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1 Einleitung und Zielsetzung

Biologische Rhythmen sind in der Natur ein weit verbreitetes Phanomen. Um sich den
periodischen Veranderungen der Umwelt, wie z.B. dem tageszeitlichen Wechsel von
Licht und Dunkel oder der jahreszeitlichen Klimaschwankungen, anzupassen,
entwickelten nahezu alle Organismen ein System aus sog. inneren Uhren [1-4]. Dieses
System besteht bei Sdugetieren aus einer ,Meisteruhr” im Nucleus suprachiasmaticus
(NSC) und peripheren Uhren, die in nahezu allen Geweben vorkommen und der
Meisteruhr in der Regel untergeordnet sind [5-10].

Die innere Uhr des NSC ist in der Lage auch ohne auf3eren Antrieb einen Rhythmus
aufrechtzuerhalten [4, 11]. Dieser Rhythmus hat eine Periodenlange von
naherungsweise 24 Stunden und wird deshalb als ,circadian“ bezeichnet (lat. circa
dies = ungefahr ein Tag) [4, 11, 12]. AuRere Reize kénnen jedoch den Rhythmus der
circadianen Uhr mit den auf3eren Bedingungen synchronisieren [4, 11, 13]. Diese
Reize werden als ,Zeitgeber” bezeichnet. Licht zahlt zu den wichtigsten Zeitgebern
und ermoglicht es, den Rhythmus der inneren Uhr mit der tatséchlichen Tageslange
und Tageszeit zu synchronisieren [4, 11, 13]. Das Phanomen der Zeitgeber-
induzierten Beeinflussung der inneren Uhr wird als ,entrainment® bezeichnet [14, 15].
Weitere wichtige Zeitgeber sind Nahrungsverfugbarkeit und -aufnahme [16, 17],
Temperatur [18] und soziale Interaktionen [19].

Circadiane Uhren kommen auch in der Retina vor und konnten in verschiedenen
Zelltypen wie z.B. den Photorezeptoren (Zapfen und Stédbchen) nachgewiesen werden
[6, 20-22]. Die retinalen Uhren ermoglichen der Retina die Adaptation an die
wechselnden auf3eren Lichtbedingungen [5, 23, 24]. Die Uhren-gesteuerte Adaptation
der Retina betrifft viele physiologische Prozesse wie z.B. die Regulation des retinalen
Energiestoffwechsel [25, 26], die Melatonin- und Dopaminsynthese [6, 23, 27, 28] und
insbesondere die visuelle Signalverarbeitung [5, 29]. So konnte in friheren Studien
gezeigt werden, dass die Expression der Photorezeptorpigmente [30, 31], die
Erneuerung der Photorezeptor-Aul3ensegmente [32] und die Expression von

Komponenten der visuellen Signaltransduktion [33, 34] circadian reguliert werden.

Die visuelle Signaltransduktion in den Photorezeptoren wird tiber G-Proteine vermittelt.

Das hierfur verantwortliche G-Protein ist das visuelle a-Transducin [35]. Es gehért der
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G-Protein-Untergruppe Gnat an und wird von den Genen Gnatl und/oder Gnat2
kodiert. Das Gen Gnaz, das der G-Protein-Untergruppe Gnaz angehdrt, hat eine hohe
Sequenzahnlichkeit zu der G-Protein-Untergruppe Gnat und wird ebenfalls als a-
Transducin bezeichnet. Es hat jedoch, soweit bekannt, keine Funktion in der visuellen
Signaltransduktion und wird deshalb als nicht-visuelles a-Transducin bezeichnet [35-
38]. Interessanterweise wird in der Literatur eine tageszeitliche Rhythmik in der a-
Transducin-Synthese beschrieben [39, 40]. Jedoch ist unklar, ob die beobachtete
Rhythmik den visuellen a-Transducinen Gnatl und Gnat2 oder/und dem nicht-

visuellen a-Transducin Gnaz zuzuschreiben ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu eruieren, inwieweit die Expression von G-
Proteinen in der Retina und in den Photorezeptoren circadian reguliert wird. Hierbei
sollte insbesondere geklart werden, inwieweit die in der Literatur beschriebene
circadiane Regulation von a-Transducin fir die visuelle Signalverarbeitung des

Photorezeptors von Relevanz ist.

