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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Das komplexe Krankheitsbild Adipositas betriffealBevdlkerungsschichten und Altersgruppen und die
Pravalenz nimmt kontinuierlich zu. Mit Ausnahme \agerativen Methoden existieren kaum wirksame
Interventionsstrategien zur langanhaltenden Gewiettiktion und zufriedenstellenden Behandlung
von Adipositas und assoziierten Begleiterkrankungen

Der Schilddriisenhormonmetabolit 3,5-Diiodthyron)5¢T,) gilt als metabolisch aktiv, beeinflussst
den Energie- und Fettstoffwechsel und reduziert Kidipergewicht nach exogener Applikation in
Nagetieren. Negativ&ffekte auf die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriischse (HPT-Achse)
und auf das kardiovaskulare System, wie sie fuil&bttisenhormone (TH) bekannt sind, wurden in
zahlreichen Rattenstudien nicht beobachfds endogen vorkommender Metabolit stellt 3.5-T
demnach ein interessantes Zielmolekdl fir die fpeutische Behandlung der Adipositas dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob dieribche 3,5-F-Behandlung in einem Mausmodell
mit Diat-induzierter Adipositas das Korpergewichtluziert und den Energie- und Fettstoffwechsel
positiv beeinflusst. Die zwei bzw. vierwdchige Betilung mit 0,25 oder 2,5 pg/g Korpergewicht 3,5-
T, hatte keinen Einfluss auf das Kérpergewicht dgr@kn, mannlichen Mause. Vergleichbar eniter
83-fach geringeren FKonzentration verbesserte die hohe Dosis 3,%dn Lipidstatus im Serum,
beeinflusste hepatische Parameter des Fettstoffgtrhnd der mitochondrialen Funktion in Richtung
kataboler Stoffwechsellage und wirkte folglich digidamisch und hypocholesterinamisch.

Entgegen den Erwartungen fihrte 3 5sdwohl in adipdsen als auch in hormalgewichtigetudén zu
einer Suppression der HPT-Achse einhergehend ndeAmg hypophysarer Genexpressionsmuster,
Reduktion der TH-Gehalte in Serum und Leber sowduktion der hepatischen Deiodase 1. Ferner
wurde eine Zunahme des Herzgewichts festgestelitetSuchungen des Herzgewebes und in
Kardiomyozyten ergaben, dass 3,b-die Expression klassischer, kardialer TH-resparsi@ene
modulierte, jedoch auch Expressionsmarker desfet@enprogramms veranderte. Die Ergebnisse der
Transkriptomanalyse in der Leber lassen schlussfolglass 3,5<entgegen der klassischen Wirkung
von TH und partiell vermittelt durch den konstitigin Androstanrezeptor spezifisch auf
Genexpressionsprofile des Fremdstoff-metabolistgrrnEnzymsystems Einfluss nimmt. In Mausen
unter Hochfettdiat fuhrte 3,5, zur Induktion des hepatischen Cholesterinbiosysgiveges. Dariber
hinaus konnte eine Diat-abhangige Beeinflussungedasalsteroidstoffwechsels in der Leber nach 3,5-
T»-Behandlung festgestellt werden.

Die propagierte Verwendung von 3,5-fls therapeutisches Gewichtsreduktionsmittel unt- a
steatotische Substanz sollte angesichts der 3y&fmittelten Wirkung auf die HPT-Achse, das Herz

und den hepatischen Fremdstoff- und Steroidstoffiselcin der Leber kritisch bewertet werden.



SUMMARY

Summary

Obesity as a complex disorder affects @délssesof population and age groups and the prevalence
continues to increase. With the exception of saigitethodsthere are hardly argffective intervention
strategies for long-term weight reduction and §atiery control of obesity and its associated
comorbidities.

The thyroid hormone metabolite 3,5-diiodothyron{Be-T,) is considered to be metabolically active,
influences energy and lipid metabolism and redbogly weight after exogenous application in rodents.
Negative effects on the hypothalamus-pituitary-tigraxis (HPT axis) and on the cardiovascular
system, as known for thyroid hormones (TH), havelbsen observed in numerous rat studies. As an
endogenous metabolite 3,54Epresents an interesting target molecule fothtbeapeutic treatment of
obesity.

The aim of this work was to investigate whetheiodit treatment of 3,5-lin a mouse model of diet-
induced obesity reduces body weight and positiir@lyences energy and lipid metabolism. Treatment
with 0.25 or 2.519/g body weight 3,5-Ffor two or four weeks had no effect on body weighthe
obese male mice. Comparable to a 83-fold lowgecdhcentration, the high dose of 3,54inproved
serum lipid status, influenced hepatic parametétbe lipid metabolism and mitochondrial function
towards catabolic metabolic status and consequertiyted anti-lipidemic and hypocholesterolemic
effects.

Contrary to expectations, 3,51 both obese and normal-weight mice led to suggioa of the HPT
axis with changes in gene expression patternsarmpitinitary, reduction of TH concentration in serum
and liver as well as induction of hepatic deiodnasFurthermore, an increase in heart weight bas b
observed. Studies of heart tissue and cardiomysageealed that 3,5:Tmodulated expression of
classical, cardiac TH-responsive genes, but atsoeal expression markers of the fetal gene program.
The results of the transcriptome analysis in therlsuggest that 3,5z Tcontrary to classical TH action
and partially mediated by the constitutive andnosteeceptor, specifically influences gene expressio
profiles of the drug-metabolizing enzyme systerb-B, induced the hepatic cholesterol biosynthesis
pathway in mice under high-fat diet. In addition,deet-dependent effect on the sexual steroid
metabolism in the liver after 3,5-T2 treatment whserved.

Based on the obtained results showing 3Br&diated effects on the HPT-axis, heart and heplatig

and steroid metabolism in the liver, the proposss of 3,5-T as a therapeutic weight-reducing agent

and anti-steatotic substance should be criticageased.
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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Physiologie der Schilddrisenhormonachse

1.1.1 Synthese, Sekretion und Zirkulation der Schilddnisemone

Die Schilddrise ist eine der gréfiten endokrinersBides Menschen und besteht aus zwei seitlich der
Trachea liegenden eigenstandigen Lappen (Lobi),ddieh eine schmale Gewebebricksthimus
glandulae thyroidegemiteinander verbunden sind. Die Lage unterhab 8childknorpels an der
Vorderseite der Luftrohre tragt mafigeblich zuritiéehen Namensgebun@landula thyreoideabei,
welche der englische Arzt Thomas Whard@$6 in Anlehnung an einen antiken griechischeril&ch
vergab. Die Schilddriise ist umgeben von einer durdibedsen Kapsel, die auch die Parathormon-
produzierenden Nebenschilddrisen (Epithelkdrpeictetiasst (Eickhoff 2012).

Die Schilddrise ist ausschlieBlich fir die Synthes@peicherung und Sekretion der
Schilddrisenhormone (TH) L-Tetraiodthyronin (Thyimg3,3',5,5'-T4) und L-Triiodthyronin (3,3,5-

Ts) verantwortlich. Daneben produzieren die pardfoliren Zellen der Schilddriise das Calcitonin,
welches an der Regulation des Calcium- und Phosptishaltes beteiligt ist.

Die Schilddriise setzt sich aus funktionellen Eitdreiden Follikeln, zusammen. Die Follikel sind von
Blutkapillaren und Bindegewebe umgeben und best@heeils aus einem einschichtigen Epithel, in
deren Inneren die Hormone als sogenanntes Kollespejchert werden.

lod ist ein wichtiger Strukturbestandteil der THdunimmt bis zu 65 % beziehungsweise 58 % des
Gewichtes von Tund T; ein (Miot et al. 2000)lod wird grof3tenteils Uber die Nahrung aufgenommen,
vom Dinndarm resorbiert und zu lodid reduziert, dieves Uber das Blut zu den
Schilddrisenepithelzellen (Thyreozyten) transpudrtigrd.

Uber den Natrium-lodid-Symporter (NIS) in der basetalen Plasmamembran gelangt das lodid aus
der Zirkulation in die Thyreozyten, diffundiert dir die Zelle und gelangt Uber einen passiven
Transport entlang der apikalen Plasmamembran iKdlsid des Schilddrisenfollikels. Pendrin und
Anoctamin wurden hierbei als apikale Transportpnateharakterisiert (Dupuy et al. 1999, Bizhanova
and Kopp 2011, Viitanen et al. 2013, losco et @lL4).

Das mit Kolloid gefillte Follikellumen enthalt eifch konzentrierte Menge an Thyreoglobulin (TG),
welches als Synthese- und Speicherprotein der €ht.dDie an der apikalen Zellmembran verankerte
Schilddrisenperoxidase (TPO) katalysiert die Oxtatles lodid zu elementarem lod als auch die
Bindung der lod-Molekiile an die Tyrosinreste @€ Fir beide Reaktionen wird Wasserstoffperoxid
(H20,) bendtigt, welches als Elektronenakzeptor fungienl von den dualen NADPH-abhangigen
Oxidoreduktasen (DUOX1, 2) bereitgestellt wird (Dypet al. 1999, De Deken et al. 2002).
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Durch die lodierung des aromatischen Rings der digeeitenketten an Position 3 und 5 im TG wird
Monoiodtyrosin (MIT) und Diiodtyrosin (DIT) gebildeUber diese Vorstufen entsteht durch Kopplung
von zwei rdumlich benachbarten lodtyrosinen das(OIT+DIT) und das stoffwechselaktives T
(MIT+DIT).

Zur Freisetzung der TH wird TG vom Thyreozyten d¢uEndozytose aufgenommen. AnschlieRend
fusioniert der endozytotische Vesikel mit Lysosontesfolgt die proteolytische Spaltung des TG durch
lysosomale Proteasen und Degradation unter Betailigvon Cathepsinen (Brix et al. 1996).
AnschlieRend werdedie TH an der basolateralen Membran, vorwiegend UbarMonocarboxylat-
Transporter 8 (MCT8), in die Zirkulation sezerni€fen 2001, Zoeller et al. 2007, Di Cosmo et al.
2010).

Unter physiologischen Bedingungen sezerniert digl@driise tberwiegend das biologisch inaktive T
Das im Blut zirkulierende stoffwechselaktive Stammt hingegen nur zu 20 % aus der Schilddrise.
Die lipophilen TH erreichen das Zielorgan bzw. dielzelle tber den Blutkreislauf durch die Bindung
an spezielle Proteine (TH-Serumtransportproteidie) sich hinsichtlich ihrer Affinitdt und Kapazitat
fur TH unterscheiden. Nur circa 0,05 % desufid 0,3 % des slliegen im Plasma in freier Form vor
(Refetoff et al. 1970, Ekins 1992)ie Proteinbindung verlangert die biologische Hadkizeit der TH
und vermindert deren unkontrollierte renale Exkneti

Beim Menschen wird der grof3te Anteil der TH durchs dThyroxin-bindende Globulin (TBG)
transportiert (75 % des Plasma)Twobei ebenso das Thyroxin-bindende Praalbumian3thyretin,
TTR, 20 % des PlasmasTund Albumin (5 % des Plasma)Tsowie weitere Serumproteine (z.B.
Lipoproteine, 3 % des Plasma)Teine funktionelle Rolle beim Transport von THedpn (Benvenga
and Robbins 1993, Refetoff 2000, Schussler 200@hge Zeit wurde postuliert, dass nur hohere
Saugetiere TBG als TH-Bindeprotein besitzen, jed&ohnte die Existenz auch in Nagetieren
nachgewiesen werden (Vranckx et al. 1990).

Neben den klassischen Transportproteinen werdeauldH intrazellular an Proteine gebunden. Bereits
1958 beschrieb J.R. Tata die Existenz eines irtuéeen Ts-bindenden Proteins im Skelettmuskel und
Hashizume et al. zeigte Ende der 80-er Jahre diedifine Bindung von Fan das NADPH-abhéangige
cytosolische FBindungsprotein (p38CTBP), auch als pu-CrystaliiRly M) bezeichnet (Hashizume et
al. 1989, Suzuki et al. 2007). Die Funktion solcogosolischen TH-Bindungsproteine (CHTBP) ist
jedoch weitestgehend unbekannt. Neben dem TrangporfH in den Zellkern kbnnen CHTBP als
intrazellulares Reservoir fur TH dienen und dereenamische als auch nicht-genomische

Signalwirkung beeinflussen (Takeshige et al. 2@Ai et al. 2015)
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1.1.2 Zellularer Schilddrisenhormontransport und -metabals

Bereits 1954 nahmen Christengdral. an, dass 4und T; durch einen aktiven Prozess in Tumorzellen
transportiert und intrazellular akkumuliert werd@@hristensen et al. 1954). Dies widerspricht der
Lfreien Hormonhypothese® von Robbins und Rall, vieelclie passive Diffusion von TH in die Zielzelle
postulierten (Robbins and Rall 1960).

Weitere Studien, die vorwiegend Ende der 70er Jgdiziert wurden, bestatigen den Kanal-
vermittelten, stereospezifischen und séattigbaremdport von TH in die Zielzelle (Eckel et al. 1979,
Docter et al. 1982)

Seither wurden verschiedene transmembrane Pratsipotentielle TH-Transporter identifiziert. Viele
Transmembranproteine besitzen jedoch ein breitest@&ispektrum und nur wenige Transporter weisen
eine spezifische Affinitat zu TH und deren Metatesliauf. Zu diesen zéhlen MCT8 und MCT10, die
L-Typ Aminosdure-Transporter 1 und 2 (LAT1 und L&Y, der Organische-Anionen-Transporter 1C1
(OAT1C1) und das Natrium-Taurocholat-cotranspoetiele Peptid (NTCP) (siehe Reviews (Visser et
al. 2011, Schweizer and Kohrle 2013, Bernal e2@l5).

Damit das biologisch aktivesTin der Zielzelle des extrathyroidalen Gewebeses#ifirkung erzielen
kann, erfolgt eine katalytische Umwandlung vardiirch Deiodasen. Deiodasen gehéren zu der Familie
der Selenoproteine, welche im katalytischen ZentdignAminosaure Selenocystein (Sec) enthalten.
Bisher wurden drei unterschiedliche Deiodasen (PBib2, Dio3) identifiziert und charakterisiert
(Kohrle 1999). Die mRNA aller drei Isotypen enthéilhe Sec-Insertations-Sequenz (SECIS) in der 3'-
UTR (untranslatierter Bereich), jedoch unterscheisieh die Enzyme in ihrer katalytischen Aktivitat,
Substratspezifitat und Kinetik (Bianco et al. 2082homburg et al. 2004).

Deiodasen sind fir die lokale und systemische \gidiikeit von TH verantwortlich und regulieren die
TH-Aktivitat durch die Metabolisierung von:Zu aktiven lodthyroninderivaten und sind dartibeahi

fur deren Inaktivierung verantwortlich (Visser aRdeters 2000). Die Deiodase 1 (Diol) ist nicht-
selektiv und katalysiert die Deiodierung sowohliameren Tyrosylring (Innenring-Deiodierung, IRD)
als auch am auf3eren Phenolring (AulRenring-Deiodger@RD). Die Deiodase 2 (Dio2) wirkt selektiv
am auf3eren Ring (ORD) und die Deiodase 3 (Dio3lksiert spezifisch die Deiodierung von TH bzw.
deren Metabolite am inneren Ring (IRD) (Abb. 1).
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Abb. 1: Aktivierung und Metabolisierung von Schilddriisenhormonen und deren Metabolite

Dargestellt sind die alternativen TH-Signalwege d&boxylierung, Deaminierung, Sulfatierung,
Glucuronidierung und Spaltung der Etherbindung) isodie enzymatischen Reaktionen von TH und deren
Metabolite durch Deiodasen (Diol,2,3). Die lautet#tur potentiell beteiligten Deiodasentypen simdblauen
und gelbenBoxen markiert. Fragezeichen markieren diejenigeaki®onen, fir die bisher kein biochemischer
Beweis erfolgteDie Klammer um Diol betont, dass Dio3 wahrscheimhauptséachlich das Enzym ist, welches
die IRD katalysiert. Der fur diese Arbeit relevaritel-Metabolit 3,5-T ist mit rotem Rahmen hervorgehoben
(modifiziert nach (Kohrle 2002, Wu et al. 2005, #2008, Mondal et al. 2016).

An der Plasmamembran von Zellen der Leber, Niecgjl&irise und euthyreoten Hypophyse wird
hauptséachlich die Diol exprimiert. Bei einer Hypgreose steigt die Aktivitat des Enzyms an und
Propylthiouracil (PTU) kann als effektiver Diol-ibitor zur Behandlung eingesetzt werden. Die Dio2,
welche hauptsachlich im Endoplasmatischen Retiklddkalisiert ist, findet sich vornehmlich in Zellen
des ZNS, der Haut, des Skelett- und Herzmuskel$esimwbraunen Fettgewebe und der Hypophyse.
Die Dio3 wird insbesondere in fetalen und neonat@eweben sowie in der Plazenta und im graviden
Uterus exprimiert und lasst sich dartiber hinaus amadulten ZNS nachweisen (Kohrle 1999, Croteau
et al. 1996, Baqui et al. 2000, Gereben et al. 0OB&i pathologischen Zustdnden konnte eine
gewebespezifische Reaktivierung der Dio3 beobaclzt®. bei Entwicklung einer ventrikuldaren
Hypertrophie (Wassen et al. 2002).

Der endogen vorkommende und biologisch aktive THalelit 3,5-Diiodthyronin (3,5-7) ist fur die
vorliegende Arbeit hervorzuheben. Der vorgeschlagBiosyntheseweg ist die 3’-Deiodierung am
aul3eren Ring vonsI{Abb. 1). Bisher fehlt jedoch der biochemische Bmswur diese Reaktion vitro
(Engler and Burger 1984, Piehl et al. 2008, DaarasVVan Herck 2012).
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Zusatzlich zur Deiodierung werden lodthyronine adahch Konjugation der phenolischen Hydroxy-
Gruppe mit Sulfat bzw. Sulfonsaure oder Glucurorsé&uetabolisier{Abb. 1). Folglich wird die
Wasserloslichkeit erhéht und die renale und biliax&retion beschleunigt. Dartiber hinaus reduziert
sich die Affinitat der Hormon-Rezeptor-Wirkung vadn nach Sulfatkonjugation und beschleunigt
dessen Umwandlung und Inaktivierung durch die DiSpaulding et al. 1992, Visser 1996). Die
beteiligten Enzyme sind Sulfotransferasen (SULT@rddDP-Glucuronyltransferas@JGT), die zur
Familie der Fremdstoff-metabolisierenden Enzyme Elgehdren.

