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Zusammenfassung

Viele rhythmische Kdorperfunktionen werden durch das zirkadiane System koordiniert. Eine
Chronodisruption bezeichnet eine Stérung des zirkadianen Systems, die schadliche
Auswirkungen auf die Gesundheit haben kann. Es wird vermutet, dass Chronodisruption zu
einer Dysregulation des Immunsystems fiihrt und damit direkt zur Pathogenese der
neurodegenerativen Verdnderungen beitrdgt. Gestorte zirkadiane Rhythmen im zentralen
Nervensystem (ZNS) konnen u. a. zu einer Beeintrachtigung der Hippocampusfunktion fiihren.
Die Rolle von Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) in diesem Prozess wird intensiv
diskutiert. Zu den bekanntesten PRRs gehoren NOD-like-Rezeptore (NLRs), welche wichtige
Bestandteile von Inflammasomen sind. Inflammasome stellen intrazellulire Proteinkomplexe
dar, die nach Aktivierung die Produktion und Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine
vermitteln. Sie wurden bereits bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben, die
auch chronodisruptive Begleitsymptome aufweisen.

In unserer Studie wurde die Hypothese liberpriift, dass eine akute Chronodisruption infolge von
Dauerlicht (LL) fiir zwei Wochen, Komponenten des angeborenen Immunsystems im
Hippocampus von C57BL/6J Méusen aktiviert. Zunichst wurde der Allgemeinzustand und das
Differentialblutbild untersucht. LL hatten keinen Einfluss auf den Allgemeinzustand inklusive
Korpergewicht und auf das Differentialblutbild. Mittels Immunhistochemie wurden Astrozyten
und Mikroglia gefarbt und analysiert, um die Auswirkung von LL auf Gliazellen zu
untersuchen. Es konnte keine Astrogliose induziert werden, jedoch wurde signifikant erhdhte
Fluoreszenzintensitidt von Mikroglia in LL-Gruppe beobachtet. AnschlieBend wurde mittels
quantitativer real-time Polymerase-Kettenreaktion und Western Blot die Expression der
folgenden Inflammasomen auf Messenger-RNA- und Proteinebene untersucht: NLRP1b,
NLRP3, NLRC4, Absent in melanoma-2 (AIM2) und deren Komponenten - Apoptosis-
associated speck-like Protein containing a CARD (ASC), Caspase-1 (Casp1) sowie Interleukine
(IL) - IL-1B, IL-18. Die Genexpression von aktiver Caspl und AIM2 war in LL-Méusen
signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu war die Proteinexpression von Caspl in der LL-
Gruppe signifikant erhdht.

Dauerlicht, welche 14 Tage lang anhielt, fiihrte in unserer Studie zu keiner relevanten
Inflammation im Maus-Hippocampus, dennoch zu nachweisbaren pra-inflammatorischen
Verdnderungen. Um weitere Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, wie eine chronische
Chronodisruption auf die Komponenten des angeborenen Immunsystems auswirkt, sind
Studien notwendig, in denen Versuchstiere iliber einen ldngeren Zeitraum dem Dauerlicht
ausgesetzt werden.



Summary

Many rhythmic body functions are coordinated by the circadian system. Chronodisruption
refers to a disruption of the circadian system that can have detrimental effects on health.
Chronodisruption is thought to lead to dysregulation of the immune system, contributing
directly to the pathogenesis of neurodegenerative changes. Disturbed circadian rhythms in the
central nervous system (CNS) can lead, among other things, to impaired hippocampal function.
The role of pattern recognition receptors (PRRs) in this process is intensively discussed. The
best-known PRRs include NOD-like receptors (NLRs), which are important components of
inflammasomes. Inflammasomes represent intracellular protein complexes that mediate the
production and release of pro-inflammatory cytokines after activation. They have already been
described in some neurodegenerative diseases, which also show chronodisruptive concomitant
symptoms.

In our study, we tested the hypothesis that acute chronodisruption due to constant light (LL) for
14 days, activates components of the innate immune system in the hippocampus of C57BL/6J
mice. First, general condition and differential blood count were examined. LL had no effect on
the general condition including body weight and on the differential blood count. Astrocytes and
microglia were stained and analysed by immunohistochemistry to investigate the effect of LL
on glial cells. No astrogliosis could be induced, but significantly increased fluorescence
intensity of microglia was observed in LL-group. Subsequently, quantitative real-time
polymerase chain reaction (QRT-PCR) and Western blot were used to investigate the expression
of the following inflammasomes at messenger RNA and protein levels: NLRP1b, NLRP3,
NLRC4, Absent in melanoma-2 (AIM2) and their components - Apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD (ASC), Caspase-1 (Caspl) and Interleukins (IL) - IL-1p, IL-
18. Gene expression of active Caspl and AIM2 was significantly reduced in LL mice. In
contrast, protein expression of Caspl was significantly increased in the LL group.

Constant light, which lasted for 14 days, did not cause any relevant inflammation in the mouse
hippocampus in our study, but nevertheless led to detectable pre-inflammatory changes. To gain
further insights into how chronic chronodisruption affects the components of the innate immune
system, studies are needed in which experimental animals are exposed to continuous light over
a longer period of time.
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1 Einleitung

1.1 Zirkadianes System

Aufgrund der Rotation der Erde um ihre eigene Achse dndern sich die Umweltbedingungen,
wie die Dauer der Lichteinwirkung und die Temperatur, rhythmisch in einer Periode von 24
Stunden. Diese zyklisch wiederkehrenden Verdnderungen in der Umwelt beeinflussen fast alle
physiologischen und biochemischen Prozesse aller Lebewesen auf unserem Planeten. Als
optimale Anpassungsmechanismen, die evolutionér iiberlebensférdernd sind, haben pflanzliche
und tierische Organismen Verhaltensmuster und physiologische Prozesse entwickelt, die einem
24-Stunden-Zyklus folgen und als zirkadiane Rhythmen bezeichnet werden. Zirkadiane
Rhythmen (aus dem Lateinischen: circa = ungefihr, dies = Tag) sind autonome Schwingungen
in biologischen Prozessen, die einem Organismus ermoglichen, die Homdostase
aufrechtzuerhalten und biochemische, physiologische sowie verhaltensbezogene Prozesse
entsprechend den verdnderten Bedingungen zu regulieren (Pittendrigh, 1993; Tarquini,
Carbone, Martinez, & Mazzoccoli, 2019).

Der zirkadiane Rhythmus, auch "innere Uhr" genannt, benétigt keine Signale von der
AuBlenwelt (Sollars & Pickard, 2015), um seinem eigenen Rhythmus zu folgen und wird durch
die Periodenlidnge definiert. Die Periodenlinge misst die Dauer der Wiederholung eines
Ereignisses. Sie ist jedoch nicht immer genau 24 Stunden lang, sondern betragt fiir verschiedene
Arten in der Regel 22 bis 25 Stunden (Pittendrigh, 1993). Die Anpassung (Entrainment) eines
exakten 24-Stunden-Zyklus erfolgt mit Hilfe von duleren Reizen, den so genannten Zeitgebern.
Die Zeitgeber sind Signale aus der Umgebung, wie Licht, Temperatur und Luftfeuchtigkeit,
wobei das Licht der mit Abstand stirkste und effektivste Hinweisreiz ist (Pittendrigh, 1993).
Das gute Beispiel fiir zirkadiane Rhythmik auf der Verhaltensebene ist der Schlaf-Wach-
Rhythmus, bei dem sich Aktivitdts- und Ruhephasen zyklisch abwechseln. Zahlreiche andere
physiologische Prozesse, wie die Regulation der Korpertemperatur, das Herz-Kreislauf-,
Verdauungs- und endokrine System, sowie Stoffwechsel- und Immunfunktionen unterliegen
dem zirkadianen Rhythmus (Curtis, Bellet, Sassone-Corsi, & O'Neill, 2014; Huang, Ramsey,
Marcheva, & Bass, 2011; Kolbe & Oster, 2019; Manfredini, Fabbian, Cappadona, & Modesti,
2018).

Bei Sdugetieren werden die zirkadianen Rhythmen durch ein hierarchisch organisiertes System,
innerhalb des zentralen Nervensystems gesteuert. Das zentrales Steuerungselement eine

“Clock® oder Zentrale Uhr, ist der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) (Stephan & Zucker,
1



1972), ein paarig angelegtes Kerngebiet im anterioren Hypothalamus, oberhalb des Chiasma
opticum (Herzog, Hermanstyne, Smyllie, & Hastings, 2017). Der SCN erhélt Hauptafferenzen
von photosensitiven retinalen Ganglienzellen iiber den retinohypothalamischen Trakt (RHT).
Der SCN sendet wiederum seine Efferenzen in verschiedenen Regionen des Gehirns — wie dem
Septum und dem Nucleus paraventricularis verbunden. Informationen beziiglich der Tageszeit
werden darauthin iiber neuroendokrine, sympathische und parasympathische Signalwege an die
peripheren Organe weiterzuleiten (Moore, 2013).

Eine wichtige Rolle bei der Koordinierung des zirkadianen Systems spielt das Hormon
Melatonin. Melatonin stellt ein Signal fiir die Schlafeinleitung dar und wird durch Epiphyse
produziert (Touitou, Reinberg, & Touitou, 2017). Epiphyse ist durch synaptische
Verschaltungen mit dem SCN verbunden. Die Produktion von Melatonin in Epiphyse wird
durch den SCN tagesrhythmisch gesteuert. Die Regulierung von Hormonbildung erfolgt durch
ein Lichtimpuls, welcher den SCN iiber den RHT erreicht und zur Hemmung der
Melatoninproduktion fiihrt. Bei Dunkelheit kommt es zur Aufhebung der Hemmung und
Steigerung der Melatoninkonzentration. Durch Koordinierung der circadian-rhythmischen
Vorgéinge im Korper wirkt es als Zeitgeber (Arendt & Skene, 2005). Melatonin zdhlt zu den
zentralen Impulsgebern des biologischen Rhythmus, dessen Hauptfunktion darin besteht,
Informationen iiber Verdnderungen der Tageslinge zu vermitteln (Arendt & Skene, 2005;
Jones, Durrant, Michaelides, & Green, 2015).

Unabhéngig von der zentralen Uhr gibt es auch so genannte periphere Uhren, die in sémtlichen
Zellen und Gewebetypen vorkommen, weitgehend autonom funktionieren und so die
Aufrechterhaltung der Homoostase auf zelluldrer Ebene gewéhrleisten (Takahashi, Hong, Ko,
& McDearmon, 2008; Yoo et al., 2004). Diese untergeordneten zirkadianen Oszillatoren sind
jedoch auf den SCN als Taktgeber angewiesen. Der SCN ist verantwortlich fiir die
Synchronisierung aller zirkadianen Uhren untereinander, in einem 24-Stunden-Tag Rhythmus
(Morin & Allen, 2006; Welsh, Takahashi, & Kay, 2010).

In den letzten drei Jahrzehnten wurden sogenannten Uhren-Gene entdeckt und die molekulare
zirkardiane Uhr beschrieben. Die Regulation der molekularen Uhr basiert auf einen prézisen
transkriptionellen/translationalen Riickkopplungsmechanismen und ist vermutlich in jeder
einzelnen Zelle eines Organismus vorhanden (Abbruzzese, 2011). Uhren-Gene und die von
ihnen kodierten Proteine sind jedoch vermehrt im SCN zu finden (Moore, 2013). Folgende
Uhrgene sind bislang bekannt: Brain and Muscle Arnt-like (Bmall), Circadian Locomotor
Output Cycles Kaput (Clock), Period (Per), sowie Cryptosome (Cry) (Reppert & Weaver,
2002). Uhren-Gene beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Expression (Honma et al., 2012). Die
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Genexpression von Clock und Bmal induziert die Transkription der Per- und Cry-Gene und
bildet eine positive Riickkopplungsschleife. Per und Cry wiederum haben eine hemmende
Wirkung auf Bmall und Clock und bilden somit eine negative Riickkopplungsschleife (Abb.
1). Diese Transkriptions-Translationsschleife ist die molekularbiologische Grundlage fiir die
zirkadiane Rhythmik des Organismus. Eine komplette Riickkopplungs-Schleife dauert ca. 24

Stunden und beruht sich auf die Oszillation der Transkriptionsprodukte der Uhren-Gene.

CLOCK

Negative feedback
Circadian rhythm-related genes (PER. CRY) . i .
Non circadian thythm-related genes » Circadian rhythm-related proteins

Abbildung 1: Molekularer Mechanismus des zirkadianen Rhythmus. Clock - und Bmall-Proteine bilden im
Zellkern ein Heterodimer und binden an Enhancer-Box (E-Box), was zur Induktion von Per- und Cry-
Gentranskription fiithrt. Gebildete Per- und CRY-Proteine werden zundchst im Zytoplasma akkumuliert.
Anschlielend erfolgt eine Dimerisierung und Translokation von Per- und CRY-Proteine im Zellkern, um mit dem
Clock - und Bmall-Komplex zu interagieren und ihre eigene Expression direkt zu inhibieren (negative
Riickkopplung).

E-Box: spezifische DNA-Sequenz, die von Transkriptionsfaktoren erkannt und gebunden wird, um
Gentranskription einzuleiten (Harada & Inagaki, 2016).

1.2 Chronodisruption

1.2.1 Definition

Unterbleibt die Koordination eines 24-Stunden-Rhythmus, bzw. desynchronisiert die

zirkadiane Rhythmik, kann dies zu einer Chronodisruption (CD) fiihren. Erren et al. (2009)

definierten CD als einen Zusammenbruch rhythmisch ablaufender, interner, biologischer



Prozesse in Zusammenhang mit externen oder internen Verdnderungen (T. C. Erren & Reiter,
2009). Die Einfliisse, die zur Desynchronisation der Rhythmen fiihren, werden als
Chronodisruptoren bezeichnet. Sie konnen exogenen oder endogenen Ursprung haben und sind
chronobiologisch aktiv, d. h. Chronodisruptoren sind in der Lage die zeitliche Organisation

physiologischer Funktionen und Hierarchien zu beeintrachtigen.

Garaulet et al. (2013) stellten einige dieser Chronodisruptoren in iiberschaubarer Form dar
(Garaulet & Goémez-Abellan, 2013). Den Autoren zufolge handelt es sich am hdufigsten um
eine Beeintrichtigung der addquaten Stimulation der zentralen Uhr. Dies seien Faktoren, denen
der Organismus tagsiiber und nachts gleichermaflen ausgesetzt ist. Dadurch werden
Unterschiede zwischen Tag und Nacht ausgeglichen. Dazu gehdren z. B. geringe korperliche
Aktivitdt oder haufige Nahrungsaufnahme. Die Exposition von konstantem Licht stort die
innere Uhr bei Sdugetieren und anderen Spezies nachweislich (Ohta, Yamazaki, & McMahon,
2005; Tapia-Osorio, Salgado-Delgado, Angeles-Castellanos, & Escobar, 2013). Weitere
Faktoren sind die gleichzeitige Exposition von Zeitgebern mit unterschiedlichen Perioden oder
ungewohnlichen Phasenldngen (z. B. Licht in der Nacht, nichtliche Nahrungsaufnahme,
ndchtliche korperliche Betétigung) oder haufige Verschiebungen des von dem Zeitgebern
vorgegebenen Rhythmus (z. B. Jetlag, Schichtarbeit) (Garaulet & Gémez-Abellan, 2013;
Vitale, Lombardi, Weydahl, & Banfi, 2018).

Zu den endogenen Ursachen, die einer CD zugrunde liegen kdnnen, gehoren z. B. Alterung und
dadurch induzierte Verdnderungen in den Uhrengenen, die eine Entkopplung der zirkadianen
Oszillatoren bewirken konnen. Diese Entkopplung kann zwischen verschiedenen
Zellpopulationen innerhalb der zentralen Uhr auftreten, aber auch zu einer Desynchronisation

der zentralen und peripheren Oszillatoren fiihren (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013).

Durch Chronodisruptoren induzierte Desynchronisation der zirkadianen Rhythmik kann
negativen Auswirkungen auf die Gesundheit in unterschiedlichem Ausmall haben. Die
Auswirkungen vieler externer Modulatoren werden jedoch physiologisch kompensiert und
filhren nicht unbedingt zu manifesten chronischen Prozessen. Im Gegensatz dazu werden
biologisch relevante Storungen der Rhythmen beschrieben, die tiber Tage, Jahreszeiten und
Jahre hinweg auftreten und zu den dauerhaften Funktionsstérungen fiihren. Zur Beschreibung
solcher biologisch relevanten Beeintrachtigungen der physiologischen Vorgénge, die durch
Chronodisruptoren induziert werden, verwendeten Erren et al. (2009) den Begriff

,Chronodisruption®.



1.2.2 Kiinstliches Licht

In der modernen Welt nimmt die Bedeutung externer Zeitgeber und insbesondere die
Bedeutung von Licht aufgrund der Lichtverschmutzung stetig ab. Als Lichtverschmutzung wird
die Storung der natiirlichen und néchtlichen Dunkelheit durch kiinstliche Lichtquellen
bezeichnet, die negative Auswirkungen auf Flora und Fauna haben konnen. Die Beleuchtung
an Offentlichen Pldtzen, im Verkehr, sowie das Licht von Computerbildschirmen sind
allgegenwirtig. Ein Leben ohne kiinstliche Beleuchtung ist in unserer Gesellschaft kaum mehr
vorstellbar. Kiinstliche Beleuchtung ist eine Notwendigkeit, die dort fiir Licht sorgt, wo kein
natiirliches Licht zur Verfiigung steht. Es verbessert die Sehleistung und Sichtbarkeit und
erhoht damit die Sicherheit und den Komfort der Menschen. Die Entwicklung der kiinstlichen
Beleuchtung hat dazu gefiihrt, dass unsere tdgliche Aktivititsphase linger geworden ist. Es
kann zur Verbesserung der Produktivitit eingesetzt werden und sogar eine vollstindige
Umkehrung der Schlaf- und Wachphasen, z. B. bei Schichtarbeit, ermoglichen. Es gibt jedoch
zunehmend Hinweise auf die negativen Auswirkungen von kiinstlichem Licht auf Menschen
und Umwelt (Dominoni, Borniger, & Nelson, 2016; Irwin, 2018). Selbst die Exposition
gegeniiber nichtlicher Beleuchtung bei geringer Intensitét kann eine erhebliche Stérung von
Verhaltens- und physiologischen Prozessen darstellen (Jones et al., 2015; Longcore & Rich,
2004). Auf der Populationsebene wird beobachtet, dass Tiere, die in gut beleuchteten
stadtischen Umgebungen leben, den Zeitpunkt und die Struktur ihrer Paarungsrufe und den
Beginn der Fortpflanzung verschieben (Baker & Richardson, 2006; Kempenaers, Borgstrom,
Logs, Schlicht, & Valcu, 2010).

Mehrere biomedizinische Studien haben kiinstliches Licht in der Nacht mit der Stérung des
zirkadianen Rhythmus in Verbindung gebracht. Als Ursache dafiir scheint die unterdriickte
néchtliche Produktion des Melatonins zu sein (Jones et al., 2015). Melatonin zihlt nicht nur zu
den wichtigsten Impulsgebern der zirkadianen Rhythmik. Von erheblicher physiologischer
Bedeutung ist seine Rolle als Antioxidans. Aufgrund der antioxidativen Effekte von Melatonin
sowie bereits identifizierten Melatoninrezeptoren auf Immunzellen wird von dessen
immunmodulierender Funktion ausgegangen (Touitou et al., 2017). Eine gestorte Melatonin-
Sekretion kann wichtige Folgen fiir die menschliche Gesundheit haben, wie z. B. die
zunehmende Inzidenz von metabolischen Syndromen, Krebs und eine geschwichte Immunitét

(Dominoni et al., 2016).



1.2.3 Einfluss der Chronodisruption auf die Gesundheit

Storungen des zirkadianen Rhythmus konnen, auch wenn sie lediglich fiir eine kurze Zeit
vorhanden sind, der Grund fiir gesundheitliche Probleme sein. Charakteristische Symptome
sind Schlafstorungen, Miidigkeit, Stimmungsschwankungen, Appetitlosigkeit und ein
allgemeiner Leistungsabfall (Thomas C. Erren, 2010; Touitou et al., 2017; Vitale et al., 2018).
Der Zustand ist auch als ,,Jet-“ und ,,Shift-Lag* bekannt. In diesen Féllen ist der Schlaf~-Wach-
Rhythmus der Betroffenen zu ungewdhnlichen Zeiten durch Licht- und Dunkelheitsexposition
gestort. Dies fiihrt in der Regel zu kurzfristigen und reversiblen Verdnderungen der Aktivitats-
und Essenszeiten, sowie der Hormonproduktion und der Korpertemperatur (Téhkamo,

Partonen, & Pesonen, 2019).

Die Frage, welchen langfristigen Einfluss eine chronische Storung der zirkadianen Rhythmen

auf die Gesundheit hat, ist fiir unsere Gesellschaft von groer Relevanz.

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass CD zu pathophysiologischen Mechanismen fiihrt, die
mehreren neurodegenerativen, Immun-, Stoffwechsel- und neoplastischen Krankheiten
zugrunde liegen. Diese Mechanismen konnen duferst vielschichtig sein und beziehen sich unter
anderem auf gestorte Immunregulation und Hormonhaushalt. Immer mehr Studien belegen die
Zusammenhdnge insbesondere zwischen CD und Adipositas (Garaulet & Gomez-Abellan,
2013; Kolbe & Oster, 2019), kardiovaskuldren Ereignissen (Thosar, Butler, & Shea, 2018),
Nierenfunktionsstorungen (Bonny, Vinciguerra, Gumz, & Mazzoccoli, 2013), Brust- (Blask et
al., 2005) und Prostatakrebs (T. C. Erren, Pape, Reiter, & Piekarski, 2008) sowie
Neurodegeneration (Musiek & Holtzman, 2016).

Schichtarbeit, durch die eine zirkadiane Disruption induziert wird, wurde im Jahr 2007 vom
International Agency for Research on Cancer (IARC) als wahrscheinliches Humankarzinogen
eingestuft. Somit erhielten bestimmte Formen der Schichtarbeit die gleiche Risikoeinstufung,
wie z. B. UV-Strahlung, Benzo(a)pyren und Acrylamid (Straif et al., 2007). Im Jahr 2008
formulierten Erren et. al die ,,Chronodisruptions-Krebs-Theorie*. Der Theorie zufolge kann
eine durch Transmeridianfliige sowie durch Nacht- und Wechselschichtarbeit verursachte
Storung der inneren Uhr mit signifikant erhohten Risiken fiir Brust- und Prostatakrebs
verbunden sein (T. C. Erren et al., 2008). Dariiber hinaus wurden epidemiologische Studien zu
Dickdarm- (Schernhammer et al., 2003) Gebarmutter- (Paridou et al., 2003) und Brustkrebs
(Schernhammer, Kroenke, Laden, & Hankinson, 2006; Schernhammer et al., 2001) bei

Schichtarbeitern durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass Krankenschwestern, die
6



mindestens 15-20 Jahre im Wechselschichtbetrieb gearbeitet hatten, einem erhohten Risiko fiir
Kolorektal- und Endometriumkarzinome ausgesetzt waren (Schernhammer et al., 2006;

Schernhammer et al., 2001).

