die circadiane Regulation der Gene Pgc-1a, Cpt-1a und Acadm
gewahrleistet (89, 90). Das Proteinprodukt von Pgc-1a fungiert dabei als
ubergeordneter Stoffwechselregulator (91, 92), wohingegen Cpt-1a und Acadm fur
Enzyme der R-Oxidation von Fettsduren codieren (90). Aullerdem fuhren die
Schwankungen des Energiebedarfs der Zellen auch zu tageszeitlichen
Veranderungen des oxidativen Stresses, dem die Zellen im Rahmen metabolischer
Prozesse ausgesetzt sind (93, 94). Dies wiederum scheint zu einer tageszeitlichen
Rhythmik der Schutzmechanismen der Zelle gegen oxidativen Stress zu fuhren. So
gibt es bspw. Hinweise darauf, dass die Gluthathion-Peroxidase, ein antioxidatives
Enzym, in neuronalem Gewebe wie der Retina nachts verstarkt exprimiert wird (94-
96). Mdoglicherweise konnte Melatonin dabei als Stimulator der Gluthathion-
Peroxidase-Synthese fungieren (97) .

Des Weiteren steht die Expression von cGMP-gated cation channels (CNGCs) in der
Retina unter circadianer Kontrolle (11). CNGCs sind essentiell fur die in den AS
stattfindende Phototransduktion. Das Offnen und SchlieBen der CNGCs ist zwar in
erster Linie abhangig von der Stimulation durch Licht, aber die Affinitdt von CNGCs zu
cGMP steht unter circadianer Kontrolle (11). In der subjektiven Nacht ist die Affinitat
von CNGCs zu cGMP erhoht, sodass nachts ein groferer Dunkelstrom vorherrscht als
tagsuber (11). Mdglicherweise spielen die CNGCs als ,Input® und ,Output® des
retinalen Uhrenwerks eine entscheidende Rolle fur das ,Entrainment® der circadianen
Oszillatoren der Photorezeptoren (11).

AuRerdem stehen sowohl die Licht- als auch die Kontrastsensitivitat sowie die Funktion
der ipRGCs unter Kontrolle des retinalen Uhrenwerkes (56).

Vermittelt wird die circadiane Kontrolle u.a. Uber die Neuromodulatoren DA und
Melatonin (56) (s. Abb. 7). DA wird in den dopaminergen amakrinen Zellen der inneren
Kornerschicht (engl.: inner nuclear layer, INL) sowie der plexiformen Schicht (engl.:
inner plexiform layer, IPL) gebildet und lichtinduziert bzw. am Tag freigesetzt (98).
Seine Wirkung wird Uber D2- und D4-Rezeptoren vermittelt und es dient als ,Signal fur
den Tag“ (98). Durch DA wird die Adaption der Retina an Helligkeit (98, 99) sowie eine

verstarkte Kontrastsensitivitat ermaoglicht (98) und es inhibiert die Melatoninsynthese
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(100, 101). AuRRerdem beeinflusst DA zusammen mit dem Neurotransmitter GABA die
molekulare Uhr auch direkt, indem es die Transkription von Per1 und Per2
lichtinduziert stimuliert (72).

Melatonin fungiert hingegen als ,Signal fur die Nacht® (11, 65, 102) und wird
entsprechend v.a. nachts in den Photorezeptoren synthetisiert (103, 104). Die
circadiane Synthese von Melatonin wird Uber das Schrittmacher-Enzyms AANAT
reguliert (105): Das CLOCK/BMAL1-Heterodimer bindet an die E-Box im Aanat-
Promoter und vermittelt Uber die transkriptionelle Hochregulation der AANAT-
Synthese einen Anstieg der Melatoninausschittung in der Nacht (106). Uber die
Bindung an membranstandige G-Protein-gekoppelte Melatonin-Rezeptoren Typ 1 und
Typ 2 (MRT1 und MRT2) induziert Melatonin die Dunkeladaption der Retina (107). Die
circadiane Rhythmik der retinalen Melatonin-Synthese bleibt auch nach Entfernung
des SCNs und auch in explantierten Retinae in Kultur erhalten (84, 108). Diese
Befunde deuten daraufhin, dass die Periodizitat der Aanat-Transkription von Retina-
eigenen Uhren und nicht vom SCN gesteuert wird.

Wie bereits erwahnt, beeinflussen sich die beiden Neuromodulatoren reziprok, indem
sie die Synthese und Ausschuttung des jeweils anderen hemmen (80, 109, 110) (siehe
Abb. 7). Sakamoto et al. (2006) konnten jedoch zeigen, dass die rhythmische
Expression der Aanat in Photorezeptoren der Ratte nicht an DA gebunden ist,
wohingegen die DA-Freisetzung an den circadianen Melatonin-Rhythmus gebunden
zu sein scheint: In Melatonin-defizienten Mausen wird die DA-Freisetzung unter DD-
Bedingungen arrhythmisch, wohingegen die rhythmische Expression der Aanat-mRNA
auch bei Ratten mit degenerierten dopaminergen Neuronen erhalten bleibt (111). Das
tagezeitliche Expressionsmuster der Aanat scheint folglich durch endogene
Oszillatoren der Photorezeptoren selbst generiert zu werden (111).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass DA und Melatonin essentielle
Bestandteile des retinalen Uhrenwerks sind und eine entscheidende Rolle im
Zusammenspiel der circadianen Oszillatoren der verschiedenen retinalen Zellen

einnehmen (11).
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Abb. 7 Die Rolle von Melatonin und Dopamin in der Retina

Melatonin und Dopamin agieren in der Retina als Gegenspieler. Die Synthese und Freisetzung beider
Neuromodulatoren wird circadian reguliert und zeigt nachts erhéhte Melatoninspiegel und tagsuber
erhdhte Dopaminkonzentrationen. Melatonin fungiert als ,Signal fiir die Nacht®, wohingegen Dopamin

als ,Signal fiir den Tag“ wirkt. Die Neurotransmitter beeinflussen sich reziprok, indem sie die Synthese

des jeweils anderen hemmen. Abkiirzungen: h = Stunden

Abbildung entnommen und verandert aus ,The circadian clock system in the mammalian retina“, Tosini

G., 2008 (6)

Wie bereits erwahnt, kommen circadiane Uhren nicht nur in verschiedenen retinalen
Zelltypen, sondern auch in anderen okularen Strukturen wie RPE, Cornea, Iris und
Ziliarkorper vor (2, 50, 112). Das Auge fungiert somit als ein Multi-Oszillator-System,

das die Adaption verschiedener Augenparamter reguliert (56).
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2.3.5 Uhren im retinalen Pigmentepithel

Das RPE scheint wie die neuronale Retina circadiane Oszillatoren zu besitzen und
somit als Teil des retinalen Uhrenwerks zu fungieren (11). Bisher noch nicht ganzlich
geklart ist jedoch, ob der circadiane Oszillator im RPE unabhangig vom SCN und der
neuronalen Retina agieren kann und welche funktionelle Bedeutung er hat (11).

Wie schon erwahnt, spielt das RPE in der Erneuerung der AS der Photorezeptoren
eine entscheidende Rolle und tragt somit zur Vitalitat der Retina bei. Bereits frihe
Studien konnten nachweisen, dass der Prozess des ,Disk sheddings® und der AS-
Phagozytose circadian reguliert ist (7). Doch wo sind die fur den Rhythmus der
Phagozytose verantwortlichen Oszillatoren lokalisiert? Enthalt das RPE eine
endogene Uhr und nimmt diese Einfluss auf die circadiane Regulation der
Phagozytose?

Baba et al. konnten 2010 zeigen, dass die Per2-mRNA-Menge im murinen RPE in vivo
einen klaren circadianen Rhythmus zeigt, mit einem Peak zur ZT24 unter LD-
Bedingungen und einen weiteren Peak zur ZT12 im DD (7). Weiterhin konnten sie
zeigen, dass weder Lichtexposition noch die Entfernung des SCNs die PER2::LUC-
Biolumineszenz beeinflusste (7). Diese Ergebnisse sprechen fur die Existenz einer
RPE-Uhr, die unabhangig vom SCN oszilliert (7). Die Ergebnisse von Baba et al.
wurden durch die 2019 durchgefuhrte Studie von Milicevic et al. untermauert und
erweitert. Milicevic et al. konnten zeigen, dass in kultivierten humanen RPE-Zellen
nicht nur Per2 sondern auch die Uhrengene Bmal1, Cry1, Cry2, Per1 und Rev-Erba
rhythmisch exprimiert werden, was die Hypothese unterstitzt, dass die RPE-Zellen
einen robusten molekularen Oszillator enthalten (113). Rev-Erba zeigte unter den
Kulturbedingungen eine besonders ausgepragte Rhythmik und in Rev-Erba-
defizienten Zellen blieb die Per2::LUC-Oszillation zwar erhalten, aber es zeigte sich
eine verlangerte Periode der Per2-Biolumineszenz sowie ein friherer Phasenwechsel
(113). Rev-Erba scheint im RPE folglich eine essentielle Rolle fur das exakte Timing
der molekularen Uhr zu spielen (113).

In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von Cry1-
mRNA im RPE von Huhnern unter LD-Bedingungen eine tageszeitliche Rhythmik mit
einem Peak zur ZT8 aufwies. Unter LL-Bedingungen war der Rhythmus robust,
wohingegen er unter DD-Bedingungen nicht stabil war (10).
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Peirson et al. (2004) konnten erstmals nachweisen, dass RPE-Zellen Melanopsin
exprimieren (Opn4) (106, 114). Ob Melanopsin auch im RPE, wie in den iRGCs, als
Photopigment an der Synchronisation der Uhr des RPEs beteiligt ist, oder aber als
Photoisomerase wirkt und somit an der Regeneration von Photopigmenten teilnimmt,
ist derzeit unklar und bedarf weiterer Studien (114). Tosini et al. (2012) vermuten
jedoch, dass das RPE trotz des hohen Melanopsingehaltes nicht direkt photosensibel
ist, sondern von aul3en ,entrained” wird (104, 114). So induziert eine Lichtgabe in der
subjektiven Nacht im isolierten RPE keinen Phasenwechsel (7).

