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1. Einfithrung in die Thematik

1.1 Einleitung

1.2 Schwere Allgemeinerkrankungen ( Trauma, Schock, Sepsis )

Der Korper reagiert auf schwere Allgemeinerkrankungen mit charakteristischen systemischen
Reaktionen, die auch als ,.systemic inflammatory response syndrom* (SIRS) bezeichnet wer-
den. Der klinische Verlauf dieses SIRS ist unter anderem abhéngig von der Schwere des
Traumas, dem Ausmal der Storung der Mikrozirkulation und den verschiedenen metaboli-
schen Verdnderungen (95). Die Reaktion auf ein Trauma beginnt schon vor dem eigentlichen
Ereignis, unter anderem durch die Wahrnehmung einer bevorstehenden Gefahr. Die Hypotha-
lamus-Hypophysen-Achse wird aktiviert, und es kommt zur Sekretion von Kortikotropin
(ACTH), Wachstumshormon (STH), Prolaktin und Vasopressin. Gleichzeitig wird der Sym-
pathikus aktiviert, was unter anderem zu einer Mobilisierung der Energiereserven fithrt. Uber
die Erregung von Barorezeptoren und Chemorezeptoren, sowie durch die Ausschiittung von
Zytokinen wird die Stimulation der Hypothalamus-Hypophysen-Achse aufrecht erhalten
(144).

Die Reaktion des Organismus im Rahmen dieser schweren Allgemeinerkrankungen wird
auch als Akute-Phase-Antwort bezeichnet. Sie geht unter anderem mit Fieber und einer Erho-
hung der Blutkorperchensenkungs-Geschwindigkeit (BSG) einher (34). AuBerdem erhoht
sich aufgrund der verstédrkten Proteinsynthese der Leber und der gesteigerten Glukoneogenese
zur Aufrechterhaltung des Kohlehydrathaushaltes, der Bedarf der Leber an Aminoséduren (34,
94). Gedeckt wird dieser durch eine verstéarkte Proteolyse der Skelettmuskulatur. Die Folge
davon ist ein Verlust an Muskelmasse und eine negative Stickstoftbilanz (1, 94). Trotz exo-
gener Zufuhr von Aminosiuren, kann ein Abbau der Skelettmuskulatur in dieser katabolen
Phase nicht verhindert werden (144).

Die Hepatozyten reagieren im Rahmen dieser Akute-Phase-Antwort, mit einer Verénderung
des Sekretionsmusters. Die Produktion von Albumin und Transferrin ist eingeschrinkt und es
kommt zu einer verstirkten Ausschittung von Proteinaseinhibitoren und Akute-Phase-
Proteinen. Zu diesen Akute-Phase-Proteinen gehoren das C-reaktive Protein (CRP), os-
Makroglobulin, o,;-Glykoprotein, Haptoglobin, Coeruloplasmin, Fibrinogen, Hamopexin,

Serum-Amyloid A und o;-Antichymotrypsin (34, 55, 83, 95). Die Ausschiittung der Akute-



Phase-Proteine wird durch Zytokine, die bei schweren Allgemeinerkrankungen verstirkt aus-
geschiittet werden, reguliert (55, 95).

Die Sekretion der Akute-Phase-Proteine durch die Leber als Reaktion auf schwere Allge-
meinerkrankungen hat einen protektiven Effekt auf die Aufrechterhaltung der Homoostase
des Korpers und das Uberleben des Patienten (83). Eine schwache Akute-Phase-Antwort bei-
spielsweise bei einer Sepsis ist demzufolge mit einer schlechten Prognose der Erkrankung

assoziiert (39).

1.2.1 Ebb-, Flow- und Rekonvaleszenzphase

Der Ablauf von Stoffwechselreaktionen bei schweren Allgemeinerkrankungen 148t sich ge-
miB Cuthbertson in drei Phasen aufteilen, die als Ebb-, Flow- und Rekonvaleszenzphase be-
zeichnet werden. Bei schweren Verletzungen ist ein bestimmtes Zeitschema von dem Beginn
des traumatischen Ereignisses bis hin zur Genesung erkennbar. Fur die Sepsis 148t sich ein
derartiger schematischer Verlauf jedoch nicht beschreiben, da bei ihr beispielsweise durch
wiederholte Schiibe einer Bakteriamie die Ebb- und die Flow-Phase mehrfach durchlaufen
werden konnen. Dies fithrt in der Regel zu einer Verschlechterung der Prognose und zu einem

schwer vorhersehbaren Verlauf (50).

1.2.1.1 Ebb-Phase

Nach schwerem Trauma oder bei Infektionen reagiert der Korper in der sogenannten Ebb-
Phase mit der Mobilisierung von Energiereserven, bei gleichzeitig reduzierter Verstoffwech-
selung der mobilisierten Metaboliten (50). Auch die Mikrozirkulation ist stark beeintréchtigt
(95). In Abhangigkeit von der Intensitdt des Traumas und von dessen Behandlung betragt die
Dauer dieser Phase ca. 12-24 Stunden. In diesem Zeitraum kommt es zu einer Aktivierung
des Sympathikus und der Adrenalinausschiittung aus dem Nebennierenmark, sowie gleichzei-
tiger Sekretion von Vasopressin und Kortikotropin (ACTH) aus der Hypophyse. Durch die
Adrenalinsekretion kommt es, gemeinsam mit einer gesteigerten Kortisolexkretion aus der
Nebennierenrinde durch ACTH, zu einer vermehrten Glykogenolyse in der Leber und der

Skelettmuskulatur mit folgendem Anstieg der Blutzuckerkonzentration im Serum (144). Au-



Berdem ist, durch die Glykogenolyse in der Skelettmuskulatur, die Sekretion von Laktat er-
hoht. Die hohe Plasmakonzentration der Katecholamine fithrt auch zu einer verstérkten Lipo-
lyse mit Mobilisierung von freien Fettsauren und Glyzerin. Die Lipolyse wird durch die ge-
hemmte Ausschiittung von Insulin aus dem Pankreas zusatzlich verstarkt. Das Maximum der
Mobilisation der Energiereserven wird innerhalb von ein bis zwei Stunden erreicht, die meta-
bolischen Verdnderungen bestehen allerdings noch tiber diesen Zeitraum hinaus (50).

Die Hyperglykamie persistiert, obwohl die Glykogenreserven der Leber schon lange erschopft
sind. Die Ursache hierfiir liegt zum einen in einer anhaltenden Glukoneogenese der Leber
aufgrund der Stimulation durch Adrenalin, Kortisol und Glukagon, und zum anderen in einer

Hemmung der peripheren Glukoseverwertung (50, 144).

1.2.1.2 Flow-Phase

Soweit die Patienten die ersten Stunden iiberleben, schliefit an die Ebb-Phase die katabole
Flow-Phase an. Diese Phase wird bestimmt durch einen Anstieg des Grundumsatzes, der
Korpertemperatur und der Herzfrequenz. Sie erreicht nach 7-10 Tagen ithr Maximum und ist
in ihrer Intensitit und Dauer von der Schwere des Traumas abhingig (50, 95).

Der Anstieg von Kortisol, Glukagon und Adrenalin bewirkt eine allgemeine katabole Stoff-
wechsellage. Die dadurch erhohte Stickstoffausscheidung im Urin mit resultierender negati-
ver Stickstoffbilanz spiegelt einen erhthten Abbau von Muskelproteinen wider. Die Stoffe 3-
Methylhistidin, Zink, Kreatinin und Kreatin sind durch den Muskelabbau ebenfalls vermehrt
im Urin nachweisbar. Die erhohte Stoffwechselaktivitit ist zunachst hauptsachlich auf eine
vermehrte Fettoxidation zuriickzufiihren (51). Die verbrauchte Energie wird nur zu ca. 20 %
durch freigesetzte Aminosduren aus dem Proteinkatabolismus geliefert. AuBBerdem trégt die
beschleunigte Oxidation von Glukose zu dem erhéhten Grundumsatz bei. Die Insulinkonzent-
ration steigt beim Ubergang von der Ebb-Phase in die Flow-Phase allméhlich an und erreicht
thr Maximum zeitgleich mit der maximalen Stickstoffausscheidung. Der erhohte Proteinum-
satz trotz hoher Insulinwerte, die normalerweise fir anabole Stoffwechselwirkungen verant-
wortlich sind, spiegelt sehr deutlich die bereits in der Ebb-Phase zu beobachtende Insulinre-

sistenz wider (50).



Persistiert die Katabolie der Flow-Phase, resultiert daraus gegebenenfalls ein Multiorganver-
sagen. Das in diesem Zusammenhang auftretende Leberversagen duBert sich in einem pro-
gressiven Ikterus und einer eingeschriankten Stoffwechselleistung der Leber. Die Synthese
von Akute Phase-Proteinen, die Freisetzung von Aminosduren und auch von Glucose sind

reduziert (95).

1.2.1.3 Rekonvaleszenzphase

Der Ubergang von der Flow-Phase in die Phase der Rekonvaleszenz ist flieBend. Langsam
entwickelt sich aus der katabolen Flow-Phase eine allgemeine anabole Stoffwechselaktivitat,
die sich uiber einen Zeitraum von mehreren Monaten erstreckt und zu einer Wiederherstellung

geschadigter Organsysteme und zur Erholung des Patienten fiihrt (50).



1.2.2 Hormonausschiittung bei schweren Allgemeinerkrankungen

Katecholamine

Die Katecholamine sind fiir die Aufrechterhaltung des Kreislaufs und des Stoffwechsels in
Stressituationen von groBer Bedeutung. Die vermehrte Sekretion von Adrenalin und No-
radrenalin gehort zu der initialen Reaktion des Organismus auf ein schweres Trauma. Sie
sorgen fur die Mobilisierung von Energiereserven, steigern die Herzfrequenz und den arteriel-
len Blutdruck (50). Bei schweren Allgemeinerkrankungen konnte ein Zusammenhang zwi-
schen der Konzentration der Katecholamine und der Schwere der Erkrankung beobachtet
werden. Hohe Adrenalinspiegel kamen vor allem bei Patienten in einem Kkritischen Allge-

meinzustand vor (49).

Kortisol

Als Reaktion auf ein schweres Trauma wird tiber die Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse vermehrt ACTH ausgeschiittet, so dal schon zu Beginn der Reaktion
eines Organismus hohe Kortisolspiegel zu beobachten sind. Der Anstieg der
Kortisolkonzentration in der Ebb-Phase schwerer Allgemeinerkrankungen hat einen
erheblichen Effekt auf den Abbau der Skelettmuskulatur (50). Kortisol stimuliert dort die
Proteolyse und hemmt die Umwandlung von Aminosduren in Muskelproteine (12). In der
Flow-Phase fillt die Konzentration relativ schnell wieder ab, kann aber bei
schwerwiegenderen Verletzungen auch noch tiber den Zeitpunkt der maximalen Katabolie
hinaus erhohte Werte aufweisen (50). In einer Studie mit septischen Patienten wurde die
Authebung der normalen pulsatilen und zirkardianen Kortisolsekretion beobachtet. Bei
diesen Patienten waren aullerdem die Pulsfrequenz und der Pulsspitzenanstieg im Vergleich
zu gesunden Probanden vermindert (137).

Wachstumshormon

Im Rahmen der hypophysdren Aktivierung wihrend der Ebb-Phase schwerer Allgemeiner-
krankungen wurde ein Anstieg der Wachstumshormonkonzentration im Serum beobachtet.
Die erhohte Konzentration féllt im Verlauf der Flow-Phase ab und erreicht zum Zeitpunkt der
maximalen Katabolie bereits wieder Normalwerte (50). Wachstumshormon bt seine anabo-

len Effekte inklusive der Synthese von Muskelproteinen tiber die Stimulation der Synthese



von Somatomedin-C (,,insulin-like growth factor®, IGF) aus (12, 144). Bei schweren Allge-
meinerkrankungen wird die Aktivitit dieses Peptidhormons trotz hoher Wachstumshormon-
werte voriibergehend unterdriickt (50). Die bei schweren Allgemeinerkrankungen ausgeschiit-
teten Zytokine fithren zu einer Reduktion der Wachstumshormonrezeptoren in Leberzellen

und zu einer verminderten Synthese von Somatomedin-C (145).

Glukagon

Glukagon wird von den a-Zellen des Pankreas sezerniert (12). Die Ausschiittung von Gluka-
gon aus dem Pankreas wird durch Adrenalin vermittelt, so daB es in der Ebb-Phase zu einer
erhohten Konzentration kommt. Glukagon fordert die Glykogenolyse und Glukoneogenese in
der Leber und trigt auf diese Weise zu einer Hyperglykdmie bei. In der Flow-Phase fallt die
Konzentration schnell ab, und erreicht ungefihr 7-10 Tage nach dem Trauma Normalwerte
(50). Erhohte Glukagonspiegel fordern die Lipolyse und fithren zu einer verstiarkten Oxidati-

on freier Fettsduren (12).

Insulin

Die Insulinkonzentration unterliegt in der Ebb-Phase einer groBen individuellen Schwan-
kungsbreite. Diese Schwankungsbreite repriasentiert zwei gegeneinander wirkende Effekte der
Insulinsekretion, zum einen die Stimulation durch die nach einem Trauma auftretende initiale
Hyperglykamie, und zum anderen die Hemmung durch eine erhohte Adrenalinkonzentration
(50). Auch die periphere Glucoseverwertung wird durch Adrenalin antagonisiert (12, 50), so
daB die Hyperglykdmie bestehen bleibt. In der Flow-Phase kommt es zum Anstieg der Insu-
linsekretion des Pankreas, diese erreicht nach ungefahr 10 Tagen maximale Werte (50).

Die Insulinsekretion fiihrt jedoch nicht zu den fir das Hormon typischen anabolen Effekten.
Sowohl die Glykogenolyse und Glukosesekretion als auch die Lipolyse persistieren trotz stei-
gender Insulin- und Glukosekonzentrationen. Es besteht eine periphere Insulinresistenz. Eine
Wechselwirkung zwischen Insulin und Interleukin-1 (IL-1) auf der Ebene der Prostaglandin-
sekretion (PGF,) wird in diesem Zusammenhang als moglicher ursachlicher Faktor diskutiert

(50).
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1.2.3. Rolle der Zytokine bei schweren Allgemeinerkrankungen

Zytokine sind korpereigene, hormondhnliche, regulatorische Proteine, die fiir die inter
zellulare Kommunikation verantwortlich sind. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Auf-
rechterhaltung von Entziindungsreaktionen, bei der Immunantwort, Chemotaxis, bei Fieber
und der Bildung von Akute-Phase-Proteinen. AuBerdem sind sie auch an der Tumorregressi-
on und Tumorprogression beteiligt (113).

Bei schweren Allgemeinerkrankungen (Trauma, Schock, Sepsis) induzieren die Zellen des
Immunsystems (Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten) Stoffwechselreaktionen zur Unter-
stiitzung der Abwehrreaktion des Korpers. Die durch sie sezernierten Zytokine zihlen zu den
zentralen Vermittlern metabolischer und endokriner Reaktionen im Rahmen einer Entziin-
dungsreaktion (6, 69). Die Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor-o (TNF-at)
haben auf diese Umstellung des Organismus einen entscheidenden Einflul (94). IL-1 und
TNF fordern die Ausschiittung von Insulin und Glukagon (34) und fithren iiber eine direkte
Stimulation der Hypophyse zur gesteigerten Sekretion von Wachstumshormon, ACTH, CRH,
TSH und Vasopressin (69, 96). Zytokine stimulieren den Proteinabbau in der Skelettmusku-
latur (45, 46), fordern die Aufhahme von Aminoséduren in die Leber und die hepatische Sek-
retion von Akute-Phase-Proteinen (25, 53, 55, 95). In-Vitro Versuche zeigten, daB IL-1p und
TNF-a insbesondere zu einer Sekretion von a,-Glykoprotein, Komplementfaktor 3 (C3) und
Haptoglobin fiihren (3, 55). Die maximale Sekretion weiterer Akute-Phase-Proteine kann
durch diese beiden Zyto-kine allein jedoch nicht erreicht werden (3, 25), sondern ergibt sich
aus dem Zusammenwirken zuséatzlicher Faktoren wie beispielsweise Interleukin-6 und Glu-
kokortikoide (4). TNF und IL-1 fithren beide zu hdmodynamischen Verédnderungen wie der
Senkung des arteriellen Blutdruckes und des venosen Druckes (6, 104). Die Induktion von
IL-1 durch TNF und deren synergistische Effekte verstiarken den EinfluBl der Zytokine auf
den Organismus erheblich und fordern die Entstehung eines Schockzustandes (104).

1.2.3.1 Interleukin-1

Interleukin-1 (IL-1) existiert in zwei Formen. Interleukin-1o und Interleukin-1 sind die Pro-

dukte unterschiedlicher Gene, besitzen verschiedene Aminosduresequenzen, binden aber
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durch strukturelle Verwandtschaft an denselben Rezeptor auf der Zelloberflache, wo sie dhn-
liche biologische Reaktionen ausldsen (37).

Interleukin-1 (IL-1) wird von Monozyten und Makrophagen gebildet und ist unter anderem
unter der Bezeichnung ,,Lymphozyten aktivierender Faktor“(LAF) oder ,.endogenes Pyrogen®
bekannt. Es wird an dem Ort der Verletzung bezichungsweise des toxischen Geschehens di-
rekt produziert und erreicht, durch das Eindringen in die Blutbahn auch andere Gewebe wie
Leber, Pankreas, Knochen und Gehirn (34).

Bei der Synthese des Zytokins entstehen zunédchst sogenannte Vorldufermolekiile mit einem
Molekulargewicht von 31 kDa, die dann mit Hilfe intrazelluldrer Proteasen in die aktive
Form mit einem Molekulargewicht von 17,5 kDa gespalten werden. IL-1a verbleibt meist im
Zytosol und fungiert dort als autokriner Botenstoff, oder es gelangt an die Zelloberflache, wo
es an der Vermittlung parakriner Funktionen beteiligt ist. IL-13 wird dagegen von der Zelle
sezerniert und gelangt in den Korperkreislauf (37). Die Plasmakonzentration von IL-1p liegt
normalerweise unterhalb der Nachweisgrenze von 40 pg/ml. Erhohte Spiegel treten bei Pati-
enten mit Sepsis, bei akuter OrganabstoBung, bei akuten Schiiben von verschiedenen Auto-
immunerkrankungen, nach extremer korperlicher Anstrengung oder bei Frauen nach der Ovu-
lation auf (18, 41).

IL-1 ist, durch seine stimulierende Wirkung auf die Sekretion von Prostaglandin E, im Hypo-
thalamus, fiir die Erhohung der Korperkerntemperatur verantwortlich (1, 34, 42). Die erhohte
Prostaglandin E,-Konzentration fordert unter anderem den Proteinkatabolismus in der Ske-
lettmuskulatur (1) und fithrt zu einer Herabsetzung der Schmerzschwelle. Bei septischen Pa-
tienten ruft IL-1 durch die Erhohung der Plasmakonzentration von Mediatoren wie plattchen-
aktivierendem Faktor, Prostaglandinen und Stickoxid (37) eine Senkung des arteriellen Blut-
druckes und des systemischen peripheren Widerstandes hervor, woraus sich ein akuter
Schockzustand entwickeln kann (104). 1L-1 verstarkt auBerdem die Lymphozytenprolifera-
tion, die fiir die Abwehr von Mikroorganismen von Bedeutung ist und dem IL-1 eine protek-
tive Rolle bei der Immunantwort des Organismus zukommen 1a6t. IL-1 erhoht durch seinen
EinfluB auf das Knochenmark die Zahl der Granulozyten und besitzt zusétzlich chemotakti-
sche Wirkung. Bei schweren Allgemeinerkrankungen stimuliert es die Produktion der Akute-

Phase-Proteine in der Leber (34).

12



AuBerdem ist von IL-1 eine schlafinduzierende Wirkung bekannt, die den Patienten in einen
Zustand verringerten Energiebedarfs versetzt und auf diese Weise Abwehr- und Regenerati-
onsvorgange unterstiitzt (34).

Der physiologisch vorkommende Interleukin-1-Rezeptorantagonist gehort ebenfalls zur Inter-
leukin-1-Familie und inhibiert durch die Bindung an den Interleukin-1-Rezeptor auf der Zell-
oberflache die Wirkung von Interleukin-1 (37). In Tierversuchen reduzierte die Blockade des
Rezeptors das AusmaB der Entziindungsreaktion und erhohte die Uberlebensrate des Orga-
nismus (36). Die Tatsache, daB3 bei unterschiedlichsten Erkrankungen eine erhohte Plasma-
konzentration von IL-1 Rezeptorantagonisten festgestellt wurde, 148t eine ihm zukommende

Schutzfunktion vor den Zytokineffekten vermuten (37).