Aktuelle Studien zeigen, dass Schichtarbeit nicht nur fiir bestimmten Krebserkrankungen,
sondern auch fiir viele chronische Krankheiten ein unabhéngiger Risikofaktor ist. Dazu gehdren
unter anderem Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Gu et al., 2015; Manfredini et al., 2018). Es
besteht Grund zur Annahme, dass die Ursache dafiir in lang anhaltenden und wiederkehrenden
Storungen der zirkadianen Uhr liegt, z. B. nichtliche Lichtexposition oder Diskrepanz zwischen
der zirkadianen Uhr und Verhaltensweisen wie Schlafen und Fasten am Tag, sowie korperliche
Aktivitit und Nahrungsaufnahme in der Nacht (Thosar et al., 2018). Eine solche Diskrepanz
zwischen dem tdglichen Verhalten und der inneren Uhr fiihrt nachweislich zu einer
Beeintrachtigung der Blutzucker- und Blutdruckregulation (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013;
Leproult, Holmbéck, & Van Cauter, 2014). Die zirkadiane Kontrolle des Glukosestoffwechsels
ist auch aus Studien bekannt, die Schwankungen in der Glukosetoleranz und Insulinwirkung im
Tagesverlauf beschreiben (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Glukosetoleranz in den Nachmittags- und Abendstunden im Vergleich zu den
Morgenstunden vermindert ist. Diese Beobachtung wurde auf die verminderte
Insulinsensitivitét des peripheren Gewebes und auf eine relative Abnahme der Insulinsekretion
in den Abendstunden zuriickgefiihrt (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013). Des Weiteren wurde
beobachtet, dass durch eine gestorte zirkadiane Rhythmik es zur Erhéhung sowohl des
systolischen als auch des diastolischen Blutdrucks kommen kann, sowie die Aufhebung der
physiologischen néchtlichen Blutdrucksenkung induziert werden kann (Manfredini et al.,
2018). Laborchemisch konnten signifikant erhohte kardiovaskuldre Entziindungsparameter,
einschlieBlich Interleukin-6 (IL-6), C-reaktivem Protein (CRP) und Tumornekrosefaktor-a

(TNF-a), ebenfalls nachgewiesen werden (Morris, Purvis, Hu, & Scheer, 2016).

Dariiber hinaus stellten Kolbe et al. (2019) den aktuellen Wissensstand beziiglich der
Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase in Abhingigkeit vom Tag-Nacht-Rhythmus
vor (Kolbe & Oster, 2019). Die Autoren berichten, dass zirkadiane Rhythmusstorungen hiufig
mit Stoffwechselstdrungen assoziiert sind, die sich klinisch von Adipositas und Typ-2-Diabetes
bis zur Entwicklung des metabolischen Syndroms manifestieren konnen. Dabei scheinen
geringgradige systemische Entziindungen eine wichtige Rolle zu spielen. Diese werden zuerst
im Fettgewebe beobachtet und durch CD gefordert. Wihrend dieser niedriggradigen

Entziindungsprozesse kommt es zur Rekrutierung von Immunzellen, u. a. von Neutrophile und
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Makrophagen im weillen Fettgewebe (Serhan & Savill, 2005). Makrophagen tragen mit
rhythmischer Sekretion von TNF-a und IL-6 zur systemischen Entziindung bei (Keller et al.,
2009). Dieser Sekretionsrhythmus ist abhéngig von einer funktionellen inneren Uhr der
Immunzellen (Keller et al., 2009). Bei Ratten, die einer zirkadianen Rhythmusstorung durch
chronische Verschiebungen des Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt waren, konnte ein Anstieg der
Entziindungsreaktion nachgewiesen werden (Herrero et al., 2015). Auch bei Schichtarbeitern
konnte eine erhohte Anzahl von Leukozyten im Fettgewebe beobachtet werden (Sookoian et

al., 2007).

1.2.4 Einfluss von Chronodisruption auf das ZNS

Besonders interessant sind die Zusammenhédnge zwischen CD und Neurodegenerativen
Erkrankungen. Als neurodegenerativ bezeichnet man pathologische Prozesse im ZNS, die
durch die fortschreitende Zerstorung von Nervenzellen gekennzeichnet sind (Voet, Srinivasan,
Lamkanfi, & van Loo, 2019). Die Ursachen der meisten neurodegenerativen Erkrankungen sind
noch nicht vollstindig geklart. Haufig handelt es sich um eine Stérung der Proteinhomdgostase
und der daraus resultierenden Aggregate fehlgefalteter Proteine. Z. B. werden Amyloid-3-
Plaques (AB) bei Alzheimer’s Disease (AD), a-Synukleinaggregate bei der Parkinson’s Disease
(PD) und Huntingtin-Ablagerungen bei der Huntington’s Disease (HD) beobachtet (Erkkinen,
Kim, & Geschwind, 2018). Verschiedene neurodegenerative Erkrankungen sind durch
pathologische Verdnderungen in bestimmten Regionen des Gehirns gekennzeichnet. Bei der
AD wird zum Beispiel typischerweise der Hippocampus geschidigt; die PD ist durch die
Zerstorung dopaminerger Nervenzellen in der Substantia nigra gekennzeichnet und bei der HD
ist das Putamen besonders betroffen (Erkkinen et al., 2018; Reith, 2018). Dariiber hinaus sind
viele neurodegenerative Erkrankungen wie AD, PD und HD mit zirkadianen
Rhythmusstérungen assoziiert (Homolak, Mudrovci¢, Vukié¢, & Toljan, 2018; Jiang et al., 2018;
Ju et al., 2017; Lauretti, Di Meco, Merali, & Pratico, 2017; Leng, Musiek, Hu, Cappuccio, &
Yaffe, 2019; Musiek et al., 2018; Pfeffer et al., 2012). Zwar kommen Stérungen dieser
Rhythmen im Allgemeinen héufig bei élteren Erwachsenen vor und sind teilweise auf die
altersbedingte Degeneration des SCN zuriickzufiihren (Leng et al., 2019; Nakamura et al.,
2011), aber sie werden auch als Symptome verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen
angesehen. Bei Patienten mit diesen neurologischen Erkrankungen treten zirkadiane

Rhythmusstérungen jedoch hiufig in einer wesentlich schwereren Form auf als die typischen
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altersbedingten Schlaf-Wach-Rhythmusstérungen (Videnovic et al., 2014; Weissova, Bartos,
Sladek, Novakova, & Sumova, 2016). Zu den Rhythmusstérungen, die bei neurodegenerativen
Erkrankungen auftreten, gehdren Schlaflosigkeit, Einschlafschwierigkeiten,
Schlaffragmentierung, frithmorgendliches Aufwachen oder exzessive Tagesschlifrigkeit.
Einige dieser Schlafstorungen konnen im prodromalen Stadium der Erkrankung auftreten, also
Jahre vor dem Auftreten der kardinalen Symptome, die die Diagnose der Erkrankung

bestimmen (Iranzo, 2016).

Es gibt Studien, die vermuten lassen, dass zirkadiane und Schlafstorungen nicht nur ein
Nebeneffekt der Erkrankung sind, sondern auch direkt zu ihrer Pathogenese beitragen konnen
(Lucey & Bateman, 2014; Musiek & Holtzman, 2016; Pillai & Leverenz, 2017). Wie die
Pathogenese der Neurodegeneration durch die CD gefordert wird oder welche
molekularbiologischen Mechanismen diesen Prozessen zugrunde liegen, ist jedoch noch
weitgehend unklar. Allerdings sind zirkadiane Rhythmusstérungen im Zusammenhang mit der
AB-Dynamik bei AD-Patienten bereits gut erforscht. Die Konzentrationen von Af im
extrazelluliren Raum des Gehirns zeigen deutliche zirkadiane Oszillationen. Sie nehmen
wihrend des Schlafens ab und wéhrend der Wachheit zu (Dufort-Gervais, Mongrain, &
Brouillette, 2019; Kang et al., 2009). Kommt es zu einem gestorten Schlafrhythmus, fiihrt dies
zu einer Zunahme der AB-Plaques in Mausmodellen (Song et al., 2015), sowie zu einer
signifikanten Zunahme der Entziindungs- und neuronalen Verletzungsmarker im menschlichen
Liquor (Benedict et al., 2014). Dariiber hinaus konnten Cermakian et al. (2011) eine asynchrone
Uhrengenexpression zwischen verschiedenen Hirnregionen bei AD-Patienten nachweisen
(Cermakian, Lamont, Boudreau, & Boivin, 2011). Mduse, die AP iiberexprimieren und
Amyloid-Ablagerungen in ihren Gehirnen haben, weisen ein gestortes zirkadianes Verhalten
auf, das mit der verdnderten Expression von Molekiilen der zirkadianen Uhr verbunden ist
(Song et al., 2015). Song et al (2015) konnten nachweisen, dass AP zur Degradation von
BMALI in neuronalen Zellen fiihrt, indem es den Abbau von BMALI1 fordert, was zu einer
gestorten Expression von PER2 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene fiithrt (Song et
al., 2015). Daher weisen die Autoren darauf hin, dass die Verhinderung des AB-induzierten
BMALI1-Abbaus oder eine verbesserte AB-Clearance durch Wiederherstellung des Schlaf-
Wach-Zyklus neuartige therapeutische Ziele fiir die AD-Pathogenese sein kdnnten.

Hippocampus-abhingiges Lernen und kognitive Funktionen werden stark durch
Veranderungen in der zirkadianen Uhr beeinflusst (Dufort-Gervais et al., 2019; Krause et al.,

2017; Shokri-Kojori et al., 2018; B. Zhu et al., 2012). Studien zeigen, dass die Neurogenese des
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Hippocampus vermindert ist, wenn Miuse einem Jetlag ausgesetzt sind (Gibson, Wang, Tjho,
Khattar, & Kriegsfeld, 2010). Eine gestorte zirkadiane Rhythmik kann zu einer nachweisbaren
Volumenreduktion des Hippocampus, sowie zu einer erheblichen Beeintrichtigung der
synaptischen Plastizitit, des Lernens und der Gedéchtnisbildung fithren (Havekes & Abel,
2017; Kreutzmann, Havekes, Abel, & Meerlo, 2015; Musiek & Holtzman, 2016). Der
Hippocampus ist sehr anfillig fiir Schiden durch Neuroinflammation, Epilepsie, Hypoxie oder
Ischdmie (Knierim, 2015; Liraz-Zaltsman et al., 2011). Schlafstorungen erhohen die Spiegel
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 und induzieren eine Aktivierung der Mikroglia im
Hippocampus der Maus, was eine Neuroinflammation ausldsen kann (B. Zhu et al., 2012). Der
Hippocampus mit entorhinalen Kortex ist der erste vom AD betroffenen Hirnbereich. Diese
Hirnregion ist typischerweise die erste, in der AR Plaques nachgewiesen werden (Knierim,
2015). Shokri-Kojori et al. (2018) konnten zeigen, dass bei gesunden Probanden ohne ein
vorher bestehendes genetisches Alzheimer-Risiko eine signifikant erhohte AB-Exposition nach

nur einer Nacht Schlafmangel auftritt (Shokri-Kojori et al., 2018).

1.3 Chronoimmunologie

1.3.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist das Abwehrsystem des Korpers und stellt eine komplexe Reihe
physiologischer Mechanismen dar, deren allgemeines Ziel es ist, den Organismus gegen
Krankheitserreger (Bakterien, Viren, Parasiten) und Krebszellen zu verteidigen (McComb,
Thiriot, Akache, Krishnan, & Stark, 2019). Es gibt zwei verschiedene Mechanismen des
Immunsystems: die angeborene und die adaptive Immunitdt. Die angeborene Immunitét
ermOglicht eine unspezifische, aber schnelle Reaktion auf eine Infektion. Diese erste
Schutzlinie umfasst physikalische (z. B. Haut, Schleimhaut) und chemische (bestimmte
Proteine und Immunzellen) Barrieren, die es ermdglichen, das unkontrollierte Eindringen von
Antigenen in Korpergewebe zu verhindern (McComb et al., 2019; Miiller, Di Benedetto, &
Pawelec, 2019). Die angeborene Immunitdt fithrt auch zur Aktivierung des adaptiven
Immunsystems, das dann eine langsamere, aber antigenspezifische Reaktion auslosen kann,
sodass Krankheitserreger vollstindig eliminiert oder inaktiviert werden konnen (McComb et

al., 2019). Das adaptive Immunsystem vermittelt auch die Entwicklung eines
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Immungedichtnisses, das fiir den spezifischen und langfristigen Schutz vor Infektionen

verantwortlich ist (Parkin & Cohen, 2001).

1.3.2 Zirkadiane Rhythmen im Immunsystem

Die Kontrolle und Regulierung der Immunantwort von Sdugetieren ist duflerst komplex und
umfasst viele verschiedene Mechanismen. Es wurde berichtet, dass fast alle zelluldren und
humoralen Komponenten der angeborenen und adaptiven Immunantwort zirkadiane
rhythmische Oszillationen aufweisen (Curtis et al., 2014; Labrecque & Cermakian, 2015; Man,
Loudon, & Chawla, 2016). Zu den Immunprozessen, bei denen die rhythmische Oszillation
bereits nachgewiesen wurde, gehoren die Phagozytose (Curtis et al., 2014), die Expression von
Pattern Recognition Rezeptoren (PRR) und ihrer nachgeschalteten Signalwege (Silver, Arjona,
Walker, & Fikrig, 2012), die Sekretion von Komplement- und Gerinnungsfaktoren, die
Produktion von Zytokinen und Chemokinen (Man et al., 2016), die Rekrutierung von
Immunzellen, und die Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen (Carter et al., 2016; Curtis et
al., 2014; Scheiermann, Kunisaki, & Frenette, 2013). Es wurde auch berichtet, dass die
Anfilligkeit fiir bakterielle Infektionen und einen Endotoxin-vermittelten septischen Schock je

nach Tageszeit unterschiedlich stark ausgeprigt sein kann (Man et al., 2016).

Fluktuationen der zelluldren und humoralen Komponenten des Immunsystems im Blut im
Laufe des Tages sind seit langerem bekannt. Die Zahl der reifen Leukozyten erreicht in den
ersten Stunden von Lichtphase ithren Hohepunkt und nimmt in tagsiiber kontinuierlich ab (Abo,
Kawate, Itoh, & Kumagai, 1981; Curtis et al., 2014; Haus, Lakatua, Swoyer, & Sackett-
Lundeen, 1983). Im Gegensatz dazu erreichen die Blutplasmaspiegel von Glukokortikoiden,
Adrenalin, Noradrenalin und den proinflammatorischen Zytokinen TNF und IL-1p ihren
Hohepunkt zu Beginn der aktiven Phase (Haus et al., 1983; Haus & Smolensky, 1999). Die
tagesrhythmusabhéngige Oszillation von IL-6 wurde bei gesunden Erwachsenen nicht nur im
Plasma, sondern auch im Liquor beobachtet. Agorastos et al. (2014) konnten in ihrer Arbeit
eine ausgeprégte zirkadiane Variation von IL-6 nachweisen (Agorastos et al., 2014). Hierbei
lag die Spitzenkonzentration von IL-6 im Liquor um etwa 19 Uhr. Im Plasma hingegen wurde
eine biphasische Konzentrationsspitze, etwa um 16 Uhr und um 4 Uhr morgens beobachtet
(Agorastos et al., 2014). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass T-Zellen auch eine

oszillatorische Funktionsweise haben (Fortier et al., 2011; Man et al., 2016). Fortier et al. (2011)
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haben einen Rhythmus der T-Zell-Antwort auf die Immunisierung von Miusen beobachtet. Die
T-Zell-Antwort und die Produktion von Interferon-y (IFNy), welches {iber eine antivirale und
immunstimulierende Funktion verfiigt, waren stirker, wenn die Maiuse in der Mitte der

Lichtphase immunisiert wurden als in der Nacht (Fortier et al., 2011).

1.3.3 Chronodisruption und Immunsystem

Der zirkadiane Rhythmus des Immunsystem gewihrleistet bei Bedarf effektive und effiziente
Entziindungsreaktionen zu koordinieren (Bell-Pedersen et al., 2005). Verdnderungen im
zirkadianen System konnen eine gestorte Immunantwort hervorrufen (Labrecque & Cermakian,
2015), die sich sowohl als verstérkte pro-inflammatorische, als auch als anti-inflammatorische
Prozesse manifestieren kann (Carter et al., 2016). Molekularbiologische Vorgidnge, die in
diesem Prozess in Gang gesetzt werden, sind noch nicht vollstindig geklért. Es konnte jedoch
bereits festgestellt werden, dass die Grundlage hierfiir in der verdnderten Expression der Uhren-
Gene liegt und, dass die Manipulation dieser Gene sehr unterschiedliche Konsequenzen

hinsichtlich der Immunantwort haben kann.

Unter physiologischen Bedingungen zeigen Immunzellen eine oszillatorische Expression der
Uhrengene (Keller et al., 2009; Man et al., 2016). Diese rhythmische Genexpression kann durch
Umweltfaktoren beeinflusst werden. Externe Faktoren konnen nicht nur Krankheitserreger,
sondern auch Storungen des zirkadianen Rhythmus, wie z. B. verdnderte Phase oder

Periodenlidnge sein (Man et al., 2016).

Den Einfluss von gestorter zirkadianer Rhythmik auf das Immunsystem untersuchten Logan et
al. (2012) am Ratten-Modell (Logan et al., 2012). Die Autoren berichteten, dass eine chronische
zirkadiane Storung das Tumorwachstum durch Verdnderung der zirkadianen Rhythmen der
Natural Killer (NK) T-Zellen fordert. Um zu bestimmen, ob die NK-Zell-Funktion durch ein
Modell menschlicher Schichtarbeit und Shift-Lag gestort wird, setzten sie Ratten entweder
einem Standard 12:12 Hell-Dunkel-Zyklus oder einem Shift-Lag-Modell aus. Unter Shift-Lag-
Bedingungen erfolgte insgesamt 10-mal wiederholte 6-stiindige Verschiebungen der
Lichtphasen, die alle 2 Tage aufgetreten waren. AnschlieBend waren die Versuchstiere fiir 5-7
Tage konstanter Dunkelheit ausgesetzt. Dieses Modell fiihrte zu einer betrdchtlichen

zirkadianen Storung. Autoren untersuchten NK-Zellen von Kontroll- und Shift-Lag Tieren,
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indem sie die Gen- und Proteinexpression sowie zytolytischen Aktivitdtsmuster analysierten.
Es konnte gezeigt werden, dass chronischer Shift-Lag die zirkadiane Expression von
Uhrengenen, PER2 und BMALI, verdnderte und zu einer abgeschwichten zytolytischen
Aktivitdt der NK-Zellen fiihrte. Hierbei zeigten die Autoren eine verdnderte Expression von

zytolytischen Faktoren wie z.B. Perforin und Granzym B, sowie das Zytokin IFN-y.

1.4 Gliazellen

1.4.1 Mikroglia

Mikroglia sind die ortsstindige Makrophagen im zentralen Nervensystem (ZNS). Sie
kontrollieren kontinuierlich den extrazelluliren Raum im ZNS und sind an verschiedenen
Immunreaktionen im ZNS beteiligt (Burda & Sofroniew, 2014). Sie machen etwa 10% der
nicht-neuronalen Zellen im Hirnparenchym aus (Minghetti, Ajmone-Cat, De Berardinis, & De

Simone, 2005).

In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass das Gehirn des sich entwickelnden
Mausembryos bereits bei 9,5 embryonalen Tage Mikroglia enthélt (Alliot, Godin, & Pessac,
1999; Alliot, Lecain, Grima, & Pessac, 1991), mikrogliale Vorldufer moglicherweise aus dem
Dottersack stammen und in das ZNS einwandern (Kanegawa et al., 2016). Im Gegensatz zu

peripheren Makrophagen sind Mikroglia langlebig.

Ajami et al. (2007) und Mildner et al. (2007) verdffentlichten ihre Studien in Nature
Neuroscience, welche wesentlich zu besserem Verstindnis der Mikrogliaentstehung und -
homoostase im Erwachsenenalter beitrugen (Ajami, Bennett, Krieger, Tetzlaff, & Rossi, 2007;
Mildner et al., 2007). Die Autoren konnten zeigen, dass unter normalen Bedingungen sich die
Mikroglia im erwachsenen Gehirn in einem stabilen Zustand halten, ohne dass zirkulierende
Monozyten aus dem Blut einen Einfluss haben. Nach einer ZNS-Entziindung oder -Schidigung
(wie z. B. mechanische Durchtrennung der Axone) wird eine Mikrogliose, d. h. eine Zunahme
der Mikrogliazellzahl, beobachtet. Dieses Phdnomen beruht auf der lokalen Expansion von
Mikroglia und nicht auf der Rekrutierung von Monozyten und deutet darauf hin, dass adulte
Mikroglia zur Selbsterneuerung fahig sind, oder aus einer potenziellen Vorlauferquelle im ZNS

entstehen (Prinz & Priller, 2014). Der Begriff Selbsterneuerung bezeichnet den Prozess der
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Entstehung von immer neuen Zellen desselben Zelltyps. Beispielsweise haben Stammzellen die

Féhigkeit zur Selbsterneuerung durch Teilung.

Mikroglia reagieren schnell auf pathologische Verdnderungen und werden in Gegenwart von
Krankheitserregern, Gewebeschidden, Neurotoxinen, Infektionen oder Verletzungen aktiviert
(Shabab, Khanabdali, Moghadamtousi, Kadir, & Mohan, 2017). Nach der Aktivierung
proliferieren sie und initileren eine Reihe von Entziindungsprozessen, einschlielich
Phagozytose und Antigenprésentation auf T-Zellen (Prinz & Priller, 2014). Dariiber hinaus
verdndern sie ihr Transkriptionsprofil, produzieren proinflammatorische Zytokine wie IL-1p,
TNF-0, setzen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), eine Vielzahl von Oxidationsmitteln und
potenziell neurotoxische Botenstoffe frei, die neuronale Funktionsstorungen und Zelltod
verursachen konnen (DiSabato, Quan, & Godbout, 2016; Prinz & Priller, 2014). Aullerdem
kommt es im aktiven Zustand zu einer Neugestaltung des Zytoskeletts in Mikroglia. Die
normalerweise ruhende "verzweigte" Morphologie erscheint bei Aktivitat kugelformig und
enthalt zahlreiche phagozytire Vakuolen (Boche, Perry, & Nicoll, 2013; DiSabato et al., 2016).
Durch die Verdnderungen wird die phagozytische Effizienz der Mikroglia erhoht, indem es
thnen ermoglicht wird, an Verletzungs- oder Infektionsstellen zu wandern (Russo & McGavern,
2015). Unter verschiedenen Bedingungen werden zwei Arten der Mikrogliaaktivierung
unterschieden: die klassische (M1) und die alternative (M2). Die klassische Aktivierung
umfasst pro-inflammatorische Prozesse. Die klassische Aktivierung (M1) ist definiert durch die
Reaktion von Mikroglia auf eine Reizung durch Mikroorganismen, die zur Expression hoher
Mengen an proinflammatorischen Zytokinen (z. B TNF-a, INF-y) fiihrt (Mosser & Edwards,
2008). Die Hauptfunktion der M1-Aktivierung ist die Bekdmpfung der Mikroorganismen und
prasentiert sich in Phagozytose, Antigenprasentierung an Lymphozyten sowie in Produktion
der proinflammatorischen IL’s (z. B IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-23) (Boche et al., 2013; Mosser &
Edwards, 2008). Diese Prozesse konnen Kollateralschaden an Wirtszellen verursachen (Mosser
& Edwards, 2008). Im Gegensatz dazu sind die Effekte der alternativen Aktivierung
Wundheilung, Gewebereparatur und Entziindungshemmung. Stimuli, die zu einer M2-
Aktivierung fiihren konnen, sind z. B. antiinflammatorische Interleukine IL-10, IL-4 und IL-13

sowie Glucocortikoide (Boche et al., 2013; DiSabato et al., 2016).

AuBer Immunprozessen sind Mikroglia an neuronalem Wachstum sowie Synaptogenese
beteiligt. Ein wesentlicher Beitrag der Mikroglia zum umgebenden zelluldren Milieu ist die
Freisetzung von trophischen Faktoren, die die Bildung neuronaler Schaltkreise unterstiitzen und

deren Uberleben fordern (Nayak, Roth, & McGavern, 2014). Zum Beispiel fordert der von den
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umgebenden Mikroglia freigesetzte Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) das Uberleben der
kortikalen Neuronen wéhrend der postnatalen Entwicklung (Ueno et al., 2013). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Mikroglia synaptische Aktivitdit und Plastizitit modulieren
konnen, indem sie die Synapsendichte, glutamaterge Rezeptoren und die Anzahl dendritischer

Dornen regulieren (Ji, Akgul, Wollmuth, & Tsirka, 2013).