Weitere alternative Metabolisierungsschritte von Bhid die oxidative Deaminierung und die
Decarboxylierung der Alanin-Seitenkette des innefgnosylrings. Dies fuhrt zur Entstehung der
entsprechenden lodthyroacetate Triiodthyro-Essigs@iliriac) und Tetraiod-Essigsaure (Tetrac), die
als biologisch aktiv beschrieben werden (Wu e@05). Eine weitere Gruppe von TH-Metaboliten,
die sogenannten Thyronamine, kénnen durch Decalieoxyg von lodthyroninen entstehen. Der
bekannteste Vertreter 3-lodthyronaminAM) ist stoffwechselaktiv und kann in pharmakoladien
Dosen bei Mausen zur Erniedrigung der Kdrperteniperaes respiratorischen Quotienten und der
Herzrate fihren (Scanlan et al. 2004, Chiellinakt2007, Braulke et al. 2008). Es konnte gezeigt
werden, dasdie intestinale Ornithin-Decarboxylapetentielldie Decarboxylierung vonslund 3,5-B

zu 3,5-LAM katalysiert. 3,5-3AM kann als Vorlaufermolekil deri/AM-Synthese betrachtet werden
(Hoefig et al. 2015)Die Spaltung der Etherbindung innerhalb von TH kamnvermehrten Entstehung
von DIT fuhren. Diese Reaktion spielt physiologisihe untergeordnete Rolle, tritt bei Infektionen
jedoch verstarkt auf (Meinhold et al. 1991) (Abh. 1

1.1.3 Molekulare Wirkmechanismen der Schilddrisenhormone

In den 60-er Jahren zeigten Tatal.in isolierten Rattenzellkernen erstmals den st@taulschen Effekt
von Ts auf die DNA-abhéngige RNA-Polymerase und die daragultierende RNA-Synthese (Tata et
al. 1963). Weitere Untersuchungen bestatigen dist&énz hochaffiner #FBindungsstellen im Zellkern
von Rattengewebe (Oppenheimer 1972, Samuels E'Ad) und bestarken die Theorie der Regulation
transkriptionaler Aktivitat durch Schilddriisenhomnezeptoren (TR).

TR gehoren zu der Superfamilie der nukledren Horemaptoren und wirken als Liganden-abhangige
Transkriptionsfaktoren, die klassischerweise anrésponsive Elemente (TRE) in der Promoterregion
regulierter Gene binden. TR kdénnen in Abhangigkieit An- oder Abwesenheit des Liganden als
Repressoren oder als Aktivatoren ihre Wirkung dtetfia Wie alle nukledren Rezeptoren enthalten TR
eine konservierte Liganden-Bindedoméane und eindkmtservierte DNA-Bindungsregion mit zwei
hintereinander geschalteten Zink-Fingern. Beideidtem sind durch ein flexibles Zwischenstiick
miteinander verbunden. In der aminoterminalen wbaxyterminalen Region befinden sich jeweils
Aktivierungsdoméanen. Die LBD ist fur die Ligandergpitdt des Rezeptors verantwortlich und
verandert dessen F&ahigkeit Homo- bzw. Heterodinmreformen und mit weiteren nukledren

Rezeptoren zu interagieren (Bogazzi et al. 199%4r&sler and Carlberg 1994, Bassett et al. 2003).
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Der Heterodimer-Komplex TR/RXR (Retinoid X Rezeptbindet mit der grof3ten Affinitat an die
DNA, hauptsachlich an TRE im Promoterbereich detgéne. Zuséatzlich zu RXR beeinflussen direkt
oder indirekt weitere nukleare co-regulatorischktéi@n die transkriptionale Aktivitat des TR:Vitami

Ds; Rezeptor, Peroxisom Proliferator-aktivierter RéaePPAR),Retinsaure Rezeptor (RAR)eber

X Rezeptor (XR), Corepressor (CoR), Coaktivator (CoA) (Yerakt2006). Die Assoziation von CoR
mit dem TR/RXR-Komplex in Abwesenheit vos Verhindert die Genexpression. Bei der kanonischen
Transaktivierung bewirkt sTeine Konformationséanderung am Rezeptor. Dies filnriAktivierung der
Transkription TH-responsiver Gene, wobei CoR diZoi ersetzt wird (Brent 2012) (Abb. 2).

Klassische Wirkmechanismen I Nicht-Klassische Wirkmechanismen I

|ITRB1
Teleostei

A

PI3K/Akt

Intermediére Faktoren

(®GCla) » %
= Sirt1 AMPK/p38
T 10,11
Proliferation ka/,qk I CaMKK
t
Map, K~ Signalproteine MAPK PIK, PKC, MAPK.PRA f
(NO,cGMP. PKG) 4 A \ 4 T, G E
C
@
12 X
OO 4
? X s & T 5,6 ’{2 T,
T, I, T, T

T, T, Schilddriisenhormone: Triiodthyronin, Tetraiodthyronin [Ty 3,5-Diiodthyronin

‘] Schilddriisenhormon-Transporter W potentieller 3,5-T, -Transporter

—»  Effekte von T; Effekte von 3,5-T,
Effekte von 3,5-T, im hypothyreoten/steatotischen Modell

Abb. 2: Schematische Darstellung der klassischen dn nicht-klassischen Wirkmechanismen von
Schilddrisenhormonen (TH) und 3,5-%

Klassische TH-Effekte (grau unterlegt):

TH werden durch TH-Transporter in die Zelle aufgangen, wobei T intrazellular mittels Deiodasen (Diol,2)
in das biologisch aktive sTumgewandelt wird. Bereits bei Abwesenheit vanbinden TR an entsprechende
Sequenzen TH-responsiver Gene (TRE), was zu ei@emiling der Transkription fihren kann. Die Bindung v

T3z am TR bewirkt eine allosterische Konformationsdndg der TR und es kommt zu einem Austausch der
Corepressoren durch Coaktivatoren und zur Stinaratier Transkriptionsmaschinerie mit anschlieBender
Zielgentranskription.

Nicht-klassische TH-Effekte:

A Die Bindung von ¥ am cytosolischen TRR1 fihrt zur Aktivierung detakgischen Untereinheit der PI3-
Kinase, induziert die Phosphorylierung von Akt wtidnuliert die Expression von mTOR und weiterer@éae.

Via PI3K kann TRR1 auch die NK*-ATPase stimulieren.

B Ts fuhrt bei Bindung an der S1-Doméne des membradigtén Integrins avl33 zur Stimulation der PI3K,
welches eine Phosphorylierung und TranslokationTd®el vom Zytosol in den Zellkern bewirkt.
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Via PLC/PKC konnen Fund T, den MAPK/ERK1/2-Signalweg stimulieren. Dies kana Aktivitat des Na/H*-
Austauschers und der NE*-ATPase beeinflussen und den Transport des cysabelin TRR1 in den Zellkern
fordern.

C Die Bindung von Fam plasmamembranstandigen p3&Ifduziert eine Signalkaskade via NO-cGMP-PKG
und MAPK bzw. PI3K/Akt und reguliert die Zellprodifation.

D Ts bindet an den in der Matrix lokalisierten mitocdonlen Rezeptor p43 TdR, welcher als
Transkriptionsfaktor direkt die Expression mitocdaler Gene stimuliert und Komponenten der
mitochondrialen Atmungskette und der Biogenese liegu Der in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisierte Rezeptor p28 TR fungiert ebenfalls als s1Bindungsprotein und beeinflusst die mitochondriale
Physiologie. Die Bindung vonsTan nukleare TR induziert indirekt die Transkription intermediaren Faktoren
(z.B. PGC-1), welche im Mitochondriengenom die Expression ameit Gene der mitochondrialen Biogenese
regulieren.

E Ts aktiviert AMPK durch die Stimulation der intraadliren Calciummobilisation und Induktion des
Ca*/Calmodulinkomplexes.

3.5-T>-Effekte:
F 3,5-T, wird in die Zielzelle aufgenommen, jedoch sind giemaue Wirkmechanismus und beteiligte Transparter

bisher nicht identifiziert. 3,5-Ikann intrazellular die Expression TH-responsiven&regulieren. Die potentielle
Beteiligung von nukledren TR ist bei supraphysi@olen 3,5-F-Konzentrationen moglich. In Knochenfischen
fungiert 3,5-T als Ligand fiir die lange Isoform des TRR1 und fesst physiologische Prozesse.

G Fur 3,5-% sind in Mitochondrien spezifische Bindungsstelllachgewiesen worden. 3,%-bindet an der
Untereinheit V des Cytochrom C (COX) - Komplexes démungskette und beeinflusst deren Enzymaktivitat
3,5-T> kann zur Entkopplung der Atmungskette beitraged die Aktivitat der mitochondrialen ATP-Synthase
beeinflussen.

H Schnelle Effekte an der Plasmamembran sind faif3Beschrieben. Uber verschiedene Kinasesignalkaskade
(PI3K, MAPK) beeinflusst 3,5-Iden Na/H*-Austauscher und den Aminosdure-Transport. Via RiR4 PKC
Ubt 3,5-T einen inhibitorischen Effekt auf die NK*-ATPase aus.

I Im hypothyreoten bzw. steatotischen Modell beabdt 3,5-1 die metabolische Rate und den
Energiestoffwechsel unter Beteiligung des SirtuihMPK/PGC-1o Signalweges.

Referenzen Legende
1 (Brent 2012) Akt Proteinkinase B
2 (Bergh et al. 2005) AMPK  Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase
3 (Incerpi et al. 1999) AS Aminosaure
4 (Lei et al. 2004) ATPase Adenosintriphosphatase
5 (Davis et al. 1989) avi33 Integrin (Transmembranprotein)
6 (Smith et al. 1992) CaMKK Calcium-Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il
7 (Bhargava et al. 2009) cGMP  cyclisches Guanosinmonophosphat
8 (Lin et al. 2009) CoA/CoR Coaktivator/Corepressor
9 (Segal and Ingbar 1984) Diol/2 Deiodase 1/2
10 (Yamauchi et al. 2008) ITRRBL  ,lange" Isoform des Schilddriisenhormonrezeftm Teleostei
11 (Irrcher et al. 2008) MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase
12 (Cao et al. 2005) mtDNA mitochondriale DNA
13 (Kalyanaraman et al. 2014) mMTOR  mechanistic Target of Rapamycin
14 (Casas et al. 1999) NO Stickstoffmonoxid
15 (Pessemesse et al. 2014) p30 membranstandiger Schilddrisenhormonrezegdt¢verkiirzt)
16 (Sterling et al. 1980) p38 mitogenaktivierte Proteinkinase
17 (Weitzel et al. 2003) p43, p28 mitochondrialer Schilddriisenhormonrezegtqverkiirzt)
18 (Arnold et al. 1998) PGC-In Peroxisome Proliferator-Activated Receptdoactivator-i
19 (O'Reilly and Murphy 1992) PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
20 (Navarrete-Ramirez et al. 2014) PKA Proteinkinase A
21 (Lietzow et al. 2016) PKC Proteinkinase C
22 (Incerpi et al. 2002) PKG Proteinkinase G
23 (Rochira et al. 2013) PLC Phospholipase C
24 (Scapin et al. 2009) RXR Retinoid X Rezeptor
25 (de Lange et al. 2011) S1/S2 Domaéne 1 und 2 des avR3
26 (Lombardi et al. 2009) Sirtl Sirtuin 1
27 (Lombardi et al. 2015) Teleostei Echte Knochenfische
TRo/B  Schilddrisenhormonrezept@fy
TRE Schilddriisenhormon-responsive Elemente
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TR liegen Uberwiegend als Splei3varianten vor.®#@e THRA und THRB liegen auf Chromosom 17
und 3 der DNA und codieren die Isoformenolénd TR3. TRal, TR31 und T2 binden TH und
agieren als liganden-abhangige Transkriptionsfakion vielen Geweben ist PR die vorherrschende
Isoform und insbesondere in der Leber fur die THzadgigen Effekte verantwortlich. In der Hypophyse
und in Teilen des Hypothalamus ist insbesonderésdierm TR32 exprimiert. Dartber hinaus ist auch
TRal in den Geweben weitlaufig verbreitet. Vor allem Herzen fiihrt TR1 die fir TH bekannten
kardialen Effekte aus. Td2 bindet B-unabhéngig an TREs der DNA und fungiert als domtinagative
Rezeptorform (Cheng et al. 2010). Weitere TR Isofem (TRi3, TRRE3, TRR4) und gekirzte
SpleilBvarianten (TRol, TRAo2 etc.) sind dartber hinaus charakterisiert, jedfmttit ihnen die
Mdglichkeit der Liganden- oder DNA-Bindung (Kinugawet al. 2001, Chi et al. 2013).

Zusatzlich zu den beschriebenen Rezeptor-verndgttelEffekten von TH gibt es zahlreiche
Beschreibungen Uber nicht-klassische Wirkmechamisrdie keine direkte Transkriptionsregulation
und nachfolgende Proteinbiosynthese durch den TRotafen (Cheng et al. 2010) (Abb. 2). Nicht-
genomische Effekte, welche teilweise durch Memlaagptoren vermittelt werden, kénnen letztendlich
auch in komplexe nukledre und zellulare Mechanisergthen. Dazu zahlen nicht-genomische TR-
abhéngige Signaltransduktionskaskaden.

TH gelangen tber plasmamembranstandige Transportée Zielzelle, binden an zytosolischstandige
TR und initiieren Kinase-vermittelte Signalweger(let al. 2009, Chi et al. 2013%)ie Bindung der TH
an das Plasmamembranprotein Integrif3 stimuliert den MAP-Kinase-Weg (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase MAPK) und die extrazellul&ignal-regulierte Kinase (ERKJ), welche fir vielfaltige
zellulare physiologische Effekte verantwortlich dsinnd Einfluss auf den extranukledren TR und
dessen nachgeschaltete Transkription nehmen. De#uBg des Fan der S1 Doméane des Integrin avi33
fuhrt zur Aktivierung des PI3K-Signalweges (Phogjhdinositol 3-kinase) und resultiert in einer
nuklearen Translokation und Phosphorylierung VdRol und Beeinflussung der Expression des
Hypoxie-induzierten Faktorsol(HIF-1a) (Lin et al. 1999, Moeller et al. 2005, Davis €t2016). In
Muskelgewebe konnte gezeigt werden, dasseh Energiestoffwechsel durch schnelle und kigtige
Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPKInd der Proteinkinase B beeinflusst (Irrcher
et al. 2008). Bereits Ende der 70-er Jahre wurdeEdistenz mitochondrialer Bindungsstellen fgr T
und dessen nachgeschaltete schnelle Wirkung awfchandriale Signalwege und Stimulation der
oxidativen Phosphorylierung in Rattenlebern gezé®ierling et al. 1980, Goglia et al. 1981). Die
Arbeitsgruppe um Wrutniak identifizierte einen 43sgrof3en Rezeptor in der mitochondrialen Matrix
(p43), der nach FBindung die mitochondriale Genexpression und Mmbtesynthese stimuliert
(Wrutniak et al. 1995, Casas et al. 199Bariber hinaus Uben TH spezifische Effekte an der
Plasmamembran aus und beeinflussen lonenfliiss&anéle wie die Aktivierung von Kaliumkanéalen
in Myozyten (Sakaguchi et al. 1996) und die Regomatdes Natrium/Wasserstoff-Antiport in
Myoblasten und embryonalen Hepatozyten (Incerpl.€1999, D'Arezzo et al. 2004).
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Die Abbildung 2 stellt eine Ubersicht der beschriebenen klassischad nicht-klassischen
Wirkmechanismen von TH dar. Die zellularen Effekten 3,5-T (orange markiert) sind ebenfalls

dargestellt, werden jedoch erst im Abschnitt 1 #itleert beschrieben.

1.2 Regulation der Schilddrisenhormonachse

Die Aktivitat der Schilddriisenepithelzellen und diasschittung der TH unterliegen der Steuerung
eines komplexen Regelkreises und werden Uber esmtm feinenRuckkopplungsmechanismus
reguliert, die sogenannte Hypothalamus-Hypophysshil&irisen-Achse (HPT-Achse).

Die hypophysiotropen Neurone des paraventrikuldMeikleus des Hypothalamus produzieren das
Tripeptid (Pyroglutamyl-histidyl-prolinamid) Thyr&opin-Releasing-Hormon (TRH). Uber die
Ementia mediana wird das TRH in den Kapillarpledes Hypophysenstiels sezerniert und gelangt dann
Uber ein sogenanntes Portalsystem direkt in deroptyygsenvorderlappen (Adenohypophyse), wo es
die Synthese, Freisetzung und Aktivitat des Thyraidtimulierenden Hormons (Thyreotropin, TSH)
in den thyreotrophen Zellen der Hypophyse bewirkie(ler et al. 2007)

Das glandotrope Peptidhormon TSH erreicht tber den

> | Hypothalamus
Blutkreislauf die Schilddriise und bindet an den rGt€in
gekoppelten TSH-Rezeptor an der basolateralen Mambr
© TRE des Thyreozyten. Die intrazellularen Domanen dezpers
i@ aktivieren verschiedene G-Proteine (Gs, Gq) uner@amit

zellulare Signalkaskaden aus, welche die Synthes# u
Freisetzung der TH, die lodaufnahme und das Wachdar

- Schilddrise regulieren (Vassart and Dumont 1992]l&oet

© TS al. 2007).
i@ Eine Erh6hung der TH-Konzentration im Blut fihrtener
negativen Rickkopplung auf der hypothalamischen und
SChﬂdqrﬁse hypophyséren Ebenkn den hypophysiotropen Neuronen des
Hypothalamus unterdriickg TR-abhéngig die Transkription
als auch die posttranslationale Modifikation vonH'Rnd
Ts T reguliert ebenfalls Gber den TRRE1 die hypophys&sel-T
l Expression und Freisetzung (Lechan et al. 19940\8ad al.
L ( Zirkulation O 2003). Das Prohormon,Tilhrt indirekt ebenfalls zu einem
> \{T; fT, <-> Transportproteine

im Hypothalamus enzymatisch durch 5'-Deiodasen in T

negativen Feedback, nachdem es in der Hypophysauels

Periphere Organe i
umgewandelt wird (Abb. 3).

Abb. 3: Schematische Darstellung des thyreotropendjelkreises

Die Sekretion von TRH stimuliert die TSH-Freisetgun der Hypophyse, die wiederum die TH-Synthese in
der Schilddriise anregt. TH in der Zirkulation (foeier Protein gebunden) liben eine negative Rickingp
auf die TSH-produzierende Hypophyse und die hypsigiisopen TRH Neuronen aus.
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Neben den TH kdnnen auch Signale des Energiestdfifsets wie z.B. Fasten oder eine hochkalorische
Erndhrung als kritische Regulatoren auf die nedeom&H-Ausschuttung wirken und den TH-Status
beeinflusserfFekete and Lechan 2014).

1.3 Wirkspektrum der Schilddriisenhormone

TH spielen eine Schlusselrolle in der Regulatiopsidiogischer und metabolischer Prozesse und sind
essentiell fir Wachstum, Entwicklung und Differamaing. Grof3tenteils werden die Wirkungen des
bioaktiven & auf den Intermediarstoffwechsel Uber den kanomisciR-abhéngigen Signalweg
vermittelt und die Expression der Zielgene direkiguliert. Dariber hinaus wirken TH auf
translationaler und posttranslationaler Ebene uitth&n, wie bereits beschrieben, auch extranukleéar
ihre Wirkung entfalten.

Allgemein fordern TH anabole und katabole Reaktionelurch Modulation zentraler

Stoffwechselprozesse und erhéhen somit den allgemesubstratflux (Tab. 1).