1.2.3.2 Tumor-Nekrose-Faktor

Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) oder auch ,.Cachectin® wurde in Studien iiber Kachexie bei
chronischen Erkrankungen entdeckt. Es kommt als TNF-o. und TNF-3 (Lymphotoxin) vor.
TNF-a besitzt ein Molekulargewicht von 17 kDa (8) und vermittelt seine Wirkung tiber die
Bindung an membranstidndige Rezeptoren von denen zwei Subtypen existieren. Der 75 kDa-
Rezeptor befindet sich vor allem auf Zellen lymphatischen Ursprungs und fiihrt zu einer Sti-
mulation der Lymphozytenproliferation. Der 55 kDa-Rezeptor ist dagegen hédufiger auf Zellen
epithelialen Ursprungs zu finden. Bei der Synthese von TNF entsteht zunéchst eine inaktive
Vorstufe, die dann durch Proteasen in die aktive Form gespalten wird. TNF ist ein endogenes
Pyrogen und ein bedeutender Mediator bei Entziindungsreaktionen. Unter dem EinfluB} von
Endotoxinen und Lipopolysaccariden wird es von Makrophagen und Monozyten sezerniert
(6). TNF hemmt die Lipoproteinlipase (7, 12) und induziert sowohl die Synthese als auch die
Sekretion spezifischer Proteine wie MHC (major histocompatibility complex) Klasse I Prote-
in, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und IL-1 (35, 102).
TNF-a fordert den Proteinkatabolismus in der Skelettmuskulatur und steigert auBerdem die
Synthese der Akute-Phase-Proteine in der Leber (8, 12).

Es ist in der Lage Fieber auszulosen, zum einen durch direkte Wirkung auf Neurone des Hy-
pothalamus und zum anderen wiber die Induktion von IL-1, welches ebenfalls eine pyrogene

Wirkung besitzt (35).
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TNF fiihrt auBerdem zu hdmostatischen Verdnderungen am GefidBendothel. Durch die Pro-
duktion prokoagulatorischer Aktivitat und der Hemmung der Thrombomodulinexpression auf
der Zelloberfliche wird die Thrombozytenaggregation gefordert und kann, tber den
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren, zu einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC)
fuhren (103). Die toxische Wirkung von TNF auf die Endothelzellen (124) fihrt zu einem
intravasalen Flussigkeits-und Elektrolytverlust in den extravasalen Raum. Sowohl die daraus
resultierende Hamokonzentration als auch die Infiltration verschiedener Organe mit Leukozy-
ten und die Entwicklung eines Endotoxinschocks, sind auf TNF und eine dadurch bedingte
Sekretion bestimmter Mediatorsubstanzen (Leukotriene, Plittchen-aktivierender-Faktor
(PAF)) zurtickzufiithren und beeinflussen dessen Verlauf (7). Nach der Infusion von TNF bei
Ratten in einer Konzentration, die nach Lipopolysaccaridgabe endogen produziert wird, wur-
den neben Reaktionen wie Haarausfall und Diarrhoe eine Himokonzentration, eine metaboli-
sche Azidose und ein Schockzustand, der mit starken Organschidigungen einherging, beo-

bachtet (132).

1.3 Schilddriisenhormone

1.3.1 Bildung und Speicherung

Die beiden Schilddriisenhormone Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3) entstehen aus der
Aminosdure Thyrosin. Die Bildung der Hormone erfordert zunichst die Aufnahme von Jodid
aus der Nahrung. Es wird durch aktiven Transport tiber die Basalmembran aus dem Blut in
die Thyreozyten aufgenommen und zu elementarem Jod oxidiert. In der darauf folgenden
Jodisation wird das elementare Jod an Thyrosin gekoppelt und es entstehen die Hormonvor-
stufen 3-Monojodthyrosin und 3,5-Dijodthyrosin. In der Schilddriise entsteht aus zwei
Molekiilen 3.5-Dijodthyrosin  das Schilddriisenhormon Thyroxin (T,), welches an
Thyreoglobulin gebunden, in den Follikeln der Schilddriise gespeichert wird. Aus 3-
Monojodthyrosin und einem Molekiil 3,5-Dijodthyrosin entstehen in der Schilddriise das
3,5.3’-Trijodthyronin (T3) und das 3,3’,5’-Trijodthyronin (,.,reverses Trijodthyronin®, rT3).

Ts ist die aktive Form der Schilddriisenhormone und wird zum grofiten Teil extrathyreoidal

durch Abspaltung eines Jodmolekiils von Thyroxin durch das Enzym 5°-Dejodinase gebildet
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(133, 140). Die Leber stellt einen wichtigen Ort dieser Konversion von T4 zu T; dar. Ein Teil
von T, wird zu rT; dejodiniert, welches im Vergleich zu T3 und T, jedoch stoffwechselinak-

tiv ist (140).

1.3.2 Sekretion und Transport der Schilddriisenhormone

Die Sekretion der Schilddriisenhormone erfordert zundchst den Abbau des Thyreoglobulins,
so daB sowohl T; als auch T, in den Korperkreislauf tibertreten konnen. Der groBite Anteil der
Hormone (T4 99,95%:; T; 99,5%) ist im Serum reversibel an Transportproteine gebunden.
Derartige Proteine sind das Thyroxin-bindende Globulin (TBG), das Thyroxin-bindende Al-
bumin (TBA) und das Transthyretin. Sie werden in der Leber synthetisiert und sorgen fir die
gleichméBige Verteilung der Schilddriisenhormone im Korper. AuBlerdem dienen sie als Hor-
monreservoir, aus dem bei Bedarf die sofortige Freisetzung der Hormone moglich ist. Verén-
derungen der Konzentration verfiigbarer Transportproteine gehen kurzfristig mit einer veran-

derten Serumkonzentration der freien Schilddriisenhormone einher (133, 140).

1.3.3 Regelkreis

Die Produktion der Schilddriisenhormone wird durch den Hypothalamus-Hypophysen Regel-
kreis beeinfluBlt, welcher sehr empfindlich auf kleinste Konzentrationsdnderungen der Hor-
mone reagiert. Aus den Neuronen des Hypothalamus wird das ,.thyrotropin releasing hor-
mone”“ (TRH) freigesetzt, welches in der Adenohypophyse die Freisetzung von Thyroidea-
stimulierendem-Hormon (TSH) anregt. Uber eine negative Riickkopplung der TSH-Spiegel
und der Schilddriisenhormonkonzentration erfolgt die Regulation der TRH-Sekretion aus
dem Hypothalamus. Das TSH wirkt auf die Schilddriise und reguliert dort unter anderem die
Jod-aufnahme, die Hormonsynthese und die Ausschiittung von T5 und T4. Die zirkulierenden
Schilddriisenhormone regulieren tiber eine negative Riickkopplung die TSH-Sekretion aus

dem Hypothalamus und die Hormonausschiittung der Schilddriise (133).
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1.3.4 Wirkung der Schilddriisenhormone

Die Schilddriisenhormone beeinflulen eine Reihe von Stoffwechselreaktionen (133). Sie kon-
trollieren die korperliche und geistige Entwicklung, das Wachstum und den Grundumsatz
(117). Sie stimulieren die Thermogenese, erhohen die Empfindlichkeit verschiedener Gewebe
fir Katecholamine und beeintrachtigen sowohl die Produktion von Proteinen als auch die
Produktion von Enzymen und Hormonen. Ein erhohter Serumspiegel von Ts wie beispiels-
weise bei einer Hyperthyreose duBert sich in einer Tachykardie, ibermédBigem Schwitzen und
Unruhezustdnden (117). AuBerdem besteht ein erhohter Grundumsatz mit gesteigerter Lipo-
lyse und Glykolyse. Um die Glukosekonzentration im Serum konstant zu halten, wird kom-
pensatorisch die Glukoneogenese gefordert, mit der ein vermehrter Abbau von Muskelprotei-
nen verbunden ist. Daraus resultiert eine katabole Stoffwechsellage mit negativer Stickstoff-
bilanz und Gewichtsverlust (15, 54, 117, 133). Ein Mangel an Schilddriisenhormonen wie
beispielsweise bei einer Hypothyreose fithrt zu einem verminderten Grundumsatz mit in Ab-
hangigkeit von der Hormonkonzentration bestehender Bradykardie und Kalteintoleranz (12,
117).

Reverses T; ist stoffwechselinaktiv und beeinflufit daher nicht den Proteinkatabolismus in der
Muskulatur. Es hat weder Einflu auf die TSH Antwort durch TRH-Stimulation noch auf die
Serumkonzentrationen von T4 und Ts, kann aber in In-Vitro-Studien die Umwandlung von T,
zu T; hemmen (15). Ein EinfluB der Schilddriisenhormone auf die Produktion von Akute-
Phase-Proteinen bei Entziindungsreaktionen konnte in In-Vitro-Studien mit Rattenhepatozy-

ten (HepG2-Zellen) und humanen Zellen (H-35) nicht nachgewiesen werden (17).

1.3.5 Schilddriisenhormonrezeptoren

Die Wirkung der Schilddriisenhormone wird auf zellularer Ebene durch die Bindung an spe-
zifische nukledre Rezeptoren vermittelt (133). Schilddriisenhormonrezeptoren kommen in
nahezu allen menschlichen Geweben vor (28). Die Rezeptoren wurden sowohl beim Men-
schen als auch bei Ratten nachgewiesen (91) und kommen in menschlichen Leberzellen und
in Rattenhepatozyten in gleicher Anzahl vor. Sie befinden sich im Zellkern und sind chroma-

tin-assoziierte Proteine, die nicht zu den Histonen gehoren. In der Leber und der Hypophyse
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existiert eine hohe Anzahl nukledrer Schilddriisenhormonrezeptoren, weshalb diese Gewebe

auch die stéarkste Reaktion auf den Einflul von T zeigen (133).

1.3.5.1 Molekularer Aufbau und Struktur

Die Schilddriisenhormonrezeptoren gehoren zur Superfamilie der erbA-verwandten, DNA-
bindenden Proteine, zu denen unter anderem die Rezeptoren fur Steroidhormone, Vitamin D
und Retinoide gehoren (43, 116, 149). Sie enthalten eine DNA-bindende Doméne und ein
terminales Carboxylende, welches den Liganden (T;) bindet (43). Der Ts-Rezeptor bindet
iber seine DNA-bindende Doméne an das sogenannte ,.thyroid hormone responsive element®
(TRE), der Promotor-Region eines entsprechenden Zielgens (z.B. Wachstumshormon von
Ratten) (67). Die DNA-bindende Doméne besitzt eine fingerédhnliche Struktur, die als ‘two
zinc finger’-Einheit bezeichnet wird. Der eine Finger bindet an das TRE des zu regulierenden
Gens, wihrend der andere Finger vermutlich mit weiteren, an der Transkription beteiligten,
Faktoren interagiert (28). Die Bindung des Liganden (T3) an den Rezeptor ermoglicht die
Bindung an das entsprechende TRE der Pomotorregion des Zielgens, wodurch es zu einer
Beeinflussung der Gentranskription kommt (43). Der Ts-Rezeptor kann sowohl als Homodi-
mer oder auch als Heterodimer gemeinsam mit anderen nukledren Proteinen an das TRE bin-
den, wobei Heterodimere mit hoherer Affinitat als Homodimere binden (76, 110, 148).

Von den Rezeptoren existieren vier Rezeptorsubtypen, die alle sowohl in Ratten als auch
beim Menschen nachgewiesen werden konnten (149). Die Rezeptorsubtypen werden auf zwei
verschiedenen Genen kodiert (121, 149). Das Chromosom 17 kodiert den o-Rezeptor aus
dem durch alternatives RNA-Splicing entweder der o,-Rezeptor oder der a,-Rezeptor, her-
vorgeht (101, 121). Der o;-Typ, meist in der Skelettmuskulatur und braunem Fettgewebe vor-
kommend (87), besitzt eine starke Bindungsaffinitit zu Trijodthyronin (T3). Der humane o,-
Rezeptor, der reichlich im Gehirn zu finden ist (87), bindet den Liganden T nicht (82, 87,
100). Er besitzt die Fahigkeit die Bindung des Rezeptors an das TRE zu inhibieren und ist
auBerdem in der Lage mit dem o;- und 3;-Rezeptor zu interagieren, und deren Funktionen zu
hemmen (76, 82). Leber und Nieren enthalten nur eine geringe Anzahl von o;-Rezeptoren,
dagegen aber eine grole Anzahl 3-Rezeptoren, so dall vermutlich der f-Rezeptor fur die zahl-

reichen Tz vermittelten Effekte dieser Gewebe verantwortlich ist (87). Die B-Rezeptoren wer-
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den vom Chromosom 3 kodiert und die Subtypen 3, und 3, entstehen ebenfalls durch alterna-
tives RNA-Splicing (141). Die Rezeptoren vom Typ B, der vor allem in Leber, Herz und
Niere verbreitet ist (66, 85), und B,, die hypophysenspezifische Form des Rezeptors, weisen

eine hohe Bindungsaffinitéit zu Tz auf (66).

1.3.5.2 Regulation der Rezeptorkapazitit und Rezeptoraffinitiit

Die Schilddriisenhormonrezeptoren werden durch bestimmte Stoffe oder Stoffwechselzustan-
de in ihrer Funktion und vor allem in ihrer Bindungskapazitét reguliert. Die Rezeptoren be-
sitzen eine sehr hohe Affinitéit zu Trijodthyronin (T;) und eine deutlich geringere zu Thyroxin
(T,4) bei begrenzter Bindungskapazitat (86, 119). In Zellkulturen mit GH-Zellen betrug die
maximale Bindungskapazitit sowohl fur Ty als auch fir T, 13 x 10™"° mol/20pug DNA ent-
sprechend 5000 Ts- bzw. T,;-Bindungsstellen pro Zellkern (119). In GH,-Zellen betrug die
Dissoziationskonstante der Hormonbindung an den Rezeptor 1,8 x 1071 mol/1 fur Tsund 1,2
x 10™ mol/l fiir T,, so daB man von einer zehnfach hoheren Rezeptoraffinitit von T; im Ver-
gleich zu T4 ausgehen kann (120). Bei kultivierten humanen Leberzellen (HepG2) wurde eine
Affinititskonstante der Ts-Bindung von 1,8 x 10" I/mol bei maximaler Bindungskapazitt
von 0,1 pmol/mg Protein festgestellt. Die Bindungskapazitidt der HepG2-Zellen entspricht
einer Anzahl von 1800 Ts-Bindungsstellen pro Zellkern (68). In Méausehepatozyten wurden
ungefihr 4500 Ts-Bindungsstellen pro Zellkern gefunden (13).

Glukagon hat einen Einflu} auf die maximale Bindungskapazitéit des Schilddriisenhormonre-
zeptors. Dillmann et al. beobachtete 17 bis 65 Stunden nach Beginn einer Glukagoninfusion
bei Ratten eine Reduktion der Bindungskapazitat um ungefahr 30 %, wobei die Glukagon-
konzentration im Plasma den Werten bei Ratten im Hungerzustand oder nach Hepatektomie
entsprachen (30, 32). Ungefidhr 24 Stunden nach Hepatektomie wurde bei Ratten eine Reduk-
tion der Bindungskapazitit von 53 % beobachtet (30). Auch das Schilddriisenhormon T3 be-
eintrichtigt die Bindungskapazitit nukledrer Schilddriisenhormonrezeptoren. Bei Ratten
wurde durch T;-Gabe im Lebergewebe ein Anstieg der Bindungskapazitit der Rezeptoren
beobachtet (65). In hypophyséren Zellen (GH;-Zellen) fithrte Ts dagegen zu einer Verminde-
rung der nukledren T;-Bindungskapazitit des Rezeptors (48, 61, 118). Auch Retinoide, die
synergistisch mit Schilddriisenhormonen das Wachstum und die Entwicklung von Zellen

beeinflussen, bewirken sowohl in hoher, als auch in niedriger Konzentration die Verminde-
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rung der Kapazitét der Schilddriisenhormonrezeptoren (65, 109). Die Affinitat der Schilddri-
senhormonrezeptoren blieb nach Glukagongabe unbeeinfluit, erhohte sich jedoch nach der
Gabe von Retinoiden (108).

Bei hypophyséren Zellen wurden in einer Zellkultur nach TRH- oder T;-Gabe verminderte
mRNA-Spiegel der B;-, B,- und o,-Rezeptoren beschrieben. Die Regulation der Anzahl der
Schilddriisenrezeptorsubtypen erfolgt dem zufolge unter anderem auf pritranslationaler Ebe-

ne, also der Ebene der mRNA (72).

1.3.5.3 Funktion des Rezeptors

Das Ausmal} der Schilddriisenhormonwirkung ist abhidngig von der Anzahl der im Gewebe
vorhandenen Rezeptoren und auch der Hormonkonzentration im Serum (15, 98, 118). Die
Anzahl der Rezeptoren im Gewebe bestimmt dessen Reaktion auf die Schilddriisenhormone,
so daB eine Reduktion der Rezeptoren mit einer verminderten Wirksamkeit der Hormone ein-
hergeht (73).

Die Bindung von T; an den Rezeptor fithrt zu einer Bindung seiner DNA-bindenden ‘two
finger’-Einheit an das TRE des Zielgens. Diese Bindung geht vermutlich auch mit einer Inter-
aktion weiterer fur die Transkription benétigter Faktoren einher, so daB es letztendlich zu
einer Induktion der Transkription entsprechender mRNA kommt. Neben diesen aktivierenden
Effekten wurde auch die Vermittlung hemmender Effekte durch TRE auf die Transkription
der mRNA beobachtet (28). Die gesteigerte, bezichungsweise verminderte mRNA-Synthese
fuhrt tiber entsprechende Verdnderungen in der Proteinsynthese zu den typischen metabo-
lischen Effekten von Ts (28, 67, 133). In einer Studie wurde die Bindung des humanen
Schilddriisenhormonrezeptors an das TRE auch in Abwesenheit von T; beobachtet, so dal3
die Bindung des Liganden vermutlich keine Vorraussetzung fiir die Bindung zwischen Re-
zeptor und Zielgen ist. Dies 148t vermuten, daBl der Rezeptor in Abwesenheit des Hormons
die Transkription eher begrenzt und die Bindung des Liganden (T3) zu einer Authebung der
Repressorfunktion des Rezeptors fiithrt (28). Es besteht eine positive Korrelation zwischen der
T5-Bindungskapazitit des Rezeptors und der Induktion verschiedener metabolischer Effekte
durch T3 in den unterschiedlichen Geweben (140). In Fastenstudien mit Ratten zeigte sich bei
gleichzeitig bestehender niedriger T;-Serumspiegel eine Reduktion der maximalen Ts-

Bindungskapazitit des Rezeptors (14, 33).
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1.3.6 Schilddriisenhormone und schwere Allgemeinerkrankungen

Bei schweren Allgemeinerkrankungen kommt es zu charakteristischen Verdnderungen im
Schilddrisenhormonhaushalt. Sie duBern sich in einer Modifizierung auf allen Ebenen der
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse. Die Verdnderungen im Schilddriisenhor-
monsystem werden auch unter den Namen Low-T;-Syndrom oder ,.non-thyroidal illness®

zusammengefalit (140).

