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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die zirkadiane Uhr

111 Einflhrung in die innere Uhr

Die Rotation der Erde um ihre Achse und die dadurch hervorgerufenen tagesperiodischen
Veranderungen der Umweltbedingungen beginstigten im Laufe der Evolution die
Ausbildung von inneren Uhren in nahezu allen Organismen. Beispiele fiir solche
wiederkehrenden Veranderungen der Umwelt sind Klimaschwankungen, Rhythmen der
Verfligbarkeit von Nahrung oder der An- oder Abwesenheit von Feinden. Die innere Uhr
bereitet den Korper auf solche vorhersehbar im Tagesverlauf auftretenden Bedingungen
(5). Sie ermoglicht es den Lebewesen, diese zu antizipieren (6,154) und verschafft ihnen
damit einen Uberlebensvorteil (138,196). Um eine optimale Anpassung zu garantieren,
werden also das Verhalten und die physiologische Bereitschaft mit den duf3eren
Bedingungen abgestimmt. Damit Raubtiere effizient ihre Beute jagen kdnnen, miissen die
Energie erzeugenden Organe und Muskeln zum Zeitpunkt der Jagd zu Hochstleistungen
bereit sein (5). Alle anderen, in diesem Moment nicht bendtigten physiologischen
Prozesse, wie beispielsweise die Verdauung, sollten in dieser Zeit mdglichst wenig
Ressourcen verbrauchen, um den Erfolg der Jagd nicht zu gefdhrden. Fir die
Synchronisation physiologischer Prozesse miteinander und mit bestimmten Tages- und
Nachtzeiten ist die innere Uhr verantwortlich. Auch ohne Informationen von auf3en tiber
die externe Zeit ist sie in der Lage, einen endogenen Rhythmus mit einer Periode von
ungefdhr 24 Stunden aufrecht zu erhalten (11). Da ihre Periodeldnge unter solchen
"Freilaufbedingungen™ nur naherungsweise 24 Stunden betrdgt, wurde der Begriff
»Zirkadiane Uhr* (von lat. circa dies = ungefahr ein Tag) gewahlt. Unter konstanten
Lichtbedingungen betragt die Periode dieses Rhythmus beim Menschen zwischen 24 und
26 Stunden, wahrend die Periodenlange von Mausen in konstanter Dunkelheit bei etwas
weniger als 24 Stunden liegt (11,44,162). Die Abweichung der Periodenlange der
zirkadianen Uhr von exakt 24 Stunden bedeutet, dass die zirkadiane Uhr téglich neu
gestellt werden muss, dieses Phdnomen wird als Entrainment bezeichnet (12). Auf diese
Weise ist zum Beispiel auch eine Anpassung an verschiedene Zeitzonen nach
interkontinentalen Flugen moglich. Diesen Prozess und die damit verbundenen

Symptome nennt man Jetlag. AuRere Signale, die in der Lage sind, die Phase der inneren
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Uhr mit der Umwelt zu synchronisieren, werden als ,,Zeitgeber** bezeichnet. Licht ist mit
Abstand der wichtigste Zeitgeber. Daneben gibt es jedoch eine Reihe weiterer, nicht-
photischer Reize, die die innere Uhr beeinflussen konnen, wie Temperatur (19),
Verfugbarkeit von Futter (127), Aktivitat und soziale Interaktionen (119).

Der wohl auffélligste zirkadiane Rhythmus des Menschen ist der Schlaf-Wach-
Rhythmus. Daneben unterliegen zahlreiche weitere physiologische Prozesse wie die
Regulation der Korpertemperatur (149), der Herzfrequenz, des Blutdrucks, des Leber-
und Nierenstoffwechsels (118) und die Sekretion von Hormonen wie Glukokortikoiden
(GCs) und Melatonin (81,175) einer zirkadianen Rhythmik.

Zirkadiane Uhren sind nicht auf S&ugetiere beschrénkt. So wurde das Phanomen der
inneren Uhr das erste Mal bereits 1792 von dem franzdsischen Astronom Jean Jacques
d’Ortous de Mairan beschrieben. Er beobachtete, dass sich die Blatter der Mimosa pudica
auch in konstanter Dunkelheit periodisch 6ffnen und schliefen und somit keinen rein
passiven Vorgang als Antwort auf den Wechsel von Licht zu Dunkelheit darstellen,

sondern die Expression eines inneren Mechanismus der Zeitmessung (145).

1.1.2 Anatomischer Aufbau des zirkadianen Systems

Das zirkadiane System in S&ugetieren ist hierarchisch strukturiert. Der zentrale
Schrittmacher der inneren Uhr hat seinen Hauptsitz im bilateralen Nucleus
suprachiasmaticus (SCN), eine Kernregion aus ca. 20.000 Neuronen an der Basis des
Hypothalamus (151). Interessanterweise zeigt (fast) jede SCN-Zelle einen eigenen
zirkadianen Rhythmus. Da aber die Periodelange der einzelnen Rhythmen stark variiert
(193), sind die SCN-Zellen uber verschiedene Signale miteinander gekoppelt. Auf diese
Weise bleiben sie untereinander synchronisiert und kdnnen einen robusten und
einheitlichen zirkadianen Rhythmus ausbilden. Die Kommunikation der Neurone des
SCN miteinander resultiert unter anderem aus der Freisetzung von y-Aminobuttersaure
(GABA) (120,193), vasoaktivem intestinalen Peptid (VIP) (13,80) und Kalzium (86).
Zusatzlich spielen direkte Verbindungen benachbarter Zellen Gber Zell-Zell-Kanéle (gap
junctions) dabei eine Rolle (42).

Die Synchronisation der SCN-Uhr mit dem Tag-Nacht-Rhythmus erfolgt mithilfe von

spezialisierten, lichtsensitiven Ganglionzellen der inneren Retina, die das Photopigment
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Melanopsin produzieren (78-79,140). Diese Zellen leiten Hell-Dunkel-Informationen
uber den retinohypothalamischen Trakt (RHT) an den SCN weiter (128,174). Von dort
besteht eine weit reichende Vernetzung mit anderen Gehirnregionen sowie mit peripheren
Organen. Die efferenten Signalwege des SCN sind zustandig fir eine korrekte zeitliche
Koordinierung von verschiedenen physiologischen Prozessen. Verbindungen vom SCN
zur subparaventrikularen Zone (SPZ) werden zur medialen préoptischen Region (MPO)
weitergeleitet, um dort die zirkadiane Regulation der Kdérpertemperatur zu kontrollieren
(158). Andere Efferenzen aus der SPZ projizieren in den dorsomedialen Kern des
Hypothalamus (DMH) (49) und kontrollieren tGber den paraventrikularen Nukleus (PVN)
die Sekretion von Melatonin und des Corticotropin-releasing Hormons (CRH) (57,93-
94). Weiterhin wird Uber efferente Projektionen aus dem DMH in den lateralen
Hypothalamus und den ventrolateralen praoptischen Nukleus (VLPO) der Schlaf-Wach-
Rhythmus gesteuert (39-40,158). Informationen aus dem SCN, die den PVN erreichen,
werden dort in hormonelle und Signale des vegetativen Nervensystems, die fiir periphere
Organe bestimmt sind, umgeschrieben (29). Aber auch indirekt Uber Steuerung der
Aktivitdt und der Futteraufnahme beeinflusst der zentrale Schrittmacher im SCN den
zirkadianen Rhythmus in peripheren Organen (45,152). So erhoht der SCN
beispielsweise direkt vor Beginn der Aktivitatsphase die Insulinsensitivitat der
Muskulatur und bewirkt gleichzeitig eine Steigerung der Glukoseproduktion in der Leber
(109-110). Neben neuralen Signalen werden vom SCN auch diffusionsfahige
Neuropeptide sezerniert. Transforming growth factor-o. (TGF- ) und Prokineticin-2 (PK-
2) werden vom SCN rhythmisch ausgeschiittet und haben einen inhibitorischen Einfluss
auf die Regulation der lokomotorischen Aktivitat (37,105).

1.1.3 Ubhren in peripheren Geweben

Zwar sitzt die Hauptuhr des zirkadianen Systems im SCN, dennoch existieren periphere
Schrittmacher in nahezu allen Geweben und Organen (17,45,84,201,206-207). In EX
vivo-Experimenten konnte gezeigt werden, dass periphere Gewebe in der Lage sind,
einen autonomen zirkadianen Rhythmus fiir mehrere Zyklen aufrechtzuerhalten
(17,194,202). Der SCN scheint eher fur die Koordination der verschiedenen Rhythmen
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des SCN und der peripheren Gewebe als fir den alleinigen Ursprung eines zirkadianen
Rhythmus in peripheren Geweben zusténdig zu sein.

Ein sehr wichtiger Zeitgeber fiir die zirkadianen Uhren der Peripherie ist die
Futteraufnahme. Normalerweise nehmen nachtaktive Nagetiere 80% der téglichen
Nahrung wéhrend der Dunkelphase zu sich. Wird den Tieren Uber eine bestimmte Zeit
lang Futter nur wéhrend der Lichtphase angeboten, kommt es zu einer Entkopplung der
Leberuhr vom SCN. Die Phase des SCN dagegen bleibt unbeeinflusst. Neben der
Leberuhr werden durch die zeitlich verschobene Futteraufnahme auch die Uhren in
Pankreas, Niere und Herz entkoppelt (45). Der zugrundeliegende Mechanismus dieser
Entkopplung ist bisher nicht geklart. Denkbar ware, dass Stoffwechselprodukte der
peripheren Organe zu einer Anpassung der Phasen fiihren. So kann beispielsweise
Dexamethason, ein GC-Analogon, die Phase der zirkadianen Genexpression in Leber,
Niere und Herz beeinflussen (16). In einer Studie mit Mé&usen, die eine Mutation des
Glukokortikoid (GC)-Rezeptors ausschlieBlich in der Leber trugen, wurde jedoch gezeigt,
dass GCs die Anpassung der Phase peripherer Uhren bei Fltterung in der Lichtphase
nicht ermdglichen, sondern eher noch antagonisieren (114). Es sind also wahrscheinlich
andere Stoffwechselprodukte an der Synchronisation der Uhren in peripheren Organen
beteiligt.

Die Leber als das wichtigste Stoffwechselorgan ist entscheidend an der Anpassung der
metabolischen Prozesse an den taglichen Rhythmus aus Nahrungsaufnahme und Fasten
beteiligt (111). Dies zeigt sich daran, dass viele Gene der Leber, die in verschiedene
Prozesse des Glukose-, Fettsdure-, Cholesterol- und Gallensdurestoffwechsels involviert
sind, eine zirkadiane Expression aufweisen (139). Ein Beispiel dafiir ist die
Glukosehomoostase. Viele Enzyme, die mit der Glukoneogenese, Glykolyse und dem
Glykogenstoffwechsel assoziiert sind, sind rhythmisch exprimiert (139). Auch der
Glukosetransporter 2 (Glut2) zeigt ein rhythmisches Expressionsmuster. Uber diesen
Glukosetransporter wird bei niedrigem Plasmaglukosespiegel Glukose aus den
Hepatozyten in den Blutkreislauf transportiert. In Méausen, die eine leberspezifische
Mutation im Bmall-Gen, einer Hauptkomponente der zirkadianen Uhr, tragen, kommt es
zu einem Verlust der rhythmischen Glut2-Expression, was voribergehende
Hypoglykamien in der Fastenphase (= Schlafphase) zur Folge hat (111). Dies deutet
darauf hin, dass der zirkadiane Glukoseexport Uber eine lokale zirkadiane Leberuhr
reguliert wird (74). Bei Menschen fihrt eine Mutation im Glut2-Gen (Slc2a2) zur

Ausbildung des Fanconi-Bickel-Syndroms, einer Stoffwechselstérung, die mit einer
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durch Glykogenakkumulation bedingten Hepatomegalie und Hypoglykdmien wéhrend
des Fastens assoziiert ist (157).

Auch im Fettgewebe konnten periphere Uhren beschrieben werden (206). Manche der
zirkadian exprimierten Gene sind in Prozesse des Fettstoffwechsels, wie zum Beispiel die
Adipogenese, eingebunden (35,166). Weiterhin sezerniert das Fettgewebe Hormone wie
Leptin und Adiponektin, deren Serumspiegel ein zirkadianes Muster zeigen (75,92). Im
Fettgewebe flhrt eine auf die Lichtphase beschrankte Futteraufnahme, dhnlich wie im
Lebergewebe, zu einer Verschiebung der Phase der zirkadianen Expression von
Uhrengenen (206).

Zusammenfassend kann formuliert werden, dass periphere Uhren an der Regulation von
lokalen Rhythmen wichtiger Stoffwechselprozesse beteiligt sind. Ein hierarchisches
System aus verschiedenen Uhren gewahrleistet die Stabilitat und eine prézise Kontrolle

des zeitlichen Ablaufs der diversen metabolischen VVorgange (152).

114 Das zirkadiane Uhrwerk auf molekularer Ebene

Auf molekularer Ebene wird das intrazellulare Uhrwerk aus sich gegenseitig
beeinflussenden positiven und negativen transkriptionell-translationellen
Rickkopplungsschleifen (transcriptional/translational feedback loops, TTLs) gebildet
(151). Abbildung 1 zeigt eine vereinfachte Darstellung des molekularen Aufbaus der
zirkadianen Uhr. Die Transkriptionsfaktoren Circadian Locomotor Output Cycle Kaput
(CLOCK) und Brain and Muscle Arnt-like Protein-1 (BMAL1) bilden die positiven
Komponenten der zentralen Rickkopplungsschleife. Diese Transkriptionsfaktoren sind
charakterisiert durch eine basic helix-loop-helix (bHLH) Domane, welche eine Bindung
an DNA ermdglicht, sowie durch eine Period-Arnt-Singleminded (PAS) Domane, die die
Bildung von heterodimeren Komplexen unterstitzt (31,76,82). CLOCK/BMALL1-
Heterodimere konnen an bestimmte Abschnitte der DNA, sogenannte E-Box-Enhancer-
Sequenzen, binden (31,76). Dies sind regulatorische DNA-Sequenzen, die als
Andockstelle fur Transkriptionsfaktoren die Transkription von Genen verstarken kénnen
(82). Durch die Bindung von CLOCK/BMALL1 an die DNA wird die Transkription von
drei Period-Genen (Perl, Per2 und Per3) und zwei Cryptochrom-Genen (Cryl und
Cry2) induziert (76,108,115). Die PER- und CRY-Proteine akkumulieren im Zytoplasma,
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wo sie Heteromere bilden. Sobald eine gewisse Schwellenkonzentration erreicht ist,
translozieren sie als Komplexe zuriick in den Nukleus und konnen dort den
CLOCK/BMAL1-Komplex inhibieren, wodurch sie den negativen Arm der Uhr bilden
(108,115,164). PER und CRY unterdrucken so ihre eigene Transkription, was nach und
nach zu einer Abnahme der Proteinmenge von PER und CRY fiihrt. Dadurch kommt es
wiederum zu einer Aufhebung der Inhibition von CLOCK/BMAL1, und ein neuer
Transkriptionszyklus wird aktiviert. Neuronal PAS Domain Protein 2 (NPAS2), welches
strukturell eng verwandt ist mit CLOCK, ist ebenfalls in der Lage Heterodimere mit
BMAL1 zu bilden, welche die Transkription von Per- und Cry-Genen induzieren (150).
In einer zweiten Ruckkopplungsschleife aktiviert CLOCK/BMAL1 Uber Bindung an eine
E-Box-Enhancer-Sequenz die Transkription von Rev-erb «, einem nukleéren ,,orphan®
Rezeptor. Das REV-ERB a-Protein wiederum kann tiber ein Retinioid-response Element
(RRE) in der Promotorregion des Bmall-Gens binden und so die Transkription seines
eigenen Aktivators inhibieren. Weiterhin wird die Rev-erb a-Expression durch PER- und
CRY-Proteine gehemmt, wodurch es zu einer erneuten Aktivierung des Bmall-Gens
kommt (146). ROR a (Retinoic Acid-related Orphan Receptor Alpha) ist ebenfalls ein
nukledrer Rezeptor (NR), welcher im Gegensatz zu REV-ERB o die Transkription von
Bmall aktiviert (2).

Posttranslationelle Modifikationen wie Phosphorylierung und proteosomale Proteolyse
sind essentiell fir die Ausbildung und Aufrechterhaltung der zirkadianen Uhr (108,115).
Diese Mechanismen flihren zu einer Verzégerung der molekularen Rickkopplung, was
notwendig ist, damit Gberhaupt ein Rhythmus mit einer Periode von 24 Stunden
ausgebildet werden kann. Reversible Phosphorylierung reguliert wichtige Prozesse wie
die Bildung von Proteinkomplexen, den Eintritt in den Nukleus und den Abbau von
Proteinen (73). Ein an diesen Prozessen beteiligtes Enzym ist die Caseinkinase | epsilon
(CKlg), welche PER-, CRY-Proteine sowie BMAL1 phosphoryliert (56,187). Die
Phosphorylierung von PER1 und PER3 fuhrt zu ihrer Degradation durch den
proteosomalen Abbau (3). Daneben ist die CKle am Ubertritt von PER1 in den Kern
beteiligt (187). Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass eine homozygote Mutation im
Ckle-Gen von Hamstern eine verkirzte Periode von 20 Stunden zur Folge hat (147).

Die Expression sogenannter Uhren-kontrollierter Gene (clock controlled genes, CCG)
steht ebenfalls unter der Kontrolle der zirkadianen Uhr. Im Gegensatz zu den
Uhrengenen, die Bestandteil der Riickkopplungsschleifen sind, sind die Proteinprodukte

der Uhren-kontrollierten Gene nicht essentiell fir die Funktion des molekularen
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Uhrwerks (151). Der Transkriptionsfaktor Albumin gene D-site binding protein (DBP) ist
eines der vielen CCGs. DBP gehort in die Gruppe der PAR-Leucin-Zipper-
Transkriptionsfaktoren. Die Expression des Dbp-Gens wird durch die Bindung von
CLOCK/BMAL1 an eine E-Box-Enhancer-Sequenz induziert (153). DBP wiederum
bindet als Homodimer an eine D-Element-Enhancer-Sequenz in der Promotorregion von
Zielgenen (151) und reguliert auf diese Weise unter anderem die rhythmische
Transkription von Schlusselenzymen des Leberstoffwechsels (113). Eine rhythmische
Expression von DBP ist auch in anderen Organen wie Niere, Pankreas und Herz zu
finden (45,62,199). Des Weiteren kann DBP an eine Promoterregion des Perl-Gens
binden, wodurch die Transkription von Perl gesteigert wird (200). DBP ist somit in der
Lage direkt auf Uhrengene zuriickzukoppeln.