In einer 2017 durchgefuhrten Studie konnte beobachtet werden, dass DA Uber D2R im
RPE den PER2::LUC-Biolumineszenz-Rhythmus verandern kann. So kann eine DA-
Gabe die RPE-Uhr bis zu 12 Stunden vor- oder zuruckstellen — je nachdem, zu welcher
Zeit der Neuromodulator appliziert wird. Eine DA-Gabe in den Morgenstunden zur ZT0-
4 fuhrt zu einer Phasenverschiebung um etwa 6 Stunden nach hinten, wohingegen
eine DA-Gabe zur ZT4-12 eine Phasenverschiebung um etwa 5 Stunden nach vorne
bewirkt (115). Eine DA-Gabe in den Nachtstunden zur ZT12-20 beeinflusst die Phase
kaum. Auf molekularer Ebene fuhrt DA Uber den D2R im RPE zur Induktion der
Expression von Per1 und Per2, was letztendlich zu einem ,Reset” der circadianen
RPE-Uhren fuhrt (115). Vermutlich wird DA aus den amakrinen Zellen der Retina
ausgeschuttet, gelangt iber noch nicht eindeutig identifizierte Wege ins RPE und wirkt
dort, wie in anderen nicht-photosensitiven okularen Strukturen, als ,Photo-Entrainer®-
Signal, um die RPE-Uhr mit den anderen okularen Uhren zu synchronisieren (115). Im
Gegensatz zur RPE-Uhr scheint die putative Uhr der Cornea nicht Uber DA sondern
uber Melatonin durch die Aktivierung des MT2R synchronisiert zu werden (115).
Melatonin konnte auch in der Vernetzung der circadianen Uhren des RPEs und der
Photorezeptoren eine entscheidende Rolle spielen: Denkbar ist, dass es als
parakriner, lipophiler Neuromodulator aus den Photorezeptoren diffundiert, an
Melatonin-Rezeptoren im RPE bindet und so die circadiane Funktion des RPEs
beeinflusst (107). In Ubereinstimmung mit dieser Arbeitshypothese, konnten Nash und
Osborne (1995) die Expression von Melatonin-Rezeptoren in humanen RPE-Zellen
sowie in RPE-Zellen aus Ratten nachweisen (116). Wiechmann et al. (2004) konnten
zeigen, dass Melatonin-Rezeptoren im RPE von Xenopus (afrikanischer Krallenfrosch)
an den apikalen MV, nicht aber an der basalen Membran exprimiert werden (107). Dies
unterstutzt die Hypothese, dass das fur das RPE relevante Melatonin eher retinalen
Ursprungs ist (107). Wiechmann et al. (2008) vermuten, dass Melatonin im RPE unter

anderem zu der Generierung des circadianen Rhythmus der Phagozytose der AS der
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Photorezeptoren beitragt (107). Laurent et al. (2017) konnten zeigen, dass der Verlust
von MT1R oder MT2R eine Verzogerung der circadianen Rhythmik im RPE zur Folge
hat: So zeigt die Phagozytose der AS der Photorezeptoren bei der Defizienz von
Melatonin-Rezeptoren einen um etwa 3 h verzogerten Peak (117).

Morioka et al. (2018) konnten zeigen, dass die molekularen Uhren im RPE nicht nur
uber DA und Melatonin sondern auch uber Histamin reguliert werden (118). So scheint
Histamin im RPE Uber H1-Rezeptoren (H1R) einen Phasenwechsel der Bmal1-
Transkription zu induzieren. Ebenso fuhrt die Bindung von Histamin an den Gg-
Protein-gekoppelten H1R zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration,
einer vermehrten pCREB-Expression im Nucleus und letztendlich zu einem Phasen-
Wechsel des Bmal71-Luciferase-Rhythmus (118). Histamin konnte als parakriner
Neuromodulator, neben DA und Melatonin, auch an der Regulation des ,disk
sheddings” (siehe unten) beteiligt sein (118).

Ikarashi et al. (2017) stellten die Hypothese auf, dass auch das cholinerge System an
der Regulation der circadianen Rhythmen im RPE beteiligt ist (119). Sie konnten
zeigen, dass ein Phasenwechsel der Bmal1-Transkription auch uber Muskarin-
Rezeptoren herbeigefuhrt werden kann (107, 115, 119).

Eine wichtige Funktion des RPEs ist die Phagozytose der abgestollienen AS der
Photorezeptoren. In Stabchen zeigt sich v.a. im Morgengrauen 1-2 Stunden nach
Sonnenaufgang und bei Lichtstimulation ein Anstieg der Phagozytoserate,
wohingegen der Anstieg in Zapfen je nach untersuchter Spezies abweicht, abhangig
davon, ob die Spezies Stabchen- oder Zapfen-dominiert ist (120-122). Der
tageszeitliche Rhythmus der Phagozytoserate persistiert auch in konstanter
Dunkelheit, was zeigt, dass er Uber circadiane Uhren kontrolliert wird (123-125). Eine
Lasion des SCN fuhrt zu keiner Modulation des Phagozytose-Rhythmus (119, 126).
Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Rhythmus uber endogene retinale Oszillatoren
gesteuert wird (119). Aktuell wird vermutet, dass die circadiane Periodik der
Phagozytose sowohl von den Uhren der Photorezeptoren als auch von solchen im
RPE selbst kontrolliert wird und dass der Zeitpunkt des Peaks aus einer Interaktion
zwischen diesen beiden Uhrensystemen resultiert (11, 127). Der genaue molekulare
Mechanismus dieser Interaktion zwischen der RPE- und der Photorezeptor-Uhr ist
bisher nicht vollstandig aufgeklart. Da DA den circadianen Rhythmus der Phagozytose
im RPE Uber den D2R beeinflussen kann, besteht die Moglichkeit, dass DA die Uhren

der Photorezeptoren und des RPEs synchronisiert (11).
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Zudem konnten der spannungsgesteuerte Kalzium-Kanal Cav1.3 sowie der
spannungs- und Kalzium-gesteuerte Kalium-Kanal KCa1.1 eine wichtige Rolle in der
Regulation des circadianen Rhythmus der Phagozytose einnehmen (11, 128). Wie in
Photorezeptoren steht die Expression des Calciumkanals Cav1.3 auch im RPE unter
circadianer Kontrolle (11, 128). Interessanterweise fehlt in Cav1.3-defizienten Mausen
der Phagozytose-Peak der AS im Morgengrauen, was daraufhin deutet, dass dieser
Kanal eine Rolle fur die circadiane Kontrolle der Phagozytose spielt (11). Der sog.
,grofle Kaliumkanal® (BK = big potassium) weist im RPE zwar keine rhythmische
Expression auf, aber in BK-defizienten Mausen kommt es zu einer Phasen-
Verschiebung der Phagozytose (11) und zu einer Desynchronisation von Phagozytose
und ,,AS-disk-shedding“ (11). Sowohl Cav.1.3 als auch BK scheinen folglich eine Rolle
in der circadianen Kontrolle der AS-Phagozytose und des ,disk sheddings® zu spielen
(11).

Melatonin, das nachts von Photorezeptoren sezerniert wird, scheint ebenfalls in den
Regulationsprozess der AS-Phagozytose involviert zu sein (107). Wie bereits oben
erwahnt, konnte gezeigt werden, dass sich der Phagozytose-Peak in MT1R- und
MT2R-Knockout-Mausen um etwa 3 Stunden verschiebt (117). Da sowohl das Fehlen
von MT1R als auch von MT2R den circadianen Rhythmus der Phagozytose in gleicher
Weise beeinflusst, ist davon auszugehen, dass der Effekt des Melatonins uber
MT1R/MT2R-Heteromere vermittelt wird (117). Interessanterweise fuhrt bereits eine
Anderung der Phagozytose-Rhythmik um 3 Stunden zu einer gesteigerten
Akkumulation von Lipofuszin im RPE. Das exakte ,Timing“ der Phagozytose scheint
folglich fur die Gesundheit der Photorezeptoren essentiell zu sein (117). Die enorme
Bedeutung dieses Regenerationsprozesses der AS fur die Vitalitat der
Photorezeptorzellen und des RPEs selbst zeigte sich auch in den Studien von Nandrot
et al. (2006). So zeigten Mause, in denen die Rhythmik des Regenerationsprozesses
durchbrochen wurde (avB5-Integrin-Rezeptor-Knockout-Mause), einen
altersabhangigen Funktionsverlust der Photorezeptoren sowie eine erhdhte
Lipofuszin-Akkumulation im RPE (129).
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialen

3.1.1 Chemikalien

Absolute QPCR SYBR Green Mix Abgene/ Thermo Fisher Scientific,
Deutschland

Agarose, Star Pure-Agarose Star Lab, Deutschland
Aqua dest. Roth, Deutschland
DEPC-Wasser Roth, Deutschland
EDTA, 0,5 mM Merck, Deutschland
Essigsaure, 99-100% Merck, Deutschland
Ethanol Roth, Deutschland
Isopropanol Merck, Deutschland
NaCl 0,9% Braun, Deutschland
Oligo-d(T)-Primer Operon, USA
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Deutschland
Reverse-Transkriptionskit, Verso Thermo-Fisher Scientific, Deutschland
cDNA-Kit

RNA-Extraktions-Kit, RNeasy Micro Kit  Qiagen, Deutschland
3-Mercaptoethanol Roth, Deutschland

TrisPuffer (10 mM), pH 7,7 Merck, Deutschland
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3.1.2 Laborgerate

Gefrierschrank, -20 °C Liebherr Premium, Deutschland

Gefriertruhe, -86 °C Kendro Laboratory Products,
Deutschland

Kuhlschrank, 4 °C Liebherr, Deutschland

PCR-Gerat, CFX96 Real Time System Bio-Rad, USA
mit C1000 Thermal Cycler

Photometer, NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, USA
Spectrophotometer
Pipetten BRAND, Deutschland

Thermocycler, peqStar Thermocycler PEQLAB Biotechnologie, Deutschland

Ultraschall-Homogenisator, SONOPLUS Bandelin electronic GmbH & Co. KG,

mini20 Deutschland

Vortexer Scientific Industrie, USA

Waage, Sartorius LE323S Santarius, Deutschland

Zentrifugen Thermo Fisher Scientific, Deutschland
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Microcentrifuge Tubes Kisker Biotech, Deutschland
PCR-Film, QPCR Adhesive Clear Seals 4titude, United Kingdom

PCR-Platten, Frame Star 96 non-skirted 4titude, United Kingdom

low profile

Pipettenspitzen, SafeSeal Tips Biozym Scientific, Deutschland
Professional
Pipettenspitzen, ungestopft Sarstedt, Deutschland

Reaktionsgefalie, Quali-,Low-Retention” Qiagen, Deutschland

Saulchen, RNeasy Min Elute Spin Qiagen, Deutschland

Column
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3.1.4 Software

Bio-Rad CFX Manager 3.1 Bio-Rad, USA
Microsoft Office, Version 2007 Microsoft, USA
NanoDrop 1000 V3.8.1 Thermo Fisher Scientific, USA
SPSS Statistics, Version 15.0 SPSS Inc., USA
3.1.5 Primer

In der nachfolgenden Tabelle (s. Tab. 1) sind die fur die quantitative RT-PCR
verwendeten Primer aufgelistet. Die Sequenzen der untersuchten Transkripte
stammen aus der oOffentlich zuganglichen Gen-Datenbank des ,National Center for
Biotechnology Information® (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Die Primer wurden mit der Clone Manager Suite 7 Software kreiert und als Lyophilisate
von der Firma Operon (USA) erworben. Das Primer-Lyophilisat wurde nach Hersteller-
Anweisung in sterilem TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH = 8) resuspendiert,
sodass sich eine Endkonzentration von 100 uM ergab. Vor der weiteren Verwendung
bei der gPCR wurden die Primer 1:10 mit TE-Puffer verdunnt.