1.4.2 Astrozyten

Astrozyten sind die hdufigste Form von Gliazellen im Gehirn. Obwohl sie keine klassische
Immunzellen sind, erfiillen sie doch immunmodulierende Funktionen im ZNS (Ising & Heneka,
2018). Die Morphologie der Astrozyten kann sehr komplex und vielfiltig sein. Sie bilden ein
Netzwerk durch ihre verzweigten Zellfortséitze, die die Synapsen umbhiillen (Ben Haim &
Rowitch, 2017). Zu ihren Hauptaufgaben unter physiologischen Bedingungen gehdren die
Regulation der Ionenhomdostase, die Synapsenbildung und Modulation der synaptischen
Ubertragung, die Elimination von Neurotransmittern und die Beteiligung an antioxidativen
Reaktionen (Ben Haim & Rowitch, 2017; Ising & Heneka, 2018). Unter pathologischen
Bedingungen, wie akuter Schiadigung oder chronisch fortschreitender ZNS-Erkrankung, kommt
es zu einer Verdnderung der Struktur und Funktion von Astrozyten, die als Reaktivierung von
Astrozyten bekannt ist und sich histopathologisch als Astrogliose manifestiert (Ben Haim,
Carrillo-de Sauvage, Ceyzériat, & Escartin, 2015; Ising & Heneka, 2018). Reaktive Astrozyten
erscheinen phinotypisch hypertroph und zeigen eine Uberexpression des Intermediirfilamentes
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP). Zusétzliche transkriptionelle, morphologische und
funktionelle Verdnderungen treten krankheitsspezifisch auf (Ben Haim et al., 2015). Reaktive
Astrozytose wird in zwei verschiedenen Typen — Al und A2 unterteilt (Liddelow & Barres,
2017). Diese Begrifflichkeit entspricht der Nomenklatur der M1 und M2, die auf Mikroglia im
ZNS angewendet wurde. Zu einer Al-Astrozytose kommt es bei neuroinflammatorischen
Prozessen. Hier konnte gezeigt werden, dass dabei viele Gene hochreguliert sind (z. B. Gene
der Komplementkaskade), die auf Synapsen destruktiv wirken. Das deutet darauf hin, dass A1-
Astrozytose schiadlichen Einfluss auf das umgebende Neuronalgewebe ausiibt (Liddelow &
Barres, 2017). Im Gegensatz dazu wurden bei A2-Astrozytose, welche u. a. durch Ischdmie
induziert wird, neuroprotektive Prozesse beschrieben. Hier konnte man eine Hochregulation
von neurotrophen Faktoren beobachten, die Uberleben und Wachstum der Neuronen sowie

Synapsenreparatur fordern (Liddelow & Barres, 2017).
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1.4.3 Gliazellen und zirkadiane Rhythmik

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass auch in den Gliazellen die so genannten
peripheren Uhren vorkommen (Brancaccio et al., 2019; Chi-Castafieda & Ortega, 2016;
Hayashi et al., 2013). Sie exprimieren Uhrengene rhythmisch, wobei diese Vorgénge durch
SCN synchronisiert werden. Die rhythmische Expression von Uhrengenen wurde bereits in
Astrozyten von Ratten beobachtet. In Zellkulturen zeigten Astrozyten die Féhigkeit, die
Genexpression der Uhrengene auch in Abwesenheit von SCN in einem bestimmten Rhythmus
aufrechtzuerhalten (Chi-Castanieda & Ortega, 2016). Dariiber hinaus wurde eine molekulare
Uhr in Mikroglia identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Funktion der Mikroglia
zirkadian gesteuert wird und sich mit der Tageszeit dndert. Dies &uflert sich z. B. in
rhythmischen Fluktuationen der Genexpression proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-
1B, TNF-a und IL-6 (Fonken et al., 2015). Dies ldsst vermuten, dass sie je nach Tageszeit
unterschiedliche Krankheitsreaktionen vermitteln konnen (Chi-Castaneda & Ortega, 2016).

Fonken et al. (2015) haben die rhythmischen Fluktuationen von Entziindungsfaktoren und die
Uhrengenexpression in Mikroglia im Hippocampus von Ratten untersucht (Fonken et al.,
2015). In der Studie waren Versuchstiere einem 12:12h Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt. Hierbei
umfassten ZTO bis ZT12 eine Lichtphase, ZT13 bis ZT24 eine Dunkelphase. Die Autoren
berichteten, dass der Hohepunkt der Zytokin-Genexpression in der Mitte der Lichtphase, d. h.
wihrend ZT6 erreicht wird. Mikrogliazellen, die wiahrend der Lichtphase isoliert wurden,
zeigten auch eine stirkere Reaktion auf eine Immunstimulation oder eine iiberméfBige

Produktion von Zytokinen.

Griffin et al. (2019) berichteten iiber Korrelationen zwischen der zirkadianen Uhr, der
Aktivierung von Gliazellen und resultierender Neuroinflammation (Griffin et al., 2019). Sie
identifizierten Rev-erbo, einen nukledren Rezeptor und Bestandteil der zirkadianen Uhr, als
einen Mediator der Mikrogliaaktivierung und der Neuroinflammation. Die Deletion von Rev-
erba fiihrte zu einer spontanen Aktivierung der Mikroglia im Hippocampus, einer erhohten
Expression proinflammatorischer Transkripte und einer sekundédren Astrogliose. Im Gegensatz
dazu wurde eine Reduktion der Neuroinflammation durch pharmakologische Aktivierung von

Rev-erba beobachtet.
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1.5 Neuroinflammation

Per Definition ist eine Inflammation ein biologischer Prozess als Reaktion auf Verletzung,
Infektion und Trauma von Zellen oder Geweben. Eine Inflammation wird durch verschiedene
zelluldre und humorale Komponenten des Immunsystems vermittelt und zielt darauf ab,
eindringende Krankheitserreger zu eliminieren und die Wundheilung und Angiogenese
einzuleiten (Carson, Thrash, & Walter, 2006). Ein erfolgreicher Mechanismus der
Entziindungsreaktion eliminiert eingedrungene Krankheitserreger (Carson et al., 2006). Eine
Entziindung innerhalb des ZNS wird als Neuroinflammation definiert. Neuroinflammation ist
eine Reaktion, an der fast alle im ZNS vorhandenen Zellen, einschlieBlich Neuronen und
Gliazellen - Astrozyten, Makroglia und Mikroglia - beteiligt sind (Shabab et al., 2017). Das
AusmaB der Neuroinflammation hédngt in erster Linie von der Art, Dauer und Intensitit des
primdren schidlichen Reizes ab. So kann das Ausmafl der Entziindung von maximal
ausgeprigten Entziindungsprozessen mit Rekrutierung peripherer Immunzellen, Odemen und
Gewebeschdaden, bis hin zu den chronisch persistierenden unterschwelligen
Entziindungsprozessen variieren (Schain & Kreisl, 2017). Die Entziindung im ZNS wird durch
die Produktion von Zytokinen, Chemokinen, ROS und sekundiren Botenstoffen vermittelt.
Diese Mediatoren werden nicht nur von den Gliazellen des ZNS, die die zentrale Rolle bei der

Entziindung spielen, sondern auch von Endothelzellen und peripheren Immunzellen freigesetzt

(Shabab et al., 2017).

Die Auswirkungen der Neuroinflammation variieren im Kontext von Krankheit, Verletzung,
Infektion oder Stress. Unter vielen Umstdnden, einschlieBlich ZNS-Verletzungen, gibt es ein
Gleichgewicht von Entziindungs- und Reparaturprozessen. DiSabato et al. (2016) stellten in
ihrer Arbeit verschiedene Formen der Neuroinflammation dar und verdeutlichten, dass die
Aspekte von neuroinflammatorischen Prozessen sowohl positiv als auch negativ sein kdnnen
(DiSabato et al., 2016). Als eine der wichtigsten Vorteile von Neuroinflammation definierten
die Autoren eine bidirektionale Kommunikation zwischen dem Immunsystem und dem Gehirn.
Zum Beispiel wird eine Aktivierung des peripheren Immunsystems durch das ZNS
wahrgenommen. Diese erfolgt {iber verschiedene neurale und humorale Wege. Als Reaktion
auf eine entsprechende periphere Immunaktivierung kommt es innerhalb des Gehirns zu einer
mikroglialen Ausbreitung von Zytokinen und Chemokinen (Chen et al., 2012; Henry, Huang,
Wynne, & Godbout, 2009). Die Konsequenz davon ist eine koordinierte Immunreaktion,
welche der Bekdmpfung von Krankheitserregern dient. Die neuroimmune Kommunikation und
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die Signalausbreitung sind zytokinvermittelt und erfolgen z. B. durch die Freisetzung von IL-
1B, TNF-a und IL-6. Es ist wichtig anzumerken, dass die Dauer der Zytokin-Exposition kurz
und die Wirkung voriibergehend ist, gekennzeichnet durch eine temporére Aktivierung sowohl
der Mikroglia als auch der Astrozyten (Norden, Trojanowski, Villanueva, Navarro, & Godbout,
2016). Diese Reaktion ist streng reguliert und wird schnell wieder aufgelost (Norden &
Godbout, 2013). Eine derartige Kommunikation zwischen Immunsystem und Gehirn erfolgt
ohne einen Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, dem Eindringen von peripheren
Immunzellen sowie erkennbare Neuropathologie (Dantzer, O'Connor, Freund, Johnson, &

Kelley, 2008).

SchlieBlich dient eine akute neuroinflammatorische Antwort auf eine Verletzung einem
bestimmten Zweck. Ein Beispiel dafiir ist die Rekrutierung von Makrophagen zur Bekdmpfung
von Krankheitserregern. Die Rekrutierung von Immunzellen trdgt dazu bei, den
Wundheilungsprozess zu vervollstindigen, da infiltrierende Makrophagen helfen, durch die
Verletzung verursachte Debris zu beseitigen (DiSabato et al., 2016). Phagozytose der toten
Zellen und des Myelins ist erforderlich, um eine Mikroumgebung zu schaffen, die der Reparatur
forderlich ist (Barrette et al., 2008; Popovich et al., 1999). Somit induziert eine ZNS-Verletzung
gleichzeitig Entziindungsreaktionen und Reparaturreaktionen (DiSabato et al., 2016).

Neuroinflammation wird zu einem schédigenden Prozess, wenn das Gleichgewicht zwischen
Entziindungs- und Reparaturmechanismen unter bestimmten Umsténden gestort wird. Als ein
gutes Beispiel hierfiir nannten DiSabato et al. (2016) die Reaktion auf chronische oder
traumatische Ereignisse wie diffuse, penetrierende oder wiederholte Kopfverletzungen. Diese
scheinen ein stdrkeres neuroinflammatorisches Profil zu férdern, an dem sowohl Mikroglia als
auch aus dem Knochenmark stammende Makrophagen beteiligt sind (Wohleb et al., 2014).
Chronische, unkontrollierte Entziindungen sind durch eine erhéhte Produktion von Zytokinen
(wie z. B. IL-1B und TNF-a), ROS und anderen Entziindungsmediatoren gekennzeichnet. Diese
Entziindungsmarker sind nach einem Trauma des ZNS stark ausgepragt und werden von einer
Rekrutierung sowie dem Einwandern von peripheren Makrophagen und Neutrophilen zum Ort
der Verletzung begleitet. Folge von persistierenden niedriggradigen und chronischen
Entziindungsreaktionen, die durch IL-1p und IL-6 angetrieben werden, sind v. a. reduzierte
neuronale Plastizitdt und kognitiven Beeintrachtigungen (DiSabato et al., 2016). Ein hoheres
Mall an chronischer Entziindung ist sehr schidlich fiir das Nervensystem und ist

charakteristisch fiir neurodegenerative Erkrankungen (DiSabato et al., 2016).
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Somit ist die pridzise Regulation der Neuroinflammation duBlerst wichtig und stellt ein
komplexer Mechanismus dar, der sowohl vom angeborenen als auch vom adaptiven
Immunsystem erreicht wird (Gonzalez & Pacheco, 2014; Lyck & Engelhardt, 2012; Niranjan,
2018). Hierbei spielen Gliazellen entscheidende Rolle, denn sie bieten sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Funktionalitit, was zur Aufrechterhaltung des Gleichgewicht zwischen

Entziindungs- und Reparaturprozessen beitrdgt (DiSabato et al., 2016).

1.5.1 Neuroinflammation und Neurodegeneration

Neuroinflammation ist an der Entwicklung und dem Fortschreiten vieler neurodegenerativer
Erkrankungen beteiligt, darunter PD, AD, ALS und HD (Ising & Heneka, 2018; Niranjan,
2018). Die permanente Exposition gegeniiber pro-inflammatorischen Botenstoffen, wie TNF-a.
und IL-1p, die von chronisch aktiven Immun- und Gliazellen freigesetzt werden, scheint dabei
eine wichtige Rolle zu spielen (Park et al., 2018). Mikroglia- und Astrozyten werden
normalerweise durch verschiedene Schadstoffe, wie toxische Metaboliten, traumatische
Ereignisse, Verletzungen, Viren, Mikroben etc. (Boche et al., 2013) {iber verschiedene
Rezeptoren, darunter auch durch PRRs, aktiviert (Debye et al., 2018). Grundsatzlich zielt die
Aktivierung der Gliazellen auf die Neuroprotektion ab, da sie Krankheitserreger abtdten und
eliminieren. Dennoch kann eine gestorte Regulation pro- und antiinflammatorischer Prozesse
oder eine erhohte, exzessive oder chronische Aktivierung von Mikroglia zu einer sekundéren
Schadigung von Nervenzellen fiihren (DiSabato et al., 2016; Park et al., 2018; Schain & Kreisl,
2017). Dies duBlert sich in Struktur- und Funktionsstérung gesunder Neuronen, synaptischer
Dysfunktion und neuronalem Zelltod. Diese Prozesse manifestieren sich klinisch als
chronische Progression der neurodegenerativen Erkrankung (Schain & Kreisl, 2017; Voet et

al., 2019).

1.5.2 Pattern Recognition Rezeptoren

Die molekularen Mechanismen von Neuroinflammation und Neurodegeneration sind sehr
komplex und vielfdltig. In den letzten Jahren wurde die Rolle von PRRs und Inflammasomen
mit besonderem Interesse untersucht. PRRs dienen als wichtige molekulare Verbindungen

zwischen Gewebeschddigung und Entziindung, indem sie Pathogen-Associated Molecular
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Patterns (PAMPs) und Demage- Associated Molecular Patterns (DAMPs) erkennen (Lamkanfi
& Dixit, 2014). PAMPs sind strukturelle Motive von Krankheitserregern wie Bakterien, Viren
und Pilzen und werden durch PRRs erkannt (Harris & Raucci, 2006). DAMPs sind
korpereigene Zellbestandteile, die freigesetzt werden, wenn Zellen geschadigt werden. Dazu
gehoren extrazelluldres Adenosintriphosphat (ATP), zytosolische Desoxyribonukeinsdure
(DNA)-Materialien und Hyaluronfragmente, Harnsauren, S100-Proteine, K™-Efflux, ROS und
andere (Sangiuliano, Pérez, Moreira, & Belizario, 2014; Thundyil & Lim, 2015). Zu den
bekanntesten PRRs gehoren Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und NOD-like-Rezeptor (NLRs)
(Barbé, Douglas, & Saleh, 2014). TLRs erkennen extrazellulire PAMPs oder DAMPs und
16sen verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden aus (F. Bauernfeind et al., 2011). Dazu gehort
die Nuclear Factor-Kappa B (NF-kB)-vermittelte Transkription des pro-1I-15-Gens (Lamkanfi
& Dixit, 2014). NLRs sind intrazellulér lokalisiert und erkennen sowohl Zellschdden als auch
Infektionen, die im Zytosol auftreten (F. Bauernfeind et al., 2011). NLRs sind Bestandteile von
Multiproteinkomplexen, die als Inflammasome bezeichnet werden (Barbé et al.,, 2014;

Lamkanfi & Dixit, 2009).

1.5.3 Inflammasome

Inflammasome stellen intrazellulére Proteinkomplexe dar, sind Bestandteile des unspezifischen
Immunsystems und vermitteln die Produktion und Freisetzung von pro-inflammatorischen
Zytokinen (F. Bauernfeind et al., 2011). Im ZNS werden sie von Mikroglia, Astrozyten,
Makrophagen und Neuronen exprimiert (Albornoz, Woodruff, & Gordon, 2018; Walsh,
Muruve, & Power, 2014). Inflammasome bestehen aus dem NLR, einem Apoptosis-Associated
Speck-Like Protein Containing a CARD (ASC) und der pro-Caspasel (pCaspl) (Lamkanfi &
Dixit, 2009; Lammerding, Slowik, Johann, Beyer, & Zendedel, 2016; Saresella et al., 2016)
(Abb. 2). Die Gruppe der NLRs hat eine gemeinsame Grundstruktur: C-Terminus enthélt eine
Leucin-Rich-Repeat (LRR)-Doméne, zentral ist Nucleotide-Binding Oligomerization
(NOD/NBD) -Doméne lokalisiert, die die Oligomerisierung des Rezeptors bewirkt und N-
Terminus stellt die Effektor-Doméne dar, welche die Signaltransduktion vermittelt (Lamkanfi
& Dixit, 2009; Walsh et al., 2014). Bei Siugetieren werden NLRs nach dem Typ ihrer N-
Terminalen Doméne klassifiziert, wobei NLRPs mit einer Pyrin-Domédne (PYD) und NLRC
mit einer Caspase-Recruitment-Domain (CARD) am besten untersucht sind (Barbé et al., 2014;
Walsh et al., 2014). Neben der NLR-Gruppe gibt es auch das Absent-In-Melanoma-2 (AIM2)
Inflammasom, das ebenfalls an der Produktion und Freisetzung der proinflammatorischen
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Zytokine beteiligt ist (Lang et al., 2018). In dieser Arbeit wird den NLRP1-, NLRP3-, NLRC4-
und AIM2-Inflammasomen besondere Aufmerksamkeit gewidmet. ASC fungiert als
Adapterprotein, das die Proteine der NLR-Familie {iber seine N-terminale Pyrin- und C-
Terminale CARD-Doméne mit pCaspl verbindet (Lamkanfi & Dixit, 2009; Walsh et al., 2014).
Eine inaktive Vorstufe von Caspase-1 (Caspl) ist pCaspl. Nach der Zusammenlagerung des
Inflammasoms erfolgt die autokatalytische Spaltung von pCaspl, was zu der Bildung der

aktivierten Caspase 1-Form

NLRP1 Inflammasome NLRP3 Inflammasome NLRC4 Inflammasome
(K Ty (aCaspl), mit je einer p10-
Caspase-1 NOD2 NAIPS . . .
Caspase-5 ? NLRC4 und einer p20-Untereinheit
NLRP1 .
2 § 7% fiihrt (Boucher et al., 2018).
ASC e 3
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£ BIR( inhibitor of
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(F. Bauernfeind et al., 2011) . .
Die Bildung und

Aktivierung der
Inflammasomen erfolgt nach der Erkennung von PAMPs oder DAMPs (Lang et al., 2018).

Die Aktivierung des NLRP3-Immunasoms ist besonders gut erforscht. Hier erfolgt die
Produktion von pro-inflammatorischen IL-s iiber zwei unabhingige Wege (Abb. 3). Zunéchst
gibt es den Priming step, d. h. PAMPs aktivieren die membrangebundenen TLRs und
induzieren intrazelluldre Signalkaskaden. In diesem Schritt kommt es zu einer NF-kB-
vermittelten Transkription von pro-IL-1B und NLRP-Protein. Die Zusammenlagerung und
Aktivierung des Inflammasoms findet erst im nichsten Schritt, dem so genannten Activation
step, statt (Van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). Die Aktivierung wird durch verschiedene
Signale vermittelt, darunter Kaliumausfluss aus der Zelle, extrazellulires ATP, ROS oder
rupturierende Lysosomen. Beide Schritte sind fiir die vollstindige Synthese und Sekretion von

aktivem IL-1b und IL-18 nétig (F. Bauernfeind et al., 2011; Lamkanfi & Dixit, 2014).
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NLRP3 und AIM2 aktivieren pCaspl iiber ASC; andere Inflammasome wie NLRC4 und
NLRP1 benétigen im Gegensatz dazu kein ASC und konnen pCasp1 direkt iiber ihre jeweiligen
CARDs rekrutieren (Lehmann et al., 2018; Van Opdenbosch et al., 2014).

TLRs IL-1R K+ K'I- “_'“3 [ ]
TNFR ATP °, 0
L
C , “k P2X7 Pore forming toxins
- I ﬂ' T
e, ROS production -U %
'-" cathepsins®, o, K+
' i . Potassium efflux
Lysosomal damage | K ;
""""" Tty YOF
IIl. ACTIVATION step
assembled
{%\ NLRP3
I. PRIMING step inflammasome
inactive NLRP3 i, 'i complex
AS;‘.! pro-caspase-1 " ‘!
. caspase-1
8 e o bioactive IL-1
*’ e °© & “ .c ¢ :
pro-IL-1 pro-IL-18

de novo transcription of pro-IL-14 and NLRP3
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Abbildung 3: NLRP3-Inflammasom Aktivierung und IL-1B-Freisetzung. Im Priming step erfolgt die
Aktivierung der TLRs und anschlieBend NF-kB-vermittelte Expressionserhohung von pro-II-14- und
Inflammasomgene. Im nachfolgenden Schritt, dem so genannten  Activation step kommt es zur Assemblierung
und Aktivierung des Inflammasoms. Dies wird unter anderem durch Kaliumefflux, extrazelluldres ATP, ROS

sowie rupturierende Lysosomen vermittelt (F. Bauernfeind et al., 2011)

1.5.4 Inflammasome und Neurodegeneration

Voet et al. (2019) stellten den aktuellen Wissensstand iiber die Rolle der Inflammasome bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen vor (Voet et al., 2019). Die Autoren
berichteten, dass fehlgefaltete Proteinaggregate die Mikroglia stimulieren und die Produktion
von Entziindungsmediatoren fordern. So hat beispielsweise die Genexpressionsanalyse von
Alzheimer-Patienten eine hohere Expression von Nirp3, Asc, Caspl und Casp5 sowie der

Zytokine IL-1P und IL-18 gezeigt (Saresella et al., 2016). Die Hemmung der NLRP3-
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Intflammasomenaktivierung wurde mit der Unterdriickung der Neuroinflammation bei AD-
Mausen in Verbindung gebracht (Daniels et al., 2016).

Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass AIM2 die Ablagerung von AP erhoht und die
Mikrogliaaktivierung und Zytokinproduktion fordert (Wu, Hung, Liu, & Hsueh, 2017). Eine
starke Expression von Aim2 wurde in Riickenmarksneuronen bei ischdmischen Verletzungen
beobachtet. In vivo und in vitro fiihrte die Hemmung von 4im2 zu einer verringerten neuronalen
Schéadigung und einer verminderten Expression von Casp! und /-1 (Li, Yu, Fang, Zhang, &
Ma, 2019). Was NLRC4 angelangt, so fiihrt dies zu einem Anstieg der neuronalen Niveaus von
AP durch aktivierte proinflammatorische Astrozyten (L. Liu & Chan, 2014).

In PD-Mausmodellen fiihren pathologische Proteinaggregate zur Aktivierung der
Inflammasome (Voet et al., 2019). Die Bildung des NLRP3-Inflammasoms wird in Zellkulturen
in menschlichen Monozyten und Mikrogliazellen durch a-Synuclein induziert (Codolo et al.,
2013). Es wurde festgestellt, dass die Aktivitdt von Caspl in diesem Prozess eine vielseitige
Rolle spielt. In vitro spaltet aCaspl a-Synuclein, dabei wird eine stark aggregationsanfillige
Form erzeugt, die toxisch flir Neuronen ist (Wang et al., 2016). Die Hemmung von aCasp1

fithrt zu einem verbesserten Uberleben eines neuronalen PD-Zellmodells (Wang et al., 2016).