Tab. 1: Ubersicht (iber die Wirkspektren von Schilddiisenhormonen auf Zellebene
(Loffler 2014, Mullur et al. 2014, Mondal et al. 7X8)

Stoffwechselprozesse Steigerung der physiologischEffekte
Allgemeiner Energieumsatz  Grundumsatz

Thermogenese

Sauerstoffverbrauch

Aktivitdt Na+/K+-ATPase

Mitochondriale Entkopplung
Kohlenhydratstoffwechsel ~ Glukoneogenese

Glykogenolyse

Glykolyse

Intestinale Resorption
Lipidstoffwechsel Lipolyse und Fettmobiliserung

Liponeogenese

Synthese und Ausscheidung Cholesterin
Proteinstoffwechsel Stimulation und Hemmung Traistaund Transkription

Protein-Turnover

Die Wirkungen der TH auf den Gesamtorganismus engein auf3erst komplexes Bild und beeinflussen
nahezu jedes Organsystem. Zu den wichtigsten Zuglgen von TH z&hlen dasntrale Nervensystem,
Knochen und Skelettmuskel, weiRes und braunesdvetge, Darm und Pankreas sowie Leber und das
HerzKreislautSystem (Mullur et al. 2014).

Die physiologischen Effekte von TH auf das Herzd urebergewebe haben fiir diese Arbeit eine

besondere Relevanz und werden in der folgendenll@gbrusammengefasst.
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Tab. 2: Ubersicht tiber die Wirkspektren von Schilddiisenhormonen auf Organebene
(Danzi and Klein 2012, McAninch and Bianco 2014, Mukt al. 2014, Senese et al. 2014, Vargas-Urlveaet al. 2014)

Organystem Steigerung der physiologischen Effekte

Bei langandauernder Hyperthyreose:

Herz-Kreislauf-System  Positiv inotrop }
Entwicklung eine Hypertrophit

Positiv chronotrop
Systolische und diastolische Myokardfunktion
Proliferation Kardiomyozyten
Angiogenese

Leber Cholesterinaufnahme, -synthese und -efflux
Regulation Gallensauresynthese
Stimulation mitochondrialer Biogenese
Glykogenolyse und Glukoneogenese
Lipolyse und Liponeogenese

Metabolisierung und Abbau von Schilddriisenhormonen

1.4 Biologische Wirkung des Schilddriisenhormonmetaéol,5-T

Der Einsatz von TH als therapeutisches Mittel fdipdsitas und deren sekundére Begleiterkrankungen
ist aufgrund der beschriebenen Nebenwirkungen (Keeslauf-System, HPT-Achse) in der Praxis
nicht realisierbar. Als potentielle Regulatoren Hérperzusammensetzung riicken seit einigen Jahren
TH-Derivate und -analoga in den Fokus der Wisseaafscimsbesondere der ,bioaktive* TH-Metabolit
3,5-T, zeigt thermogene und kalorigene Effekte und wisl potentielles Gewichtsreduktionsmittel
diskutiert (Moreno et al. 2008, Coppola et al. 202dppola et al. 2016, Gnocchi et al. 2016).

Als eines der initialen Experimente konnte Hatsal. in Lebern hypothyreoter Ratten einen erhdhten
Sauerstoffverbrauch messen, wenn diese kurzzeitid pM des TH-Metaboliten 3,5;Tbehandelt
wurden (Horst et al. 1989)Veitere Untersuchungen zeigten die akute, extradn&lWirkung von 3,5-
T, auf den mitochondrialen Stoffwechsel und die Skation der oxidativen Phosphorylierung und der
mitochondrialen Atmung (Goglia et al. 1981, Lannak 1992, O'Reilly and Murphy 1992, Lanni et al.
1994) Darilber hinaus wurde eine Untereinheit der CytmthC Oxidase im Mitochondrium als direkte
Bindungsstelle fur 3,5<lidentifiziert(Goglia et al. 1994, Arnold et al. 1998). Abbilduagn Abschnitt
1.1.3. stellt eine Ubersicht der zellularen Effekba 3,5-% (orange markiert) dar, die partiell mit denen
von klassischen TH Uberlappen.

Als endogen vorkommender Metabolit von TH, desserldierte Serumkonzentration in euthyreoten
Probanden Assay-abhangig zwischen 0,01 und 0,3 ariiest (Faber et al. 1982, Pinna et al. 1997,
Pinna et al. 2002, Lehmphul et al. 2014), beeistl@s5-T. systemisch den Energiestoffwechsel und die
metabolische Aktivitat. Zu endogenen 3,5dehalten im Serum und im Gewebe von Nagetiergetie
bis dato keine aussagekréftigen Ergebnisse vor.

Die chronische Gabe (4, 8 bzw. 12 Wochen) von @8 Kdrpergewicht (KG) 3,5-Tin Ratten,

welche mit einer Hochfettdiat (HFD) gefittert wungleaktivierte die hepatische Fettoxidation,

11
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reduzierte die Lipidkonzentration in Leber und $erund wirkte antisteatotisch (Lanni et al. 2005,
Mollica et al. 2009, Padron et al. 2014). Die verghbare Dosis 3,5zrhdhte in hypothyreoten Ratten
den Grundumsatz (Cimmino et al. 1996, Lanni et1896, Moreno et al. 1997) und reduzierte in
Nagetieren auf HFD das Kérpergewicht und die Kdgigmasse (Lanni et al. 2005, de Lange et al.
2011, Grasselli et al. 2012). 3,5-Werbesserte zudem die Glucose- und Insulintoleremz
Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten(§led al. 2013) und in HFD-gefltterten Wistarratten
(de Lange et al. 2011, Moreno et al. 2011), wobssaiBeobachtungen in Ratten des Stammes Sprague-
Dawley nicht bestétigt werden konnten (Vatner e@al5s).

In den zitierten Rattenstudien wurden keine fur@@dkannten thyromimetischen Effekte auf die HPT-
Achse oder das Herz-Kreislaufsystem nach 3;Bdhandlung gezeigt. Dementsprechend wurde und
wird der Einsatz von 3,5zals anti-lipidamische und hypokalorische Substiiskutiert (Goglia 2014,
Coppola et al. 2016).

Demgegentiber zeigten Studienvivo undin vitro selektive thyromimetische Effekte von 3,5dnd
eine Beeinflussung der HPT-Achse durch den Mettdoli3,5-T besitzt im Vergleich zu sTam TR
eine bis zu 500-fach geringere Bindungsaffinitith€@g et al. 1994, Ball et al. 1997).
Supraphysiologische 3,5-Konzentrationen unterdriickten die TSH-Sekretion Ratten und
stimulierten die Diol-Aktivitat und die Genexpressdes Wachstumshormons (GH) auf hypophysérer
Ebene (Ball et al. 1997, Baur et al. 1997, Morehal €1998, Padron et al. 2014). Es konnte daruber
hinaus nach chronischer Gabe von 3;®ihe Vergrol3erung des Herzens in Ratte und Manisdohtet
werden (Goldberg et al. 2012, Padron et al. 20&&€lra et al. 2016).

Der genaue Synthese- und Wirkmechanismus fur 3j5tveitgehend unbekannt. In Knochenfischen
wurde 3,5-7 als spezifischer Agonist fur die lange Isoformaate des TRR1 identifiziert (Orozco et
al. 2014). Demgegeniiber stehen die extranukledregkugen von 3,5-1, unabhéngig von der
Proteinbiosynthese (Gnocchi et al. 2016) (siehe. 2pb

Die Synthese von 3,5:Bus Bwurde bishem vivoin euthyreoten Ratten und Probanden gezeigt (Faber
etal. 1982, Chopra et al. 1984, Moreno et al. 200 biochemische Bewaisvitro steht bisher jedoch
aus (Piehl et al. 2008). Der Syntheseort fur 3,&6hnte bis dato nicht identifiziert werden, auckrw
eine extrathyroidale Bildung angenommen wird (Lehoiget al. 2014).

Die Messung von endogenem 3,5-4h Geweben, Plasma und Serum sowie in Zellsysteisien
theoretisch mit sensitiven Methoden wie der HPLGsBigkeitschromatographie gekoppelt mit
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) oder demkargerbasierten Immunoassay moglich
(Lehmphul et al. 2014, Rathmann et al. 2015). Aufgrder vorhandenen Spezies- und Gewebevielfalt
ist dies praktisch immer noch eine analytische bisfirderung (Wang and Stapleton 2010, Ackermans
et al. 2012).

12
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1.5 Die Leber als zentrales Organ des Fremdstoff- uacbisistoffwechsels

Die Leber ist ein Zielorgan fur TH und fur derentisteolit 3,5-T,. Dartiber hinaus ist sie als zentrales
Organ des Stoffwechsels auch fir die Metabolisgmaiterer lipophiler Substanzen wie Fremdstoffe
und Steroide verantwortlich. Im Zuge der hier vetgéten Ergebnisse wird in diesem Abschnitt
einleitend auf den Fremdstoffmetabolismus und teedil- und Cholesterinsynthese eingegangen.
Die Metabolisierung von Fremdstoffen in der Lebeilttsich in drei Phasen ein, welche eine
entscheidende Bedeutung fur die Detoxifizierungaalsh Toxifizierung der Substanzen einnehmen.
Phase | ist fur die Funktionalisierung der lipophilStoffe und Einfiihrung bestimmter Gruppen durch
Oxidations-, Reduktions-oder Hydrolysereaktioneraméwvortlich. Die Katalyse erfolgt Giberwiegend
durch Cytochrom-P450-abhéngige Monooxygenasen @iténgn Oxidoreduktasen. In Phase Il kommt
es zu einer Kopplung von polaren Molektilen aus tieermediarstoffwechsel an funktionelle Gruppen
der Fremdstoffe. Die Reaktionen erhthen die Pélauind die modifizierten Substanzen kdnnen durch
die gesteigerte Wasserl6slichkeit leichter Uber l&Salder Niere ausgeschieden werden. Als
Konjugationspartner dienen unter anderem Glutathiondindiphosphat (UDP)-Glucuronséure,
Acetyl-Coenzym-A, 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphdésul (PAPS), S-Adenosylmethionin oder
Aminosauren wie Glutamin. Die dritte Phase des Bstoffmetabolismus dient dem Export der
Fremdstoff-Konjugate durch Transporter oder Effumypen aus der Zelle und der anschlieRenden
Exkretion Uber das renale oder bilidre System.efuMembrantransportsystemen gehoéren die Anionen-
, Kationen- und ABC-Transporter. Bekannte Vertrsiad die organischen Anionentransporter (OAT)
und die zur ABC-Familie gehdrenden Multi-Drug Remmz (MDR)-Transporter. Darlber hinaus
spielen die basolateralen organischen Anionen-pam$olypeptide OATP eine bedeutende Rolle
beim hepatischeRirst-PassMetabolismus (Xu et al. 2005). Zu dieser Famibélen auch einige der
bekannten TH-Transporter (Bernal et al. 2015) (AHb.

Phase I Enzym Phase II Enzym Phase III Enzym
Oxidation Synthese Transport
Reduktion Konjugation Export

Hydrolyse

© T Qo mmmms 0@ =) Eliminierung
Hydrophilie
Lipophilie
(&) =Konjugate (OC4H,0, OSO;H)
Abb. 4: Schematische Darstellung der Funktion von Femdstoff-metabolisierenden Enzymen

Lipophile Substanzen werden in hydrophile Substar&ymbol Raute) durch Phase I- und Phase IlI-Enzyme
Uberfuhrt und mithilfe von Phase IlI-Enzymen (Tnamiter) ausgeschieden.

Die Regulation der Fremdstoff-metabolisierenden yare (FME) erfolgt gréf3tenteils durch
Transkriptionsfaktoren und nukledre Rezeptoren,etido- oder exogene Liganden mit spezifischen

Merkmalen binden kénnen.
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Zu den bekanntesten Vertretern zé&hlen der konggtdtndrostanrezeptor (CAR) und der Pregnan-X-
Rezeptor (PXR). AnschlieRend folgt die Translokatides Ligand-Rezeptor-Komplexes in den
Nukleus, die Heterodimerisierung und WechselwirkamgCofaktoren und die Bindung an responsive
Elemente der DNA mit abschlieRender transkriptiemelAktivierung oder Inaktivierung der
Genexpression von FME (Xu et al. 2005, WallaceRedinbo 2013).

Gleichermal3en fungiert auch der LXRnd 13 als Transkriptionsfaktor und reguliert nBamdung von
Oxysterolen und oxidierten Cholesterinderivaten Tianskription von Zielgenen des Cholesterin-,
Gallensaure- und Steroidstoffwechsels (Peet 498I8, Gabbi et al. 2014). LXRs spielen eine zeatral
Rolle im hepatischen Lipidstoffwechsel und steuem die Expression der HMG-CoA-Reduktase und
der Cholesterind-Hydroxylase (Cyp7al), welche als Schrittmacherereyder hepatischen
Cholesterinbiosynthese und Gallensauresynthesengelt

Interessanterweise Uberlappen sich partiell sow@DNA-Bindungsregionen als auch die Zielgene
des LXR mit denen der TR und es konnte eine dirBlegulation der Expression von LXRiurch &
gezeigt werden (Berkenstam et al. 2004, Hashimotal.e2007). Fir die Transkriptionsfaktoren
Farnesoid X Rezeptor (FXR), Hepatozyten Nukledraktdr 4. (HNF-4o) und PXR, die an der
Modulation des hepatischen Lipid- und Gallensautabw@ismus beteiligt sind, wurde ebenfalls ein
Zusammenhang zum TH-Status hergestellt (Breukalr 2010, Song et al. 2015, Wang et al. 2016).
Dieses komplexe Zusammenspiel zwischen den veratithen Rezeptoren mit anderen nukledren
Hormonrezeptoren und Transkriptionsfaktoren ist @ntscheidender Bedeutung fir die Funktion und

Regulation der vielseitigen metabolischen Prozasder Leber.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die epidemische Verbreitung von Ubergewicht und paditas mit den daraus entstehenden
Begleiterkrankungen stellt im 21. Jahrhundert ematidisziplindre Aufgabe an die Gesellschaft und
die Medizin dar. Wirksame Malnahmen zur Praventiod Therapie sind langwierig und durch
vorzeitige Gewichtswiederzunahme nicht immer erflth. Derzeit sind die hormonellen Kreislaufe
und Mechanismen, die bei einer Wiederzunahme degdf@ewichts beteiligt sind, unvollstandig
aufgeklart.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der DFG-gefordelinischen Forschergruppe 218/1
.,Hormonal regulation of body weight maintenance“duder darin integrierten ,Maintain-Studie”
untersucht, inwiefern eine Aufrechterhaltung despedigewichts nach Gewichtsreduktionstherapie
hormonelle Regelkreislaufe beeinflusst. In Zusanamesit mit dem Deutschen Institut far
Ernahrungsforschundp(fE) Potsdam-Rehbriicke (AG Prof. Dr. Annette Schirm@mnWenke Jonas
aus der Abteilung Experimentelle Diabetologie (DM\Burde in verschiedenen Mausstudien getestet,
inwieweit eine Anderung der Kérperzusammensetzuagh rGewichtsabnahme und Wiederzunahme
den TH-Status beeinflusst.

In diesem Kontext wurde ein Mausmodell etablieet,dem die Tiere von Geburt an eine HFD erhalten
und eine Diat-induzierte Adipositas entwickeln.

Nach einem Zeitraum von 20 Wochen unter HFD wasatidMausmodell geeignet, um verschiedene
Strategien zur Behandlung der induzierten Adipestia testen und ausgewéhlte Interventionsstudien
durchzufihren.

Der TH-Metabolit 3,5-F zeichnet sich durch seine metabolische Aktivitidl seine lipidsenkende
Wirkung aus. In verschiedenen Rattenstudien kodigtexterne Gabe von 3,5 Kombination mit
einer fettreichen Diat die Entwicklung einer Stesatand weiterer hochfett-induzierten Komplikationen
verhindern. 3,5-7 zeigte in diesem Zusammenhang keine far TH belkanrthyrotoxischen
Nebenwirkungen (Lanni et al. 2005, Mollica et £09, de Lange et al. 2011, Moreno et al. 2011).

Diesbeziglich wurde idiesemProjekt dieFragestellung formuliert

Kann 3,5-% in Mausen mit einer von Geburt an Diat-induzierfatipositas (HFD) einer weiteren
Gewichtszunahme entgegensteuern und erzielt demeaiaem therapeutischen Effekt, der fur die
Adipositastherapie beim Menschen genutzt werdenkan

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untdénsng der Wirkung von 3,5-Thinsichtlich der
Veranderung des Energiestoffwechsels und der Stfisgnhormonachse in euthyreoten Mausen unter
HFD und der Vergleich der Effekte in 3,5-fehandelten Tieren unter Standarddiat (SD).

Mithilfe von vier verschiedenen Interventionsstudia adipdsen und in normalgewichtigen Mausen

wurden folgende Detailfragestellungen bearbeitet:
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1.) Welche Dosis von 3,5sTerzielt in Mausen unter HFD eine Anderung der fétethselrate und
metabolischer Parameter und sind diese Effektd gmgrgleichbar?

2.) Hat 3,5-T einen Einfluss auf die Schilddriisenhormonachdédnsen unter HFD und SD?

3.) Inwieweit beeinflusst 3,5-Iden hepatischen Energiestoffwechsel und veraddsriranskriptom
in der Leber?

4.) Hat 3,5-T einen Einfluss auf das Herzgewicht der Mause wréndert die kardiale Gen- und

Proteinexpression, ahnlich wie fiig Beschrieben?

Um die Wirkungsweise von 3,5 Tin der Leber auf zellularer Ebene im Detail zurekterisieren,
wurde ein Protokoll fiir die Isolation von priméndepatozyten etabliert und die Effekte von 3 5aUif
die Genexpression, den Sauerstoffverbrauch undTéeMetabolismus untersucht. Dartiber hinaus
wurde die immortalisierte Myoblastenzelllinie H9g2nutzt, um potentielle Effekte von 3,5-im

kardialen Zellmodell durch die Expressionsanalymscshiedener TH-responsiver Gene zu ermitteln.
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3 Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Laborgerdte werdachfolgend aufgelistetGerate, die fur
spezifische Methoden verwendet wurden, werdenrireg¢sprechenden Methodenabschnitten erwéhnt.