1.3.6.1 Verinderungen der Hormonkonzentration

Im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen sind die Ts-Spiegel vermindert, so dal man
von einem Low-Ts-Syndrom spricht. Die Ursache dieser absinkenden Konzentration liegt
unter anderem an einer geringeren Aktivitat des Enzyms 5°-Dejodinase, welches fiir die Um-
wandlung von T, zu T; verantwortlich ist (62, 140). Eine weitere Ursache der geringen Ts-
Konzentration ist der bei schweren Allgemeinerkrankungen vorkommende erhohte Korti-
solspiegel, dessen hemmende Wirkung auf die Umwandlung von T, zu T, und die durch ihn
verursachte Verminderung des TRH-Spiegels (140). Bei Patienten mit ,,non-thyroidal illness™
besteht auBBerdem eine unterschiedliche Verfugbarkeit von Ts in den verschiedenen Geweben
(133). Die Konzentration von reversem T; (1T3) steigt, bedingt durch eine verzogerte rTs-
Clearance und eine erhohte 5-Dejodination von T4, an. Das AusmaBl der Abnahme der Ts-
Konzentration und der Anstieg des rT; Serumspiegels korreliert positiv mit dem Grad der
Gewebsverletzung. Extrem niedrige T3-Spiegel kiindigen eine schlechte Prognose der Erkran-
kung an (140). Die Serumkonzentration von Thyroxin (T4) und freiem T, ist bei Ratten mit
systemischen Erkrankungen ebenfalls erniedrigt (14, 27). Auch bei Menschen mit schweren
Allgemeinerkrankungen wurden verminderte bis stark erniedrigte Thyroxinkonzentrationen
beobachtet (133, 140). Die Plasmakonzentration von T, variiert in Abhéngigkeit von der
Schwere der Erkrankung. Je niedriger die Konzentration, desto ungiinstiger ist die Prognose
des Patienten (10, 74, 128). Die Verdnderung der T,-Konzentration basiert zum grofiten Teil
auf einer verringerten Bindung dieses Hormons an Transportproteine (62). In einer Studie mit
Patienten im Zustand einer ,,non-thyroidal illness®, wurde eine Beeintrachtigung der Funktion

des Thyroxin-bindenden-Globulins (TBG) durch im Patientenserum existierende Faktoren

20



beobachtet (44, 122). Hierbei handelt es sich um Faktoren, welche die Bindung von T; und
T4 an Transportproteine inhibieren konnen (106). Dies ist vermutlich eine Ursache fiir die bei
schweren Allgemeinerkrankungen vorkommende relative Erhohung der freien Serumfraktion
von T, und T; (75). AuBerdem zeigte sich eine verminderte Aufnahme von Thyroxin in das
Gewebe. Zirkulierende freie Fettsduren sind vermutlich tiber eine kompetitive Hemmung der

Bindung von T, an Transportproteine ursichlich an diesen Verdnderungen beteiligt (44, 122).

1.3.6.2 Beeintrichtigung der TSH- und TRH-Serumkonzentration

Die Regulation des TSH-Spiegels erfolgt unter anderem durch die Konzentration der zirku-
lierenden Schilddriisenhormone, so daB3 es bei niedrigen Hormonwerten zu einem Anstieg des
TSH kommt und umgekehrt bei hohen Hormonkonzentrationen zu einem Absinken des TSH-
Spiegels. Bei Patienten mit Low-T;-Syndrom wird in der Regel eine normale TSH-
Konzentration beobachtet, was zu der Bezeichnung ,.euthyroid sick syndrome™ fiihrte (140).

Die bei niedriger Hormonkonzentration unter physiologischen Bedingungen zu erwartende
gesteigerte Ansprechbarkeit von TSH auf TRH, bleibt bei einem Low-T;-Syndrom jedoch
normal oder ist geringfiigig reduziert (92, 133). In einer Patientenstudie wurden bei Patienten
mit ,.non-thyroidal illness* normale Serumkonzentrationen freier Schilddriisenhormone und
TSH beobachtet. Auch die Ansprechbarkeit von TSH auf eine TRH-Stimulation blieb trotz
,.non-thyroidal illness* unbeeintrachtigt. Nach einer Gabe von Glukokortikoiden oder Dopa-
min (Dopamin hemmt die Ausschiittung von TSH aus der Hypophyse) konnte jedoch eine
Erniedrigung dieser zuvor noch normalen Serumspiegel beobachtet werden. Sowohl therapeu-
tisch verabreichte Glukokortikoide als auch Dopamin sind anhand dieser Untersuchungser-
gebnisse an der Regulation des Schilddriisenhormonhaushaltes mitbeteiligt (44, 114). Bei
einer Studie von van den Berghe et al. wurde durch Dopamininfusion bei schweren Allge-
meinerkrankungen die Entwicklung eines Low-Ts;-Syndroms mit sehr niedrigen TSH-
Konzentrationen beschrieben, und somit der vermutete Zusammenhang zwischen endogen
und iatrogen zugefithrtem Dopamin und den Verdnderungen im Schilddriisenstoffwechsel
bestdrkt (134). In einer Studie mit schwerkranken Patienten wurden bei der Messung der
TSH-Konzentrationen Abweichungen von den aus bisherigen Studien bekannten Normalwer-

ten beobachtet, die in engem Zusammenhang mit der Mortalitat und Prognose der Patienten
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standen (114). Subnormale TSH-Werte entstechen vermutlich durch eine verminderte Sekre-
tion von TSH. Die Ursache hierfiir kann in der im Rahmen einer ,,non-thyroidal illness* auf-
tretenden veranderten Proteinbindungsaffinitiat der Schilddriisenhormone, und dem damit
verbundenen Anstieg der Konzentration freier Schilddriisenhormone und negativer hypophy-
sdrer Riickkopplungsmechanismen liegen (106, 114).

In der Erholungsphase nach schweren Allgemeinerkrankungen steigt die TSH-Sekretion im

Serum langsam wieder an (44).

1.3.6.3 Einfluf} auf die Schilddriisenhormonrezeptoren

Unter verschiedenen pathologischen und physiologischen Bedingungen wurden Veranderun-
gen der nukledren Schilddriisenhormonrezeptoren beobachtet. Die Kapazitit der Ts-
Rezeptoren wird beispielsweise durch Einwirkung von T;, Glukagon sowie Retinoiden auf
die untersuchten Zellsysteme verdndert. In hypophysédren Zellen kam es durch T; zu einer
Verminderung der nukledren Schilddriisenhormonrezeptoren (48, 61, 72, 118). Glucagon-
Infusionen und auch die Einwirkung von Retinoiden fithrten bei Ratten zu einer Reduktion
der maximalen Bindungskapazitit nukledrer Ts-Rezeptoren in Hepatozyten (31, 32). Schwere
bakterielle Infektionen (90), Urdmie (131) und Neoplasien (129) fithrten neben der Entwick-
lung eines Low-T5-Syndroms ebenfalls zu einer Reduktion der Kapazitit hepatischer Schild-
driisenhormonrezeptoren (33, 129). Nach deutlicher Reduktion der Schilddriisenhormonre-
zeptorkapazitdt im Rahmen eines Low-T;-Syndroms konnte auBerdem eine Hemmung der
durch T; induzierten Malat-Enzymproduktion in der Leber beobachtet werden (33). Die Re-
duktion der Rezeptorkapazitat ist nicht leberspezifisch, sondern ereignet sich im gesamten
Korper (131).

Eine Anderung der Affinitdt von T; zu den nukledren Rezeptoren konnte in den beschriebe-
nen Untersuchungen lediglich nach der Gabe von Retinoiden beobachtet werden (108). Sie

blieb in den Gibrigen Untersuchungsmodellen unverindert.

1.3.6.4 Schilddriisenhormone und Zytokine

Anhand verschiedener Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Zytokinausschittung

und den bei schweren Allgemeinerkrankungen auftretenden Verdnderungen des Schilddrii-
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senhormonhaushaltes deutlich. Die Zytokine IL-13 und TNF-a gelten als Mediatoren bei
Verdnderungen im Schilddrisenhormonstoffwechsel, wie sie bei akuten und chronischen
Entziindungsreaktionen sowie anderen schweren Allgemeinerkrankungen beobachtet wurden
(19, 62, 97, 107, 135). Unter der Einwirkung von IL-13 und TNF-o kam es zu Verdanderun-
gen der Hypothalamus-Hypophysen-Achse mit einer Hemmung der TSH-Sekretion (69). In
einer weiteren Untersuchung fithrte die Injektion von humanem rekombinanten TNF-a bei
Maiusen zu einer Abnahme der Konzentrationen von T; und T, im Serum und bewirkte eine
verminderte Reaktion der Schilddriise auf TSH, entsprechend der beim ,.euthyroid sick syn-
drome™ zu beobachtenden Verdnderungen (107). Derartige Verdnderungen sowie ein zusétz-
lich erhohter Spiegel von rT; wurden ebenfalls nach einer Injektion von humanem rekombi-
nanten TNF in einer Patientenstudie beobachtet (135). In einer Studie mit Nagetieren fiihrte
die Infusion von IL-1B zu einer verringerten Ansprechbarkeit von TSH auf die Stimulation
mit TRH, ab-nehmenden TSH-Spiegeln im Plasma sowie zu einer signifikanten Verminde-
rung des Plasmaspiegels von freiem T, (82). Nach einer einmaligen subcutan injizierten Do-
sis von humanem rekombinanten IL-1 bei Ratten wurde ein Anstieg des freien T, beobachtet.
Die Serumkonzentrationen von T4, T; und TSH waren bei dieser Untersuchung ebenfalls
vermindert (40).

Die Zytokine Interleukin-1 und TNF beeinfluBen die Stoffwechselfunktion der Thyreozyten.
Anhand einer Zellkultur menschlicher Thyreozyten wurde beispielsweise gezeigt, dad sowohl
die basale, als auch die durch TSH stimulierte Thyreoglobulin-Sekretion der Thyreozyten
durch sehr niedrige Konzentrationen IL-1B erhoht wurde. In Gegenwart hoher IL-13 Spiegel
wurde dagegen eine verminderte Thyreoglobulin-Sekretion beobachtet (84, 113). Die Inkuba-
tion von Ratten-Thyreozyten (FRTL5-Zellen) mit humanem rekombinanten TNF fithrte zu
einer eingeschriankten Funktion dieser Zellen, die sich in einer Abnahme der durch TSH sti-
mulierten Jodidaufnahme und einer verminderten Ts-Sekretion widerspiegelte (111). In einer
weiteren Studie fithrte IL-13 bei menschlichen Thyreozyten ebenfalls zu einer Beeintréchti-
gung der Jodidautnahme (123) und zu einer Hemmung der durch TSH stimulierten Sekretion
von ¢c-AMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) (113). Auch die Konzentration der Bin-
dungsproteine ,.thyroid hormone binding globulin® (TBG), Transthyretin und Albumin wird
durch Zytokine vermindert. Bei humanen HepG2-Zellen wurden diese Proteine nach Zyto-

kinstimulation in geringeren Mengen synthetisiert (2).
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Der EinfluB3 der Zytokine auf den Schilddriisenhormonrezeptor wurde in einer in vitro Studie
mit humanen HepG2-Zellen deutlich. Hier fithrten die Zytokine zu einer verminderten Rezep-
toranzahl, die anhand einer Reduktion der Bindungskapazitat des Rezeptors fur T; deutlich

wurde. Die Affinitat des Rezeptors blieb jedoch unbeeintriachtigt (146).

1.4 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Bei den Schilddriisenhormonrezeptoren stellen die B-Subtypen die Rezeptoren mit einer sehr
starken Affinitat zu T; dar. Der B,-Subtyp kommt im gesamten Korper vor, wobei er in Niere
und Leber am stiarksten vertreten ist (66). Er repréasentiert somit einen wichtigen funktionel-
len Rezeptor bei der Vermittlung der Schilddriisenhormoneffekte auf die Zellen und die ge-
samte Stoffwechselsituation des Korpers (67, 130). Die bei schweren Allgemeinerkrankungen
auftretenden Veranderungen des Schilddriisenhormonrezeptors durch Zytokine sollen in die-
ser Arbeit anhand des [;-Rezeptors untersucht werden. Hinweise aus vorangegangenen Stu-
dien tber eine Beeintrachtigung der Rezeptoren auf der pritranslationalen Ebene (72, 143)
und die Beobachtung einer Kapazititsverminderung der Schilddriisenrezeptoren durch Zyto-
kine (146), veranlaBten uns mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion den Einflu} der Zytoki-

ne auf die Regulation der mRNA dieses Rezeptors genauer zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

Bei der Arbeit im Labor und in der Zellkultur wurde auf duferste Sauberkeit geachtet, um
Verunreinigungen bei der PCR zu vermeiden. Die Arbeitsflaichen wurden mit 70 %igem
Ethanol gereinigt und mit einem sterilen Tuch (Barrier, Sterile Field. 16 in x 29 in, Johnson
& Johnson, Medical Inc., Arlington, Texas, USA) abgedeckt. Um den Kontakt mit giftigen
Dampfen zu vermeiden, wurde im allgemeinen unter einem Abzug gearbeitet (Steril gard
hood, The Baker Company, Inc., Sanford, Maine, USA). Samtliche Arbeitsschritte erfolgten
mit Latex Handschuhen (Satin Plus, Safeskin GMBH, 85375 Neufahm, Deutschland). Die
Pipettenspitzen und Gefille wurden vor ihrer Verwendung autoklaviert und, um Verunreini-
gungen zu vermeiden, erfolgte der Ansatz aller Losungen, die zur Verarbeitung der Nuklein-
séuren benotigt wurden, mit nukleasefreiem DEPC-Wasser oder sterilem Wasser (Aqua bi-
destilata).

Bei der Entsorgung der mit radioaktiven Material in Kontakt gekommenen Materialien wurde

auf grofite Sorgfalt geachtet. Sie erfolgte in 20 Liter Radioaktivitiatsentsorgungstonnen.

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgeriite

e Sterile Arbeitsflaiche mit Abzug (steril gard hood), The Baker Company, Inc., Sanford,
Maine, USA

e Photometer Beckmann, DU®-62 Spectrophotometer (Ser. Nr. 4296767), Beckmann In-
strumentsPalo Alto, CA, US

o Szintilationszdhler, 3-Zahler, Packard, USA

e Wasserbad GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik m.b.H+Co., Hannover, Deutschland

e Heizblock Techne, DRI-Block® DB-3, Techne INC., Princton, NJ, USA

e Destille, Fritz Gossner, Hamburg, Deutschland

e Vortexer VF-2, Janke + Kunkel, IKA-Labortechnik, Staufen 1.Br., Deutschland

o Kiihlzentrifuge, Hettich Mikro rapid/K, Tuttlingen, Deutschland
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o Tischzentrifuge, Hettich Mikroliter, Tuttlingen, Deutschland
e Vakuumzentrifuge, UniVapo 100 H, Uni Equip Laborgeridtebau, Vertriecb A.N. Kraupa,
Martinsned, Deutschland

2.1.2 Laborbedarf

¢ Becherglaser, MeBzylinder, Erlenmeierkolben unterschiedlicher Grofe

e Magnetrithrer, unterschiedlicher Grofie

o SzintillationsgefdBe mit Deckel, Packard Instr. Comp., Meriden, CT, USA

o SzintillationsgefdBstinder, Packard Servo Tray®, Packard Instr. Comp., Meriden, CT,
USA

¢ Radioaktivitatsentsorgungstonnen (20 Liter), Amersham Buchler GmbH, Braunschweig,
Deutschland

e Polypropylen-Rohrchen (10 ml), Greiner Labortechnik, Nirtingen, Deutschland

¢ Eppendorf ReaktionsgefdaBe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml), Eppendorf Gerdtebau, Netheler und
Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland

e Eppendorf Pipetten (2 pl, 10 pl, 100 pl, 200 pl und 1000 pl), Eppendorf Geritebau,
Netheler und Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland

e @ilson Pipetten (2 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 250 pl und 1000 pl), Gilson Medical Electro-
nics, S.A.Viliers-le-Be, Frankreich

¢ Pasteurpipetten, WU, Mainz, Deutschland

¢ Pipettenspitzen (Gilson) verschiedener GroBie: C10, C20 und C200, Gilson Medical Elect-
ronics, S.A.Viliers-le-Be, Frankreich

e Eppendorf Standardtips (1000 ul), Eppendorf Geritebau, Netheler und Hinz GmbH, Ham-
burg, Deutschland

e Priazisionskiivetten, HELLMA®, 10 mm Schichttiefe
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2.1.3 Photolabor

e Dunkelkammer Konrad Bander, N 72, KW 254 mm/LW 366 mm, Wiesloch, Deutschland

e Photoapparat, Polaroid 600 SE, Polaroid, Japan

e Polaroids 667, 6'/, x 4 ]/47 ISO 3000/30, Polaroid Ltd., St. Albans, England

e Rotfilter, Rot R8 (25) 776 M55, HTMC Filter, Hama® Phot GmbH, Mo6heim, Deuts-
chland

e Linse Hama Nah, +3 mm M55 (XII), +4 mm M55 (XII), Hama® Phot GmbH, Moheim,
Deutschland

2.1.4 Zellkultur

e Zellkulturschalen (unbeschichtet): Nunclon™ (100 mmz), Nunc Wiesbaden, Deutschland

e Zentrifugenrohrchen mit Deckel, Nunc Wiesbaden, Deutschland

e Zellkulturflaschen (162 cm?), Costar Corporation, MA, USA

e Hep(G2 Zellen, American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA

¢ Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), GIBCO, Berlin, Deutschland

e Fetales Kilberserum (,.fetal calf serum®, FCS), GIBCO, Berlin, Deutschland

e Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (,,phosphat buffered saline”, PBS), GIBCO, Berlin,
Deutschland

e Trypsin-EDTA-Losung, GIBCO, Berlin, Deutschland

¢ Penicillin-Streptomycin-Losung, GIBCO, Berlin, Deutschland

e Humanes rekombinantes IL-1, Research and Diagnostic Systems (R&D), Minneapolis,
MN, USA

e Humanes rekombinantes TNF-a, Research and Diagnostic Systems (R&D), Minneapolis,
MN, USA

¢ Ethanolamin, Transferrin, Selen, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA
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2.1.5 PCR

e PCR Maschine (Biometra), Oligonukleotide, TIB-Mol, Berlin, Deutschland

e PCR MIMIC-Construction Kit, Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA

e Chroma Spin Column + TE 100, Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA

e 1st Strand™ c-DNA Synthesis Kit, Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA

e Human B-Actin Amplimer Set, Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA

e PP a-ATP (1 pCi/ul) NEN, Best.Nr. NEG-612-H

o Ampli®Taq-Polymerase 250 U/ul, 5 U/ul, Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA

¢ 10x-PCR-Puffer (1,5 ml) (100 mM Tris-HCI (pH 8.,3), 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0,1
% (v/w) Gelatine), Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA

2.1.6 Elektrophorese

o Elektrophorese Gel-Kammer (RNA), Hoefer Super Sub, Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, CA, USA

¢ Elektrophorese Gel-Kamm (20 well comb, 3 mm thick), Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, CA, USA

e Elektrophorese Gel-Kammer (c-DNA)Wide Mini-Sub Cell, 15x10 cm UVTP Gel Tray,
Bio Rad, Hercules, CA, USA

¢ Elektrophorese Gel-Kamm (20 well comb, 1,5 mm thick), Bio Rad, Hercules, CA, USA

e Agarose (SEA KEM®GTG®), FMC Bio-Products, Rockland, ME, USA

e Ultra Pure Agarose, Betesha Research Laboratories, Gaithersbury, MD, USA

e Trisborat-Puffer (TBE-Puffer), Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der HepG2-Zellen

Die Kultivierung der HepG2-Zellen erfolgte in 162 cm*-Zellkulturflaschen mit 30 ml DMEM
und dem Zusatz von 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin.

Mediumwechsel erfolgte, in Abhéngigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit und Medium-
verbrauch der Zellen, entweder jeden zweiten Tag oder auch taglich. Nach ungeféhr 5 Tagen
muften die Zellen aufgrund ihrer Dichte mit Hilfe von Trypsin-EDTA-L6sung von dem Bo-

den threr Kulturflasche gelost und auf neue KulturgefiaBe verteilt werden.

2.2.2 Zellstimulation

Fur die Stimulationsexperimente wurden die Zellen auf unbeschichtete Zellkulturschalen in
einer Konzentration von 2 x 10° Zellen pro Schale ausgesit und mit 8,5 ml DMEM und den
bereits genannten Zusitzen versetzt. 48 Stunden vor der Stimulation der subkonfluenten Kul-
turen erfolgte ein Mediumwechsel mit serumfreiem DMEM, welches Transferrin (5 pg/ml),
Ethanolamin (20 uM), Selen (2,5x10™ Mol/I), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomy-
cin enthielt. Nach 24 Stunden erfolgte ein erneuter Mediumwechsel mit den bereits erwéhn-
ten Zusétzen, so dall nach weiteren 24 Stunden die Stimulation mit rekombinantem Inter-
leukin-1p und Tumornekrosefaktor-a beginnen konnte. Um eine Zeitabhéngigkeit zwischen
der Zytokinstimulation und der Zytokineffekte bestimmen zu konnen, erfolgte der Zusatz der
Zytokine nach jeweils 6, 9 und 15 Stunden. Eine Dosisabhangigkeit wurde nach einer neun-
stindigen Inkubation der Zellen mit IL-1f und TNF-a in Konzentrationen von 10, 50 und
100 ng/ml untersucht. Vor jeder Stimulation erfolgte ein erneuter Mediumwechsel der ent-
sprechenden Zellkulturschale. Sowohl der unstimulierte Zellansatz, als auch die stimulierten

Ansiitze wurden als Dreifachansatz untersucht.
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2.2.3 Zellmorphologie

Die HepG2-Zellen wuchsen in DMEM mit 10 % FCS gleichméBig und ohne morphologische
Verinderungen. Durch den Zusatz von serumfreien DMEM verminderte sich das Zellwachs-
tum erheblich. Bei der Auswahl der Kulturschalen fur die Stimulationsversuche wurde auf ein
gleichmiBiges Aussehen und subkonfluentes Wachstum der Zellen geachtet. Durch die Sti-
mulation mit IL-1p und TNF-a waren mikroskopisch keine Veranderungen der Zellmorpho-
logie erkennbar. Fur die Isolation der RNA wurden nur diejenigen Kulturschalen ausgewdéhlt,
die mikroskopisch unveridnderte Zellen aufwiesen, frei von Kontaminationen durch Pilze und

Bakterien waren und deren Mediumiiberstand klar aussah.