Bis zu 10% der exprimierten Gene im SCN und peripheren Geweben stehen unter dem
Einfluss des zirkadianen Systems, wobei es zwischen den verschiedenen Geweben nur

wenig Uberschneidungen gibt. Die Expression der CCGs ist folglich gewebespezifisch

(4,139).
AORo

——  BMALA
CKie
transcription /
phosphorylation

translation

——— glock controlled genes

Abb.1:  Stark  vereinfachte  Darstellung  der  transkriptionell-translationellen
Rickkopplungsschleifen des molekularen Uhrwerks in Saugetieren (aus Seron-Ferre, 2007,
Abb.2). Erlauterungen siehe Text Seite 9-11. Abkurzungen: Brain and Muscle Arnt-like
Protein-1 (BMAL1), Circadian Locomotor Output Cycles Kaput Protein (CLOCK),
Cryptochrom-Protein  (CRY), Period-Protein (PER), Retinoic Acid-related Orphan
Receptor Alpha (ROR «), Caseinkinase | epsilon (CKle), Reverse erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog alpha (Reverb alpha)
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1.1.5 Mutationen in Uhrengenen

Die spezifische Rolle bestimmter Komponenten der Ruckkopplungsschleifen in der
Funktionsweise der molekularen Uhr konnte durch gezielte genetische Manipulationen
einzelner Uhrengene besonders in der Maus beschrieben werden (122). Mduse mit einem
Knock-out des Clock-Gen zeigen in konstanter Dunkelheit robuste zirkadiane
Verhaltensmuster mit einer Periodenldnge die gegenitber der Periodenldange von
Wildtypméusen lediglich um 20 Minuten verkirzt ist. Aus dieser Beobachtung wurde
geschlossen, dass CLOCK nicht zwingend erforderlich ist, um zirkadiane
Verhaltensweisen zu generieren (47). Der Transkriptionsfaktor NPAS2 scheint den
Verlust von CLOCK in diesen Tieren zu kompensieren und dadurch in Abwesenheit von
CLOCK die zirkadiane Funktion aufrechterhalten zu kénnen. Mause, in denen sowohl
das Clock-Gen als auch das Npas2-Gen fehlen, zeigen ein arrhythmisches Verhalten (48).
Ein Nullallel im Bmall-Gen fihrt in konstanter Dunkelheit zu einem sofortigen Verlust
der zirkadianen Rhythmik (31). Unter bestimmten Bedingungen kann jedoch die
Funktion von BMALL durch sein Paralog BMAL2 ersetzt werden. Somit scheint zu
einem gewissen Grad auch zwischen diesen beiden Genen eine Redundanz zu bestehen
(165).

Mutationen im Perl- oder einem der Cry-Gene, den negativen Komponenten des
Uhrwerks, verandern in konstanter Dunkelheit lediglich die Periode des zirkadianen
Rhythmus, die Oszillation der zirkadianen Uhr bleibt jedoch erhalten (186,189,205).
Perl, Cryl und Cry2 haben also teilweise redundante Funktionen. Dagegen haben
Mutationen in zwei Per- oder Cry-Genen schwerwiegende Auswirkungen. Méuse mit
einer Mutation des Perl- und des Per2-Gens haben einen ausgepragten zirkadianen
Phanotyp. In einem Licht-Dunkel (LD)-Zyklus, aus 12 Stunden Licht und 12 Stunden
Dunkelheit, haben diese Mause relativ normale Aktivitatsrhythmen. In konstanter
Dunkelheit dagegen kommt es zu einem unmittelbaren Verlust der zirkadianen Rhythmik
(205). Cry1/Cry2-Doppelmutanten und Per2/Cryl-Doppelmutanten zeigen ebenfalls ein
arrhythmisches Verhalten in konstanter Dunkelheit (137,186).
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1.2 Schlaf

121 Schlafphysiologie und -funktion

Schlaf ist ein reversibler, periodisch wiederkehrender Ruhezustand, der durch eine
reduzierte Antwortbereitschaft auf externe Stimuli und durch verminderte Interaktionen
mit der Umwelt gekennzeichnet ist (141). Lange Zeit wurde Schlaf fir einen passiven
Vorgang gehalten, hervorgerufen durch das Verschwinden des Wachzustandes. Die
Versuche des Schweizer Physiologen Walter Hess lieferten erste Hinweise, die fiir Schlaf
als einen aktiven Zustand sprachen. Mit Entdeckung des EEGs (s.u.) durch Hans Berger
1929 konnte gezeigt werden, dass Schlaf tatsédchlich ein Zustand zentralnerviser
Aktivitat ist (25).

Nach elektroenzephalographischen (EEG), elektromyographischen (EMG) und
elektrookulographischen (EOG) Kriterien kann Schlaf in verschiedene Stadien eingeteilt
werden, die in ihrer Gesamtheit die Schlafarchitektur darstellen. Man unterscheidet den
Non-REM-Schlaf (non-rapid eye movement) vom REM-Schlaf (rapid eye movement).
Der Non-REM-Schlaf wird weiter unterteilt in die Schlafstadien 1-4. Im EEG lassen sich
abhangig wvon den verschiedenen Schlafstadien charakteristische Frequenzmuster
erkennen. Im inaktiven Wachzustand bei geschlossenen Augen herrschen im EEG
Alphawellen mit einer Frequenz von 8-12 Hertz (Hz) vor. Im Schlafstadium 1 treten
unregelmaiige Alphawellen, sowie Thetawellen (4-7 Hz) auf. Das Stadium 2 ist
charakterisiert durch spindelférmige Wellen von 7-14 Hz. Langsame Deltawellen (0,5-3
Hz) mit einer hohen Amplitude sind im Schlafstadium 3 und 4 zu finden, weshalb man
diese Stadien auch als Langwellen-Schlaf (slow wave sleep, SWS) bezeichnet (20,141).
Stadium 3 und 4 werden als Tiefschlaf oder Deltaschlaf zusammengefasst. In diesen
Phasen uberwiegt der Einfluss des parasympathischen Nervensystems mit erniedrigtem
Blutdruck, Atem- und Herzfrequenz und Muskeltonus und gesteigerter gastrointestinaler
Motorik. Im REM-Schlaf dhnelt das EEG dem des Wachzustandes (141). In diesem
Stadium kommt es zu einer Aktivierung zahlreicher Korpervorgange (25) mit
beschleunigter Atmung und Herzfrequenz, gesteigertem Blutdruck und den
namensgebenden schnellen Augenbewegungen bei gleichzeitig vollstandiger Atonie der
Muskulatur (141).

Der Ubergang zwischen den Schlafstadien ist flieRend. Ein Schlafzyklus besteht aus der
Aufeinanderfolge von Non-REM- und REM-Schlaf. In einer Nacht durchlauft der
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Mensch 5-7 Schlafzyklen. Die Tiefschlafphasen werden im Verlauf der Nacht kirzer,
wéhrend der REM-Schlaf mit jedem Zyklus an L&nge zunimmt (141). Gegen Ende des
Schlafs steigen die Korpertemperatur und die Kortisonausschittung an (25). Melatonin
wird bei Einsetzen der Dunkelheit von der Epiphyse sezerniert. Gesteuert wird die
Sekretion vom SCN (ber den PVN (93). Melatonin werden schlafférdernde
Eigenschaften zugeschrieben (141). Ein weiteres Hormon, das mit Schlaf im
Zusammenhang steht, ist das Wachstumshormon (growth hormone, GH). Vor allem in
Phasen des Korperwachstums wird GH wahrend der SWS-Phasen zu Beginn der Nacht
ausgeschuttet (20).

Uber die Funktion von Schlaf bestehen verschiedene Theorien. Da im Schlaf der
Energieverbrauch durch die Herabsetzung des Stoffwechsels und der Warmeabgabe
reduziert ist, wird vermutet, dass er der Erholung und des Energiesparens dient (24).
Nach Schlafdeprivation wird zuerst der SWS nachgeholt, weswegen hauptséchlich dem
SWS die Energie sparende Funktion zugeschrieben wird (20). Nach dem Standardmodell
der Schlaffunktion wird auf’erdem angenommen, dass Schlaf eine wichtige Rolle in der
Konsolidierung des Gedachtnisses und der Forderung der neuronalen Plastizitat spielt
(26,65,125). So sollen die Schlafstadien 3 und 4 des Non-REM-Schlafs insbesondere das
deklarative Gedachtnis fordern, wahrend fur das prozedurale Gedachtnis sowie fir
emotionale Gedé&chtnisinhalte der REM-Schlaf entscheidend ist (141). Die ,,synaptic
downscaling“- Theorie dagegen besagt, dass Schlaf dazu dient, synaptische
Verbindungen zu reduzieren, um auf diese Weise Kapazitaten zur Verschliisselung neuer
Informationen erneut dem Lernprozess zur Verfligung zu stellen (181). Inwieweit sich
diese unabhéngigen Theorien zu einem Modell vereinen lassen, ist Gegenstand aktueller

Forschung.

1.2.2 Schlaf-Wach-Regulation

Das heute gangige Modell der Schlaf-Wach-Regulation wurde in den 1980er Jahren von
dem Schweizer Pharmakologen Alexander Borbély aufgestellt. Es umfasst zwei von
einander unabhangige regulatorische Prozesse, einen zirkadianen Prozess C und einen
homdbostatischen Prozess S (23). Prozess S entspricht dem homdostatischen

Schlafbedirfnis, das abhéangig ist vom Schlaf-Wach-Verhalten. Im Laufe der Wachzeit
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steigt das Schlafbedurfnis an und fallt wahrend des Schlafs wieder ab. Prozess C dagegen
représentiert die zirkadiane Schlafbereitschaft (24), hervorgerufen durch den zirkadianen
Schrittmacher im SCN. Prozess C ist selbsterhaltend (67) und unabh&ngig von der
vorausgegangenen Schlaf- oder Wachzeit (24).

In der unten gezeigten Abbildung stellt die obere Kurve Prozess S dar. Die untere Kurve
stellt jedoch nicht Prozess C, sondern sein Spiegelbild, dar. Der tiefste Punkt der Kurve ¢
zeigt somit das Maximum der Schlafbereitschaft. Die schwarze Flache stellt die effektive
Schlafbereitschaft dar, die sich aus der Summe von Prozess S und C ergibt. In der Kurve
entspricht die effektive Schlafbereitschaft der Differenz der beiden Kurven. (Borbely
1998).

additional sleep
pressure

e 5

[work ]

7 23 7 23 7 23 10
time of day

Abb.2: Zwei Prozess Modell nach Borbely (aus Wikipedia, modifiziert nach Borbely, A two
process model of sleep regulation, 1982, http://en.wikipedia.org/wiki/File:2-process.JPG,
Tag des letzten Zugriff 10.05.12). Erlauterungen siehe Text Seite 13-14.

Nach einer Nacht Schlafentzug ist in der darauf folgenden Nacht die Differenz der beiden
Kurven grolier, der Schlaf ist folglich vertieft. Jedoch ist er nicht wesentlich verlangert
(Borbely 1998), da durch den Prozess C die Tagesperiodik beibehalten wird. Aus der
Graphik ergeht auch, warum man am Nachmittag trotz ansteigendem Schlafbedurfnis
wach bleiben kann. Denn die abnehmende zirkadiane Schlafneigung wirkt dem Anstieg
des homoostatischen  Schlafbediirfnisses entgegen. Da das homoostatische
Schlafbedirfnis nach Schlafbeginn abféllt, verhindert in gleicher Weise der Anstieg der
zirkadianen Schlafneigung ein frihes Aufwachen (52). Es ist also das Zusammenspiel
zwischen zirkadianem Prozess C und homdostatischen Prozess S, welches Gber
Veranderungen der Schlafneigung und des Schlafbedirfnisses eine etwa 16-stiindige

Episode der Wachheit und eine etwa 8-stiindige Schlafepisode ermdglicht (52-53).
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Durch Schlafentzug kommt es wie oben erwédhnt zu einem Anstieg von Prozess S.
Proportional zum Schlafentzug kommt es auch zu einem Anstieg des Non-REM-
Schlafanteils sowie der Deltawellenaktivitat im Tiefschlaf der darauf folgenden Nacht
(51,178). Da Prozess S und SWS von der zuvor verbrachten Schlaf- bzw. Wachzeit
abhangig sind, wird die Deltawellenaktivitait im SWS als EEG-Korrelat des
schlafhom@ostatischen Prozess S angenommen (66-67,69). In Mé&usen konnte nach
Entfernung des SCN der Anstieg der Deltawellenaktivitdt nach Schlafentzug weiterhin
beobachtet werden (182), was zu der Annahme fiihrte, dass die homdostatische
Regulation des Schlafs (Prozess S) und die Erzeugung des zirkadianen Rhythmus

(Prozess C) anatomisch und funktionell voneinander unabhéngige Prozesse sind (53,67).

1.2.3 Schlafverhalten bei Abwesenheit der zirkadianen Uhr

Neuere Studien zeigen jedoch, dass sich die strikte Trennung von Prozess S und C
wahrscheinlich nicht auf die molekulare Ebene ausdehnen I&sst. Anhand verschiedener
Mausmodelle mit gezielten Mutationen einzelner Uhrengene wurden die Auswirkungen
des Verlusts der verschiedenen Genprodukte auf die zirkadianen und
schlafhomdostatischen Prozesse untersucht. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf den
Non-REM-Schlaf, die Deltawellenaktivitat im SWS (Stadium 3 und 4 des Non-REM-
Schlafs) und die Reaktion auf Schlafentzug gelegt, da diese Parameter Riickschlisse auf
die homdostatische Schlafregulation zulassen (67).

Cryl/Cry2-Doppelmutanten zeigen bereits unter Grundbedingungen einen erhdhten
Anteil an Non-REM-Schlaf sowie eine erhéhte Deltawellenaktivitat im SWS verglichen
mit Wildtypmausen. Nach einem sechsstiindigen Schlafentzug kommt es, anders als in
Wildtypméusen, zu keinem weiteren Anstieg des Non-REM-Schlafanteils, was dadurch
erklart wird, dass die Tiere bereits unter Grundbedingungen einem hohen Non-REM-
Schlafdruck ausgesetzt sind. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Cry-Gene an der
homdostatischen Regulation des Schlafs beteiligt sind (195).

Méuse mit einer Mutation im Npas2-Gen schlafen weniger als Wildtypen, besonders in
der zweiten Halfte der Dunkelphase. Weiterhin zeigen diese Méause nach Schlafentzug
weniger kompensatorischen Schlaf (68). Auch fur Mause mit Mutation im Bmall- und

Clock-Gen sind veranderte Parameter der homdostatischen Schlafregulation sowie
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abweichende Reaktionen auf Schlafentzug beschrieben worden (112,135). Die oben
beschriebenen Ergebnisse haben zu der Annahme geflihrt, dass Uhrengene nicht nur an
der Erzeugung zirkadianer Rhythmen beteiligt sind, sondern auch an der homgostatischen
Regulation des Schlafs.

In Menschen sind mittlerweile zwei Syndrome bekannt, die mit einem veranderten
Schlaf-Wach-Verhalten einhergehen und durch Uhrengen-Mutationen verursacht werden.
Das autosomal-dominant vererbte Syndrom der frilhen Schlafphase (Familial advanced
sleep phase syndrome, FASPS) wird durch eine Mutation im humanen Per2-Gen (PER2)
verursacht. Die Mutation hat eine veradnderte Bindungsstelle der Caseinkinase | epsilon
(CKlg) zur Folge, was zu einer Hypophosphorylierung von hPER2 fihrt (180).
Menschen, die an FASPS leiden, zeigen einen um vier Stunden nach vorne verlagerten
Schlaf-Wach-Rhythmus, welcher durch einen Schlafeintritt gegen 19.30 Uhr und ein
spontanes Aufwachen gegen 4.30 Uhr charakterisiert ist. Im EEG der Patienten zeigt
sich, dass der erste SWS und die erste REM-Schlafepisode verglichen mit
Kontrollpersonen nahezu vier Stunden friiher auftreten (90,180).

Ein struktureller Polymorphismus im humanen Per3-Gen ist mit dem verzdgerten
Schlafsyndrom (delayed sleep phase syndrome, DSPS) assoziiert (55). Der Schlaf-Wach-
Rhythmus dieser Menschen ist nach hinten verlagert, mit einem Schlafeintritt gegen 2.00
Uhr und einem spontanen Erwachen zwischen 10.00 und 14.00 Uhr (34,192). Daneben
hat der Per3 Polymorphismus hat auch Einfluss auf Parameter der Schlafhomdostase im
EEG (188).

Die Erkenntnisse aus Untersuchungen von Menschen und Mausen deuten darauf hin, dass
Uhrengene in die homoostatische Regulation des Schlafs involviert sind und die
zirkadianen und homdostatischen Prozesse der Schlafregulation, zumindest auf

molekularer Ebene, nur schwierig gegeneinander abzugrenzen sind (67).

1.2.4 Schlafentzug und seine Auswirkungen auf die zirkadiane Uhr und den
Metabolismus

In nahezu allen industrialisierten Landern kam es in den letzten Jahrzehnten zu
Veranderungen der Schlaf- und Ernahrungsgewohnheiten, mit zum Teil erheblichen

gesundheitlichen und auch ©6konomischen Konsequenzen. Die Pravalenz von
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Ubergewicht (BMI>25) und Adipositas (BMI>30) steigt weltweit, nicht nur unter
Erwachsenen, sondern auch unter Kindern, an. Eine neuere Studie schatzt, dass weltweit
205 Millionen Manner und 297 Millionen Frauen tber 20 Jahre fettleibig sind (61). In
vielen européischen L&ndern sind mehr als 50 % der Erwachsenen tbergewichtig oder
adipos (58). Ubergewicht und Adipositas sind unter anderem mit kardiovaskularen
Erkrankungen, Diabetes Mellitus und dem metabolischen Syndrom assoziiert (58).