Hierfir wurden die tageszeitlichen Profile der fur die unterschiedlichen G-Protein-
Untereinheiten kodierenden Gene (Gnaz, Gnatl, Gnat2, Gnall, Gnal2, Gnal3, Gail,
Gai2, Gai3, Gnal, Gnao, Gnag, Gnbl, Gnb2, Gnb3, Gnb4, Gnb5, Gngtl und Gngt2)
mithilfe von gPCR in Wildtyp- und Clock-defizienten M&usen ermittelt.
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2 Literaturdiskussion

2.1. Das circadiane System der Saugetiere

2.1.1. Der anatomische Aufbau des circadianen Systems

Die tageszeitliche Rhythmogenese der Saugetiere basiert auf dem sog. circadianen
System. An der Spitze dieses hierarchisch organisierten Systems befindet sich die
sog. ,Meisterunr® im NSC. Der NSC ist ein paarig angelegtes Kerngebiet aus ca.
20.000 Neuronen, das an der Basis des Hypothalamus, unmittelbar oberhalb des
Chiasma opticums lokalisiert ist [41]. Die einzelnen Neurone des NSC besitzen jeweils
zelleigene Uhren mit einem eigenen circadianen Rhythmus [42]. Um einen
einheitlichen Rhythmus zu generieren erfolgt die Koordination dieser Uhren uber
interzellulare Kontakte wie z.B. GABAerge Synapsen [42, 43] und gap junctions [44,
45].

Der NSC dient als zentraler Schrittmacher, der die Rhythmik von peripher
vorkommenden Uhren synchronisiert und so die zeitliche Koordination der
verschiedenen Vorgange im Gesamtorganismus gewahrleistet [8, 23, 41]. Der NSC
selbst wird durch den Zeitgeber Licht an die &ulReren Lichtbedingungen adaptiert [46,
47]. Hierbei wird die Lichtinformation von Melanopsin-haltigen und damit
photosensitiven Gaglienzellen (ipRCG= intrinsically photosensitive retinal ganglion

cells) tber den Truncus retinohypothalamicus an den NSC weitergeleitet [48-51].
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2.1.2. Das circadiane System auf molekularer Ebene

Auf molekularer Ebene bestehen circadiane Uhren aus transkriptionellen-
translationellen autoregulatorischen Rickkopplungsschleifen, die jeweils positive und
negative Anteile haben (Abb. 1) [52]. Essentiell sind dabei die Uhren-Gene Periodl
(Perl), Period2 (Per2), Cryptochroml (Cryl), Cryptochrom2 (Cry2), circadian
locomotor output cycle kaput (Clock), brain and muscle arnt-like protein-1 (Bmall),
reverse erythroblastic leukemia viral oncogene homolog alpha (Rev-Erba) und retinoic

acid-related orphan receptor alpha (Rora) [23, 41, 53, 54].

In der ersten Rickkopplungsschleife aktivieren Clock und Bmall die Transkription von
Perl, Per2, Cryl und Cry2. Clock und Bmall kodieren flr zwei Transkriptionsfaktoren,
die jeweils durch eine basic helix-loop-helix(bHLH)-Doméane und eine Period-Arnt-
single-minded(PAS)-Domane charakterisiert sind. Die bHLH-Domé&ne ermdglicht eine
Bindung an die DNA und die PAS-Domane ist an der Heterodimerisierung von Clock
und Bmall beteiligt [55-57]. Das Clock/Bmall-Heterodimer bindet an die E-Box-
Sequenzen in den Promotorregionen der Gene Perl, Per2, Cryl und Cry2 und initiiert
so ihre Transkription (positiver Feedback) [55, 57]. Die entstandenen Per- und Cry-
Proteine akkumulieren im Zytoplasma und bilden ebenso heterodimere
Transkriptionskomplexe. Sobald eine bestimmte Schwellenkonzentration erreicht ist,
translozieren diese zurtick in den Zellkern und hemmen die eigene Transkription durch
Inhibition des Clock-Bmall-Komplexes (negativer Feedback). Infolge der allméhlichen
Proteolyse Per- und Cry nimmt deren Konzentration ab und es kommt zur Aufhebung
der Clock-Bmall-Inhibition und damit zum Start eines neuen Zyklus [23, 41, 53, 58-
60].

In einer zweiten RuUckkopplungsschleife aktiviert der Clock-Bmall-Komplex die
Transkription von Rev-Erba und Rora. Die resultierenden Proteine konkurrieren um die
Rev-Erb/Ror-response-element-Bindungsstelle (RRE-Bindungsstelle) in der Bmall-
Promotorregion und hemmen (Rev-Erba) bzw. aktivieren (Rora) dessen Transkription
[23, 41, 53, 54].