Tab. 1 Tabellarische Zusammenfassung der verwendeten Primer

Name GenBank Sequenzen Lange
Accession 5'—3": Forward (bp)
numbers 3'—5": Reverse
(NCBI)

18s NR 003278 5" —-3" TCAACACGGGAAACCTCAC 110

3’ =5 TCGCTCCACCAACTAAGAAC

Acadm | NM _007382.5 53" TACCCGTTCCCTCTCATC 129

3'—=5" CCCATACGCCAACTCTTC

Akr1ib1 | NM_009658.3 5" -3 GTCTCCAACTTCAACCCTCTTC 137

3’ =5 " CCTTTGCTGTGGCAGTATTC

Bmal1 NM_007489.4 5 3" CCCGCTGAACATCACAAG 115

(Arntl) 3" =5 AGCCTGCCCTGGTAATAG

Cptia NM_ 013495 5" -3 GCCATCTGTGGGAGTATGTC 112

28



3'—>5 TGTAGCCTGGTGGGTTTG

Cry1 NM_007771.3 |5 >3 CAAGAAGCTGGCTACTGAG 136
3’ =5 GCTGACGAGAGTCTGAAAC

Cry2 NM_009963.4 |5 >3  TGTGGTGTGCCATTTGTG 103
3'>5 AGCCCTGGTAAGAAGATACG

Dbp NM_016974.3 | 5" -3 GGAGGTGCTAATGACCTTTG 146
3’ =5 GGACTTTCCTTGCCTTCTTC

E4bp4 | NM_017373 5 —>3" CGTATTCCACCTCCATCTACC 144

(Nfil3) 3'—5"  AAGACTTGCCCACTACACC

Gapdh | BC082592.1 5" -3 GTCATCCCAGAGCTGAAC 144
3'—5  CTCAGATGCCTGCTTCAC

Lrat NM_023624.4 | 5 -3 CCATACAGCCTACTGTGGAAC 146
3'—=5" AAGACAGCCGAAGCAAGAC

Per1 NM_011066.4 |5 —3"  CCAGATTGGTGGAGGTTACTGAGT | 92
3'—5"  GCGAGAGTCTTCTTGGAGCAGTAG

Per2 AF036893 5 —->3' AGTGGCAAGATTCAAACCAAAAGT | 120
3 -5 TTCTATGGTGGTGACAGCTTTCA

Per3 NM_011067.2 |5 —3 CCGCCCCTACAGTCAGAAAG 100
3’ =5 GCCCCACGTGCTTAAATCCT

Pgc1a | NM_008904 5 -3  GTGTTCCCGATCACCATATTCC 101
3’ -5 GGTGTCTGTAGTGGCTTGATTC

Rdh10 | NM_133832.3 |5 —3 GTGCTCTGTTGTGTTCTC 110
3'—5  TCAGACTACGCTGATCTC

Rdh11 | NM_021557.5 |5 —3"  AAGCCGTCACAGGGAACAG 132
3'—=5" CGCCCGCATTGTTGATGAG

Rdh5 NM_134006.4 |5 —3 TGGAGCCTGGCTTCTTTC 104
3'—5" GTAGTGGGCCTGTATAGCTG

RIbp1 NM_020599.2 |5 -3  GCTACAGAGGGTCTTTGTTC 114

(Cralbp) 3'—5 ACTTTGCCGTCGTACTTG

Rpe65 | NM_029987.2 |5 —3" GTGGCAAGAGCCAGATTCTTAC 149

3’ =5’

CTTTGGCATTCAGAACCAGGAG

29




3.1.7 Tiere

Fur die Experimente dieser Arbeit wurden 10 - 12 Wochen alte mannliche und
weibliche Melatonin-profiziente Mause (Stamm: C3H.C-Pde6b2H) genutzt. Die Tiere
wurden freundlicherweise von Dr. Russel G. Foster (Nuffield Labaratory of
Opthalmology and the Sleep and Circadian Neuroscience Institute, University of
Oxford) zur Verfugung gestellt. Die Tiere wurden unter standardisierten
Laborbedingungen im Tierstall des Instituts fur Klinische und Funktionelle Anatomie
der Universitatsmedizin Mainz gehalten. Die Temperatur im Tierstall betrug 20 +/- 1 °C
und die Luftfeuchte lag bei circa 50%. Futter und Wasser erhielten die Mause ad
libitium.

Fur die Analyse der rhythmischen Genexpression wurden die Tiere uber einen
Zeitraum von 3 Wochen in einem Licht-Dunkel-Zyklus mit 12 Stunden Licht und 12
Stunden Dunkelheit (LD12:12) gehalten. Die Beleuchtungsstarken auf Kafiglevel
betrugen 200 lux wahrend der Lichtphase und gedimmtes Rotlicht (<5 lux) wahrend
der Dunkelphase. Die Zeitgeber Licht-an und Licht-aus sind definiert als Zeitgeber (ZT)
0 bzw. ZT12. Die Entnahme des RPE erfolgte in 3 h-Intervallen Uber einen 24 h-Zyklus
durch Dekapitation der Mause nach Anasthesie mit Kohlendioxid. Wahrend der
Dunkelphase erfolgte die Totung der Tiere unter Rotlicht.

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fir Tierversuche
nach MalRgabe der Europaischen Gemeinschaft (Direktive 86/609/EEC) durchgefuhrt,
und den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland
folgend, gehalten und behandelt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Entnahme des retinalen Pigmentepithels

Zur lIsolation des RPEs wurden die Bulbi optici enthommen und gesaubert.
AnschlieBend wurde der N. opticus und anhaftendes Gewebe mit einer Pinzette
entfernt. Dann wurden die Bulbi mit einer Schere entlang der im vorderen Teil des
Bulbus liegenden Ora serrata, einer sagezahnartigen Linie, die den ,sehenden” (Pars
optica retinae) vom ,blinden® (Pars caeca retinae) Teil der Retina trennt,
eingeschnitten. Nun konnten die Linse und der Glaskorper von der Retina und dem
RPE getrennt werden. AnschlielRend wurde die Retina vorsichtig mit einer Pinzette
vom RPE gel6st und das RPE gesammelt. Die beiden erhaltenen RPEs eines Tieres
wurden sofort in ein Reaktionsgefald gegeben, in flissigem Stickstoff eingefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.2 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus dem RPE erfolgte mit Hilfe des RNeasy Micro Kit (cat. No.
74004) nach Protokoll des Herstellers.

Die Proben wurden in einem Volumen von 350 pl Lysepuffer, bestehend aus RLT-
Puffer und B-Mercaptoethanol (B-ME) (1:100), mittels Ultraschalles homogenisiert.
Das Lysat wurde im nachsten Schritt fur 3 Minuten bei 17.000 g zentrifugiert, sodass
der Uberstand abgenommen werden konnte. Dieser wurde mit 350 pl 70%igem
Ethanol gemischt. Das Ethanol-Probengemisch wurde auf 2 ml Collection tubes
pipettiert und bei 8000 g fur 15 Sekunden zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wurde
verworfen und 350 pl RW1-Puffer auf die Saulen gegeben (1. Waschschritt). Danach
erfolgte die erneute Zentrifugation fur 15 Sekunden bei 8000 g. Der Durchfluss wurde
abermals verworfen. Daraufhin folgte ein DNAse-Verdau. Hierfur wurden 10 yl DNAse
| Losung (1500 Kunitz-Einheiten) mit 70 pul RDD-Puffer gemischt, auf die Saulchen
pipettiert und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Es folgten zwei weitere Waschschritte unter Verwerfung des Durchflusses: zunachst
mit 500 pl RPE-Puffer fur 15 Sekunden bei 8000 g und anschlieBend mit 500 pl
80%igem Ethanol fur 2 Minuten bei 8000 g. Anschlie3fend wurden die Saulchen bei
geoffnetem Deckel fur 5 Minuten durch Zentrifugation auf hochster Stufe getrocknet.
Zur Eluierung der RNA wurden die Saulchen in 1,5 ml RNAsefreie Collection tubes
gegeben und 14 pyl RNAsefreies Wasser auf die Mitte der Saulchen pipettiert. Es folgte
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eine funfmindtige Inkubation sowie eine erneute Zentrifugation bei 17.000 g. Das
beschriebene Procedere wurde mit dem Durchfluss wiederholt.

Zur Bestimmung der RNA-Menge und der -Reinheit wurde das Verhaltnis der UV-
Absorption der RNA bei 260 nm zu 280 nm mittels NanoDrop bestimmt. Bis zur

weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei -80 °C.
3.2.3 cDNA-Synthese (Reverse Transkriptase, RT)

Die im vorherigen Schritt extrahierte RNA wurde fur die nachfolgende Real-Time PCR-
Messung in codogene DNA transkribiert. Hierfur kam das Verso cDNA Kit der Firma
Thermo Fisher Scientific zum Einsatz.

Wie im Herstellerprotokoll angegeben wurden folgende Reagenzien fur den

Reaktionsansatz eingesetzt:

Tab. 2 Reaktionsansatz zur Synthese von cDNA

Puffer 4 pl
Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP)- | 1,8 ul
Mix (0,5 mM)

Anchored Oligo-dt-Primer (0,5ug/pl) 0,8 ul
RT-Enhancer 0,8 ul
Verso-Enzyme-Mix 0,8 ul
RNase-freies Wasser 0,8 ul

Zu 9 pl des Mastermixes wurden je 4 pyl RNA gegeben und mit 7 yl RNAse-freiem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefullt. Des Weiteren wurde ein
Kontrollansatz ohne mRNA hergestellt (NTC = ,no template control). Die PCR-
Reaktion zur Synthese der cDNA erfolgte bei 42 °C fir 30 Minuten. Die erhaltene cDNA
wurde anschlieRend mit RNAse-freiem Wasser im Verhaltnis 1:4 verdinnt und bei -20

°C gelagert.
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3.2.4 Quantitative ,real time polymerase chain reaction“ (QRT-PCR)

Zur Amplifikation und Quantifizierung der cDNA wurde eine gqRT-PCR durchgefuhrt.
Die hierfur verwendeten Primer sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Die Quantifizierung
erfolgte dabei mittels Fluoreszenz-Messung. Als Nachweisreagenz wurde SYBR
Green benutzt, ein fluoreszierender Farbstoff, der sich unspezifisch an
doppelstrangige DNA angelagert. Das Fluoreszenz-Signal ist dabei proportional zur
Menge an Doppelstrang-DNA und kann zur Quantifizierung der amplifizierten DNA
genutzt werden. Die Fluoreszenz-Messung erfolgt in Echtzeit (,real-time®).

Zur Durchfuhrung der gPCR wurde ein Mastermix nach folgendem Schema angesetzt
(s. Tab. 3):

Tab. 3 Reaktionsansatz des Mastermixes

H20 4,6 pl
iTaqg SYBR 10 pl
3’-Primer (100 nM) 0,2 pl
5°-Primer (100 nM) 0,2 ul
Probe 5yl

In die Wells der PCR-Platte wurden je 5 yl der cDNA-Probe und 15 ul des Mastermixes
gegeben, woraus sich ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Well ergab. Alle Proben
wurden dabei in Duplikaten angesetzt.