2.2.4 RNA-Isolation

Zunichst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml kaltem PBS gewaschen.
Danach erfolgte die Zellhomogenisation und -lyse mit 1,8 ml denaturierender Solution D
(250g Guanidin-isothiocyanat (GIT), 293 ml Aqua bidestilata, 17,6 ml 0,75 M Natriumcitrat
(pH 7,0) und 26,4 ml 10 % Sacrosyl (N-Lauroylsarcosine)) und 360 ul 2-Mercaptoethanol.
Die Zellen wurden nun mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale gelost, mit einer 2 ml
Pipette resuspendiert und anschlieBend in ein 10 ml Polypropylen-Réhrchen tiberfiithrt und
auf Eis gestellt. Zur Ausfillung der Proteine und DNA wurden 180 pl 2 M Natrium-Acetat
(pH 4,0), 1,8 ml wassergesittigtes Phenol und 360 pl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) da-
zugegeben und vermischt. Es folgte eine fiinfzehnminditige Inkubation auf Eis mit anschlie-
Bender Zentrifugation fir zwanzig Minuten bei 4°C und 9000 rpm in einer Kithlzentrifuge.
Hierdurch wurden drei Schichten in den Rohrchen erkennbar, wobei es sich um eine obere
wissrige Phase mit geloster RNA, eine weille Zwischenschicht aus Proteinen, DNA und de-
naturierten Makromolekiilen und eine untere Phenolphase handelte.

Die RNA-Phase wurde vorsichtig in ein neues 10 ml Rohrchen pipettiert und die beiden
anderen Phasen verworfen. Zur Entfernung noch vorhandener Verunreinigungen erfolgte
nach Zugabe von gleichem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) eine erneute Zentri-
fuga-tion bei 4°C fiir fiinfzehn Minuten. Die wissrige Phase wurde anschlieBend erneut in ein

frisches 10 ml Rohrchen tiberfiihrt.

30



Zur Fillung der RNA erfolgte die Zugabe gleichen Volumens Isopropanol und anschlieBender
vierundzwanzigstiindiger Lagerung bei -70°C.

Zur weiteren Bearbeitung der Proben wurden diese zwanzig Minuten bei 4°C zentrifugiert, so
daB das Prazipitat sedimentierte. Nun wurde der Uberstand dekantiert, das RNA-Pellet in
0,3 ml denaturierender Solution D geldst und die Losung in ein 2 ml steriles Eppendorf Reak-
tionsgefaB uberfithrt. Nach dem Auffillen des ReaktionsgefiBles mit Ethanol, erfolgte eine
erneute 24-stiindige Lagerung bei -70°C.

Nach dieser zweiten Fallung wurden die Proben erneut zentrifugiert ( 9000 rpm, 4°C, 20
min.), der Uberstand dekantiert und das RNA-Pellet durch die Zugabe von 1 ml 75 % Etha-
nol ,,gewaschen®. Nach zweimaliger Wiederholung dieses Waschvorganges wurde das RNA-
Pellet in einer Vakuum-Zentrifuge 15 Minuten getrocknet. Durch anschlieBende Zugabe von

100 ul DEPC-Wasser wurde das Pellet wieder gelost und bei -70°C gelagert.

2.2.5 Messung des mRNA-Gehaltes

Die Messung des mRNA-Gehaltes erfolgte photometrisch. Nach der 1:100 Verdiinnung der
mRNA mit DEPC-Wasser wurde in einer Préazisionskiivette bei einer Wellenldnge von 260
nm und 280 nm die optische Dichte (O.D.) gemessen. Die Bestimmung der Reinheit der
mRNA erfolgte aus dem Quotient O.D.260 nm/0O.D.280 nm, wobei Werte zwischen 1,7 und
2,1 reprasentativ fiir eine von Proteinresten befreite mRNA waren. Bei Werten auflerhalb
dieses Bereiches, wurde die entsprechende RNA fiir weitere Versuche nicht mehr verwendet.
Der Gehalt der mRNA wurde mit Hilfe der O.D. bei 260 nm bestimmt. Ausgehend von der
bekannten Angabe, eine mRNA Konzentration von 40 pg/ml entspreche einer O.D. 260 nm
von 1, konnte der Gehalt mit dem jeweiligen Wert der O.D. 260 nm berechnet werden. Die
Ausbeute einer von uns verwendeten 100 mm Zellkulturschale lag durchschnittlich bei
100-200 pg mRNA.

AnschlieBend erfolgte die Uberpriiffung der Reinheit der mRNA anhand einer Gel-
Elektrophorese. Nach dem Zusatz eines RNA-Ladepuffers (1ImM EDTA, 0,25 % Bromphe-
nolblau, 50 % Glycerin und mit DEPC Wasser auf 10ml auffiillen) zu jeweils 5 pug RNA
lieBen sich die 28 S und die 18 S Untereinheiten der ribosomalen RNA auf einem 1,2 %igen

Agarosegel darstellen.
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2.2.6 Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) hat man die Moglichkeit kleinste Mengen DNA
oder mRNA zu amplifizieren und einer Analyse zugénglich zu machen (139).

Die PCR teilt sich in drei Schritte auf. Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der DNA in
Einzelstrange bei einer Temperatur von 94°C und einer Dauer von 45 Sekunden. Anschlie-
Bend erfolgt die Anlagerung genspezifischer Primer, als Startermolekiile fungierende Oligo-
nukleotide, an das 3'- und 5'-Ende der denaturierten DNA fiir eine Dauer von 45 Sekunden.
Die Temperatur liegt dabei zwischen 55°C und 72°C und ist abhangig von der Primerldnge,
der Konzentration der Primer und der Basenzusammensetzung (70). Im dritten Schritt, der
Extension, werden mit Hilfe der Taq-Polymerase die Primer tiber die ganze Linge der Ma-
tritze verlangert und die komplementiren Stringe gebildet. Die optimale Temperatur liegt
hier bei 72°C fur eine Dauer von 120 Sekunden. In Abhangigkeit von dem Puffer, dem pH-
Wert, der Elektrolytkonzentration und der Beschaffenheit der DNA ergaben Schitzungen
einen Nukleotideinbau von 35-100 pro Sekunde (71). Diese drei Schritte zusammen ergeben
einen Zyklus der PCR, welcher ungefiahr 30-40 mal wiederholt wird. Nach Beendigung der
Zyklen erfolgt eine abschlieBende Extension bei 72°C fur 5 Minuten, um sicher zu gehen,
daB die amplifizierte DNA aus vollstindigen Doppelstrangen besteht (115). Durch anschlie-
Bende Kithlung auf 4°C wird die Reaktionskette beendet.
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2.2.6.1 Quantitative kompetitive Polymerasekettenreaktion

Die quantitative kompetitive PCR stellt eine Methode dar, die neben qualitativen Ergebnissen
tiber eine spezifische mRNA, zusitzlich die Moglichkeit bietet, quantitative Ergebnisse aus
der Amplifikation geringster Mengen von mRNA (<0,1 ng) zu erhalten (139) (siche Abb.
2.1).

Die quantitative PCR beinhaltet die Koamplifikation des Zielmolekiils mit einem internen
Standard (38, 139). Als interner Standard wird ein nicht homologes DNA-Fragment (MIMIC)
verwendet, welches mit dem Zielmolekiil (c-DNA des Schilddriisenhormonrezeptors) um das
gleiche Paar genspezifischer Primer konkurriert, sich aber durch seine unterschiedliche Linge
von der Ziel-DNA abgrenzen 146t (57, 139). Bei der ¢c-DNA des Schilddriisenhormonrezep-
tors handelt es sich um eine einstrangige Nucleinsdure, welche vor Beginn der PCR mit Hilfe
der reversen Transkriptase komplementédr zu der entsprechenden RNA-Sequenz des Schild-
driisenhormonrezeptors hergestellt wurde. Durch die Herstellung einer Verdiinnungsreihe des
MIMICS mit bekannten DNA-Konzentrationen und deren Zusatz zu einer konstanten Menge
c-DNA, 14Bt sich am Ende der PCR eine Aussage liber die Konzentration des Zielmolekiils
machen. Durch die Annahme einer 100 %igen Effizienz der reversen Transkription der RNA
in ¢-DNA, ist ein RiickschluB von der Konzentration des Zielmolekiils auf die mRNA-

Konzentration moglich (79).

PCR MIMIC- Verdiinnung Gelelektrophorese
Ziel D R
PCR I - .
Produkte
RNA — g cDNA—— PCR Vv | [ e——

=

Wenn Ziel = MIMIC, dann
molare Konzentrationen 1:1

Abb. 2-1: Prinzip der quantitativen kompetitiven PCR
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Der Vorteil dieser quantitativen kompetitiven PCR gegeniiber nicht-kompetitiver PCR be-
steht darin, dafl Storeinfliisse wihrend der Amplifikation sowohl auf MIMIC als auch auf c-
DNA wirken, ihr Verhéltnis zueinander daher gleich bleibt, und somit das Ergebnis durch
even-tuelle minimale Verunreinigungen nicht beeintrachtigt wird (57, 139). Auch die Kon-
zentra-tionsbestimmung muf} durch dieses konstant bleibende Verhiltnis nicht ausschlieBlich

in der exponentiellen Phase der PCR erfolgen (20, 38, 139).

2.2.6.2 Primer

2.2.6.2.1 Genspezifische Primer

Genspezifische Primer sind als Startermolekiile fungierende Oligonukleotide. Sie heften sich,
entsprechend der komplementéiren Basen der Ziel-DNA, an dessen 5°- und 3°- Ende. Die an-
schlieBende Amplifikation dieses DNA-Abschnittes wird durch Anlagerung weiterer kom-
plementdrer Nukleotide fortgesetzt. Bei der Primerauswahl wurde auf folgende Eigenschaften
geachtet. Thre Lange sollte zwischen 18 und 28 Nukleotiden und der Gehalt der Basen Guanin
und Cytosin bei 50-60 % liegen. Der ideale Schmelzpunkt (T,) liegt zwischen 55°C und
80°C. AuBerdem wurde bedacht, keine komplementidren Basen an den 3°- Enden der Primer
zu erhalten, um die Vereinigung beider Primer zu verhindern, und die PCR Ausbeute nicht zu
beeintrachtigen (70).

Die Primersuche erfolgte mit Hilfe der Nukleotidsequenz des humanen c-erb-A Gens, wel-
ches einen Rezeptor kodiert, der analog zu dem des humanen Schilddriisenhormonrezeptors
ist und die entsprechenden Funktionen und Affinitat zu den Schilddriisenhormonen besitzt
(141).

Fiur die kompetitive PCR wurde der Plus-Strang Primer mit der Sequenz
S’AACCCCCAACAGTATGACAGAAAAT- 3’°, einem Guanin-Cytosin-Gehalt von 40 %
und einem Schmelzpunkt bei 59,7°C verwendet. Der Minus-Strang Primer besal} die Sequenz
5°-ACGTGATACAGCGGTAGTGATACCC- 3°, einen Guanin-Cytosin-Gehalt von 52 % und
der Schmelzpunkt (T,,) lag bei 60,9°C. Beide Strange bestanden aus je 25 Basenpaaren. Die-
se genspezifischen Primer fungierten als Startermolekiile fir die Amplifikation der DNA des
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B1-Schilddriisenhormonrezeptors bestehend aus 367 Basenpaaren (bp) und zwischen den

Nukleotiden 288 bis 655 liegend.

2.2.6.2.2 MIMIC-Primer

PCR MIMIC-Primer sind zusammengesetzte, synthetische Oligonukleotide, die aus den
bereits beschriebenen genspezifischen Primern und einem zusétzlichen Strang von 20
Nukleotiden bestehen. Die Sequenz dieser 20 bp besteht aus den entsprechenden komplemen-
tdren Basen eines nicht-homologen DNA-Fragmentes, einem Restriktionsfragment, BamH

I/EcoR 1, des v-erbB Gens mit 574 bp (Clontech Lab. Palo Alto, CA, USA).

Herstellung der PCR MIMICS

Die Herstellung der MIMICS erfolgte nach einer Versuchsanleitung der Firma Clontech in
zwei aufeinanderfolgenden PCRs und ist in Abb. 2.2 graphisch dargestellt.

S~ 7

MIMIC Primer Neutrale DNA
& 20 basige Sequenz, g ;
f dic an neutrale DNA bindet S ——
B 8 B 7
4 7
5°genspezifischer }
Primer 20 basige Sequenz,
die an neutrale DNA bindet

'

/i

/N
4 ”

-\ 2°PCR mit genspezifischer Primern

genspezifischer
Primer
e "
T T /ll
/4 e

Reinigung: Zentrifugation durch
Chroma Spin-Saule

¥/

/A
1/4

gereinigte
PCR MIMICs

Berechnung der molaren Ausbeute siche Abb. 2.4 —2.7
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In der ersten PCR wurden die zusammengesetzten MIMIC-Primer (genspezifische Primer aus
25 bp + Sequenz von 20 Nukleotiden komplementédr zur nicht-homologen DNA) und die
nicht-homologe DNA hybridisiert, so dal die fir den Schilddriisenhormonrezeptor spezi-
fischen Primer-Bindungsstellen in die nicht-homologe DNA eingebaut werden konnten. Der
PCR-Ansatz enthielt 5 pl 10x-Puffer (100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM
MgCl,, 0,1 % (w/v) Gelatine), 1 pl ANTP mix (10 mM), 4 ul der nicht-homologen DNA (2
ng), je 0,4 uM der MIMIC Primer und 0,4 pl AmpliTag® DNA-Polymerase (5 U/ul). Der
Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 50 pl aufgefiillt und mit 50 pl Mineraldl tiber-
schichtet. Die PCR beinhaltete die Denaturierung bei 94°C fir 45 Sekunden, anschlieBende
Hybridisierung der Primer bei 60°C fur weitere 45 Sekunden und eine abschlieBende Exten-
sion bei 72°C fiir 90 Sekunden. Insgesamt wurden 16 Zyklen durchlaufen und das Ergebnis
anhand einer Gel-Elektrophorese tiberpriift. Dazu wurden auf ein mit Ethidiumbromid bela-
denen Agarosegel (1,5 %) 5 ul des PCR-Produktes, 3 pl Wasser und 2 pul Ladepuffer aufge-
tragen. Ein hierzu parallel laufender Marker (®X174/Haelll) 0,5 pl + 7,5 ul Wasser + 2 ul
Ladepuffer diente als Kontrolle fiir die richtige Lage und GroBe der MIMICS, die als Banden
unter UV-Licht sichtbar gemacht wurden.

AnschlieBend wurden 2 pl des Produktes dieser PCR mit 198 pl Wasser verdiinnt (1:100).
Die zweite PCR erfolgte dann mit dem Einsatz von 2 ul dieser Verdiinnung, 10 pl 10x Puffer
bestehend aus den oben erwdhnten Zusétzen, 2 pul ANTP mix, je 0,4 uM der MIMIC Primer
und 0,6 ul AmpliTag® DNA-Polymerase. Der gesamte Ansatz wurde auf 100 ul aufgefiillt
und mit der gleichen Menge Mineraldl tiberschichtet. Nach dem Durchlaufen von 18 PCR-
Zyklen erfolgte wiederum eine Kontrolle des PCR-Produktes auf einem 1,5 %igen Agarosegel
unter Verwendung eines Markers (@X174/Haelll). Durch diese zweite PCR wurde sicherge-

stellt, daB alle MIMICs die komplette Sequenz der genspezifischen Primer enthielten.

Reinigung der PCR MIMICS

Zur Entfernung von Primerresten und andere Reaktionskomponenten wurden je 45 pl des
zweiten PCR-Produktes durch jeweils eine Sdule gepreBt und dadurch von Verunreinigungen

befreit. Die dazu verwendeten pre-spun CHROMA SPIN + TE-100 Sdulen wurden mit dem
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PCR-Produkt beladen und anschlieBend bei 4°C und 2500 rpm fir zwei Minuten zentrifu-
giert. Auf diesem Weg konnte das PCR-Produkt von Verunreinigungen befreit werden. An-
schlieBend erfolgte die Uberprifung des gereinigten PCR-Produktes und seiner Banden auf

einem mit Ethidiumbromid beladenen Agarosegel.

Bestimmung der PCR-Ausbeute

Um die PCR-Ausbeute bewerten und berechnen zu konnen, wurde erneut eine Gel-
Elektrophorese durchgefithrt. Mit deren Hilfe konnte die Intensitit der Banden des PCR-
MIMICS mit den Banden des in verschiedenen Konzentrationen eingesetzten Markers
(®X174/Hae 1II) verglichen werden. Zunéchst erfolgte die Herstellung von drei Verdiin-
nungsreihen des Markers mit dem Gehalt von 100 ng, 200 ng und 400 ng Marker-DNA. Das
ge-reinigte PCR-MIMIC wurde mit 6,5 pul Wasser, 1,5 ul 10x PCR Puffer und 2 pl Ladepuf-
fer verdiinnt, bevor 5 ul davon zusammen mit je 5 ul der drei Markerverdiinnungen auf das
Gel aufgetragen wurden. Unter UV-Licht konnte nun diejenige Bande der Markerverdiinnun-
gen herausgefunden werden, die mit der Bande des PCR-MIMICS ubereinstimmte (Abb.
2.3).
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Abb. 2-3: Gel-Elektrophorese zum Vergleich von Marker- und MIMIC-Banden

Die Ubereinstimmung des MIMICs lag bei einer Markerkonzentration
von 400 ng und einer Bandengrofse von 1078 bp
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Die Berechnung der Ausbeute konnte nun, da der DNA-Gehalt des Markers und die Banden-
groBBe 1m Verhéltnis zur GesamtgroBe bekannt waren, nach folgender Formel berechnet wer-

den:

(GroBe des @174 DNA Fragmentes) - (Menge der @174 DNA)
(Summe aller @174 DNA Fragmente) - (eingesetztes MIMIC Vol.)

MIMIC Ausbeute =

Abb. 2-4: Allgemeine Formel zur Berechnung der MIMIC-Ausbeute

Um das Ergebnis in molaren Mengen anzugeben, wurde der Umrechnungsfaktor: 1 ng/ul
eines 500 bp DNA-Fragmentes entspricht 3 x 10 * attomol/pl einer Nukleinséure verwendet,

und das Ergebnis nach folgendem Dreisatz berechnet:

1 ng DNASOObp 3.10° m
u1 _ ul
MIMIC Ausbeute (n(glr] X
7

Abb. 2-5: Allgemeine Formel zur Umrechnung der MIMIC-Ausbeute von ng/ul in atmol/ul

Fir das in Abbildung 2.3 dargestellte PCR-Produkt ergibt sich nach Anwendung der oben
erwihnten Formel folgende MIMIC-Ausbeute:

1078 bp-400 ng
5386 bp-Sul

MIMIC Ausbeute =

MIMIC Ausbeute = 16,01 “—g]
Y7
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Abb. 2-6: Berechnung der MIMIC-Ausbeute unserer Versuche I errechnete sich aus

UCII 101ZCNUCI DICISALZ:

1 g DNASOObp 3.10° M
ul _ ul
16,01 " DNA X

ul

_ 16,01 - 3-10° attomol
1 ul

attomol
ul

x = 48030

Abb. 2-7: Umrechnung der MIMIC-Ausbeute unserer Versuche anhand der Formel
aus Abb. 2-5

AnschlieBend wurden die MIMICs mit einer MIMIC-Verdiinnungslosung (50 pg/ml ultra-
reines Glykogen) auf 100 attomol/ul verdiinnt und bei 4°C gelagert. Dieses MIMIC-Produkt
stellte die Stammlosung fur die Erstellung einer Verdunnungsreihe dar, deren Konzentra-
tionen zwischen 5 x 10 und 3 x 10~ attomol/ul lagen. Diese Verdiinnungsreihe wurde eben-

falls bei 4°C gelagert und fiir jeden Versuchsansatz neu hergestellt.