Tab. 3: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Pipetten 0,42,5ul; 0,510 pl; 10-100pul; 100-1000ul Eppendorf, Hamburg

Zellkulturflaschen, Falcon® VWR, Darmstadt

Zellspachtel TPP, Trasadingen, Schweiz

Sterilfilter 0,2 pm, Whatman GE Healthcare, UK

Nylon Mesh 70 pm Fisherbrand, Thermo Scientific, Waltham, USA
6-Well Zellkulturplatten TPP, Trasadingen, Schweiz

Nitrocellulose Western blotting membrane (Whatman®)GE Healthcare, UK

Tab. 4: Laborgerate

Gerat Hersteller

Autoklav Varioklav HP Medizintechnik, Oberschledim
DELFIA Plateshaker PerkinElmer, Rodgadiigesheim
Tissue Lyser Qiagen, Hilden

Waage Mettler-Toledo, Berlin

Waage CP 2201 Sartorius, Gottingen

Vortexer A. Hartenstein, Wiirzburg
Ultra-Turrax T18 IKA, Staufen

Photometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific, WaithalSA
Western Blot Laufkammer Peglab, Darmstadt

iCyclerTM Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, Mien
Primus 96 MWG Biotech PCR Thermocycler GE Healtbcb/K

Microplate Reader 3550 mit Inkubator Bio-Rad Laborias, Miinchen
Mulitmode Plate Reader Tecan, Mannedorf, CHE
Biohit Proline elektronische Mehrkanalpipetten Baus, Gottingen
Perfusionspumpe Ismatec, Wertheim
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Gerét Hersteller

Heraeus™ Megafuge™ Thermo Scientific, Waltham, USA
Heracell™-Inkubator Thermo Scientific, Waltham, USA
Wilovert inverses Mikroskop Hund, Wetzlar

Holten Horizontal Laminar Thermo Scientific, Waltham, USA

Airflow Clean Bench

Neubauer-Zahlkammer Marienfeld, Lauda Kdnigshofen
Mikrotom Leica, Munchen
Axioskop 2 Carl Zeiss, Jena
Axio Cam MRc5 Carl Zeiss, Jena

XFe96 Extracellular Flux Analyzer, SeahorseAgilent, Santa Clara, USA
Bioanalyzer

XF Prep Station, Seahorse Bioanalyzer Agilent, S&tara, USA
Electrophoresis Power Supply EPS 601 GE Healthtife,
Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell Bio-Rad Ladtories, Minchen
Eppendorf concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg

® .
Vakuumpumpen LABOPORT KNF Neuberger, Freiburg

® . .
pH-Meter inoLab WTW, Weilheim

UV-Flachenstrahler Benda, Wiesloch

Alphalmager HP system ProteinSimple, San Jose, USA

3.2 Software und Datenbanken

Tab. 5: Software und Datenbanken

Software Hersteller bzw. WebPage

Nucleotide NCBI National Center for Biotechnology  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

BLAT Search http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Primer 3 Version 4.0 http://www.bioinformaticsadibin/primer3plus
/primer3plus.cgi

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Electronic-PCR http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/e-pcr/

EndNote X8 Thomson Reuters, New York, USA

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, USA

SPSS Statistics 23 IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0.

Armonk, NY, USA
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Software Hersteller bzw. WebPage

ImageJ 1.48 NIH USA

Microsoft Office 2013 Microsoft Deutschland, Unterschlei3heim
Bio-Rad iCycler iQ 3.0 Bio-Rad Laboratories, HeesjJICA/USA
Axio Vision Rel. 4.7 Carl Zeiss, Jena

Expression Console software Affymetrix, KalifornjdJSA

Rosetta Resolver® software system Rosetta Biovgodt, Seattle, WA, USA

3.3 Antikorper und Reagenziensysteme

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind ethodenteil Western Blot Analyse (Abschnitt

3.9.3) und Histologische Untersuchungen (AbsciitB) detailliert aufgefuhrt.

Tab. 6: Reagenziensysteme

Reaktionssystem (Kit) Hersteller

TRIzol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe

peqGOLD TriFast™ Peglab, Darmstadt

RQ1 RNase-Free Promega, Mannheim

Aurum™Total RNA Mini Kit Bio-Rad Laboratories, Miinchen
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

iScript cDNA Synthese Kit Bio-Rad Laboratories, Miinchen
SYBR® Green PCR Master Mix Thermo Scientific, Waltham, USA
Ambion® WT Expression Kit Ambion/Life Technologies, Karlsruhe

GeneChip® WT Terminal Labeling and Controls Kit Affymetrix, Kalifornien, USA
Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, UK

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate Bio-Rad Laboratories, Miinchen

3.4 Puffer und Lésungen

Die Zusammensetzung allgemein verwendeter LosungéPuffer sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
Methodenspezifische Puffer, Lésungen und Medied Binjeweiligen Methodenabschnitt aufgelistet.
Zur Herstellung wurde das mit der Anlage EASY puké™¥ (Barnstead International, USA) gewonnene

Reinstwasser verwendet, das nachfolgend al®©di¢zeichnet wird.
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Tab. 7: Allgemein verwendete Losungen und Puffer

Puffer / Lésung Zusammensetzung bzw. Herstellung

DEPC-Wasser 500 pl DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) auf 0,5 HAD geben, gut schitteln, nach
Inkubation autoklavieren

20 x PBS 160 g NacCl, 4 g KCl, 28,8 g MdPQO, x 2H0, 4 g KH2PO4: in 1 L dkO,

pH 7,5; Gebrauchslésung: 1:20 verdiinnen mig@H
Homogenisationspuffer 0,25 M Saccharose, 20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 6 M Na®H,O, pH 7,4

3.5 Lo6sung und Reinheitsgrad der Testsubstanzen

Ts und 3,5-TF benttigen ein basisches Millieu, um sich in wagsri Losungen zu loseRir die
Tierversuche wurden die Substanzenufd 3,5-% in physiologischer Kochsalzldsung mit 0,15 %
NaOH gelost. Der Reinigungsgrad wurde anschlieffeitiktls LC-MS/MS untersucht und lag bei >
99,99 %.FUr die Zellkulturexperimente wurden 3,5-Uind Tz in einer Stocklésung von 10 mM in
DMSO gel6st.

3.6 Tierexperimente

3.6.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Tierversuche wurden durch die zustandige BehdebMinisteriums fir Landliche Entwicklung,
Umwelt und Landwirtschaft des Landes Brandenburgrikemnt Die Tierexperimente wurden im
Rahmen desDFG-geférderten Forschungsprojekteslormonal regulation of body weight
maintenance” KFO 218/1) genehmigt und von Dr. Wenke Jonas (AGf.Ar. Annette Schirmann)
aus der Abteilung experimentelle Diabetologie, Behes Institut fir Ernahrungsforschung Potsdam-
Rehbrucke RIfE) unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesdtresgefuhrt.

Die Zuchtpaare mit dem genetischen Hintergrund C3GB(Jackson Laboratory, Bar Harbour, Maine,
USA) wurden unter standardisierten Bedingungerelmer Raumtemperatur von 22°C und einem 12h-
Tag-Nacht-Rhythmus in der zentralen Tierhaltung D&& gehalten und erhielten standardisiertes
Futter (Sniff, Soest, Deutschland) und Wassklibitum Nach Absetzen wurden die ménnlichen Mause
separiert und bekamen je nach Versuchsbedingumegsehiedliche Diaten.

Die Aufarbeitung der Gewebe als auch die nachfalganAnalysen der dargestellten Ergebnisse
erfolgten im Rahmen dieser Doktorarbeit am Insfifutexperimentelle Endokrinologie der Charité -

Universitatsmedizin Berlin.

3.6.2 Studiendesign

In Abhangigkeit des Versuchsdesigns erhielten diemtichen Tiere nach ca. 4 Lebenswochen bis zu
einem Alter von 20 Wochen eine Standarddiat (S®y ethe fettreiche Diat (HFD¥ libitum um eine
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Diat-induzierte Adipositas herbeizufiihren (Tab.A)schlieBend wurden die Tiere nach Diatgruppen

separiert, und in Gruppen mit jeweils 6 - 8 Tieeamgeteilt.

Tab. 8: Zusammensetzung der Diaten vor Versuchsbegi

Diatkomponenten Standarddiat (SD) Fettreiche DiatdFD)
Fett (kcal %) 10 60
Kohlenhydrate (kcal %) 70 20
Protein (kcal %) 20 20
Cholesterin (mg/kg) 0,9 300,8

Research Diets (D12450B fur SD, D12492 fur HFD)wNBrunswick, USA

In einer initialen Studie (Abb. 5A) wurde getestetiche Dosis 3,5-Iden Energieumsatz am Starksten
beeinflusste und metabolische Veranderungen inTieren unter HFD bewirkte. Dabei wurden den
Mausen uber einen Zeitraum von 14 d taglich intriégeeal {(.p.) 0,25 oder 2,5 pg/g Kérpergewicht
(KG) 3,5-T» injiziert. Die Kontrolltiere erhielten taglichp. eine physiologische Kochsalzlésung (NaCl
0,9 %). Um die Wirkung von 3,5;Tmit denen von TH ausgehenden thyromimetischenkiife
vergleichen zu kénnen, erhielten in einer viertersvichsgruppe Mause unter HFD tagiigh 0,03
png/g KG T: fur 14 d.Die eingesetzte Konzentration von Wurde aus Vorstudien im Rahmen des
Tierversuchsantrags an Mausen abgeleitet (ProftJItich Schweizer), in denen getestet wurde, welche
i.p. verabreichte FKonzentration Effekte auf den Energiestoffwechseisibt ohne den ;T
Serumspiegel zu beeinflussém initialen Experiment zeigte sich, das nur dadd Dosis 3,5-7(2,5
pnag/g KG) vergleichbar mit 0,03 pg/g etabolische Veranderungen im Tier bewirkte. Aigsem
Grund wurde diese Konzentration fur die Versuchedaon 28 d in Mausen unter HFD und unter SD
eingesetzt (Abb. 5B und C).

Entgegen den Erwartungen konnte in den Langzeitcben eine Zunahme des Herzgewichtes
festgestellt werden. Daraufhin wurden die Herzoegastichprobenartig fir histologische
Untersuchungen in Paraffin eingebettet. In einentenen Experiment erhielten Mause unter HFD fur
33d 2,5 ug/g 3,5-Iund wurden 16 h vor dem Tod gefastet (Abb. 5Dkusadieses Versuchs war die
Untersuchung des Glucose- und Insulinstoffwechae®IfE, welcher jedoch in dieser Arbeit nicht
naher beleuchtet wurde. Die Herzorgane aus diesearsu¢h wurden fir Gen- und
Proteinexpressionsanalysen enthommen.

Metabolische Parameter (u.a. Lipidgehalte Serum ueber, Korperzusammensetzung mittels
Magnetresonanztomographie (NMR) wurden BHfE gemessen und die jeweilige Methode in (Jonas
et al. 2015) publiziert. Eine Zusammenfassung uadidtung dieser amIfE erhobenen Ergebnisse
befindet sich im Diskussionsabschnitt 5.1 (Tab. 30)
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Abb. 5: Versuchsdesign Tierexperimente

Darstellung des verwendeten Mausmodells und Uliersier amDIfE durchgefiihrten Tierexperimente sowie
Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit analysier@ewebe (A: Maus unter HFD, Intervention 14 d; Baud
unter HFD, Intervention 28 d; C: Maus unter SDetaention 28 d; D: Maus unter HFD, Interventiondd3

3.7 Zellbiologische Methoden

3.7.1 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl der beiden verwendeten Zelltypen wuniteeiner Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dabei
wurde die Zellsuspension in einem Verhaltnis vatDImit 0,4 % Trypanblau versetzt und unter den
Rand eines Deckglases auf die Zahlkammer pipethiittels Lichtmikroskop wurden die ungefarbten,

lebenden Zellen innerhalb der acht Quadranten dfaméth der Zellzahldurschnitt pro ml ermittelt.

3.7.2 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Alle verwendeten Medien sowie Zuséatze fur die &soing und Kultivierung priméarer Hepatozyten und
H9c2-Kardiomyozyten sind in der Tabelle 9 aufgetist
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Tab. 9: Medien und Zusatze fir die Zellkultur

Bestandteile Zellkultur und Herstellung Lésung bzw.Puffer Hersteller

Dulbecco’s MEM (DMEM) mit NaHCg 4,5 g/L L-Glutamin, 1 g/L D-Glucose  Biochrom, iBe

Fetales Kélberserum (FCS) Biochrom, Berlin
6-n-Propyl-2-thiouracil (PTU) Sigma Aldrich, Steinheim
Natriumselenit (Ng5eQ) Sigma Aldrich, Steinheim

Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA) - Lésung:

EGTA wird in dHO aufgenommen und durch Zugabe von 1-2 Tropfen 1 M
NaOH gelost. Der pH-Wert der Lésung wird auf 7,6gestellt, die Losung
sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20°C gelagert

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) Gibco, Tdehnologies,
Carlsbad, USA

EGTA-Puffer:0,5ml 50 mM EGTA in 50 ml EBSS
Hanks’balanced salt solution (HBSS) Biochrom, Berlin

CLS Collagenase, Typ 1 Worthington  Biochem.
Co., Lakewood, USA

Kollagenase-Puffel0,3 mg/ml Kollagenase in 50 ml HBSS

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonsau(elEPES) Sigma Aldrich, Steinheim
Penicillin/Streptomycin (10000 U/mL Pen, 1000§mL Strep) Biochrom, Berlin
Collagen G Biochrom, Berlin

Kollagenmedium2,5 ml FCS, 0,5 ml 1 M Hepes, 0,5 ml Collagen &nl,P/S
in 50 ml DMEM-F12

Falcon™ Cell Strainer 70 um Nylon Fisher Scieatifi
Schwerte

TrypLE™ Express Gibco, LifeTechnologies,
Carlsbad, USA

Dimethysulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich, Steinheim

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Aldrich, Steinheim

Tz und 3,5-%: geldst in DMSO als Stocklésung (10 mM) Henning Berlin GmbH

3.7.3 Primare Hepatozyten

Fir die Perfusion der Mauslebern wurden 3 Monatrainnliche C57BL/6N M&ause verwendet. Die
Tiere wurden unter Einhaltung des gangigen Tienzgasetzesind nach Genehmigung durch das
Landesamt fir Gesundheit und Soziales (LAGeé$e)nem klimatisierten Raum unter 12-h-Tag-Nacht-

Zyklus gehalten und erhielten Trockenfutter (Rese&iets) und Trinkwassed libitum
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3.7.3.1 Isolierung

Die Zellkulturplatten (96-Well fur SauerstoffveribmEhsmessung, 6-Well fur alle weiteren Analysen)
wurden 24 h vor Versuchsbeginn mit Kollagen-hattigdedium beschichtet und bei 4°C gelagert. Am
nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und wet&terilbank fur die Kultivierung der priméren
Hepatozyten getrocknet.

Far die Isolierung der primaren Hepatozyten wurdmittelbar nach der Kohlendioxid (GRT6tung
den Méausen der Bauchraum freigelegt und mit eirerikedie untere HohlvenéJ/gna cava inferior
punktiert, welche durch ein Pumpensystem mit deriuBienslosungen verbunden war. Als erstes
wurde die Leber mit 20 ml EGTA-Puffer gespult, wotherch Offnung der Leberpfortader der Ablauf
des Blutes und der Perfusionslésung gewahrleistatden konnte. Bei diesem Schritt trat eine
Entfarbung der Leber von dunkelrot zu hellbraunuad das in der Losung enthaltene EGTA sorgte fur
die Komplexbildung der Céalonen und Auflosung der Desmosomen. AnschlieRemolgée der
Durchfluss von 50 ml der zweiten Perfusionslosunglche die Kollagenase enthielt und fir die
Auflésung der extrazellularen Matrix und fir dieelsetzung der Hepatozyten aus dem Leberparenchym
verantwortlich war. Die Leber wurde ohne Gallenelastnommen und in das Kulturmedium Gberfuhrt.
Unter der Sterilbank wurden die Hepatozyten awenihZellverband herausgeldst und im Kulturmedium
durch einen Nylonfilter (70 um Porengro3e) filttiekm Anschluss wurden die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert, resuspendiert (1x10 mimd 2x5 min bei 43 rpm und 4°C) und in 20 ml
Medium (DMEM mit 4,5 g/L Glucose) aufgenommen. Biespendierten Zellen wurden abschlieend
gezahlt und bei einer Lebendzellanzahl von > 70 &Well-Platten bei einer Dichte von 2*Xellen

pro ml ausgesat und im Brutschrabki 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % @@tmosphére

inkubiert.

3.7.3.2 Kultivierung und Behandlung

Das Medium der ausgeséaten primaren Hepatozytenewamrdisolierungstag nach 4 h erneuert und am
nachsten Tag durch ein 1 %-iges BSA-haltiges, F€ed Medium ersetzt (DMEM mit 1,5 g/L
Glucose). Nach 24 h FCS-Fasten wurden die Zelleragehen und mit 3,52110 nM, 100 nM, 1 uM,

10 uM) oder 100 nM Jfir 24 h exponiert. Als Kontrolle diente das Kuiedium mit 0,5 % DMSO
(Tab. 10). Zur Untersuchung des TH-Metabolismus deuPTU als Diol-Inhibitor mit einer
Konzentration von 1 pM und 10 uM initial ausgetedis zeigte sich kein Unterschied zwischen den
beiden PTU-Konzentrationen hinsichtlich der Metékohzentration. Aus diesem Grund wurden in
weiteren Analysen die Zellen 1 h vor Exposition @iestsubstanzen mit 1 uM PTU pra-inkubiert und
die Zellen im Anschluss fur 24 h mit PTU und/odend estsubtanzen exponiert. Als Kontrolle dienten
Zellen, welche ohne PTU bzw. ohne TestsubstanzédemDMSO-haltigenMedium 24 h inkubiert

wurden.
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Tab. 10: Ubersichtsprotokoll fiir die Kultivierung und Behandlung von priméren Hepatozyten

Tag 0 Kollagenbeschichtung Zellkulturplatten

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Isolierung primare Hepatozyten FCS Depletion Exposition
Aussaat in Zellkulturplatten

Mediumwechsel nach 4 h

Medium: DMEM DMEM DMEM

1 % Glutamin (GIn) 1% GIn 1% GIn

4,5 g/L D-Glucose (D-Glc) 1,5 g/L D-Glc 1,5 g/L D-Glc

10 % Fetales Kalberserum (FCS) 0% FCS 0% FCS

1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) 1% P/S 1% P/S

100 nM Natriumselenit (N&eQ) 100 nM NaSeQ 100 nM NaSeQ
1% BSA 0,5 % DMSO

24h
+PTU/35T,/T, —» STOP

3.7.3.3 Bestimmung der Zellviabilitat mittels MTT-Test

Mittels der MTT-Methode kann die Proliferation ubebensfahigkeit von Zellen nach Inkubation der
Testsubstanzen ermittelt werdeBei dem Test wird der gelbe, wasserlosliche Fafbs3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) von  Dehydrogenasen  oder
Oxidoreduktasen in  Anwesenheit  von Nicotinamidadenindinukleotid (NADH)  und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) zulaoletten Formazankristallen reduziert und
ist somit abhéngig von der Stoffwechselrate undMieDPH-Produktion der Zelle (Berridge 1993).
Nach Lyse der Zelle werden die gebildeten wassésliohen Kristalle freigesetzt und kdénnen
photometrisch erfasst werden.

Die primaren Hepatozyten wurden laut Protokdkl. 10 mit den Testsubstanzen behandelt und 200
pl MTT-Losung (5 mg/ml MTT in PBS) ins konditionter Medium gegeben und bei 37°C 1 %2 h
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfelie Zellen mit 100 pl Lysispuffer (1165 pl 37%-
ige Salzsaurelésung in 50 ml Isopropanol) versetzt 5 min unter Schitteln inkubiert. Daraufhin
wurden 100 ul des Zellhomogenates auf eine 96et-Miktotiterplatte Ubertragen und die Absorption
des umgesetzten Farbstoffs per Spektrometer ber &Wellenlange von 595 nm vermessen. Die
Auswertungerfolgte durch die Subtraktion des Leerwertes vem esswerten und den Vergleich der

Messwerte gegeniber der unbehandelten Kontro#e imach folgender Gleichung:

Vitalitat [%] = (Messwert Probe — Blindwert) * 100
(Messwert Kontrolle~ Blindwert)
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3.7.4 Kardiomyozytéare Zelllinie H9c2

3.7.4.1 Kultivierung, Differenzierung und Behandlung

Die H9c2-Kardiomyoblasten wurden urspringlich aodbeonalem Gewebe des Ventrikelmyokards
von BD1X-Ratten isoliert und weisen typische Chegdktika der Herzmuskelzellen auf. Beispielweise
kénnen sie zu multinuklearen Myotuben fusionier€imgs and Brandt 1976, Hescheler et al. 1991).
Die Zelllinie wurde freundlicherweise vom Labor upnof. M. Gotthardt (Max Delbriick Center for
Molecular Medicine) zur Verfigung gestellt und Klyostock gelagert.