Nach der Zentrifugation bei 1500 g fur 1 Minute erfolgte die PCR-Amplifikation und
Quantifizierung mit Hilfe eines i-Cyclers nach folgendem Protokoll: Denaturierung fur
30 sek bei 95 °C, gefolgt von 45 Amplifizierungszyklen fur 5 sek bei 95 °C und 30 sek
bei 60 °C.
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Tab. 4 PCR-Programm

Programm Anzahl Wdh. Temp. (°C) Zeit (sek)
Initiale Denaturierung | 1 95 30
Amplifikation 45 95 5
60 30
Schmelzkurve von 65 °C auf 95
°Cin 0,5-°C
Schritten erhitzt

Am Ende der Amplifizierungszyklen wurden Schmelzkurven von den Amplifikaten
angefertigt, um die Spezifitat der PCR-Produkte zu prufen. Dazu wurden die Proben
in 0,5 °C-Schritten von 65 °C auf 95 °C erhitzt, wobei das Fluoreszenzsignal vom i-
Cycler in jedem Schritt registriert wurde. Anhand der Peaks der Schmelzkurve konnten
die spezifischen PCR-Produkte von unspezifischen Produkten, wie bspw. Primer-
Dimeren, unterschieden werden.

Die Transkriptmenge in den Proben wurde anhand der gemessenen Schwellenwert-
Zyklen (Ct-Werte) mit der Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software (Bio-Rad) mithilfe
einer internen Standardkurve (10fache serielle Verdinnungsreihe von 10%-10 cDNA-
Kopien/ul) kalkuliert. Die Expressionslevel der Transkripte wurden in Bezug auf die in
den Proben vorhandene Menge an Gapdh mRNA und 78S rRNA normalisiert.

3.2.5 Herstellung der Standards

Zur Herstellung der internen Standards wurden PCR-Produkte der verwendeten
Primer (s. Tab. 1) elektrophoretisch aufgetrennt. Die PCR-Amplikons der Primer
wurden zunachst mit TAE-Puffer (97,6 g Tris-Base, 5,84 g EDTA, 20 ml Essigsaure ad
2000 ml H20) im Verhaltnis 1:5 gemischt und anschlieBend auf ein 2%iges-TAE-
Agarosegel aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 100 V fur 40 Minuten
erfolgte die elektrophoretische Separierung der Proben. Nach erfolgter Auftrennung
wurden die nun unter UV-Licht sichtbaren Banden aus dem Gel ausgeschnitten und
die DNA extrahiert. Hierfur diente das QIAquick Gel Extraction Kit. Die Extraktion der

DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zu den Gel-Banden wurde die dreifache
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Menge an QG-Puffer hinzugefugt. Dann erfolgte die Inkubation der Proben unter
konstanter Rotation (300 rpm) fur zehn Minuten bei 50° C und anschlie3end wurde die
einfache Menge Isopropanol zu den Proben gegeben. Die Proben wurden auf
QIAquick-Saulchen pipettiert, welche fur eine Minute bei 17.000 g zentrifugiert wurden.
Der Durchfluss wurde verworfen und es folgten zwei Waschritte: zunachst mit 500 pl
QG-Puffer, anschlielend mit 750 ul PE-Puffer. Die Proben wurden abermals fur eine
Minute bei 17.000 g zentrifugiert und der Durchfluss wurde wiederum verworfen.

Im nachsten Schritt erfolgte die Elution der DNA mit 30 ul EB-Puffer. Mittels
Photometer (NanoDrop) wurde die DNA-Konzentration der Eluate bestimmt. Aus der
gemessenen DNA-Konzentration und der bekannten Fragmentlange der Primer-
Produkte (s. Tab. 1) konnte die Anzahl der cDNA-Kopien in den Eluaten bestimmt und
auf einen Gehalt von 10° Kopien/ul eingestellt werden (number of copies = (amount *
6,022*102%) / (length * 1*10°*650)). Die Losung mit der Kopienzahl von 10%ul wurde
im Verhaltnis 1:10 seriell mit DEPC-H20 verdunnt und so die Standardreihe mit
bekannter Anzahl an cDNA-Kopien eines Gens (108 bis 10" Kopien/ul) hergestellt.
Unter Verwendung der Agarose-Gelelektrophorese konnte zudem gezeigt werden,
dass die erzeugten Amplifikate fur alle Gene die vorhergesagten GroRen aufweisen.

3.2.6 Statistische Auswertung

Zur Bestimmung der tageszeitlichen bzw. rhythmischen Expression eines Gens
wurden fur jedes Gen vier unabhangige Versuchsreihen, bestehend aus je acht
Proben, durchgefuhrt. Die erhobenen Daten stellen dabei den Mittelwert +/- den
Standardfehler des Mittelwertes dar. Die Transkript-Mengen wurden relativ zur
durchschnittlichen Expression der Datensatze Uber 24 h berechnet, um die temporale
Expression darzustellen.

Zur statistischen Bewertung der rhythmischen Genexpression im 24-Stunden-Profil
wurde die Cosinor-Analyse angewandt. Bei der Cosinor-Analyse werden durch
Anpassung der erhobenen Daten an eine Sinuskurve, mathematische Schatzwerte wie
der Zeitpunkt der maximalen Genexpression (Akrophase) und die Amplitude der
tageszeitlichen Schwingung bestimmt.

Die Cosinor-Analyse kann durch folgende Formel (s. Tab. 5) beschrieben werden:

f(t) = A + B cos (21 (t + C)/T)
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Tab. 5 Parameter der Cosinor-Funktion

F(t) relative Expressionslevel der Zielgene

T Zeit der Probenentnahme (h)

A Durchschnittswert der Cosinorkurve

B Amplitude der Kurve

C Acrophase (Zeitpunkt, an dem die Funktion ihr Maximum
erreicht)

T Periodenzeit (24 h)

Daruber hinaus wurde die One-Way ANOVA (one way analysis of variance) genutzt,
um Unterschiede in der Genexpression innerhalb einer Versuchsgruppe unabhangig
von der rhythmischen Oszillation zu detektieren. Das Signifikanzniveau wurde auf

p < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Uhrengene und putativ Uhren-kontrollierte Gene des retinalen
Pigmentepithels

4.1.1 Die Uhrengene Per1, Per2, Per3 zeigen eine tageszeitliche Rhythmik

Zunachst wurde untersucht, ob die zentralen Komponenten der molekularen Uhr (s.
Abschn. 2.3.3) im RPE eine rhythmische Expression aufweisen. Analysiert wurden die
tageszeitlichen Expressionsprofile der Uhrengene Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2 und
Bmal1 (s. Abb. 8).

In der Cosinor-Analyse zeigten alle drei Per-Gene eine statistisch signifikante
Rhythmik, wobei das Maximum der Expression von Per 1 bei ZT10,4, von Per2 bei
ZT12,4 und von Per3 bei ZT9,8 lag (s. Abb. 8, Tab. 6). Alle drei Per-Gene weisen
folglich die hochste Expression im Bereich des Wechsels von der Hell- zur
Dunkelphase auf. Der Tiefpunkt der Genexpression zeigte sich in der Dunkelphase im
Bereich zwischen ZT20 und ZT24 (Per1: Z122,4; Per2: ZT0,4; Per3: ZT21,8) (s. Abb.
8, Tab. 6).

Die einfaktorielle ANOVA-Analyse war nur fur Per2 statistisch auffallig, wohingegen fur
Per1 und Per3 keine statistische Auffalligkeit nachgewiesen werden konnte

(s. Tab. 6).

Die Expression der Uhrengene Cry1, Cry2 und Bmal1 zeigte weder in der Cosinor-
noch in der einfaktoriellen ANOVA-Analyse einen statistisch signifikanten Rhythmus
(s. Tab. 6).
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Abb. 8 24-Stunden-Expressionsprofil der Uhrengene Per1-3, Cry1-2 und Bmal1

Die mRNA-Mengen der Gene Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2 und Bmal1 sind als Funktion der ZT unter
Licht/Dunkel 12:12 aufgetragen. Die Messung der Transkripte erfolgte in Praparaten des RPEs mittels
gPCR. Die Daten entsprechen dem Prozentsatz des durchschnittlichen Wertes der Transkriptmenge
Uber die Periode von 24 Stunden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SEM (n=4, jedes n
reprasentiert ein Tier (zwei Pigmentepithelien)). Der Wert zur ZTO wurde zweimal (ZTO und ZT24)
aufgetragen. Der schwarze Balken markiert die Dunkelphase. Die Linien entsprechen einer
periodischen Sinusfunktion, die mittels Cosinor-Analyse bestimmt wurde (durchgezogene und
gestrichelte Linie entsprechen p<0,05 bzw. p>0,05). Die statistische Analyse der Profile ist in Tab. 6
aufgefiihrt. Abkirzungen: mRNA = messenger ribonucleic acid, ZT = Zeitgeber-Zeit, RPE = retinales
Pigmentepithel, qPCR = quantitative polymerase chain reaction, SEM = Standardfehler des
Mittelwertes, Tab. = Tabelle
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Tab. 6 Statistische Analyse der in den Abbildungen 8, 9 und 10 dargestellten Expressionsprofile

ANOVA COSINOR
Gen p-Wert Acrophase Phase Amplitude | p-Wert
(h) (h) (%)
Per1 0,161 10,39 22,39 45,69 p<0,05
Per2 0,026 12,36 0,36 54,43 p<0,05
Per3 0,059 9,79 21,79 36,73 p<0,05
Cry1 0,343 - - - p>0,05
Cry2 0,257 - - - p>0,05
Bmal1 | 0,273 - - - p>0,05
Dbp 0,000 7,59 19,59 67,15 p<0,05
E4bp4 | 0,211 21,46 9,46 35,68 p<0,05
Drd4 0,109 - - - p>0,05
Gnaz | 0,366 - - - p>0,05

4.1.2 Tageszeitliche Rhythmik der uhrenkontrollierten Gene Dbp und E4bp4

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob die CCGs Dbp und E4bp4 im RPE eine
tageszeitliche Rhythmik aufweisen.

Sowohl in der Cosinor- als auch in der ANOVA-Analyse zeigte die Expression von Dpb
einen statistisch signifikanten Rhythmus, wobei die Expression ein Maximum zur
ZT7,6 (s. Abb. 9, Tab. 6) und ein Minimum zur ZT19,6 aufwies.