Die Expression von NLRP3, NLRC4, AIM2 und die Aktivierung von Caspl in neuralem
Gewebe wurde auch in einem Tiermodell fiir Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) beobachtet
(Johann et al., 2015). Die Analyse des postmortalen Riickenmarksgewebes von ALS-Patienten
zeigte ebenfalls erhohte Werte der NLRP3-, ASC-, Caspl- und IL-18-Expression, wobei vor
allem Astrozyten vermehrt NLRP3 exprimierten (Johann et al., 2015).
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1.6 Ziele der Arbeit

Gestorte zirkadiane Rhythmen im ZNS konnen zu einer Beeintrachtigung der
Hippocampusfunktion fiihren (Gibson et al.,, 2010). Mdgliche kausale Zusammenhénge
zwischen Chronodisruption, Neuroinflammation und Neurodegeneration werden bereits
intensiv diskutiert. Es wird vermutet, dass Chronodisruption zu einer Dysregulation des
Immunsystems fiihrt und damit direkt zur Pathogenese von neurodegenerativen Verdnderungen
beitrdgt (Musiek & Holtzman, 2016). Komponente des angeborenen Immunsystems, wie z. B.
Inflammasome, scheinen bei diesen Verdnderungen eine bedeutsame Rolle zu spielen. Dennoch
ist es bis jetzt noch unklar, iiber welchen molekularen Mechanismen eine Chronodisruption die
Funktion des angeborenen Immunsystems im ZNS beeinflusst.

Ziel dieser Arbeit war die Uberpriifung der Hypothese, dass eine Chronodisruption infolge von
Dauerlicht (LL) fiir zwei Wochen, Komponenten des angeborenen Immunsystems im
Hippocampus von C57BL/6J Miusen aktiviert. Hierfiir wurden die folgenden drei Kernfragen
formuliert:

Fiihrt eine Behandlung mit Dauerlicht bei Méusen:

1. zu einer Verdnderung des Allgemeinzustandes?

2. zu einer Gliose im Hippocampus?

3. zu einer verdnderten Expression von Inflammasomkomponenten und Interleukinen?
Zum Beantworten der ersten Frage fithrten wir regelmiBige Kontrollen der K6rpergewichte von
Versuchstieren durch, analysierten lokomotorische Aktivititsmuster und fertigten
Blutausstriche an. Um die Auswirkung von LL auf Gliazellen zu untersuchen sowie Gliose im
Hippocampus zu identifizieren, wurden mittels Immunhistochemie Astrozyten und Mikroglia
gefarbt. SchlieBlich zum Beantworten der dritten Kernfrage nutzten wir methodisch qRT-PCR
und Western Blot und untersuchten somit die Expression der folgenden Inflammasomen auf
mRNA- und Proteinebene: NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2 und deren Komponenten - ASC,
Caspl sowie IL-1p und IL-18.

Die Analyse des Zusammenhangs zwischen Chronodisruption und den oben erwihnten
Entziindungsparametern ist von groBer Bedeutung, insbesondere fiir Berufsgruppen, die

permanent chronodisruptiven Arbeitsbedingungen ausgesetzt sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Labormaterialien

Blotting-Papier

Deckglaser

Einbettkassetten

Falcon® 50 ml

Glaskiivetten

Glaswaren

Objekttriager

Pipetten

Pipettenspitzen

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Blotting-

Membran

Reaktionsgefilie

580x600x1,5 mm, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

24x50 mm Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH

Macro, weil3. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG Deutschland

VWR Internationals, Deutschland
Eppendorf AG Deutschland

Star Frost 76 x 26 mm, advanced adhesive,
geschliffen

VWR Internationals, Deutschland
Eppendorf AG Deutschland

10 pl TipOne® Star Lab,

200 pl TipOne® Star Lab,

1000 pl Eppendorf AG Deutschland
5000 pl Eppendorf AG Deutschland

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

500 ul Eppendorf AG Deutschland
1500 ul Eppendorf AG Deutschland
5000 ul Eppendorf AG Deutschland
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2.2 Chemikalien und Losungen

Tabelle 1: Liste verwendeter Chemikalien

Chemikalie Artikelnummer Firma

100% Essigsdure 6755 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

40% Acrylamid 3029.2 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) R37606 Thermo Fischer Scientific

Agarose SLA3607 Sciencelab.com

Aluminiumkaliumsulfat-Dedocahydrat A6435 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(KAI(SO4)2)
Ammoniumpersulfat (APS)

Bovine Serumalbumin (BSA)

Butanol

Chemilumineszenz Substrat

Zitronensaure

Comassie Brilliant Blau G 250

Desoxycholsédure (C24H3oNaOs)
di-Natiumhydrogenphosphat (Na;HPOy)

Entellan®

Eosin

Ethylendiamintetraessigsdure-Losung (EDTA)

Fluoromount™
Formaldehydldsung
Giemsa

Glycin

Hamatoxylin
Isofluran (Forene®)
KH>PO4
May-Griinnwald
Methanol

01-2119495973-19-
0004
0163.4

101990

X863

9598

D6750
P030

107961
101424
3690
00-4958-02
F8775
109204
3908.2

C107; C1071; C1075.

B506

105101
101424
67-56-1

RheinPerChemie GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Merck KGaA

Thermo Fischer Scientific
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fischer Scientific
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

ProSciTech

Abbvie GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

Methanex Europe s.a.
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Milchpulver

Millipore-Wasser (H20)

N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine
(Temed)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecyl-sulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2PO4xH>0)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumiodat (NalO3)

Paraformaldehyd (PFA)

Peq-Gold TriFast

Polyvinylidenflourid (PVDF) Membran
Ponceau 2R pure

Proteinstandard (fiir WB)

Restore™ Western Blot Stripping Buffer

RNase freies Wasser

Sacharose

Sudan Black B

SYBR Green
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton™ X-100

Trizma® Base

Trizma® Hydrochlorid C4HiNOj3 (Tris-HCI)
TWEEN® 20

Wasserstoffperoxid (H20.)

Xylol >98,5%

9999S

MilliQ Reference A
411019 (T9281)

S9888
L3771
6346

106453
HN17

104005
041218-15
3010040001
P7170
1610376

46439

10977-035

S9378
593
330520
252859
X100
T1503
T3253
P2287
H1009
CN&0

Cell Signaling Technology ®
Fischer Scientific

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland

Merck KGaA

Peglab VWR company
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Precision Plus Protein™, Bio
Rad Laboratores GmbH

Thermo Fischer Scientific

Gibco®, Thermo Fischer
Scientific

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
AMRESCO, LLC

Promega

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland
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Tabelle 2: Liste verwendeter Primiirantikorper

Primirantikorper Spezies Bestellnummer  Firma Verdiinnung  Verdiinnung
WB IF

AIM2 Polyklonaler bs-5986R Bioss 1:1000 o
Rabbit AK

Aktin Monoklonaler sc-47778 Santa Cruz 1:8000 -
Mouse AK Biotechnology

ASC Polyklonaler AG-25B-0006- Adipogen 1:1000 .
Rabbit AK C100

Caspasel Monoklonaler AG-20B-0042- Adipogen 1:1000 o
Mouse AK C100

GAPDH Polyklonaler sc-25778 Santa Cruz 1:3000 o
Rabbit AK Biotechnology

GFAP Polyklonaler 70334 DakoCytomation  1:100 000 1:500
Rabbit AK

IBA1 Polyklonaler 019-19741 FUJIFILM Wako 1:2000
Rabbit AK Pure Chemical

Corporation

IL-18 Polyklonaler sc-7954 Santa Cruz 1:1000 -
Rabbit AK Biotechnology

IL-1B Polyklonaler bs-812R Bioss 1:2000 o
Rabbit AK

NLRC4 Polyklonaler 06-1125 Millipore 1:1000 o
Rabbit AK

NLRPI Polyklonaler 4990S Cell Signaling 1:1000 -
Rabbit AK

NLRP3 Polyklonaler 10021R Bioss 1:1000 o
Rabbit AK

TLR4 Monoklonaler sc-293072 Santa Cruz 1:1000 o
Mouse AK Biotechnology
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Tabelle 3: Liste verwendeter Sekundérantikorper

Sekundirantikorper  Konzentration Spezies Bestellnummer Firma

Anti-Mouse IgG 1:50 000 Goat Cat# 40320-200 Alpha Diagnostic

Anti-Rabbit IgG 1:50 000 Goat Catalog AI-1000, Lot No. Vector Laboratories

ZA0911

Alexa Fluor Anti- Thermo Fisher
1:500 Goat A11034

Rabbit IgG 488 Scientific

Alexa Fluor Anti- Thermo Fisher
1:500 Goat A11031 o

mouse I1gG 568 Scientific

Tabelle 4: Liste verwendeter Primer
Primer Sequenz
AIM2 antisense TTCAAGGAGCAGCATCAGGA

AIM?2 sense
ASC antisense
ASC sense

Caspl antisense
Caspl sense
IL18 antisense
IL18 sense

IL1B antisense
IL1B sense

IL33 antisense
IL33 sense
NLRC4 antisense
NLRC4 sense
NLRPI1a antisense
NLRP1a sense
NLRP1b antisense
NLRP1b sense
NLRP3 antisense
NLRP3 sense
TLR4 antisense
TLR4 sense

GCAAAACAAAGTGCGAGGAA
GCCATACGACTCCAGATAGTAGC
CTTGTCAGGGGATGAACTCAAAA
CCCCTGACAGGATGTCTCCA
CCGTGGAGAGAAACAAGGAGT
ACACAAACCCTCCCCACCTA
TGCCAAAAGGAAGATGATGC
TCCACAGCCACAATGAGTGA
GACGGACCCCAAAAGATGAA
ATCCACACCGTCGCCTGATT
AAGACCAAGAGCAAGACCAGGT
GCCAGACTCGCCTTCAATCA
ATCGTCATCACCGTGTGGAG
AGTGGGCGTGGCAGAACAAA
ACCCATTTTCAGGCAGCTCACA
TTGTGTTCTCAGCCCGCACT
AGCCCTCAAAGATGCCCCTT
TGTGCAGACCTCCCCAATGT
TGACCCAAACCCACCAGTGT
GAGGCCAATTTTGTCTCCACA
ATGGCATGGCTTACACCACC
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Tabelle 5: Liste verwendeter Gerite

Geriit

Firma

Digitales pH-Messgerét

Feinwaage

Fluoreszenz-Mikroskop BZ-900 BIOREVO

Gefrierschrank
Geldokumentation
Gelelektrophorese Kammer
Homogenisator
Lichtmikroskop
Magnetriihrer

Mastercycler pro
Mikroplatten-Reader
Mikrotom

Milli-Q

Nanodrop 2000
Paraffin-Einbettsystem
Paraffin-Streckbad

PCR Maschine

Power Pac

Schiittler

StepOnePlus™ Real-Time PCR System
Tank Blot Gerit
Thermocycler
Tierhaltungsschianke

Tube Roller

Vortex

VWR Gel Documentation System
Wiérmeschrank

Zentrifuge 58 10R

VWR International GmbH
Kern KB

Keyence

Liebherr Hausgerdte Ochsenhausen
Phase, Liibeck Deutschland
Bio-Rad

Precellys® Evolution

Leitz Wetzlar
IKA-Combimag RCO
Eppendorf

Fluostar Omega, BMG Labtech GmbH
MICROM HM 360

Merck

Thermo Scientific
MEDITE; TES Valida®
GFL 1052

Eppendorf

Bio-Rad, Peqlab

Star Lab

Applied Biosystems
Bio-Rad

Eppendorf

Scantainer Classic, Scanbur
Star Lab

Neolab

VWR Chemi Only
Memmert

Eppendorf, Neolab

30



2.3 Software

2.3.1 VWR® Image Capture Software

VWR® Image Capture Software ist ein Programm, das u. a. die Dokumentation der
Proteinbanden auf Western Blot Membran ermoglicht. Die Software ist mit einem
Chemilumineszenzgerit (VWR® CHEMI only) gekoppelt. Durch die VWR® Image Capture
Software konnen die Kameraintegration, die Belichtungszeit, das Objektiv, die
Aufnahmeoptionen sowie die Autofokus-Konfiguration automatisch gesteuert oder manuell
eingestellt werden. Fiir diese Arbeit erfolgte die Aufnahme der Proteinbanden einheitlich bei

automatischer Einstellung.

2.3.2 ImageJ

ImagelJ ist ein Open Source Bildbearbeitungsprogramm, in dem digitale Bilder gespeichert,
bearbeitet und analysiert werden konnen. Es eignet sich besonders fiir die mikroskopisch
angefertigten Aufnahmen, beispielsweise zur Bestimmung der Fldche eines ausgewdhlten

Gebiets oder der Zellzahl.

2.3.3 BZ-II-Viewer

BZ-1I-Viewer ist eine Betrachtungssoftware, die von der Firma Keyence entwickelt wurde. An
das Fluoreszenz-Mikroskop - Keyence (BZ-9000 BIOREVO) gekoppelt ermdglicht diese
Software die Aufnahme, Bearbeitung und Analyse histologischer Préparate. Mithilfe dieses
Programms konnen optimale Einstellungen vorgenommen werden. Es ermdglicht sowohl die
Betrachtung einzelner Kanile als auch beliebige Uberlagerungen verschiedenen Kanile. Fiir
diese Promotionsarbeit wurden die Ubersichtsbilder mit einem 10x —Objektiv und

Detailaufnahmen mit einem 40x — Objektiv aufgenommen.

2.3.4 GraphPad Prism 5.0

Das Programm GraphPad Prism 7.05 der Firma GraphPad Software ist eine Statistiksoftware
zur Analyse und Auswertung quantitativ erhobener Daten. Die Software ist ebenfalls zur

Erfassung, Organisation, Verarbeitung und graphischen Darstellung von Daten geeignet.
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2.4 Allgemeine Richtlinien

Alle Versuche im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden geméf den aktuellen Richtlinien fiir
Tierversuche des Landesamts flir Natur, Umwelt und Verbrauchsschutz (LANUYV) Nordrhein-
Westfalen sowie des geltenden deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG) durchgefiihrt. Fiir die
durchgefiihrten Experimente lag eine Tierversuchsgenehmigung mit dem Aktenzeichen 81-
02.04.2018.A274 vor. Die Organentnahmen erfolgten in der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf.

2.5 Mausmodell und Haltungsbedingungen

In den vorliegenden Experimenten wurden insgesamt 20 acht bis zwolf Wochen alte ménnliche
C57BL/6J — Méuse (Mus musculus) eingeschlossen. Dieses Mausmodell wurde von der Firma
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) bereitgestellt. Da Mus musculus genetische
Homologie zum menschlichen Genom aufweist und laborexperimentelle Manipulationen mit
dieser Spezies bereits etabliert sind, wurde dieses Mausmodell fiir das hiesige

Versuchsvorhaben ausgewihlt.

Die Tiere wurden in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und Tierschutzaufgaben der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf in einem Kaifigkabinett von Tierhaltungsschrinken
(Scantainer von Firma Scanbur Denmark) mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten.
Nutzung von Scantainer-Schrank in Tierversuche ist eine gut etablierte Methode, denn diese
diversen Vorteile bietet. Eine der wichtigsten Aspekte ist hierbei die Moglichkeit, Tierversuche
zu standardisieren. Diese wird aufgrund der konstanten sowie manuell einstellbaren
Bedingungen innerhalb des Schrankes erreicht. Dazu gehoren unter anderem konstante

Temperatur (20°C) und Luftfeuchtigkeit sowie streng kontrollierte Belichtungszeiten.

2.6 Versuchsaufbau

Alle Tiere wurden nach ihrer Ankunft, zur Eingewohnung, zuerst 10 Tage bei 12 h Licht (250-
300 Ix Beleuchtungsstirke) / 12 h Dunkelheit (2 Ix Beleuchtungsstéirke) (LD) gehalten. Die
Maiuse wurden in zwei Gruppen, je 10 Tiere eingeteilt (Tab. 6). Um den Einfluss von Dauerlicht

auf  entzlindliche Prozesse 1im  Hippocampus zu untersuchen, wurden die
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Beleuchtungsverhéltnisse fiir die beiden Gruppen wie folgt angepasst: Gruppe 1
(Kontrollgruppe) wurde weitere 14 Tage bei 12 h Licht (250-300 1x Beleuchtungsstédrke) / 12 h
Dunkelheit (2 Ix Beleuchtungsstiarke) (LD) gehalten. Die zweite Gruppe (Dauerlichtgruppe)
wurde nach der EingewOhnungsphase fiir 14 Tage bei Dauerlicht gehalten (250-300 Ix
Beleuchtungsstirke) (LL).

Am Versuchsende wurden die Tiere zur Blut- und Gewebeprobenentnahme eliminiert. Jeweils
5 Tiere der Kontrollgruppe und 5 Tiere der Daurlichtgruppe wurden fiir histologische Analysen
perfundiert (n=10). Das nach der Perfusion entnommene Gewebe wurde in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwéssert und fiir die Immunfluoreszenz-Farbung (IF) in Paraffin eigebettet. Bei
den restlichen 5 Méuse der Kontrollgruppe und 5 Mause der Dauerlichtgruppe (n=10) erfolgte
eine native Probenentnahme. Das native Gewebe wurde sofort nach der Entnahme in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Diese Proben wurden im weiteren fiir
molekularbiologische Untersuchungen (RNA-und Proteinanalysen) aufgearbeitet. In der
nachfolgenden Tabelle sind die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Tiere und

Untersuchungsmaterialien aufgelistet (Tab. 7).

Tabelle 6: Versuchsaufbau

Tag 0 10 24
LD LD LD
Eingewohnung Experiment
LL LD LL
Randomisierte Gewichtskontrolle Gewichtskontrolle
Zuordnung in Blutuntersuchung
Kontroll- und Aktogrammen
Versuchsgruppe Histologie
Molekularbiologie
Biochemie
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Tabelle 7: Untersuchungsmaterial

Bedingung Anzahl der Tiere = Material Konservierung
LD n=5 Gehirn Paraffineinbettung
LL n=5 Gehirn Paraffineinbettung
LD n=5 Gehirn Schockgefrieren
LL n=5 Gehirn Schockgefrieren

2.7 Tierversuche

2.7.1 Infrarotdetektoren

Die Bestimmung und kontinuierliche Erfassung der spontanen Bewegungsaktivititen erfolgte
mittels Infrarotdetektoren (Mouse-e-motion, Hamburg). Die Aktivitdt des Bewegungsapparates
wurde kontinuierlich in 6-min-Intervallen aufgezeichnet. Aktogramm, Aktivitétsprofile,
Aktivitdtsbeginn und Chi-square-Periodogramme wurden mit der Clocklab-Software

(Actimetrics, Wilmette, IL) berechnet.

2.7.2 Korpergewichtskontrollen

Um herauszufinden ob und welchen Einfluss Dauerlicht auf das Gewicht der Versuchstiere hat,
wurden die Miuse insgesamt drei Mal gewogen. Die erste Gewichtsmessung erfolgte an dem
Tag als die Miuse geliefert wurden, vor Einbringen der Méuse in die Tierhaltungsschrinke
(Scantainer, Scanbur Denmark). Ein zweites Mal wurden die Tiere nach der 10-tdgigen
Eingewohnung und vor Versuchsbeginn. Die letzte Gewichtsmessung fand am letzten
Versuchstag statt, kurz bevor die Méuse eliminiert wurden. Die erhobenen Daten wurden

dokumentiert und statistisch ausgewertet.

2.7.3 Blutentnahme und Anfertigung der Blutausstriche

Die Totung der Méuse erfolgte iiber eine Aufsittigung von Isofluran auf 5% der

Umgebungsluft. Diese entsprach bei einem von uns verwendeten Exsikkator einer
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Isofluranmenge von ca. 1 ml, was fiir Miuse eine Uberdosis darstellt und zum irreversiblen
Herz- und Atemstillstand sowie Verlust der Schutzreflexe fiihrt. Unter Narkose erfolgte die
Eroffnung des Thorax und das Einbringen einer Kaniilenspitze in den rechten Ventrikel. Um
Koagulation und Verklumpung der Thrombozyten zu verhindern, wurde die Aufziehkaniile vor
der Blutentnahme mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) beschichtet. Ausstreichen der
Blutproben erfolgte auf den entfetteten Objekttrigern von Firma Starfrost® (76 x 26
geschliffen). Die Blutausstriche wurden zunachst bei Raumtemperatur (RT) luftgetrocknet und
anschlieend nach Pappenheim (May-Griinwald-Giemsa) gefarbt. Zdhlung und Auswertung
der kernhaltigen Blutzellen erfolgten lichtmikroskopisch (Leitz Wetzlar) und mithilfe der
Schilling-Methode.

2.7.4 Transkardiale Perfusion

Die transkardiale Perfusion erfolgte bei 10 Tieren — jeweils fiinf aus der LD- und der LL-
Gruppe. Nach der Er6ffnung des Thorax und der Blutentnahme erfolgte eine Injektion von etwa
20 ml PBS-Losung iiber den linken Ventrikel, gefolgt von ca. 200 ml Perfusionsldsung
(Zusammensetzung geméill Tab. 10). Nach abgeschlossener Perfusion wurden die Miuse
dekapitiert und das Gewebe tliber Nacht bei 4°C in der Perfusionsldsung nachfixiert. Danach

wurde das Gehirn aus dem Schidel entnommen und fiir die Paraffineinbettung vorbereitet.

2.7.5 Native Probenentnahme

Zur Gewinnung nativer Gewebeproben erfolgte die Priparation der restlichen 10 Tiere aus der
Kontroll- und Dauerlichtgruppe. Nach der Er6ffnung des Thorax und der Blutentnahme erfolgte
eine Injektion von etwa 20 ml PBS-Ldsung {iber den linken Ventrikel, um das Gewebe
grofBtenteils von Blut zu befreien. Danach wurden die beiden Hippocampi herausprépariert, in

fliissigem Stickstoft schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.7.6 Paraffineinbettung

Die fixierten Gehirne wurden in beschriftete Einbettkassetten tUberfuhrt und fir mehrere

Stunden in Leitungswasser gespiilt. Durch das Einlegen in eine aufsteigende Alkoholreihe

35



(50%, 70%, 95%, 100% Ethanol) erfolgte die Dehydrierung des Gewebes. Zur Entfernung des
Alkohols folgte die Spiilung in Xylol. Anschlieend wurden die Gehirne unter Verwendung
eines Paraffin-Einbettsystems (MEDITE TES Valida®) eingebettet, gehértet und konserviert.

2.7.7 Anfertigung von Paraffinschnitten

Nach ausreichender Hértung des Paraffins wurde das Gehirngewebe getrimmt. AnschlieBend
wurden mithilfe eines Mikrotoms (MICROM HM 360) 5 um diinne Gewebeschnitte angefertigt.
Diese wurden auf 75 x 26 mm groB3e, mit destilliertem Wasser benetzte Objekttrager der Marke
Star Frost® (Advanced Adhesive, geschliffen) aufgezogen und bis zur vollstindigen Streckung
auf einer ca. 35°C heillen Warmeplatte getrocknet. Die weitere Trocknung erfolgte tiber Nacht

in einem 42°C warmen Inkubator.

2.8 Firbungen

2.8.1 Férbung nach Pappenheim

Fiir das differenziale Blutbild wurden die Blutausstriche nach Pappenheim (May-Griinwald-
Giemsa) gefarbt. Die Pappenheim-Farbung ist die hdmatologische Standardfirbung. Die
verwendete Férbelosung setzt sich aus Eosin, Giemsa und Methylenblau zusammen, die in
Methanol geldst werden. Es entsteht eosinsaures Methylenblau. Bei der Pappenheim-Féarbung
farben sich Zellkerne blau-violett, die Granula der neutrophilen Granulozyten hell-violett, die
der basophilen dunkelblau-violett und die der eosinophilen Granulozyten ziegelrot.
Thrombozyten erscheinen violett. Das Zytoplasma der Lymphozyten und der Monozyten farbt
sich blau. Die Erythrozyten stellen sich rot dar. Blutausstriche wurden nach intensiver

Lufttrocknung direkt gefarbt.