AulRerdem reguliert der Clock-Bmall-Komplex die Transkription von sog. Uhren-
kontrollierten Genen (clock controlled genes, CCG), die gewebespezifisch exprimiert
werden und die Uhren-abhangige Regulation weiterer Gene vermitteln [61, 62], wie
z.B. die Expression der Arylalkylamine N-acetyltransferase (Aanat). So bildet die
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Clock/Bmal-abhangige Regulation des Aanat-Gens die Grundlage der circadianen
Rhythmik der Melatoninsynthese (s. Abschnitt 2.2.2) [63-66].

Posttranslationelle Modifikationen wie Phosphorylierung und proteosomale Proteolyse
spielen in den autoregulatorischen Ruckkopplungsschleifen ebenfalls eine essentielle
Rolle [59]. So fordert die Phosphorylierung von Per1 durch die Caseinkinase1e (CK1¢)
dessen Translokation in den Zellkern [67]. Des Weiteren phosphoryliert die CK1¢
mehrere Uhren-Gene, darunter Clock und Bmall [67, 68], was deren Transkriptions-
aktivierende Rolle zu modulieren scheint [69].

Zytoplasma ((gb
Q CRY1

PER2 /&
%
A

4
/ \\
Zellkern / \
G © \
/ Per1, Per2, Cry1, Cry2
/
Clock
@ Aanat,
clock controlled genes = = =»
© < Rev£RrBa

Bmalt
®

Rev-Erba, Rora

7~
& »

Abb. 1: Vereinfachtes Schema des molekularen Mechanismus der circadianen Uhr

Erlauterung siehe Text (Abb. aus Tosini et al., BioEssays, 2008 [6])
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2.2 Das circadiane System der Retina

2.2.1 Die circadiane Uhr der Retina

Die Retina von Saugetieren verfugt Uber ein endogenes, vom NSC unabh&ngiges,
circadianes System, das auch in Kulturen isolierter Retinae die circadiane Rhythmik
aufrechterhalt [21, 70, 71]. Dieses System besteht aus mehreren zelleigenen Uhren,
die in den verschiedenen Zelltypen der Retina (Ganglienzellen [21], Horizontalzellen
[21], Amakrinzellen [21, 72] und Photorezeptoren [22, 73, 74]) lokalisiert sind.

Bis jetzt konnte die Expression aller Uhren-Gene in der Retina nachgewiesen werden
[70, 73-76], jedoch unterscheiden sich die Expressionslevel je nach Zelltyp.
Beispielsweise zeigten in der Ratte die Gene Perl, Bmall und Clock in Neuronen der

inneren Retina hohere Expressionsraten als in den Photorezeptoren [77, 78].

Die Annahme, dass auch Photorezeptoren circadiane Systeme besitzen, basiert auf
der Beobachtung, dass die Uhren-Gene Clock, Bmall, Perl und Per2 in den
Photorezeptoren von Ratten rhythmisch exprimiert werden [21, 57, 73, 74, 79, 80].
Ebenso konnte in Photorezeptoren von Mausen eine rhythmische Expression der
sechs Uhren-Gene Clock, Bmall, Perl, Per2, Cryl, Cry2, Rev-Erba und Rora
beobachtet werden, wobei andere Studien keine Rhythmik fiir Perl nachweisen
konnten [5, 6, 21, 71, 81, 82]. Des Weiteren wird die Annahme einer circadianen Uhr
in Photorezeptoren durch den Befund unterstitzt, dass in kultivierten Photorezeptoren

die rhythmische Melatoninsynthese fir 5 Tage im Dauerdunkel persistierte [22].

Das circadiane System der Retina wird durch den Zeitgeber Licht synchronisiert [14,
82]. Hierbei spielen, wie schon in 2.1.1. erwahnt, die Melanopsin-produzierenden
Ganglienzellen eine Schlisselrolle. So konnte gezeigt werden, dass eine Defizienz
des fur das Photopigment Melanopsin kodierenden Gens Opn4 bei Mausen zum
Verlust der lichtinduzierten Expression von Perl und Per2 und der tageszeitlichen
Rhythmik der Uhren-Gene Per2, Bmall, Cryl, Cry2, Rev-Erba und Rora fihrt [82].
Allerdings lasst eine neuere Studie vermuten, dass ein anderer Ganglienzell-Subtyp
fur die lichtabhangige Synchronisation der Retina eine wichtige Rolle spielt [83]. Dieser
Subtyp exprimiert das fur das Photopigment Neuropsin kodierende Gen Opn5 [83-85].
So fuhrt eine Opn5-Defizienz bei Mausen zum Verlust der lichtabh&ngigen

Synchronisation der Retina [83].
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2.2.2 Die Rolle von Clock im circadianen System der Retina

Das Clock-Gen wurde 1994 vom Neurowissenschaftler Joseph Takahashi entdeckt
[86]. Es besitzt 24 Exons (eins fur jede Stunde) und kodiert fir einen
Transkriptionsfaktor mit tber 100.000 bp [87]. Das Genprodukt ist Bestandteil der
autoregulatorischen Rickkopplungsschleifen der circadianen Uhr und ist Gber E-Box-
Enhancer-Sequenzen an der Regulation der Expression von sog. clock controlled
genes (CCQG) beteiligt [23, 57, 63-66, 87-89].