2.2.7 c-DNA Synthese

Die Versuchsdurchfithrung erfolgte nach einer Anleitung der Firma Clontech Laboratories,
Inc (20). Fur die c-DNA Synthese wurde aus einem Triplicate der isolierten RNA Proben, von
denen je 0,333 pug RNA eingesetzt wurden, eine Gesamt-RNA hergestellt. 1 pug dieser RNA
wurde anschlieBend in ein 5 pl Eppendorf Reaktionsgefdll pipettiert und mit DEPC-Wasser
auf 12,5 pl aufgefullt. Nach der Zugabe von 1 ul Oligo (dT) Primer (=Oligonukleotide be-
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stehend aus 12 bis 18 Nukleotiden) und einer Zentrifugation fir zwei Minuten bei 3000 rpm
erfolgte eine Inkubation fiir zwei Minuten bei 70°C in einer PCR-Maschine. Dieser Vorgang
ermoglichte die Anheftung der Oligo (dT) Primer an das Poly-(A)-Ende der RNA. Anschlie-
Bend wurden die Rohrchen auf Eis gestellt. Um eventuelle Pipettierfehler zu vermeiden und
gleiche Versuchsbedingungen fiir jede zu synthetisierende c-DNA zu schaffen, wurde fiir die
weitere Synthese der c-DNA zunéchst ein Master Mix hergestellt. Dieser enthielt pro Rohr-
chen 4,0 ul 5x Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCI, 3mM Mg Cl,); 1,0
ul dANTP Mix (10 mM jeder Base), 0,5 pl recombinanten RNAse Hemmers (1U/ul) und
MMLYV reverse Transkriptase (> 200 U/ug RNA). Von diesem Master Mix wurden jeweils
6,5 ul zu jeder RNA Probe pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir sechzig Mi-
nuten bei 42°C in der PCR-Maschine. Beendet wurde die c-DNA Synthese durch Erhitzen
auf 94°C fur funf Minuten, was zusitzlich jegliche eventuell vorhandene DNAse-Aktivitét
zerstorte. Die Proben wurden dann mit 80 pul DEPC-Wasser auf 100 ul aufgefiillt, zentrifu-
giert und bei -20°C gelagert.

2.2.8 Quantitative PCR

2.2.8.1. Versuchsaufbau und Durchfiihrung

Bei der Durchfithrung der quantitativen PCR diente die Versuchsanleitung der Firma Clon-
tech Laboratories, Inc. (20) als Vorlage.

Zunéchst wurden 2 pl der ¢c-DNA und 2 pl der PCR-MIMIC Verdiinnungsreihe bei Raum-
temperatur in sechs entsprechend beschriftete, sterile Eppendorf ReaktionsgefiBe pipettiert
und auf Eis gestellt. AnschlieBend erfolgte die Herstellung eines Master Mixes, der pro Reak-
tionsansatz 5 ul eines 10 x-Reaktionspuffers (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,,
0,01 % (w/v) Gelatine), 0,4 uM der genspezifischen Primer, 1 pul ANTP Mix (10 mM jeder
Base), 0,4 pl AmpliTaq® DNA-Polymerase und 1 pCi *P markiertes dATP enthielt. Um ein
Reaktionsvolumen von 50 pl zu erhalten, wurden die Proben mit destilliertem Wasser aufge-
fullt und anschlieBend mit 50 pl Mineralol tiberschichtet. Die Proben durchliefen 40 Zyklen
in einer PCR-Maschine mit den entsprechenden Schritten wie der Denaturierung bei 94°C fiir
45 Sekunden, der Anlagerung der Primer bei 60°C fiir weitere 45 Sekunden und der
Kettenverlangerung bei 72°C fiir 120 Sekunden. Nach dem Durchlauf dieser 40 Zyklen
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verlangerung bei 72°C fiir 120 Sekunden. Nach dem Durchlauf dieser 40 Zyklen endete die
PCR mit dem Heizen auf 72°C tiber sieben Minuten und anschlieBender Abkiihlung auf 4°C.

2.2.8.2. Auswertung der PCR

Die Beurteilung und Auswertung des PCR-Produktes erfolgte mit Hilfe einer Gel-
Elektrophorese. Verwendet wurde ein 2 %iges Agarosegel und ein 0,5 x Trisborat EDTA-
Puffer.

Dem Agarosegel wurden 5 pl Ethidiumbromid zugesetzt, um die PCR Banden unter UV-
Licht sichtbar zu machen. Von dem PCR-Produkt wurden 8 ul in ein steriles Eppendorf Re-
aktionsgefal pipettiert und anschlieBend 2 pl eines PCR Ladepuffers (30 % Glycerol, 0,25 %
Bromphenolblau; ad. DEPC-Wasser) zugesetzt, bevor die gesamte Probe auf das Gel geladen
wurde. In einer Dunkelkammer erfolgte unter UV-Licht die Kontrolle der Banden, die dann
unter Verwendung einer +3 mm und +4 mm Linse und eines Rotfilters fotografiert wurden.
AnschlieBend wurden die Banden einzeln ausgeschnitten, in ZahlgefiBe mit Szintillations-
flussigkeit tiberfithrt und in einen entsprechenden SzintillationsgefaBstander gestellt. Die Be-

stimmung der Radioaktivitét erfolgte in einem (-Zahler.

2.2.9 Statistische Analyse und Auswertung

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde von dem Grundsatz ausgegangen, da3 die absolute
zugefithrte Menge MIMIC dann der Menge des Zielmolekiils entspricht, wenn das molare
Verhiltnis zwischen Zielmolekiil und dem MIMIC dhnlicher Bandenbreite gleich ist. Dies ist
der Fall, wenn gleichwertige Mengen Radioaktivitdt sowohl in das MIMIC als auch in das
Zielmolekul eingebaut wurden (127).

Mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft EXCEL Version 5.0 erfolgte die
graphische Auswertung der gemessenen Radioaktivitdt der einzelnen PCR-Produkte und die
Berechnung der mRNA des p,-Ts-Rezeptors.

Durch Auftragen des Verhiltnisses der Radioaktivitdt der c-DNA und der entsprechenden
MIMIC Bande gegen den reziproken Wert der eingesetzten MIMIC Konzentration wurde eine
quantitative Aussage in molaren Mengen ermoglicht. Durch die Annahme, daB} die Synthese

der c-DNA aus der gesamt RNA bei ungefidhr 100% liegt, sind Abschédtzungen aus den er-
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rechneten molaren Mengen der c-DNA auf relative Verdnderungen auf mRNA Ebene mog-
lich (Clontech MIMIC construction kit protocol).

Die Ergebnisse sind in attomol/pg RNA als Mittelwert = Standardabweichung angegeben.

3. Ergebnisse

In den hier vorgestellten Experimenten wurde der Einflufl der proinflammatorischen Zytokine
IL-1B und TNF-a auf die mRNA-Konzentration des ,-Ts-Rezeptors untersucht. Die Unter-
suchungen erfolgten anhand einer Zellkultur mit HepG2-Zellen. Diese Zellen dhneln in ihrer
Funktion und ihrem Sekretionsmuster denen normaler menschlicher Hepatozyten. Sie besit-
zen Schilddriisenhormonrezeptoren, die in ihren biochemischen Eigenschaften mit denen
menschlicher Hepatozyten vergleichbar sind. Der in den hier dargestellten Experimenten un-
tersuchte [;-Tz-Rezeptor reprasentiert die in der Leber und HepG2-Zellen vorherrschende

Rezeptorform (85, 100).

3.1 c-DNA Synthese des Schilddriisenhormonrezeptors

Nach der Anleitung der Firma Clontech Laboratories und anhand der in 2.2.7 bereits be-
schriebenenVersuchsdurchfithrung wurde die c-DNA aus einem Dreifachansatz der zuvor
isolierten RNA-Proben des [3;-Ts-Rezeptors hergestellt. Die Reinheit der c-DNA wurde an-
schlieBend anhand einer Gel-Elektrophorese gepriift (siche Abb. 3.1).

Abb. 3-1: Qualitdit der c-DNA Synthese

Abb. 3-1 zeigt das Ergebnis der c-DNA Synthese nach Amplifikation
mehrerer Proben gleicher DNA



Die Uberpriifung der Qualitéit unserer hergestellten c-DNA erfolgte mit Hilfe des Human (-
Actin Control Amplimer Set. Hierbei wurde eine Probe eines ubiquitidr vorkommenden ,.Hou-
sekeeping Gens* gemeinsam mit einer negativ Kontrolle und einer positiv Kontrolle  (c-
DNA aus den Stimulationsversuchen) in einer PCR amplifiziert und anschlieBend auf ein

Elekrophorese-Gel aufgetragen

Basenpaare

1393
1078
872

603
310

Abb. 3-2: Gel-Elektrophorese einer Qualitdtspriifung der c-DNA

Hierbei wurde ein ubiquitdr vorkommendes "Housekeeping Gen"
humanes [-Actin, transkribiert und amplifiziert.

In Reihe 3 und 5 wurden Negativkontrollen aufgetragen. Die Reihen
1, 2, 4 und 6 enthalten gleiche Mengen c-DNA, die mit Primern fiir
humanes p-Actin amplifiziert wurden.

3.2 Ergebnis der PCR MIMIC-Herstellung

Ein typisches Beispiel einer in den Versuchen dieser Arbeit verwendeten PCR MIMIC Ver-
dinnungsreihe, die nach der Versuchsbeschreibung in 2.2.6.2.2 aus einer MIMIC Stamm-

losung hergestellt wurde, ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Konzentrationen dieser Ver-
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dimnungsreihe lagen zwischen 5 x 10 und 3 x 10~ attomol/ul und wurde fiir jeden Ver-

suchsansatz neu hergestellt (siche Abb. 3.3).

1000 1 0,2 0,08 0,03
10 0,5 0,14 0,055

MIMIC-Konzentration in attomol/ml

Abb. 3-3: MIMIC Verdiinnungsreihe mit Angabe der entsprechenden
Konzentrationen aus den beschriebenen Versuchsansditzen

3.3 Quantitative kompetitive PCR

Nach der in 2.2.8 beschriebenen Versuchsanleitung wurde eine quantitative PCR fiir die
einzelnen Versuchsansétze durchgefiihrt. Zundchst wurden 2 pl der c-DNA des (;-Ts-
Rezeptors und 2 pl der PCR-MIMIC Verdiinnungsreihe in insgesamt sechs Reaktionsgefile
pipettiert. Nach dem Zusatz der fiir die PCR notwendigen Substanzen, durchliefen die Proben
40 Zyklen in der PCR-Maschine mit den bereits in 2.2.8 beschriebenen Schritten. Ein typi-
sches Beispiel einer quantitativen kompetetiven PCR unserer Versuche ist in Abbildung 3.4
dargestellt. In der hier dargestellten Gel-Elektrophorese entspricht die obere Bande der nicht-
homologen DNA (MIMIC, 606 bp) in absteigender am unteren Bildrand angegebenen Kon-
zentrationen. Die untere Bande entspricht der c-DNA des 1-T5-Rezeptors (Zielmolekiil, 367

bp).
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unstimulierte Zellen IL-1B 100 ng/ml TNF-o 100 ng/ml

0,5 0,14 0,055 0,5 0,14 0,055 0,5 0,14 0,055
02 0,08 0,03 0,2 0,08 0,03 0,2 0,08 0,03

Abb. 3-4: Beispiel einer quantitativen kompetitiven PCR unserer Versuche nach
Koamplifikation bekannter Konzentrationen einer nicht-homologen
DNA (MIMIC) und der [,-Ts-Rezeptor c-DNA mit einem Paar
genspezifischer Primer.

3.4 Unstimulierte Zellen

Nach der statistischen Auswertung der einzelnen PCR-Ergebnisse der unstimulierten Zellen
aller durchgefithrten Stimulations- und Zeitversuche ergaben sich die folgenden Ergebnisse.
Uber einen Beobachtungszeitraum von 15 Stunden ist in unstimulierten Zellen tendentiell
eine tiber die Zeit ansteigende mRNA-Konzentration des [3;-T5-Rezeptors zu beobachten.
Eine statistisch signifikante Verdnderung der mRNA-Konzentrationen des 3;-T;-Rezeptors

besteht jedoch nicht (siche Abb. 3.5).
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Die mRNA-Spiegel lagen in einem typischen Experiment nach 6 Stunden bei 0,2 + 0,05 at-
tomol/ug RNA, nach 9 Stunden bei 0,22 + 0,03 attomol/ng RNA und nach 15 Stunden bei
0,27 £ 0,01 attomol/ug RNA.
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Abb. 3-5: mRNA-Konzentrationen in unstimulierten Kontrollzellen iiber einen Zeitraum von
15 Stunden

3.5 Zytokineffekte

3.5.1 Zeitabhiingigkeit

Um die Effekte der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und TNF-a auf die mRNA Kon-
zentration des [;-T3-Rezeptors in Abhingigkeit von der Stimulationsdauer zu beobachten
wurde ein 15-stiindiger Zeitversuch durchgefiihrt. Im Rahmen dieses Versuches wurden
HepG2-Zellen mit den Zytokinen IL-13 und TNF-o in einer Konzentration von jeweils 100
ng/ml stimuliert (Abb. 3.6).

Nach einer Stimulationszeit von sechs Stunden konnte bei den mit Interleukin-1p stimulier-
ten Zellen eine geringe Abnahme der mRNA-Konzentration des p;-Ts-Rezeptors auf 0,16 +
0,02 attomol/pg RNA beobachtet werden. Dieser Wert entsprach einer Konzentration von 77

% der unstimulierten Kontrollzellgruppe. 1L.-1( fiihrte in einem Stimulationszeitraum von 9
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Stunden zu einer stirkeren Reduktion der mRNA-Spiegel. Die Werte reduzierten sich um 52
% im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen und lagen bei 0,11 £ 0,01 attomol/pg RNA.
Nach einer Stimulation der Zellen mit TNF-o wurden sowohl nach sechs als auch nach neun
Stunden jeweils geringere Konzentrationen als fir [L1-f gemessen. Die mRNA-Spiegel lagen
nach der Stimulation mit TNF-o und einem Zeitraum von 6 Stunden bei 0,09 £+ 0,03 atto-
mol/ug RNA und nach 9 Stunden bei 0,1 + 0,02 attomol/ug RNA. Dies entsprach im Ver-
gleich zu Kontrollzellen einer Reduktion um 54 % (6h) beziehungsweise 55 % (9h). Nach 15-
stiindiger Inkubationszeit deutete sich bei den mit IL-1B stimulierten Zellen eine Erholung
der Zellen an. Die mRNA-Konzentration fir den [3;-T3-Rezeptor lag bei 0,16 + 0,12 atto-
mol/mg RNA und somit deutlich tiber dem nach 9 Stunden gemessenen Wert. Die mRNA-
Spiegel der mit TNF-a stimulierten HepG2-Zellen blieben mit Werten von 0,07 + 0,25 atto-
mol/ug RNA jedoch auch nach 15 Stunden deutlich erniedrigt.
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Abb. 3-6: mRNA-Konzentration des f;-Schilddriisenhormonrezeptors nach Stimulation
mit den Zytokinen IL-1 und TNF-a im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen
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3.5.2 Dosisabhiingigkeit

Nach Zytokinstimulation wurden in dem beschriebenen Zeitversuch fiir den Zeitraum von
neun Stunden sowohl fur IL-1 als auch fir TNF-o deutlich erniedrigte mRNA-Spiegel der
Bi-Form des Ts-Rezeptors im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen beobachtet. Dieser
Zeitraum wurde daher in den nun folgenden Versuchen gewdéhlt, um die Frage der Dosis-
abhéngigkeit der bisherigen Ergebnisse zu untersuchen. In den Hep(G2-Zellen, die mit ver-
schiedenen Konzentrationen von Zytokinen stimuliert wurden, konnte nach einer Inkubati-
onszeit von neun Stunden eine dosisabhédngige Abnahme der 3,-T3-Rezeptor mRNA-Spiegel
beobachtet werden (Abb. 3.7).

Die Inkubation mit Interleukin-1 in einer Konzentration von 10, 50 und 100 ng/ml fithrte zu
einer Reduktion der Rezeptor-mRNA auf Werte von 0,09 + 0,01 attomol/ug RNA, 0,09 +
0,03 attomol/ug RNA und 0,05 £ 0,02 attomol/ug RNA. Im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollzellgruppen entsprechen diese Werte einer Verminderung der mRNA des [1-Ts-
Rezeptors auf 53 %, 53 % und 29 %. Eine Suppression der mRNA-Spiegel der 3;-Form des
T5-Rezeptors durch IL-1B ist bereits bei einer Inkubation mit niedrigen Zytokinkonzentra-
tionen erkennbar, erreicht aber erst in einer Konzentration von 100 ng/ml einen signifikanten
Effekt. Eine signifikante suppressive Wirkung konnte fiir Tumornekrosefaktor-a ebenfalls
erst in Konzentrationen von 100 ng/ml nachgewiesen werden. Die mRNA-Konzentrationen
lagen hier bei 0,03 + 0,01 attomol/ug RNA. Dies entspricht im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollzellgruppen einer Reduktion der mRNA-Konzentration des 3,-T3-Rezeptors auf 19
%. Nach der Inkubation mit 10 und 50 ng TNF/ml lagen die mRNA-Spiegel deutlich ober-
halb der fur IL-1p gemessenen Werte.

Die mRNA-Konzentrationen des ;-T3-Rezeptors lagen nach einer Stimulation mit 10 ng
TNF/ml bei 0,16 £ 0,02 attomol/ug RNA und nach einer Stimulation mit 50 ng TNF/ml bei
0,17 £ 0,01 attomol/ug RNA. Im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen entsprechen
diese Werte einer Reduktion der mRNA-Konzentration des 3;-T53-Rezeptors um jeweils 4 %,
so daB unter der hier eingesetzten TNF-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzell-

gruppen keine bedeutende Verringerung der mRNA-Konzentrationen zu beobachten war.
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T3-B1-Rezeptor-mRNA [% von Kontrollzellen]
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Abb. 3-7: dosisabhdingige suppressive Effekte der Zytokine IL1- und TNF-a auf die

mRNA-Konzentration des f;-Schilddriisenhormonrezeptors in Prozent der
unstimulierten Kontrollzellen
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4. Diskussion

4.1 Auswahl der Versuchsbedingungen

4.1.1 Vorteile der Verwendung von HepG2-Zellen

Die Untersuchung der Regulation der mRNA des [3;-Schilddriisenhormonrezeptors erfolgte
an einem Zellkulturmodell mit HepG2-Zellen. Die Leber enthilt eine hohe Anzahl an Schild-
driisenhormonrezeptoren und gilt als wichtiges Zielorgan fiir das Schilddriisenhormon Tri-
jodthyronin (T3) (130). HepG2-Zellen stammen von einem menschlichen priméren Hepato-
blastom ab (81). Sie weisen ein kontinuierliches, homogenes Wachstum auf und bleiben
langfristig morphologisch stabil (99). Diese von einem menschlichen Tumor stammenden
Zellen besitzen viele biosynthetische Féhigkeiten normaler Leberparenchymzellen (24, 81,
99). Die Zellen sezernieren eine Reihe von Serumproteinen wie beispielsweise Albumin, o-
Antitrypsin, Transferrin, Haptoglobin, Komplementfaktor C3, Plasminogen (81) und auch
das Transportprotein ,,thyroid hormon binding globulin® (TBG) (2). Die Zellkultur von hu-
manen HepG2-Zellen erwies sich bereits in verschiedenen In-Vitro-Studien tiber die Pathoge-
nese schwerer Allgemeinerkrankungen als geeignetes Untersuchungsmaterial (4, 68, 81, 99).
Insbesondere bei Untersuchungen iiber die Pathogenese des Low-T3-Syndroms und der Regu-
la-tion des Schilddriisenhormonrezeptors sind menschliche HepG2-Zellen besser geeignet als
Rattenhepatozyten, da sich die Regulation des Schilddrisenhormonhaushaltes bei den
priméren Rattenhepatozyten von der menschlicher Zellen unterscheidet (40, 78).
HepG2-Zellen reagieren auf eine Zytokinstimulation im Rahmen einer Akute-Phase-Antwort
mit einem verdnderten Sekretionsmuster der Proteine, die mit der Reaktion von Leberzellen
in-vivo vergleichbar ist (3, 4, 17, 55). In einem Zellkulturmodell (HepG2) stieg beispielswei-
se nach der Stimulation mit IL-1 die Synthese von o;-Glykoprotein, Haptoglobin, Komple-
mentfaktor C3, o,-Antichymotrypsin, o,-Antitrypsin und Fibrinogen an, wéhrend sich die
Synthese von Albumin und Transferrin verringerte (4).