Die Féarbung wurde nach dem folgenden Protokoll (Tab. 8) durchgefiihrt:
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Tabelle 8: Protokoll fiir die Farbung nach Pappenheim

Schritt | Losung Prozess Dauer

1. | Methanol Fixierung 10 min

2. 1 Teil May-Griinwald + 1 Teil | Abtropfen lassen, keine Zwischenwisserung | 7 min

Farbe-Puffer

3. Abtropfen lassen, keine Zwischenwiésserung

4. 1 Teil Giemsa + 6 Teile Farbe- | “wissrige* Farbung 20 min
Puffer

5. | Farbe-Puffer Differenzierung 10 sec

6. | Farbe-Puffer Differenzierung 4 min

7. | Farbe-Puffer Differenzierung 3 min

Nachbehandelnd wurden die noch feuchten Priparate von der Unterseite abgewischt und an der
Luft bei RT getrocknet. Darauf folgte das Eindecken mit Entellan® unter Verwendung von
Xylol als Losungsmittel. AbschlieBend wurden die Pridparate bei RT getrocknet und

lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.8.2 Differenzierung des Blutbildes

Die Auswertung der gefarbten Blutausstriche erfolgte manuell lichtmikroskopisch durch ein
Leitz Wetzler Mikroskop. Die Differenzierung und Zdhlung der weillen Blutkorperchen wurde
mithilfe der Shilling’s Tabelle durchgefiihrt. Zundchst wurden die Objekttriger mit einem
Objektiv (10x VergroBerung) mikroskopiert, da sich hiermit die optimale Ausstrichregion und
die Zelldichte beurteilen lassen. Als optimal wurden die Ausstrichregionen definiert, die sich
als Monolayer darstellten, d. h., die Erythrozyten liegen nah aneinander, sodass keine weiteren
Erythrozyten in die Zwischenrdume passen. Gleichzeitig durften sich die Erythrozyten nicht
gegenseitig  liberlappen. Nach Identifizierung der optimalen Regionen erfolgten
Mikroskopieren in 20x Vergroferung und dabei Zéhlung der kernhaltigen Zellen. Pro Ausstrich
wurden 200 kernhaltige Zellen ausgezihlt und als Granulozyten (stabkernig, segmentkernig,

neutrophil, eosonophil, basophil), Monozyten und Lymphozyten identifiziert.
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2.8.3 Immunfluoreszenz (IF)-Fiarbung von Hippocampus

Die Methode der IF-Férbung nutzt Antikérper, an die ein fluoreszierender Farbstoff
(Fluorochrom) gebunden ist, um spezifische Antigene zu detektieren. Fiir Vergleichbarkeit
wurden vor IF-Fiarbung Hippocampus-Schnitte immer von einer bestimmten Region
ausgewdhlt. Hierzu orientierten wir uns auf Commissura anterir. Zur Durchfithrung von IF-
Féarbung erfolgte zunéchst die Entparaffinierung der Gewebeschnitte durch Inkubation in Xylol
und anschlieBend Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mit 100%, 96%, 70%
Ethanol und abschlieBend Aqua dest. Nach mehrmahligem Waschen in PBS wurden die
Objekttrager zur Antigendemaskierung in Citrat-Puffer (Zusammensetzung geméal Tab. 10) fiir
4 min bei 800 W in der Mikrowelle aufgekocht und anschlieBend bei 180 W fiir weitere 20 min
erhitzt. Nachdem sich die Schnitte 15 min abgekiihlt hatten, wurden sie drei Mal im PBS
gewaschen und in eine Feuchtkammer iiberfiihrt. Zur Blockierung der unspezifischen
Bindestellen erfolgte eine einstiindige Inkubation mit 5% Goat-Serum (in PBS 1:20) bei RT.
Danach wurde der erste, mit Blockierungslosung verdiinnte, primdre Antikorper (Tab. 2)
aufgetragen und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Auf eine Negativkontrolle wurde nur Serum
ohne primédren AK aufgetragen. Am niachsten Tag wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und
anschliefend mit einem zweiten Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikorper (Tab. 3) fiir eine
Stunde bei RT inkubiert. Anschlieend erfolgte die Behandlung mit 0,3% Sudan-Schwarz-
Losung fiir 5 min um unspezifische Hintergundfluoreszenz zu minimieren. Anschliefend
erfolgte die Zellkernfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Losung (2 Tropfen
DAPI gel6st in 1 ml PBS). Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden die Objekttrager mit

Fluoromount™ eingedeckt.

2.8.4 Mikroskopische Aufnahmen der IF-Firbungen

Die mikroskopische Aufnahme erfolgte durch das Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000 BIOREVO
von der Firma Keyence. Die Betrachtungssoftware war der BZ-II-Viewer (Fa. Keyence).
Zunichst erfolgten Ubersichtsaufnahmen des gesamten Gehirnschnittes mit einem 10x-
Obejektiv, und anschlieBend Detailauthahmen von Hippocampus-Formation (Cornu ammonis
und Gyrus dentatus) mit dem 40x Objektiv. Die Einstellung der Belichtungszeit (exposure time)

wurde fiir alle Aufnahmen innerhalb eines Antigens einheitlich verwendet (Tab. 9).
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Tabelle 9: Einstellungsparameter fiir mikroskopische Aufnahmen der IF-Firbungen von

Hippocampus
exposure time  Fluoreszenzfarbe Gewebe - GFAP - glial fibrillary
GFAP +1/13 rot Hippocampus acidic protein
IBA1 +1/2,5 oriin Hippocampus - IBALI - ionized calcium-

binding adapter molecule 1

2.8.5 Quantifizierung der gefirbten Gewebeschnitte

Pro Maus wurden 2x2 Schnitte analysiert. Die ausgewerteten Schnitte hatten einen
Mindestabstand von ca. 100 um um eine Mehrfachauswertung von derselben Zelle zu
vermeiden. Zur Analyse der relativen Proteinexpression im Hippocampus, wurde mithilfe der
Software ImagelJ die positiv gefarbte Fliche von GFAP bzw. IBA1 bestimmt. Zunéchst erfolgte
die Umwandlung der Rot-Griin-Blau (RGB)-Bilder in 8-Bit-Graustufen. Der Schwellenwert
(Threshold) wurde innerhalb eines Antigens einheitlich mit einem Filter festgelegt (fiir GFAP:
Default; fir IBA1: Li). Zur Analyse der Gesamtfluoreszenz wurde in jedem Schnitt der

Hippocampus ausgewaihlt und positiv gefarbte Flache gemessen.

2.9 Molekularbiologische Untersuchungen

2.9.1 RNA-Aufreinigung

Ein Hippocampus pro Maus wurde mit jeweils 1 ml peqGOLD TriFast-Losung in
Homogenisierungsrohrchen der Firma Precellys® iiberfiihrt. Die Homogenisation erfolgte 20
sec bei 5000 rpm mithilfe eines Precellys® Evolution. Anschliefend wurden die Proben auf Eis
inkubiert, bis der Schaum zerfiel und danach 5 min bei RT gelagert, um die vollstindige
Dissoziation der Nukleoproteinen-Komplexen sicherzustellen. AnschlieBend wurden die
Proben in 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefdfle iiberfithrt und mit 200 pul Chloroform mittels
Vortexens gut gemischt. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis inkubiert erfolgte ein
Zentrifugationsschritt fir 20 min bei 13.000rpm und 4°C. Dabei kommt es zu einer
Phasentrennung. Zur Fillung der RNA wurde die mittlere wéssrige Phase vorsichtig

abgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal} iiberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol
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versetzt. Die Losung wurde gut gemischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 min bei 13.000rpm und 4°C Temperatur. Der
Isopropanoliiberstand wurde vorsichtig abgenommen und das entstandene RNA-Prizipitat
zweimal mit 1 ml 75% eiskaltem Ethanol gewaschen. Die Waschschritte erfolgten durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 13000rpm und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das
RNA-Pellet fiir 10 min beim RT getrocknet. Nach Trocknung wurde das RNA-Pellet in 12ul

RNAse-freiem Wasser resuspendiert.

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA, erfolgte eine
photometrische Messung am Nanodrop 2000. Als BLANK wurde RNase-freies Wasser

verwendet.

2.9.2 cDNA-Synthese

Die isolierte Messenger-RNA (mRNA) wurde zunédchst in komplementire DNA
(complementary DNA (cDNA)) umgeschrieben. Zunichst wurde pro Probe je 1 pg mRNA mit
11 pl ultrareinem Wasser (Gibco®, Thermo Fischer Scientific) vermischt und fiir 5 min bei
70°C denaturiert. Der Mastermix setzte sich pro Probe wie folgt zusammen: 4 pl 5x First Strand
Puffer, 2 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT), 1 ul eines 10 mM Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTP)-Mix, 0,1 ul des Primers sowie 1 pl Moloney Murine Leukdmie Virus Reverse
Transkriptase (M-MLV-RT). Nach kurzer Zentrifugation wurde jede Probe mit 8,1 pl
Mastermix versetzt und fiir 50 min bei 37°C inkubiert. Nach Inaktivierung der M-MLV-RT bei
70°C fiir 15 min, wurden die Proben kurz zentrifugiert. Von jeder Probe wurden 3pul
abgenommen und in einem Eppendorf-Gefal3 vermischt. Aus diesem unverdiinnten cDNA-Pool
durchschrittweise Verdiinnung mit ultrareinem Wasser (1:1) eine Standardreihe hergestellt
(Standard 1: 50% cDNA-Standard 7: 0,75% cDNA). Die restlichen Proben wurden im

Verhiltnis von 1:10 mit ultrareinem Wasser verdiinnt.

2.9.3 Durchfiihrung der qRT-PCR

Die Genexpression der Inflammasombestandteile wurde unter der Verwendung von Sybr-
Green (KAPA® VWR Life Science Competence Centre, Erlangen, Deutschland) und qRT-PCR-

Methode untersucht (Real-Time-Cycler StepOne Plus von Firma Applied Biosystems).
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Fiir den gqRT-PCR Master-Mix wurden pro Probe je 0,5 ul Sense (s)- und Anti-Sense (as)-
Primer (Tab. 4) sowie 2 ul ultrareines Wasser und 5 ul SYBR-Green in einem Eppendorf-Gefal3
gemischt. In jedes Well einer 96-Well-Platte wurden jeweils 8 ul des Master-Mix vorgelegt.
Danach erfolgt die Zugabe von jeweils 2ul Standard, Probe oder ultrareinem Wasser
(Negativkontrolle). Die Standards wurden im Dublett und die Proben im Triplett gemessen.
AnschlieBend wurden die Platten einmalig bei 1.000 rpm zentrifugiert und in den Real-Time-

Cycler gestellt.

Zur vergleichenden Quantifizierung wurde die Expression dreier Referenz-Gene
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase =~ (GAPDH), = Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase (HPRT) und Hitzeschockprotein 90 (HSP90) ermittelt und mithilfe der qBase Plus-
Software (qBase Biogazelle, Belgien) analysiert. Die jeweilige Expression der Zielgene wurde
als Verhiltnis zur Referenzgen-cDNA angegeben. Die Reinheit des Genproduktes wurde

mithilfe einer Schmelz-Kurve tiberpriift.

2.10 Immunologische und biochemische Untersuchungen

2.10.1 Proteinaufreinigung

Die Lysierung des Hippocampus erfolgte in eiskaltem Radioimmunprizipitationsassaypuffer
(RIPA), welcher einen Protease- und Phosphataseinhibitor beinhaltet (Zusammensetzung
gemal Tab. 10). Die Gewebsstiickchen wurde mit 400 pl Lyse-Puffer versetzt und anschlieBend
in einem Homogenisator Precellys® Evolution, bei 5000 rpm fiir 60 sec, zerkleinert. Das
entstandene homogenisierte Gewebe wurde fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Nach dem Zerfall der
oberflachlichen Schaumschicht erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 15000 rpm und 4°C
fiir 20 min. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein neues Eppendorf GefiB iiberfiihrt und die
Proteinkonzentration bestimmt. Diese erfolgte in einer 96-well Platte unter Verwendung des
Bicinchoninsdure(BCA)-Kit der Firma Thermo Fisher Scientific, nach dem Protokoll des
Herstellers. Pro Well wurden entweder 10 pl Standard oder 10 pl der 1:5 verdiinnten Probe
aufgetragen. Die Standards und Proben wurden im Duplett gemessen. Die Messung der
Proteinkonzentration erfolgte bei 562 nm mit dem FLUOstar Omega (BMG LABTECH GmbH)

und der Reader Control Software.
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2.10.2 Western Blot und SDS-Page

Zur Auftrennung, Detektion und Quantifizierung der gesuchten Proteine wurde die Methode
des Western Blot durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteinbestandteile nach ihrem
molekularen Gewicht erfolgte mittels Gelelektrophorese. Danach folgte der Transfer auf eine
Tragermembran und anschlieBend die Detektion der Proteinbanden mithilfe des Gel
Dokumentationssystems (VWR® CHEMI only). Die erfassten Banden wurden zur Auswertung
mit dem Programm ImageJ densitometrisch ausgemessen. Zur Ladekontrolle wurde B-Aktin
benutzt.

Durch eine Natriumdedocylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) wurden die
Proteine nach ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt. Zunichst wurden die Glasscheiben, zur
Herstellung von 1 mm dicken Polyacrylamidgelen, mit 70% Ethanol gereinigt und in eine
Haltevorrichtung zur Herstellung der Gele gespannt. AnschlieBend wurde die Trenngellosung
(8-14%) (Zusammensetzung gemal Tabelle 9) hergestellt, in die Gel-Vorrichtung pipettiert und
mit 500 ul Butanol iiberschichtet. Nach 30 min Auspolymerisierung erfolgte die Herstellung
des Sammelgels (Zusammensetzung gemil3 Tab. 10). Im ndchsten Schritt erfolgte das
Einbringen der passenden Kdmme, um die Taschen zur Probenaufnahme zu formieren. Nach
weiteren 30 min Polymerisierung konnten die Kdmme entfernt und die Gele in die
Elektrophorese-Kammer iibertragen werden. Jeweils 20 pg Protein wurden mit 2x Laemmli-
Puffer (Zusammensetzung geméall Tab. 10) versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Zuerst
wurde einmal 10 pl Proteinstandard (Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards
Bio Rad) in die erste Geltasche pipettiert und im Anschluss wurden die Proben aufgetragen.
AnschlieBend wurde eine Spannung von 80 V fiir 15 min angelegt, danach erfolgte die

Erhohung auf 140 V Spannung fiir 90 min.

Zum Transfer der Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidenflourid (PVDF) Membran wurde das
Tankblot-Verfahren angewendet. Dabei erfolgte zunédchst die Benetzung der Filterpapiere und
Schaumstoffschwdamme durch Trankung in Transferpuffer (Zusammensetzung gemif3 Tab. 10),
sowie die Aktivierung der PVDF Membran durch das Einlegen in Methanol fiir 30 sec. Der
Aufbau eines Tank-Blots erfolgte nach dem Sandwichverfahren: Auf Kunststoffgitter wurden
Schaumstoffschwamm, Filterpapier und Membran, darauf das Gel und abschlieBend wieder
Filterpapier und Schaumstoffschwamm aufgeschichtet. Der Blot lief zwei Stunden bei 4°C und
80 V Spannung.
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2.10.3 Comassie Blau, Ponceau S-Firbung und Fotoentwicklung

Um zu kontrollieren, ob der Transfer stattgefunden hat, wurde die Membran nach dem Blotten
fiir 30 sec mit Ponceau-S Losung gefarbt. Auswaschung der Ponceau-S Féarbung erfolgte erst
mit destilliertem Wasser, anschlieBend mit 1 x Tris-buffered-saline-tween20 (TBST)
(Zusammensetzung gemdl3 Tab. 10). Das Gel wurde iiber Nacht mit Comassie Blau angefarbt,
um die Effizienz des Transfers der Proteine vom Gel auf die Membran zu beurteilen. Comassie
Blau wurde durch das Waschen in einer Essigsdurelosung entfernt. Zur Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran flir eine Stunde in einer 5%
Milchpulverlosung bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran tiber Nacht bei 4°C
mit dem primdren Antikorper (Tab. 2), gelost im 5% Milchpulverlosung, inkubiert. Am
néchsten Tag erfolgte nach dreimaligem Waschen der Membran fiir 10 min mit TBST und die
Inkubation mit dem sekundéren Antikorper (Tab. 3), der ebenfalls in einer 5% Milch geldst
war. Die Inkubationszeit betrug 2 Stunden gefolgt von dreimaligem Waschen mit TBST. Die
Membranen wurden mit Thermo Fisher Scientific ECL plus Western Blotting Substrat ca. 1 min

lang inkubiert und mithilfe von Chemilumineszenzsystem VWR® CHEMI only dokumentiert.

2.10.4 Strippen

Um mehrere Proteine auf ein und derselben Blotting-Membran zu untersuchen, wurde die
Stripping-Methode angewendet. Beim Strippen werden unter Verwendung einer
Strippinglosung (Restore™ Western Blot Stripping Buffer von Firma Thermo Fisher Scientific)

primire und sekundire Antikdrper von der Membran entfernt, ohne dabei die Proteine zu 16sen.

2.11 Statistik

Alle gesammelten Daten wurden unter Verwendung des Programms GraphPad Prism 7.05 5.0
und IBM SPSS Statistics 22 ausgewertet. Es wurden insgesamt n=20 Tiere (10 Kontrolltiere,
10 Dauerlichttiere) in der vorliegenden Studie untersucht. Jeweils n=10 Tiere wurden fiir die
Gewichts-, Aktivitits- und Blutbildanalysen verwendet. Nach Testung auf Normalverteilung
(Shapiro-Wilk-Test) und Varianzengleichheit (Bartletts-Test) wurde entweder ein
parametrisches (Student’s t-test) oder ein nicht-parametrisches (Mann-Whitney U Test)

Testverfahren angewendet. Jeweils n=5 Tiere pro Behandlung wurden fiir die histologischen
43



und die molekularbiologischen Analysen verwendet. Aufgrund der kleinen Gruppengrof3e
wurden der nicht-parametrische Mann-Whitney U Test durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0.05 wurde

als statistisch signifikanter Unterschied gewertet und in den Abbildungen mit einem * markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Rhythmen der Bewegungsaktivitit

Aufzeichnung und Quantifizierung der lokomotorischen Aktivitit wurde mithilfe der
Infrarotsensoren durchgefiihrt. Die Auswertung der Aktivitéts- und Ruhephasen erfolgte in
Form sogenannter double plotted Aktogrammen (Abb. 4). Weiterhin wurden fiir jedes Tier
Gesamtzahl der Bewegungsdetektionen iiber 24 Stunden wund Mittelwert der
Bewegungsdetektionen pro Minute ermittelt (Abb. 5). Die Periodenldngen fiir LD- und LL-

Tiere werden nachfolgend mittels Periodogrammen dargestellt (Abb. 6).

3.1.1 Aktogramme

Wiéhrend der ersten zehn Tage wurden alle Versuchstiere einem 12:12-stiindlichen Licht-
Dunkel-Wechsel ausgesetzt. Die in Abbildung 4 dargestellten Aktogramme verdeutlichen, dass
die spontane lokomotorische Aktivitdt wihrend der ersten zehn Tage bei allen Versuchstieren
synchron zu den Licht-Dunkel-Wechsel ablduft. Da Miause nachtaktive Tiere sind, zeigten sie

den Aktivitdtsbeginn erst nach Ausschalten des Lichts (um 18 Uhr).

Von Tag 11 bis Tag 24 wurden die LL-Mause mit Dauerlicht behandelt (Abb. 4 B). Unter dem
Einfluss von Dauerlicht setzte der Beginn der lokomotorischen Aktivitdt in LL-Gruppe an
jedem folgenden Tag spéter ein als am Vortag. Dieses Phinomen ist im Aktogramm als eine

Verschiebung des gesamten Aktivitdtsmusters nach rechts zu erkennen.

A B

Time (hours) Time (hours)
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Abbildung 4: Exemplarische Double plotted Aktogrammen zeigen die Bewegungsaktivitdt von LD- (A) und
LL-Mausen (B). LL-Tiere wurden wéhrend der ersten zehn Tage, LD-Tiere wahrend der gesamten 24 Tage einer
Standard-Photoperiode (12:12-stiindlicher Licht-Dunkel-Wechsel) ausgesetzt. Die spontane lokomotorische
Aktivitdt der LD-Méuse fand tiber den gesamten Zeitraum synchron zu den Licht-Dunkel-Wechsel statt (A). Die
LL-Maéuse wurden von Tag 11 bis Tag 24 mit Dauerlicht behandelt. Unter Dauerlicht wurde das gesamte
Aktivitadtsmuster nach rechts verschoben (B). (Mittelwert + SEM)

3.1.2 Aktivititsprofile

Die Gesamtzahl und der Mittelwert der Bewegungsdetektionen pro Minute lagen in LL-Gruppe
hochsignifikant niedriger (Abb. 7 A; ***p < 0,0007). Eine exemplarische graphische
Darstellung der Anzahl der Aktivitdtsdetektionen {iber 24 Stunden ist in Abbildung 5
wiedergegeben. Im Gegensatz zu LD-Méusen lassen sich bei LL-Tieren keine klar abgrenzbare

Aktivitédts- und Ruhephasen erkennen.
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Abbildung 5: Aktivititsprofil von LD- (A) und LL-Maiusen (B). Die LL-Gruppe zeigt reduzierten Mittelwert
der Bewegungsdetektionen pro Minute im Vergleich zur LD-Gruppe. (Mittelwert £ SEM)

46



3.1.3 Periodogramme

Mithilfe des Dauerlichts wurden bei LL-Tieren die vom Lichtimpuls-abhidngigen zirkadianen
Rhythmen in den Freilauf gebracht. Ein wichtiges Merkmal hierfiir ist die Verdnderung der
Periodenlidnge. Die zirkadiane Periode der Versuchstiere zeigte sich unter einem 12 :12-
stiindlichen Licht-Dunkel-Wechsel fiir 24 h lang stabil. Nach der Behandlung mit Dauerlicht

erschien die Periodenlidnge von LL-Maiusen (Abb. 6 B) ldnger als die Periodenldnge von LD-

Mausen (Abb. 6 A).
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Abbildung 6: Periodogramme der LD- (A) und LL-Méusen (B). Periodenldnge von LD-Méusen betrigt ca. 24 h
(23,98 + 0,09 h) (A) und von LL-Mdusen ca. 25 h (25,21 + 0,18 h) (B). Die gerade Linie zeigt die Chi-Square-
Statistik als Indikator fiir die Signifikanz eines Periodogramm-Spitzenwertes. (Mittelwert = SEM)
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3.1.4 Bewegungsaktivitit und Rhythmusstabilitit

In Abbildung 7 sind die Gesamtbewegungsaktivitit (Abb. 7 A) und die zirkadiane Power als
Mal fiir die Rhythmusstabilitdt (Abb. 7 B) graphisch dargestellt. Unter LL-Bedingungen war
die Gesamtbewegungsaktivitit im Vergleich zu LD stark reduziert. Das ist zu erwarten, da sich
Licht hemmend auf die Aktivitit von nachtaktiven Nagern auswirkt. Fiir die Power des
zirkadianen Rhythmus werden 24-Stunden-Werte fiir eine schnelle Fourier-Transformation
(fast Fourier transform FFT) verwendet. Eine Rhythmizitdt der lokomotorischen Aktivititen
waren in beiden Gruppen vorhanden. Bei den LL-Tieren war der FFT-Wert jedoch signifikant

niedriger als in LD, was bedeutet, dass der Rhythmus hier deutlich instabiler ist.
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Abbildung 7: Statistische Analyse von Bewegungsdetektionen (A) und zirkadianer Power (B) von LD- und
LL-Médusen. Gesamtzahl der tédglichen Bewegungsdetektionen sind bei LL-Tieren (77337 + 6843)
hochsignifikant niedriger als bei LD-Tieren (128554 £ 9352) (A; ***p < 0,0007). Unter LD betrug der FFT-
Wert 0,2438 + 0,032 und in LL 0,04725 £ 0,005 (B; ***p < 0,0001). (Mittelwert + SEM)
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3.2 Korpergewicht

Um festzustellen, ob eine Behandlung mit Dauerlicht einen kurzfristigen Effekt auf die
Gewichtszunahme hat, erfolgte bei allen Tieren eine Gewichtskontrolle. Die
Endauswertung, die in Abbildung 8 graphisch dargestellt ist, zeigt die prozentuale
Gewichtszunahme nach den 14 Tagen im Versuch. Hierbei konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen LD- und LL-M4iusen festgestellt werden.
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Abbildung 8: Prozentuale Gewichtszunahme bei LD- und LL-Méusen. Graphische Darstellung der finalen
Gewichtsanalysen. (Mittelwert = SEM)
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3.3 Differenzialblutbild

Inwiefern Dauerlicht zu einer Verdnderung in Zusammensetzung der Leukozyten fiihrt,
wurde anhand der mikroskopischen Auswertung der Blutausstriche ermittelt. Es wurden
insgesamt 200 zellkernhaltige Zellen pro Tier (Monozyten, Lymphozyten, eosinophile
Granulozyten, basophile Granulozyten, stabkernige sowie segmentkernige neutrophile
Granulozyten) ausgezéhlt (Abb. 9 A-F). Die Ergebnisse wurden in Prozent angegeben. Die
prozentualen Anteile der weillen Blutkorperchen zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen LD- und LL-Maéusen (Abb. 10).