In der Retina zeigt Clock ein rhythmisches Expressionsmuster mit einem
Expressionsmaximum wahrend der Lichtphase [73, 74, 77]. Es wird vor allem in Zellen
der inneren Retina, Ganglienzellen und Photorezeptoren exprimiert [90] und spielt eine
essentielle Rolle in der Generierung circadianer Rhythmen in der Retina [91, 92]. So
konnte gezeigt werde, dass eine Clock-Defizienz zu einer signifikanten

Amplitudenreduktion der retinalen Uhren-Genexpression fuhrte [93].

Zu den E-Box-regulierten CCGs zahlt das Aanat-Gen [63, 94-96]. Aanat wird
ausschlief3lich in der Glandula pinealis und der Retina, und hier insbesondere in den
Photorezeptoren, exprimiert [94, 97] und zeigt ein rhythmisches Expressionsprofil mit
einem Maximum wahrend der Dunkelphase [94, 98]. Die rhythmische Expression des
Aanat-Gens persistiert auch unter Dauerdunkel, was die circadiane Regulation des
Gens bestatigt [94, 98]. Da das Aanat-Gen fir das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym der Melatoninsynthese kodiert, determiniert die Clock-abhangige Regulation
des Gens das Ausmall der Melatoninsynthese. Dementsprechend zeigt auch
die Melatoninsynthese in der Retina eine circadiane Rhythmik mit Maximalwerten in
der Dunkelphase [27, 94, 98, 99].
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2.2.3 Die Funktion der retinalen Uhren

Das circadiane System der Retina reguliert viele physiologische Prozesse (Abb. 2)
[23]. Dies ermoglicht der Retina eine Adaptation an die wechselnden
Umweltbedingungen und die Aufrechterhaltung ihrer Vitalitat Gber die gesamte
Lebensspanne eines Organismus [17, 18, 23]. Beispielsweise ist der retinale
Energiebedarf u.a. durch die nachtlich gesteigerte Transmittersynthese und
-ausschuttung der Photorezeptoren nachts hoher als tagsuber [25, 100-104]. Die
circadiane Uhr ermdglicht es, den retinalen Stoffwechsel an den gesteigerten
nachtlichen Energiebedarf anzupassen [25, 26]. So reguliert sie unter anderem die
Expression der Gene Cpt-1a und Acadm, deren Proteinprodukte als Enzyme in der 3-
Oxidation fungieren [25, 105, 106] sowie die des Stoffwechselregulators Pgc-1a [26,
107, 108]

RPE

Visuelle Sensitivitat

P

i

Circadiane Uhr Disk shedding . e
Melatoninsynthese & /lmm wl, l“
BRI T

Kopplung von PRZ

Photopigment mRNA
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J\

Dopaminsynthese
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Signalverarbeitung

J—

Hornhautdicke

Augeninnendruck

} vorderer Augenabschnitt

Abb. 2: Einfluss des circadianen Systems auf verschiedene physiologische Parameter der Retina

Die Abbildung zeigt eine Auswahl von Uhren-regulierten Parametern in der Retina und deren Zuordnung zur
entsprechenden Schicht. RPE= Retinales Pigmentepithel (retinal pigment epithelium); ONL= &uRRere Kérnerschicht
(outer nuclear layer); INL= innere Kdrnerschicht (inner nuclear layer); GCL= Ganglienzellschicht (ganglion cell
layer)

(Abbildung modifiziert nach McMahon et al., 2014 [23])
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Des Weiteren ist die retinale Uhr fiir die visuelle Signalverarbeitung der Retina von
besonderer Bedeutung. Dies beinhaltet insbesondere die Hell-Dunkel-Adaptation der
visuellen Signalverarbeitung, die die Optimierung der visuellen Wahrnehmung unter
tageszeitlich wechselnden aufReren Lichtbedingungen ermdéglicht [5, 6, 23, 29, 109].
Hierzu gehdrt beispielsweise die circadiane Regulation der Stabchen-Zapfen-
Kopplung [5, 29, 109, 110]. Zapfen kdnnen ihre Sensitivitat innerhalb weniger Minuten
verandern und den Lichtbedingungen anpassen und bleiben auch bei sehr hellem Licht
photosensitiv [111]. Daher sind sie fur das ,photopisches Sehen” (Tagsehen)
verantwortlich [111]. Stédbchen erreichen bereits bei geringen Lichtintensitaten eine
Sattigung und sind bei Tageslicht zumeist nicht funktional [29]. Daher sind sie fir das
,Skotopisches Sehen” (Nachtsehen) verantwortlich. Die Retina ist durch die circadian
gesteuerte Stabchen-Zapfen-Kopplung in der Lage Zapfen wahrend des Tages und
Stabchen wahrend der Nacht zu nutzen [5, 29, 109, 110].