In einigen Untersuchungen konnten allerdings auch Unterschiede bei HepG2-Zellen im Ver-

gleich zu normalen Leberparenchymzellen nachgewiesen werden (81). Sie wiesen chromo-
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somale Verdnderungen sowie eine eingeschriankte Sekretion der Akute-Phase-Proteine auf (3,
81). Das von ihnen sezernierte Schilddriisenhormon-bindende-Globulin (TBG) zeigt, im Ver-
gleich zu dem im menschlichen Plasma vorkommenden TBG, eine diskret verminderte Affi-
nitit von T4 und T; sowie eine gesteigerte Hitzelabilitat (99).

HepG2-Zellen besitzen Rezeptoren fiir verschiedene an Entziindungsreaktionen beteiligte
Faktoren und Hormone wie beispielsweise fiir Prostaglandine, Katecholamine, Insulin, epi-
dermalem Wachstumsfaktor und Schilddriisenhormon (4). Ichikawa et al. isolierte aus einer
Zellkultur mit humanen HepG2-Zellen Schilddriisenhormonrezeptoren, die in thren bio-
chemischen Eigenschaften den hepatischen Rezeptoren des menschlichen Organismus ent-
sprechen. Nukleédre Schilddriisenhormonrezeptoren sind nach der Bindung von Trijodthyro-
nin (T;) an der Vermittlung vieler Stoffwechselvorginge beteiligt. HepG2-Zellen weisen im
Vergleich zu normalen Leberzellen eine geringere Anzahl Schilddriisenhormonrezeptoren
(1000 Bindungsstellen) in den einzelnen Zellen auf. Die Rezeptoren unterscheiden sich in
ithrer Ts;-Bindungsaffinitat und ihrer molekularen GroBe jedoch nicht von denen menschli-
chen Leberzellen oder Rattenhepatozyten, so dal HepG2-Zellen ein geeignetes Modell fiir
Untersuchungen des Schilddriisenhormonrezeptors darstellen (24, 68). Die [3;-Form des
Schilddriisenrezeptors wurde untersucht, da dieser die in der Leber vorherrschende Form des
Ts-Rezeptors darstellt (85, 100).

Die Beobachtung, da3 der Schilddriisenhormonrezeptor durch das c-etbA Gen kodiert wird
(121, 141), ermoglichte die Analyse der Tz-Rezeptoren auf molekularer Ebene sowie die
Durchfiihrung spezieller Studien zu den Verdnderungen des Rezeptors unter verschiedenen
pathologischen Bedingungen. Diese durch das c-erbA-Gen kodierten Schilddriisenhormonre-
zeptoren entsprechen den bei Ratten und Menschen in groBer Anzahl in den Zellkernen der

Hepatozyten vorkommenden Rezeptoren (91).

4.1.2 Verwendung der PCR

Fur die Untersuchung der Zytokineffekte auf die mRNA-Konzentration des 3,-T3-Rezeptors
stellte die quantitative kompetitive PCR eine geeignete sensitive Methode dar. Sie ermoglicht
tiber eine schrittweise Amplifikation der c-DNA des [3,-T3-Rezeptors Aussagen iiber gerings-

te Konzentrationsédnderungen auf molekularer Ebene (139). Der Vorteil der hier verwendeten
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quantitativen kompetetiven PCR gegeniiber anderen nicht-kompetetiven PCRs liegt darin,
daB bei bekannten Konzentrationen eines internen Standards die Moglichkeit besteht, die
Konzentration des Zielmolekiils (c-DNA des Schilddriisenhormonrezeptors) auszurechnen
und somit die qualitativen Aussagen einer PCR durch quantitative Ergebnisse zu ergdnzen
(58). Diese Methode wurde bereits in verschiedenen Modellen beispielsweise zum Nachweis
der Expression verschiedener c-erbA kodierter Schilddriisenhormonrezeptoren in unterschied-
lichen Geweben verwendet. Mit Hilfe eines kompetitiven Standards bekannter Konzentration
wurde bei metabolischen Verdnderungen oder Neoplasien eine quantitative Aussage tiber die
Konzentration der mRNA des 3;-, a1- und a-Rezeptors in den Geweben ermoglicht (79). In
einem Versuch mit IL-1 stimulierten HepG2-Zellen konnte, mit Hilfe der quantitativen kom-
petitiven PCR, eine Verdnderung auf Transkriptionsebene als eine der Ursachen eines durch

ZytokineinfluB} veranderten Sekretionsmusters dieser Zellen dargestellt werden (4).

4.1.3 Zytokine

Der Organismus reagiert auf schwere Allgemeinerkrankungen wie Trauma, Sepsis und Ne-
oplasien mit einer sogenannten Akute-Phase-Reaktion. Anhand verschiedener Studien wurde
bestétigt, daB Zytokine zu den Vermittlern dieser Reaktion gehdren und an den metaboli-
schen Veranderungen im Rahmen dieser Akute-Phase-Reaktion beteiligt sind (7, 25, 26, 34,
55, 60, 94). Die Auswahl der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF erfolgte, da unter
anderem in klinischen Studien tiber Patienten mit septischen Krankheitsbildern oder nach
einer Endotoxininjektion ein voriibergehender Konzentrationsanstieg dieser proinflammatori-
schen Zytokine im Plasma beobachtet wurde (47, 60, 64, 94). Aulerdem ergaben Unter-
suchungen von Zellkulturmodellen nach einer Stimulation mit den Zytokinen IL-1 und TNF-
oo einen Hinweis darauf, daB diese Zytokine an Verdnderungen des Sekretionsmusters der
Hepatozyten im Sinne einer Akute-Phase-Reaktion beteiligt sind (2, 3, 4, 25, 104). Sie besit-
zen auBerdem eine wichtige Mediatorfunktion bei Erkrankungen, die mit dem Low-Ts-
Syndrom assoziiert sind und fithren in diesem Rahmen zu einer Umstellung des Schilddrii-
senhormonstoffwechsels (40, 52, 69, 113, 135).

Bei der Auswahl der Zytokinkonzentrationen richteten wir uns nach den aus der Literatur

bekannten und in verschiedenen klinischen und experimentellen Untersuchungen iiber die
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Pathogenese septischer Krankheitsbilder gemessenen Serumkonzentrationen von IL-1p und
TNF-a. Wir verwendeten Konzentrationen bis zu 100 ng/ml, da in bisherigen Untersuchun-
gen die Induktion der Synthese der Akute-Phase-Proteine in der Leber in diesem Konzentrati-
onsbereich beobachtet wurde (4).

Bei septischen Krankheitsbildern konnten bisher die hochsten Konzentrationen der Zytokine
IL-1B und TNF-a nachgewiesen werden. Es wurden initiale Serumkonzentrationen fiir TNF-
oo von bis zu 5 ng/ml und fiir IL-1 von bis zu 3 ng/ml beobachtet. Die Konzentrationen fie-
len innerhalb von einigen Tagen auf nicht mehr nachweisbare Konzentrationen ab (16, 21,
59). Nach einer Endotoxininjektion bei gesunden Probanden lagen die gemessenen Plasma-
konzentrationen von TNF-oo und IL-1 durchschnittlich unter 1 ng/ml (60, 94). Die Infusion
einer letalen Dosis von Escherichia coli-Endotoxin fithrte jedoch bei Pavianen innerhalb von
90 Minuten zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von TNF-a auf 20 ng/ml. Sechs
Stunden nach der Endotoxininjektion hatten sich diese Werte wieder normalisiert (64).
Weiterhin wurden diese Zytokine bereits in verschiedenen Zellkulturmodellen experimentell
eingesetzt. Die Zytokinkonzentrationen lagen beispielsweise bei einer Untersuchung iiber die
Beeintriachtigung des Wachstumshormonrezeptors durch IL-1p und TNF-a zwischen 1 und
300 ng/ml (145). In einem anderen experimentellen Modell reichten die In-Vitro-
Konzentrationen von IL-1 zur Untersuchung des Sekretionsmuster menschlicher Thyreozyten

bis 1 ng/ml (84).

4.2 Vergleich der Ergebnisse mit bisherigen wissenschaftlichen

Untersuchungen

4.2.1 Dosisabhiingigkeit

In den hier dargestellten experimentellen Untersuchungen tiber die Regulation der mRNA des
B1-T3-Rezeptors durch den EinfluB von IL-1p und TNF-oo konnte bei HepG2-Zellen eine
dosisabhédngige Reduktion der mRNA-Konzentration beobachtet werden. Diese Beobachtung
entsprach den Ergebnissen vorausgehender Studien tiber die Beeintrachtigung des Schild-

driisenhormonstoffwechsels durch Zytokine. Beispielsweise fithrte IL-13 bei Ratten in an-
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steigender Konzentration zu einer verstirkten Reduktion des Schilddriisenhormonspiegels im
Serum (40).

In einem Zellkulturmodell (HepG2-Zellen) wurde die Beeintrachtigung der Ts-
Rezeptorbindungskapazitat durch die Zytokine IL-1f und TNF-oo untersucht (146). Die
Ergebnisse unserer Studie bekréftigten die anhand dieser vorausgegangenen Studie geduberte
Vermutung, daB diese proinflammatorischen Zytokine an der Vermittlung einer verminderten
T3-Rezeptorenzahl im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen beteiligt sind (146). Die
Bindungskapazitat des Rezeptors verringerte sich in der bereits genannten Studie mit an-
steigender Zytokindosis (0,1; 1,0; 10 und 100 ng/ml IL-1p). Bereits diec Konzentration von
0,1 ng/ml fuhrte in dieser Studie zu einer signifikanten Verminderung der Bindungskapazitét
der T;-Rezeptoren. Mit steigender Zytokinkonzentration nahm die Reduktion der Bindungs-
kapazitit im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellgruppen weiter zu. Auch bei der Inkuba-
tion der Zellen mit TNF-a konnte tendentiell eine Verminderung der Bindungskapazitét beo-
bachtet werden, die jedoch nicht in allen Versuchen signifikant war (146).

Verinderungen der Bindungskapazitit nukledrer Schilddriisenhormonrezeptoren wurden bis-
her im Rahmen unterschiedlicher Stoffwechselzustinde wie beispielsweise bei schweren
Infektionen, bei einem Low-T3-Syndrom oder auch postoperativ beobachtet. Nach partieller
Hepatektomie wurde bei Ratten eine Reduktion der T;-Bindungskapazitit des Rezeptors um
50 % beobachtet (33). Auch eine Nahrungskarenz fithrte bei Ratten zu einer Verminderung
der T5-Bindungskapazitit (um 30 %) (33). In einem weiteren Tiermodell mit Nagetieren fithr-
te eine Pseudomonas aeruginosa Infektion zu einem Low-T;-Syndrom und einer Senkung der
Bindungskapazitiat des Tz-Rezeptors um ungefihr 30 % (13). Bei Ratten mit Streptococcus
pneumoniae Infektion, von denen 80 % innerhalb von fiinf Tagen nach der Infektion starben,
reduzierte sich die Bindungskapazitit des Rezeptors um 33 % (90). Eine Uramie fithrte bei
Ratten zu einer Reduktion der Bindungskapazitét hepatischer Tz-Rezeptoren um 37 % (131).
Die Bindungsaffinitat des Schilddriisenhormonrezeptors blieb in den unterschiedlichen
Studien jedoch unbeeintrachtigt (13, 33, 131).

In unseren Untersuchungen verminderte sich die mRNA-Konzentration des Rezeptors bei
einer Konzentration von 10 und 50 ng IL-1B/ml auf 53 % im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollzellen. Die Stimulation mit 100 ng/ml fithrte sogar zu einer Reduktion auf 29 % des

mRNA-Gehaltes normaler HepG2-Zellen. TNF-a fithrte dagegen erst in Konzentrationen von
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100 ng/ml zu einer signifikanten Verminderung der Rezeptor-mRNA. Der mRNA-Gehalt
verminderte sich um 82 %. Anhand dieser Experimente wird erkennbar, dal in vitro hohe
Zytokinkonzentrationen benotigt werden, um die Transkriptionsrate der mRNA des [3;-Ts-
Rezeptors zu beeinflussen. Die in unseren Experimenten eingesetzten und zu einer Reduktion
der Rezeptor mRNA fithrenden Zytokinkonzentrationen lagen deutlich tiber den in vivo bis-
her gemessenen Zytokinspiegeln. Dabei mubB jedoch berticksichtigt werden, daB} die Zytokin-
konzentrationen in vivo meist im Plasma oder Serum gemessenen werden und daher vermut-
lich nicht représentativ fuir die lokal in der Leber vorkommenden Zytokinspiegel sind. Auf-
grund des hohen Gehaltes an monozytiren Zellen in der Leber konnen bei einem akuten
Trauma oder einer Infektion die Zytokinspiegel lokal hoher sein als im Serum, so daB diese
Tatsache moglicherweise eine Erklarung fiir die erst bei relativ hohen Zytokinkonzentratio-
nen zu beobachtenden Effekte auf hepatische T;-Rezeptoren sein kann.

Der EinfluB3 von IL-1p auf die Transkription wurde bereits in einer Studie tiber die Thyre-
oglobulinsekretion von Thyreozyten beobachtet, wobei der Einflul von IL-1p zu einer ver-
minderten Transkription der Thyreoglobulin-mRNA fiihrte (84).

Die in unseren Untersuchungen durch Zytokineffekte zu beobachtende verminderte
Transkriptionsrate der mRNA und eine dadurch bedingte reduzierte Synthese des Rezeptors
steht vermutlich zumindest zu einem Teil in Zusammenhang mit den im Rahmen schwerer
Allgemeinerkrankungen beschriebenen verminderten Ts-Rezeptorenzahlen. Zusétzlich sind
wahrscheinlich weitere Zyotokineffekte, unter anderem posttranslationale regulatorische
Mechanismen, sowie eine beschleunigte Degradation des intakten Proteins an der Verminde-

rung der Tz-Rezeptorenzahl beteiligt.

4.2.2 Zeitabhingigkeit

In verschiedenen Studien wurde beobachtet, dah die im Rahmen schwerer Infektionen auftre-
tenden erhohten Zytokinkonzentrationen wéhrend des Krankheitsverlaufes zeitlichen
Schwankungen unterlagen. Die experimentelle Endotoxininjektion fiihrte beispielsweise bei
gesunden Probanden innerhalb einer Stunde zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von

IL-1. Die Zytokinkonzentration erreichte nach 2 Stunden ihr Maximum, um innerhalb von 6
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bis 12 Stunden wieder auf Normalwerte abzusinken (60). Bei Untersuchungen der durch Zy-
tokine vermittelten Akute-Phase-Reaktion konnte anhand von Zellkulturen die maximale
Konzentration der Akute-Phase-Proteine nach einem Zeitraum von 18 bis 24 Stunden beo-
bachtet werden (3, 4). Aus verschiedenen Untersuchungen tiber Verdnderungen des Schild-
drisenhormonrezeptors gingen ebenfalls zeitlich bedingte Unterschiede in Bezug auf das
Ausmal der Rezeptorsuppression hervor. In einer In-Vitro-Studie mit hepatektomierten Rat-
ten wurde beispielsweise innerhalb von 12 Stunden eine Reduktion der T;-Rezeptorkapazitat
beobachtet, die weitere 48 Stunden persistierte und am siebten Tag nach der Hepatektomie
wieder Normalwerte erreichte (33). Schwere Infektionen fiihrten bei Nagetieren innerhalb von
40  Stunden zu einer Verminderung der T;-Rezeptorkapazitit (90). Bei einer experimentel-
len Studie iiber den Zusammenhang einer Anderung der Ts-Rezeptorkapazitit und dem
Einflu von Zytokinen wurde in Hepatozyten ein signifikanter Effekt auf den Rezeptor 12 bis
24 Stunden nach einer Zytokinstimulation beobachtet (146).

In den hier dargestellten Versuchen konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen dem
AusmaB der Zytokinwirkung auf die mRNA des [3;-Ts-Rezeptors und der Stimulationsdauer
festgestellt werden. Nach einer Stimulationsdauer von 6 Stunden mit 100 ng/ml IL-1 deutete
sich der inhibierende Effekt des Zytokins auf den 3;-Ts-Rezeptor anhand einer um 22 % re-
duzierten mRNA-Konzentration des Rezeptors im Vergleich zu Kontrollzellen an. Nach 9
Stunden war dann eine deutliche Inhibition des Rezeptors um 51 % erkennbar. TNF-a fithrte
in einer Konzentration von 100 ng/ml im Vergleich zu IL-1p sowohl nach 6 Stunden als auch
nach 9 Stunden zu einer stirkeren Suppression des 3;-Ts-Rezeptors. Im Vergleich zu Kon-
trollzellen verminderte sich die mRNA-Konzentration des Rezeptors nach 6 Stunden um 53
% und nach 9 Stunden um 54 %. Nach einer Stimulationsdauer von 15 Stunden war fir die
mit IL-1p stimulierten Hepatozyten eine Erholung des 3;-T3-Rezeptors anhand eines erneuten
Anstieges der mRNA-Konzentration erkennbar, wéhrend die mRNA-Spiegel des [3-Ts-
Rezeptors der mit TNF-a stimulierten Zellen niedrig blieben. Diese Tatsache deutet darauf
hin, daB es sich bei dem inhibierenden Effekt von IL-1p auf den 3;-Ts-Rezeptor um eine re-
versible und nicht um eine irreversible Wirkung handelt. Diese Regeneration der Zellfunktion
und der Rezeptorfunktion nach ZytokineinfluB wurde bereits in verschiedenen vorausgegan-
genen experimentellen Modellen beobachtet (2, 42, 145, 146). In einer Zellkultur menschli-
cher Thyreozyten war der inhibierende Effekt von IL-1 auf die Thyreoglobulinsekretion der
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Zellen ebenfalls reversibel, so dall eine zytotoxische Wirkung des IL-1 als Ursache fiir eine

verminderte Sekretion von Thyreoglobulin nicht wahrscheinlich ist (84, 113).

4.3 Bedeutung der Untersuchungsergebnisse fiir das Verstindnis der

Pathophysiologie schwerer Allgemeinerkrankungen

Trauma und Sepsis gehen mit charakteristischen Stoffwechselverdnderungen des gesamten
Organismus einher. Der Beginn einer sogenannten Akute-Phase-Reaktion ist durch den An-
stieg endokriner und hormoneller Faktoren gekennzeichnet, die an der fiir diese Phase
charakteristischen Mobilisation von Energiereserven beteiligt sind. Nach einer Dauer von 12
bis 24 Stunden geht diese Phase in die Flow-Phase wiber, die weitere 7 bis 10 Tage andauern
kann. Die ausgeprigte Proteinkatabolie mit bevorzugtem Abbau von Muskelproteinen gehort
klinisch zu den bedeutendsten metabolischen Reaktionen dieser Phase (50).

Der Schilddriisenhormonstoffwechsel ist nach einem Trauma ebenfalls von Veranderungen
betroffen. Der im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen auftretende erhohte Grundum-
satz sowie der Verlust korpereigener Proteine erinnern an das klinische Bild einer Hyper-
thyreose (50). Die Verdnderungen des Schilddriisenhormonhaushaltes entsprechen jedoch
cher einem in der Literatur als Low-T3-Syndrom bezeichneten Zustand mit verminderten
Serumspiegeln von T3 und T, sowie einer reduzierten Ansprechbarkeit von TSH auf die Sti-
mulation durch TRH (52, 62, 107). Die Serumspiegel der freien Schilddriisenhormonfraktion
sowie die Konzentration von rT; sind jedoch in der Regel erhoht (40, 135).

Zu den Vermittlern der Akute-Phase-Reaktion und den damit einhergehenden Verdanderungen
des Schilddriisenhormonhaushaltes sowie der Katabolie bei schweren Allgemeinerkrankun-
gen gehoren unter anderem die proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-a (1, 7, 19,
26, 52, 107, 132, 135, 140). Anhand einer Patientenstudie konnte ein Zusammenhang zwi-
schen Verdnderungen im Schilddriisenhormonhaushalt im Rahmen eines Low-T;-Syndroms
und erhohten Zytokinkonzentrationen festgestellt, und damit die klinische Relevanz der bis-
herigen Erkenntnisse aus In-Vitro Modellen bestitigt werden (97). Stoffwechselzusténde, die
mit einer verminderten Ts-Konzentration im Serum entsprechend eines Low-Ts-Syndroms
einhergehen, konnten bisher bei den unterschiedichsten Krankheitsbildern beobachtet werden

(133).
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Die Vermittlung der Schilddriisenhormoneffekte auf den gesamten Organismus erfolgt tiber
die Bindung von T; an nukledre Rezeptoren und den daraus resultierenden Verdnderungen
der mRNA-Synthese. Verschiedene Tierstudien gaben einen Hinweis darauf, dafl diese Ver-
anderungen im Schilddriisenhormonhaushalt mit einer Reduktion des Tz-Rezeptorgehaltes
und der Postrezeptor-Aktivitdten einhergingen (133). Bei Nagetieren wurde beispielsweise im
Rahmen einer Urdmie, bei Kachexie, septischen Krankheitsbildern, Neoplasien oder auch
postoperativ eine reduzierte Anzahl hepatischer, nukleédrer T3-Rezeptoren beobachtet (13, 27,
33, 85, 125, 129, 131).