A B C
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Abbildung 9: Exemplarische Bilder von weiflen Blutkdrperchen von Blutausstrichen (A-F). Farbung nach
Pappenheim (May-Griinwald-Giemsa). (A) Segmentkerniger neutrophiler Granulozyt; (B) Stabkerniger
neutrophiler Granulozyt; (C) Eosinophiler Granulozyt; (D) Basophiler Granulozyt; (E) Monozyt; (F)

Lymphozyt.
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Abbildung 10: Zusammensetzung der im peripheren Blut zirkulierenden weiflen Blutkdrperchen bei LD-

und LL-Maiusen. Représentative graphische Darstellung des differentiellen Blutbildes.

3.4 Immunfluoreszenz-Firbung der Hippocampus-Schnitte

Hauptziel der Arbeit war herauszufinden, ob die Behandlung mit Dauerlicht zu verdnderten
Entziindungsprozessen im Hippocampus fithren kann. Daher wurde zuerst eine mogliche
reaktive Verdnderung der Gliazellen untersucht. Methodisch nutzten wir hierfiir die IF-
Féarbung (Abb. 11 A-D). Die Farbung gegen GFAP diente zur Identifizierung von Astrozyten
(Sofroniew & Vinters, 2010) und die Farbung gegen IBA1 als Mikroglia-spezifisches
Protein (Ohsawa, Imai, Sasaki, & Kohsaka, 2004).

Ausgewertet wurden die Fluoreszenzintensitéit (mean fluorescence intensity — MFI) sowie
positiv gefiarbte Flache (area fraction) der GFAP+ (Abb. 11 E, F) und IBA1+-Regionen
(Abb. 11 G, H) im Hippocampus. Bis auf signifikant erhohter MFI von IBA1 in LL-Gruppe

(Abb. 11 G) konnte keine weiteren Unterschiede zwischen beiden Gruppen gezeigt werden.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzfarbung von Astrozyten und Mikroglia im Hippocampus von LD- und LL-
Maéusen. Représentative Bilder zeigen GFAP- (Astrozyten) (A-B) und IBA1- (Mikroglia) (C-D) positive Zellen
im Hippocampus. Die dargestellten Graphen zeigen quantitative Fluoreszenzintensitdtsmessungen (MFI)
sowie positiv geféarbte Flache (area fraction) von GFAP- (E, F) und IBA1- (G, H) Farbungen im Hippocampus
von LD- und LL-Méusen.

MFI: mean fluorescence intensity

3.5 mRNA-Expression von Inflammasomen im Hippocampus

Mittels qRT-PCR wurde untersucht, ob eine Behandlung mit Dauerlicht einen Einfluss auf
die Genexpression der Inflammasommarker und ihrer Bestandteile hat. Die mRNA-
Expression von Inflammasomen — Nirplb, Nirp3, Nirc4, Aim2 (Abb. 12 A-D) und sowie
von Asc, Caspl und ILs - 1I-1p, 1I-18, 1I-33 (Abb. 13 A-E) — wurde im Hippocampus von
LD- und LL-Maiusen untersucht. Die mRNA-Expressionswerte von Aim2 (Abb. 12 D;
*#p=0,0159) und Caspl 1 (Abb. 13 B; *p=0,0079) fielen bei LL-Mausen im Vergleich zu
LD-Maiusen signifikant niedriger aus. Die Transkriptionswerte der anderen

Inflammasommarker zeigten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 12: Analysen der mRNA-Expression von Nlirplb (A), Nirp3 (B), Nirc4 (C) und Aim2 (D) im
Hippocampus der LD- (n=5) und LL-Méuse (n=5). (Mann Whitney U Test, *» < 0,05, **p < 0,01).
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Abbildung 13: Analysen der mRNA-Expression
von A4sc (A), Caspl (B) sowie ILs - /I-15 (C), II-18
(D) und 7/-33 (E) im Hippocampus der LD- (n=5)
und LL-Méuse (n=5). ((Mann Whitney U Test, *p
<0,05; **p < 0,01).
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3.6 Protein-Expression von Inflammasomen und deren Komponenten
im Hippocampus

Um zu testen, ob die Behandlung mit Dauerlicht einen Einfluss auf die Expression der
Inflammasomen und ihrer Komponenten auf Proteinebene hat, wurden WB-Analysen von
Hippocampushomogenaten durchgefiihrt. Abbildung 14 zeigt WB-Ergebnisse von NLRPI,
NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC, NF-kB, Caspl, IL-1p und IL-18 fiir LD- und LL-Gruppen.
Zur Lade-Kontrolle wurde B-Actin verwendet.  Semiquantitative densitometrische

Auswertungen von Proteinexpressionen sind in den Abbildungen 15-18 dargestellt.
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Abbildung 14: Western Blot Ergebnisse von NLRP1, NLRC4, NLRP3, AIM2, ASC, sowie Isoformen von
NF-kB, Caspasel, IL-1f und IL-18 im Hippocampus fiir LD- (n=5) und LL-Méiuse (n=5). B-Actin dient zur
Lade-Kontrolle.
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3.6.1 Caspase-1

Insgesamt wurden bei allen Versuchstieren vier Banden von Caspl nachgewiesen (Abb. 14).
Produkte mit Molekulargewichten von ~ 46 kDa und ~ 35 kDa scheinen ein inaktives
Proenzym bzw. intermedidre Form zu sein (Boucher et al., 2018). Kleinere Produkte mit
Molekulargewichten von ~ 15 kDa und ~ 20 kDa wurden als aktive Isoformen (p15, p20)
von Caspl identifiziert (Boucher et al., 2018), die eine signifikant erh6hte Expression in der

LL-Gruppe zeigten (Abb. 15 B; **p=0,0079 fiir cleaved Caspl).
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Abbildung 15: Semiquantitative densitometrische Auswertung von Proteinexpression der Caspase-1 in ihrer
inaktiven (A) und aktiven Form (B) im Hippocampus von LD- (n=5) und LL-Méuse (n=5). (Mann Whitney
U Test, *p < 0,05; **p < 0,01).

3.6.2 IL-1p und IL-18

Sowohl die inaktiven Vorstufen als auch reife Peptide von IL-1P und IL-18 wurden bei allen
Tieren untersucht (Abb. 14). Spaltprodukte der enzymatischen Aktivitét von Caspl sind das
aktive IL-1p (~ 17 kDa) und aktive IL-18 (~ 18 kDa). Die statistische Auswertung beider
Interleukine ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und

Versuchsgruppe (Abb. 16 A-D).
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Abbildung 16: Semiquantitative densitometrische Auswertung der Protein Expression von IL-1 (A-B) und
IL-18 (C-D) in ihrer inaktiven und aktiven Form im Hippocampus der LD- (n=5) und LL-Mause (n=5). (Mann

Whitney U Test, *» < 0,05; **p < 0,01).
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3.6.3 NLRP1 und NLRP3

Fiir NLRP1 konnten wir weder in LD- noch in LL-Gruppe die Expression der kanonischen
Isoform von ~ 160 kDa nachweisen. Es wurde jedoch ein Produkt von ~ 70 kDa identifiziert
(Abb. 14) dessen Expressionslevel zwar tendenziell erhoht, jedoch nicht signifikant

unterschiedlich war (Abb. 17 A).

Wir konnten die Expression von NLRP3 (~ 118 kDa) im Hippocampus aller Tiere
nachweisen (Abb. 14). Obwohl es tendenziell eine leichte Zunahme der NLRP3-Expression

bei LL-Midusen gab, wurde kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen

festgestellt (Abb. 17 B).
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Abbildung 17: Semiquantitative densitometrische Auswertung der Protein Expression von NLRP1-Isoform
(A) und NLRP3 (B) im Hippocampus der LD- (n=5) und LL-Méuse (n=5). (Mann Whitney U Test, *p < 0,05;
**p < 0,01).

3.64 NLRC4, AIM2, ASC und NF-xB

Die kanonischen Isoformen fiir NLRC4 (~ 116 kDa), AIM2 (~ 50 kDa), ASC (~ 22 kDa),
NF-«kB P-p65 (~ 80 kDa) und NF-kB p65 (~ 65 kDa) konnten bei allen Tiere nachgewiesen

werden (Abb. 14), die densitometrische Auswertung ergab jedoch keinen Unterschied im

Expressionslevel zwischen LD- und LL-Mé&usen (Abb. 18 A-D).
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Abbildung 18: Semiquantitative densitometrische Auswertung der Protein Expression von NLRP4 (A), AIM2
(B), ASC (C) und Ratio P-p65/p65 von NF-kB (D) im Hippocampus der LD- (n=5) und LL-Mé&use (n=5).

(Mann Whitney U Test, *» < 0,05, **p < 0,01).
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4 Diskussion

Epidemiologische Studien in Berufsgruppen, die einer permanenten chronodisruptiven
Belastung ausgesetzt sind, konnten bereits einen Zusammenhang zwischen zirkadianen
Rhythmusstorungen und gesundheitlichen Beeintrachtigungen nachweisen. Eindeutige kausale
Zusammenhinge zwischen zirkadianen Rhythmusstorungen und Neuroinflammation werden
von verschiedenen Forschungsgruppen aufgezeigt, die sich mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie AD, PD, ALS oder HD beschiftigen (Homolak et al., 2018; Jiang et al.,
2018; Lauretti et al., 2017; Musiek et al., 2018; Musiek & Holtzman, 2016). Es wird vermutet,
dass Chronodisruption zu einer Dysregulation des Immunsystems fiihrt und damit direkt zur
Pathogenese der neurodegenerativen Verdnderungen beitridgt (Musiek & Holtzman, 2016). Die
Rolle von PRR in diesem Prozess wird intensiv diskutiert. Zu den bekanntesten PRRs gehoren
NLRs, welche wichtige Bestandteile von Inflammasomen sind (Barbé et al., 2014).
Inflammasome wurden bereits bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben, die
auch chronodisruptive Begleitsymptome aufweisen (Homolak et al., 2018; Lauretti et al.,
2017).

In unserer Studie wurde die Hypothese liberpriift, ob eine Chronodisruption infolge von
Dauerlicht fiir zwei Wochen, Komponenten des angeborenen Immunsystems im Hippocampus
von C57BL/6]J Maiusen aktiviert.  Zundchst wurde der Allgemeinzustand und das
Differentialblutbild untersucht. Dauerlicht hatte keinen Einfluss auf den Allgemeinzustand
inklusive Korpergewicht und auf das Differentialblutbild. Mittels Immunhistochemie wurden
Astrozyten und Mikroglia gefarbt und analysiert, um die Auswirkung von LL auf Gliazellen zu
untersuchen. Die Farbung gegen GFAP diente zur Identifizierung von Astrozyten und die
Farbung gegen IBA1 als Mikroglia-spezifisches Protein. Die prozentuale GFAP- und IBA1-
positiv gefdrbte Fldche war nicht signifikant veridndert. Die Fluoreszenzintensitdt von IBA1,
jedoch nicht von GFAP, war signifikant erh6ht im Hippocampus von LL Tieren. AnschlieSend
wurde mittels qRT-PCR und Western Blot die Expression der folgenden Inflammasome auf
mRNA- und Proteinebene untersucht: NLRP1b, NLRP3, NLRC4, AIM2 und deren
Komponenten - ASC, Caspl sowie Interleukine - IL-1p, IL-18. Die Genexpression von aktiver
Caspl und AIM2 war in LL-Méusen signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu war die

Proteinexpression von aCaspl in der LL-Gruppe signifikant erhoht.
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Chronische Storungen der zirkadianen Rhythmen haben einen biologisch relevanten Einfluss
auf die Homoostase und fiihren nach heutigem Stand der Forschung zu tiefgreifenden
irreversiblen  pathophysiologischen  Verdnderungen vieler Korperfunktionen. Diese
Verdnderungen wurden bereits im Herz-Kreislauf-System, im Stoffwechsel und in den
endokrinen Funktionen sowie im Immunsystem beobachtet (Blask et al., 2005; Kolbe & Oster,
2019; Manfredini et al., 2018). Die Kausalitit zwischen CD, Neuroinflammation und
Neurodegeneration wird weiterhin diskutiert (Leng et al., 2018; Leng et al., 2019; Musiek &
Holtzman, 2016). Es ist jedoch noch nicht klar, in welche Richtung sich diese Kausalitét
orientiert: Ist die CD lediglich ein Symptom einer fortschreitenden neurologischen Erkrankung
oder fiihrt sie unter bestimmten Umstdnden zu neurodegenerativen Verdnderungen? Einige
Autoren gehen davon aus, dass sich die pathologischen Prozesse gleichzeitig in beide

Richtungen entwickeln konnen (Leng et al., 2019; Musiek & Holtzman, 2016).

Derzeitiger Wissensstand auf molekularer Ebene iiber die Beziehung zwischen CD und
Immunaktivierung im ZNS ist jedoch noch unvollstindig. Es ist wenig dariiber bekannt, ob die
Expression von Inflammasomen ein zirkadianes Muster aufweist und ob die Storung des

zirkadianen Rhythmus einen Einfluss auf ihre Aktivierung hat.

4.1 Versuchsaufbau und rhythmische Bewegungsaktivitit

Wie bereits erwiéhnt, ist Licht der wichtigste Zeitgeber (Pittendrigh, 1993). In unserem
Tierexperiment befanden sich alle Miuse zunéchst in einem 12:12 h Hell/Dunkel-Rhythmus
(LD). AnschlieBend wurde die Hélfte der Tiere zwei Wochen lang mit konstantem Licht (LL)
behandelt. Coomans et al. (2013) verwendeten einen &@hnlichen Versuchsaufbau, um die
Wirkung von gestorten zirkadianen Rhythmen auf Metabolismus, Gewichtszunahme und
Hormonhaushalt zu untersuchen (Coomans et al., 2013). Die Miuse in ihrem Experiment waren
jedoch vier Wochen lang unter LL-Bedingungen, und die Autoren analysierten zusétzlich den
Effekt von konstanter Dunkelheit (DD). Legates et al. (2011) erlduterten Methoden zur
Untersuchung der zirkadianen Uhr, sowie den direkten Einfluss von Licht auf die
lokomotorische Aktivitit (LeGates & Altimus, 2011). Die Autoren betonten, dass Versuchstiere
eine Gewdhnungsphase durchlaufen sollten, bevor Zyklusstorungen induziert werden. Diese

Phase sollte bei Méusen 1-2 Wochen dauern und einen normalen LD-Rhythmus beinhalten.
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Dementsprechend wurden in unserem Experiment alle Tiere in den ersten 10 Tagen einem LD-

Rhythmus ausgesetzt.

Zirkadiane Rhythmen werden wie andere rhythmische Prozesse durch die Amplitude und die
Periode der Oszillation charakterisiert. Zu den Hauptverfahren, die zur Analyse dieser
Parameter verwendet werden, gehort die Berechnung der Amplitude durch deskriptive
Standardstatistiken und die Berechnung der Periode durch Methoden der Zeitreihenanalyse
(time series analysis) wie Fourier-Transformation (fast Fourier transform FFT),
Autokorrelation oder Periodogramm (Refinetti, 2004). Die "Robustheit" eines zirkadianen
Rhythmus dient als Index fiir die Stabilitdt des Rhythmus (Refinetti, 2004). Als MaRB fiir die
,,Robustheit” wurden 24-Stunden-Werte der FFT-Wert verwendet.

Die Analyse der Logger-Daten zeigten, dass alle Méuse unter 12:12 Hell/Dunkel-Rhythmus ihr
Aktivitdtsmuster mit den externen Belichtungszeiten synchronisierten. Das bedeutet, dass sie
die Fahigkeit zum Entrainment hatten, was somit auf eine intakte Funktion ihrer inneren Uhr
hinwies. Da das Dauerlicht fiir LL-Tiere in der zweiten Hélfte des Experiments stindig
vorhanden war, konnte das Licht nicht mehr als externer Zeitgeber dienen und die Miuse
zeigten einen Freilauf der Bewegungsaktivitit, was sich als einer deutlich von 24 h
abweichenden Periodenldnge des Rhythmus und der Phasenverschiebung &duflert. Die
Phasenverschiebung beschreibt eine Verdnderung - entweder eine Vorwirtsverschiebung oder
eine Verzogerung - in der Phase des freilaufenden zirkadianen Rhythmus. Es hingt davon ab,
ob das Versuchstier tagsiiber oder nachts aktiv ist und, ob es konstantem Licht oder Dunkelheit
ausgesetzt ist. Wir konnten eine Phasenverschiebung nach rechts bzw. eine Verzégerung in der
Phasenlage feststellen. Dieses Ergebnis war in unserem Experiment zu erwarten, da es sich bei
Maiusen um nachtaktive Tiere handelt und sie unter Dauerlicht jeden Folgetag spéter anfangen
aktiv zu werden. Unsere Ergebnisse stimmen daher mit der Asschoff’s Regel iiberein. Sie
wurde in den 1960er Jahren aufgestellt und beschreibt die Verhaltensdnderung von Tieren in
Abwesenheit von externen Zeitgebern, die die innere Uhr unter physiologischen Bedingungen
synchronisieren (Carpenter & Grossberg, 1984). Die Regel besagt, dass die Periode des freien
Laufens bei nachtaktiven Tieren unter konstantem Licht verldngert wird, weil Licht bei
nachtaktiven Tieren die Aktivitit unterdriickt. Die Freilaufperiode tlibersteigt den 24-Stunden-
Rhythmus. Bei tagaktiven Tieren ist es umgekehrt (Carpenter & Grossberg, 1984). Passend
dazu =zeigte sich die Gesamtbewegungsaktivitit der LL-Mé&use in unserer Studie

hochsignifikant niedriger als bei LD-Mausen.
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Statistische Analysen von FFT-Werten unter LD- und LL-Bedingungen hat eine eindeutige
Rhythmizitdt der lokomotorischen Aktivitidten in beiden Gruppen gezeigt. Bei den LL-Tieren
zeigte sich der FFT-Wert jedoch signifikant niedriger. Dies ist ein Hinweis fiir verminderte

»Robustheit” bzw. reduzierter Stabilitdt des Rhythmus unter Dauerlicht-Bedingungen.

Es ist essenziell zwischen akuten und chronisch bestehenden Stérungen von zirkadianer
Rhythmik zu unterscheiden. In unserer Studie wurden die LL-Mé&use einer akuten
Chronodisruption ausgesetzt, denn die Gesamtdauer der Dauerlichtexposition betrug kumulativ
14 Tage und wurde als eine einmalige Episode durchgefiihrt. Die negativen physischen und
psychischen Auswirkungen einer Stérung des zirkadianen Systems scheinen jedoch positiv mit
der Dauer der Storung korreliert zu sein. Craig et al. (2008) untersuchten in ihrer Arbeit die
Auswirkungen einer akuten und chronischen Stérung des zirkadianen Rhythmus auf das Lernen
und dem Gedéachtnis. Sehr spannend ist durch die Autoren konzipierter Versuchsaufbau (Craig

& McDonald, 2008).

Um einen Zustand der zirkadianen Stérung zu erzeugen, wurde eine zweistufige
Phasenverschiebung bei Ratten durchgefiihrt, die 16 Tage dauerte. Akut phasenverschobene
Ratten wurden einer singuldren Episode (16 Tage) unterzogen, wihrend chronisch
phasenverschobene Ratten vier aufeinanderfolgende Episoden (64 Tage) durchliefen. Die
Kontrollratten erhielten fiir die Dauer des Versuchs einen konstanten 12:12 Hell/Dunkel-
Rhythmus. Jede Phasenverschiebungsepisode bestand aus zwei verschiedenen Phasen:
Phasenverschiebung und Erholung. Die Tiere wurden zunédchst an 6 aufeinanderfolgenden
Tagen um 3 Stunden pro Tag phasenverschoben. AnschlieBend folgte eine 10-tdgige
Reentrainment-Phase, um den Tieren eine teilweise Erholung zu ermoglichen. Solche
insgesamt 16-Tage lang andauernden Episoden, welche bei einer Gruppe vier Mal wiederholt
wurden, wurde als chronische Stérung des zirkadianen Rhythmus gewertet. Im Gegensatz dazu
wurde eine einmalig durchgefiihrte Episode bei der Vergleichsgruppe als eine akute Storung

des zirkadianen Rhythmus definiert.

Sowohl nach einer akuten als auch nach einer chronischen Phasenverschiebung kam es zur
Storung der zirkadianen Rhythmik; diese Storung hatte jedoch unterschiedliche Auswirkungen
auf Lernen und Gedichtnis, je nachdem, wie lange das Tier der Phasenverschiebung ausgesetzt
war. Die Autoren konnten nachweisen, dass die langfristige Storung des Tagesrhythmus zu
einer Beeintridchtigung von Hippocampusfunktion fiihrt, und somit das Lernen und raumliches

Gedichtnis negativ beeinflusst (Craig & McDonald, 2008). Sie vermuteten, dass die
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bedeutenden Ursachen fiir die kognitiven Beeintrdchtigungen eine Stressreaktion in
Zusammenhang mit chronischen Verdnderungen der Schlatmuster und der neuronalen Aktivitat

im Hippocampus sowie ein Riickgang des neuroprotektiven Hormons Melatonin sein kdnnten.

4.2 Allgemeinzustand

4.2.1 Metabolismus der Versuchstiere

Auch Stoffwechselrhythmen unterliegen dem zirkadianen Rhythmus und sind auf den &duferen
Tag-Nacht-Zyklus abgestimmt (Kolbe & Oster, 2019). Kolbe et al. (2019) legten in ihrer Arbeit
den aktuellen Wissensstand iiber den Zusammenhang zwischen CD und metabolischer
Homoostase dar. Sie berichteten, dass Storungen des zirkadianen Rhythmus, wie sie z.B. bei
Schlafstérungen oder rotierender Schichtarbeit auftreten, hdufig mit Stoffwechselstdrungen,
Forderung von Adipositas und sogar Typ-2-Diabetes assoziiert sind. Bei Mdusen fiihrten bereits
geringe  Lichtmengen wihrend der Nacht =zu verdnderten Verhaltens- und
Stoffwechselrhythmen und zu einer deutlichen Gewichtszunahme (Borniger, Maurya,
Periasamy, & Nelson, 2014).