Nach Auftauen der Kryokultur wurden die adharentheenden undifferenzierten Myoblasten in T75-
Flaschen in DMEM (4,5 g/L Glc, 10 % FCS) bei 3796 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COAtmosphare
gehalten. Fir die einzelnen Experimente wurdereddlis maximal zur 18. Zellpassage verwendet.
Vor dem Start der Experimente wurden die ZellenPBS gewaschen, trypsiniert, gezahlt und in 6-
Well-Zellkulturplatten mit 1*18 Zellen pro ml Proliferationsmedium ausgesat (Tag BYi einer
Konfluenz von 80 % (Tag 1) wurde das Medium durab Differenzierungsmedium (1 % FCS, 1,5 g/L
Glucose) ausgetauscht und alle zwei bis drei Tégeur vollstandigen Differenzierung erneuert. Die
differenzierten H9c2-Zellen wurden am Tag 8 mit-8;5100 nM, 1 pM) oder 100 nM3zTtlr 24 h
exponiert. Als Kontrolle diente das Kulturmediunt @5 % DMSO (Tab. 11).

Tab. 11: Ubersichtsprotokoll fiir die Kultivierung, Differenzierung und Behandlung von H9c2-Zellen

Tag O Tag 1 Tag 8 Tag 9
Undifferenzierte H9c2 bei 80 % Konfluenz Differenzierte H9c2
Aussaat in Zellkulturplatten Mediumwechsel Exposition
Medium: DMEM DMEM DMEM
1 % Glutamin (GIn) 1% GIn 1% GIn
4,5 g/L D-Glucose (D-Glc) 1,5 g/L D-Glc 1,5 g/L D-Glc
10 % Fetales Kalberserum (FCS) 1% FCS 1% FCS
100 nM NaSeQ 100 nM NaSeQ
0,5 % DMSO
24h
+3,5-T,/ T, —>» STOP

3.8 Molekularbiologische Methoden

3.8.1 Organentnahme und Gewebepréparation

Die Organentnahme und Gewebepréparation erfoldges uritung von Dr. Wenke Jonas &1fE. Den
Versuchstieren wurde 6 h vor Tétung der Futterzggamwehrt. Nach Einleitung der Narkose mittels
Isofluran erfolgte didlutentnahme durch Punktion déena cavaNach Totung mittels Genickbruch
wurden den Tieren die einzelnen Organe entnommiase dunmittelbar in flissigem Stickstoff

schockgefroremind anschlieRend bis zur weiteren Analyse bei -8ffi@gert.
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Das Herzgewebe aus dem 28-tdgigen Versuch wurdeEr@aahme initial mit Formalin fixiert, durch
eine Alkoholreihe entwassert und in Paraffinblockérgebettet (siehe Histologische Untersuchungen,
Abschnitt 3.13).

3.8.2 Probenaufbereitung und Isolierung von RNA aus nmamnGewebe und
Zellkulturhomogenat

Zur Bestimmung der Genexpression mitiglsntitativer real-time PCR (qPCR) im Gewebe atshau
im Zellhomogenat wurde RNA extrahiert. Die TabdlRzeigt die angewendeten Reagenaiche

nach Angaben des Herstellers fur die untersuchemeBe und Zellen verwendet wurden.

Tab. 12: Ubersicht der angewendeten RNA Isolierundits

Gewebe/ Zellhomogenat Reagenzien

Leber TRIzol reagent (Invitrogen, Karlsruhe)
Hypophyse Aurum™Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Minchg
Herz peqGold Trifast (Peglab, Erlangen)
PrimareHepatozyten und H9c2-Zelllinie Aurum™Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Minchen)

Das auf Trockeneis gelagerte Gewebe wurde mitisu€Lyser und Zugabe des Extraktions-Reagenz
mechanisch zerkleinert undomogenisiert. DurchZzugabe von Chloroform mit anschliel3ender
Zentrifugation erfolgte die Trennung @ine Phenolchloroform-Phaseine Interphase und eine obere
wassrige Phase, welche die RNA enthalt. Zur Pritipn der RNA wurde die obere wassrige Phase
mit eiskaltem Isopropanol versetzt. Nach Inkubatiod Zentrifugation wurde die prézipitierte RNA
mit 75 %-igem Ethanol (in DEPC-H) gewaschen, anschlielend durch vortexen gemisatit
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, da$ePkiftgetrocknet und abschlieRend3d pIRNase-
freiem Wasser gelost. Anschlie3end erfolgte eineagdNBehandlung nach Angaben des Herstellers
(RQ1 RNase-Free DNase) um potentielle kontaminggayenomische DNA zu entfernen.

Aufgrund einer geringeren komplexen Struktur imgfeich zum oben beschriebenen Gewebe konnte
die RNA von Zellen bzw. Hypophysen mit einer Saaldgereinigt werden. Die RNA-Isolierung
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Dafgiden die Hypophysen sowie die in 6-Well-
Zellkulturplatten kultivierten Zellen mit Guanidiutaothiocyanat und 2-Mercaptoethanol lysiert und
mit dem Ultra Turrax homogenisiefflach Zugabe von Ethanol zum Lysat zur Herstelloptmaler
Bedingungen erfolgte die Bindung der RNA an didc&gel-Membran in der Saule. Nachfolgend
wurden Kontaminationen durch mehrere Waschschuiitk die genomische DNA durch RNase-freie
DNase entfernt. AbschlieRend erfolgte die Elutie@r & NA von der Membran mit RNase-freiem

Wasser.

3.8.3 Bestimmung der RNA-Konzentration und RNA-Integritat

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten R&folgte mittels UV-Spektrophotometer bei einer

Wellenlange von 260 nm. Aus der Extinktion der Liggionnte die Nukleinsaure-Konzentration durch
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folgende Gleichung berechnet werden, wobei 40 riggRNA einer Absorptionseinheit (OD) von A260

entspricht.

¢ [ngiul] = OD260nm x Verdiinnungsfaktor x .

Die Qualitat der RNA wurde durch das Verhaltnis@8geso zur ODpgo kontrolliert, wobei ein Verhaltnis
von 2,0 fur eine reine RNA-Isolierung steht.

Zur Kontrolle der Unversehrtheit der RNA erfolgtesatzlich die Auftrennung der RNA-Proben mittels
Agarose-Gelelektrophorese unter denaturierendeningedgen (Tab. 13). Dabei wurde ein
Formaldehyd enthaltendes Agarosegaivendet. Die Elektrophorese der denaturiertenmindRNA-
Ladepuffer versetzten Proben erfolgte bei 60 V int M x MOPS-Puffer geflllten
Elektrophoresekammern. Unter UV-Licht wurden die/RBlanden dargestellt und die RNA wurde als

intakt bewertet, wenn die 18S- und die 28S-riboderdatereinheit klar erkennbar waren.

Tab. 13: Zusammensetzung RNA-Agarosegel

Puffer/Zutat Zusammensetzung bzw. Herstellung

1 % RNA- 1 g Agarose in 90 ml di®D, 2,5ul Ethidiumbromid, 6,5 ml 20x MOPS, 10,5 ml 37 %
AgaroseGel Formaldehyd

RNA- Spatelspitze Bromphenolblau, 72037 % Formaldehyd, 3,084 ml Formamid, dG00
Ladepuffer mM EDTA pH 8,0, 4 ml 10x MOPS mit DERB,0O auf 10 ml auffillen

20 x MOPS bei pH 7,0, 83,72 g MOPS, 8,2 g NaOAc, 3,4 g Na@®ml 0,5 M EDTA in 1 L dHO
Puffer

3.8.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus der RNA erfolgte mittels d8eript cDNA Synthese Kit nach Angaben des
Herstellers. Folgender Mastermix wurde angesetabeiv500 ng der gemessenen RNA eingesetzt und
der Reaktionsmix auf 20 ul mit Wasser aufgefiillraeu(Tab. 14). Die reverse Transkription erfolgte
mittels Thermocycler bei folgendem Programm 5 nén25°C, 30 min bei 42°C, 5 min bei 85°C und
Abklhlung bis 4°C. Die cDNA wurde direkt im Anschfuverdinnt (1:3) und bis zur weiteren PCR-
Analyse bei -20°C gelagert.

Tab. 14: Reaktionsansatz der cDNA-Synthese

Komponente Volumen pro Reaktion
5 x iScript Reaktionsmix 4 ul

iScript Reverse Transkriptase 1l
Wasser, nukleasefrei (Depc) X ul

RNA Template 500 ng X ul

Totales Volumen pro Ansatz 20 pl
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3.8.5 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer rea-f?CR

Die Quantifizierung transkribierter Gene erfolgtetels quantitativer real-time PCR (QPCR). Bei dies
speziellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wirdMenge des entstandenen Produkts in Form von
Fluoreszenzsignalen in Echtzeit gemessen. Als E&zenzfarbstoff diente SYBR Green, der an
doppelstrangiger DNA gebunden starker fluoresaksrtn freier Form. Dementsprechend verhélt sich
die Intensitat deFluoreszenz wéahrend der exponentiellen Phase dergP@portional zur Menge des
entstehenden PCR-Produkts (Livak and Schmittged)2@irdie Bestimmung der Expressionsstéarke
nutzt man die Zykluszahl, zu der sich ddsoreszenzsignal gerade vom Hintergrund abhelmh de
sogenannten&Wert (Threshold Cycle) (Abb. 6).
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2.000

Schwellenwert

v

1.000

0 20 40
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Abb. 6: Schematische Darstellung Amplifikations-Bld
Messung des Zeitpunktes bei dem sich das Fluoreszgral ARn) vom Hintergrund abhebt = Treshold Cycle
(Cr) nach (Schmittgen and Livak 2008).

Mittels der gPCR kann dementsprechend eine abs@uentifizierung stattfinden (Pfaffl 2001).
Dartber hinaus und in folgender Arbeit angewendeinkdie RNA-Templatemenge auch relativ
qguantifiziert werden. Dabei wird ein nicht regules Gen (Housekeeping-Gen HKG), in diesem Fall
Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferas#PRT), als Referenz genutzt, auf das Zielgen bezogeh un
bietet somit die Mdéglichkeit zur Normierung der Exgsionsergebnisse.

Pro PCR-Ansatzvurde 5 pl cDNA (12,5 ng) jedétrobe mit20 pldes folgenden Mastermixes (Tab.
15) nach Angaben des Herstellers versetzt unchim @-Well-Platte pipettiert und abzentrifugiert.

Tab. 15: Mastermix fir PCR-Ansatz

Komponente Volumen pro Reaktion
SYBR-Green 12,5 pl
Wasser 7 ul

Primer 1 (100 nM) 0,25 pl

Primer 2 (100 nM) 0,25 pl
Totales Volumen pro Ansatz 20 pl
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Anschlie3end wurde folgendes Amplifizierungsprogmaimm Thermocycledurchgefihrt (Tab. 16).

Tab. 16: Ubersicht Amplifizierungsprogramm

Vorgang Temperatur und Dauer

Initiale Denaturierung 95°C, 15 min

Amplifizierung 95°C, 30 sekDenaturierung)
X°C; 40 sek (X Annealingtemperatur siehab. 17) } 39 Zyklen
72°C, 25 sek und 3 min (Elongation)

Schmelzkurve 95°C 1 min, 54°C 1 min

Abkihlung bis 4°C

Die abschlieBende Schmelzkurvenanalyse dient deersiheidung zwischen entstandenen PCR-
Produkten und Primerdimeren anhand der Fragmemtlénd gibt daher Auskunft Gber die Spezifitat
der PCR-Reaktion. Die PCR-Produkte wurden stichgmaltig zur Qualitatskontrolle und Bestatigung
der ProduktgrofRe in @ auf ein 2 %-iges DNA-Agarose-Gel (2 g Agarose9é ml SB-Puffer
(Natriumborat) und 2,kl Ethidiumbromid) aufgetragen.

Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte midelsAACT - Methode, bei der die Expression des
Zielgens mit der eines Referenzgens (HKG) vergtlichérd und dementsprechend Variationen der
RNA-Ausgangsmenge ausgeglichen werden kdnnen. kadg&leichung diente zur Kalkulation der

Zielgenexpression (Livak and Schmittgen 2001).

ACT = CT (Zielgen) — CT (HKG)
AACT =A CT-Wert (Behandlung) ACT-Wert (Kontrolle)

Relative Genexpression: : AACT

3.8.6 Primerdesign

Die mRNA-Sequenzdaten der zu untersuchenden Gerdewiiber die Datenbanken Nucleotide des
National Center for Biotechnology Information (NGBUnd BLAT search detJCSC Genome
Informatics Group (UCSC) ermittelt. Mit dem OnliRgegramm Primer3web wurden die geeigneten
Primer entworfen und die Sequenzen so gewahlt, slaskitron-tberspannend waren (Tab. 17). Mit
den Programmen Primer-BLAST und ePCR.Reverse SiCIBl) wurde abschlieRend die Ko-
Amplifikation unerwiinschter Fragmente und genongsddNA kontrolliert und das Primerpaar gegen

das gesamte Organismusgenom gepruft.
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Tab. 17: Ubersicht der Primersequenzen zur Amplifilation der Gene

Spezies Gen- |50 Sequenz (53" Produkt- Annealing- |, isone ip
name lange [bp] |temperatur

forward reverse
CATGGAGAAGATC | CATCGCCAGAATC

Maus Actcl TGGCACC CAGAACA 230 58 NM_009608.4
CATGGAGAAGATC | GGGACGTTATGAG

Ratte Actcl TGGCACC TCACACC 249 58 NM_009608.4
CTGACCCACGAGC | CAGACTGCAATGC

Ratte Atp2a2 | TGTTAAT AAATGAG 232 58 NM_009722.3
ACCTGCTTGTGCGG GCGCTTCGATAGC

Maus Atp2a2 | ATTCTT GTTCTCT 180 62 NM_007504.2
CAACAGTCGCTTC |ATTGGGGTGGAGG

Maus Collal |ACCTACA GAGTTTA 207 58 NM_007742.4
CTACATCACCCCA |TTGGATGGTGTCT

Maus Cptla ACCCATA GTCTCCT 190 58 NM_013495.2
CCCAGACCCAACT |GCGATTTTAGGTG

Maus Ctof ATGATGC TCCGGAT 222 58 NM_010217.2
GATCCGTCTACGC | CTTGGCCAGCACT

Maus Cyp7al |ATGTTTC CTGTAAT 206 58 NM_007824.2
CCAGTACTTCTGGT | GAGGCAAAGTCAT

Maus Diol TTGTCCTG CTACGAGTC 231 58 NM_007860.3
CTCCAACTGCCTCT | GACGTGCACCACA

Maus Dio2 TCCTGG CTGGAAT 211 58 NM_010050.2
ACTGTGGGCATCA | CGGGACAGACAG

Maus G6pc ATCTCCTC ACGTTCAGC 344 58 NM_008061.3
GCCACTTGAAGGC | GAAAGTTGGGTGT

Maus Gpdl CAATAC CTGCATC 240 58 NM_010271.2
ATGAAGTGCGGAA | TTCCCACCTGCTA

Maus Gpd2 CTACCTG TTGTGAT 178 58 NM_001145820.1
TGCGCTCATCTTAG| GGCCAGACTTTGT

Maus | Hprt | GCTTTGT TGGATTTG 144 62 NM_013556.2
TTATGGACAGGAC |CAGCAGGTCAGCA

Ratte Hprt TGAAAGACTTG AAGAACTTATA 113 58 NM_013556.2
CTAATTACGTCACG | AGGAGGAGAGAT

Maus Hsd17b7 | GGCCAA CGTCATGG 246 58 NM_010476.3
GGATACCCTTGGA | TCCGGATTCAGGG

Maus Idil AGAGGTTGA TTACATTCT 142 58 NM_145360.2
AGGAGACAGCTGA |CTTTCTCCTGCCA

Maus Kcnel ACAGGGC GGCATCT 219 62 NM_008424.3
GTCTTCCAAATATG | ATAACAACCAAGT

Maus Mel GCATGAAT GAGCAATCC 249 58 NM_008615.2
TATAAAGGGGCTG | AGGCGTTCCTTCT

Maus Myh6 GAGCACT CTGACTT 208 58 NM_010856.4
GCCCTTTGACCTCA| ATGTCCTCGATCT

Maus Myh7 AGAAAG TGTCGAA 183 58 NM_080728.2
GGAGCTCACCTAC |CTCAGGGCTTCAC

Ratte Myh7 CAGACAGA AGGCATCC 308 58 NM_080728.2
TGAAAAGCAAACT | GGGCTTAGGATCT

Maus | Nppa GAGGGCT TTTGCGA 191 58 NM_008725.3
GACCAAGGCCTCA | AAAGAGACCCAG

Maus Nppb CAAAAGA GCAGAGTC 234 58 NM_008726.5
CCGTGTTGCCTCTG| GGTTAGGGACCGG

Maus Nrli3 CTCACA AAGAGC 101 62 NM_009803.5
CGCCACAGGAGGT | CGACCTGTGGAAT

Maus Nrfl TAATTCAGA ACTTGAGC 127 58 NM_010938.4
GTGCTGGAGTGGA | CTGGCTGATTCTC

Maus Pckl TGTTCGG TGTTTCAGG 258 58 NM_011044.2
CAGAAAACTGCCC | GCGAGTGAGGTAT 212

Maus Pin AGCTAAG TGCACTT 58 NM_023129.5
AACAGTCTGCATT |CGAGCGAGTAAG

Ratte Pin GTGACGA GTATTGGA 171 58 NM_023129.5
ATCAAGGTCCCCA |TTCTCGTGCTCTTT

Maus Ppargclal GGCAGTA GCGGTA 207 62 NM_008904.2
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Spezies Gen- |50 Sequenz (53" Produkt- Annealing- |, isone ip
name lange [bp] |temperatur

forward reverse
GCTGGGCAGGAAC | GAAGGCATGGAA

Maus Scdl TAGTGAG GGTTCAAA 190 58 NM_009127.4
TGGACAGCAGCTG | ACGGAAAGGATTT

Maus Serpina7 | AAACCAT GCCCACT 238 62 NM_177920.5
TTGGAGTTAGAGT | TTAGAAGCCATCG

Maus Slc22a7 | GGCTGGA TGCAGAC 205 62 NM_144856.2
CCCTCTGGTGTTGA| TACATCCTCTTCA

Maus Sqle TTCGAC AGCCCCA 229 58 NM_009270.3
GCCCCACGGATCA | CCAAGAAGCTTTC

Maus Sultlal | TTAAGAC CCAGGTG 178 62 NM_133670.1
TTCCACTTCCACCG| TAGTAGAGCGAGG

Maus Sultbal | AATAGC TTCCTGG 193 62 NM_020564.3
TCCAAGCCTCATTT | CCAAAAAGACCTC

Maus Tfam ACAAGC GTTCAGC 106 58 NM_009360.4
CGGCAGCTGTACA |GTGTTGGTTGTAG

Maus Tgfbl TTGACTT AGGGCAA 153 58 NM_011577.2
AAACGCAAGCTGA | CCGGCATGGAGAC

Maus Thra TTGAGCA AATAGGT 217 62 NM_178060.4
GGACTCTGACTTG |GCTTTGTCCCCAC

Maus Thrb GACATGG ACACTAC 165 58 NM_009380.3
CAGTCATGGATCG | TCTTGAGCATGGT

Maus Thrsp GTACTCC GAAGTAGG 150 58 NM_009381.2
ATGCTGCTATGGA |CCTTCAACCACAC

Maus Trhde GAACTGG ATCTTCC 180 58 NM_146241.2
GCCACTGTGCTTTA| CCATAAAAGGGCA

Maus Trhr TGGATT AACAGAA 219 58 NM_013696.2
GGGTATTGTATGA |ATTTCCACCGTTC

Maus Tshb CACGGGATA TGTAGATGA 107 58 NM_009432.2
CTTCGCTTCACTGC | GCCCATTGTCTCA

Maus Ugt2b37 | AGGTTA GCTAAGG 240 62 NM_053215.3

Die Primerpaare (Invitrogen) wurden nur dann fig BCR-Analysen verwendet, wenn sie im DNA-
Agarose-Gel eine einzelne, saubere Bande mit dertxten GroRe aufwiesen und in der RNA- und

H-O-Kontrolle keine Nebenprodukte vorzufinden waren.