Ebenso zeigte E4bp4 in der Cosinor-Analyse statistisch signifikante tageszeitliche
Schwankungen in seiner Expression, wohingegen die einfaktorielle ANOVA-Analyse
keine statistische Auffalligkeit erkennen lie} (s. Abb. 9, Tab. 6). Die maximale und
minimale E4bp4-mRNA-Menge lag zur ZT21,5 bzw. zur ZT9,5 vor.
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Abb. 9 24-Stunden-Expressionsprofil der uhrenregulierten Gene Dbp und E4bp4

Die mRNA-Mengen der Gene Dbp und E4bp4 sind als Funktion der ZT unter Licht/Dunkel 12:12
aufgetragen. Die Messung der Transkripte erfolgte in Praparaten RPEs mittels qPCR. Die Daten
entsprechen dem Prozentsatz des durchschnittlichen Wertes der Transkriptmenge Uber die Periode von
24 Stunden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SEM (n=4, jedes n reprasentiert ein Tier (zwei
Pigmentepithelien)). Der Wert zur ZTO wurde zweimal (ZTO und ZT24) aufgetragen. Der schwarze
Balken markiert die Dunkelphase. Die Linien entsprechen einer periodischen Sinusfunktion, die mittels
Cosinor-Analyse bestimmt wurde (durchgezogene Linie entspricht p<0,05). Die statistische Analyse der
Profile ist in Tab. 6 aufgefuhrt. Abkirzungen: mRNA = messenger ribonucleic acid, ZT = Zeitgeber-Zeit,
RPE = retinales Pigmentepithel, gPCR = quantitative polymerase chain reaction, SEM = Standardfehler
des Mittelwertes, Tab. = Tabelle

Auf der Basis der Cosinor-Analyse lassen die vorliegenden Befunde darauf schliel3en,
dass die Uhrengene Per1, Per2 und Per3 sowie die CCGs Dbp und E4bp4 im RPE
rhythmisch exprimiert werden. Dieser Nachweis unterstutzt die These, dass im RPE
eine circadiane Uhr vorhanden ist und dass diese die Genexpression des Gewebes
beeinflusst.
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4.1.3 Drd4 und Gnaz zeigen keine Rhythmik

Aufgrund der Tatsache, dass Dopamin-D4-Rezeptoren in der Retina rhythmisch
exprimiert werden und fur die dopaminerge Regulation des RPEs von Bedeutung zu
sein scheinen, wurde uUberpruft, inwieweit Drd4 auch im RPE eine tageszeitliche
Oszillation aufweist.

Weder in der Cosinor-Analyse noch in der einfaktoriellen ANOVA-Analyse konnte fur
Drd4 eine statistisch signifikante Rhythmik der Genexpression nachgewiesen werden
(s. Abb. 10, Tab. 6).

Um zu eruieren, ob das in der Retina rhythmisch exprimierte Gnaz auch im RPE
Uhren-abhangig reguliert wird, wurde in einem weiteren Schritt die Transkriptmenge
dieses Gens als Funktion der ZT analysiert.

Es zeigte sich jedoch weder in der Cosinor- noch in der ANOVA-Analyse eine
signifikante Rhythmik der Gnaz-Expression (s. Abb. 10, Tab. 6).
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Abb. 10 24-Stunden-Expressionsprofil von Drd4 und Gnaz

Die mRNA-Mengen der Gene Drd4 und Gnaz sind als Funktion der ZT unter Licht/Dunkel 12:12
aufgetragen. Die Messung der Transkripte erfolgte in Praparaten des RPEs mittels gPCR. Die Daten
entsprechen dem Prozentsatz des durchschnittlichen Wertes der Transkriptmenge Uber die Periode von
24 Stunden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SEM (n=4, jedes n reprasentiert ein Tier (zwei
Pigmentepithelien)). Der Wert zur ZTO wurde zweimal (ZTO und ZT24) aufgetragen. Der schwarze
Balken markiert die Dunkelphase. Die Linien entsprechen einer periodischen Sinusfunktion, die mittels
Cosinor-Analyse bestimmt wurde (gestrichelte Linie entspricht p>0,05). Die statistische Analyse der
Profile ist in Tab. 6 aufgefuhrt. Abklrzungen: mRNA = messenger ribonucleic acid, ZT = Zeitgeber-Zeit,
RPE = retinales Pigmentepithel, gPCR = quantitative polymerase chain reaction, SEM = Standardfehler
des Mittelwertes, Tab. = Tabelle
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4.2 Gene des visuellen Zyklus

4.2.1 Zentrale Komponenten des visuellen Zyklus stehen unter tageszeitlicher
Regulation

Die visuelle Verarbeitung unterliegt der circadianen Kontrolle. Um herauszufinden,
inwieweit dies auch eine Uhren-abhangige Regulation des visuellen Zyklus beinhaltet,
wurde untersucht, ob Gene des visuellen Zyklus im RPE rhythmisch exprimiert
werden. Hierzu, wurde gepruft, ob die mRNA-Menge der Gene Lrat, Rpe65, Rdh5,
Rdh10, Rdh11 und RIbp1 tageszeitlichen Schwankungen unterliegt.

Lrat, dessen Genprodukt im visuellen Zyklus die Veresterung von Retinol katalysiert
(13, 130), zeigte in der Cosinor-Analyse einen statistisch signifikanten Rhythmus,
wohingegen die einfaktorielle ANOVA-Analyse statistisch unauffallig blieb (s. Abb. 11,
Tab. 7). Das Maximum der Expression lag bei der ZT5,0, also in der fruhen Hellphase

vor. Das Minimum der Expression fand in der Dunkelphase zur ZT17,0 statt.

Auch die Expression von Rpe65, dessen Genprodukt die Hydrolyse von all-trans-
Retinylester und die Isomerisation von all-trans-Retinol zu 11-cis-Retinol katalysiert
(130, 131), zeigte in der Cosinor-Analyse einen statistisch signifikanten tageszeitlichen
Rhythmus, der ein Maximum der Expression zur ZT3,2 und ein Minimum zur ZT15,2
aufwies. Der hochste Gehalt an Rpe65-mRNA lag somit ebenfalls in der frihen
Hellphase vor. In der einfaktoriellen ANOVA-Analyse zeigte sich keine statistische
Auffalligkeit (s. Abb. 11, Tab. 7).

Die Expression des Rdh5-Gens, welches fur eine 11-cis-Retinoldehydrogenase
codiert (13), zeigte in der Cosinor-Analyse ebenfalls einen statistisch signifikanten
Rhythmus, wobei sich das Maximum der Expression bei ZT3,9 befand. Rdh5 wird
folglich ebenfalls in der frthen Hellphase verstarkt exprimiert. Die einfaktorielle
ANOVA-Analyse war auch fur Rdh5 statistisch unauffallig (s. Abb. 11, Tab. 7).

Im Gegensatz zu Rpe65, Lrat und Rdh5 lielRen die Gene RIbp1, Rdh10 und Rdh11
weder in der Cosinor- noch in der einfaktoriellen ANOVA-Analyse eine tageszeitliche
Periodizitat erkennen (s. Abb. 11, Tab. 7).
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Abb. 11 24-Stunden-Expressionsprofile der Gene des visuellen Zyklus

Die mMRNA-Mengen der Gene des visuellen Zyklus (Rpe65, Lrat, Rdh5, Rdh10, Rdh11 und Ribp1) sind
als Funktion der ZT unter Licht/Dunkel 12:12 aufgetragen. Die Messung der Transkripte erfolgte in
Praparaten des RPEs mittels gPCR. Die Daten entsprechen dem Prozentsatz des durchschnittlichen
Wertes der Transkriptmenge Uber die Periode von 24 Stunden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert
+/- SEM (n=4, jedes n reprasentiert ein Tier (zwei Pigmentepithelien)). Der Wert zur ZT0 wurde zweimal
(ZT0 und ZT24) aufgetragen. Der schwarze Balken markiert die Dunkelphase. Die Linien entsprechen
einer periodischen Sinusfunktion, die mittels Cosinor-Analyse bestimmt wurde (gestrichelte Linie
entspricht p>0,05). Die statistische Analyse der Profile ist in Tab. 7 aufgefuhrt. Abkirzungen: mRNA =
messenger ribonucleic acid, ZT = Zeitgeber-Zeit, RPE = retinales Pigmentepithel, gPCR = quantitative

polymerase chain reaction, SEM = Standardfehler des Mittelwertes, Tab. = Tabelle

Die Expressionsanalysen zeigten, dass die Transkripte der Schlusselenzyme Rpe65,
Lrat und Rdhb eine tageszeitliche Fluktuation mit einem Peak in der frihen Hellphase

aufweisen.
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Tab. 7 Statistische Analyse der in den Abbildungen 11 und 12 dargestellten

Transkriptionsprofile

ANOVA COSINOR
Gen p-Wert Acrophase Phase Amplitude p-Wert
(h) (h) (%)
Acadm 0,398 - - - p>0,05
Cptla 0,037 - - - p>0,05
Pgc1a 0,402 - - - p>0,05
Lrat 0,245 4,99 16,99 38,08 p<0,05
Rpe65 0,284 3,17 15,17 41,66 p<0,05
Rdh5 0,120 3,85 15,85 42,75 p<0,05
Rdh10 0,099 - - - p>0,05
Rdh11 0,075 - - - p>0,05
RIbp1 0,255 - - - p>0,05

4.2.2 Schlusselenzyme des Energiestoffwechsels sind arrhythmisch

Es wurde eruiert, ob die in der Retina (90, 132) und der Leber (133) bekanntermalien
Uhren-regulierten Schlisselenzyme des Metabolismus Acadm, Cpt1a und Pgc1a auch
im RPE rhythmisch exprimiert werden (s. Abb. 12, Tab. 7).

In der Cosinor-Analyse konnte fur keines der drei untersuchten Gene eine signifikante
tageszeitliche Periodik nachgewiesen werden. Auch in der ANOVA-Analyse zeigte

sich, mit Ausnahme von Cpt1ea, keine statistische Signifikanz.
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Abb. 12 24-Stunden-Expressionsprofile der Schliisselenzyme des Energiestoffwechsels

Die mRNA-Mengen der Schliisselenzyme des Energiestoffwechsels sind als Funktion der ZT unter

Licht/Dunkel 12:12 aufgetragen. Die Messung der Transkripte erfolgte in Praparaten des RPEs mittels

gPCR. Die Daten entsprechen dem Prozentsatz des durchschnittlichen Wertes der Transkriptmenge
Uber die Periode von 24 Stunden. Jeder Wert entspricht dem Mittelwert +/- SEM (n=4, jedes n
reprasentiert ein Tier (zwei Pigmentepithelien)). Der Wert zur ZTO wurde zweimal (ZTO und ZT24)

aufgetragen. Der schwarze Balken markiert die Dunkelphase. Die Linien entsprechen einer

periodischen Sinusfunktion, die mittels Cosinor-Analyse bestimmt wurde (gestrichelte Linie entspricht

p>0,05). Die statistische Analyse der Profile ist in Tab. 7 aufgefihrt. Abkirzungen: mRNA = messenger

ribonucleic acid, ZT = Zeitgeber-Zeit, RPE = retinales Pigmentepithel, gPCR = quantitative polymerase
chain reaction, SEM = Standardfehler des Mittelwertes, Tab. = Tabelle
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5. Diskussion

5.1 Circadiane Uhren im retinalen Pigmentepithel
5.1.1 Das retinale Pigmentepithel beherbergt einen molekularen Oszillator

Wie in Abschn. 2.3.3 beschrieben, beruht die Funktionsweise der circadianen Uhren
auf molekularer Ebene auf positiven und negativen Riuckkopplungsschleifen, welche
eine Expression der ,Uhrengene” mit einer 24-stindigen Periodizitat sicherstellen (79,
134). Zentrale Bestandteile der Feedbackschleifen sind die Uhrenproteine PER1,
PER2, PER3, CRY1, CRY2 sowie BMAL1 (135). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Uhrengene Per1, Per2 und Per3 im RPE einen signifikanten
tageszeitlichen Rhythmus zeigen mit Maxima im Umschwung von der Hell- zur
Dunkelperiode (Per1:ZT10,4; Per2: ZT12,4; Per3: ZT19,8) (s. Abb. 11 und Tab. 6). Dies
ist mit der Arbeitshypothese im Einklang, dass im RPE ein molekularer Oszillator
lokalisiert ist. Unser Nachweis einer Oszillation der Per2-mRNA konsistiert mit den
Resultaten von Tosini et al. (2010), die ebenfalls zeigen konnten, dass die Per2-
MmRNA-Menge im RPE einen circadianen Rhythmus mit einem Maximum im
Umschwung von der Hell- zur Dunkelphase (ZT12) aufweist. Allerdings fanden sie
unter LD12:12 einen weiteren Peak im Umschwung von der Dunkel- zur Hellphase
(ZT24), der in unseren Untersuchungen nicht zu beobachten war (7).