Bei diesen zu beobachtenden Effekten auf die T;-Rezeptoren konnte eine zeitabhéngige Ver-
anderung der Rezeptorkonzentration beobachtet werden. Eine signifikante Reduktion der Ts-
Rezeptoren zeichnete sich beispielsweise bei Nagetieren postoperativ innerhalb von 12 Stun-
den (33) und bei schweren Infektionen nach 40 Stunden (90) ab. Eine dhnliche Zeitkinetik
konnte anhand einer Untersuchung mit HepG2-Zellen beobachtet werden. Eine signifikante
Verminderung der T3-Rezeptorenzahl nach Zytokinstimulation war dort bereits nach 6 bis 12
Stunden erkennbar und erreichte ein Maximum nach 12 bis 24 Stunden (146). Die in den von
uns durchgefithrten Untersuchungen zu beobachtende maximale Verminderung der mRNA-
Konzentrationen des [3,-T3;-Rezeptors lag bei 9 Stunden und entspricht ungefihr dem Zeit-
raum in dem die durch Zytokine hervorgerufenen Verdnderungen des Sekretionsmusters der
Leber mit Ausschiittung von Akute-Phase-Proteinen bei schweren Allgemeinerkrankungen
beobachtet wurde (2).

In der Rekonvaleszenzphase schwerer Allgemeinerkrankungen konnte dann die Normali-
sierung der initial bestandenen Reduktion der Tz-Rezeptorkapazitit beobachtet werden (33).
Auch wurde anhand einer Zellkulturstudie (HepG2) die Reversibilitdt der verminderten Ts-
Rezeptorenzahl nach Entzug des Zytokineinflusses beschrieben. Die Zeitspanne entsprach in
diesen Studien dem Zeitpunkt der Rekonvaleszenzphase (2, 146). Auch in den hier vorge-
stellten Untersuchungen deutete sich nach einer Stimulationszeit von 15 Stunden anhand
ansteigender mRNA-Konzentrationen des [3;-T5-Rezeptors eine Erholung der Zellen an. Diese
Beobachtung galt jedoch nur fiir den EinfluB von IL-1§ nicht aber fiir TNF-o, unter dessen
EinfluB} auch nach 15 Stunden die mRNA-Konzentrationen reduziert blieben.

Die in den vorgestellten Experimenten verwendeten Zytokinkonzentrationen lagen bei 10, 50

und 100 ng/ml. Bei der Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml wurde sowohl fur IL-1( als
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auch fir TNF-o eine signifikante Verminderung der mRNA-Konzentration des [;-Ts-
Rezeptors gemessen. Bei IL-13 war tendentiell auch in geringeren Konzentrationen (10, 50
ng/ml) eine Verminderung der mRNA-Spiegel erkennbar, erreichte jedoch erst in hoheren
Konzentrationen die stirkste Suppression. Das Ausmal} der Reduktion der mRNA des [3;-T;-
Rezeptors im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen war vergleichbar mit der Reduktion
der mRNA dieses in der Leber vorherrschenden Rezeptorsubtypen bei Ratten in einer katabo-
len Stoffwechselsituation (85). In weiteren wissenschaftlichen Untersuchungen wurde bei
verschiedenen  zytokinassoziierten  Krankheitsbildern  eine  Reduktion der  Ts-
Rezeptorbindungskapazitat beobachtet, so daBl die in unseren Versuchen beobachtete Ver-
minderung der mRNA des ;-Ts-Rezeptors an der verminderten Rezeptorkapazitit beteiligt
sein konnte (13, 90, 129, 131). Bei der Untersuchung dieser zytokinassoziierten Krankheits-
bilder wurden die einzelnen Zytokinkonzentrationen jedoch nicht gemessen. Die in weiteren
Patientenstudien im Rahmen  schwerer septischer Krankheitsbilder im Serum gemessenen
Zytokinspiegel lagen bei 0,1 bis 3 ng/ml fur [L-13 und bis 5 ng/ml fiir TNF-a (16, 21, 26, 47,
59). Eine Konzentration oberhalb von 5 ng TNF/ml wurde in vivo lediglich bei Pavianen
nach der Injektion einer letalen Dosis von Escherichia coli beobachtet (64). Anhand einer
Zellkulturstudie (HepG2) tiber den EinfluB von Zytokinen auf die T;-Rezeptorenzahl wurde
eine signifikante Verminderung der T;-Rezeptorenzahl bei Zytokinkonzentrationen von 0,1
ng/ml fiir IL-1p3 und 10 ng/ml fiir TNF-a festgestellt (146). Die Tatsache, daB erst relativ ho-
he Zytokinkonzentrationen zu einer Reduktion der Rezeptor-mRNA fiihren, liegt vermutlich
unter anderem an dem hohen Gehalt monozytérer Zellen in der Leber und somit an einer im
Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen lokal hoheren Zytokinkonzentrationen. Zusétzlich
konnte man vermuten, daB3 Zyto-kineffekte auf den Organismus, die anhand verschiedener
Studien festgestellt wurden, bereits in niedrigeren Konzentrationen auftreten, die Beeintrich-
tigung der Transkriptionsrate der Rezeptor-mRNA allerdings erst in hoheren Konzentrationen
erfolgt. Das Auftreten hoher Zytokinspiegel im Patientenserum wurde bisher nur bei schwe-
ren septischen Krankheitsbildern beobachtet und korrelierte mit einer schlechten Prognose
und erhohten Letalitit der Patienten (16, 21, 26, 45, 59, 64). Insgesamt geben die Ergebnisse
unserer Experimente einen Hinweis  darauf, daB die Zytokine IL-1p und TNF-a tber eine
Hemmung der ;-Ts-Rezeptor-Synthese und einer entsprechend verminderten Transkriptions-

rate, fur die im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen zu beobachtende verminderte Ts-
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Rezeptorenzahl zumindest mitver-antwortlich sind. Zusétzlich spielen wahrscheinlich Zyto-
kineffekte auf posttranslationaler Ebene sowie auf die Degradation des intakten Proteins eine
Rolle. Inwieweit die in unseren Untersuchungen zu beobachtende Reduktion der Transkripti-
onsrate der mRNA des [3;-Tz;-Rezeptors die Prognose schwerer Allgemeinerkrankungen
beeinfluBit bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Neben den bereits erwédhnten Einfliissen von Zytokinen auf nukleédre Schilddriisenhormonre-
zeptoren weisen verschiedene Studien mit Nagetieren auf die Existenz weiterer, die Bin-
dungskapazitit der Ts-Rezeptoren beeintrachtigender, Faktoren hin. Hierzu zihlen beispiels-
weise die Hormone Glukagon oder auch Ts selbst (31, 65). Die Verabreichung von Ts fiihrte
in einer Studie mit Nagetieren zu einem Anstieg seines eigenen Rezeptors in der Leber (65).
In hoherer Dosis und nach ldnger andauernder Stimulationszeit konnte in Zellkulturen
jedoch eine Verminderung der Ts-Rezeptorenzahl beobachtet werden (61, 112, 118).

Burman et al. beobachtete nach der Gabe von Glukagon eine verminderte Bindungskapazitit
des Ts3-Rezeptors (31). Da bei schweren Allgemeinerkrankungen oder auch wihrend eines
Fastenzustandes erhohte Glukagonkonzentrationen im Serum gemessen wurden, konnte Glu-
kagon zumindest teilweise als Vermittler an den Verdnderungen des Tz-Rezeptors sowie
weiteren Stoffwechselverdanderungen beteiligt sein (31, 50, 136). Ein Zusammenhang mit den
durch Zytokinen festgestellten Effekten fiir den Ts;-Rezeptor wurde in diesen Studien jedoch
nicht untersucht. Weitere experimentelle Modelle tiber die Regulation der T;-Rezeptoren
gaben einen Hinweis darauf, dal die einzelnen Rezeptorsubtypen auf gleiche Stimuli unter-
schiedlich reagieren (72, 143). TRH fithrte beispielsweise zu einer Reduktion des [3,- und a,-
Rezeptors. Die Rezeptorsubtypen ; und o, blieben unbeeintrachtigt (72). Anhand dieser
Ergebnisse stellt sich die Frage, inwieweit die Rezeptorsubtypen durch proinflammatorische
Zytokine unterschiedlich beeintrachtigt werden, und welche Funktion diese im Rahmen
schwerer Allgemeinerkrankungen iibernehmen. Die Kldrung und Analyse dieser Sachverhalte

bleiben Gegenstand weiterer Untersuchungen.

4.4 Effekte von Trijodthyronin auf die Synthese von Wachstumshormon

Neben der Bedeutung von Schilddriisenhormonen fiir die Regulation von Wachstum, Ent-

wicklung und verschiedenen Stoffwechselvorgingen des Organismus besitzt T3 zusitzlich
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einen EinfluB auf die Expression des Wachstumshormongens. Diese Wirkung ist abhéngig
von der Transkriptionsrate der mRNA des Ts-Rezeptors und dessen Bindung an die Promo-
torregion des Zielgens (118, 133, 148). Wachstumshormon stimuliert die Synthese von
Somatomedinen, die eine bedeutende anabole Stoffwechselwirkung besitzen und daher von
groBer Bedeutung fur die Genesung bei schweren Erkrankungen wie beispielsweise Trauma
und Sepsis sind (50, 145). In einer Studie mit Rattenhepatozyten wurde eine verminderte
Synthese der Wachstumshormon-mRNA und der durch Wachstumshormon stimulierten
Synthese von Somatomedinen durch den Einflul proinflammatorischer Zytokine beobachtet
(145). Die in  unseren Versuchen zu beobachtende verminderte Transkriptionsrate des -
T3-Rezeptors durch Zytokine konnte zumindest teilweise an einer verminderten anabolen
Wirkung der durch Wachstumshomon stimulierten Synthese von Somatomedinen beteiligt
sein. Einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen einer verminderten Anzahl von
Schilddriisenhormonrezeptoren und einer gleichzeitig auftretenden geringeren Synthese von
Wachstumshormon lieR sich bereits anhand fritherer experimenteller Untersuchungen mit
hypohysirer Zellen GH,-Zellen erkennen (72, 118).

Eine reduzierte Plasmakonzentration von Somatomedin wurde bereits von Frayn et al. in der
Ebb-Phase (den ersten 12 bis 24 Stunden) bei schweren Allgemeinerkrankungen beobachtet
(51). Auch die in unseren Untersuchungen beobachteten Zytokineffekte auf die mRNA-
Konzentration des (3;-T3-Rezeptors lagen in einem der Ebb-Phase entsprechenden Zeitraum.
Diese zeitliche Korrelation bestédrkt die Vermutung, daBl die Reduktion der Ts-Rezeptoren im
Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen mit einer Hemmung der Wachstumshormoneffek-

te einhergeht.

4.5 Therapieansitze

Der bei schweren Allgemeinerkrankungen zu beobachtende gesteigerte Proteinabbau in der
Muskulatur gehort auf der einen Seite zu einer physiologischen Reaktion des Organismus zur
Bereitstellung wichtiger Stoffe fiir die Gluconeogenese und die Synthese von Immunglobuli-
nen (1). Auf der anderen Seite ist die in der Flow-Phase zu beobachtende exzessive Katabolie
fur die Patienten und die Prognose des Krankheitsverlaufes jedoch von Nachteil. Bisher wur-

den verschiedene therapeutische Anséitze unternommen den Stoffwechselverdnderungen nach
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Trauma und bei schweren Allgemeinerkrankungen zu entgegnen. Der Versuch die Katabolie
und die Mortalitéatsrate mit Hilfe parenteraler Erndhrung zu begrenzen blieb ohne Erfolg (50).
Aufgrund der in unseren Untersuchungen zu beobachtenden verminderten mRNA-
Konzentration des B,-T3-Rezeptors durch den EinfluB proinflammatorischer Zytokine, sowie
unter Beriicksichtigung der Ergebnisse bisheriger wissenschaflicher Untersuchungen stellt
sich die Frage, inwieweit eine verminderte Rezeptorenzahl fiir den Organismus bei schweren
Allgemeinerkrankungen von Nutzen sein kann. Die in verschiedenen Experimenten und den
hier dargestellten Untersuchungen zu beobachtende verminderte Anzahl der Schilddriisen-
hormonrezeptoren ist mit einer verminderten Wirksamkeit von Ts auf den Organismus assozi-
iert. Die exogene Zufuhr von Schilddriisenhormonen fithrte in bisherigen wissenschaftlichen
Untersuchungen tber schwere Allgemeinerkrankungen mit Low-T3-Syndrom zu unterschied-
lichen Wirkungen. In einer klinischen Studie mit Patienten nach einer koronaren Bypass-
operation fiihrte die Tz-Gabe zu einer Verbesserung des Schlagvolumens sowie einer Senkung
der peripheren Widerstdnde. Der klinische Verlauf blieb durch die T3-Gabe jedoch unbeein-
trachtigt (80). In anderen Studien an Patienten mit schweren Allgemeinerkrankungen fiihrte
die exogene Zufuhr von Schilddriisenhormon haufig zu einer Verstarkung der Katabolie in
der initialen Krankheitsphase, und schien aufgrund der zu beobachtenden inhibierenden Wir-
kung auf TSH die Rekonvaleszenz zu verzogern (10, 89). Eine Reduktion der hepatischen
Schilddriisenhormonrezeptoren durch eine verminderte Transkriptionsrate stellt somit ver-
mutlich einen Mechanismus dar, die Wirkung von T; zu begrenzen und dem Organismus zu
helfen seine Energiereserven aufrechtzuerhalten und die Mortalitédt zu verringern (89). Trotz
dieses wiinschenswerten Effektes stellt sich dennoch die Frage, inwieweit ein anhaltender Ts-
Defizit sich letztendlich ungiinstig auf das Uberleben der Patienten auswirken kann (54). An-
hand verschiedener Untersuchungen wurde der Einflu der Schilddriisenhormone auf die
durch Wachstumshormon stimulierte Synthese und Sekretion von Somatomedinen beobach-
tet. T5 ist demnach indirekt an der Stimulation anaboler Stoffwechselprozesse durch Soma-
tomedine beteiligt (145, 147). Eine andauernde verminderte Tz-Wirkung konnte aufgrund
dieser Befunde fiir die Rekonvaleszenz der Patienten und den Verlauf der Erkrankung von

Nachteil sein.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen kommt es zu charakteristischen neuroendo-
krinen Umstellungen. Bei den Patienten wird ein sogenanntes Low-T;-Syndrom mit er-
niedrigten Ts- und teilweise auch T,-Konzentrationen sowie erhohten rT3-Spiegeln beobach-
tet. An der Entstehung dieses Low-T3-Syndroms und anderen metabolischen Verdnderungen
sind unter anderem die proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-o beteiligt. Diese
Zytokine fiuhren auBerdem zu einer Beeintrachtigung der Bindungskapazitit nukledrer Ts-
Rezeptoren.

Anhand der hier dargestellten Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Verdnderungen
der Ts-Rezeptorkapazitiat durch Zytokineinflu} auf eine Beeintrachtigung des Rezeptors auf
der Ebene der Transkription zuriickzufithren sind.

Die Untersuchungen erfolgten anhand einer Zellkultur mit HepG2-Zellen. Sie stellen anhand
ihres kontinuierlichen und homogenen Wachstums sowie einer den menschlicher Hepatozy-
ten entsprechenden Funktion ein geeignetes Untersuchungsmodell fiir die Untersuchung der
Zytokineffekte auf T3-Rezeptoren dar. In den Experimenten wurde die B;-Form des Schild-
driisenhormonrezeptors untersucht, da dieser quantitativ in der Leber tiberwiegt. Unter stan-
dar-disierten Versuchsbedingungen wurden die Hep(G2-Zellen mit bekannten unterschiedli-
chen Zytokinkonzentrationen und zu verschiedenen Zeiten stimuliert. Bei der Auswahl der
Zytokinmengen richteten wir uns nach den aus der Literatur bereits bekannten Konzentratio-
nen, die zu einer Beeintrachtigung des Sekretionsmusters der Leber im Rahmen schwerer
Allgemeinerkrankungen und der Synthese von Akute-Phase-Proteinen fithrten. Zur Untersu-
chung der mRNA erfolgte zundchst die Isolierung der RNA aus den HepG2-Zellen. Die
Quantifizierung der fiir den 3;-Ts-Rezeptor spezifischen mRNA erfolgte mit Hilfe einer quan-
titativen kompetitiven PCR. Im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen konnte nach der
Stimula-tion mit den proinflammatorischen Zytokinen eine dosis- sowie zeitabhingige Ver-
minderung der [3;-Ts-Rezeptor mRNA beobachtet werden. IL-1p fuhrte im Vergleich zu
TNF-a bereits in niedrigeren Konzentrationen zu einer Verminderung der mRNA-
Konzentration des Rezeptors. Nach der Stimulation mit TNF-oo in Konzentrationen von
100ng/ml lagen die gemessenen mRNA-Werte jeweils unterhalb der fur IL-1f gemessenen
Konzentrationen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, da die im Rahmen schwerer Allgemeinerkrankungen auf-

tretende Reduktion der B;-Ts-Rezeptorkapazitit durch Zytokine vermittelt wird, und eine

63



dadurch verminderte Transkriptionsrate der mRNA des Rezeptors zu den Ursachen der redu-
zierten Rezeptorenzahl gezihlt werden kann. Weitere Zytokineffekte beispielsweise, auf
posttranslationaler Ebene, sind ebenfalls moglich. Aufgrund der Tatsache, daB die Effekte der
Schilddriisenhormone auf das Gewebe tiber ihre nukledren Rezeptoren vermittelt werden,
stellt eine verminderte Transkriptionsrate der mRNA des [3;-T3-Rezeptors wahrscheinlich
eine SchutzmaBnahme fir den Organismus in der katabolen Stoffwechselphase schwerer All-
gemeinerkrankungen dar. Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, inwieweit die un-
terschiedliche Verteilung und Regulation der Ts-Rezeptorsubtypen an diesen Adaptationsme-

chanismen des Korpers beteiligt sind, beziehungsweise diese beeinflussen konnen.
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7. Wertetabellen

7.1 RNA

In der folgenden Tabelle werden die photometrisch gemessenen Werte der optischen Dichte

der RNA bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm dargestellt. Zur Berechnung der

RNA-Konzentration diente der Quotient OD ,5,/OD 5,40, woraus sich die in der letzten Spalte

angegeben Werte ergaben. Fiir die Synthese der c-DNA wurde jeweils 1 ug RNA eingesetzt.