Neben der Anderung der Ernihrungs- und Bewegungsgewohnheiten, konnte auch das
Schlafverhalten zu dieser Entwicklung beigetragen haben. Mehr als 30% der Manner und
Frauen zwischen 30 und 64 Jahren gaben 2004 an, weniger als sechs Stunden pro Nacht
zu schlafen (97). 1960 lag die durchschnittliche Schlafdauer noch bei 8-8,9
Stunden/Nacht (106). Die Abnahme der Schlafdauer kann auf eine freiwillige Kirzung
sowie auf die Zunahme der Schichtarbeit in unserer 24-Stunden-Gesellschaft
zurlickgeflihrt werden. In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
durchschnittliche Schlafzeit unter sieben Stunden pro Nacht mit einem héheren BMI-
Wert und einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von Diabetes Mellitus Typ 2
korreliert (14,143). Ahnliche Ergebnisse ergaben Untersuchungen an Schichtabeitern, in
denen gezeigt werden konnte, dass Schichtarbeit mit einem erhéhten BMI-Wert sowie
einer Reihe von Erkrankungen einschlieBlich des metabolischen Syndroms assoziiert ist
(22,50,95). Eine verkirzte Schlafdauer konnte Uber die Hochregulierung des Appetits,
mehr verfligbare Zeit, um zu essen, oder die Abnahme des Energieverbrauchs aufgrund
geringerer Bewegung in den Wachphasen zu einer Gewichtszunahme fiihren (97,185). In
Laboruntersuchungen, in denen Versuchspersonen eine begrenzte Zeit lang Schlaf
entzogen wurde, kam es durch den Schlafentzug zu Verdnderungen des
Glukosestoffwechsels mit einer gestorten Glukosetoleranz und einer verminderten akuten
Insulinantwort auf Glukose (acute insulin response to glucose, AIRg) (172). In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass nach Schlafentzug der Plasmaspiegel von
Leptin, einem Hormon, das Hungergefuhle hemmt, erniedrigt war, wahrend der
Plasmaspiegel von Ghrelin, einem Hormon, das Appetit stimuliert, erhéht wurde. Parallel
stieg das subjektive Hungergefuihl sowie der Appetit der Versuchsteilnehmer, vor allem
auf hochkalorische Nahrungsmittel (173). Die durch Schlafentzug hervorgerufenen
Veranderungen der Plasmaspiegel stoffwechselassoziierter Hormone scheinen allerdings
stark vom Studiendesign abzuhéngen. In einer weiteren Studie blieben die Plasmaspiegel
von Leptin und Ghrelin durch Schlafentzug unbeeinflusst. Daneben zeigte sich jedoch,

dass Schlafentzug zu einer verringerten korperlichen Tagesaktivitat fuhrte, welche
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langfristig eine Gewichtszunahme und damit verknupfte Erkrankungen begunstigen
konnte (160).

Zu den Auswirkungen von Schlafentzug in Nagetieren gibt es kontroverse
Beobachtungen. In manchen Studien wurde unter Schlafentzug eine gesteigerte
Futteraufnahme bei gleichzeitigem Verlust an Koérpergewicht festgestellt (59,99-100),
wéhrend in anderen Studien keine Steigerung der Futteraufnahme beobachtet werden
konnte (15,203). Auch die Untersuchungen zum Einfluss von Schlafentzug auf den
Plasmaspiegel von Leptin zeigen uneinheitliche Ergebnisse. So wurde in einigen Studien
davon berichtet, dass Schlafentzug zu einem erniedrigten Leptinspiegel fuhrt (60,100) in
einer anderen wiederum zeigte Schlafentzug keinen Effekt (21). Neben den noch nicht
endgultig geklarten Auswirkungen von Schlafentzug auf den tierischen Metabolismus
scheint dieser auch den zirkadianen Schrittmacher im SCN zu beeinflussen. In einer
Studie mit Hamstern, die in konstanter Dunkelheit gehalten wurden, konnte z.B. gezeigt
werden, dass Schlafentzug eine Verschiebung der Phase der inneren Uhr nach vorne
bewirkt (8).

1.3 Metabolismus

13.1 Hunger und Sattigung regulierende Hormone

Die Regulation des Gleichgewichts zwischen Energieaufnahme und -verbrauch ist ein
vielschichtiger Vorgang, an dem zentrale und periphere Prozesse beteiligt sind. Zwei
wichtige Signale in diesem System sind die Hormone Leptin und Ghrelin, die im
Stoffwechsel entgegengesetzte Aufgaben tibernehmen.

Ghrelin ist ein 28-Aminosaure-Peptid, welches vorwiegend aus der Mukosa des Magens
sezerniert wird (46,103). Daneben wird es auch in geringeren Mengen im Darm und in
der Hypophyse produziert. Nach Translation erfahrt Ghrelin eine n-Oktanoylierung und
ist nur in dieser Form biologisch aktiv (103). Der Grofteil des zirkulierenden Ghrelins
liegt jedoch in der nicht-acylierten, inaktiven Form vor (85). Der Ghrelinspiegel ist
abhangig von der Nahrungsaufnahme. Die Aufnahme von Zucker fuhrt zu einem

erniedrigten Ghrelinspiegel, wahrend Fasten den Ghrelinspiegel erhéht (183). Ghrelin
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gehort in die Gruppe der Wachstumshormon-Sekretagoga, die die Freisetzung des
Wachstumshormons (GH) fordern, jedoch tber einen anderen Rezeptor wirken als das
GH-freisetzende Hormon (GH releasing hormone, GHRH) aus dem Hypothalamus.
Ghrelin bindet an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der in zahlreichen Organen und
Geweben wie beispielsweise der Hypophyse, dem Herz, der Lunge, dem Fettgewebe, der
Leber und der Niere nachgewiesen werden konnte (142). Neben der Freisetzung von
Wachstumshormon  fordert Ghrelin  auch die von Prolaktin, Kortisol und
Adrenocorticotropin (ACTH) (176). Auf verschiedene Weise ist Ghrelin an der
Regulation des Energiehaushalts beteiligt. Primér stimuliert es die Sekretion von
Neuropeptid-Y (NPY) aus Neuronen des Nucleus arcuatus des Hypothalamus (134).
NPY bewirkt eine Appetitsteigerung und foérdert dadurch die Nahrungsaufnahme (91).
Die subkutane Applikation von Ghrelin fuhrt in Ratten zu einer signifikanten
Gewichtszunahme durch eine Zunahme der Fettmasse (183), was die Annahme
unterstitzt, dass Ghrelin an der Entstehung von Adipositas beteiligt ist. Die Wirkungen
von Ghrelin sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Leptin besteht aus 146 Aminosauren und wird hauptsachlich im Fettgewebe synthetisiert,
daneben konnte es auch in kleinen Mengen in anderen Geweben wie der Hypophyse und
dem Hypothalamus nachgewiesen werden (72,89,129,204). Die im Blut zirkulierende
Menge an Leptin ist proportional zu der an Fettgewebe (124). Fasten flihrt zu einem
sinkenden Leptinspiegel, wahrend die Aufnahme von Nahrung dessen Anstieg bewirkt
(38). Die Frage, ob der Plasmaspiegel von Leptin einem zirkadianen Rhythmus
unterliegt, konnte noch nicht abschlieRend geklart werden. In einigen Studien wurde ein
zirkadianer Verlauf mit einem Maximalwert wahrend der Dunkelphase beschrieben
(21,92,170), der jedoch in anderen Studien nicht bestatigt wurde (206). Leptin Ubertragt
Informationen Uber die Menge der im Fettgewebe gespeicherten Energie an die
regulatorischen Zentren im Hypothalamus (70). Dort existiert ein komplexer Regelkreis
der Energiehomoostase an dem neben Leptin auch Insulin beteiligt ist (Abb. 5). In
Neuronen des Nucleus arcuatus (ARC) hemmen Leptin und Insulin sowohl die
Expression und —Sekretion von NPY (1,161) als auch des agouti-related Proteins (AgRP)
und antagonisieren auf diese Weise die appetitstimulierende Wirkungen von NPY und
AgRP (131). Daneben liegen im Nucleus arcuatus Neurone vor, die Proopiomelanocortin
sezernieren, welches eine reduzierte Nahrungsaufnahme bewirkt. Diese Neurone werden
durch Leptin und Insulin stimuliert und kénnen durch benachbarte NPY/AgRP-Neurone

inhibiert werden (43). Innerhalb dieses Regelkreises sind die Neuronen des Nucleus
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arcuatus mit Neuronen der anorexigenen Regionen des PVN und orexigenen Regionen
des lateralen Hypothalamus (LHA) verschaltet, von wo aus Projektionen zur
Wahrnehmung von Sattigung und Belohnung bestehen (131).

Mutationen im Gen fir Leptin oder dessen Rezeptor (Obr) flhren zu einer erhdhten
Nahrungsaufnahme und einem verminderten Energieverbrauch (41,159). In den meisten
ubergewichtigen Menschen lassen sich erhdhte Leptinspiegel finden (72). Da Leptin in
diesen Patienten den Appetit offenbar nicht mehr regulieren kann, wird angenommen,
dass ein Resistenz des Organismus gegen die anorexigenen Effekte von Leptin vorliegt
(133). Die der Leptinresistenz zugrunde liegenden Mechanismen kdénnten unter anderem
einen fehlerhaften Transport von Leptin tber die Bluthirnschranke oder eine reduzierte
hypothalamische Signallibertragung beinhalten (72). Neben dem appetithemmenden
Effekt hat Leptin noch weitere Wirkungen, zusammenfassend dargestellt in Abbildung 4.
Uber den Sympathikus hemmt Leptin das Knochenwachstum (54,177). Des Weiteren
moduliert es die Immunfunktion der T-Lymphozyten (121) und stimuliert Reifung des
reproduktiven Systems (1,36).

Leptin und Ghrelin sind in der Lage, ihre Wirkungen gegenseitig zu antagonisieren. Der
durch Leptin hervorgerufene appetithemmende Effekt kann durch Ghrelin unterbunden
werden. (167). Andersherum wird der appetitstimulierende Effekt von Ghrelin durch
subkutane Leptininjektionen unterdriickt (18).

Neben den Aufgaben von Leptin und Ghrelin in der Regulation des Energiehaushalts,
scheinen beide auch die Fahigkeit zu haben, Schlaf zu modulieren (21). Die systemische
Gabe von Leptin fuhrt zu einer Abnahme des REM-Schlafs und einer Zunahme des
Tiefschlafs (SWS) (171). Nach Ghrelin-Gabe kommt es ebenfalls zu einer Zunahme des
SWS (191). Diese Ergebnisse deuten auf eine enge Vernetzung von Prozessen der

Schlafregulation und des Energiehaushalts hin.
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Abb.3: schematische Darstellung der Wirkungen von Ghrelin
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Abb.4: schematische Darstellung der Wirkungen von Leptin
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Abb.5: Hypothalamischer Regelkreis der Energiehomdostase (aus Morton, 2006, Abb.4a)
Erlauterungen siehe Text Seite 19. Abkurzungen: Nucleus arcuatus (ARC), Agouti-related
Protein (AgRP), Neuropeptid Y (NPY), Proopiomelanocortin (POMC), y-Aminobutterséure
(GABA), laterales hypothalamisches Areal (LHA), perifornikales Areal (PFA), Nucleus
tractus solitarii (NTS), Nucleus paraventricularis (PVN)

1.3.2 Glukokortikoide

Zu den Hormonen, die einen zirkadianen Rhythmus des Plasmaspiegels zeigen, gehort
auch die Gruppe der Glukokortikoide. Wahrend das wichtigste Glukokortikoid (GC) des
Menschen Kortisol ist, ist das dominante Glukokortikoid in Nagetieren Kortikosteron
(126). Produziert werden GCs in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde. Als
Ausgangssubstanz dient Cholesterin, das tber den Blutweg zur Nebenniere transportiert
wird. In nachtaktiven Tieren erreicht der Plasmaspiegel von Kortikosteron seinen
Maximalwert mit Beginn der Dunkelphase, seinen Tiefstpunkt am Morgen (94). Die
rhythmische Freisetzung von GCs wird durch den SCN kontrolliert. Entlang der HPA-
Achse (hypothalamus/pituitary/adrenal axis) wird zundchst CRH aus Zellen des PVN
ausgeschuttet (94). CRH stimuliert in der Hypophyse die Sekretion von ACTH, welches
wiederum in der Nebennierenrinde die Produktion von GCs bewirkt (94,169). Uber einen
negativen Ruckkopplungsmechanismus hemmen diese die CRH-Sekretion und die

ACTH-Biosynthese (101). Neben diesem neuroendokrinen Signalweg werden Zeitsignale
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vom SCN zum Ruickenmark und von dort aus ber den Nervus splanchnicus als Teil des
autonomen  Nervensystems zur Nebennierenrinde weitergeleitet. Uber diesen
Mechanismus wird die Sensitivitat der Nebennierenrinde fir ACTH reguliert (30,88).
Weiterhin leitet der neuronale Signalweg Informationen Uber Licht vom SCN zur
Nebenniere, was unabhdngig von der HPA-Achse zu Verdnderungen der
Kortikosteronfreisetzung fuhrt (30,87). Der SCN gewdhrleistet also Uber zwei
verschiedene Mechanismen eine optimale Sekretion von Kortikosteron (29). Im Plasma
sind GCs an Transkortin gebunden (101). Da sie lipophile Substanzen sind, kénnen sie
durch die Zellmembran der Zielzelle diffundieren. Durch Bindung an den
Glukokortikoidrezeptor entsteht ein Komplex, der als Transkriptionsfaktor an
spezifischen Promotorregionen wirkt (83). Metabolisch haben GCs eine priméar katabole
Wirkung. In der Leber fordern sie die Glukoneogenese und Glykogenolyse sowie die
Freisetzung von Glukose und antagonisieren so das Insulin. Eine vermehrte Freisetzung
von Aminosauren wird durch die Hemmung der Proteinbiosynthese und die Stimulierung

der Proteolyse in Muskeln und Fettgewebe hervorgerufen (101).

1.3.3 Interaktion zwischen Metabolismus und zirkadianer Uhr

Eine wichtige Aufgabe des zirkadianen Systems ist die Synchronisierung des
Stoffwechsels mit den Anforderungen der Umgebung und den Schwankungen des
vorhandenen Nahrungsangebots. Diese Beziehung scheint jedoch nicht einseitig zu sein.
Neuere Ergebnisse deuten auf eine enge Verflechtung zwischen dem zirkadianen System
und den Prozessen des Stoffwechsels hin (zusammengefasst in (104)).

Durch Untersuchungen von Mausen mit Mutationen in den einzelnen Uhrengenen konnte
gezeigt werden, dass wichtige Komponenten des Stoffwechsels unter der Kontrolle der
zirkadianen Uhr stehen. Méuse, die eine Mutation im Clock-Gen tragen, zeigen einen
stark verédnderten Rhythmus der tdglichen Futteraufnahme mit Hyperphagie. Daneben
sind diese Méause Ubergewichtig und entwickeln unter Hochfettdiat ein metabolisches
Syndrom mit Hyperlipidamie, Hyperleptindmie, Hyperglykdmie und Hypoinsulindmie
(184). Eine gestorte Glukoneogenese und Glukosetoleranz zeigen sowohl Mause mit
einer Mutation im Clock-Gen, als auch Mause mit einer Deletion des Bmall-Gens (156).

Auch bei Menschen korrelieren genetische Variationen der zirkadianen Uhr mit
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metabolischen Erkrankungen. Menschen mit einem bestimmten Haplotyp des Clock-
Gens entwickeln signifikant hdufiger das metabolische Syndrom im Vergleich zu anderen
Haplotypen (163). Bestimmte Bmall-Haplotypen sind dagegen mit Diabetes Mellitus
Typ 2 und Hypertonus assoziiert (197). Wie weiter oben beschrieben lassen sich auch in
peripheren Geweben lokale Uhren finden. Viele der Hauptkomponenten der zirkadianen
Uhr beteiligen sich an der Regulierung verschiedener Stoffwechselvorgange. In
Adipozyten reguliert BMAL1 die Adipo- und Lipogenese (166). Ein funktionierendes
Bmall-Gen ist in der Leber Voraussetzung fiir eine rhythmische Expression von Genen,
die in die Glukosemobilisierung involviert sind (111). Rev-erb a wird ebenfalls fir die
Differenzierung der Adipozyten bendtigt (190) und ist des Weiteren in den
Triglyceridstoffwechsel involviert (148). Auch (ber die Steuerung von Uhren-
kontrollierten Genen (clock controlled genes, CCG) greift die zirkadiane Uhr in die
Regulation metabolischer Prozesse ein. So reguliert beispielsweise Dbp Enzyme des
Steroidhormonstoffwechsels in der Leber (113).

Dass die zirkadiane Uhr umgekehrt auch selber einer metabolischen Kontrolle unterliegt,
konnte in Versuchen gezeigt werden, in denen Mause auf eine Hochfettdiat gesetzt
wurden, wodurch Ubergewicht induziert wurde. Dadurch kommt es in diesen Méusen zu
einer Verlangerung der zirkadianen Periode, einer Abschwadchung des téglichen
Fressrhythmus und Verdnderungen der rhythmischen Expression von Uhrengenen in
Leber und Fettgewebe. Dariiber hinaus zeigen die Méause auch Veranderungen der
zirkadianen Rhythmen der Plasmaspiegel von Leptin, Insulin und Kortikosteron (102).
Mause, die genetisch bedingt Ubergewicht und Diabetes Mellitus entwickeln, zeigen
ebenfalls verédnderte Expressionsmuster der Uhrengene in Leber und Fettgewebe (7).
Uber den Mechanismus, wie metabolische Prozesse die zirkadiane Uhr beeinflussen
konnen, ist allerdings noch wenig bekannt. Ein Mechanismus kdénnte die nukleédren
Rezeptoren (NR) einbeziehen. Diese Protein-Superfamilie umfasst
Transkriptionsfaktoren, die im Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel, bei
Entziindungsprozessen und in der Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielen (64).
Dazu gehdren auch die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARS). PPAR «
reguliert die Expression von Genen, die mit dem Lipidstoffwechsel assoziiert sind (136).
Es wird daher in besonderem Male in Geweben exprimiert, die groRe Mengen an
Fettsauren abbauen, beispielsweise im Leber- und Fettgewebe (116). Die Expression von
PPAR a folgt ebenfalls einem zirkadianen Rhythmus (117). Zielgene von PPAR a sind

unter anderem die Uhrengene Rev-erb « (77) und Bmall, deren Expression PPAR a tber
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die Bindung an ein PPAR responsives Element (PPRE) in deren Promotorregion reguliert
(33). Interessanterweise ist PPAR a Zielstruktur von Fibraten, die als PPAR a Agonisten
zur Behandlung von Hyperlipiddmien eingesetzt werden (33). PPAR y wird unter
anderem im Fettgewebe exprimiert und reguliert die Differenzierung von Adipozyten
sowie die Lipogenese (27-28,116). Die Substanzklasse der Glitazone wirkt als
PPARgamma-Agonist. Diese Medikamente werden bei Patienten mit Diabetes 2
eingesetzt und bewirken eine Erhdhung der Insulinsensitivitat des Fettgewebes und eine
vermehrte Expression des Glukosetransportproteins Glut4, welches die Aufnahme von
Glukose aus dem Blut in Leber- und Fettgewebe fordert (123). Als eines der Zielgene
von PPAR y konnte Rev-erb « identifiziert werden (63). Nukledre Rezeptoren kdnnen
folglich direkt verschiedene Komponenten der Riuckkopplungsschleifen der zirkadianen
Uhr beeinflussen.