Eine rhythmische Expression von Cry7 und Cry2 sowie von Bmal1 konnte in unseren
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten Haque et
al. (2002) eine tageszeitliche Rhythmik der Cry7-Expression im Huhner-RPE
beobachten, wobei sich die hochste Expressionsrate am Tag zur ZT8 zeigte (10),
wahrend Milicevic et al. (2019) eine rhythmische Expression des Uhrengens Bmal1 in
kultivierten humanen RPE-Zellen nachweisen konnten (113). Weitere Untersuchungen
konnten klaren, inwieweit die tageszeitliche Oszillation von Cry1, Cry2 und Bmal1 im
RPE Spezies-abhangig variiert.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte neben der rhythmischen Expression der Gene
Per1, Per2 und Per3 auch eine rhythmische Expression der CCGs Dbp und E4bp4
nachgewiesen werden (s. Abb. 9, Tab. 6). Im RPE lag der Peak der Dbp-Expression
am spaten Nachmittag (ZT7,6). Da die Per1-Expression 3 h spater (ZT10,4) maximal
war, ergibt sich die Mdglichkeit, dass Dbp die Transkription von Per1 im RPE Uber D-
Box-Sequenzen induziert (79). AulRerdem zeigen die Befunde der vorliegenden Arbeit,
dass die hochste E4bp4-mRNA-Konzentration in der Nacht zur ZT21 vorliegt. Da die
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Expression von Per1 wenig spater ihren Tiefpunkt erreicht, konnte E4bp4 die Per1-
Expression uber D-Box-Sequenzen inhibieren. Insgesamt scheinen Dbp und E4bp4
im RPE, wie auch in anderen Geweben beschrieben, als Antagonisten zu wirken und
die Oszillation der molekularen Uhr zu verstarken.

Wie in Abschn. 2.3.1 und Abschn. 2.3.2 beschrieben, werden in nahezu allen
Geweben des Korpers molekulare circadiane Uhren exprimiert (68). Die Funktion der
Uhren scheint in allen Geweben auf dem gleichen molekularen Prinzip zu beruhen und
doch scheint das zeitliche Expressionsprofil der Uhrengene sowie die externe
Kontrolle der circadianen Uhren in den Geweben verschieden zu sein. Im Folgenden
soll die Uhr des RPE mit der Uhr der Retina und des SCNs vergleichend analysiert
werden.

Wie Tab. 8 zu entnehmen ist, oszillieren die Uhren der Retina und des RPE annahernd
synchron, wobei die Per-Gene sowohl in der Retina als auch im RPE ihre maximale
Expression kurz vor dem Umschwung von der Hell- zur Dunkelphase (RPE Per1: 10,4,
Per2: 12,4, Per3: 9,8) aufweisen. Auffallend ist, dass das Maximum der Expression
der Uhrengene mit Ausnahme von Per2 im RPE etwas friher erreicht wird als in der
Retina. So zeigen Per1 und Per3 eine maximale Expression zur ZT10,4 bzw. zur ZT9,8
im RPE und zur ZT10,5 bzw. zur ZT10,2 in der Retina (2, 7). Hierbei fallt auf, dass
Per1, 2 und 3 in der Retina nahezu zur gleichen ZT maximal exprimiert werden,
wohingegen sie im RPE in der Reihenfolge Per3, Per1 und Per2 zeitlich versetzt
exprimiert werden. Daruber hinaus wird bei Betrachtung der Tab. 8 deutlich, dass die
Uhr der Retina mit Ausnahme von Per2 mit hoherer Amplitude oszilliert. Dies konnte
darauf zurtck zu fuhren sein, dass das Uhrennetzwerk der Retina aus weniger Uhren
besteht, sodass die Rhythmik der einzelnen Uhren durch ,Uberlagerungseffekte*
weniger beeintrachtigt wird.

In Studien konnte nachgewiesen werden, dass die maximale Expression der
Uhrengene in vielen peripheren Geweben etwa 3-9 h nach dem Peak im SCN vorliegt
(136). Dies konsistiert mit unseren Ergebnissen, die zeigen, dass die Uhrengene im
RPE ihre Maxima etwa 3-5 h nach dem SCN erreichen (siehe Tab. 8). So zeigt ein
Vergleich der Uhrengene Per1 und 2 sowie der CGCs E4bp4 und Dbp (siehe Tab. 8)
in SCN, Retina und RPE, dass die untersuchten Gene das Maximum der Expression
im SCN einige Stunden fruher als im RPE und der Retina erreichen. Hierbei ist
allerdings zu beachten, dass die angegebenen Maxima der Per7- und Perz-
Expression des SCN aus Untersuchungen an Ratten stammen. Dies ist ein Hinweis
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darauf, dass auch der circadiane Rhythmus des RPEs uber neurohumorale Signale
an die Oszillation des SCNs adaptiert wird (137).

Wie oben bereits beschrieben, zeigte sich im RPE eine Oszillation der Dbp- und der
E4bp4-mRNA in Antiphase zueinander mit einem Maximum der Dbp-Expression am
spaten Nachmittag zur ZT8 und einer maximalen E4bp4-mRNA-Konzentration in der
Nacht zur ZT21. Im SCN wurde fur die Gene Dbp und E4bp4 ein ahnlicher zeitlicher
Abstand der Expressionsmaxima beobachtet mit einem morgendlichen Peak der Dbp-
MRNA-Expression zur ZT4 (65) und einem nachtlichen Peak der E4bp4-Expression
zur ZT16 (138). Sowohl im RPE als auch im SCN akkumulieren die Dbp- und Per1-
mMRNA mit einer zeitlichen Diskrepanz von etwa 2 h und im SCN wurde nachgewiesen,
dass DBP-Protein und Per1-Transkript gleichzeitig akkumulieren, sodass DBP die
Per1-Transkription im SCN induzieren konnte (s. Abschn. 2.3.3). Deshalb lassen
unsere Ergebnisse vermuten, dass RPE und SCN eine ahnliche Interaktion zwischen
DBP, E4bp4 und Per1 zeigen, wobei, wie oben diskutiert, die Phasenverschiebung der
genannten Gene zu beachten ist.

Bmal1 zeigte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante tageszeitliche Rhythmik im
RPE. Im SCN und in der Retina wird Bmal1 jedoch tageszeitlich mit einem Maximum
zur ZT16 (139) bzw. zur ZT17,8 (140) exprimiert und nimmt als Uhrengen eine zentrale
Rolle ein. Ein Knock-out von Bmal1 beeinflusst die circadiane Regulation des retinalen
Transkriptoms dramatisch: Storch et al. (2007) zeigten, dass nach Knockout von
Bmal1 nur noch wenige der tausend rhythmisch exprimierten Gene oszillierten (141)
und auch im SCN fuhrt ein Knockout von Bmal1 zu einer nahezu vollkommenen
Arhythmie (136). Kondratov et al. (2006) und Baba et al. (2018) zeigten zudem, dass
Bmal1 fur die Gesundheit des Auges essentiell ist: Bmal1-Knockout-Mause erkrankten
signifikant haufiger an Katarakt (142) und die Vitalitat der Photorezeptoren war in
diesen Mausen deutlich reduziert (143, 144). Es scheint wahrscheinlich, dass Bmal1
auch im murinen RPE eine tageszeitliche Rhythmik zeigt, auch wenn dies im Rahmen
dieser Doktorarbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Unterstutzt wird diese
Hypothese durch die Ergebnisse der Studien von DeVera et al. (2019, 2020). DeVera
et al. (2019, 2020) zeigten, dass im RPE exprimierte Bmal1-mRNA die tageszeitliche
Rhythmik der Phagozytoserate von AS signifikant beeinflusst (145, 146).
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Tab. 8 Vergleich der Rhythmik einzelner Gene zwischen RPE, Retina und SCN

Dargestellt sind Amplitude und Maximum der Gene Per1, Per2, Per3, Bmal1, Dbp und E4bp4 in RPE,
Retina und SCN. Die Befunde zur Retina wurden den Studien von Hiragaki et al. 2014 (Per1, Per2,
Bmal1) (147), Kunst et. al. 2015 (Dpb) (89) und Schneider et al. 2010 (Per3) (148) entnommen. Die
Befunde zum SCN wurden Yamaguchi et al. 2015 (Per1, 2, 3) (139), Yamaguchi et al. 2000 (Dbp) (65),
Oishi et al. 2000 (Bmal1) (139) und Mitsui et al. 2001 (E4bp4) (138) entnommen. Die Befunde zum RPE
entstammen der vorliegenden Dissertation. Abklrzungen: RPE = retinales Pigmentepithel, SCN =
Nucleus suprachiasmaticus

*Hierbei handelt es sich um Befunde aus Ratten-Retina.

Gen RPE Retina SCN
Amplitude Peak (ZT) Amplitude Peak (ZT) | Peak (ZT)
(%) (%)

Per1 45,69 10,39 48 10,51 5,91*
Per2 54,43 12,36 45 10,70 9,28*
Per3 36,73 9,79 40,07* 10,23* -

Bmal1 - - 39 17,88 16

Dbp 67,15 7,59 32,4 7.9 4

E4bp4 35,68 21,46 - - 16

5.1.2 Der Neuromodulator Dopamin spielt im retinalen Pigmentepithel eine

entscheidende Rolle als ,Entrainer*®

In der Retina spielen die Neuromodulatoren DA und Melatonin eine wichtige Rolle in
der Erzeugung circadianer Rhythmen. Die Wirkung von DA wird in der Retina v.a. Uber
D4-R vermittelt, welche in der Retina selbst rhythmisch exprimiert werden (1). Doch
welche Rolle spielen die Neuromodulatoren bei der Erzeugung circadianer Rhythmen
im RPE?

Im RPE zeigte sich keine signifikante tageszeitliche Rhythmik der Drd4-Genexpression
(s. Abb. 10, Tab. 6). Im Gegensatz dazu lasst sich in der Retina von Ratten und
Mausen sowie in murinen Photorezeptoren ein klarer circadianer Rhythmus der Drd4-
Expression mit maximaler Expression wahrend der Dunkelphase nachweisen (149).
Die tagsuber erniedrigte Drd4-Expression der Retina konnte durch eine negative
Regulation der Drd4-Expression durch Licht hervorgerufen werden (150). Analog zur

Retina wurde im Pinealorgan eine rhythmische Expression des D4-R nachgewiesen
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werden (151), wobei die Rhythmik der Drd4-Expression im Pinealorgan zeitlich nach
hinten verschoben ist (149, 152, 153). Nach Ektomie des oberen cervicalen Ganglions
bleibt die Rhythmik der Drd4-Expression in der Retina erhalten, wohingegen sie im
Pinealorgan verloren geht (149). Die rhythmische Drd4-Expression scheint folglich im
Pinealorgan, nicht aber in der Retina, sympathisch reguliert zu werden.