3.8.7 Transkriptomanalyse

Die Analyse der murinen hepatischen TranskriptomeruSD und HFD nach 3,5-Behandlung
erfolgte mittels Affymetrix-Microarray-Technologie der Abteilung fur Funktionelle Genomforschung
der Universitatsmedizin Greifswald durch Dr. Gedtgmuth und Janine Golchert. Validierung der
globalen Genexpressionsdaten, Dateninterpretatioth Hypothesengenerierung wurden von mir
selbststandig durchgefuhrt.

Die Isolierung der hepatischen Gesamt-RNA erfolgtéer Verwendung des TRIzol® Reagenz in
Anlehnung an das Protokoll von Chomczynski und Bia@homczynski and Sacchi 1987).

Eine detaillierte Beschreibung von RNA-Extraktiomdu Microarray-Analyse befindet sich im
Supplement-Teil 1 in (Lietzow et al. 2016). Entgrend den Anweisungen des Herstellers wurde die
gereinigte RNA unter Nutzung voAmbion® WT Expression Kiind GeneChip® WT Terminal
Labeling Kitin cDNA umgeschrieben, Biotin-markiert und mit d&aneChip® Mouse Gene 1.0 ST
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Array hybridisiert. AnschlieRend folgte der Waschvorgang

Lebergewebe
l und die Farbung der Arrays mit Streptavidin-gekdigme
RNA Extraktion Phycoerythrin unter Nutzung der Fluidics Station045
l (Affymetrix Inc.). Das Laser-induzierte Fluoresze®ignal
RNA Reinigung konnte anschlieRend mit dem Gene@higcanner 3000
l (Affymetrix Inc.) detektiert und das Scan-Bild meid der
Transkriptom-Analyse GeneChip® Command Console® Softwgk&CC) als CEL-
Mouse Gene 1.0 ST Array Datei gespeichert werden (Abb. 7).
l Die Qualitatskontrolle der Hybridisierung erfolgtiirch
cDNA Reaktion visuelle Inspektion der Scan-Bilder unter Nutzungr d
A AGCC-Software sowie durch Uberprifung der exogen
Fragmentation zugefugten Markierungs- und Hybridisierungs-Kor&ol
l //%\féf/ mit Hilfe der Affymetrix® Expression Console™ Software
Hybridisierung Nach erfolgreicher  Qualitatskontrolle  wurde  die
l X Datenauswertung mittels kommerziellePipelines der
Waschvorgang k¢ 3 Rosetta Resolver® Software durchgefiihrt. Die Aaten
N{b}y
l wurden dafir perRobust Multi-array Average(RMA)
SCI” normalisiert, die verschiedenen Bedingungen umearaler
'Vmiﬁtj’ verglichen und statistisch nach folgenden Kriterien
Analyse

ausgewertet: One-way ANOVA mit stufenweiser Koroekt
Abb. 7: Schematische Darstellung de

Transkriptomanalyse des Signifikanzniveaus nach Benjamini und Hochl§Eadse

Discovery Rate) (p< 0,05) und Signal-Korrektur-Statistik
(Affymetrix Ratio Builder Toolsfp < 0,05).Nur Gene mit einem p-Wet0,05 und einem Fold Change
> 1,5 bzw<-1,5 wurden als signifikant differentiell exprimidewertet und in die weitere Auswertung
einbezogen. Dabei diente diggenuity Pathway Analys{$PA) Software der Identifizierung potentiell

involvierter Signalwege, welche literaturbasiereaghfolgend analysiert wurden.

3.9 Biochemische Methoden

3.9.1 Isolierung von Protein aus Gewebe — und Zellexémakt

Fir die Proteinextraktion wurde das Gewebe auir&esnem 2 ml-Reaktionsgefald mit einer Stahlkugel
unter Verwendung des Tissue Lyser pulverisiert. chiis3end wurde eine Spatelspitze des
Gewebepulvers in 400 pl Homogenisationspuffer + M mMTT aufgenommen und mittels
Ultraschallstab homogenisiert. Fir die Proteindidekvon Serca2 (Ca&ATPase) mittels Western Blot
wurde anstelle des Homogenisationspuffers RIPAdPufiRadio immunoprecipitation assay buffer
verwendet. Nach Zentrifugation (4°C, 15 min, 13.@D@urde die zytosolische Fraktion abgenommen,

das Pellet in 200 pl Puffer + 1 mM DTT aufgenommed mittels Ultraschall gelést.
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Fur die Proteingewinnung aus Zellen in 6-Well-Zelturplatten wurden diese mit eiskaltem PBS
gewaschen und in 300 pl HomogenisationspufferlnmM Dithiothreitol (DTT,Sigma Aldrich) mit

Hilfe eines Gummischabers aufgenommen und in é&nni;Reaktionsgefal® tUberfihrt. Der weitere
Ablauf erfolgte analog zur Proteinisolierung im Geb&, wobei keine Auftrennung in Proteinfraktionen

erfolgte.

3.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BradfAssay

Die Proteinbestimmung in den Gewebe- und Zell-Lsrsatrfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford 1976). Dieses Verfahren beruht auf deiéfsung von Proteinen durch den sauren Farbstoff
Coomassie-Brilliant-Blau G-250, dessen Absorpticaremum bei 470 nm liegt und sich in Gegenwart
von Proteinen zu einer Wellenlange von 595 nm Veéest. Die Anderung der Extinktion resultiert aus
der Komplexbildung zwischen dem anionischen Fafbstmd den Kkationischen, nichtpolaren
Seitenketten der Proteine und kann photometrisotegsen werden.

Gemal Herstellerangaberfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentratioden Gewebe- und Zell-
Lysaten unter Anwendung des Bradford-Protein A$3aggenz der Firma Bio-Rad Laboratoridazu
wurden in Dreifachbestimmung 5 pl der Proteinprmbeiner 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt, mit
H>O auf 200 pl aufgefillt und 50 ul Bradford-Reaghimzugegeben. Nach anschlieRender Inkubation
im Plattenschuttler wurde die Absorption bei 595 gemessen und die Konzentration mit der
mitgefiihrten Standardreihe eines definierten Stalsdg1,38 pg/upl, Bio-Rad) bestimmt. Die
Kalibrierung und Berechnung erfolgte Uber die Sémdderade und Erstellung einer linearen
Regressionsgleichung, wobei nur ein Bestimmtheiswan R > 0,99 in die Analyse einbezogen

wurde.

3.9.3 Western Blot Analyse

Die Western-Blot-Methode dient zur Immundetektioronv Proteinen. Mittels SDS-PAGE
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektroph@e#erden die Proteingemische aufgetrennt und
unter Einfluss eines elektrischen Feldes auf eit@dellulosemembran transferiert und immobilisiert
(Towbin et al. 1979). AnschlieRend wird das SDSgausschen und es folgt die immunchemische
Detektion mittels spezifischer Antikorper.

Das Gewebehomogenat (Pelletfraktion) wurde auf e@weheitliche Proteinmenge (je nach
Verfugbarkeit 50 bis 100 pg) eingestellt und mik 8DS-Probenpuffer und dem Reduktionsagenz 3-
Mercaptoethanol versetzt und bei 95°C 5 min deratubDie Auftrennung erfolgte unter Anlegung
eines elektrischen Feldes in einem SDS-Gel beir édmannung abhangig vom jeweiligen Geltyp
(Sammelgel 80V, Trenngel 120VT4b. 1§. Als Proteinmarker diente der PageRuler von Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA).

Das Detergenz SDS bindet in der Elektrophoresekardiméroteine tber deren hydrophobe Reste und

die Polypeptide werden unter den stark reduziemeBdelingungen entfaltet und mit einer nach aufen
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negativen Ladung tiberzogddas Polyacrylamidgel besteht aus einem obereitpavigen Sammelgel
und einem engporigenTrenngel. Bei ersterem werden die negativ geladenen Polygepti
aufkonzentriert und im unteren Gelteil werden diet€ine nach der Molekuilgrof3e aufgetrennt. In einer
Blottingapparatur erfolgte anschlieBend der Transhaittels semi-dry-Verfahren aufeiner
Nitrocellulose-Membran bei 25 V und 25 min. DurchsdAnfarben der Membran mit Ponceau-Rot
wurde Uberprift, oldie aufgetrennten Proteine des SDS-Gels effektivdae Nitrocellulosemembran
transferiert worden sindNach Abséattigung freier Bindungsstellen mit Milclhpar (5 % in Tris-
gepufferte Kochsalzlésung) wurde die Membran mihd&otein-spezifischen primaren Antikorper in
geeigneter Verdiinnung mit 5 % Milchpulverldsungriidacht bei 4°C inkubiert. Um nicht-gebundene
priméare Antikorper zu entfernen, wurde am Folget@gMembran mit Puffer (TBS-T) gewaschen und
anschlieRend mit dem sekundaren Antikorper flvérketzt. Der polyklonale Zweitantikérper ist gegen
den im Immunkomplex gebundenen Erstantikbrper gegtcund mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase (HRP, horse radish peroxidase) kovatanugiert. Um Uberschiissige Antikbrper-Enzym-
Komplexe zu entfernen wurde die Membran mehrmaRuffier gewaschen und anschlieRend mit dem
Detektionsreagenz ECL (enhanced chemiluminescencgsters) inkubiert. Bei  der
Chemilumineszenzreaktion (ECL) katalysiert die Retase die Oxidation von Luminol. Die dabei
auftretende Lichtemission wurde mittels der Expositeines Fotofilms (Kodak) visualisiert. Die
Expositionszeit war dabei abhéngig von den Prolmeihdem Antikdrper.

Die Lichtintensitat ist proportional zur detektemt Proteinmenge und zeigte sich anhand der
Farbungsintensitat der spezifischen ProteinbaridierProteinmenge messbar an den Grau-Intensitaten
der Banden wurde mit der Software ImageJ densitasnbt ausgewertet, in einen Zahlenwert

transformiert und mit dem Referenzprotein ([3-Aktioymalisiert.

Tab. 18: Zusammensetzung SDS-Gel

Sammelgel 10 OAla Sammelgel 15 0/?: Trenngel 5 %1'2
H20 2,5mL - 2mL
Trenngelpuffer 2,5mL 2,5mL -
Sammelgelpuffer - - 1mL
20 % Gellésung 5mL 7,5 mL 1mL
APS 10 % 100 pl 100 pl 40 pl
Temed! 10 ul 10 ul 4 ul

1 2 3
Antikérper Car, Serca2, B-Actimintikorper PIn, Cyt C Ammonium Persulfate, Thermo Fisher Scientific Inc.
4
Waltham, MA, USA Tetramethylethylenediamine, Sigma Aldrich, Steinhe
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Tab. 19: Verwendete Primar- und Sekundarantikbrperder Western-Blot-Analyse

Primérantikorper Hersteller Kat.Nr. Verdinnung  Klon itat

CAR 1/2 SantaCruz M-127 1:200 polyklonal
Biotechnology

SERCA2 ATPase Abcam 2A7-Al 1:2500 monoklonal

Phospholamban Thermo Fisher Scientific ~ MA3-922 @:50 monoklonal

Cytochrom C Abcam 33484 1:2000 polyklonal

[3-Aktin Rockland 600-401- 1:3000 polyklonal

886

Sekundarantikdrper Hersteller Kat.Nr. Verdinnung Kl onitat

HRP-conjugated anti-rabbit IgG  Dako P0448 1:2000 lylponal

HRP-conjugated SantaCruz SC-2005 1:2000 polyklonal

anti-mouse IgG

Biotechnology

Tab. 20: Puffer und Lésungen fir SDS-PAGE und Westa Blot

Puffer/Lésung Zusammensetzung

4 x SDS 2 ml1 M Tris-HCI pH 6,8, 4 ml 100 % (w/v) Glycerdl,6 g (w/v) SDS, 2 mL (w/v)
Probenpuffer 100 %p-Mercaptoethanol, 100 pl 2 % (w/v) Bromphenolbldul@ ml

RIPA-Puffer 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl% (v/v) NP-40, 0,1 % (v/v) SDS, 0,5 %

20 % Gellésung

Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer

10 x SDS Laufpuffer
10 x Transferpuffer
10 x TBS-T

20 x PBS

Ponceau S-Losung

Blockierungslésung

(v/v) Na-Deoxycholat
162,3 mL 30 % Acrylamid, 65 mL B¥acrylamid, 22,7 mL dkD

2 mL 20 % SDS, 50 mL 1 M Tris-HGJ5 M) in 100 ml dHO, pH 6,8
45,42 g Tris Base (1,5 M), 5 ml 26®%S (0,4 %) in 150 mL di®, pH 8,8
288g 1,92 M Glycin, 60,6 g 0N ris, 20 g 1 % (w/v) SDSin 2 L di@

30 g Tris, 142 g Glycin, giHad 1 L
25 mM Tris; 125 mM NacCl; 0,3 % Tween 204 8,0)
160 g NaCl, 4 g KClI, 28,8 gJRi#°Os x 2 HO, 4 g KHPOy, dHO ad 1 L, pH 7,5

0,1 % Ponceau S, 3 % Trichigssage, 3 % Sulfosalicylsdure

5 % (w/v) Magermilchpulver ix TBS-T
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3.10Bestimmung der Diol-Aktivitat

Die Aktivitat der Diol lie sich mit zwei verschigmen im Labor fur experimentelle Endokrinologie

etablierten Assays bestimmen. Im Lebergewebe koeintaicht-radioaktiver Diol-Assay eingesetzt

werden (Renko et al. 2012) und eine Einsparungadioaktivem Material und speziell synthetisiertem

Tracer, in diesem Fall radioaktiv markiertes, it limitierter Halbwertszeit erreicht werden.

Die Diol-Aktivitat in primaren Hepatozyten wurdefguwund der geringen Signalstarke und des
limitierten Proteingehalts mit einem radioaktiveinDAssay ermittelt, der die freigesetzte Menge des

radioaktiven lods vom markierten Tracermolekul in{tgonard and Rosenberg 1978).

3.10.1Radioaktiver Diol-Assay

Die Quantifizierung der Deiodaseaktivitat resuttiaus der Freisetzung von radioaktiv-markiertem
lodid (*?°) aus einer definierten Menge an radioaktiv matki® revers Triiodothyronin'{-rTs).
Dabei kann gleichzeitig die Aktivitat der Diol umo2 bestimmt werden. 6-n-Propyl-2-thiouracil
(PTU) wird dabei als spezifischer Inhibitor der Dieingesetzt und dementsprechend kann die Aktivitat
der Dio2 differenziert von der Diol betrachtet werd

Die Aktivitatsmessung der Proben erfolgte im TKptials ungehemmter und PTU-gehemmter Ansatz.
Uber eine Sephadex LH-20 Saule (Sigma Aldrich, Bgim) wurde das markierf@3-rTs durch
Adsorptionschromatographie aufgereinigt, der Traar Stickstoff-Strom eingedampft und die
Aktivitat im Gamma-Counter Uberprift. Es folgte diisammensetzung des Substratmix nach
folgendem Protokoll (Tab. 21).

Tab. 21: Zusammensetzung Substratmix des radioakten Diol-Assays

Komponente Volumen pro Reaktion
1 M KPQOy-Puffer + 10 mM EDTA 10 pl
1MDTT 2 ul

40 mM NaOH 0,41 pl

1 mMrTs 0,1 pl

dH:0 37,49 ul
Totales Volumen pro Ansatz 50 pl

Anschlie3end wurde der aufgereinigte Tracer inb@echneten Substratmixmenge gelé6tul des
Tracer-Substrat-Mixes wurden zu 40 pl der eingksteProteinproben (0,25 pg/ul) mit jeweils {1l0
dH;O oder PTU gegeben und bei 37°C und 60 min inkulidée Zugabe von 501 BSA-L6sung stoppte
die Aktivitdt der Deiodasen. Den.8-Kontrollproben, welche nur 10 pl 8 und 50 pl Tracer-
Substrat-Mix enthielten, wurde erst jetzt 40 pl Besteinhomogenates zugesetzt. Anschliel3end wurden
die Proteine mit 400 pul eiskalter 10 %-iger Trigksigsaure ausgefallt. Nach Durchmischung und 5-
minutiger Zentrifugation bei 14.000 rpm wurde 480@@s Uberstandes auf die mit 10 %-iger Essigsaure

gesplilten Dowex-50W-X2-Saulen gegeben. Die freigdement?d-Anionen wurden Uber die Saule
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mit 2 ml 10 %-iger Essigsaure eluiert und in eingahlréhrchen aufgefangen. Die Messung der
radioaktiven Aktivitat erfolgte im Gammacounter (BRRVallac 1277 Gammamaster).

Die Gesamtaktivitat der 5'-Deiodasen berechnetle ais den Proben, die mit glbversetzt wurden,
hingegen die Aktivitdt der Dio2 in den mit PTU-vetaen Ansatzen ermittelt wurde. In den primaren
Hepatozyten wurde keine Dio2-Aktivitdt gemessere Bnzymaktivitat der Diol berechnete sich aus

der Differenz von Gesamtaktivitéat und Dio2-Aktittitdach folgender Formel:

2 xnmol__x 1000 x 1000 x (cpm - cpm )
m3 Probe

Kontrolle

cpm X 100 % x mg X min x 480/550

Tracer-Substratmix in

nmoIrTS: Menge an eingesetztem unmarkierterp rT
cpm: Impule (counts) pro Minute

125 . . .
cpm, i |- Freisetzung durch Deiodierung

125 . . . . .
CPM wvoies |- FTEiSetzung durch nicht-enzymatische Deiodierung

min: Inkubationszeit bei 37°C

MG, e Menge an eingesetztem Protein

cpm. .. Substraml;XAktivitéit des Tracer-Substratgemisches (zwisc8@®00 - 80.000 cpm)

Faktor 480/550: 480l von 550ul Gesamtvolumen werden auf die Saule Ubertragen

Der Faktor 2 in der Formel berlcksichtigt die Taeken dass im phenolischen Ring desniir die 5'-
Position radioaktiv markiert wurde, wodurch nur%O0der Aktivitat durch dié®I-Freisetzung erfasst

werden konnte.