Die Ergebnisse zeigen, dass metabolische und zirkadiane Prozesse auf verschiedenen
Ebenen interagieren und werfen die Mdoglichkeit auf, dass eine gestorte zirkadiane Uhr
metabolische Erkrankungen mitbegriinden kénnte. Im Gegenzug kénnten Veranderungen
der Stoffwechsellage Einflisse auf =zirkadian gesteuerte Vorgange wie das
Schlafverhalten haben. Eine weitere Aufklarung der zugrunde liegenden Mechanismen
dieser Interaktion fuhrt moglicherweise zu einem besseren Verstandnis der Pathogenese
von Stoffwechsel assoziierten Erkrankungen und zur der Entwicklung neuer

therapeutischer Ansatze.
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1.4 Fragestellung

Aus den vorangegangenen Kapiteln geht hervor, dass weitreichende wechselseitige
Beziehungen zwischen der Regulation von Schlaf, der metabolischen Homdostase und
der zirkadianen Uhr bestehen. Es ist sehr gut belegt, dass Schlafentzug erhebliche
Auswirkungen auf die metabolische Homoostase besitzt. Wenig ist jedoch bekannt, wie
die Effekte von Schlafentzug auf die metabolische Ebene (bertragen werden. Hier setzt
die vorliegende Arbeit an. Die zirkadiane Uhr ist sowohl an der Steuerung des Schlaf-
Wach-Rhythmus als auch an der Kontrolle vieler Stoffwechselprozesse beteiligt. Es
erscheint nahe liegend, dass die zirkadiane Uhr an der Vermittlung der Effekte von
Schlafentzug auf die metabolische Ebene beteiligt ist. Das Hauptziel der Arbeit ist es, den
Einfluss der Uhrengene Perl und Per2 auf die Interaktion zwischen partiellem
Schlafentzug und Metabolismus zu untersuchen. Folgende Fragen kdnnen formuliert
werden:

1. Ist die zirkadiane Uhr an der Regulierung der metabolischen Antwort auf

Schlafentzug beteiligt?
2. Wie zeigt sich diese Beteiligung auf hormoneller und Verhaltensebene?
3. Welche Auswirkungen hat Schlafentzug auf zirkadiane Rhythmen in

stoffwechselrelevanten Geweben wie Leber und Fett?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Es wurden mPerl-mPer2 Doppelmutanten in einem C57/BL6J Hintergrund (205) und
C57/BL6J Wildtyp-Ma&use als Vergleichsgruppe untersucht. Beide Stamme wurden in
drei Gruppen mit gleichem mittleren Ausgangsgewicht unterteilt. Die Kontrollgruppe
(abgekiirzt Kontrolle) wurde nach einer Woche unter 12h Licht: 12h Dunkelheit (LD)
Bedingungen getotet. ZT O ist definiert als Zeitpunkt, an dem das Licht angeschaltet
wurde, ZT 12 als Zeitpunkt an dem das Licht ausgeschaltet wurde. Die Schlafentzug-
Gruppe (abgekirzt SE-Gruppe) wurde nach finf Tagen Schlafentzug (ZT 0 bis ZT 6)
getotet. Die Gruppe mit Schlafentzug + Regeneration (abgekirzt SER-Gruppe) wurde
parallel auf die gleiche Art schlafentzogen, jedoch schloss sich eine Woche an, in der sich
die Mé&use regenerieren konnten. Jede Gruppe bestand aus 16-17 Tieren. 4-5 Tiere wurde
an den Zeitpunkten ZT 0, ZT 6, ZT 12 und ZT 18 getotet. Wahrend der drei Wochen
wurden die Futteraufnahme, das Korpergewicht und die Aktivitdt (mittels passiven
Infrarot-Detektoren) registriert.

Nach Dekapitation der Tiere wurden das Blut gesammelt und das Gehirn und der Lobus
quadratus der Leber fir nachfolgende histologische Untersuchungen in Optimal Cutting
Temperature (O.C.T.) Medium (Tissue Tek) eingebettet. Das inguinale Fettgewebe und
der rechte Leberlappen wurden fiir molekulargenetische Untersuchungen sichergestellt
und in RNAlater (Ambion) aufbewahrt.

Mittels ELISA bzw. RIA wurde das Blut auf folgende Parameter hin untersucht: Leptin,
Ghrelin und Kortikosteron.

Aus dem Fett- und Lebergewebe wurde total RNA isoliert und daraus cONA hergestellt.
Diese wurde im Anschluss mittels qPCR auf die Konzentration bestimmter mRNAs hin
untersucht. Im Fettgewebe wurden Leptin (Lep), Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor y (Ppar y), D-site of aloumin promoter binding protein (Dbp) und Rev-erb o
(Nrldl) untersucht. Im Lebergewebe wurden auf die gleiche Weise Dbp, Peroxisom-
Proliferator-aktivierter Rezeptor o (Ppar «), Rev-erb a und Glukosetransporter 2 (Glut2

bzw. Slc2a2) untersucht.
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2.2 Tierversuche

2.2.1 Tiere und Tierhaltung

Fur die Versuche wurden 50 mannliche Wildtyp C57BL/6J Mduse und 49 mannliche
mPerl-mPer2 Doppelmutanten verwendet (205). Die C57BL/6J Madause wurden von
Janvier (Frankreich) bezogen. Die mPerl-mPer2 Doppelmutanten mit dem genetischen
Hintergrund C57BL/6J wurden in institutseigener Tierhaltung geziichtet.

Zwei bis sechs Tiere waren in Kafigen (Eurostandard Typll L 265x207x140 mm) der
Firma Tecniplast mit freiem Zugang zu Wasser und Standardfutter (Ssniff V1126, Soest,
Germany) untergebracht. Die Tiere wurden in klimatisierten Tierstéllen bei konstanter
Temperatur (20 + 0,5°C) und Luftfeuchtigkeit (50-60%) mit einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten, mit ,Licht an“ definiert als ZT 0. Die
Beleuchtungsstarke war auf 50 Lux beschrankt. VVor Beginn des Versuchs wurden alle
Méuse mindestens zwei Wochen lang an die Bedingungen gewohnt. Die Tiere waren zu
Versuchsbeginn zwischen acht und elf Wochen alt. Eine Identifikation der Tiere wurde
durch Lochmarkierung der Ohren garantiert.

Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit den Vorschriften des Deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und waren durch das Niedersachsische Landesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt (AZ 33.11.42502-04-010/09).

2.2.2 Schlafentzug

Der Schlafentzug fand in der zweiten Woche des Versuchs von Montag bis Freitag
taglich von ZT 0 bis ZT 6 statt. Der Schlafentzug wurde nach der Gentle handling-
Methode durchgefuhrt (179). Die Tiere wurden durchgehend beobachtet. Schlaf wurde
durch Zugabe von verschiedenen Objekten, mit denen die Mause spielen konnten, oder

durch sanfte Bertihrungen verhindert.
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2.2.3 Aktivitatsmessung, Uberwachung des Gewichts und der Futteraufnahme

Die Aktivitat der Tiere wurde mittels passiver Infrarotdetektoren, die an den
Abdeckgittern der Ké&fige befestigt waren, tber die gesamte Versuchsdauer hinweg
registriert und mittels ClockLab Software (Actimetrics, Evanston, IL) analysiert. Pro
Ké&fig wurde ein Infrarotmelder installiert.

Um die Gewichtsveranderungen zu tberwachen, wurden die Tiere einmal wéchentlich an
ZT 12 gewogen.

Um die taglich aufgenommene Futtermenge registrieren zu kodnnen, wurde die
Futtermenge wochentlich an drei Zeitpunkten (ZT 0, ZT 12 und ZT 0 des darauf

folgenden Tages) gewogen.

2.2.4 Praparation der Versuchstiere und Probengewinnung

Die Tiere wurden an vier Zeitpunkten getotet: ZT 0, ZT 6, ZT 12 und ZT 18. Um einen
Lichtpuls wahrend der Dunkelphase zu verhindern, wurde an den Zeitpunkten ZT 0 und
ZT 18 bei Rotlicht gearbeitet. Die Tiere wurden zu den angegebenen Zeitpunkten durch
Genickbruch getotet und ziigig dekapitiert. Im Anschluss an die Dekapitation wurde das
Blut aus dem Rumpf in Petrischalen aufgefangen und in Microvette CB300 Kapillaren
(Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) pipettiert. Zur Extraktion des Plasmas wurden die
Kapillaren fur funf Minuten bei 9.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das
uberstehende Plasma abgenommen und bei -80°C gelagert.

Die Schwanzspitzen der mPer1l-mPer2 Doppelmutanten wurden flir eine anschlieBende
Genotypisierung bei -20°C aufbewahrt.

Zur Gewinnung der Leberproben wurde die Leber freiprapariert und der gesamte Lobus
dexter der Leber in ~ 20 mg groRe Stilicke geteilt. Die Fettgewebsproben wurden aus dem
inguinalen Fettgewebe entnommen. Die Gewebeproben wurden in RNAlater (Ambion)
zundchst fir 12 Stunden bei 4°C und anschlieBend bis zur RNA-Extraktion bei -80°C
aufbewahrt.

Fir nachfolgende histologische Untersuchungen wurden das Gehirn und der Lobus
quadratus der Leber freiprépariert, in O.C.T. (Tissue Tek) eingebettet und bei -80°C
gelagert.
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2.3 Immunologische Methoden

2.3.1 Radioimmunoassay (RIA)

Zur Quantifikation von Kortikosteron wurde das ImmuChemTM Double Antibody *#*lod-
Radioimmunoassay Kit (MP Biomedicals, LLC) verwendet. Es wurde entsprechend der
Anleitung des Herstellers verfahren. Jede Probe wurde als Duplikat gemessen und der
Mittelwert der Doppelbestimmungen berechnet. Der Mittelwert der Leerwerte wurde von
den Proben und Standards subtrahiert. Zur Ermittlung der Standardkurve wurden in
einem halblogarithmischen Diagramm die so ermittelten Werte (lineare Y-Achse) gegen

die Kortikosteron-Konzentration (logarithmische X-Achse) aufgetragen.

2.3.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.3.2.1 Leptin
Der Plasma-Leptinspiegel wurde mittels des Mouse Leptin ELISA Kit (Crystal Chem Inc.)

quantitativ ermittelt. Es wurde nach den Anweisungen des Herstellers vorgegangen. Jede
Probe wurde als Duplikat gemessen und der Mittelwert der Doppelbestimmungen
berechnet. Zur Ermittlung der Standardkurve wurde in einem halblogarithmischen
Diagramm die mittlere Absorption jeder Standardprobe (lineare Y-Achse) gegen die

eingesetzte Leptin-Konzentration (logarithmische X-Achse) aufgetragen.

2.3.2.2  Ghrelin
Die Quantifikation von Ghrelin im Plasma erfolgte mithilfe des Ghrelin EIA Kit (Catalog

# EK-031-31, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.). Es wurde nach Protokoll des Herstellers
verfahren. Aufgrund der begrenzten Plasmamenge wurden statt 50 pl Plasma 1:5 (10 pl
Plasma + 40 pl 1 x Testpuffer) verdlnntes Plasma eingesetzt. Jede Probe wurde als
Duplikat gemessen und der Mittelwert der Doppelbestimmungen berechnet. Zur
Ermittlung der Standardkurve wurde in einem halblogarithmischen Diagramm die
mittlere Absorption jeder Standardprobe (lineare Y-Achse) gegen die Ghrelin

Konzentration (logarithmische X-Achse) aufgetragen.
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2.4 Molekulargenetische Methoden

24.1 Genotypisierung (DNA-Isolierung aus Schwanzbiopsien)

Schwanzbiopsien der mPerl-mPer2 Mutanten wurden Gber Nacht bei 55°C in 400 pl Tail
extraction Puffer (200 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS, H,0) und
10 pl Proteinase K (10 mg/ml) verdaut. Am nachfolgenden Tag wurde die Lésung,
nachdem sie durchmischt wurde, fir zehn Minuten bei Raumtemperatur auf 14000 rpm
zentrifugiert. Zu 350 pl des Uberstandes wurden 400 pl Isopropanol hinzugefiigt. Durch
mehrfaches Invertieren des 1,5 ml Eppendorf-GefaRes formte sich ein DNA-
Niederschlag. Nach 10-minltiger Zentrifugation bei Raumtemperatur und 14.000 rpm
wurde der Uberstand verworfen, der verbleibende Niederschlag mit 70% Ethanol
gewaschen und an der Luft getrocknet.

Die extrahierte DNA wurde nach Verflichtigung des Ethanols in 100 pl Tail extraction
Puffer bei 55°C gelost.

DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR):

Perl:
o 2,5 ul 10x Ammonium Puffer
. 1ul dNTPs [10mM]
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPerl wt rev
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPerl fw
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPerl mut_rev
. 1ul MgCl;
. 0,5 ul DMSO [Endkonzentration 2%]
o 15 pl ddH,0
. 0,5 ul Ampligon Taq
o 1pl DNA (80-100 ng)
25 ul
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Program:
. 94°C 3 min
o 94°C 30 sec
J 65°C 30 sec
o 72°C 1 min - zurick zu Schritt zwei fir 33 Zyklen
o 72°C 10 min
o 4°C Lagerung

Primer Sequenzen:

gPerl_wt_rev: 5’-AGAACTGAGGACCCAAGCTG-3’
gPerl_fw: 5’-TTGCCTACAGCCTCCTGAGT-3’
gPerl_mut_rev: 5’-GGGGAACTTCCTGACTAGGG-3’

wt +/+ 550-600 bp, Primer: gPerl fw und gPerl wt rev
mut -/- 350-400 bp, Primer: gPerl _fw und gPerl mut rev

Per2 :
o 2,5 ul 10x Ammonium Puffer
. 1ul dNTPs [10mM]
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPer2f2
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPer2_Neo
o 1l Primer [10pmol/ul]: gPer2r2
. 1ul MgCl;
o 15 pl ddH,0
o 0,5 ul Ampliqon Taq
o 1pl DNA (80-100 ng)
25 ul
Program:
. 94°C 3 min
J 94°C 30 sec
J 61°C 30 sec
o 72°C 1 min - zurick zu Schritt zwei fiir 38 Zyklen
o 72°C 10 min
o 4°C Lagerung
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Primer Sequenzen:

gPer2f2: 5’-GAACACATCCTCATTCAAAGG-3’
gPer2_Neo: 5’-CGCATGCTCCAGACTGCCTTG-3’
gPer2r2: 5-GCTGGTCCAGCTTCATCAACC-3’

wt +/+ 381 bp, Primer: gPer2f2 und gPer2r2
mut -/- 120 bp, Primer: gPer2r2 und gPer2_Neo

24.2 RNA-Extraktion

Die gefrorenen Gewebeproben wurden auf Raumtemperatur gebracht. Etwa 20 mg
Leber- und 70 mg Fettgewebe wurden entnommen. Die zum Homogenisieren
verwendeten Reaktionsrohrchen waren mit Keramik-Kigelchen (Durchmesser 1,8 mm)
befillt (Precellys Keramik-Kit 2.8 mm, Peqlab). Die Homogenisierung erfolgte mithilfe
des Precellys 24 Homogenisators (Peqlab) bei 6.000 rpm flr 30 Sekunden.

Fur die RNA-Extraktion aus Lebergewebe wurde das RNeasy Mini Kit (Quiagen) benutzt.
Es wurde nach Protokoll des Herstellers vorgegangen. Die isolierte RNA wurde in 30 pl
RNase freiem Wasser geldst. Der optionale DNase-Verdau wurde durchgefuhrt.

Fur die RNA-Extraktion aus Fettgewebe wurde das RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Quiagen) verwendet. Es wurde nach Protokoll des Herstellers verfahren. Die isolierte
RNA wurde in 20ul RNase-freiem Wasser gelost. Der optionale DNase-Verdau wurde
ebenfalls durchgefiihrt.

Mittels des NanoDrop ND 1000 Spectrophotometers wurde die RNA Quantitdt ermittelt.
Duch Gelelektrophorese wurde die isolierte RNA in Abhédngigkeit ihrer Ladung und
GroRe aufgetrennt, um die Qualitat der RNA zu Uberprifen. Eine ausreichende RNA-
Qualitat wurde angenommen, wenn zwei klare Banden bei circa 750 bp und 250 bp

sichtbar waren.
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cDNA Synthese (Synthese komplementarer DNA)

Zur Synthese von cDNA aus den RNA Proben wurde das TermoScript RT-PCR System

(Invitrogen) verwendet.

Protokoll:

1) RNA Denaturierung:

1 ul Oligo (dT) Primer (50 uM)

1-3 ul RNA (~1 pg/ul) je nach Konzentration der RNA in der NanoDrop-
Auswertung

6-8 ul Depc H,0O

10 pl

Denaturierung fur funf Minuten bei 65°C, Zwischenlagerung bei 4°C.

2) Master Mix fur die reverse Transkription:

4 ul 5x cDNA Synthese-Puffer
1pIDTT (0.1 M)

2 ul dNTPs (10 mM/pl)

1 ul DEPC H,0

1 pl RNase OUT

1 pl Termoscript RT

10 pl

10 ul des Master Mix wurden in die Reaktionsgeféal3e hinzufugt und fur eine Stunde bei
50°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Inkubation fir finf Minuten bei 85°C beendet.

3) Verdau der RNA-Vorlage:
1 ul RNase H wurde in jedes Reaktionsgefal} hinzugegeben und bei 37°C flr 20 Minuten
inkubiert. Die cDNA wurde auf -20°C gelagert.
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24.4 Quantitative real-time PCR

Die Quantifizierung der mRNA-Expression ausgesuchter Gene wurde mittels spezifischer
Primerpaare unter Verwendung des BIO-RAD iCycler durchgefiihrt. Als fluoreszierender
Farbstoff wurde SYBR Green benutzt. Fir die relative Quantifizierung wurde das
konstitutiv exprimierte Gen Elongation factor 1 alpha (Efla) als Referenzgen gewahilt.
Die Amplifikationseffizienz der Primerpaare wurde mithilfe einer Standardkurve
verschiedener Verdinnungen (1:10, 1:40, 1:160, 1:640, 1:2.560) durch lineare Regression
ermittelt.
Jedes Loch der 96 Loch-Platte wurde wie folgt beftllt:

o 10 pl Master SYBR Green | mix (Biorad)

o 5 ul Primer Mix

o 5 ul 1:40 bzw. 1:50 verdinnter cDNA

Der Primer Mix bestand aus: 14 pl Primer reverse, 14 ul Primer forward, 972 pl ddH,0.
Die cDNA des Lebergewebes und des Fettgewebes der mPerl-mPer2 Mutanten wurde
1:40, die cDNA des Fettgewebes der Wildtypen 1:50 verdiinnt. Jede Probe wurde als

Triplikat untersucht.