Auch die Erneuerung der phototransduktiven Kompartimente in den AuRensegmenten
der Stabchen und Zapfen, das sog. ,disc shedding”, wird durch die retinale Uhr
reguliert [32]. Hierbei erfolgt das ,disc shedding” in den Stabchen primar zu Beginn der
Lichtphase [112, 113] und in den Zapfen in erster Linie zu Beginn der Dunkelphase
[23, 113].

Des Weiteren beeinflusst die retinale Uhr die visuelle Signalverarbeitung Uber die
Uhren-abhéngige Regulation visueller Gene [34]. So konnte gezeigt werden, dass die
visuellen Gene Arrestinl (Arrl) in Stabchen [114] und Arrestin4d (Arrd) in Zapfen [115]
eine circadiane Expression in der Mausretina aufweisen [34]. Das Genprodukt Arrestin
bindet an das aktivierte Photopigment und filhrt so zur Deaktivierung der
Signaltransduktion in den Photorezeptoren [33, 114-117]. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Expression der Schlisselenzyme des visuellen Zyklus Lrat,

Rpe65 und Rdh5 in der Mausretina einen tageszeitlichen Rhythmus ausweisen [34].

Die Uhren-abhangige Regulation der visuellen Signalverarbeitung beinhaltet die
Neuromodulatoren Melatonin und Dopamin [6, 23, 27, 28, 118]. Dopamin wird von den
dopaminergen amakrinen Zellen der inneren Retina synthetisiert und zeigt eine
circadiane Rhythmik mit maximalen Werten am Tag, sowie eine lichtinduzierte
Synthese [6, 23, 27, 28, 119-121]. Es vermittelt Gber den Dopamin-D4-Rezeptor die
Helladaptation der Photorezeptoren und inhibiert die Melatoninsynthese [28, 119, 120].
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Die Synthese von Melatonin erfolgt in der Retina von S&ugetieren in den
Photorezeptoren und zeigt erhéhte nachtliche Werte [6, 122]. Es wirkt Uber die
Melatonin-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2 (MT1l und MT2) und ermdglicht die
Dunkeladaptation [123-125]. Hierbei scheint Melatonin Uber MT1 die visuelle
Signalverarbeitung und Gber MT2 die Rhythmik der Uhren-Gene zu regulieren [124,
125].

2.2.4 Einfluss der circadianen Uhren auf die Vitalitat der Retina

Die fundamentale Rolle der retinalen Uhr fur die Physiologie und den Metabolismus
der Retina lasst vermuten, dass ihre Stérung an der Pathogenese verschiedener
ophthalmologischer Erkrankungen beteiligt ist [6, 23, 126]. So kénnte die Pathogenese
der diabetischen Retinopathie mit der Stérung des circadianen Systems der Retina
assoziiert sein [127-130]. Hierbei zeigte sich, dass die Diabetes-induzierte chronische
Inflammation zu einer Storung der circadianen Rhythmik der retinalen Uhren fihren
kann [127-130]. Diese Stérung wiederum scheint die Entwicklung der diabetischen

Retinopathie zu beglnstigen [127-130].

Interessanterweise scheint die Diabetes-induzierte chronische Inflammation ebenfalls
zu einer Storung der rhythmischen Expression mehrerer Gene zu fuhren, die an der
circadianen Regulation der Dopaminfreisetzung aus den amakrinen Zellen der inneren
Retina beteiligt sind [25, 26, 36, 131]. Hierbei handelt es sich um die Gene Acadm [25],
Adcyl [131], Cptla [25] und Nr4al [26]. Dies lasst vermuten, dass die Storung der
circadianen Rhythmik der retinalen Uhren bei diabetischen Mausen unter anderem auf

eine Funktionsstorung im dopaminergen System der Retina zurtickzufthren ist [128].