3.10.2Nicht-radioaktiver Diol Assay

Die Diol-Aktivitdt im Lebergewebe der Mause wurdet mdem nicht-radioaktiven Diol-Assay
gemessen, der auf den lodidnachweis nach Sandihdfbbasiert. Unter sauren Bedingungen wird
dabei die katalytische Fahigkeit von lodid auf@&dox-Reaktion von gelbem Cerium ¢(Qeaind Arsen
(As®) zu farblosem C& und AS* photometrisch vermessen (Sandell and Kolthoff 192@m Start
der Reaktion wurde 40 ul des Proteinhomogenat&imi#m Gehalt von 20 oder 40 pg (abhangig von
der Aktivitat) aus dem Lebergewebe mit 10 pOrbder PTU (10 mM) als Kontrollen vorgelegt und 50

uI des vorbereiteten Substratmix hinzugegeben (Z2b.

Tab. 22: Zusammensetzung Substratmix des nicht-radaktiven Diol-Assays

Komponente Volumen pro Reaktion
1 M KPOy-Puffer, pH 6,8 10 ul
1MDTT 4 pl

1 mMrT3 1yl

dH0 35l

Totales Volumen pro Ansatz 50 pl
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Das Gemisch wurde anschlie3end bei 37°C fir 120imkinbiert, die Reaktion auf Eis abgestoppt und
die Proteine durch 5-miniitige Zentrifugation beldD® g und 4°C ausgefallt. Fir die lodquantifiziegu
wurden 75 pl des resultierenden Uberstands auf RBoveex W50-X2 Harz-Sédule gegeben und die
Reaktion mit 100 pl 10 %-iger Essigsaure abgestdfpfolgte die Elution des freien lodids aus den
Saulen unter Anlegung eines Vakuums. 50 pl desiverten Eluats (je nach Aktivitat 1:2,1:4 oder 1:8)
wurde anschlielend ieine Mikrotiterplatte Ubertragen und die SandelltKaff-Reaktion durch
Zugabe von jeweils 50 pl Ceriumpuffer (22 mM (N€e(SQ)s4, 0,44 M HSQy) sowie 50 pl Arsenit-
Puffer (25 mM NaAs@ 0,8 M NaCl, 0,5 M HSQy) per elektronischer Multikanalpipette gestartae D
Absorptionsédnderung\©OD) vom Startpunkt der Reaktiamd nach 21 min wurde bei 415 nm mittels
Plattenphotometer gemessen. Die Aktivitatsbestingrinrpmol/(min*mg Protein) erfolgte durch die
Subtraktion der PTU-Kontrollen von d&OD und die Berechnung mittels polynomischer Fumktio

basierend auf der linearen Regression und mitgefiihodidstandardkurven (Renko et al. 2012).

3.11Bestimmung der Konzentration von Schilddrisenhomnomund deren
Metaboliten im murinen Gewebe und in Zellkulturigi@nden und -
homogenaten mittels LC-MS/MS

Die Erhebung der Daten via LC-MS/MS erfolgte im Rem der Protokoll- und Methodenvalidierung
von Dr. Daniel Rathmann und Dr. Carolin S. Hoebge praanalytische Aufarbeitung der Leber- und
Serumproben aus dem 14-tagigen Versuch wurde \amziska Wohlgemuth durchgefiihrt (Jonas et al.
2015). Die Leber- und Serumextraktion des 28-tagiyersuchs als auch die Extraktion von
Zellkulturiberstadnden und -homogenaten wurden wsttvedig ausgefuhrt. Die Proben wurden von Dr.
Daniel Rathmann / Dr. Carolin Hoefig bzw. Dr. KeRiichards mittels der LC-MS/MS 5500 (Labor
Prof. Dr. Hannelore Daniel, Technische Universkéinchen) bzw. LC-MS/MS 6500 (Institut fir
experimentelle Endokrinologie, Charité) vermessen.

Jeweils 10 pmol der internen Standat36-Ts, 2H5-T4, 13Cs- 3,3-T 2 (Isoscience, King of Prussia,
USA), *N-3,5-T; (Thomas S. Scanlan, OHSU, Portland, USA) wurdedMSO gel6st und als

Standardmix in der jeweiligen Extraktion verwendet.

3.11.1Extraktion von Schilddrisenhormonen und 3&iis Lebergewebe

Fur die Extraktion der TH und 3,5Taus dem Lebergewebe wurde die Flussig-Flissig-
Extraktionsmethode (LLE) angewandt, bei der dasnschiedliche Loslichkeitsverhalten zweier Stoffe
und die resultierende Bildung zweier nicht-l6slicRasen ausgenutzt wird, um Substanzen in einer
Phase, in der sie besser geldst werden, anzureicher

Der Zellaufschluss des auf Trockeneis gelagertéeigewebes (ca. 100 mg) erfolgte durch die Zugabe
von 400 pl Homogenisationspuffer und Zerkleineramgels Dounce-Homogenisator. Anschliel3end
wurde zu dem Homogenat 50 pl 100 %-iger Essigggegeben, mit internem Standardmersetzt und

zur Equilibrierung bei 37°C fir 30 min inkubiert.
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Die Proteine wurden durch die Zugabe von eiskakkemton (ca. 1500 ul) gefallt und die Proben im
Anschluss gemischt, 15 min bei -20°C inkubiert €&iivdL0 min bei 20.000 g und 4°C zentrifugiert. Die
resultierenden Uberstande wurden mittels Vakuumgoimator auf ca. 600 pl Endvolumen eingedampft
und mit 1 pl 30 %-iger Salzsaure angesauert. Egtefokine Delipidation durch zweifache
Cyclohexanbehandlung. Dabei wurden jeweils 540 pyt¢léhexan zu den Proben gegeben, diese
durchmischt und 2 min bei 2.000 g und 4°C zentidtig Die obere Cyclohexanphase wurde
anschlieend verworfen und die untere Phase mit3 |%o-iger Salzsdure versetzt. Dann folgte die
dreifache Essigsaureethylester-Extraktion. Dabede/zur Losung jeweils 1 ml Essigsaureethylester
gegeben und die Proben fiir die Phasentrennung gjgnoisd 2 min bei 2.000 g und 4°C zentrifugiert.
Die obere Esssigsaureethylesterphase wurde arfsehtiainter Vakuum bei 45°C bis zur vollstandigen
Trocknung eingedampft und die Proben in 30 pd@H¥ethanol-Essigsaure-Gemischs (1 % Essigsaure
in dHO und Methanol (90:10 (v/v)) geldst, gemischt ure #20°C fur die LC-MS/MS-Analyse

aufbewahrt.

3.11.2Extraktion von Schilddriisenhormonen und 325Us Seren

Die terminale Blutentnahme bei den Méausen erfallyieeh Punktion de¥ena cavaDas Blut wurde
anschlief3end 15 min bei 8.000 g und 4°C zentriftigied das gewonnene Serum bei -80°C gelagert.
Fir die Extraktion der TH und 3,5 Wurde die Festphasenextraktion (SPE, solid phaseadtion)
genutzt, bei der durch saulenchromatographischieeReufreinigung eine Anreicherung des Analyten
erreicht wird.

Zu 98 pl Serum wurde der Standardmix pipettientz lgemischt und die Proben 5 min auf Eis inkubiert.
Die Proteinfallung erfolgte durch die Zugabe voB g0 ameisensaurem Acetonitril (1 % Ameisensaure
in Acetonitril (1:3 (v/v)). Im Anschluss wurden dieroben durchmischt, 45 min auf Eis inkubiert,
nochmals durchmischt und 7 min bei 15.000 g undz&i@rifugiert. Der resultierende Uberstand wurde
auf die HybridSPE Kartuschen gegeben und unter Makabgesaugt. Dabei treten insbesondere die fr
Matrixeffekte verantwortlichen Phospholipide Wechselwirkung mit der Zirkonium-beschichteten
Festphase aus Kieselgel und werden auf der Kagussigehalten.

Das Eluat wurde anschlieRend bis zur TrocknungB%C eingedampft und die Probeit 30 pl dHO-
Methanol-Essigsaure-Gemischs geldst, gemischt ued -B0°C fir die LC-MS/MS-Analyse

aufbewahrt.

3.11.3Extraktion von Schilddrisenhormonen und deren MdimEn aus
Zellkulturtiberstanden und -homogenaten

Die Flussig-Flussig-Extraktion (LLE) wurde fur diextraktion der TH und deren Metabolite aus
Zellkulturiberstadnden und -homogenaten verwendeh(t al. 2008, Rathmann et al. 2015).
Das konditionierte Medium wurde aus den 6-Well Edturplatten abgenommen und bei 1000 g 10

min bei 4°C zentrifugiert, um potentielle Zellriitksde zu entfernen. 400 pl des Uberstands wurden
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anschlieend mit 5 pl 30 %-iger Salzséure undneterStandardmix versetzt, gemischt und bei 37°C
30 min inkubiert. Zu den Uberstanden wurde 1 meeitertButylmethylether/Isopropanol-Lésung
gegeben und die Proben fur 5 min gemischt und ikuMiankonzentrator bis zur Trocknung bei 45°C
eingedampft. Die Extraktion mit teButylmethylether/Isopropanol wurde anschlieZendhneiamal
wiederholt und die extrahierten Pellets mit 100 dH.O-Methanol-Essigsaure-Gemischs gelost,
gemischt und bei -20°C fir die LC-MS/MS-Analyselawahrt.

Fir die Extraktion aus Zellhomogenaten wurden @itet mit 200 pl Homogenisationspuffer lysiert,
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} transferiert und nsttdlitraschall aufgeschlossem Anschluss wurde
das Zellhomogenat mit 20 pl 100 %-ige Essigsaudenternem Standardmix versetzt und bei 37°C 30
min inkubiert. Es folgte die Proteinprazipitatiorit 800 pl eiskaltem Aceton und der anschliel3enden
Durchmischung und Inkubation bei -20°C Uber Nabie. Proben wurden bei 20.000 g und 4°C 7 min
zentrifugiert und der Uberstand mit 1 pl 30 %-i§alzsaure versetzt. Die Cyclohexanbehandlung zur
Delipidation und die Essigsaureethylester-Extraktarfolgten nach dem Extraktionsprotokoll fir
LebergewebeDie Proben wurden in zweifacher Wiederholung mi0 541 Cyclohexan versetzt,
durchmischt, zentrifugiert und die obere Phasdrimeues Reaktionsgefal transferiert. Im Anschluss
wurde zu dem Cyclohexangemisch 5 pl 30 %-iger Salzspipettiert. Es folgte die Extraktion mit 1
ml Essigsaureethylester in dreifacher Wiederholudig. Proben wurden final unter Vakuum bis zur
vollstandigen Trocknung eingedampft und in 50 pd@Hethanol-Essigsaure-Gemischs rekonstituiert
und bei -20°C fur die LC-MS/MS-Analyse gelagert.

3.11.4LC-MS/MS Analyse

Fur die Analyse von TH und deren Metabolite aus $ltzher und Mausserum sowie aus Zelllysaten-
und Zellkulturtiberstanden wurden nachfolgende gepizifische Instrumenten- und Arbeitsparameter
verwendet (Tab. 23, Tab. 24, Tab. 25).

Tab. 23: LC-MS/MS Instrumentenparameter

Gewebeanalyse Zellkulturanalyse
Massenspektrometer (MS) QTRAP®5500 MS QTRAP®6500 (MS)
(AB SCIEX, Darmstadt) (AB SCIEX, Darmstadt)

CUR (V) 35 45
Gasl/Gas?2 (psi) 60/50 55/70
Temperatur (°C) 400 600
lonensprayspannung (IS) 5500 4500
Kollision-induzierte 2 2
Dissoziation (CAD) (psi)
Anfangspotential (V) 10 10
Verweilzeit (dwell) (ms) 50 10
Modus MRM (Multiple MRM (Multiple

Reaction Monitoring) Reaction Monitoring)
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Gewebeanalyse

Zellkulturanalyse

Autosampler

SIL-30AC Autosampler
(Shimadzu, Duisburg)

PAL HTC-xt Autosampler
(CTC Analytics AG,
Zwingen, Schweiz)

HPLC-Pumpe

Laufmittel

mobile wassrige Phase
Laufmittel

mobile organische Phase

Laufzeit (min)
Flussrate (pl/min)

Saule

Vorsaule

1200 HPLC System
(Agilent Technologies
GmbH, Waldbronn)

0,6 % Essigsaure/ 5 % Acetonitril

0,6 % Essigsaure/ 95 % Acetonitril

10
300

1260 quartare HPLC System
(Agilent Technologies GmbH,
Waldbronn)

0,1 % (v/v) Ameisenséaure
in Hzo
0,1 % (v/v) Ameisenséaure
in Methanol

10
900

Synergi Polar-RP 80-A Saule, 150 x HSS 2,5um 3,0 x 100 mm Sé&ule

2mm (Phenomenex, Aschaffenburg)

Guard Cartridge System, 4.0mm X

2.0mm (Phenomenex,

(Waters, Milford, MA, USA)

Aschaffenburg)
Temperatur (°C) 40 40
lonenquelle TurbolonSpray Turbo Spray lonDrive
Positive Elektrosprayionisation Positive Elektrosprayionisation
Datenauswertung Bio Analyst version 1.5. Software Analyst 1.6.2 Software

(AB SCIEX, Darmstadt)

Multiquant 2.1.1 Software
(AB SCIEX, Darmstadt)

Tab. 24: LC-MS/MS Arbeitsparameter der Metabolite und internen Standards fir Leber- und

Serumanalyse
Analyt (m/z) Q1 (m/z) Q3 DP CE CXP
151,9 101,0 125,0 26,0
3,5-T, 525,8
479,9 29,0 14,0
479,0 116,0 51,0 24,0
Ts 651,8
605,7 29,0 18,0
350,9 50,0 53,0 10,0
Ta 777,7
731,6 33,0 22,0
201,0 111,0 97,0 14,0
Hs-Ts 782,7
736,5 37,0 20,0
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Analyt (m/z) Q1 (m/z) Q3 DP CE CXP
203,1 101,0 103,0 18,0
183Ce-Ts 657,8
611,8 31,0 16,0
362,1 91,0 43,0 10,0
N-3,5-T; 535,9
488,9 39,0 14,0

Legende:(m/z): Masse-Ladungs-Verhaltnis; (m/z) Q1: m/z Aasgangsions im 1. Quadropol; (m/z) Q3: m/z des
am starksten ausgepragten lons im 3. Quadropol; MEelustering Potential; CE Kollisionsenergie; CXP

Ausgangspotenzial der Kollisionszelle.

Tab. 25: LC-MS/MS Arbeitsparameter der Metabolite und internen Standards fir die Zelllysat- und
Uberstandsanalyse

Analyt (m/z) Q1 (m/z) Q3 DP CE CXP
118,1

To 274 51 25 6
215,1
341,0

3-T: 399,9 96 23 14
353,9
381,9

3,3-T: 525,8 116 27 18
479,9
479,8

3,5-T2 525,8 91 27 18
353,0
478,9

T3 651,7 131 33 24
605.6
604,7

T4 777,6 121 37 28
731.6
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Analyt (m/z) Q1 (m/z) Q3 DP CE CXP
611

BCeTa 783,6 106 33 20
738
203,1

13Ce-Ts 657,7 80 30 20
611,8
359,0

13C4.3,3'-T2 531,8 116 29 18
485,7

Legende:(m/z): Masse-Ladungs-Verhaltnis; (m/z) Q1: m/z Aasgangsions im 1. Quadropol; (m/z) Q3: m/z des
am starksten ausgepragten lons im 3. Quadropol; Mdelustering Potential; CE Kollisionsenergie; CXP

Ausgangspotenzial der Kollisionszelle.

3.12Bestimmung der Konzentration von Steroidhormonedan Leber mittels
GC-MS/MS

Die Analyse der Steroidhormone der Lebern wurd®epartment of Internal Medicine, Sahlgrenska
Academy at University of Gothenburg von Andreasdiar{AG Prof. Dr. Claes Ohlsson) mittels GC-
MS/MS durchgefiihrt. Die detaillierte Methodenbesdmng ist der Publikation (Nilsson et al. 2015)

Zu entnehmen.

3.13Histologische Untersuchungen
3.13.1Masson-Trichrom-Goldner-Farbung des Herzgewebes

Die entnommenen Herzen wurden am Deutschen InifitlErnahrungsforschundp(fE) in 4 %-iger
Formaldehydlésung in PBS (Roth) fixiert und fur diafertigung von Gewebeschnitten fir 24 h in
kaltem Leitungswasser gewaschen. Die Entwassertwigte mit einem Entwasserungsautomaten uber
eine aufsteigende Alkoholkonzentration. Die Heraemden jeweils horizontal in drei Gewebestticken
geschnitten und in Paraffin eingebettet.

Die Trichrom-Farbung des Herzgewebes nach Massdtr@o(Goldner 1938) sollte Aufschluss tber
potentielle Veranderungen von Bindegewebskomponeahtech die Behandlung der Mause mit 35-T
geben. Durch den kombinierten Einsatz von Eisenk@ybn, Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin,
Wolframatophosphorsaure-Orange und Lichtgrin-Faswelg(Tab. 2§ kdnnen mit dieser Methode
Zell- und Gewebeanteile im Herzgewebe visualisierd zwischen Muskel- und Kollagenfasern,

Zellkernen sowie Erythrozyten unterschieden werden.

44



MATERIAL UND METHODEN

Aus den Herzparaffinblocken wurden mit dem Mikrot@mm diinne Gewebeschnitte angefertigt und
auf beschichtete Glasobjekitrager transferiertr&ugurden die in Kivetten gestellten Praparate mit
Xylol (Roth, Karlsruhe) (3 x 10 min) entparaffiniemd in absteigender Alkoholreihe (Ethanol 100 %,
96 %, 70 %, 40 %) rehydriert und mit @] gespilt (2 x 5 min). Es folgte die Kernfarbung mi
Hamatoxylin nach Weigert (1,5 min) und ein 10-migét Spilvorgang in Leitungswasser. Zunachst
wurden die Schnitte mit Masson Goldner | (Ponceaur&uchsin-Azophloxin) 6 min gefarbt, 1 min
mit Essigsaure gespult und fir 3 min mit Massond@ef 11 (Wolframatophosphorsaure-Orange) bis
zur vollstéandigen Entfarbung der Bindegewebsantaeandelt. Nachdem die Praparate erneut mit
Essigsaure gespult wurden, folgte die Gegenfartminhdglasson-Goldner 1l (Lichtgriin) fir 13 min.
Nach der Trichromfarbung wurden die Schnitte mgigsdure (2 x 5 min) ausgewaschen und mittels
aufsteigender Alkoholkonzentratig@6 %, 100 %) dehydriert und mit Xylol geklart ualschlielRend
mit Entellare (Merck, Darmstadt) eingedeckt. Das Resultat debdi#y zeigte schwarzbraun gefarbte
Zellkerne, schwach orangefarbene bis rote zytomtisohe Strukturen, hellrote Muskelfaseranteile,
leuchtend rot gefarbte Erythrozyten und grin ge&EbBindegewebe (Kollagen). Die gefarbten

Praparate wurden im Anschluss lichtmikroskopisctgawertet und fotographisch dokumentiert.