Programm des iCycler:
J 94°C fur 3 Minuten
o 94°C fur 15 Sekunden (Denaturierung)
o 60°C flr 25 Sekunden (Primer-Annealing)
o 72°C fur 20 Sekunden (Elongation); zuriick zu Schritt zwei fur 50 Zyklen

Durch Erhitzen mit 0,5°C/s auf 90°C wurden die Schmelzkurvenprofile bestimmt, um die

Spezifitat der Primer zu UGberprifen. Die optimale Annealingtemperatur der Primer wurde

vorher durch eine Gradienten-PCR getestet.
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Die folgenden Primerpaare wurden verwendet:

Material und Methoden

Gene DNA-Sequenz Produktlange GenBank

[Bp] ID
Eflarev 5-AATTCACCAACACCAGCAGCAA-3'

96 NM_010106
Efla fw 5-TGCCCCAGGACACAGAGACTTCA-3'
Dbp RT rev 5"GCTCCAGTACTTCTCATCCTTCTGT-3'

175 NM_016974
Dbp RT fw 5-AATGACCTTTGAACCTGATCCCGCT-3' -
Rev-a RT rev 5-CTTCTCGGAATGCATGTTGTTC-3'

148 NM_145434
Rev-a RT fw 5-AGCTCAACTCCCTGGCACTTAC-3'
PPAR ¢ RTrev | 5-ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA-3'

153 NM_011144
PPAR ¢ RTfw | 5-~AGAGCCCCATCTGTCCTCTC-3' -
PPAR yRTrev | 5-TCGCACTTTGGTATTCTTGGAG-3'

158 NM_011146
PPAR yRTfw | 5-GGAAGACCACTCGCATTCCTT-3'
Glut2 RT rev 5-GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG-3'

215 NM_031197
Glut2 RT fw 5-TCAGAAGACAAGATCACCGGA-3' -
Leptin RT rev 5-CTGCGTGTGTGAAATGTCATTG-3'

139 NM_008493
Leptin RT fw 5-GAGACCCCTGTGTCGGTTC-3'

RT = real time, fw = forward, rev = reverse

Die Daten wurden mit dem iCycler iQ Version 3.1 Programm von BIO-RAD analysiert.
Die iCycler Software berechnet automatisch die Detektionsschwellenwerte (CT-Werte).
Die relative Quantifizierung wurde mittels der AACT Methode bestimmt (144).

2.5 Datenauswertung

Da nicht alle Daten eine Normalverteilung zeigten, erfolgte die Auswertung der Daten fur

einfache Vergleiche mittels nichtparametrischer Testverfahren. Zur statistischen

Berechnung wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Zur Testung von
Haupteffekten und Interaktion bei mehreren Variablen wurde die statistische Auswertung
mittels einer 2-Way-ANOVA und Bonferroni-Posttests durchgefihrt (Abschnitte 3.1 und
3.6). Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM, standard error of
the mean) angegeben. P-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism-Software (GraphPad, La Jolla,

CA, USA).
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3. Ergebnisse

3.1 Verlust des Aktivitatsrhythmus in Doppelmutanten nach Schlafentzug

Die Aktivitdt der Versuchstiere wurde wahrend der gesamten Versuchszeit mittels
Infrarotmeldern registriert, um auf diese Weise Informationen (ber den Einfluss des
Schlafentzugs auf die Aktivitatsrhythmen der Mause zu erhalten. Die Registrierung und
Auswertung der Aktivitat erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Jana Husse.

Die Wildtyp-Mause zeigten unter LD-Bedingungen (12h Licht: 12h Dunkelheit) einen
stabilen Tag-Nacht-Aktivitats-Rhythmus mit einer Periode von 24 Stunden, der unter
Schlafentzug erhalten blieb. ErwartungsgemaR kam es zu einer Zunahme der Aktivitéat
wéhrend des Schlafentzugs (ZT0-ZT6) in der SE-Gruppe. In der zweiten Hélfte der
Aktivitatsphase (ZT18-ZT24) zeigten die Tiere unter Kontrollbedingungen eine
verminderte Aktivitat (p<0,0001 fiir die Variable Zeit), was bereits in anderen Studien
beschrieben wurde (68). Dieser Aktivitatseinbruch war unter Schlafentzug verlédngert und
vertieft. Auch in der Woche nach dem Schlafentzug war dieser Effekt noch sichtbar, und
das Ausgangsniveau wurde nicht wieder erreicht; das Signifikanzniveau wurde jedoch
knapp verpasst (Abb. 1). Bei den mPerl-mPer2 Doppelmutanten war der Tag-Nacht-
Rhythmus unter Kontrollbedingungen ebenfalls rhythmisch (p<0,0001 fur die Variable
Zeit), allerdings mit einer um ca. zwei Stunden nach vorne verschobenen Phase.
Verglichen mit dem Aktivitatsprofil der Wildtypen zeigten die Mutanten ein verandertes
Aktivitatsprofil ohne Plateau in der ersten Halfte der Dunkelphase und mit einem nach
vorne verschobenen Beginn des Aktivitatseinbruchs. Der Schlafentzug fuihrte bei diesen
Tieren zu einer Desynchronisation dieses Aktivitatsrhythmus. Die Mutanten zeigten
keine Kklare Aktivitats- bzw. Ruhephase mehr und waren unabhangig von den
Lichtverhdltnissen aktiv bzw. inaktiv. Stattdessen erfolgte eine Synchronisation des
Aktivitatsrhythmus mit dem durch den Schlafentzug vorgegebenen Rhythmus. Dies war
jedoch kein langfristiger Effekt, da nach Ende des Schlafentzugs die Tiere innerhalb von
zwei Tagen in den urspringlichen Rhythmus zurlickkehrten (Variable Intervention fir
Mut Kontrolle vs. Mut SER-Gruppe p>0,05) (Abb. 1).

Zur Testung der Interaktion wurde eine 2-Way-ANOVA durchgefiihrt, welche vor allem
einen Haupteffekt fUr die Zeit ergab. Dennoch konnte auch eine Interaktion zwischen
Zeit und Genotyp gezeigt werden, woraus man auf einen Genotyp-spezifischen

Interventions-Effekt schlieBen kann (Vergleiche Tabelle 1). Nur in den Mutanten zeigte
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sich unter Schlafentzug ein Verlust des Aktivitatsrhythmus, wéhrend in den Wildtyp-
Méusen Schlafentzug lediglich zu einer verlangerten Ruhephase in der zweiten Halfte der
Aktivitatsphase flhrte. Die Mutanten reagierten demnach empfindlicher als die Wildtyp-
Méuse auf den Schlafentzug, welcher fir den Schlaf-Wach-Rhythmus der Mutanten
offenbar einen starkeren Aktivitatsregulator als der Licht-Dunkel-Rhythmus darstellte.

Allerdings hielt dieser Effekt nach Ende der Intervention nicht an.
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Abb. 1

A: Reprasentatives doppelgeplottetes Aktogram fir Wildtypen und Mutanten vor (Kontrolle), wahrend (SE-
Gruppe) und eine Woche nach (SER-Gruppe) Schlafentzug. Jede horizontale Linie stellt zwei Tage dar. Die
nebeneinander aufgetragenen, schwarzen vertikalen Linien stellen die kumulative Aktivitat in 5 Minuten-
Intervallen dar. Der rote Rahmen markiert die Zeit des Schlafentzugs.

B: Mittlere Aktivitatsprofile unter LD-Bedingungen (12h Licht: 12h Dunkelheit) tiber ein 24 Stunden-
Zeitintervall. Die Aktivitat ist als prozentualer Anteil der 24 Stunden-Gesamtaktivitat gezeigt. Alle Werte
sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT: Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per
Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05 Kontroll- vs SE-Gruppe, o: p< 0,05 SE- vs SER-
Gruppe, 8: p< 0,05 Kontroll- vs SER-Gruppe. Statistische Auswertung mittels 2-Way-ANOVA mit
Bonferroni-Posttest. Die weillen Balken stellen die Lichtphase, die dunklen Balken die Dunkelphase dar.
Daten erstellt in Zusammenarbeit mit Dr. Jana Husse.
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2-Way-ANOV A Haupteffekte
Zeit (p) Genotyp (p) Interaktion(p)

Aktivitat WT Kontrolle vs Per Mut Kontrolle < 0,0001 0,9974 < 0,0001
Aktivitat WT SE vs Per Mut SE < 0,0001 0,998 < 0,0001
Aktivitdit WT SER vs Per Mut SER < 0,0001 0,8944 < 0,0001

Zeit (p) | Intervention (p) | Interaktion(p)

Aktivitat WT Kontrolle vs WT SE < 0,0001 0,9964 < 0,0001
Aktivitat WT Kontrolle vs WT SER < 0,0001 0,9951 < 0,0001
Aktivitat WT SE vs WT SER < 0,0001 1 < 0,0001

Zeit (p) | Intervention (p) | Interaktion(p)

Aktivitat Per Mut Kontrolle vs SE < 0,0001 0,9989 < 0,0001
Aktivitat Per Mut Kontrolle vs SER < 0,0001 0,9031 0,0119
Aktivitat Per Mut SE vs SER < 0,0001 0,9028 < 0,0001

Tabelle 1: 2-Way-ANOVA zum Vergleich der Aktivitat zwischen Wildtypen und Mutanten sowie innerhalb
der einzelnen Gruppen.

3.2 Schlafentzug fuhrt zu metabolischen Veréanderungen in Wildtypen

Uber die Steuerung des Schlaf-Wach-Rhythmus unterliegt auch das Fressverhalten
indirekt einer zirkadianen Kontrolle. Sowohl die Futteraufnahme als auch das
Korpergewicht wurden wahrend des Versuchs registriert, um die Auswirkungen des
Schlafentzugs auf beide Parameter zu untersuchen.

Unter Kontrollbedingungen nahmen die Wildtypen und die Mutanten etwa ein Gramm
pro Woche an Gewicht zu. In beiden Genotypen bewirkte Schlafentzug eine reduzierte
Gewichtszunahme (Gewicht WT Kontrolle vs. Gewicht WT SE-Gruppe p<0,0001,
Gewicht Mut Kontrolle vs. Gewicht Mut SE-Gruppe p<0,0001). Gleichzeitig war die
Futteraufnahme pro Woche bei den Wildtypen wahrend des Schlafentzugs signifikant im
Vergleich zur Kontrollwoche erhdht (p=0,0016), wahrend sie in der Gruppe der Mutanten
auf dem Niveau der Vorwoche verblieb. Demzufolge zeigten nur die Wildtypen wéhrend
des Schlafentzugs eine signifikant erhohte Futteraufnahme trotz gleicher
Korpergewichtsverdnderung in beiden Gruppen (Abb. 2).

In der Woche nach dem Schlafentzug nahmen die Tiere beider Genotypen wieder an

Gewicht zu. Die Mutanten zeigten eine signifikant geringere Gewichtszunahme
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verglichen mit der Kontrollwoche (p=0,0004), wahrend die Wildtyp-Mause knapp
signifikant mehr an Gewicht zunahmen als in der Kontrollwoche (p=0,0452). Obwohl
eine vergleichbare Menge an Futter aufgenommen wurde, zeigten nur die Wildtyp-Mé&use
in der Woche nach Schlafentzug eine erhohte Gewichtszunahme (Abb. 2). Der
Schlafentzug bewirkte demnach ausschlieRlich in den Wildtypen eine kompensatorische
Gewichtszunahme in der Woche nach Schlafentzug. In den Mutanten waren
vergleichbare Veréanderungen nicht zu beobachten.

Bei genauerer Betrachtung des Fressrhythmus der Wildtypen in der Woche des
Schlafentzugs zeigte sich, dass die Futteraufnahme verglichen mit der Kontrollwoche
wéhrend der Lichtphase signifikant erhoht war (p=0,0016), wahrend sie in der
Dunkelphase unverandert blieb (p=0,8518). Die zusatzliche Menge an Futter wurde
folglich von den Wildtyp-Mdusen wahrend des Schlafentzugs ausschlielich in der
Lichtphase aufgenommen (Abb.3 A). In der Woche nach Schlafentzug war die
Futteraufnahme der Wildtypen verglichen mit der Kontrollwoche ausschlieRlich wéhrend
der Dunkelphase signifikant ernoht (p=0,0242). Zusammenfassend zeigte sich, dass in
der Woche des Schlafentzugs die Amplitude des Fressrhythmus der Wildtypen im
Vergleich zur Kontrollwoche abgeschwécht war. 14% der gesamten Futtermenge wurden
in der Kontrollwoche wahrend der Lichtphase aufgenommen, 86% in der Dunkelphase.
Waéhrend des Schlafentzugs néherte sich dieses Verhéltnis auf 28% zu 72% an. Diese
Abflachung des Fressrhythmus hielt jedoch in der Woche nach dem Schlafentzug nicht
an. Im Gegensatz zu den Wildtypen, die unter jeder Bedingung einen ausgepragten
Fressrhythmus beibehielten, zeigten die Mutanten schon unter Kontrollbedingungen
keine diurnale Varianz im Fressverhalten. Der Schlafentzug blieb ebenfalls ohne
Auswirkungen (Abb.3 B), was darauf hindeutet, dass der Metabolismus der Mutanten

durch Schafentzug nicht beeintrachtigt wurde.
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Abb. 2

A: Wochentliche Veranderung des Korpergewichts von Wildtypen und Mutanten vor (Kontrolle), wahrend
(SE Gruppe) und nach (SER Gruppe) Schlafentzug. B: Futteraufnahme pro Tag in Gramm pro Maus aus A.
Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT: Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER:
n=17, Per Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abb. 3

Futteraufnahme gemessen wahrend der Lichtphase (ZT 0-12) und Dunkelphase (ZT 12-24). Die
Ergebnisse zeigen die durchschnittliche Futteraufnahme pro Maus wahrend der Lichtphase und
Dunkelphase eines Tages in Gramm. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben
(WT: Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p<
0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe.
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3.3 Schlafentzug beeinflusst die Kortikosteronsekretion nur in Mutanten

Stress fuhrt zu einer erhdhten Kortikosteronausschittung (132). Um zu testen, inwieweit
die Methode des Schlafentzugs eine Stress-Situation fiir die Mause darstellt, wurde der
Kortikosterongehalt im Plasma an vier Zeitpunkten Uber den Tag hinweg mittels
Radioimmunoassay (RIA) im Duplikat bestimmt.

Die Wildtyp-Kohorte zeigte unter Kontrollbedingungen einen Kortikosteronrhythmus mit
einem Maximum bei ZT 12, entsprechend den publizierten Werten (206). Durch den
Schlafentzug kam es zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Erhohung des
Basalniveaus. Die Phasenlage der Kortikosteronsekretion wurde durch partiellen
Schlafentzug dagegen nicht beeintrachtigt (Abb. 4). Dieses Ergebnis zeigt, dass durch
den Schlafentzug keine akute Stresssituation hervorgerufen wurde und die im Versuch
verwendete Gentle handling- Methode ein geeignetes Verfahren des stressfreien
Schlafentzugs ist.

Die Kortikosteronwerte der mPerl-mPer2 Doppelmutanten zeigten vor und nach
Schlafentzug keine rhythmische Sekretion und waren im Vergleich mit den Wildtypen
konstant niedrig. Der Schlafentzug bewirkte eine schwach signifikante Erhéhung der
Konzentration zu ZT 6 verglichen mit der Kontrollwoche (ZT 6 Mut Kontrolle vs. ZT 6
Mut SE-Gruppe p=0,0421), wéhrend die Kortikosteronsekretion zu allen anderen
Zeitpunkten unbeeinflusst blieb (Abb. 4). Wahrend des Versuchs fiel auf, dass die
Mutanten mehr Eingriffe durch den Experimentator fur die konsequente Durchsetzung
des Schlafentzugs bendétigten als die Wildtypen. Um dies zu quantifizieren, wurde die
Anzahl der Eingriffe wahrend der ersten und letzten Stunde registriert. Die
Aufzeichnungen belegen, dass an beiden Zeitpunkten jeweils mehr Eingriffe notig waren,
um die Mutanten wach zu halten, als fir die Wildtypen. Besonders deutlich wurde dies
wéhrend der letzten Stunde des Schlafentzuges (6.Stunde Schlafentzug WT vs. 6.Stunde
Schlafentzug Mut p=0,0003) (Abb. 5). Die Mutanten zeigten demnach ein erhdhtes
Schlafbedurfnis wéhrend des Schlafentzugs. Die in der letzten Stunde des Schlafentzugs
stark erhdhte Anzahl der bendtigten Eingriffe kdnnte zudem zur ausschlielich an ZT 6
(= Ende des Schlafentzugs) gesteigerten Kortikosteronsekretion in den Mutanten

beigetragen haben.
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Abb. 4

Plasma-Kortikosteron-Profil von Wildtypen und Mutanten vor (Kontrolle), wahrend (SE Gruppe) und nach
(SER Gruppe) Schlafentzug. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT:
Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05
verglichen mit der Kontrollgruppe.

)
S
1

*

I wr

_;: s Bl Per Mut
g i
7o)
~
o
[de
= i
£ 10
=]
.8 *
m

54 1

0 | |

1. Stunde Schlafentzug 6. Stunde Schlafentzug

Abb. 5

Anzahl der fr den Schlafentzug von Wildtypen und Mutanten benétigten Eingriffe wahrend der ersten und
letzten Stunde des Schlafentzugs. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT
n=50, Per Mut n=49). *: p< 0,05 verglichen mit den Wildtypen.

3.4 Erhohte Leptinwerte in Wildtyp-Mausen nach Schlafentzug

Das Hormon Leptin Ubernimmt vielfaltige Aufgaben im Fettstoffwechsel. Es wird

hauptséchlich in Adipozyten synthetisiert (72) und vermittelt unter anderem
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Séttigungsgefiinle. Um den Einfluss von Schlafentzug auf die Leptinsekretion zu
untersuchen, wurde Leptin im Plasma zu zwei Zeitpunkten bestimmt.

Die Werte zu ZT 6, als ein Tagwert, und ZT 18, als ein Nachtwert, wurden separat
betrachtet, um den Vergleich der Daten zu vereinfachen (Abb. 6). Die Wildtyp-Mause
hatten in der Kontrollwoche nahezu konstante Leptinspiegel. Durch den Schlafentzug
war insbesondere der Nachtwert (ZT 18) signifikant gestiegen (ZT 18 WT Kontrolle vs.
ZT 18 WT SE-Gruppe p=0,0159) und blieb in der Woche nach dem Schlafentzug
signifikant erhéht (ZT 18 WT Kontrolle vs. ZT 18 WT SER-Gruppe p=0,0159). Auch der
Tagwert (ZT 6) zeigte in der Woche nach dem Schlafentzug eine Tendenz zu erhdhten
Leptinspiegeln, verfehlte jedoch knapp das Signifikanzniveau (p=0,0546) (Abb. 6).