Dies korrespondiert mit den Ergebnissen friherer Studien, die zeigten, dass eine
Erniedrigung des retinalen Dopaminspiegels an der Sehstdrung bei Diabetes mellitus
beteiligt ist und durch Behandlung mit dem Dopaminvorlaufer (L-DOPA) ein

Fortschreiten der Sehstérung gemildert werden kann [132].
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2.3  Signaltransduktion in der Retina Uber Heterotrimere G-Proteine

2.3.1 Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei mit a (36 - 52 kDa), B (35 - 36 kDa) und
Yy (8 - 10 kDa) bezeichneten Untereinheiten. Die a-Untereinheit bindet ein
Guaninnukleotid, je nach Aktivitatszustand GDP oder GTP. Die B- und vy-
Untereinheiten bilden einen Komplex und sind Uber einen Lipidanker in der
Zellmembran verankert. Die Bindung eines Liganden an den G-Protein gekoppelten
Rezeptor (GPgR) fuhrt zur Konformationsanderung des Rezeptors, die zum Austausch
des an die a-Untereinheit gebundene GDP gegen GTP fihrt. Die nun aktivierte a-
Untereinheit 16st sich von der B/y-Untereinheit und gelangt zum Effektormolekdl.
Dieses wird nun aktiviert oder inhibiert, was wiederum zur entsprechenden

intrazellularen Antwort der Zelle auf den Liganden fuhrt (Tab. 1) [133].

Die verschiedenen heterotrimeren G-Proteine unterscheiden sich durch die Subtypen
der einzelnen Untereinheiten. So sind beim Menschen sechzehn Subtypen von a-
Untereinheiten, finf Subtypen von B-Untereinheiten und dreizehn Subtypen von y-
Untereinheiten bekannt (Tab. 2) [133]. Anhand der Eigenschaften der a-Untereinheit

werden die heterotrimeren G-Proteine in vier Familien eingeteilt: Gnai (Gi), Gnas (Gs)
Gnag (Ggq) und Gnal2/13 (Gi213). Mitglieder einer Familie sind strukturell ahnlich und

zeigen gemeinsame funktionale Eigenschaften [133]. Die Gnai (Gi)-Familie ist die

umfangreichste und wird wiederum in vier Subfamilien Gnai, Gnaz, Gnao und Gnat
eingeteilt [133, 134].

Tab. 1: Uberblick iiber die G-Protein-Untergruppen und deren Funktion

G-Proteinfamilie Liganden (Auswahl) Wirkung auf Effektorenzym
(Auswahl)
Gnai (Gi) Photonen, Opsin, Rhodopsin, Hemmung der Adenylatcyclase,
Angiotensin, Geschmacksstoffe Aktivierung der cGMP-
Histamin, Katecholamine Phosphodiesterase
Gnas (Gs) Angiotensin, Histamin, Glicagon, LSH, | Aktivierung der Adenylatcyclase

FSH, TSH, Vasopressin

Gnaq (Gq) Bradykinin, Bombesin, Angiotensin, | Aktivierung der Phospholipase C
Katecholamine

Gnal2/13 (Gi2:13) Bradykinin, Bombesin, TSH Aktivierung der Rho-Kinase
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Der B/y-Komplex wurde urspringlich als passiver Partner der a-Untereinheit
angesehen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass die von der a-Untereinheit dissoziierten
B/y-Komplexe ebenfalls regulatorisch wirken [135]. So sind sie in der Regulation der
Aktivitat von lonenkanélen [136], der Adenylatcyclase [137], der Phospholipase C
[138], sowie der Phosphoinositid-3-Kinase beteiligt [139].

Tab. 2: Heterotrimere G-Proteine mit ihren verschiedenen Subtypen von Untereinheiten

(Modifiziert nach Wettschureck et al. 2005 [133])