Die Gewichtsmessungen in unserem Tierversuch wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, um
zu ermitteln, ob das konstante Licht tiiber zwei Wochen einen Einfluss auf die
Gewichtszunahme hat. Die statistische Analyse zeigte zwar Gewichtszunahme von allen
Tieren, dennoch keine finalen Unterschiede zwischen LD- und LL-Méausen. Anders als wir,
konnten Borniger et al. (2014) nachweisen, dass Gewichtszunahme bei Méusen, die nachts
schwachem Licht exponiert waren, bereits nach zwei Wochen detektierbar war (Borniger et al.,
2014). Der Grund fiir die divergierenden Ergebnisse konnte im Versuchsdesign liegen. In der
Metabolismusstudie von Borniger et al. (2014) waren Mause des Swiss-Webster-Stammes 14
h lang starkem (~150 1x) und 10 h lang schwachem Licht (,,dim light ~5 1x) ausgesetzt. Im
Gegensatz dazu wurden die von uns untersuchten CS57BL/6J-Méuse 24 Stunden lang
konstantem ~250-300 Ix starkem Licht ausgesetzt. Des Weiteren waren alle im Experiment von
Borniger et al. eingeschlossene Swiss-Webster Méuse adult (>9 Wochen alt). Zudem war die
Altersobergerenze von Versuchstieren nicht definiert. Im Gegensatz dazu wurden in unsere

Studie lediglich Méuse im Alter von 8-12 Wochen benutzt, d. h. diese befanden sich noch in
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einer schnellen Wachstumsphase, denn von Adultheit bei C57BL/6J-Mause spricht man erst ab
12 bis 24 Wochen (Flurkey, 2007).

Zusammenfassend ldsst sich berichten, dass grob betrachtet zwar Gemeinsamkeiten im
Versuchsaufbau zwischen unserem und dem Experiment von Borniger et al. bestehen, dennoch
sind die Unterschiede, wie Stamm und Alter der Versuchstiere sowie Belichtungszeit und
Lichtintensitdt im Experiment, recht bedeutsam. Diese iiben einen entscheidenden Einfluss auf
die Ergebnisse aus, sodass zur addquaten Beurteilung von Dauerlicht auf Stoffwechsel und

Allgemeinzustand weitere Studien mit gezielter Versuchsaufbau bendtigt sind.

4.2.2 Differenzialblutbild

Bereits im letzten Jahrhundert berichteten Haus et al. (1999) iiber eine tageszeitabhédngige
Exposition von Immunzellen im peripheren Blut (Haus & Smolensky, 1999). Um festzustellen,
ob konstantes Licht einen Einfluss auf die Menge der peripheren Immunzellen hat, analysierten
wir die Differenzialblutbilder aller Mause. Ausgewertet wurden Lymphozyten, Monozyten,
neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Wir konnten keine Unterschiede
zwischen LD- und LL-Gruppen beobachten. Wir vermuten, dass dabei einige Faktoren eine
wichtige Rolle spielen. Die Lebensdauer von peripher zirkulierenden Immunzellen kann je nach
Zelltyp stark variieren. Neutrophile Granulozyten verbleiben unter physiologischen
Bedingungen nur fiir einige Stunden im peripheren Blut (Simon & Kim, 2010). Lymphozyten
hingegen kdnnen je nach Typ mehrere Tage bis Wochen zirkulieren (Tough & Sprent, 1995).
Das bedeutet, wenn das Immunsystem in LL-Mausen unter Dauerlicht mit Lymphopenie
assoziiert sein sollte, konnten wir es nach nur 14 Tagen nicht nachweisen. Andererseits kann
die Leukozytose, je nach Pathologie, ein schleichend oder rapide verlaufender Prozess sein.
Ausloser einer Lymphozytose oder Granulozytose in kurzer Zeit konnen beispielsweise akute
Ereignisse, wie systemische Infektionen, Entziindungen, akute Traumata usw. sein (Riley &
Rupert, 2015).

Wie bereits erwéhnt, zeigen die Komponenten des Immunsystems einschlielich Immunzellen
im Blut physiologischerweise im Laufe des Tages eine deutliche Fluktuation. Die Exposition
der reifen Leukozyten im Blut ist in den ersten Stunden einer Lichtphase am hochsten und
nimmt im Tagesverlauf tagsiiber kontinuierlich ab (Curtis et al., 2014). Prendergast et al. (2013)
konnten jedoch nachweisen, dass gestorte zirkadiane Rhythmik die physiologische Fluktuation
von Leukozytenkonzentration stark beeinflusst (Prendergast et al., 2013). Die Autoren
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untersuchten Hamster, die initial mindestens fiir vier Wochen lang einem 16 h Licht/8 h
Dunkelheit-Rhythmus ausgesetzt waren. Die Versuchsgruppe erhielt nach vier Wochen
regelméfige 2-stiindige Behandlung mit Lichtimpulse wéhrend der Dunkelphase.
Blutentnahmen erfolgten um vier verschiedene Zeitpunkte, jeweils zweimal in Licht- und
zweimal in Dunkelphase. Nach Auswertung der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass bei
den Hamstern, die mit Lichtimpuls behandelt worden waren, zu einer Authebung der
rhythmischen Variation der Anzahl der zirkulierenden Leukozyten gekommen war. Interessant
ist noch die Tatsache, dass die Hochstwerte von Leukozytenkonzentrationen, welche in
Versuchs- und Kontrollgruppen einige Stunden nach Eintritt in die Lichtphase identifiziert
worden waren, in beiden Gruppen ungefahr gleich hoch lagen. Das bedeutet, gestorte zirkadiane
Rhythmik fiihrte zwar zu einer Unterdriickung der rhythmischen Exposition von Leukozyten

Blut, aber nicht zu einer absoluten Leukozytose.

In unserer Studie wurden nach Auswertung des Differenzialblutes von LD- und LL-Gruppen
keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Dieses Ergebnis war auch zu erwarten und stimmt
mit den Forschungsergebnissen von Prendergast et al. (2013) iiberein. Unser Resultat l4sst sich,
unter anderem, durch den Zeitpunkt von Blutentnahme erklédren. In unserem Experiment waren
LD-Mduse bereits ab 6 Uhr morgens der Lichtphase ausgesetzt. Wenige Stunden nach Eintritt
der Lichtphase wire die maximale Konzentration von Leukozyten im peripheren Blut zu
erwarten (Curtis et al., 2014). Aus diesem Grund erfolgte die Blutentnahme morgens zwischen
8 bis 9 Uhr. Kurz nach Eintritt der Dunkelphase, d. h. ab 18 Uhr, wére mit dem Tiefpunkt von
Leukozytenzahl in LD-Gruppe zu rechnen. In LL-Gruppe wire, aufgrund der beeintrichtigte
Fluktuation, im Vergleich zu der LD-Gruppe eine hohere Leukozytenzahl im peripheren Blut
um den gleichen Zeitpunkt zu erwarten. Die Blutentnahme fithrten wir jedoch nur morgens und
nicht abends durch. Denn unser priméres Ziel war zu priifen, ob die Behandlung mit Dauerlicht
fiir zwei Wochen zu einer dermaflen relevanten Aktivierung des zelluldren Immunsystems
fiihrt, dass es bereits im peripheren Blut im Sinne von Leukozytose nachweisbar ist. Dies konnte
nach Evaluierung des Differenzialblutes nicht erfasst werden. Bedeutsam ist noch zu erwihnen,
dass wir keine absolute Leukozytenkonzentration untersucht hatten. Um eine exakte
Auswertung zu ermoglichen, sollten beide Werte beriicksichtigt werden, da das
Differentialblutbild auch bei Verdnderung der Gesamtkonzentration normal erscheinen kann

(Blumenreich, 1990; O'Connell et al., 2015).
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4.3 Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia im Hippocampus

Gliose tritt als Reaktion auf die Schadigung des ZNS auf. Gliose ist eine unspezifisch reaktive
Verdnderung der Gliazellen, die oft mit einer Neuroinflammation einhergeht und je nach Art,
Intensitdt und Dauer der auslosenden Faktoren mehrere Tage andauern kann (Lindsay, 1986).
Die Faktoren, die zur Gliose fithren, konnen sehr unterschiedlich sein. Zudem gibt es Hinweise
auf kausale Zusammenhédnge zwischen zirkadianen Rhythmusstérungen und Gliose. Griffin et
al. (2019) konnten zeigen, dass die Aktivierung von Mikrogliazellen im Hippocampus und die
sekunddre Astrogliose durch die Deletion des Uhrengens Rev-erba (Griffin et al., 2019)
verursacht werden. Musiek et al. (2013) zeigten, dass Mause mit Bmall-Deletion mehrere
Anzeichen von Neurodegeneration zeigen, darunter Astrogliose und Mikrogliose (Musiek et

al., 2013).

Wir untersuchten die Fluoreszenzintensitdt der Astrozyten- und Mikroglia-Marker GFAP und
IBA1 im Hippocampusschnitte als MaB fiir die jeweilige Aktivitét (Giinther et al., 2005; Hartig,
2013). Die Intensitdt des Fluoreszenz-Signales des Astrozyten-Markers GFAP war in LD- und
LL-Maiusen nahezu gleich. Im Gegensatz dazu konnten wir eine signifikant erh6hte Intensitét
des Fluoreszenz-Signales des Mikroglia Markers IBA1 in der LL-Gruppe nachweisen. Das
deutet auf eine Aktivierung von Mikroglia durch LL hin. Allerdings gibt es unterschiedliche
Formen der Mikrogliaaktivierung — M 1- und M2-Aktivierung. Die M1-Aktivierung wird durch
Exposition von Mikroorganismen induziert. Bei einer M1-Aktivierung von Mikroglia, kommt
es zu einer Hochregulation der Neuroinflammation, Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen (z. B. IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-23), Phagozytose sowie Antigenprdsentierung an
Lymphozyten (Boche et al., 2013; Liddelow & Barres, 2017; Mosser & Edwards, 2008). Im
Gegensatz dazu sind die Effekte der alternativen - M2-Aktivierung Wundheilung,
Gewebereparatur, Entziindungshemmung sowie Initiierung von neuroprotektiven Vorgéinge
(Boche et al., 2013; Liddelow & Barres, 2017). Stimuli, die zu einer M2-Aktivierung fithren
konnen, sind z. B. antiinflammatorische Interleukine IL-10, IL-4 und IL-13 sowie
Glucocortikoide (Boche et al.,, 2013; DiSabato et al., 2016). Anhand unserer
Fluoreszenzintensititsmessung ist nicht zu differenzieren, um welche der beiden
Aktivierungsformen es sich handelt. Um dies besser zu differenzieren, kdnnte zusitzlich ein
Marker fiir Neuroprotektion und die Morphologie der Mikroglia untersucht werden. Insgesamt
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die 14-tdgige Dauerlichtexposition keine deutliche

Gliose auslost.
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Interessant sind in diesem Zusammenhang die Resultate der Studie von Taufique et al. (2019).
In ihrer Studie evaluierten Autoren die Anzahl von hippocampalen Neuronen und Gliazellen
von Krihen, welche LD- versus LL-Bedingungen ausgesetzt waren. Anders als wir, fiihrten sie
Nissl-Féarbung durch und maBien zudem die Gro3e der Perikarya, sowie das Glia/Neuronen-
Verhiltnis (Taufique, Prabhat, & Kumar, 2019). Zudem untersuchten sie das lokomotorische
Aktivitatsmuster, wobei unter Dauerlicht eine signifikant erhohte Anzahl von Bewegungen
identifiziert wurde. Die Autoren konnten zwar keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl
von Neuronen nachweisen, sie konnten jedoch eine deutlich erniedrigte Anzahl von Gliazellen
sowie eine deutliche Abnahme der Grofe der Perikarya in der LL-Gruppe im Vergleich zur
LD-Gruppe belegen. Taufique et al. (2019) vermuteten, diese negativen Effekte konnten auf
eine induzierte Storung des Tagesrhythmus zuriickzufithren sein. Sie interpretierten die
reduzierte Grofe der Perikarya als herabgesetzten Ausmall der neuronalen Aktivitidt und
Plastizitit. Des Weiteren sei eine verringerte neuronale Aktivitidt der Hippocampusregion bei
Krihen auf LL-Bedingungen zuriickzufiihren. Da Kridhen, im Gegensatz zu Méausen, tagaktiv

sind, kann vermutet werden, dass der Effekt von Dauerlicht bei Méiusen drastischer ist.

4.4 Expression von Inflammasomen und ihrer Komponenten im
Hippocampus

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass die Behandlung mit konstantem Licht zu einer
verdanderten Expression von Inflammasomen und deren Komponenten fiithrt. Es wurde die
Expression von NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC und Caspl nachgewiesen. Die nativen
Gewebe des Hippocampus wurden auf mRNA- und Proteinebene mittels qRT-PCR und
Western Blot analysiert.

4.4.1 Inflammasom NLRP1

Es sollte darauf hingewiesen werden, dass der Mensch nur ein Nlrp-Gen besitzt, wihrend in
Mausen drei Isoformen, also Nirpla, Nlrplb und Nirplc, nachgewiesen wurden (Boyden &
Dietrich, 2006). Hierbei ist NlrpIb die am besten untersuchte Isoform. N/rpIb mRNA konnte

in allen Méusen nachgewiesen werden, es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der
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Expression zwischen den LD- und den LL-Maédusen. Das deutet darauf hin, dass LL keinen
Einfluss auf die Nirplb Expression hat. Auch auf Proteinebene konnten wir NLRP1 in allen
Maiusen nachweisen. Hierbei konnten wir zwar nicht die kanonische Isoform mit dem
Molekulargewicht von 160 kDa, aber eine kleinere Form mit dem Molekulargewicht von 70
kDa detektieren. Hierflir gibt es einige mogliche Erkldrungen. Interessant ist die Arbeit von
Kummer et al. (2007), in der NLRP1 in mehreren verschiedenen Zellen und Gewebearten
untersucht wurde (Kummer et al., 2007). Die Autoren konnten lange (160 kDa) und kurze (u.
a. 70 kDa) Isoformen von NLRP1 z. B. in neuronalen, pulmonalen Geweben sowie in den
Immunzellen — T- und B-Lymphozyten und NK-Zellen nachweisen. In Monozyten konnten sie
jedoch nur die Expression der kleineren Isoform belegen. Dies deutet darauf hin, dass beide
Isoformen biologische Aktivitit vor allem bei der Immunabwehr besitzen (Kummer et al.,
2007). Autoproteolyse ist eine weitere mogliche Erkldrung dafiir, wie es zur Produktion von
kleinen NLRP1-Isoformen kommt. Es ist festgestellt worden, dass NLRP1 eine besondere
Function-to-Find-Domine (FIIND) enthélt (Walsh et al., 2014). Eine Autoproteolyse an der
FIIND-Region scheint fiir die Aktivierung von humanem NLRPI erforderlich zu sein.
Interessanterweise wird in den natiirlich vorkommenden Spleiflvarianten des menschlichen
NLRP1 eine Autoproteolyse in der FIIND-Region gehemmt, was die anschlieBende Reifung
von IL-1B verhindert. Im Gegensatz dazu, ein Single-Nukleotid-Polymorphismus (SNP),
welcher diese Region verdndert, die Verarbeitung und Aktivierung von NLRP1 verstérkt
(Finger et al., 2012). Ob es bei den nachgewiesenen 70 kDa-Banden sich um
autoproteolytischen Spaltungsprodukte handelt, ist schwer nachzuweisen. Es ist jedoch nicht
auszuschlieBen, da die Studienlage zum NLRPI-Inflammasom aktuell recht widerspriichlich
ist. Grund dafiir ist derzeit noch mangelndes Wissen iiber die spezifischen Aktivatoren, die

Komplexitit seiner Doménenstruktur und mogliche enzymatische Modifikationen.

Als nédchstes stellt sich die Frage, welchen Grund der fehlende Nachweis von kanonischer
NLRP1-Isoform haben kann. Am ehesten ist es denkbar, dass die Gesamtdauer des ausgesetzten
Reizes doch nicht ausreichend war, um eine relevante Hochregulation von Produktion der
kanonischen NLRP1-Isoform zu induzieren. Des Weiteren wurde iiber einen hochgradigen
Polymorphismus der NLRP1 in Mausstimmen berichtet. Es wurde festgestellt, dass C57BL/6-
Maiuse Mutationen in NLRP1b aufweisen, die das NLRP1-Protein funktionsunféhig schnell
eliminierbar machen (Lamkanfi & Dixit, 2014).

In fritheren Studien konnte es nachgewiesen werden, dass die Menge an NLRPI-

immunpositiven Neuronen im Alzheimer-Gehirn stark erhoht ist (Kaushal et al., 2015) und,
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dass Nirpl-Knockout-Miduse eine signifikant reduzierte neuronale Pyropotose sowie eine
reduzierte kognitive Beeintrachtigung zeigten (Tan et al., 2014). In unserer Studie liel3 sich nach
14 Tagen Behandlung mit Dauerlicht eine tendenziell erhohte Expression des NLRP1-Proteins
feststellen, die jedoch nicht statistisch signifikant war. Moglicherweise ist der Effekt sehr gering

und die Gruppengrofle miisste grofler sein, um Signifikanz zu erreichen.

4.4.2 Inflammasom AIM?2

In den LL-Méusen war die 4im2 mRNA Menge signifikant geringer als in den LD-M4usen,
was darauf hinweist, dass es durch die LL-Exposition zu Herabregulation der Aim2
Genexpression kommt. Auch das AIM2-Proteinlevel war in der LL-Gruppe reduziert, aber
nicht signifikant unterschiedlich zur LD-Gruppe. Mdglicherweise ist auch hier der Effekt zu
gering und die GruppengroBe miisste groBer sein, um Signifikanz zu erreichen. Die
Herabregulation der Aim2 Expression war iiberraschend, denn wir hatten eine erhohte
Expression der Inflammasom-Marker durch den Aktivierungsreiz Dauerlicht erwartet.
Allerdings konnten Struktur und Aktivierungsmechanismen einen Erkldrungsansatz bieten.
Eine Besonderheit der Struktur von AIM2 besteht darin, dass es aus einer N-terminalen PYD-
und einer C-Terminalen HIN-Doméne besteht, die in Abwesenheit eines Aktivierungssignals
autoinhibitorische Interaktionen zeigen (Walsh et al., 2014). PYD interagiert mit ASC und die
HIN-Doméne ist in der Lage intrazelluldre doppelstrangige DNA-Fragmente zu detektieren
(Biirckstimmer et al., 2009). Es ist seit lingerem bekannt, dass DNA, ob mikrobiellen
Ursprungs oder Eigen-DNA aus absterbenden Zellen oder geschiddigtem Gewebe, die aus
Mitochondrien und dem Zellkern austreten, einen hochpotenten Immunstimulus darstellen
(Biirckstiimmer et al., 2009). Sie 16sen eine starke angeborene Immunantwort aus (Hu & Shu,
2020). Nach der Bindung mit DNA wird die Autoinhibition aufgehoben und ein Komplex von
AIM2-Molekiilen gebildet. Funktionelle Aktivierung von AIM2 zielt zwar Bekdmpfung von
Krankheitserreger und Beseitigung von zelluldren Debris (Sharma, Karki, & Kanneganti,
2019), es gibt jedoch Studien, welche die hochschiddigende Wirkung von AIM2 auf gesunden
Zellen nachweisen (Li et al., 2019). Li et al. (2019) konnten nachweisen, dass bei ischdmischen
RM-Verletzungen die AIM2-Expression besonders erhoht ist. Die Herunterregulierung des
AIM2-Molekiils verhinderte teilweise die motorische Dysfunktion und neuronale Pyroptose, da

es die Spaltung von Caspl und IL-1p verringerte (Li et al., 2019).
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In Anbetracht dieser Erkenntnisse kann vermutet werden, dass in unserer Studie die
Herunterregulierung der Aim2-Expression in der LL-Gruppe moglicherweise der
Neuroprotektion dienen konnte. Dariiber hinaus stellt das Dauerlicht iiber 14 Tage
wahrscheinlich keinen so intensiven immunologischen Stimulus dar, wie z. B. doppelstringige

DNA, der eine starke und teilweise schddliche Immunantwort auslosen konnte.

Interessant sind die Erkenntnisse {iber Inflammasome in Zusammenhang von
posttranslationalen Modifikationen (PTM). Es konnte gezeigt werden, dass PTM eine
entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Inflammasomen spielt (Yang, Liu, & Xiao, 2017).
PTMs von Proteinen konnen Proteinfunktionen regulieren, indem sie Verdnderungen der
Proteinaktivitét, ihrer zelluldren Lokalisationen und dynamische Interaktionen mit anderen
Proteinen induzieren (Seo & Lee, 2004). Diese Serien von Proteinmodifikationen sind transient

und reversibel und werden unabhéngig voneinander initiiert (Seo & Lee, 2004).

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die signifikante Herunterregulierung von AIM2-
Inflammasom bei LL-Méusen wére auch stattgefundenes PTM, denn es gibt Daten dariiber,
dass eine solche PTM die Aktivierung von AIM2 Inflammasomen regulieren kann. Liu et al.
(2016) berichteten iiber das Tripartite Motif 11 (TRIM11) als einen wichtigen negativen
Regulator des AIM2-Inflammasoms. Ubiquitiniertes TRIM11 erleichtert den Abbau des AIM2-
Inflammasoms durch p62-abhingige selektive Autophagie. Die Modifikation anderer
Inflammasom-Komponenten scheint fiir die Funktion von AIM2 ebenfalls eine wichtige Rolle
zu spielen. Zum Beispiel identifizierten Hara et al. (2013) die Phosphorylierung von ASCs
wihrend der Inflammasomenaktivierung als eine wesentliche Voraussetzung fiir die

Aktivierung von NLRP3- und AIM2-Immunasomen (Hara et al., 2013).

Im Rahmen unserer Studie erfolgten zwar keine Untersuchungen, welche Zusammenhinge
zwischen PTM und Inflammasomen beweisen oder widerlegen wiirden, dennoch haben wir
neue Erkenntnisse gewonnen, welche einen richtungsweisenden Einfluss fiir zukiinftige

Forschungsprojekte haben konnen.

4.4.3 Inflammasome NLRP3 und NLRC4

Die Expression von NLRP3, NLRC4 und Protein ASC konnten in allen Mdusen nachgewiesen

werden, zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen LD- und LL-Mausen.
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Es wird angenommen, dass in peripheren Immunzellen, wie z. B. in Monozyten oder
Makrophagen unter Ruhezustand eine gewisse Konzentration NLRP3-Protein vorhanden ist
(Kelley, Jeltema, Duan, & He, 2019). Im ZNS ist die Expression von NLRP3-Inflammasom
bereits umfangreich in Mikroglia und ZNS-Makrophagen untersucht worden. Zudem gibt es
Studien, die die Funktion von NLRP3 in auch Neuronen belegt (Walsh et al., 2014). In unseren
Untersuchungen konnten wir NLRP3 Expression in den Hippocampusgeweben von allen
Maiusen sowohl auf Gen- als auch Proteinebene nachweisen. Durch unsere Ergebnisse konnten
wir somit belegen, dass in dieser ausgewihlten Hirnregion eine konstante basale Produktion
von NLRP3-Inflammasom stattfindet. Unklar ist jedoch, welche funktionelle Bedeutung diese
Tatsache haben kann. Eine schnellere Immunreaktion auf Exposition von Krankheitserreger
wire moglicherweise eine Erkldrung dafiir. Kiirzlich ist eine beschleunigte NLRP3-
Inflammasom-Aktivierung in peripheren Immunzellen beschrieben worden. Hierbei wurde von
einer schnellen NLRP3-Aktivierung berichtet, welche ohne erhdhte Transkription von NLRP3
und IL-1B bereits nach 10 Minuten nach LPS-Exposition zu detektieren war (Juliana et al.,
2012; Schroder et al., 2012). Diese zielte auf eine zeitsparende und effektive Bekdmpfung von
Pathogenen. Effektive Immunreaktion im Hippocampus ist essenziel, denn diese Hirnregion
gilt als einer der verwundbarsten und anfilligsten Hirnregionen fiir pathologischen Prozesse

(Knierim, 2015; Liraz-Zaltsman et al., 2011).

Die Griinde fiir die fehlenden Unterschiede in den LD- und LL-Gruppen in Gen- und
Proteinexpression von NLRP3-Inflammasom konnen ebenfalls mannigfaltig sein. Wie bereits
in der Einleitung beschrieben wurde, folgt nach einem Priming step ein Activation step. Fiir die
Inititerung des zweiten Schrittes sind bislang Stimuli, darunter ATP, K+-Efflux (Mariathasan
et al., 2006), pathogen-assoziierte RNA (Gupta et al., 2014) sowie bakterielle und virale Toxine
und Komponenten (Skeldon & Saleh, 2011) beschrieben worden. Es ist anzunehmen, dass
durch Behandlung mit Dauerlicht von LL-Maiuse fiir insgesamt 14 Tage keiner der relevanten
Stimuli aufgetreten ist, welcher den Activation step im detektierbaren Ausmal} induzieren

konnten.