Die Mutanten hatten schon in der Kontrollwoche deutlich hohere Leptinspiegel
verglichen mit den Wildtypen, trotz ahnlichen Fressverhaltens. Ein Anstieg des Leptins
wéhrend und nach Schlafentzug wie in den Wildtypen wurde bei den Mutanten nicht
gesehen (Abb. 6). Wie schon bei der Futteraufnahme und der Gewichtsentwicklung kam
es durch Schlafentzug nur zu Veranderungen der Leptinsekretion in Wildtypen, die nicht

in den Mutanten gesehen wurden.
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Abb. 6

Plasma-Leptinspiegel gemessen an ZT 6 (Mittag) und ZT 18 (Mitternacht) von Wildtypen und Mutanten vor
(Kontrolle), wéhrend (SE Gruppe) und nach (SER Gruppe) Schlafentzug. Alle Werte sind als Mittelwerte £
Standardfehler (SEM) angegeben. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT:
Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05
verglichen mit der Kontrollgruppe.
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3.5 Ghrelin-Sekretion

Das Hormon Ghrelin nimmt in der Regulation des Stoffwechsels die Rolle des
Gegenspielers von Leptin ein. Ghrelin wird vorwiegend aus der Mukosa des Magens
sezerniert (46,103). Es lost unter anderem Hungergefiihle aus und bewirkt die
Freisetzung des Wachstumshormons. Es wurde daher untersucht, in welchem Umfang die
Sekretion von Ghrelin durch Schlafentzug beeinflusst wird.

Unter Kontrollbedingungen wurde Ghrelin auf einem konstanten Niveau ohne
zirkadianen Rhythmus sezerniert. In der Woche des Schlafentzugs zeigte sich eine
erhohte Ghrelinsekretion insbesondere an ZT 12 und ZT 18. Dagegen kam es in der
Woche nach dem Schlafentzug zu einem Anstieg der Sekretion an ZT 0 und ZT 12 (Abb.
7). Die Verénderungen der Ghrelinsekretion wéhrend und nach Schlafentzug waren
jedoch, verglichen mit den entsprechenden Werten in der Kontrollwoche, nicht
signifikant. Wahrend in der Literatur ein deutlich zirkadianes Sekretionsprofil von
Ghrelin beschrieben wurde (21), konnte dies in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet
werden. Aus diesem Grund wurde Ghrelin nur in den Wildtypen bestimmt und auf die
Bestimmung der Ghrelinspiegel in den Mutanten sowie auf weiterflihrende statistische

Auswertungen verzichtet.
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Abb. 7

Plasma-Ghrelinspiegel von Wildtypen gemessen vor (Kontrolle), wahrend (SE Gruppe) und nach (SER
Gruppe) Schlafentzug. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (Kontrolle:
n=16, SE: n=17, SER: n=17). Die Auswertung mittels Mann-Whitney-U-Test ergab keine statistisch
signifikanten Effekte.
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3.6. Genexpressions-Rhythmen nach Schlafentzug in Wildtyp-Mausen und
Doppelmutanten

3.6.1 Lebergewebe

Die Expressionen zweier in verschiedene Stoffwechselvorgénge involvierte Gene (Glut2
und Ppar «), sowie zweier Uhren-Gene (Dbp und Rev-erb «) im Lebergewebe wurden
mittels quantitativer Real-time-PCR analysiert, um die Auswirkungen von Schlafentzug
auf molekulare Rhythmen zu untersuchen.

Dbp und Rev-erb a wurden unter Kontrollbedingungen im Lebergewebe der Wildtypen
rhythmisch exprimiert mit Maximalwerten, die mit denen in der Literatur
Ubereinstimmen (102,107) (Abb. 8 A). Der Schlafentzug fihrte zum Teil zu
Veranderungen in den Amplituden dieser Rhythmen, wahrend die Phase zumeist
unverandert blieb. Signifikante Unterschiede ergaben sich in der Genexpression von Rev-
erb a an ZT6. Weiterhin ergaben sich Interaktionen fur die Faktoren Zeit und
Intervention (WT Kontrolle vs. WT SER-Gruppe p<0,001 und WT SE-Gruppe vs. SER-
Gruppe p<0,001). Die Expression des Glukosetransporters Glut2 zeigte in der
Kontrollwoche eine deutliche zirkadiane Rhythmik mit einem Maximalwert bei ZT 12.
Interessanterweise kam es durch Schlafentzug zu einem Verlust der rhythmischen
Expression von Glut2 (ZT12 WT Kontrolle vs. ZT 12 WT SE-Gruppe p<0,05). Auch in
der Woche nach Schlafentzug blieb die Glut2-Expression arrhythmisch (ZT12 WT
Kontrolle vs. WT SER-Gruppe p<0,001). Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor a
(Ppar a) gehort zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren und reguliert die Expression
von Genen, die mit dem Lipidstoffwechsel assoziiert sind (136). Ppar o zeigte in der
Kontrollwoche einen schwachen zirkadianen Rhythmus. Der Maximalwert der
Expression lag bei ZT 12, in Ubereinstimmung mit den in der Literatur angegebenen
Maximalwerten (102). Wahrend dieser Rhythmus in der Woche des Schlafentzugs
prinzipiell erhalten blieb, erschien er jedoch nach dem Schlafentzug stark gedampft
(ZT12 WT Kontrolle vs. WT SER-Gruppe p<0,05) (Abb. 8 A).

In den Mutanten zeigte die Expression von Dbp und Rev-erb « in der Kontrollwoche
keinen Rhythmus. Durch Schlafentzug wurde allerdings ein Rhythmus in der Expression
beider Gene induziert mit Maximalwerten bei ZT 18; die Hochregulation bei ZT18
verfehlte jedoch verglichen mit der Kontrollgruppe knapp das Signifikanzniveau . Glut2
wurde unter Kontrollbedingungen mit einem Rhythmus exprimiert, der unter

Schlafentzug eine Tendenz zur Umkehr der Phase zeigte. Die Ppar a Expression in den
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Mutanten zeigte unter Kontrollbedingungen — vergleichbar zu den Wildtypen - einen
schwachen Rhythmus (Abb. 8 B). Wahrend und nach Schlafentzug wurde Ppar «
dagegen ohne signifikanten Rhythmus mit erniedrigter Amplitude und verénderte Phase
exprimiert (ZT12 Mut Kontrolle vs. SE-Gruppe p<0,001 und ZT12 Mut Kontrolle vs.
SER-Gruppe p<0,001).

Zur Testung des Interaktionseffektes zwischen Zeit und Genotyp wurde auch hier 2-Way-
ANOVAs durchgefiihrt (Vergleiche Tabelle 2). Insgesamt zeigten Untersuchungen der
Genexpressionen von Dbp und Rev-erb « sowie fir die Kontrollen von Glut 2
Interaktionseffekte zwischen der Zeit und dem Genotyp, was auf einen unterschiedlichen
Effekt von Schlafentzug auf die Wildtypen und Mutanten hindeutet. Keine signifikanten
Interaktionseffekte zeigten sich bezlglich der SE- und SER-Gruppen von Glut 2 und
Ppar a.

Zusammenfassend fiihrte Schlafentzug in den Wildtypen zu einer allgemeinen Dampfung
der Genexpression in der Leber. In den Mutanten dagegen fiihrte Schlafentzug
tendenziell eher zu einer Rhythmusinduktion der Expression unter teils starker

Verschiebung der Phasenlage.
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Tagesprofile der Expressionen von Dbp, Rev-erb o, Glut 2 und Ppar « in Lebergewebe von Wildtypen (A)
und Mutanten (B) vor (Kontrolle), wéhrend (SE Gruppe) und nach (SER Gruppe) Schlafentzug. Alle Werte
sind als Mittelwerte £ Standardfehler (SEM) angegeben (WT: Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per
Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05 Kontroll- vs SE-Gruppe, o: p< 0,05 SE- vs SER-
Gruppe, 8: p< 0,05 Kontroll- vs SER-Gruppe. Statistische Auswertung mittels 2-Way-ANOVA. mit

Bonferroni-Posttest

2-Way-ANOV A Haupteffekte

Leber Zeit (p) Genotyp (p) Interaktion(p)
WT vs Per Mut Dbp Kontrolle < 0,0001 0,9573 < 0,0001
WT vs Per Mut Dbp SE < 0,0001 0,0047 < 0,0001
WT vs Per Mut Dbp SER < 0,0001 0,0065 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb a Kontrolle < 0,0001 0,9433 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb o SE 0,0034 0,5321 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb a SER < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
WT vs Per Mut Glut2 Kontrolle <0,0001 0,9327 0,0041
WT vs Per Mut Glut2 SE 0,7272 0,1778 0,3772
WT vs Per Mut Glut2 SER 0,0212 0,3287 0,6294
WT vs Per Mut Ppar o Kontrolle 0,0002 0,9752 0,7727
WT vs Per Mut Ppar o SE 0,1495 0,0010 0,3123
WT vs Per Mut Ppar o. SER 0,0120 < 0,0001 0,2418

Leber Zeit (p) |Intervention (p) | Interaktion(p)
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WT Dbp Kontrolle vs SE < 0,0001 0,0289 0,2389
WT Dbp Kontrolle vs SER < 0,0001 0,2681 0,7777
WT Dbp SE vs SER < 0,0001 0,1521 0,4888
WT Rev-erb o Kontrolle vs SE 0,4476 0,4476 0,5464
WT Rev-erb o Kontrolle vs SER < 0,0001 0,0031 < 0,0001
WT Rev-erb a SE vs SER < 0,0001 0,0002 < 0,0001
WT Glut2 Kontrolle vs SE 0,0021 0,0882 0,0435
WT Glut2 Kontrolle vs SER < 0,0001 0,0260 0,0014
WT Glut2 SE vs SER 0,3297 0,9710 0,6982
WT Ppar o Kontrolle vs SE 0,0368 0,6667 0,4484
WT Ppar o Kontrolle vs SER 0,0272 0,7322 0,0150
WT Ppar o SE vs SER 0,7602 0,4460 0,1327
Leber Zeit (p) |Intervention (p) | Interaktion(p)
Per Dbp Kontrolle vs SE 0,0016 0,3023 0,0038
Per Dbp Kontrolle vs SER 0,0002 0,0259 0,0264
Per Dbp SE vs SER 0,0071 0,7722 0,0005
Per Rev-erb o Kontrolle vs SE 0,0020 0,8219 0,0288
Per Rev-erb o Kontrolle vs SER 0,0883 0,0657 0,8980
Per Rev-erb o SE vs SER 0,0014 0,2556 0,0058
Per Glut2 Kontrolle vs SE 0,5133 0,6242 0,0079
Per Glut2 Kontrolle vs SER 0,0031 0,1201 0,4700
Per Glut2 SE vs SER 0,4038 0,3417 0,0649
Per Ppar o Kontrolle vs SE 0,0027 < 0,0001 0,0035
Per Ppar o Kontrolle vs SER 0,0060 < 0,0001 0,0183
Per Ppar o SE vs SER 0,0105 0,0982 0,0039

Tabelle 2: 2-Way-ANOVA zum Vergleich der Genexpressionen zwischen Wildtypen und Mutanten sowie
innerhalb der einzelnen Gruppen.

3.6.2 Fettgewebe

Analog zum Lebergewebe wurden im weien Fettgewebe Uhren-Gene (Dbp und Rev-erb
a) und an Stoffwechselvorgdngen beteiligte Gene (Leptin und Ppar y) mittels
quantitativer Real-time-PCR untersucht.

Die Expression von Dbp und Rev-erb «a zeigte in den Wildtypen unter
Kontrollbedingungen einen zirkadianen Rhythmus mit Maximalwerten entsprechend der
Literatur (102,206) (Abb. 9 A). Der Schlafentzug hatte lediglich Einfluss auf die Hohe
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der Amplitude (ZT12 Dbp WT Kontrolle vs. Dbp WT SER-Gruppe p<0,05, ZT12 Rev-
erb o WT Kontrolle vs. Rev-erb a WT SER-Gruppe p<0,05, ZT12 Rev-erb o WT SE-
Gruppe vs. Rev-erb o WT SER-Gruppe p<0,05), die Phasenlage blieb jedoch
weitestgehend erhalten. Die Expression von Leptin zeigte in der Kontrollwoche keinen
deutlichen zirkadianen Rhythmus. Wahrend des Schlafentzugs kam es insbesondere zu
einer Erhdhung der Expression zu ZT 18 (Leptin WT Kontrolle vs. Leptin WT SE-
Gruppe p<0,05). Ppar y wurde in der Kontrollwoche in Wildtyp-Adipozyten ebenfalls
ohne einen klar erkennbaren zirkadianen Rhythmus exprimiert. Unter Schlafentzug zeigte
sich an ZT18 eine signifikante Induktion der Genexpression (Ppar y WT Kontrolle vs.
Ppar y WT SE-Gruppe p<0,05). Induktion von Ppar y in der Woche nach Schlafentzug
waren an ZT6 und ZT12 nachweisbar (ZT6 Ppar y WT Kontrolle vs. Ppar y WT SER-
Gruppe p<0,05 und ZT12 Ppar y WT Kontrolle vs. Ppar y WT SER-Gruppe p<0,05).

In den Mutanten wurden Dbp und Rev-erb a unter Kontrollbedingungen wie erwartet
nicht rhythmisch exprimiert. Der Schlafentzug blieb ohne gréRere Auswirkungen auf die
Expression der beiden Gene. Lediglich die Genexpression von Dbp an ZT12 war in der
SE-Gruppe knapp signifikant erniedrigt (ZT12 Dbp Mut Kontrolle vs. Dbp Mut SE-
Gruppe p<0,05). Auch Leptin wurde in der Kontrollwoche nicht rhythmisch exprimiert.
Schlafentzug rief keine signifikanten Anderungen der Expression von Leptin hervor. Die
Expression von Ppar y wies unter Kontrollbedingungen ebenfalls keinen ausgepréagten
zirkadianen Rhythmus auf. Durch den Schlafentzug wurde ein zirkadianer Rhythmus
induziert mit einer signifikanten Erhéhung der Expression zu ZTO (ZTO Ppar y Mut
Kontrolle vs. Ppar y Mut SE-Gruppe p<0,001). In der Woche nach dem Schlafentzug
kehrte die Ppar y Expression allerdings auf das Ausgangsniveau zuriick (Abb. 9 B).
Interaktionseffekte zwischen Schlafentzug und Genotyp, welche mittels einer 2-Way-
Anova getestet wurden, fanden sich zwischen den SE-Gruppen von Wildtypen und
Mutanten beztglich der Genexpression von Leptin und Ppar y (Vergleiche Tabelle 3).
Bezuglich der Genexpression von Dbp und Rev-erb «a zeigten sich Interaktionseffekte bei
allen drei Gruppen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den Wildtypen die Genexpression-Rhythmen
im Fettgewebe durch Schlafentzug, ahnlich wie in der Leber, primar gedampft wurden.
Im Vergleich zu den Wildtypen fiihrte Schlafentzug in den Mutanten — auch im Vergleich
zum Lebergewebe - zu eher geringfugigen Verdnderungen der Genexpressionsmuster.
Allenfalls fir Ppar y konnte eine Schlafentzug-vermittelte Rhythmus-Induktion

nachgewiesen werden.
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Tagesprofile der Expressionen von Dbp, Rev-erb «, Leptin und Ppar y in Lebergewebe von Wildtypen (A)
und Mutanten (B) vor (Kontrolle), wahrend (SE Gruppe) und nach (SER Gruppe) Schlafentzug. Alle Werte
sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) angegeben (WT: Kontrolle: n=16, SE: n=17, SER: n=17, Per
Mut: Kontrolle: n=17, SE: n=16, SER: n=16). *: p< 0,05 Kontroll- vs SE-Gruppe, o: p< 0,05 SE- vs SER-
Gruppe, 8: p< 0,05 Kontroll- vs SER-Gruppe. Statistische Auswertung mittels 2-Way-ANOVA mit
Bonferroni-Posttest.
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2-Way-ANOV A Haupteffekte

Fett Zeit (p) Genotyp (p) Interaktion(p)
WT vs Per Mut Dbp Kontrolle < 0,0001 0,9777 < 0,0001
WT vs Per Mut Dbp SE < 0,0001 0,2063 < 0,0001
WT vs Per Mut Dbp SER < 0,0001 0,2238 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb a Kontrolle < 0,0001 0,8196 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb a SE < 0,0001 0,0067 < 0,0001
WT vs Per Mut Rev-erb a SER < 0,0001 0,7730 < 0,0001
WT vs Per Mut Leptin Kontrolle 0,1341 0,8959 0,9968
WT vs Per Mut Leptin SE 0,0044 0,0731 0,0069
WT vs Per Mut Leptin SER 0,1611 0,0823 0,7064
WT vs Per Mut Ppar y Kontrolle 0,0509 0,8782 0,0506
WT vs Per Mut Ppar y SE 0,0105 0,6892 0,0019
WT vs Per Mut Ppar y SER 0,0076 0,0008 0,1058

Fett Zeit (p) |Intervention (p) | Interaktion(p)
WT Dbp Kontrolle vs SE < 0,0001 0,5078 0,1606
WT Dbp Kontrolle vs SER < 0,0001 0,4224 0,0463
WT Dbp SE vs SER < 0,0001 0,8501 0,6652
WT Rev-erb o Kontrolle vs SE < 0,0001 0,0163 0,0649
WT Rev-erb o Kontrolle vs SER < 0,0001 0,7450 0,7313
WT Rev-erb a SE vs SER < 0,0001 0,0279 0,0458
WT Leptin Kontrolle vs SE 0,0099 0,7050 0,0027
WT Leptin Kontrolle vs SER 0,3480 0,7819 0,4730
WT Leptin SE vs SER 0,0085 0,9468 0,0247
WT Ppar y Kontrolle vs SE 0,2309 0,2012 0,1336
WT Ppar y Kontrolle vs SER 0,0922 0,0077 0,0337
WT Ppar y SE vs SER 0,2920 0,1017 0,0136

Fett Zeit (p) |Intervention (p) | Interaktion(p)
Per Dbp Kontrolle vs SE 0,0023 0,2179 0,0059
Per Dbp Kontrolle vs SER 0,0792 0,3755 0,5897
Per Dbp SE vs SER 0,0022 0,8019 0,1812
Per Rev-erb o Kontrolle vs SE 0,0009 0,4952 0,1838
Per Rev-erb o Kontrolle vs SER < 0,0001 0,6648 0,3719
Per Rev-erb o SE vs SER 0,0213 0,8026 0,9315
Per Leptin Kontrolle vs SE 0,3667 0,1952 0,8359
Per Leptin Kontrolle vs SER 0,3164 0,1583 0,3766
Per Leptin SE vs SER 0,5879 0,9864 0,0483
Per Ppar y Kontrolle vs SE 0,0020 0,2460 < 0,0001

53



Diskussion

Per Ppar y Kontrolle vs SER 0,0005 0,2162 0,2195

Per Ppar y SE vs SER < 0.0001 0,0249 0,0020

Tabelle 3: 2-Way-ANOVA zum Vergleich der Genexpressionen zwischen Wildtypen und Mutanten sowie
innerhalb der einzelnen Gruppen.