Welche Rolle konnten DR im RPE spielen? Baba et al. konnten in ihren Studien zeigen,
dass DA den circadianen Rhythmus im RPE primar uber D2R beeinflusst (115). So
fuhrt eine Dysfunktion der D2R im RPE dazu, dass die tageszeitliche Rhythmik der
Per2-Expression im RPE nicht mehr durch DA beeinflusst werden konnte. Zudem
fuhrte die Gabe von Sumanirol, ein hochspezifischer D2R-Agonist, zu einer
Verschiebung des circadianen Rhythmus im RPE, wohingegen die Gabe von
PD168077, ein hochspezifischer D4R-Agonist, den Per2-Rhythmus unbeeinflusst liefl3
(115). DA scheint im RPE folglich tber den D2R am ,Entrainment” der Uhren beteiligt
zu sein, wohingegen der ebenfalls zur inhibitorischen D2-R-Familie gehérende D4R
den Per2-Rhythmus nicht beeinflussen kann (115). Moglicherweise wird die RPE-Uhr
mittels DA, das circadian aus amakrinen Zellen der Retina ausgeschuttet wird, mit der
retinalen Uhr und schlussendlich den Tag-Nacht-Zyklen der Umwelt synchronisiert. DA
wurde dieser Arbeitshypothese zur Folge als neurohormonelle Synchronisation
zwischen der Uhren von Retina und RPE fungieren (2). Des Weiteren scheint DA den
circadianen Rhythmus der Phagozytose der AS zu beeinflussen: Eine Inhibition der
DA-Synthese wahrend der frihen Lichtphase fuhrt zu einer signifikanten Reduktion
von ,disk shedding” und Phagozytose-Rate (154). Diese Arbeitshypothese wird durch
die Studien von Goyal et al. (2020) sowie DeVera et al. (2019) unterstiutzt. Goyal et al.
und DeVera et al. konnten zeigen, dass die tageszeitliche Rhythmik der Phagozytose
von AS der Photorezeptoren uber D2R im RPE reguliert wird (68). Zudem wiesen die
Arbeitsgruppen nach, dass ein Verlust von Bmal1 in den RPE-Zellen zu einer
verringerten Menge an D2R-Protein fuhrte (145). Die tageszeitliche Regulation der
Phagozytose von AS der Photorezeptoren scheint folglich Uber eine RPE-eigene Uhr
gesteuert zu werden, wobei Bmal1 und D2R essentielle Komponenten des RPE-
eigenen Uhrennetzwerks zu sein scheinen.

Eine von Pavan et al. (2006) durchgefuhrte Studie konnte zeigen, dass auch drei AC-
Isoformen, die durch Ca?*-hemmbaren Isoformen AC5 und AC6 sowie die Ca?*-
unabhangige AC7, in humanen RPE-Zellen rhythmisch exprimiert werden und eine
Rolle bei der Regulierung circadianer Rhythmen spielen konnten (9). Die in der Retina

rhythmisch exprimierten AC-Isoformen AC1 und AC8 scheinen im Gegensatz dazu im
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humanen RPE keinen Beitrag zur Rhythmik zu leisten (9). Es wird vermutet, dass eine
Verbindung zwischen dem AC-/Calcium-Signalweg und der Generierung circadianer
Rhythmen im RPE besteht (9), wobei der genaue molekulare Mechanismus dieser
Verknupfung bisher unbekannt ist. Interessanterweise konnte ein Defekt in dem AC-
Signalweg des RPE mit retinaler Dystrophie assoziiert sein (155). Die RPE-Uhr scheint
folglich Uber mehrere Signalwege an der Generierung tageszeitlicher Rhythmen
beteiligt zu sein, wobei noch unklar ist, wie die verschiedenen Wege interagieren.
Neben dem Expressionsmuster von Drd4 wurde im Rahmen dieser Dissertation auch
die Expression von Gnaz untersucht. Hierbei wurde die Expression des Gens erstmals
im RPE nachgewiesen. Hinton et al. konnten bereits 1990 nachweisen, dass Gnaz in
neuronalem Gewebe exprimiert wird, u.a. in Ganglionzellen der Retina, in
Purkinjezellen des Cerebellums und im Hippocampus (156). Des Weiteren konnte
Gnaz in Photorezeptoren (132, 157) und in Pinealozyten nachgewiesen werden (132).
Im RPE konnte im Tagesverlauf keine signifikante rhythmische Expression von Gnaz
nachgewiesen werden (siehe Abb. 10). Im Gegensatz dazu weisen Gnaz und sein
Proteinprodukt Go2 in der Retina und den Photorezeptoren eine tageszeitliche
Rhythmik der Expression mit einem Maximum in der Nacht auf (132).
Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass DA uber D2R die circadiane Uhr
des RPEs synchronisiert (115). Doch auch Melatonin (117), Histamin (118) sowie der
AC-/Calcium-Signalweg (9) scheinen an der Integration der RPE-Uhr in das
ubergeordnete Uhrenwerk des Korpers beteiligt zu sein.
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5.2 Funktionelle Relevanz der molekularen Uhr im retinalen Pigmentepithel

5.2.1 Der visuelle Zyklus wird tageszeitlich reguliert

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit lassen vermuten, dass die Expression von Lrat,
Rpe65 und Rdh5 im RPE einen tageszeitlichen Rhythmus mit morgendlichem
Maximum (Lrat: ZT5,0, Rpe65: ZT3,2, Rdh5: ZT3,9) (s. Abb. 11, Tab. 7) aufweist.
Wahrend des Tages werden die Photopigmente in Stabchen und Zapfen in einer
hohen Rate gebleicht, wohingegen nur eine sehr kleine Menge Chromophor in der
Nacht verbraucht wird (158). Der Chromophor-Verbrauch wird folglich durch die im
Tagesverlauf fluktuierende Lichtintensitat bestimmt. Vor diesem Hintergrund konnte
die tageszeitliche Rhythmik der fur die Regeneration des Chromophors bendtigten
Enzyme eine Adaption an den tageszeitlich wechselnden Bedarf an Chromophor-
Regeneration darstellen. Die tageszeitliche Regulation der Genexpression der Gene
des visuellen Zyklus konnte somit zur optimalen Adaption des Sehens an die sich im
Tagesverlauf andernden Lichtintensitaten beitragen.

In weiterfUhrenden Untersuchungen unserer AG wurde gezeigt, dass die Periodik der
untersuchten Gene unter DD-Verhaltnissen nicht persistierte (159). Dies belegt, dass
die Genregulation des visuellen Zyklus im RPE vom Licht-/Dunkel-Zyklus abhangig
und nicht circadian ist. Dies lasst den Schluss zu, dass die tageszeitliche Regulation
des visuellen Zyklus nicht Uber die circadiane Uhr des RPE reguliert wird.

Mutationen in den Genen des visuellen Zyklus des RPE fuhren zu verschiedenen
retinalen Erkrankungen wie bspw. Lebersche kongenitale Amaurosis (Lrat, Rpe65)
(36, 160) und Fundus albipunctus (Rdh5) (161). Die tageszeitliche Regulation kdnnte
folglich fur die Gesundheit der Retina essentiell sein.

Die tageszeitliche Regulation des visuellen Zyklus im RPE scheint Teil der
tageszeitlichen Regulation der gesamten visuellen Wahrnehmung zu sein. Neben den
in dieser Doktorarbeit untersuchten Genen Rpe65, Lrat und Rdh5 zeigen auch die in
der neuronalen Retina und den Photorezeptoren exprimierten Gene Rdh12, Arr1 und
Arr4  tageszeitliche  Oszillationen in  ihren  Expressionsprofilen  (159).
Interessanterweise persistierte die Rhythmik der Gene Rdh12, Arr1 und Arr4 auch
unter DD-Bedingungen, was dafur spricht, dass die Expression dieser Gene im
Gegensatz zu den untersuchten Genen des RPEs Uber eine ,echte“ circadiane Uhr
gesteuert wird (159). Die Adaption der visuellen Wahrnehmung an die im Tagesverlauf
wechselnden Lichtverhaltnisse wird folglich einerseits Uber Uhren-kontrollierte Gene
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in der Retina sowie den Photorezeptoren und andererseits Uber Licht-kontrollierte
Gene im RPE reguliert (7, 71).

Rdh12 spielt zwar keine entscheidende Rolle im visuellen Zyklus, aber es dient dem
Schutz der Retina vor toxischen Retinaldehyden (162, 163). Die circadiane
Hochregulation der Rdh12-Expression konnte demnach dem Ziel dienen, die
Photorezeptoren vor der steigenden Konzentration an toxischen Retinaldehyden
wahrend der Lichtexposition zu schutzen (164, 165). Der Bedarf an Rdh12 ist dabei
abhangig von der Menge der anfallenden Retinaldedyhde und demnach auch von der
Rpe65-Aktivitat. Die Hochregulation der Rdh12-Expression scheint den Rpe65-
abhangigen Anstieg der Retinaldehyde-Menge auszugleichen (166). Diese Hypothese
ist konsistent mit der Beobachtung, dass die Rpe65-Rhythmik mit einem Maximum zur
ZT1,3 der Rdh12-Expression mit einem Maximum zur ZT9,4 vorauslauft. Die
circadiane Expression von Rdh12 konnte folglich essentiell fur die Gesundheit der
Photorezeptoren sein (167).

Die Vermutung, dass die Gene des visuellen Zyklus lichtabhangig am Tag starker
exprimiert werden, um den erhohten Bedarf an Chromophor zu decken, steht jedoch
in Kontrast zu den Ergebnissen von Xue et al. (2015) (158). Xue et al. zeigten, dass
die Rpe65-Expression durch Licht supprimiert wird. Die tageszeitliche Regulation des
visuellen Zyklus scheint dabei durch den Einfall von Licht (konsistent mit unseren
Ergebnissen) und die im Tagesverlauf fluktuierende Ausschuttung von Melatonin
bestimmt zu werden (158). Die Bleichung und Regeneration des Sehpigments
involviert multiple enzymatische Schritte und bendtigt demnach signifikante Mengen
Energie. Eine Verlangsamung des visuellen Zyklus bei Lichteinfall wirde Energie
sparen und damit zu einem geringen Anfall von toxischen Nebenprodukten fuhren,
was retinale Schaden minimieren wuirde (158). Diese Moglichkeit konsistiert mit der
Beobachtung, dass eine geringere Rpe65-Expression mit einer geringeren Licht-
induzierten Stabchen-Degeneration einhergeht (168). Zudem konnte in Ratten gezeigt
werden, dass die Retina nachts anfalliger fur Licht-induzierte Schaden ist (169, 170).
Die Beobachtung von Xue et al., dass der visuelle Zyklus nachts schneller ablauft und
somit mehr toxische Nebenprodukte anfallen, konnte eine Erklarung hierfur darstellen
(158).