Nr. |(Stimulation 0D 260 OD 280 0D260/0OD280 |ug/wmol
1 6h unstimuliert 0,419 0,213 1,99 1,68
2 0,488 0,246 1,98 1,95
3 0,615 0,313 1,96 2,46
4 6h IL 1B 100 0,663 0,335 1,98 2,65
5 0,607 0,305 1,99 2,43
6 0,466 0,251 1,85 1,864
7 6h TNFa 100 0,43 0,217 1,98 1,72
8 0,522 0,267 1,96 2,09
0 0,464 0,232 2 1,86
10 |9h unstimuliert 0,539 0,274 1,97 2,16
11 0,321 0,164 1,96 1,28
12 0,625 0,315 1,98 2,5
13 |9hIL 1810 0,694 0,356 1,95 2,78
14 0,431 0,212 2,03 1,72
15 0,437 0,217 2,01 1,75
16 |9hIL 1850 0,18 0,088 2,05 0,72
17 0,774 0,399 1,94 3,096
18 0,55 0,267 2,06 2.2
19 [9hIL 1B 100 0,59 0,345 1,71 2,36
20 0,36 0,182 1,98 1,44
21 0,086 0,047 1,83 0,34
22  [9h TNFa 10 0,444 0,221 2,01 1,78
23 0,689 0,343 2,01 2,76
24 0,264 0,128 2,06 1,06
25  |9h TNFa 50 0,657 0,327 2,01 2,63
26 0,354 0,173 2,05 1,42
27 0,659 0,324 2,03 2,64
28  |9h TNFa 100 0,426 0,215 1,98 1,7
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29 0,531 0,267 1,99 2,12
30 0,555 0,281 1,98 2,22
31  |15h unstimuliert {0,345 0,177 1,95 1,38
32 0,357 0,181 1,97 1,43
33 0,516 0,282 1,83 2,06
34 |15hIL 16 100 0,634 0,319 1,99 2,54
35 0,578 0,32 1,81 2,31
36 0,372 0,19 1,958 1,49
37 |15h TNFa 100 0,356 0,181 1,97 1,42
38 0,06 0,033 1,82 0,24
39 0,737 0,368 2 2,95

7.2 PCR-Essays

Im folgenden Abschnitt werden die Essays der quantitativen kompetitiven PCR dargestellt.
Die ersten drei Kdstchen einer Seite zeigen die gemessenen radioaktiven Werte der c-DNA
und der korrespondierenden MIMICs. In den Diagrammen wurde das Verhiltnis von c-DNA
zu MIMIC gegen den reziproken Wert der MIMIC-Konzentration aufgetragen. Die Berech-
nung der mRNA-Konzentration des [3;-T3-Rezeptors aus der Geradengleichung erfolgte mit
Hilfe der linearen Regression. Im vierten Kasten erfolgte die Berechnung der linearen Regres-
sion sowie der mRNA-Konzentration anhand der Mittelwerte der gemessenen radioaktiven

Werte der c-DNA und des korrespondierenden MIMICs.
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1,16666666
2,01317957

MIMIC2
7032
5614
5049

498
3047
2181

Quotient
0,41837315
0,81884574
0,88571994
1,66666666
2,03971119
2,44016506

MIMIC3
7257
7113
5489
7189
4583
3190

Quotient
0,36640485
0,53648249
0,78356713
0,82167199
1,25834606
2,62068965

cDNA2
2042
4597
4472
6215
5322

MIMIC2
7032
5614
5049
3047
2181

result2
0,13898375

Quotient
0,42650986
0,64357751
0,83157894
1,48305258
2,41212458

3
25T ¢
2 €
15 1
™ y = 0,0649x + 0,5328
051 o R? = 0,8884
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
3
251 4
2 4
15+
1 4
05+ y = 0,0703x + 0,1498
’ R? = 0,9665
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
2659 2768,33333 0,42650986 2
3816 3552,33333 0,64357751 5
4301 3871 0,83157894 714
5767 4813 1,48305258 18,18
8360 5782,66666 2,41212458 33,3
MIMIC3  Mittelwert
7257 6490,66666
7113 5519,66666 3
5489 4655 05l
4583 324533333 ’
3190 2397,33333 0 Ll
=
SRR
result3 Mittelwert =
0,08263715 0,10057083 Q 17
05 1 y = 0,0626x + 0,3375
' R? = 0,9986
0 } } }
0 10 20 30 40
1/attomol/pl
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cDNA1
2548
2529
2851
4650
3220
2708

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA2
2817
2717
3160
3017
3258
2211

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA3
2280
1983
3467
2693
4345
4574

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA1
2548
2529
2851
4650
2708

MIMICA1
4086
2093
1833
1767

526

result1
0,22396374

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
33,3

MIMICA1
4086
2093
1833
1767
2237

526

Quotient
0,62359275
1,20831342
1,55537370
2,63157894
1,43942780
5,14828897

MIMIC2
4024
2747
2299
1754
1900

405

Quotient
0,70004970
0,98907899
1,37451065
1,72006841
1,71473684
5,45925925

MIMIC3
3811
1960
2653
1757
2955
1100

Quotient
0,59826817
1,01173469
1,30682246
1,53272623
1,47038917
4,15818181

cDNA2
2817
2717
3160
3017
2211

MIMIC2
4024
2747
2299
1754

405

result2
0,16305301

Quotient
0,64130526
1,06308823
1,39690493
1,96286472
467405219

6
5+ *
4 +
3 {
2 {
y = 0,1287x + 0,4253
17 R?=0,8213
0 } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
6
*
5 |
4 +
3 |
27 y = 0,1442x +0,1158
7T R® = 0,8988
0 } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
45
4+ L
35
3 4
2,5+
2 4
15+
14 y = 0,1044x + 0,3208
0,51 R? = 0,9008
0 } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
2280 2548,33333 0,64130526 2
1983 2409,66666 1,06308823 5
3467 3159,33333 1,39690493 7,14
2693 3453,33333 1,96286472 12,5
4574 3164,33333 4,67405219 33,3
MIMIC3  Mittelwert
3811 3973,66666
1960 2266,66666 5
2653 2261,66666 45T
1757 1759,33333 4+
1100 677 O 35T
S 371
S 257
result3 Mittelwert Z 24
0,15366233 0,18022636 a 151 y=012 x+041 8
1T R? = 0,9992
0,5 T
0 } } }
0 10 20 30 40
1/attomol/pl

84



cDNA1
4833
4511
7963
5198
7243
7052

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA2
2490
4690
4332
4003
8129
9737

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA3
3083
3791
5206
7933
5128
6355

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA1
4833
4511
7963
5198
7243
7052

MIMICA
8642
6683
7066
5328
4653
2639

result1
0,11024483

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

MIMICA1
8642
6683
7066
5328
4653
2639

Quotient
0,55924554
0,67499625
1,12694593
0,97560060
1,55663013
2,67222432

MIMIC2
5681
8986
7608
4621
5174
3500

Quotient
0,43830311
0,52192299
0,56940063
0,86626271
1,57112485

2,782

MIMIC3
9113
3448
6108
4821
5006
4714

Quotient
0,33830791
1,09947795
0,85232482
1,64550923
1,02437075
1,34811200

cDNA2
2490
4690
4332
4003
8129
9737

MIMIC2
5681
8986
7608
4621
5174
3500

result2
0,08748674

Quotient
0,44401775
0,67960454
0,84212299
1,16005416
1,38205352
2,13249792

3
254+
2 i
1,5 -
14 y = 0,0661x + 0,4006
05 R2 = 0,954
0 J J J J } }
0 5 10 15 20 25 30 35
3
2,5
2 .
1,5
1 .
y = 0,0785x + 0,1024
051 & R?=0,9772
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
1,8
16 1 *
1,4
1,2 -
1 * *
0,8
0,6 y = 0,0216x + 0,7703
04T o R? = 0,3091
0,2
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
3083 3468,66666 0,44401775 2
3791 4330,66666 0,67960454 5
5206 5833,66666 0,84212299 714
7933 5711,33333 1,16005416 12,5
5128 6833,33333 1,38205352 18,18
6355 7714,66666 2,13249792 33,3
MIMIC3  Mittelwert
9113 7812
3448 6372,33333 2,5
6108 6927,33333
4821 4923,33333 2T
5006 4944,33333 0
4714 3617,66666 = 154
=
result3 Mittelwert s 14
0,09395871 0,09723009 Q y = 0,0524x + 0,425
0,5 T R? = 0,9906
0 } } }
0 10 20 30 40
1/attomol/pl
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cDNA1 MIMICA1

5832 14151
6922 12456 05
6235 7831 :
7689 7567 Pl
8689 6616
10005 5167 15+
Konzentr. Quotient 1+
2 041212635 y=0,04 3x+03 55
5 055571612 05 1 R>=0,9
7,14 0,79619461
12,5 1,01612264 0 : : : : : :
18,18 1,31333131 0 5 10 15 20 25 30 35
33,3 1,93632668
cDNA2 MIMIC2
5056 10668
4496 7727 1,8
6882 9204 16 + L4
6943 7076 14+
6930 5467 12 1+
7234 4477 14
_ 0,8
Konzentr. Quotient 06 +
2 0,47394075 04l y = 0,0372x + 0,46
5 0,58185583 oo | R® = 0.9625
7,14 0,74771838 ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
12,5 0,98120407 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
18,18 1,26760563 0 5 10 15 20 25 30 35
33,3 1,61581416
cDNA3 MIMIC3
7428 10668
7436 9952 3
7828 9204
9080 7076 251
9967 4652 .1 *
10095 4477
15T
Konzentr. Quotient
2 0,69628796 T y = 0,0569x + 0,5886
5 0,7471865 05+ R? = 08557
7,14 0,85049978
12,5 1,28321085 0 : : : : : :
18,18 2,14251935 0 5 10 15 20 25 30 35
33,3 2,25485816
cDNA1 cDNA2 cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
5832 5056 9050 6646 0,56183954 2
6922 4496 7436 6284,66666 0,62565123 5
6235 6882 7910 7009 0,80136438 7,14
7689 6943 7076 7236 1,00411674 12,5
8689 6930 9967 8528,66666 1,52889154 18,18
10005 6930 13075 10003,3333 2,12520359 33,3
MIMIC1 MIMIC2 MIMIC3  Mittelwert
14151 10668 10668 11829
12456 7727 9952 10045 2,5
7831 9204 9204 8746,33333
7467 7076 7076 7206,33333 24
6616 5467 4652 5578,33333 o
5167 4477 4477 4707 E 15|
result1 result2 result3 Mittelwert § ]
0,07741724 0,06893635 0,13823804 0,09486388 5 y = 0.0525x + 0,4248
Konzentr. Quotient 05 1 R? = 0,9808
2 0,56183954
5 0,62565123 0 } } }
7,14 0,80136438
12,5 1,00411675 0 10 20 30
18,18 1,52889154 1/attomol/pl
33,3 2,12520359




cDNA1
1770
2499
3788
4452
5090

Konzentr.
2

5

7,14
12,5

33,3

cDNA2
2408
2543
3261
2583
3073
3390

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA3
3266
2887
2465
2157
4980
1824

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA1
1770
2499
3788
4452

5090

MIMICA1
5031
5999
3788
3902

2319

result1
0,08416304

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

MIMICA1
5031
5999
4087
3902
2319

Quotient
0,35181872
0,41656942

0,9268412
1,14095335
2,1949116

MIMIC2
7527
6984
4420
3200
4322
3532

Quotient
0,31991497
0,36411798
0,73778280

0,8071875
0,71101342
0,95979614

MIMIC3
11351
6627
5245
3284
5218
1105

Quotient
0,28772795
0,43564207
0,46997140
0,65682095
0,95438865
1,65067873

cDNA2
2408
2543
3261
2583
3073
3390

MIMIC2
7527
6984
4420
3200
4322
3532

result2
0,03092084

Quotient
0,31134719
0,40433452
0,70720285
0,88503755
0,84412997
1,48131109

25
2 4
15+
1 4
| y = 0,0582x + 0,3089
0,5 )
R%=0,9577
0 : : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 35
1,2
1 4
0,8 T . .
0,6 1
0,4 1
¢ ¢ y =0,0181x + 0,4141
021 R? = 06696
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
1,8
16 +
14+
12+
1 €
0,8+
06 T y = 0,0435x + 0,1 65
0.4 R? = 0,994
02+
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
3266 2481,33333 0,31134719 2
2887 2643 0,40433452 5
2465 3171,33333 0,70720285 7,14
2157 3064 0,88503755 12,5
4980 4026,5 0,84412997 18,18
1824 343466666 1,48131109 33,3
MIMIC3  Mittelwert
11351 7969,66666 16
6627 6536,66666 ‘
5245 4484,33333 14+
3284 3462 104
5218 4770 o
1105 2318,66666 s 17
£ 08|
result3 Mittelwert <Z’:
0,05279685 0,05596024 Q06T
041 & . y = 0,0351x + 0,3154
02+ R?=0,9289
0 } } }
0 10 20 30
1/attomol/pl

40

87



cDNA1
5621
3709
4839
7758
7839

Konzentr.
5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA2
5714
6659
7262
8045
8699
8322

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA3
6336
7326
6197
6994
6490
7235

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA1

5621
3709
4839
7758
7839

MIMICA1

5713
3610
2841
4509
1946

result1
0,14523890

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

MIMICA1
5713
3610
2841
4509
1946

Quotient
0,98389637
1,02742382
1,70327349
1,72055888
4,02826310

MIMIC2
9186
8156
6724
5253
3827
2960

Quotient
0,62203352
0,81645414
1,08001189
1,53150580
2,27305983
2,81148648

MIMIC3
12968
8007
5496
3630
3200
2768

Quotient
0,48858729
0,91494941
1,12754730
1,92672176

2,028125
2,61380057

cDNA2
5714
6659
7262
8045
8699
8322

MIMIC2
9186
8156
6724
5253
3827
2960

result2
0,17001158

Quotient
0,54391983
0,89623331
1,08452305
1,69549641
1,98916435
3,04873599

y = 0,1071x + 0,2629
R? = 0,0478

25 30 35

y=0,0 32x + 0,5695
R? = 0,945

25 30 35

y = 0,0855x + 0,6641

05+ & R? =0,8813
0 } } } } } }
5 10 15 20 25 30 35

cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.

6336 6025 0,54391983 2

7326 6535,33333 0,89623331 5

6197 5722,66666 1,08452305 7,14

6994 6626 1,69549641 12,5

6490 7649 1,98916435 18,18

7235 7798,66666 3,04873599 33,3
MIMIC3  Mittelwert

12968 11077 35

8007 7292

5496 5276,66666 31

3630 3908

3200 3845,33333 o 257

2768 2558 s |

=
result3 Mittelwert § 15+
0,19493803 0,17006284 o
¢ 4t y =0,0 84x +0,5218
R?=0, 843
051
0 } } }
0 10 20 30 40

1/attomol/pl
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cDNA1
2455
3863
4363
6410
6018
6907

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA2
3866
4244
5231
6908
7035
8528

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA3
5682
7600
7865
9778
10136
10421

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

cDNA1
2455
3863
4363
6410
6018
6907

MIMICA
5138
4891
3747
3158
3368
1557

result1
0,15226320

Konzentr.
2

5

7,14
12,5
18,18
33,3

MIMICA1
5138
4891
3747
3158
3368
1557

Quotient
0,47781237
0,78981803
1,16439818
2,02976567
1,78681710
4,43609505

MIMIC2
5662
5287
5477
4944
3774
3684

Quotient
0,68279759
0,80272366

0,9550849
1,39724919
1,86406995
2,31487513

MIMIC3
8623
8436
7945
6950
6342
4997

Quotient
0,65893540
0,90090090
0,98993077
1,40690647
1,59823399
2,08545127

cDNA2
3866
4244
5231
6908
7035
8523

MIMIC2
5662
5287
5477
4944
3774
3684

result2
0,14459826

Quotient
0,61797868
1,26574084
1,01689090
1,53441403
1,71974192
3,78750732

cDNA1

y = 0,121x + 0,2053
R? =0,9478

35

y =0,0551x + 0,6192
2 _
05 1 R® = 10,9521

0 f f f f f f

0 5 10 15 20 25 30 35

¢ y = 0,0448x + 0,6901
051 R’ = 0,9581

0 f f f f f f
0 5 10 15 20 25 30

35

cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.

5682 4001 0,61797868 2
7600 7853,5 1,26574084 5
7865 5819,66666 1,01689090 714
9778 7698,66666 1,53441403 12,5
10136 7729,66666 1,71974191 18,18
10421 129255 3,78750732 33,3
MIMIC3  Mittelwert
8623 6474,33333
8436 6204,66666 4 *
7945 5723 35
6950 5017,33333 |
6342 4494,66666 0
4997 3412,66666 S 257
= 1
s 2
result3  Mittelwert !
0,14456046 0,14714064 a 15y
’ ’ ° Nl y = 0,0941x + 0,4323
R? = 0,9398
05
0 : : :
0 10 20 30
1/attomol/pl

40

MIMICA1

1,4

1,2 *
1

89



1681
1719
2630
2571
3813
4093

Konzentr.
2

5

714
12,5
18,18
33,3

cDNA2
1821
2421
2698
2709
2623
3671

Konzentr.
2

5

714
12,5
18,18
33,3

cDNA3
1709
3102
3434
3535
3398
3026

Konzentr.
2

5

714
12,5
18,18
33,3

cDNA1
1681
1719
2630
2571
3813
4093

MIMICA1
8204
7054
5498
4590
3724
3544

result1
0,06085722

Konzentr.
2

5

714
12,5
18,18
33,3
cDNA1
5934

8204
7054
5498
4590
3724
3544

Quotient
0,20490004
0,24369152
0,47835576
0,56013071
1,02389903
1,15490971

MIMIC2
8623
5600
5770
4996
3961
3667

Quotient
0,21117940
0,43232142
0,46759098
0,54223379
0,66220651
1,00109081

MIMIC3
7698
8694
7995
6509
5009
3271

Quotient
0,22200571
0,35679779
0,42951845
0,54309417
0,67837891
0,92509935

cDNA2
1821
2421
2698
2709
2623
3671

MIMIC2
8623
5600
5770
4996
3961
3667

result2
0,03049301

Quotient
0,21247706
0,33923552
0,45486165
0,54768561
0,77469671
1,02938370

MIMIC1
6147

1,2
1 4
0,8 |
0, +
04T y=0,022 x + 02583
021 ¢ R? = 0,9582
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
1,2
1 4
0,8
0, +
04 | y =0,0215x + 0,24 1
2 _
o2 ] R = 0,9704
0 } } } } } }
0 5 10 15 20 25 30 35
cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
1709 1737 0,21247706 2
3102 2414 0,33923552 5
3434 2920,66666 0,45486165 7,14
3535 203833333 0,54768561 12,5
3398 3278 0,77469670 18,18
3026 3596,66666 1,02938370 33,3
MIMIC3  Mittelwert
7698 8175 1,2
8694 7116
7995 6421 1+
6509 5365
5009 4231,33333 § 08 1
3271 3494 | £
— O -1
S0
result3  Mittelwert E 1 _
002849318 003994781 | © 04 y= 0,0225 x+022 5
R?=0,9 45
021¢ :
0 } }
0 10 20 40
1/attomol/pl
45
4
3,5
3

90



5149 5190

5519 4569
7273 3502
7862 3444
6328 1569
Konzentr. Quotient

2 0,96534895

5 0,99210019
714 120792295
12,5 2,07681325
18,18 2,28281068
33,3 4,03314212

cDNA2 MIMIC2
5657 6621 4
5317 4597 35 1
6008 5218 3l
5440 3659
7914 2976 257
6959 2020 2+
15T
Konzentr. Quotient 14 y =0,0871x + 0,6583
2 0,85440265 R? = 0.9476
5 1,15662388 0571 ’
7,14 1,15139900 0 | | | | | |
12,5 1,48674501 0 5 10 15 20 25 30 35
18,18 2,65927419
33,3 3,44504950
cDNA3 MIMIC3
4327 6196 3
4691 5467
5342 3876 25T
5961 3512
7645 3585 27
6236 2544 15|
Konzentr. Quotient 1+
2 069835377 . * y=0,05 4x + 0,8014
5 0,85805743 051 R?=0,8713
7,14 1,37822497 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
125 169732346 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1818 2,13249651 0 5 10 15 20 25 30 35
33,3 2,45125786
cDNA1 cDNA2 cDNA3 Mittelwert Quotient Konzentr.
5934 5657 4327 5306 0,83937987 2
5149 5317 4691 5052,33333 0,99364101 5
5519 6008 5342 5623 1,23464832 7,14
7273 5440 5961 622466666 174964864 12,5
7862 7914 7645 7807 2,34092953 18,18
6328 6959 6236 6507,66666 3,18327083 33,3
MIMIC1 MIMIC2 MIMIC3  Mittelwert
6147 6621 6196 6321,33333
5190 4597 5467 508466666 3,5
4569 5218 3876 455433333 3t
3502 3659 3512 3557,66666
3444 2976 3585 3335 Q257
1569 2020 2544 204433333 § PRt
- < 151
result1 result2 result3 Mittelwert E
0,25724637 0,25488550 0,28407355 0,26540181 o 14 y =0,0778x + 0,7103
. 05+ R® = 0,9808
Konzentr. Quotient ’
2 0,83937987 0 | : :
5 0,99364101 0 10 20 30
7,14 123464832
12,5 1,74964864 1/attomol/ul
18,18 2,34092953
33,3 3,18327083
cDNA1 MIMIC1
1818 3354
3602 3467 412 .
35
3

2,5

ol



4086
2939
4476
4421

Konzentr.
2

5

714

12,5
18,18
33,3

cDNA2
3872
3708
5755
6519
5318
4653

Konzentr.
2

5

714

12,5
18,18
33,3

cDNA3
3558
4289
6115
6865
6640
5779

Konzentr.
2

5

714

12,5
18,18
33,3

cDNA1
1818
3602
4086
2939
4476
4421

MIMICA1
3354
3467
4058
2614
3083
1074

result1
0,12676401

Konzentr.
2

5

714
12,5
18,18
33,3
cDNA1
6147
7162
6879

4058
2614
3083
1074

Quotient
0,54203935
1,03893856
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