4. Diskussion

4.1 Uberblick tiber die Ergebnisse

Vor dem Hintergrund der weltweit steigenden Pravalenz von Ubergewicht und Diabetes
Mellitus bei parallel dazu abnehmender durchschnittlicher Schlafdauer pro Nacht,
wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen von Schlafentzug auf metabolische
Parameter in Wildtypméusen und Mé&usen ohne funktionierende innere Uhr untersucht
(mPerl-mPer2-Doppelmutanten). Ausgangspunkt war die Hypothese, dass die zirkadiane
Uhr eine vermittelnde Rolle zwischen Schlafentzug und den daraus resultierenden
metabolischen Verénderungen einnimmt. In dieser Studie konnten deutliche Unterschiede
zwischen den Auswirkungen von Schlafentzug in Wildtypméusen und Mutanten gezeigt
werden. Schlafentzug flihrte zu einer gesteigerten Futteraufnahme, sowie zu einer
kompensatorischen Gewichtszunahme in den Wildtypmdusen. Beides wurde in der
Gruppe der Mutanten nicht gesehen. Schlafentzug stellte fir beide Mausstdmme keine
dauerhafte Stresssituation dar, jedoch zeigten die Mutanten eine akute Stressantwort auf
Schlafentzug. Auf hormoneller Ebene fiihrte Schlafentzug ausschlieBlich in den
Wildtypen zu Veranderungen der Leptinspiegel. Analysen der Genexpression zeigten,
dass der Glukose-Transporter Glut 2 nach Schlafentzug in den Wildtypmausen stark
gedampft exprimiert wurde, wéhrend es in den Mutanten zu einer tendenziellen Umkehr
des Expressionsrhythmus kam. Zusammengefasst konnten zwischen den beiden
Mausstammen unterschiedliche Effekte von Schlafentzug auf die untersuchten
metabolischen Parameter gezeigt werden, was auf eine wichtige Funktion der Per-

Uhrengene in der metabolischen Antwort auf Schlafentzug hindeutet.

54



Diskussion
4.2 Schlafentzug, ein stérkerer Zeitgeber als der Licht-Dunkel-Rhythmus in

Doppelmutanten

Der Schlaf-Wach-Rhythmus ist der wohl auffalligste zirkadiane Rhythmus. Der
Zeitpunkt von Schlaf und Wachheit wird von der zirkadianen Zentraluhr im SCN
reguliert. Ein wichtiger Zeitgeber fir den SCN ist der tagliche Wechsel von Licht und
Dunkelheit. Dass auch Schlafentzug als Zeitgeber wirken kann, konnte in einer Studie
mit Hamstern, die in konstanter Dunkelheit gehalten wurden, gezeigt werden. Akuter
Schlafentzug fihrt bei konstanter Dunkelheit zu einer Verschiebung der Phase der
zirkadianen Uhr nach vorne (8).

In der vorliegenden Studie wurden die Mdause in einem Licht-Dunkel-Rhythmus von
12:12 Stunden gehalten. In den Wildtypmausen kam es durch Schlafentzug zu keiner
Verschiebung der Phase des Schlaf-Wach-Rhythmus. Die Mé&use zeigten jedoch in der
auf den Schlafentzug folgenden Dunkelphase eine Verlangerung des auch unter
physiologischen Umstanden auftretenden Zeitintervalls der Aktivitatsminderung. Die
nach Schlafentzug verbliebenen sechs Stunden der Lichtphase, die den Mausen zum
Schlafen zur Verfligung standen, reichten offenbar nicht aus, das durch Schlafentzug
hervorgerufene Schlafdefizit auszugleichen. Anstatt mit einer Verlangerung der
Ruhephase und einem spéteren Einsetzen der Aktivitat zu reagieren, wurden die M&use
zum gewohnten Zeitpunkt, mit dem Ausschalten des Lichtes, aktiv. Das verbliebene
Schlafdefizit wurde durch eine verlangerte Ruhephase in der zweiten Halfte der
Dunkelphase kompensiert. Zwar bewirkt Schlafentzug demnach in den Wildtypen eine
Verdnderung des Schlaf-Wach-Rhythmus, dennoch bleibt das Aktivitatsverhalten der
Wildtypméuse an die Licht-Dunkel-Verhaltnisse gekoppelt.

Schlafentzug  bewirkte in den mPerl-mPer2-Doppelmutanten dagegen eine
Desynchronisation zwischen dem Aktivitatsrhythmus und dem Licht-Dunkel-Zyklus. Der
Hauptanteil der Aktivitat lag nun am Morgen (ZT 0-6), der Zeit des Schlafentzugs.
AufRerhalb dieser Zeit waren die Mause unabhangig von den Lichtverhaltnissen inaktiv.
Daraus lasst sich schlielen, dass Schlafentzug in den Mutanten scheinbar ein starkerer
Aktivitatsregulator als der Licht-Dunkel-Rhythmus war. Da diese Tiere aber nicht ber
ein funktionelles Uhrwerk verfligen, kann streng genommen nicht von einem echten
Zeitgeber gesprochen werden. Bei Vorhandensein einer funktionellen zirkadianen Uhr
bleibt der Licht-Dunkel-Rhythmus der starkere Zeitgeber. In konstanter Dunkelheit, bei
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Wegfall des Licht-Dunkel-Rhythmus, ist Schlafentzug dann wieder in der Lage die Phase
der zirkadianen Uhr zu verschieben (8).

Im Vergleich zu den Wildtypen war in den mPerl-mPer2 Doppelmutanten zudem die
Phase des Schlaf-Wach-Rhythmus unter Kontrollbedingungen nach vorne verschoben.
Schon rund zwei Stunden vor Ausschalten des Lichts zeigten die Mutanten einen Anstieg
der Aktivitat, wahrend die Wildtypen erst kurz vor Ausschalten des Lichtes zu ZT 12
aktiv wurden. Diese Beobachtung ist tbereinstimmend mit Ergebnissen aus einer Studie
von Shiromani und Kollegen aus dem Jahr 2004. Dort wurde gezeigt, dass der
Maximalwert der Korperkerntemperatur von mPerl-mPer2 Doppelmutanten und mPer2-
Mutanten ebenfalls mehr als zwei Stunden friher auftrat als der von Wildtypmdausen und
dass beide Mausstamme signifikant hdufiger wach waren in den letzten Zweidritteln der
Lichtphase als Wildtypmaduse. Die Beobachtung von Shiromani und Kollegen unterstiitzt
die Annahme, dass vor allem das mPer2-Gen die Phase des Schlaf-Wach- sowie des
Temperaturrhythmus beeinflusst (168). Die Tatsache, dass das Syndrom der friihen
Schlafphase (Familial advanced sleep phase syndrome, FASPS) auf einer Mutation des
hPer2-Gens beruht (180), unterstiitzt diese Hypothese.

4.3 Auswirkungen von Schlafentzug auf das Fressverhalten und die

Gewichtsentwicklung

Eine Vielzahl an Studien zeigt einen Zusammenhang zwischen der Regulation von Schlaf
und Stoffwechsel. Epidemiologische Daten lassen vermuten, dass chronischer partieller
Schlafentzug in Menschen zu einem erhdhten Korpergewicht fuhrt (zusammengefasst in
(97)). In dieser Arbeit bewirkte Schlafentzug kurzfristig eine signifikant reduzierte
Gewichtsabnahme in beiden Genotypen. Das Ergebnis scheint auf den ersten Blick im
Widerspruch mit den Beobachtungen, die in Menschen gemacht wurden, zu stehen. Bei
genauerer Betrachtung der Versuchsanordnungen lasst sich jedoch eine Erklarung finden.
Schlafentzug bei Menschen wird normalerweise in entspannter sitzender oder liegender
Position durchgefiihrt, so dass die Behandlung nicht zu einer Steigerung der Aktivitat,
verglichen mit den Kontrollpersonen, fuhrt (173). Die Mdause in dieser Arbeit wurden

nach der Gentle handling-Methode schlafentzogen. Zwar ist dies die schonendste
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Methode des Schlafentzugs bei Nagern, dennoch geht sie mit einer gesteigerten Aktivitat
und damit Energieverbrauch in dem Zeitraum des Schlafentzugs einher.

Des Weiteren missen die Mé&use aufgrund der verldngerten Aktivitatsphase ihre
Korpertemperatur tber einen langeren Zeitraum hinweg aufrechterhalten. Dies geschieht
durch Thermogenese im braunen Fettgewebe, ein VVorgang, der Energie verbraucht. Dass
Schlafentzug zu einer gesteigerten Thermogenese flhrt, konnte bereits in einer friiheren
Studie gezeigt werden (100). Der vermehrte Energieverbrauch der Mause durch
Steigerung der Aktivitdt sowie durch gesteigerte Thermogenese im Zeitraum des
Schlafentzugs sind die ndchstliegenden Erklarungen fir reduzierte Gewichtszunahme
wéhrend dieser Versuchsbedingung.

Schlafentzug fiihrte in beiden Mausstdmmen in gleicher Weise zu einer reduzierten
Gewichtszunahme, obwohl das Fressverhalten stark voneinander abwich. Wahrend die
Wildtypen in der Woche des Schlafentzugs signifikant mehr Futter aufnahmen als in der
Kontrollwoche, nahmen die Mutanten eine vergleichbare Menge an Futter auf,
entsprechend der Kontrollwoche. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Wildtypmause eine
héhere metabolische Rate als die Mutanten wahrend des Schlafentzugs aufwiesen. In der
Kontrollwoche nahmen beide Genotypen eine vergleichbare Menge an Futter auf und
zeigten eine entsprechende Gewichtszunahme, was darauf hindeutet, dass beide
Mausstamme unter Kontrollbedingungen normalerweise eine ahnliche metabolische Rate
aufweisen. Eine Steigerung der metabolischen Rate wahrend des Schlafentzuges wurde
auch in einer Studie mit Ratten gesehen, in der gezielt der REM-Schlaf unterdriickt
wurde (100). Dass Schlafentzug in den Mutanten eine geringere Steigerung der
metabolischen Rate bewirkt, lasst vermuten, dass in Mé&usen ohne funktionierende
zirkadiane Uhr die Signale des Schlafentzugs auf andere Art umgesetzt werden als in
Wildtypen.

Eine erhohte Nahrungsaufnahme (Hyperphagie) wéhrend des Schlafentzuges bei
gleichzeitig fehlender Gewichtszunahme wurde auch in anderen Studien mit Nagetieren
beobachtet (59,99-100). Studien am Menschen zeigten, dass Schlafentzug zu einem
Anstieg des subjektiven Hungergefiihls, sowie des Appetits der Versuchsteilnehmer
fihrte (173). Da auch in der Woche nach Schlafentzug die Futteraufnahme der Wildtypen
gesteigert war, handelt es sich scheinbar um einen langerfristigen Effekt. Aufgrund der
beobachteten gesteigerten Futteraufnahme in der Woche nach dem Schlafentzug ist es
nicht verwunderlich, dass die Wildtypen eine signifikant stirkere Gewichtszunahme

zeigten als unter Kontrollbedingungen. Diese kann als kompensatorische
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Gewichtszunahme nach vorangegangenem Gewichtsverlust gewertet werden. Dadurch
wird die Annahme unterstiitzt, dass Schlafentzug langfristig zu Ubergewicht fiihrt. Auch
in Menschen zeigt sich oftmals eine kompensatorische Gewichtszunahme nach
vorangegangenem Gewichtsverlust, was als Jojo-Effekt beschrieben ist. Dabei kommt es
am Ende einer Reduktionsdiét zu einer gesteigerten Gewichtszunahme, wodurch schnell
ein hdheres Gewicht als das Ausgangsgewicht erreicht wird. Zu einer kompensatorischen
Gewichtszunahme sind die Mutanten offenbar nicht in der Lage zu sein, da es in der
Woche nach Schlafentzug zu einer signifikant geringeren Gewichtszunahme kam als in
der Kontrollwoche. Die Effekte des Schlafentzugs scheinen in den Mutanten in der
Woche nach Schlafentzug noch nachzuwirken. Das Vorhandensein der PER1- und PER2-
Proteine scheint folglich eine Vorraussetzung fur eine kompensatorische
Gewichtszunahme nach Schlafentzug zu sein. Es konnten somit auch auf Ebene des
Fressverhaltens und der Gewichtsentwicklung verschiedenartige Auswirkungen von
Schlafentzug in den beiden Mausstdmmen gefunden werden.

Bei genauerer Betrachtung des Fressrhythmus zeigte sich, dass die Wildtypen die
zusétzliche Menge an Futter wahrend des Schlafentzuges primar in der Lichtphase
aufnahmen. Schlafentzug bewirkte demnach eine Abschwéchung des Tag/Nacht-
Fressrhythmus der Wildtypmause. Verglichen mit der Kontrollwoche wird wahrend des
Schlafentzugs ein groRerer Teil der gesamten Futtermenge in der Lichtphase
aufgenommen und damit zu einem Zeitpunkt, an dem normalerweise nur eine geringe
Futteraufnahme erfolgt. Eine Futteraufnahme von Mausen wahrend der Lichtphase ist
vergleichbar mit nachtlichem Essen beim Menschen, wie es haufig bei Schichtarbeitern
beobachtet wird. Abendliche oder néchtliche Nahrungsaufnahme scheint eher eine
Gewichtszunahme zu verursachen als morgens oder nachmittags konsumierte Nahrung
(9,155). In Untersuchungen bei Schichtabeitern konnte gezeigt werden, dass
Schichtarbeit deutlich mit Ubergewicht assoziiert ist (50). In Ubereinstimmung dazu,
konnte auch in Tierstudien beobachtet werden, dass eine Futteraufnahme zu einem
unphysiologischen Zeitpunkt eine gesteigerte Gewichtszunahme bewirkt. Mause, die nur
wéhrend der Lichtphase Zugang zu Futter hatten, nahmen signifikant mehr an Gewicht zu
verglichen mit Kontrolltieren, die nur wahrend der Dunkelphase Futter aufnehmen
konnten (10). Die Umverteilung der Nahrungsaufnahme von Tag zu Nacht ist eine
Maglichkeit, wie chronischer Schlafentzug in Menschen zu Ubergewicht fiihren kénnte.
Die Mutanten zeigten bereits unter Kontrollbedingungen keinen ausgepréagten

Fressrhythmus. Die Interpretation des Fressrhythmus ist jedoch schwierig, wenn man
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berticksichtigt, dass die Futteraufnahme nattrlich abhangig von dem Aktivitatsverhalten
ist. Da die Mutanten bereits etwa zwei Stunden friher aktiv wurden als die Wildtypen,
mussten die Messungen der Futteraufnahme an diese Aktivitats-Verschiebung relativ
zum Licht-Dunkel-Rhythmus angepasst werden. Aussagen uber das Fressverhalten sind
unter diesen Umstanden nicht zuverldssig zu machen. Es wird jedoch sehr deutlich, dass
Schlafentzug zu keinen signifikanten Anderungen des Fressrhythmus fiihrte, obwohl sich
das Aktivitatsverhalten der Mutanten unter Schlafentzug drastisch verénderte.

Schlussfolgernd zeigen sich betréchtliche Unterschiede in der Auswirkung von
Schlafentzug auf das Fressverhalten und die Gewichtsentwicklung zwischen den beiden
Genotypen, wodurch die Hypothese gestarkt wird, dass die innere Uhr daran beteiligt ist,

die Signale des Schlafentzugs auf die metabolische Ebene zu vermitteln.

4.4 Hormonelle VVerédnderungen durch Schlafentzug

Kortikosteron tbernimmt sehr vielseitige Aufgaben im Stoffwechsel, unter anderem wird
es in Stresssituationen ausgeschuttet (132). Um ausschlieBen zu konnen, dass die
beobachteten  Verdnderungen nach  Schlafentzug auf Schwankungen des
Kortikosteronspiegels zurlickzufuhren sind, wurde Kortikosteron im Plasma bestimmt. In
den Wildtypen bewirkte Schlafentzug eine leichte, jedoch nicht signifikante Erhdhung
des Grund-Niveaus. Daraus kann geschlossen werden, dass durch Schlafentzug weder
eine akute noch eine chronische Stresssituation hervorgerufen wurde. Die wahrend und
nach Schlafentzug auf verschiedenen Ebenen gesehenen Veranderungen lassen sich
folglich nicht durch Anderungen des Kortikosteronsspiegels erklaren und koénnen
demnach nur durch von Kortikosteron unabhangige Effekte des Schlafentzugs bedingt
sein. Das Ergebnis zeigt weiterhin, dass die von uns durchgefiihrte Gentle handling-
Methode ein geeignetes Verfahren des stressfreien Schlafentzugs ist.

In den Mutanten fuhrte Schlafentzug lediglich zu einer schwach signifikanten Erhéhung
des Kortikosteronwertes an ZT 6. An allen anderen Zeitpunkten war der
Kortikosteronspiegel vergleichbar mit den Kortikosteronwerten in der Kontrollwoche.
Somit stellte Schlafentzug fir die Mutanten nur an ZT 6 eine akute Stresssituation dar.
Dass der Anstieg der Kortikosteronkonzentration an ZT 6 keinen Einfluss auf die

gesehenen Verdnderungen nach Schlafentzug hatte, ist nicht auszuschlieBen. Jedoch
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erscheint es unwahrscheinlich, dass Kortikosteron die beobachteten Effekte bedingt, da es
lediglich an einem einzelnen Zeitpunkt zu einer Erhéhung des Kortikosteronspiegels
kam, was sich zudem als kurzfristiger Effekt darstellte.

Sowohl in der ersten als auch in der letzten Stunde des Schlafentzugs waren flr die
konsequente Durchsetzung des Schlafentzugs mehr Eingriffe nétig, um die Mutanten
wach zu halten, als fiur die Wildtypen. Die in der letzten Stunde des Schlafentzugs
besonders stark erhéhte Anzahl der erforderlichen Eingriffe kbnnte eine Erklarung fiir die
gesteigerte Kortikosteronausschittung an ZT 6 sein. Dass die Mutanten schwieriger wach
zu halten waren, ist nicht berraschend. In einer Studie mit Bmall-Mutanten wurde
ebenfalls beobachtet, dass Bmall-Mutanten fur einen konsequenten Schlafentzug mehr
Eingriffe benotigten als die entsprechenden Wildtypen, woraus geschlussfolgert wurde,
dass die Mutanten chronisch unter einem erhéhten Schlafdruck leiden (112). In einer
weiteren Arbeit, in der die Deltaaktivitdt mittels EEG registriert wurde, konnte gezeigt
werden, dass mPerl-mPer2-Doppelmutanten empfindlicher auf Schlafentzug reagieren.
Zwar wurde dies von den Autoren nicht erwahnt, jedoch ist anhand der verdffentlichten
Daten zu sehen, dass mPerl-mPer2-Doppelmutanten im Anschluss an einen
sechsstlindigen Schlafentzug eine deutlich langer anhaltende Erhéhung der Deltaaktivitat
im EEG zeigten als die Wildtypen. Das Ergebnis deutet daraufhin, dass die Mutanten
einen hoheren Schlafdruck aufbauen als die Wildtypen (168).