Die Beobachtung, dass die Retina nachts anfalliger fur Licht-induzierte Schaden ist,
lasst sich jedoch auch mit der tageszeitlichen Rhythmik von Rdh12 erklaren. Rdh12
wird zum ZT7,8 maximal und in der Dunkelphase minimal exprimiert. Geht man davon

aus, dass dem Anstieg der Rdh12-Expression auch ein Anstieg der RDH-Protein-
53



Menge folgt, steht in Dunkelheit folglich weniger Enzym zur Verfigung, um toxische
Retinaldedyhde zu verstoffwechseln und die anfallenden Nebenprodukte konnten zu
retinalen Schaden fuhren.

Zusammengefasst lassen unsere Daten den Schluss zu, dass die tageszeitliche und
circadiane Kontrolle der Gene des visuellen Zyklus und der Phototransduktion eine
optimale Adaption an die 24 h-Periodizitat der Lichtintensitat gewahrleistet.

5.2.2 Einfluss des molekularen Oszillators auf den Metabolismus im retinalen

Pigmentepithel

Das RPE ist dazu in der Lage, Fettsauren uber 3-Oxidation zu verstoffwechseln (171).
Interessanterweise stammen die im RPE metabolisierten Fettsauren hauptsachlich
aus phagozytierten AS der Photorezeptoren. Adijanto et al. (2014) konnten zeigen,
dass die RPE-Zellen Fettsauren zu 3-Hydroxybutyrat ([3-Hb) metabolisieren konnen,
was dann von der Retina als Substrat fur ihren oxidativen Metabolismus genutzt wird
(171). In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Schlusselenzyme der 3-
Oxidation im Gegensatz zur Retina (90) im RPE keine rhythmische Expression
aufweisen. Fur diesen Befund sind grundsatzlich zwei verschiedene
Erklarungsansatze denkbar: Entweder wird im RPE, anders als in der Retina, kein
circadianer ,Stoffwechselrhythmus® exprimiert oder es existiert zwar ein
,otoffwechselrhythmus®, aber dieser umfasst andere metabolische Wege als die [3-
Oxidation.

Wie bereits erwahnt, zeigte sich im RPE fur keines der fur den Fettstoffwechsel
relevanten Gene (Acadm, Cptla, Pgclea) eine tageszeitliche Rhythmik der
Genexpression (s. Abb. 12, Tab. 7). Eine Erklarung hierfur ware, dass das RPE im
Tagesverlauf einen konstant hohen Energiebedarf aufweist und der Metabolismus
somit nicht an einen veranderten Energieverbrauch adaptiert werden muss, sodass
ein circadianer ,Stoffwechselrhythmus® tberflussig ware.

Viele der essenziellen Aufgaben des RPEs sind aber mit einem hohen Energiebedarf
verbunden: Die Anlieferung von Nahrstoffen sowie die Aufnahme und der Abtransport
von Metaboliten sind energieverbrauchende Prozesse, die Enzymsysteme des
visuellen Zyklus werden allosterisch Uber ATP aktiviert und auch die Phagozytose
sowie der lysosomale Abbau der AS der Photorezeptoren stellen ATP verbrauchende
Prozesse dar (172). Das RPE bendtigt folglich einen Metabolismus, der seinen hohen
Energiebedarf decken kann. Da einige der im RPE ablaufenden ATP verbrauchenden
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Prozesse, wie bspw. die Phagozytose von AS (173) und der visuelle Zyklus (siehe
Abschn. 4.2.1), einer circadianen Rhythmik unterliegen, scheint es naheliegend, dass
der Energiemetabolismus entsprechend dem tageszeitlichen Energiebedarf ebenfalls
circadian  reguliert wird. Uber einen solchen circadian regulierten
.otoffwechselrhythmus® konnte eine optimale Adaption an den aktuellen
Energiebedarf gewahrleistet werden. Es ist also denkbar, dass im RPE ein
.otoffwechselrhythmus® existiert, der jedoch nicht die 3-Oxidation, sondern einen
anderen metabolischen Weg zur Energiegewinnung umfasst. Fur diese Hypothese
spricht, dass im RPE v.a. die aerobe Glykolyse (174) und die reduktive Carboxylierung
fur die Energiegewinnung genutzt werden (175, 176). Du et al. (2016) konnten zeigen,
dass RPE-Zellen durch einen Energiemetabolismus, der als ,reduktive
Carboxylierung“ bezeichnet wird, charakterisiert sind (175, 176). Bisher wurde jedoch
noch nicht untersucht, ob die Schlusselenzyme der reduktiven Carboxylierung zyklisch
exprimiert werden (176). Zudem postulierten Kanow et al. (2017), dass der
Metabolismus des RPEs eng mit dem Energiemetabolismus der Retina verbunden ist:
Die Photorezeptoren verbrauchen zur Energiegewinnung in erster Linie Glucose und
das entstehende Laktat dient den RPE-Zellen als ,Treibstoff* (176). Aullerdem
supprimiert Laktat in den RPE-Zellen die Glykolyse, sodass mehr Glucose die Retina
erreichen kann und fur ihren Metabolismus zur Verfugung steht (176). Kommt es zu
einem Ungleichgewicht im ,Retina-RPE-System®, z.B. durch einen Untergang von
RPE-Mitochondrien und einer damit einhergehenden Hochregulation der Glykolyse im
RPE, kann dies zu retinalen Erkrankungen wie bspw. der altersabhangigen
Makuladegeneration (AMD) fuhren (176). Das hypothetische Modell, dass Retina und
RPE eine metabolische Einheit bilden, eroffnet die Moglichkeit, dass die circadiane
Regulation des retinalen Energiestoffwechsels eine tageszeitliche Adaption auch der
Energieversorgung des RPE gewahrleistet. Diese Vermutung wird durch die
Erkenntnis unterstutzt, dass das Gen SLC16A1, welches fur den im RPE exprimierten
Laktattransporter MT1 codiert, rhythmisch exprimiert wird (177).

Im Gegensatz zum RPE werden die Gene Acadm und Cpt1ea, welche fur wichtige
Regulatorenzyme der 3-Oxidation von Fettsauren codieren, in der Retina rhythmisch
exprimiert, wobei sich ein Peak am Tag zeigt und die Periodizitat auch in DD konstant
bleibt (89, 90). Die uhrenabhangige Hochregulation von Cpt1« und Acadm wahrend
des Tages konnte dazu beitragen, eine suffiziente Energieversorgung der Retina zum
Einbruch der Dunkelheit zu gewahrleisten (90). Dies ist fur die Funktion der Retina

unabdingbar, da ihr Energieverbrauch in Dunkelheit am hdchsten ist: Die
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Aufrechterhaltung des Dunkelstroms erfordert die konstante Aktivitat der Na*/K*-
ATPasen, die grol3e Mengen der ,Energiewahrung“ ATP verbrauchen (178).

Eine circadiane Regulation von Cpt1«a wurde jedoch nicht nur in der Retina, sondern
auch in anderen Geweben wie der Leber, dem Skelettmuskel und der Lunge
beobachtet (179). Dies suggeriert, dass die circadiane Kontrolle des Cpt1a-Gens weit
verbreitet ist und den verschiedenen Geweben ermdglicht, sich an den
tageszeitabhangigen Energiebedarf zu adaptieren. Weiterhin zeigte sich, dass ein
Verlust oder eine Storung der Uhrenkontrolle des Metabolismus mit abnormalen
metabolischen Phanotypen assoziiert ist, die zu Symptomen des metabolischen
Syndroms fuhren (88, 179).

In peripheren Geweben wird die Regulation der Cpt1a-Expression u.a. Uber den
Transkriptionscoaktivator Pgc-1a beeinflusst (92). Die Pgc-1a-Expression wird in
Photorezeptoren diurnal reguliert und konnte in der Retina die circadiane Kontrolle der
Cpt1a-Transkription vermitteln (92, 180). Der Transkriptionscoaktivator koordiniert
jedoch nicht nur den Energiemetabolismus in peripheren Geweben, sondern er stellt
auch einen Coaktivator von Rora dar, wodurch er die Uhrenfunktion und Rhythmik

direkt beeinflussen kann (91).

Zum Abschluss der vorliegenden Dissertation muss kritisch angemerkt werden, dass
im Rahmen dieser Doktorarbeit nur die rhythmische Oszillation der Transkriptmenge
der untersuchten Gene mittels gPCR beobachtet wurde. Ob die Oszillation der mRNA
also auch eine Oszillation der Proteine zur Folge hat, ist zwar wahrscheinlich, aber
kann durch die vorliegende Arbeit letztendlich nicht bewiesen werden.
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6. Zusammenfassung

Tageszeitliche Rhythmen finden sich in den meisten Organismen und werden uber
molekulare Uhren generiert. Auch im RPE finden sich Hinweise auf die Existenz von
Uhren-abhangigen tageszeitlichen Rhythmen. So stehen bspw. die Phagozytose der
AS der Photorezeptoren (158) sowie die Expression von SLC16A1, einem
Laktattransporter, unter circadianer Kontrolle (177). Die molekularen Uhren, die die
tageszeitlichen Rhythmen im RPE generieren, konnten sowohl in den Photorezeptoren
als auch im RPE selbst zu liegen (11). Fir die Existenz einer molekularen Uhr im RPE
spricht die von Baba et al. 2010 beobachtete tageszeitliche Rhythmik in der Expression
des Uhrengens Per2 (7, 137).

Ein Ziel dieser Arbeit war die weitere Charakterisierung der molekularen Uhr des RPE.
Hierzu wurden die tageszeitlichen Expressionsprofile der Uhrengene Per1, Per2, Per3,
Cry1, Cry2 und Bmal1 sowie der Uhren-regulierten Gene Dbp und E4bp4 mittels
quantitativer PCR analysiert. Daruber hinaus wurde untersucht, inwieweit die
bekanntermalen in der Retina rhythmisch exprimierten Gene Cpt1a, Acadm, Pgc1ia,
Gnaz und Drd4 auch im RPE eine Rhythmik zeigen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war zu prufen, inwieweit die Regeneration
des Photopigments 11-cis-Retinal einer tagesszeitlichen Adaptation unterliegt. Hierzu
wurde eruiert, inwieweit die zentralen Gene des visuellen Zyklus (Lrat, Rpe65, Rdh,
Rdh10, Rdh11 und RIb1) eine tageszeitliche Regulation ihrer Expression aufweisen.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass wichtige Komponenten des molekularen
Oszillators, namlich sowohl die Uhrengene Per1, Per2 und Per3 als auch die CCGs
Dbp und E4bp4, im RPE vorhanden sind und rhythmisch exprimiert werden. Hierbei
sind die tageszeitlichen Expressionsprofile der Uhrengene und CCGs mit der
molekularen Organisation der circadianen Uhren konsistent. Insofern stutzen die
vorliegenden Ergebnisse die Arbeitshypothese, dass das RPE einen tageszeitlichen
Oszillator besitzt.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Schlisselenzyme des visuellen Zyklus
Lrat, Rpe65 und Rdh5 einer tageszeitlichen Rhythmik mit maximalen Expressionsraten
in den fruthen Morgenstunden unterliegen. Auf der Grundlage dieses Befundes kann
postuliert werden, dass die tageszeitliche Regulation der visuellen Wahrnehmung
auch auf eine rhythmische Kontrolle des visuellen Zyklus zurlckzufuhren ist.
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