Name Gen Expression
a-Untereinheiten
Gnai (Gj)
Gair GNAI1 weit verbreitet
Gaiz GNAI2 Ubiquitar
Gais GNAI3 weit verbreitet
Gao GNAO neuronales, neuroendokrines Gewebe
Ga; GNAZ neuronales Gewebe, Thrombozyten
Gagust GNAT3 Geschmackszellen, Birstenzellen
Gatr GNAT1 Stadbchen, Geschmackszellen
Gatc GNAT2 Zapfen
Gnas (Gs)
Gas GNAS Ubiquitar
Gdaoi GNAL olfaktorisches Epithel
Gnaq (Ga)
Gaq GNAQ Ubiquitar
Gau GNA1l Ubiquitar
Gaus GNA14 Niere, Lunge, Milz
Gaisne GNA16(GNA15) hamatopoetische Stammzellen
Gnal2/13 (G1213)
Gaiz GNA12 Ubiquitar
Gaus GNA13 Ubiquitar
B-Untereinheiten
B1 GNB1 weit verbreitet, Stabchen
B2 GNB2 weit verbreitet
Bs GNB3 weit verbreitet, Zapfen
Ba GNB4 weit verbreitet
Bs GNB5 hauptséachlich im Gehirn
y-Untereinheiten
Y1, Yrod GNGT1 Stabchen, Gehirn
Y14, Ycone GNGT2 Zapfen, Gehirn
Y2 GNG2 weit verbreitet
y3 GNG3 Gehirn, Blut
ya GNG4 Gehirn
ys GNG5 weit verbreitet
y7 GNG7 weit verbreitet
y8,9 GNG8 olfaktorisches Epithel
Y10 GNG10 weit verbreitet
yi1 GNG11 weit verbreitet
Y12 GNG212 weit verbreitet
Y13 GNG13 Gehirn, Geschmacksknospen
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2.3.2 Das retinale G-Protein a-Transducin und die visuelle Signaltransduktion

Das in den Photorezeptoren vorkommende, fiur die visuelle Signaltransduktion
verantwortliche, heterotrimere G-Protein wird als a-Transducin bezeichnet [35]. Es
gehort der G-Protein-Untergruppe Gnat an, die aus den Genen Gnatl und Gnat2
besteht. Aufgrund ihrer Sequenzéahnlichkeit wird die G-Protein-Untergruppe Gnaz, die
ausschliel3lich aus dem Gen Gnaz besteht ebenfalls als a-Transducin bezeichnet. Sie
hat jedoch, soweit bekannt, keine Funktion in der visuellen Signaltransduktion und wird
deshalb als nicht-visuelles a-Transducin bezeichnet [35-38]. In der visuellen
Signaltransduktion bindet die aktivierte Form des Photopigments an a-Transducin und
induziert den Austausch von GDP gegen GTP. Die nun aktivierte a-Untereinheit 16st
sich von der B/y-Untereinheit und aktiviert die cGMP-abhéngige Phosphodiesterase
(PDE), die nun cGMP zu GMP hydrolysiert. Der sinkende cGMP-Spiegel bewirkt, dass
die cGMP-gesteuerten Natrium-lonenkanéle in der Zellmembran des Photorezeptors
geschlossen werden. Dies fuihrt zur Hyperpolarisation, dem ,Lichtsignal” der Zelle
[140, 141]. Die intrinsische GTPase der a-Untereinheit spaltet das GTP in GDP und
Phosphat. Dadurch I6st sich die a-Untereinheit von der PDE und lagert sich nun wieder
mit der B/y-Untereinheit zusammen und bildet den urspringlichen Transducin-
Komplex [140, 141].

Bereits im Jahre 1987 konnten Brann und Cohen einen tageszeitlichen Rhythmus in
der a-Transducin-Synthese in Ratten beobachten [39]. Kurz darauf bestétigten Bowes,
van Veen und Farber diese Beobachtung bei Mausen [40]. Jedoch ist unklar, ob die
beobachtete Rhythmik den visuellen a-Transducinen Gnatl und Gnat2 oder dem

nicht-visuellen a-Transducin Gnaz zuzuschreiben ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Versuchstiere