Neben Kortikosteron wurden auch die Auswirkungen von Schlafentzug auf die
Leptinkonzentration im Plasma untersucht. Durch den Schlafentzug kam es in den
Wildtypméausen zu einer signifikanten Erhéhung des Tagwertes, welche auch in der
Woche nach Schlafentzug anhielt. Nach Schlafentzug zeigte der Nachtwert ebenfalls eine
tendenzielle Erhohung. Leptin  vermittelt Sattigungsgefiihle und erhdht den
Energieumsatz (96). Erhohte Leptinspiegel missten demnach zu einem stérkeren
Sattigungsgefuhl fihren und eine verminderte Aufnahme von Nahrung bedingen. Die in
dieser Arbeit beobachtete erhohte Plasmakonzentration von Leptin wahrend und nach
Schlafentzug ging in den Wildtypen jedoch mit einer gesteigerten Futteraufnahme einher.
Daraus lasst sich schlieRen, dass Leptin in den Wildtypen unter Schlafentzug den Appetit
nicht in wirksamer Weise supprimieren kann. Eine vergleichbare Stoffwechsellage
besteht in vielen Ubergewichtigen Menschen, in denen zwar erhohte Leptinspiegel
vorliegen, Leptin jedoch seine appetitdampfende Wirkung scheinbar nicht entfalten kann,
da es nicht zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme kommt (133). Diese Situation der

Leptinresistenz ist Zeichen einer gestorten Energiehomdostase und ein Risikofaktor flr
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die Entwicklung von Ubergewicht (130). Dass in den Wildtypmausen ebenfalls eine
Leptinresistenz vorgelegen haben konnte, Iasst moglich erscheinen, dass Schlafentzug
unter anderem (iber die Entstehung einer Leptinresistenz zu Ubergewicht fithren kénnte.
In einigen Studien wurden nach Schlafentzug, abweichend von den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, erniedrigte Leptinspiegel beobachtet (60,100). Hier wurden jedoch
die Auswirkungen von totalem Schlafentzug in Ratten untersucht, wéahrend in der
vorliegenden Arbeit die Effekte von partiellem Schlafentzug in Mausen analysiert
wurden. Des Weiteren wurden Methoden des Schlafentzugs angewandt, die weitaus
stressvoller sind als die Gentle-handling-Methode, so dass sich die unterschiedlichen
Ergebnisse moglicherweise auf die unterschiedlichen Studiendesigns zurlckfihren
lassen.

In den Mutanten lagen bereits unter Kontrollbedingungen hohere Leptinspiegel als in den
Wildtypen vor, was bereits in anderen Studien beschrieben wurde (71). Wahrend und
nach Schlafentzug kam es zu keinen signifikant veranderten Leptinkonzentrationen.
Unter Umstanden sind die Leptinkonzentrationen in den Mutanten im Vergleich zu denen
in den Wildtypen wahrend der Kontrollbedingungen schon so stark erhoht, dass keine
weitere Steigerung des Leptinspiegels durch Schlafentzug moglich ist. Da in der
Kontrollwoche beide Genotypen eine vergleichbare Menge an Futter aufnahmen, die
Mutanten jedoch dreimal so hohe Leptinwerte aufwiesen wie die Wildtypen, lieBe sich
schlussfolgern, dass Leptin den Appetit in den Mutanten nicht ausreichend dampft. Die
Mutanten weisen demnach bereits unter Kontrollbedingungen eine Stoffwechsellage auf,
wie man sie bei Bestehen einer Leptinresistenz erwartet. Das Vorliegen von
funktionierenden Perl- und Per2-Genen kdnnte sowohl eine VVoraussetzung fir die durch
Schlafentzug induzierte Erhéhung des Leptinspiegels als auch fur die Wirksamkeit von
Leptin sein.

Ghrelin stellt in der Regulation des Korpergewichts einen Gegenspieler von Leptin dar,
indem es Appetit stimuliert (198). Wie bereits im Ergebnissteil beschrieben, ergab die
Analyse der Sekretion von Ghrelin von den publizierten Daten deutlich abweichende
Ergebnisse. Aus diesem Grund wurde Ghrelin nur in den Wildtypen bestimmt. Mégliche
Fehlerquellen sind darin zu sehen, dass aufgrund einer begrenzt vorhandenen
Plasmamenge 1:5 verdiinntes Plasma eingesetzt werden musste und dies zu einer
Verfélschung der Ergebnisse fiihrte. Mittels ELISA wird das acetylierte und damit
biologisch aktive Ghrelin nachgewiesen. Da das Plasma nach der Entnahme nicht

angesauert wurde, konnte dies zu einer teilweisen Degradation des acetylierten Ghrelins
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geflihrt haben, wodurch die biologisch aktive Form nicht mehr zuverldssig bestimmt
werden konnte.

Alles in allem lassen sich auch auf Hormonebene deutlich von einander abweichende
Reaktionen auf Schlafentzug in den Wildtypmé&usen und Mutanten beobachten, so dass
geschlussfolgert werden kann, dass die zirkadiane Uhr bzw. zumindest die PER1- und
PER2-Proteine an der Ubertragung der Effekte von Schlafentzug auf hormoneller Ebene

beteiligt sind. Offen bleibt, Uber welche Mechanismen diese Effekte vermittelt werden.

4.5 Auswirkungen von Schlafentzug auf molekularer Ebene

Anhand der quantitativen Real-time-PCR wurden die Effekte von Schlafentzug auf
molekularer Ebene naher analysiert. Da sowohl das Leber- als auch das Fettgewebe an
der Regulation des Stoffwechsels sowie des Korpergewichtes beteiligt sind, wurde die
Transkription ausgesuchter Gene in diesen Geweben untersucht.

Im Lebergewebe der Wildtypen wurden die Uhren- bzw. Uhrenkontrollierten Gene Dbp
und Rev-erb o rhythmisch exprimiert. Die ermittelten Maximalwerte der Expression der
beiden Gene stimmen mit denen, die in der Literatur angegeben sind, tberein (102,107).
Dies zeigt, dass die Methode der quantitativen Realtime-PCR beherrscht wurde. Der
Schlafentzug flhrte priméar zu Amplitudenanderungen in der Expression von Dbp und
Rev-erb « in den Wildtypen, wahrend die Phasenlage unberthrt blieb. Die zirkadiane Uhr
in der Leber scheint demnach weitgehend unbeeinflusst durch den Schlafentzug gewesen
zu sein. Jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit nur Dbp und Rev-erb « als Uhrengene
untersucht. Wie die anderen Uhrengene in der Leber auf Schlafentzug reagieren bedarf
weiterer Forschung. Es ist jedoch nicht erstaunlich, dass die Expressionen von Dbp und
Rev-erb o keine signifikanten Veranderungen der Phase unter Schlafentzug aufwiesen,
bedenkt man, dass es durch Schlafentzug ebenfalls zu keiner Anderung des prinzipiellen
Aktivitatsrhythmus der Wildtypen kam, was darauf hindeutet, dass auch die zirkadiane
Zentraluhr im SCN vom Schlafentzug unbeeintréchtig blieb. Deutliche Auswirkungen
hatte Schlafentzug jedoch auf die Glut2-Expression im Lebergewebe der Wildtypmause.
Unter Kontrollbedingungen lag der Maximalwert der Expression bei ZT 12. Die
Aufgabe des Glukosetransporters 2, fir den dass Glut2-Gen (Slc2a2) kodiert, ist der

Transport von Glukose aus den Hepatozyten in den Blutkreislauf bei einem niedrigen
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zirkulierenden Plasmaglukosespiegel (111). Da ZT 12 am Ende der Ruhephase liegt, zu
einem Zeitpunkt, an dem die Mé&use langere Zeit keine bzw. nur wenig Futter
aufgenommen hatten, erscheint ein Maximalwert zu diesem Zeitpunkt physiologisch
sinnvoll. Durch Schlafentzug kam es interessanterweise zu einem Verlust der
rhythmischen Expression von Glut2, der auch in der Woche nach Schlafentzug anhielt
und damit einen langerfristigen Effekt darstellt. Besonders an ZT 12 war die Glut2-
Expression auf ein erniedrigtes Niveau herunterreguliert. Eine verminderte Anzahl an
Glukosetransportern bewirkt einen reduzierten Transport von Glukose aus den
Hepatozyten und fuhrt dadurch vermutlich zu einer erschwerten Sicherstellung eines
adaquaten Glukosespiegels. Eine vermehrte Nahrungsaufnahme, wie in den Stunden des
Schlafentzuges gesehen, kénnte ein zu starkes Absinken des Blutglukosespiegels in den
nachfolgenden Stunden verhindert haben und somit eine kompensatorische Malinahme
darstellen. Welche Auswirkungen eine verminderte Glut2-Expression tatséchlich auf den
Glukosespiegel hat bzw. welche kompensatorischen MalRnahmen ergriffen werden, kann
anhand der hier erfassten Daten nicht abschlieBend geklart werden. Hinweise, inwiefern
eine verminderte Expression von Glut2 die Glukosehomdostase beeintrachtigt, lassen
sich in einer Studie finden, in der Mause mit einer leberspezifischen Deletion von Bmall
untersucht wurden. In diesen Mausen kommt es ebenfalls zu einem Verlust der
zirkadianen Expression von Glut2, was zu Hypoglykédmien in der Fastenphase, sowie zu
einer schnelleren Normalisierung des Blutglukosespiegels nach Gabe eines Glukosebolus
bei unbeeintrachtigter Insulinproduktion und -sensitivitat fiihrte (111). Eine gestorte
Glut2-Expression hat somit dramatische Auswirkungen auf die Glukosehomgostase. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass die Leber ein Zielgewebe von
Schlafentzug ist und dieser den Glukosestoffwechsel der Wildtypmause in erheblichem
MaBRe beeinflusst. Sollte Schlafentzug dauerhaft das Gleichgewicht der
Glukosehomoostase storen, konnte dies langfristiy zu Beeintrachtigungen der
Gewichtsregulation fuhren.

In den Mutanten wurden Dbp und Rev-erb o im Lebergewebe vor und nach Schlafentzug
nicht rhythmisch exprimiert. In der Woche des Schlafentzugs wurde ein Rhythmus in der
Expression beider Gene mit Maximalwerten bei ZT 18 detektiert. Inwieweit die
Induktion eines Rhythmus der Uhren- bzw Uhrenkontrollierten Gene in der Leber mit der
Anderung des Aktivitatsrhythmus zusammenhingt, kann an dieser Stelle nicht endgiiltig
geklart werden. Im Gegensatz zu der Glut2-Expression in Wildtypen, zeigte die Glut2-

Expression keine signifikanten Verdnderungen durch Schlafentzug, lediglich eine
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Tendenz zur Umkehr des Rhythmus wurde beobachtet. An dieser Stelle zeigt sich einmal
mehr, wie deutlich die Auswirkungen von Schlafentzug in den verschiedenen Genotypen
voneinander abweichen. Ahnlich wie die zirkadiane Uhr im Lebergewebe wurde die
zirkadiane Uhr im Fettgewebe durch den Schlafentzug spezifisch moduliert. Signifikante
Veranderungen zeigten sich v.a. in Veranderungen der Amplitude.

In Ubereinstimmung mit den weiter oben beschriebenen Auswirkungen von Schlafentzug
auf den Leptinspiegel im Serum ergab die Analyse der Genexpression von Leptin in den
Wildtypen einen signifikanten Anstieg der Expression an ZT18 durch Schlafentzug,
wodurch sich ein Einfluss von Schlafentzug auf den Leptinhaushalt weiter bestatigte.
Daneben konnte eine Induktion der Genexpression von Ppar y wie an ZT6 und ZT12 in
der Woche nach Schlafentzug in den Wildtypen beobachtet werden. In Reaktion auf den
Schlafentzug kam es dagegen in den Mutanten zu einer signifikanten Erhéhung des ZT O-
Wertes von Ppar y. Eine vermehrte Aktivitat von Ppar y fuhrt zu einer erhohten
Proliferation der Adipozyten, sowie einer Steigerung der Insulinsensitivitat des
Fettgewebes (28,32,123). Eine Gewichtszunahme der Mutanten in der Woche des
Schlafentzuges resultierte daraus aber nicht. In den Mutanten hatte Schlafentzug wie in
den Wildtypen keinen deutlichen Einfluss auf die Expression von Dbp und Rev-erb a im
Fettgewebe.

Beim Vergleich der PCR-Daten der beiden Genotypen zeigen sich demnach klar
voneinander abweichende Ergebnisse, woraus folgt, dass Schlafentzug auch auf
molekularer Ebene abhangig vom Genotyp unterschiedliche Auswirkungen hat. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit der dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothese, dass
die Perl- und Per2-Gene (und damit die zirkadiane Uhr) Teil des Mechanismus sind,
uber den Schlafentzug die Expression von metabolisch relevanten Genen in peripheren

Geweben beeinflusst.

4.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einflisse von Schlafentzug auf verschiedene
Meatbolismus-assoziierte Parameter abhdngig vom zirkadianen Genotyp untersucht,
angefangen mit den Auswirkungen von Schlafentzug auf das Verhalten bis hin zu den

Expressionsmustern einzelner Gene. Die meisten Auswertungen in dieser Arbeit
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erfolgten mittels eines unifaktoriellen Tests. Die in den unifaktoriellen Tests gesehenen
Effekte von Schlafentzug wurden mittels 2-Way-ANOVAs bestétigt, was in der zu dieser
Arbeit gehorenden VerOffentlichung in PlosOne nachgelesen werden kann.
Zusammenfassend flhrte Schlafentzug auf allen Ebenen zu deutlich voneinander
abweichenden Ergebnissen zwischen den beiden Genotypen. Es konnten sich somit viele
Hinweise finden lassen, die die zuvor aufgestellte Hypothese starken und die Beteiligung
der Perl- und Per2-Gene an der Vermittlung der metabolischen Antwort auf
Schlafentzug sehr wahrscheinlich erscheinen lassen. Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen
jedoch auch eine Reihe von Fragen auf. Es ist noch nicht ausreichend geklart, tber
welche Mechanismen und Signalwege Schlafentzug die metabolischen Verédnderungen
bewirkt. Sowohl durch Untersuchungen an Mausen mit Mutationen anderer Uhrengene,
als auch mit gewebsspezifischen Deletionen der zirkadianen Uhr, konnte die Rolle der
zentralen und peripheren Uhren in der wechselseitigen Beziehung von Schlaf und
Metabolismus n&her beleuchtet werden. In nachfolgenden Studien sollte zudem
Schlafentzug langer als funf Tage durchgefuhrt werden, um zu prifen, ob léanger
andauernder Schlafentzug eventuell zu noch deutlicheren Effekten fiihrt, z.B. im
Fettgewebe oder in der Glukosehomdostase.

Natdrlich sind Ergebnisse, die in Nagetieren gewonnen wurden, oft nur begrenzt auf den
Menschen zu Ubertragen. Zum einen koénnte diese Tatsache in Bezug auf Schlafentzug an
den verschiedenen Versuchsprotokollen liegen (siehe Abschnitt 4.3), zum anderen
maoglicherweise an der unterschiedlichen Ausstattung mit braunem Fettgewebe. Braunes
Fettgewebe ist in Nagetieren am Energiestoffwechsel beteiligt, liegt jedoch in
ausgewachsenen Menschen nur in geringer Menge vor (98) und hat somit in Menschen
keinen wesentlichen Anteil am Energiestoffwechsel. Es bedarf folglich einer
anschlieBenden Validierung der in Nagetieren gewonnenen Ergebnisse in Menschen. Die
Untersuchungen der Zusammenhange zwischen der Regulation von Schlaf und des
Metabolismus sowie die Rolle der zirkadianen Uhr in diesem Wechselspiel zielen darauf
ab, bisher unbekannte Signalwege zwischen Schlafdauer, Gewichtszunahme und inneren
Uhr aufzuzeigen. Hintergrund ist die Hoffnung, neue Therapieverfahren zu finden, die in
diese Signalwege modulierend eingreifen, um auf diese Weise stoffwechselassoziierte
Pathologien wie Ubergewicht und Diabetes Mellitus, Erkrankungen, die voraussichtlich

innerhalb der néchsten Jahrzehnte weiter an Pravalenz zunehmen werden, zu therapieren.
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5. Zusammenfassung

Die weltweite Pravalenz von Ubergewicht und den damit assoziierten Erkrankungen
steigt seit Jahren in beunruhigendem Ausmali. Neuere Studien belegen, dass bereits eine
halbe Milliarde Menschen weltweit an Fettleibigkeit leiden. Zeitgleich zu der steigenden
Pravalenz von Ubergewicht veranderte sich das Schlafverhalten vieler Menschen
deutlich. So kam es in den letzten Dekaden zu einer signifikanten Abnahme der
durchschnittlichen Schlafdauer pro Nacht. Eine Vielzahl an Studien liegt bereits vor, die
auf einen Zusammenhang zwischen der Regulation von Schlaf und Stoffwechsel
hindeuten. Epidemiologische Daten lassen vermuten, dass chronischer partieller
Schlafentzug in Menschen zu einem erhdhten Koérpergewicht fihrt. Der Schlaf-Wach-
Rhythmus ist der wohl deutlichste Verhaltensrhythmus des Menschen. Er wird genau wie
viele Stoffwechselprozesse von der inneren oder auch zirkadianen Uhr (von lat. circa
dies = ungeféahr ein Tag) gesteuert. Die zirkadiane Uhr ist hierarchisch strukturiert. Sie
besteht aus einem zentralen Schrittmacher, der seinen Sitz im Nucleus suprachiasmaticus
(SCN) im Hypothalamus hat, und einem Netzwerk aus Uhren in peripheren Geweben und
Organen. Die zirkadiane Uhr synchronisiert innere Vorgange mit den wechselnden
aulleren Anforderungen des 24-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Auf molekularer Ebene
besteht die zirkadiane Uhr aus so genannten Uhrengenen, zu denen auch die Period-Gene
gehoren. Die Uhrengene bilden sich gegenseitig beeinflussende transkriptionell-
translationelle Rlckkopplungsschleifen, wodurch sie den ~24-Stunden-Takt der
zirkadianen Uhr generieren.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Annahme, dass die innere Uhr an der
Regulierung der metabolischen Antwort auf Schlafentzug beteiligt ist. Um die
Beteiligung der zirkadianen Uhr an der Interaktion zwischen Schlafentzug und
Metabolismus zu testen, wurden die Auswirkungen von partiellem Schlafentzug auf
metabolische Parameter in Wildtypenmausen und mPerl-mPer2-Doppelmutanten, die
uber keine funktionierende innere Uhr verfugen, untersucht. Anhand von Analysen des
Fressverhaltens,  der  Gewichtsentwicklung,  der  Hormonsekretion,  sowie
molekulargenetischer Untersuchungen lieRen sich deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Genotypen in der metabolischen Antwort auf Schlafentzug auf allen
untersuchten Ebenen finden. Die gewonnenen Daten deuten daraufhin, dass die
zirkadiane Uhr in Form der Period-Gene an der Regulierung der metabolischen Antwort

auf Schlafentzug beteiligt ist.
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