Was NLRC4 anbelangt, wird dieser auch im Gehirn exprimiert, vor allem in Astrozyten und
Mikroglia (Freeman et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass das NLRC4-Inflammasom in diesen
beiden Zelltypen vor allem auf bakterielles Flagellin reagieren kann (Freeman et al., 2017).
Neuere Studien berichten jedoch von Aktivierungspotenzial des NLRC4-Inflammasoms in
Gliazellen, welche durch nicht-bakteriellen Liganden ausgeldst werden kdnnen. Bislang sind z.

B. von ZNS-assoziierte DAMP Lysophosphatidylcholin (Freeman et al., 2017) berichtet
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worden. Des Weiteren konnte NLRC4-Expression in den Mikroglia gezeigt werden, welche
durch Ischdmie aktiviert worden sind (Kay, Wang, Kirkby, & Man, 2020). In unserem
Experiment konnten wir zeigen, dass NLRC4-Expression in Maus-Hippocampus auch unter
physiologischen Bedingungen stattfindet. Sowohl in LD- als auch in LL-Gruppen war NLRC4-
Inflammasom auf Gen- und Proteinebene nachweislich. Allerdings konnte die Behandlung mit
Dauerlicht in LL-Gruppe keine signifikante Verdnderung in NLRC4-Expressionsmuster

induzieren.

4.4.4 Enzym Caspase-1

Caspasen bilden eine Gruppe von Proteasen, die an vielen verschiedenen Kdorperfunktionen
beteiligt sind. Die Rolle der Caspasen bei der Zellproliferation und -differenzierung, der
Tumorunterdriickung, der neuronalen Entwicklung und der Alterung wurde bereits identifiziert
(Shalini, Dorstyn, Dawar, & Kumar, 2015). Die Regulation der Caspase-Aktivitét ist von groBBer
Bedeutung. Eine abgeschwichte Caspase-Funktion wurde als Ursache der Tumorentwicklung
nachgewiesen (Kumar, 2008). Umgekehrt kann die Uberaktivierung einiger Caspasen zu einem
exzessiven programmierten Zelltod fiihren. Dies zeigt sich bei verschiedenen rheumatischen
(Halaby, 2012) sowie neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. AD, ALS, MS, PD,
altersbedingte kognitive Dysfunktion (Kumar, 2008; McKenzie et al., 2018). Die Rolle von
Caspl wurde auch bei Riickenmarksentziindungen, ischdmischen und hypoxiebedingten
Hirnverletzungen und akuter bakterieller Meningitis vermutet (Kumar, 2008).

Caspl spielt als Initiator der Entzliindungsantwort eine zentrale Rolle in der Zellimmunitit. Es
initiiert eine pro-inflammatorische Reaktion durch die Aktivierung der nicht reifen IL-1p, IL-
18 sowie Freisetzung des porenbildenden Proteins Gasdermin D (GSDMD) (Guey & Petrilli,
2016; Van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019).

Um zu testen, ob die Behandlung mit konstantem Licht einen Einfluss auf die Expression von

Caspl im Hippocampus der Maus hat, untersuchten wir die mRNA- und Proteinexpression.

Mittels RT-qPCR haben wir Expressionsmuster von Caspl auf der mRNA-Ebene untersucht.
Es zeigte sich, dass die Genexpression in der LL-Gruppe signifikant herunterreguliert war
(**p=0,0079). Entziindliche Prozesse miissen streng kontrolliert werden, denn eine
unkontrollierte Entziindung ist fiir den Organismus ebenso schidlich, wie das Fehlen einer

Entziindung. Welche regulatorischen Mechanismen unseren Ergebnissen zugrunde liegen, ist
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schwer zu identifizieren. Die Modifikation des Expressionsmusters von Casp/ kann sowohl auf

der Gen- als auch auf der Proteinebene erfolgen.

Es gibt mehrere Faktoren, die die Expressionsmuster von Casp/ auf der transkriptionellen und
translatorischen Ebene regulieren. Die Expression des Caspl-Gens wird als Reaktion auf
verschiedene Stimuli induziert. Dazu gehoren mikrobielle Infektionen und bakterielles LPS,
Zytokine (IFN-y und TNF-a)), Wachstumsfaktoren (TGF-f) und DNA-schiadigende Agenzien,
wie z.B. UV-Strahlung (Kumar, 2008). Die Konzentration von Casp/-mRNA ist in
ischdmischen Geweben besonders hoch. Die Transkription der Casp/-mRNA wird durch
Tumorsuppressoren wie p53, p73, SP1, ETS-1, IFT57/HIPPI und IRF-1 durch Bindung an

geeignete Stellen in der Promotorregion induziert (Kumar, 2008).

Wir konnten die Proteinexpression von Caspl in allen Médusen nachweisen. Wir identifizierten
Banden in Grof3en von 46, 35, 20 und 15 kDa. Dies deutet darauf hin, dass sowohl LD- als auch
LL-Tiere Caspl in seiner aktiven und inaktiven Form exprimieren und es stimmt mit der
Annahme iiberein, dass das Pro-Enzym unter physiologischen Bedingungen in seiner inaktiven
Form vorhanden ist (Van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). Die Auswertung der
Proteinanalysen zeigte keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Expression von pro-

Caspl. Im Gegensatz dazu konnten wir zeigen, dass LL-Maduse eine signifikant erhohte

A E B Potential species of caspase-1 dimer
Caspase D304 D308
TT5KD B0 104KD P88 p33Ipi0 032 020010
33.1kD

Expression von aktivem Caspl aufweisen (**p=0,0079 fiir Caspl pl5; *p=0,0159 fiir Caspl
p20).

Es gibt zahlreiche Studien, die die Struktur von Caspl sowie Verdnderungen dieser Struktur
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen beschreiben. Boucher et al. (2018) haben

die Struktur von Caspl umfassend und anschaulich dargestellt (Boucher et al., 2018). Caspl

Abbildung 19: Struktur der Maus-Caspase-1. (A) Darstellung der potenziellen Selbstverarbeitungsstellen
innerhalb der CDL und IDL Caspase-1. (B) Mogliche Arten von dimerer Caspase-1, die durch CDL- und/oder
IDL-Spaltung erzeugt werden (Boucher et al., 2018).
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wird als Zymogen, also eine inaktive Enzym-Vorstufe pCaspl produziert. In ihrem inaktiven

Zustand betragt ihr Molekulargewicht 46 kDa und liegt als Heterodimer vor (Abb. 19).

pCaspl enthilt eine p20 (20 kDa) und p10 (10 kDa) Untereinheit, die durch ein Interdomain
linker (IDL) miteinander verbunden sind und nach Aktivierung eine katalytische Funktion
iibernehmen. Eine nicht-katalytische Doméne von pCaspl ist CARD, die durch einen CARD-
Domain linker (CDL) mit p20 verbunden ist. Die Funktion von CARD ist die Interaktion mit
anderen CARD-haltigen Proteinen wie ASC und NLR-Familie (z.B. NLRC4, NLRP1 (Van
Opdenbosch et al., 2014)) und damit die Beteiligung an der Bildung von Inflammasomen.
Inflammasome dienen somit als Aktivierungsplattform fiir pCasp1. Wie bereits in Kapitel 1.5.3
beschrieben, erfolgt die Inflammasombildung als Reaktion auf verschiedene Stressfaktoren
oder Infektionen. Inflammasome rekrutieren pCaspl, indem sie mit ihrer CARD-Doméne mit
der CARD von pCasp] interagieren. Darauf folgen die Dimerisierung und Aktivierung des Pro-
Enzyms. Datta et al. (2013) nahmen an, dass die Dimerisierung durch die Ndhe und lokal
erhohte Konzentration von pCaspl1-Monomeren erleichtert wird (Datta, McClendon, Jacobson,
& Wells, 2013). AnschlieBend kommt es zu einer autoproteolytischen Spaltung. Boucher et al.
(2018) stellen die Hypothese auf, dass diese Spaltung von p46-Dimeren in der IDL-Region
stattfindet, was zu einer transienten Form - p33/p10 Casp1 — fiihrt (Boucher et al., 2018). Diese
Form bleibt an das Inflammasom gebunden, bis eine zweite autoproteolytische Spaltung des
Enzyms in der CDL-Region stattgefunden hat. Dies fiihrt zur Entfernung der CARD-Doméne,
sodass aktives Caspl (p20/p10) aus dem Inflammasom freigesetzt wird. Das aktive Casp1 liegt
dann als Heterotetramer vor und besteht aus zwei grofen (20 kDa) und kleinen (10 kDa)
Untereinheiten. Aktiviertes Caspl spaltet proteolytisch pro-IL-1f und pro-IL-18 sowie
Gasdermin D in ihre aktiven Formen. Die aktiven Zytokine fithren zu einer nachgeschalteten

Entziindungsreaktion und Gasdermin D induziert eine Pyroptose (Van Opdenbosch &

Lamkanfi, 2019).

Uber die Faktoren, die die Transkription von Caspl hemmen, ist wenig bekannt. Boucher et al.
(2018) konnten zeigen, dass die Spaltung in der CDL-Region, d. h. die Kappung der CARD-
Domine zur Bildung des p20/p10-Fragments, zu einer Destabilisierung der Casp1-Struktur und
damit zu einer Signal-Terminierung fiihrt (Boucher et al., 2018). Dariiber hinaus berichteten
sie, dass die Dauer der Caspl-Aktivitit auch vom Zelltyp und der GroBe des Inflammasoms
beeinflusst wird, wobei grofle Inflammasome die Protease-Aktivitdt schneller umschalten, was

zum Teil auf ihre hohere Anzahl verfiigbarer Casp1-Bindungsstellen zuriickzufiihren ist.
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Die Bedeutung einer rechtzeitigen Einddmmung der Entziindung ist hoch. McKenzie et al.
(2018) konnten zeigen, dass die pharmakologische Hemmung der Caspl-Aktivitit zu einer
verminderten Demyelinisierung und Neurodegeneration in MS-Mausmodellen fiihrt
(McKenzie et al., 2018). Uber die Faktoren, die zur Deaktivierung der Caspasel-Reaktion
fiihren, ist jedoch sehr wenig bekannt. Boucher et al. (2015) untersuchten molekulare
Mechanismen der Aktivierung und Deaktivierung von Caspl durch Inflammasome und
diskutierten die mogliche Existenz der negativen Regulationsmechanismen (Boucher et al.,
2018). Sie nahmen an, dass es sich um ein universelles Prinzip der Signaltransduktion handelt,
bei dem die Signalinitiierung gleichzeitig negative Riickkopplungsmechanismen ausldst, um
die zellschidigende Entziindung rechtzeitig zu begrenzen. Dieser Ansatz wire eine plausible
Erklarung fiir unsere Caspl-Ergebnisse auf der Ebene der mRNA. Obwohl die urséchlichen
Mechanismen nicht bekannt sind, gab es eine signifikante Herunterregulierung der

Genexpression Caspl in der LL-Gruppe.

4.4.5 Interleukine IL-1p und IL-18

Die IL-1-Familie besteht aus mehreren Interleukinen, wobei IL-1p und IL-18 Substrate von
Caspl sind (Yazdi & Ghoreschi, 2016). Aktiviertes Caspl spaltet Pro-IL-1p und Pro-IL-18 in

ihre biologisch aktiven Formen, die dann sezerniert werden (Johann et al., 2015).

In unserer Studie konnten wir die Expression von IL-1f und IL-18 in beiden Gruppen sowohl

auf mRNA als auch auf Proteinebene im Hippocampus nachweisen.

Die gqRT-PCR-Analysen beider Gruppen zeigten in unserer Studie keine signifikanten
Unterschiede in der mRNA-Expression von //-1f und //-18. Entsprechend konnten wir durch
Western Blot-Untersuchungen ebenfalls keine verdnderte Expressionsmuster auf Proteinebene

der beiden ILs nachweisen.

NF-kB wurde als wichtigster Transkriptionsfaktor identifiziert, der zur Genexpression von /-
1 und entziindlichen Komponenten fiihrt (F. G. Bauernfeind et al., 2009; Yang et al., 2017).
Wir untersuchten die Expression von NF-kB auf Proteinebene und konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen LD- und LL-Gruppen feststellen. Somit stimmt dieses Ergebnis mit

unseren bereits erwéhnten //-7 mRNA-Ergebnissen iliberein.
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Die Tatsache, dass IL-18 sowohl in LD- als auch in LL-Gruppen exprimiert waren, war nicht
verwunderlich, denn dieses IL wird nachweislich konsekutiv basal produziert (Gritsenko et al.,
2021). Untersucht sind hierfiir bislang bereits mehrere unterschiedlichen Zelltypen, wie z. B.
Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen sowie im ZNS Astrozyten und Mikrogliazellen
(T. Liu, Zhang, Joo, & Sun, 2017). Durch unsere Experimente konnten wir also bereits
vorhandene Daten bereichern und nachweisen, dass im Maushippocampus Expression von IL-

18 unter physiologischen Bedingungen konsekutiv stattfindet.

Interessant sind unsere IL-1B-Ergebnisse, denn nach dem aktuellen Wissenstand wird IL-1[3
nicht basal exprimiert (Gritsenko et al., 2021). Dennoch konnten wir IL-1 sowohl in inaktiver
als auch in aktiver Form in allen Mausen auf Gen- und Proteinebene nachweisen. Zwischen
LD- und LL-Gruppen konnten wir jedoch keine signifikanten Unterschiede von diesem IL-1f3

detektieren.

Die biologische Wirksamkeit und Leistungsfahigkeit von IL-1p ist hoch und kann von einer
lokalisierten Entziindungsreaktion bis hin zu systemischen Entziindungen und Fieber reichen.
Aufgrund dieser Potenz sind die Transkription, Synthese und Sekretion von IL-1f und IL-18
streng reguliert. Wie die Expression von ILs durch verschiedene Entziindungssignale reguliert
wird, ist jedoch noch wenig verstanden. Zhu et al. (2017) fanden heraus, dass sich die
Regulationsmechanismen von IL-18 und IL-1B signifikant unterscheiden (Q. Zhu &
Kanneganti, 2017). IL-1p wird nur als Reaktion auf Entziindungsstimuli induziert, IL-18 wird
jedoch konstitutiv exprimiert. Es wurde beobachtet, dass die Expression von IL-18 durch
chronische Stimulation induziert werden kann, und dass das nicht aufrechterhalten bleibt,
sondern es zu einer prompten Herunterregulation kommt (Q. Zhu & Kanneganti, 2017). Die
Synthese der Zytokine in myeloischen Zellen wie Makrophagen, Monozyten und dendritischen

Zellen wird transkriptionell induziert (Fenton, 1992).

Beziiglich des Expressionsmusters von IL-1P und IL-18 kann keine generelle Aussage getroffen
werden. Denn die Expression von beiden ILs sind in verschiedenen Zelltypen Geweben sehr
unterschiedlich. Beispielsweise wird IL-18 im Dickdarm in hohem Malle exprimiert und bietet
Schutz vor Entziindungen, indem es die Proliferation von Epithelzellen und die
Gewebereparatur fordert (Zaki, Lamkanfi, & Kanneganti, 2011). Unter physiologischen
Bedingungen wird IL-1B in geringeren Mengen dennoch trotzdem auf einem Basislevel
exprimiert, ist aber bei akuten Entziindungen verstirkt vorhanden (Zaki et al., 2011). Ahnliches
wurde auch bei Keratinozyten beobachtet. Diese gehoren auch zu den Zellen, die IL-13 sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene physiologischerweise exprimieren (Yazdi & Ghoreschi,
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2016). Im Gegensatz dazu muss IL-1p in myeloischen Zellen wie Makrophagen, Monozyten

und dendritischen Zellen transkriptionell induziert werden (Yazdi & Ghoreschi, 2016).

In Bezug auf unsere Ergebnisse ldsst sich zusammenfassen, dass im Hippocampus ebenfalls
eine basale Expression unter physiologischen Bedingungen sowohl von IL-18 als auch von IL-
1B stattfindet. Es ist jedoch nicht zu differenzieren welche Zellarten — ob Gliazellen oder
Neuronen hierbei die entscheidende Rolle spielen, da wir Untersuchungen von Gewebeproben

von Hippocampi durchgefiihrt haben und nicht gezielt von spezifischen Zellarten.

Bei LL-Maéuse kam es zu keiner signifikanten Erh6hung weder von IL-18 noch von IL-1p. Dies
ist eine interessante Erkenntnis, weil in der LL-Gruppe sich Caspl-Enzym auf Proteinebene
signifikant hochreguliert zeigte. Es ist unklar, welche molekulare Mechanismen hier zugrunde
liegen. In der aktuellen Literatur gibt es umfangreiche Information iiber die mdglichen
Regulationsmechanismen von IL-1f. Hierbei werden zwischen Stimuli unterschieden, die zur
Induktion oder Hemmung von IL-1f fithren konnen. Am besten erforscht ist die IL-1B-
Produktion als Antwort auf verschiedene PAMPs und DAMPs. Dieser Prozess setzt, nach
aktuellem Wissensstand, eine Bildung von Inflammasomen und Aktivierung von Casp1 voraus.
Hemmende Einfliisse sind bislang wenig erforscht. Beschrieben sind Faktoren, die durch
indirekte Einfliisse, z. B. durch Hemmung von Caspl zur Suppression von IL-1B-Produktion

fiihrt. Diese sind jedoch sehr komplex und wenig erforscht.

4.4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die 14-tigige Dauerlichtexposition 16ste eine deutliche Chronodisruption der Miuse aus, die
sich in einer verdnderten Periodenlinge, Phasenverschiebung und reduzierter
Rhythmusstabilitdt &duBert. Auf systemischer Ebene konnte kein Einfluss auf die
Gewichtszunahme oder auf die Anzahl der Leukozyten festgestellt werden. Im Hippocampus
konnte keine Aktivierung der Astrozyten und somit keine Astrogliose festgestellt werden.
Allerdings deutet die erhdhte IBA1-Immunreaktion auf eine Aktivierung der Mikroglia durch
Dauerlicht hin. In weiterfiihrenden Untersuchungen sollten Neuroprotektionsmarker sowie die
Morphologie der IBA1-positiven Zellen untersucht werden, um zu differenzieren, ob es sich
dabei um eine M1- oder M2-Aktivierung handelt.

Um Pro-Inflammatorische Verdnderungen im Hippocampus nachzuweisen, wurden

verschiedene Entziindungsmarker untersucht. Die mRNA Level von Casp/ und Aim2 waren in
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LL-Mausen im Vergleich zu LD-Mausen deutlich reduziert. Das deutet moglicherweise auf
eine  kompensatorische  transkriptionelle = Herabregulation @ im  Rahmen  einer
Proinflammatorischen Reaktion hin. Auf Proteinebene war die gespaltene Form von Caspl in
LL-Méusen im Vergleich zu LD-Miusen deutlich erhoht. Da Casp1 eine wichtige Rolle sowohl
bei der Kontrolle des programmierten Zelltods sowie als Initiator der Entziindungsantwort
spielt, ist dies ein sehr bedeutsames Ergebnis. Einige andere Entziindungsmarker wie NLRP1,
NLRP3 und NLRC4 waren in der LL-Gruppe tendenziell gegeniiber der LD-Gruppe erhoht,
moglicherweise ist der Effekt hier zu gering, um mit der kleinen Gruppengrofe signifikante

Unterschiede zu erreichen.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse unserer Studie darauf hin, dass akute

Chronodisruption zu einer pro-Inflammatorischen Reaktion im Hippocampus der Mause fiihrt.

Diese Ergebnisse sind auch fiir den Menschen hoch relevant, da wir in der modernen 24/7
Gesellschaft zunehmend unphysiologischen Lichtreizen wihrend der Nacht ausgesetzt sind, die
eine Chronodisruption auslosen konnen. Weiterfiihrende Studien sollten den komplexen
Zusammenhang zwischen Chronodisruption und der Aktivierung des Immunsystems im ZNS
aufkliren und untersuchen, inwieweit die in der Maus gewonnenen Erkenntnisse auch auf den

Menschen iibertragen werden kénnen.
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6 Anhang

Tabelle 10: Puffer und Lésungen

Losung Ansatz
0,3% Sudan-Schwarz-Losung 300 mg Sudan Schwarz
100 ml 70% Ethanol
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 0,1 g APS
1 ml bidestilliertes H>O
10x Sodium-dodecyl-sulfat (SDS) 30,8 g Tris
10 g SDS

10x Tris-buffered-saline (TBS)

10x Tris-buffered-saline-
tween20 (TBST)

2x Laemmlipuffer
5% Milch

50% Ethanol
70% Ethanol
96% Ethanol

Citratpuffer

Comassie-Blau-Losung
Eosin Farbe-Stock-Losung

Eosin-Férbelosung

Immunfluoreszenz Puffer

Mayer Hamatoxylin-Lésung

144,1 g Glycin

1 1 destilliertes HO

pH 8-8,9

24,23 g Tris Pufferan

87,7 g NaCl 1 1 destilliertes H.O
pH 7,4

48,44 g Tris Pufferan

175,4 g NaCl

20 ml Tweena 20

2 1 destilliertes H,O

pH 7.4

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
500 ml TBS

25 g Milchpulver

50 ml Ethanol 100%

50 ml destilliertes HO

70 ml Ethanol 100%

30 ml destilliertes H,O

96 ml Ethanol 100%

4 ml destilliertes H,O

2,1 g Citronenséure

1000 ml destilliertes H,O

pH 6,0

0,5 g Brillant Blau R 250

500 ml bidestilliertes Wasser

2 g Eosin

100 ml Ethanol 50%

150 pl Essigsdure

25 ml Eosin Féarbe-Stock-Losung
225 ml Ethanol 50%

500 mg BSA

49 ml PBS

1 ml FSA

1 g Himatoxylin

0,2 g Natriumiodat

50 g Aluminiumkaliumsulfat
1 g Essigsdure

50 g Chloralhydrat

800 ml Leitungswasser

zu 1000 ml Leitungswasser
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PBS

Perfussionslosung

Ponceau-S-Losung

Puffer fiir Pappenheim-Farbung

Radioimmunoprecipitation-
assay (RIPA)-Puffer

Sammelgel (2x1 mm Gel)

Sammelgel-Puffer

Tankblot-Puffer

Trenngel (14%)

Trenngel (8%)

Trenngel-Puffer

Tris-EDTA

9,55 g PBS Dulbecco
10 1 destilliertes H>O
pH 7.4

4,6 g NaH2PO4

8 g NazHPO4

100 ml 37%iges Formaldehyd
900 ml destilliertes H,O
0,5 g Ponceau

500 ml 5% Essigséure
10 1 destilliertes H>O
0,2 mol : 125 ml NaOH
0,2 mol : 290 ml KH,PO4
pH 6,8

5 ml Tris-HCl

1 ml Tritona X 100
0,8766 g NaCl

0,5 g Desoxycholsdure
0,1 g SDS

100 ml destilliertes HO
pH 8

1,6 ml destilliertes H,O
313 pl 40% Acyrl

625 pl Sammelgel-Puffer
2,5 pl Temed

25 ul 10% APS

18,91 g 0,6 M Tris-Cl
0,8 g 0,4% SDS

200 ml destilliertes H,O
pH 6,8

100 ml Methanol

3,03 g Tris Pufferan
14,41 g Glycin
10XSDS 1-2 ml

1,5 ml destilliertes H,O
1,4 ml 40% Acrylamid
1 ml Trenngel-Puffer

4 ul Temed

40 ul 10% APS

2,2 ml destilliertes HO
800 pl 40% Acrylamid
1 ml Trenngel-Puffer

4 ul Temed

40 ul 10% APS

2 1 destilliertes H,O

pH 8-8,9

36,94 g 1,5 M Tris

0,8 g 0,4% SDS

200 ml destilliertes HO
pH 8,8

1,21 g TRIS

0,37 g EDTA

1000 ml destilliertes H,O
pH 9,0
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