Fur die Durchfiihrung der Versuche kamen ausgewachsene (10 - 12 Wochen alte)
Clock-profiziente (Clock--) und Clock-defiziente (Clock+) M&use (mannlich und
weiblich) mit intakten Photorezeptoren ohne rd-Mutation zum Einsatz. Die
verwendeten Mause des Modells (C3H/HeClock und C3H/HeClock+) beruhen auf
einem Melatonin-profizienten Hintergrund (C3H.C-Pde6b2H) und wurden durch
Kreuzung tber zehn Generationen mit Mausen des Stammes B6.129S4-Clockm /] -
bezogen von Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) - generiert. Die Melatonin-
profizienten Mause wurden uns freundlicherweise von Dr. Russel G. Foster vom
Nuffield Laboratory of Ophthalmology and the Sleep and Circadian Neuroscience
Institute, University of Oxford zur Verfigung gestellt. Die Genotypisierung der
Versuchstiere erfolgte mittels PCR-Analyse genomischer DNA aus Biopsien von
Schwanzspitzen anhand des entsprechenden Protokolls von Jackson Laboratory.
Die Versuchstiere wurden im Tierstall des Instituts fir Funktionelle und Klinische
Anatomie der Universitdtsmedizin der Johannes-Gutenberg-Universitadt Mainz unter
standardisierten Laborbedingungen (Beleuchtung mit 200 Lux am Tag und gedimmtes
Rotlicht (< 5 Lux) in der Nacht, Temperatur 20 °C = 1 °C, Luftfeuchtigkeit ca. 50 %,
Wasser und Futter ad libitum) gehalten und Uber einen Zeitraum von drei Wochen
einem Lichtregime mit 12 h Licht und 12 h Dunkelheit (LD 12:12) ausgesetzt. Die
Zeitgeber ,Licht an“ und ,Licht aus® sind definiert als Zeitgeber Zeit (ZT) 0 bzw. ZT12.
Die Entnahme der Retinae (s. 3.2.1) erfolgte nach letaler Anasthesie der Tiere mit CO,
und anschlieRender Dekapitation in 3-h-Intervallen tber einen Zyklus von 24 h zu den
ZTs 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 und 21. Um eine mutmalliche circadiane Adaptation zu
evaluieren, wurden Mause, die zuvor an LD 12:12 adaptiert waren, fur einen Zyklus
von 24 h unter konstanter Dunkelheit (DD) gehalten und die Retinae wahrend des
nachsten Zyklus unter DD entnommen.
Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fur Tierversuche
nach Mal3gabe der europaischen Gemeinschaft (Direktive 86/609/EEC) durchgefihrt.
Die Tiere wurden gemdal} den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes der
Bundesrepublik Deutschland gehalten und behandelt.
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3.1.2 Laborgerate

Brutschrank

CFX96 Real-Time PCR Detection System
Gefriertruhe (-80 °C)

Gefriertruhe (-20 °C)

Kihlschrank (4 °C)

Farbekuvetten

Feinwaage

Heizblock

LMPC-System (PALM MicroBeam System)
Magnetrthrer

Mikroskop

Mikrotom

Spektralphotometer NanoDropTM 2000
Pipetten

Streckbad
Schiuttler
Thermocycler (RT)
UV-Lampe

Vortex Genie 2

Zentrifugen
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Heraeus, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Resolab, Deutschland
DCS, Deutschland
HTA-BioTec, Deutschland
Zeiss, Deutschland
IKA-Werk, Deutschland
Leica, Deutschland

Leica, Deutschland
Peglab, Deutschland
Eppendorf Research,
Deutschland

Medax Nagel, Deutschland
Peglab, Deutschland
Peglab, Deutschland
VWR, Deutschland
Scientific Industries, USA

Heraeus, Deutschland



3.1.3 Chemikalien und Enzyme

Aceton Merck, Deutschland
Aqua destillata Roth, Deutschland
3-Mercaptoethanol Roth, Deutschland
DEPC-behandeltes Wasser (DNase-frei, RNase-frei) Roth, Deutschland
Ethanol Merck, Deutschland
HOPE® | und Il Lésung DCS, Deutschland
Isopropanol Merck, Deutschland
iTagTM Universal SYBR® Green Supermix Bio-Rad, USA
Kresylviolettacetat Sigma-Aldrich, Deutschland
Proteinase K Qiagen, Deutschland
QiAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Deutschland
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Deutschland
Thermo Scientific VersoTM cDNA Synthesis Kit Abgene, UK
Tris-Puffer Roth, Deutschland
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3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Objekttrager, MembrandeSlides NF

Gitterkassetten

Glaskivetten

AuffanggefalRe PALM AdhesiveCaps

PCR-Platten 96-Well
PCR-Folie

Paraffin

Pipettenspitzen ohne Filter
Pipettenspitzen mit Filter

ReaktionsgefalRe (Tubes)
QIAquick Saulen

3.1.5 Software

Bio-Rad CFX Manager 3.1
EndNote X9.1

IBM SPSS Statistic Version 23
Microsoft Office Excel 2016
Microsoft Office Word 2016
PALM Robo Software
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P.A.L.M, Deutschland
Miles Inc., Deutschland
Resulab, Deutschland
P.A.L.M, Deutschland
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA
Polyscience Europe,
Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Biozym Scientific,
Deutschland

Peglab, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Bio-Rad, Deutschland
Thomson Reuters, USA
IBM Corporation, USA
Microsoft, USA
Microsoft, USA
P.A.L.M, Deutschland



3.1.6 Primer

Die verwendeten Primer wurden mittels Clone Manager Suite 7 (Sci-Ed) Software

kreiert und als Lysophilisat von Eurofins MWG Operon, Deutschland bezogen. Zur

Resuspendierung wurden die Primer nach Herstellerangaben in Tris-EDTA-Puffer (10
mM Tris und 1 mM EDTA) gel6st und anschlieend im Verhaltnis 1:10 mit 10 mM 