Tab. 26: Verwendete Losungen fir Masson-Trichrom-Gliner-Féarbung

Losung Zusammensetzung

Weigerts Lésung A: 5 g Hamatoxylin in 500 ml 96 % Ethanol

Eisenhamatoxylin Lésung B: 5,8 g Eisen(lll)-chlorid (Feglin 495 ml dHO, + 5ml 37 %-ige
HCL

Unmittelbar vor der Farbung Lésung A und B mischen.

Masson Goldner | 88 ml 0,2 %-ige Essigsaure mit ¥ Muassson-Losung und 2 ml

Azophloxinldsung
Masson Goldner Il 3 g Wolframatophosphorsaure ugd2ange G in 100 ml di@

Masson-Goldner I 0,1 g Lichtgriin in 200 ml d#D welches mit 0,2 ml Eisessig versetzt wurde

3.13.2Immunhistologische Farbung der Kardiomyozyten H9c2

Mit der immunhistochemischen Analyse werden Pretainittels spezifischer priméarer Antikdrper
markiert und mit sekundéaren Antikdrpern unter Andigmy von Immunfluoreszenz visualisiert. Die
H9c2-Moyblasten wurden in 12-Well-Zellkulturplatterit oder ohne Differenzierungsmedium 7 d auf
sterilisierten Deckglasern nach Versuchsprotokalltikiert (Tab. 11) Die differenzierten und

undifferenzierten Zellen wurden im Anschluss 10 tmin Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd
fixiert und mit 0,1 M PBS dreimal gewaschen. Egfeldie einstlindige Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 150 pl Mouse IgG Reagent MKBL22n PBSTHS (0,5 % Triton, 10 %
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HorseSerum-Mix) und die Inkubation Uber Nacht € it 150 pl des verdiinnten Primarantikdrpers
Serca2 (Abcam, 1:200 in PBSTHS). Am néchsten Taglevudie Objekttrager dreimal gewaschen und
mit dem Sekundarantikdrper Cy3 Anti Mouse 1gG (3ackimmuno Research Lab.INC (1:1000) mit
0,1 M PBS-0,25 M NaCL) 45 min bei Raumtemperatkubiert. Es folgten drei Waschgénge und die
spezifische DNA-Markierung mit dem Fluoreszenzfeotis 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI,
Sigma Aldrich, 1:30.000). AbschlieRend wurden drép@rate erneut gewaschen, auf Objekttrager
transferiert und mit ImmuMount (Shandon, USA) enhgekt. Mittels Fluoreszenzmikroskopie und
Anwendung spezieller Filter wurde der Cy3-gekopmpdlhtikdrper Serca2 bei einer Wellenlange von
570 nm angeregt und die mit DAPI markierten Zehlieebei 460 nm detektiert. Zur mikroskopischen
Untersuchung und Bilddokumentation wurde das Axpk mit AxioCam von Carl Zeiss und

entsprechender Software verwendet.

3.14Messung des Sauerstoffverbrauchs mittels Seahdtsen&lyzer

Mittels des Seahorse Extracellular Flux Analyzerl&$st sich simultan die Sauerstoffverbrauchs- und
Azidifierungsrate in lebenden Zellen bestimmen.rdiech erhélt man Informationen Uber die zwei

Hauptenergiestoffwechselwege, mitochondriale Atmumng Glykolyse.

Uber fluoreszenzbasierte Sensoren wird der Sadiestorauch der Zelle (gemessen als Oxygen
consumption rate, OCR) als Messgrof3e fir die oxidehosphorylierung ermittelt. Dartber hinaus

kann Uber die extrazellulare Ansauerung in Form \Rmotonen (bezeichnet als Extracellular

Acidification Rate, ECAR) Ruckschluss auf die gliksche Aktivitéat der Zelle gezogen werden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von 3,5duf die mitochondriale Atmung priméarer Hepatozyten
untersucht, jedoch keine Protokolletablierung zessbuing von ECAR durchgefinhrt.

Atiyclakr Ziel der Seahorse-Messung war die Untersuchung,

Oligomycin FCCP Rotenone

i | l l
| " ‘
Respiration _ Capacity
die Hemmung der FO-Untereinheit der ATP-Synthase

612182430 36 42 48 84 €0 08 72 (Komplex V) durch Oligomycin und die Bestimmung der

Time (min)

inwieweit 3,5-L, nach 24-stindiger Stimulation in
primaren Hepatozyten die mitochondriale Atmung

verandert. Dabei wird die Sauerstoffverbrauchsratar

150 eserve g .
z coscy und  nach Zugabe spezifischer Inhibitoren der
E
‘;‘;100 Atmungskette gemessen. Initial wurde die basale
§ mitochondriale Atmung ermittelt, die sich nach Abaier

O
o
L

nicht-mitochondrialen Atmung berechnen lie3. Egtiol

verbrauchten Sauerstoffmenge, welche fur den ATP-
Abb. 8: Darstellung Seahorse-Assay Umsatz und das Protonen-Leck eingesetzt wird.

Quelle Seahorse Biosciences
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Im Anschluss wurde das Protonophor FCCP (Cyanidfipgromethoxyphenyl-hydrazon) genutzt,

um die Atmungskette zu entkoppeln und die maxirKapazitat der Atmungskette unabh&ngig vom
Protononengradienten zu ermitteln. Zuletzt wurdetirAycin A und Rotenon injiziert, welche die
Atmungskettenkomplexe Il und | hemmen und zu eik@mpletten Einbruch des mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs fiihren.

Primare Hepatozyten wurden nach der Isolierung emer Dichte von 10.000 Zellen/Well einer
kollagen-beschichteten 96er Well-Zellkulturplat&=(cell culture microplate, Seahorse Biosciences)
kultiviert und nach dem gleichen Versuchsprotokahandelt, welches fir die Stimulation mit 3.5-T
in 6-Well Zellkulturplatten angewandt wurde (Talf).1Fur die Kultivierung der Zellen im 96er
Wellformat wurden 100 pl Medium eingesetzt. Fiur Tieation der Zellzahl wurde das Protokoll ohne
Stimulantien mit entsprechender Zellanzahl durciigef

Die Analyse des Proteingehaltes mittels Micro BGAt€in-Assay-Kit (laut Herstellerangaben, Thermo
Fisher Scientific) zeigte keine Unterschiede zwéstKontroll- und Behandlungsgruppen,(8,5-T).
Fur die Messung im Seahorse Bioanalyzer wurdeels@platte mit XF Calibrant Giber Nacht bei 37°C
prainkubiert.

Die Zusammensetzung des Assaymediums und der veetan Inhibitoren-Konzentrationen (nach
Protokoll von Diana Wilhelms, AG Michael Schupp, RCCharité) sind nachfolgend dargestellt:

150 ml DMEM 5030 mit 1 % 200 mM L-Glutamine und @& 2,5 M Glucose. Inhibitoren: 3 uM
Oligomycin, 0,5 uM FCCP, 0,5 uM Antimycin A, 1,5 pRbtenon verdunnt in Assaymedium.

Zunachst wurde die mit Zellen beladene 96-Well{Blatit erwarmtem Assaymedium gewaschen und
bei einem Endvolumen von 175 pl pro Well 1 h bet@in CQO-freier Atmosphéare inkubiert.
Inzwischen wurde die Sensorplatte mit 25 pl je RiEt vorbereiteten Inhibitoren beladen, wobei
Antimycin A und Rotenon als Kombination in einemg#nsamen Port gegeben wurden. Es erfolgte
eine 20-minutige Kalibration der Sensorplatte imrdemit anschlie@Rendem Austausch der
Zellkulturplatte zum Start der Messung des zelkndBauerstoffverbrauchs. Diese erfolgte tber eine
Dauer von 18 min pro Parameter (basale Atmung, Riid@luktion, Protonenleck, maximale Atmung,
Reservekapazitat), wobei alle 3 min im Wechsel Maslium durchmischt und anschlieRend fur 3
Minuten die OCR gemessen wurde. AnschlieBend wurdisilkultur- und Sensorplatte
zusammengesetzt und die SauerstoffkonzentratidennWells tGber die Zeit zu Beginn und nach den
jeweiligen Injektionen gemessen. Bei der Auswertdag erhobenen Daten wurde den Angaben des
Herstellers gefolgt. Die OCR wurde dabei aus deigBhg des @Partialdrucks gegen die Zeit

berechnet und in pmol/min angegeben.
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3.15 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgtedait Programmen SPSS und GraphPad Prism. Zuerst
wurde ermittelt, ob die einzelnen Stichproben eiNermalverteilung folgen. Es zeigte sich nach
Anwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests (SPSS) delt immer normalverteilte Stichproben
vorlagen. Die statistische Absicherung erfolgte eetsprechend mittels nicht-parametrischer Tests
(GraphPad Prism). Alle untersuchten Parameter vauntieeiner Stichprobenanzahl von mindestens 5
Tieren pro Gruppe durchgefihrt (genaue Probenahadinidet sich in der Abbildungsunterschrift). Die
Daten aus dreinabhangigen Versuchen (jeweils in Triplikatenhti@ zur statistischen Auswertung
der Zellkulturstudien. Die Untersuchungen im SeabdBioanalyzer erfolgten mit 6 Replikaten pro
Versuchsansatz. Die densitometrische AuswertungWestern-Blot-Untersuchungen erfolgte nur bei
einer Stichprobenanzahkion mindestens 4 Tieren pro Gruppe im Verhaltniseimer geeigneten
Kontrolle.

Statistische Unterschiede zwischen den Behandlungpgn und der Kontrollgruppe wurden bei mehr
als zwei Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test undfalgendem Dunn’s Posttest ermittelt. Mit dem
parameterfreien U-Test nach Mann Whitney wurdeatistische Unterschiede zwischen den Medianen
von zwei Untersuchungsgruppen identifiziert. AllatBn wurden bei einem p-Wert < 0,05 als
signifikant verschieden zur Kontrollgruppe eingéistis erfolgte keinen Adjustierung fir multiples
Testen. Die graphische Darstellung der Ergebnist@gee durch die Angabe von Mittelwert *
Standardfehler (SEMstandard error of the mean
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der interdisziplindren Forschergruppe KAS/1 wurde die Wirkung von 3,5 &uf den
metabolischen Phéanotyp in Mausen getestet, die ®Geburt an eine Hochfettdiat (HFD) oder
Standarddiat (SD) erhielten. Phanotypische Parametalen unter der Leitung von Dr. Wenke Jonas
(DIfE) erhoben und di&rgebnisse mit unserem Institut analysiertl ausgewertet (Jonas et al. 2015).
Die Resultate, welche nicht Teil der vorliegendehek sind, werden im Diskussionsabschnitt 5.1 nédhe
erlautert und diskutiert. Zur besseren Einordnuergdichfolgenden Ergebnisse wird folgend eine kurze
Zusammenfassung gegeben.

Die 14- bzw. 28-tdgige Behandlung mit 0,25 bezigisweise 2,5 pg/g KG 3,5 Tnachfolgend als ug
dargestellt) hatte in HFD-Mausen keinen Einflus$ das Kdrpergewicht. Dieses Resultat steht in
Kontrast zu den in der Einleitung beschriebenetgRatudien, welche eine Gewichtsreduktion mit 0,25
Kg 3,5-% nach chronischer Gabe demonstrieren konnten (Lanai. 2005, de Lange et al. 2011,
Grasselli et al. 2012). Demgegenuber konnte jedeath Behandlung von 2,5 pg 3,5-€ine
signifikante Steigerung des Gesamtenergieumsalzesieh der Korpertemperatur gemessen werden.
Vergleichbar mit der 83-fach geringeregtDosis beeinflusste die hohe Konzentration vonT3,82,5

pQg) verschiedene Parameter des Fettstoffwechseisl® die Kdrperfettmasse als auch die subkutanen
Fettpolster wurden nach 14- bzw. 28-tagiger Intetioa reduziert und die fettfreie Masse erhoht.
Hinsichtlich der Serumwerte zeigte wiederum nur kdadhe Dosis 3,541 vergleichbar mit der sF
Behandlung, eine Reduktion von Cholesterin undlyceyiden. In der Leber reduzierte 2,5 pg 3.5-T
nach 14- bzw. 28-tdgiger Behandlung die Triglyosade und steigerte zudem die

Citratsynthaseaktivitat (siehe Tab. 30 in Diskuskgio

4.1 Wirkung von 3,5-F auf die hepatische Expression ausgewahlter Getie un
Enzyme des Energiestoffwechsels in Mausen untehtdtidiat

In Bezug auf den Energiehaushalt stellt die Lelesder wichtigsten Zielorgane fur TH dar. Aus
diesem Grund wurde aus dem Lebergewebe der bebtemdtD-Mause mittels gPCR die Expression
von TH-responsiven Genen analysiert, welche eiflkeRa Energie- und Fettstoffwechsel spielen.
Die Genexpression der zytosolischen Malat-Dehydrage el Malic Enzyme) wurde durch die 14-
tdgige Behandlung mit 2,5 ug 3,%4h Mausen unter HFD gesteigert. Die BehandlungTmitonnte
diese Regulation der mRNA gleichermal3en beeinftugskb. 9A). Das Enzym ist an der Bereitstellung
von NADPH fur die Fettsauresynthese beteiligt undditratzyklus involviert.

Die Genexpression der Cholesterol-7-alpha-hydreeyl€yp7ald, Stearoyl-CoA desaturag&cd),
Carnitine palmitoyltransferase (Cptlx) und Thyroid hormone-inducible hepatic protélinrsp,auch
Spotl4), welche Schliisselenzyme des Gallensaudd-ipidstoffwechsels darstellen, konnte durch die

Intervention von 3,5-F nicht signifikant reguliert werden. Es zeigte sjedoch, dass 2,5 pg 3,5-T
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einenahnlichen Trend in der Regulation der Expression Sodlund Cyp7alaufwies wie die F
Behandlung, welche die Transkriptmenge @yp7alleicht erhdhte un&cdlsignifikant reduzierte.
(Abb. 9A). Die Analyse der Genxpression der Ac&glA-Carboxylase Accl) und der Fettsdure-
SynthaseRasn wurden durch 3,5-Tals auch T nicht signifkant reguliert (p > 0,5) (keine gragthe
Darstellung).
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Abb. 9: Regulation der hepatischen Genexpression Mausen unter HFD nach 14-tagiger Behandlung mit
3,5-T2 oder Ts

(A) Gene des hepatischen Fettstoffwechsels (B) @enanitochondrialen Biogenese und des mitocholaria
Stoffwechsels (C) Gene, die Schlisselenzyme dekdBkpgenese codieren. Die Mittelwerte + SEM (n=6t)
relativen Expressionswerte (¢ sind dargestellt. Die mittels gPCR erhobenen Esgionsmuster wurden auf
HPRTnormalisiert und mit der Kontrollgruppe verglichgm< 0,05, **p < 0,01 (Kruskal-Wallis Test).
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Die Messung der hepatischen CitratsynthaseaktidtatDIfE (Tab. 30), den Schrittmacher des
Citratzyklus, gibt einen Hinweis auf die Wirkungrv8,5-T; auf den mitochondrialen Stoffwechsel.

Die Expressionsanalyse von Genen der mitochondriglegenese zeigt, dass die Genexpression des
Nuclear respiratoryactor 1(Nrfl) signifikant positiv durch 2,5 pg 3,5 Tind Tz reguliert wurde. Die
Expressionsmuster weiterer mitochondrialer Paran{d@ochondrial transcription factor ATam),
Peroxisome proliferative activated receptor, gamewgctivator 1 alphaPpargclg, Glycerol-3-
phosphate dehydrogenase (Gpdl) wurden durch 3,540 nicht signifikant beeinflusst. Die
Transkription der in der inneren Mitochondrienmearbr lokalisierten Glycerol-3-Phosphate
Dehydrogenase Z5pd2 wurde in der 3-Gruppe erhoht, dieser Trend zeigte sich auch 5eug 3,5-

T,, erreichte jedoch keine Signifikanz (Abb. 9B).

Die Analyse der Expression des Proteins Cytochrof@\& C), welches in den Mitochondrien bei der
oxidativen Phosphorylierung eine entscheidendecRdd Elektronentransportmolekil spielt, wies nach
der 14-tagigen FBehandlung keine Anderung in den Lebern von HFDus&i auf. Die hohe Dosis
3,5-T, erhohte indes die hepatische Cyt C-Proteinexgmsésbb. 10.
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Abb. 10: Hepatische Proteinexpression von Cytochror@ nach 14-tagiger Behandlung mit 3,5-7in Mausen
unter HFD

Graphische Darstellung der densitometrischen Auswgrder Bandenintensitat (*p < 0,05, Kruskal-Wallest)
sowie eines reprasentativen Western Blots mit ipeen Antikdrpern gegen Cyt C (12 kDa) und R-Akti
(Referenzprotein) (n=4).

Die GeneG6pc (Glucose-6-phosphatase) uitkl (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) codieren
Schlissselenzyme der Glukoneogenese. Die zweiwd@edpandlung von 2,5 pg 3,%-€rhohte die
Expression vorG6pg nicht aber die Transkriptmenge vétkl Ts hatte keinen Einfluss auf die
Expression beider Gene in der Leber von Mausen Hi® (Abb. 9C).
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4.2 Einfluss von 3,5-Tauf die Schilddrisenhormon-Achse

Fur den Einsatz von 3,5 Tals potentielles ,anti-lipidamisches" Gewichtsrktionsmittel ist der
Ausschluss von thyromimetischen Nebenwirkungen,sieefiir TH bekannt sind, von entscheidender
Bedeutung. Aus diesem Grund wurde auf verschiedEbenen getestet, inwieweit 3,540 Mausen
unter SD und HFD den hypothalamisch-hypophysargretidalen Regelkreis beeinflusst und die
Ergebnisse mit dersiGruppe verglichen.

Die Behandlung mit 3 bewirkte in der Hypophyse von Mausen unter HFDeefinderung im
Expressionsprofil der TH-responsiven Gene Thyrotropleasing hormone receptofTrhr),
Thyrotropin-releasing hormone degrading enzyfrade), Deiodase ZDio2) und Thyroid stimulating
hormone betéTshh.

Gleichermal3en verringerten sich die Transkriptkatrzgionen vorTrhr, Dio2 undTshbund es erhdhte
sich die Transkriptmenge vanmhdeum das 8-fache nach 14-tagiger Behandlung mi1g,3,5-%. Als
extrazellulare Peptidase inaktiviert Thrde das Mpeaptid Trh und tragt einen entscheidenden Beitrag
zur Feedback-Regulation h@auer 1988).

Darlber hinaus reduzierte sich beim direkten Véehleit der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-Test, p
= 0,004) die Expression vohshb bereits mit der geringen Dosis von 0,25 pug 3,5Keine der
Behandlungen anderte die Expression des Thyroidndwoe receptor betaTlrb) (Abb. 11).
Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fur die g&y83,5--Behandlung in Mausen unter HFD und
SD beobachtet werden (Abb. 12).

SN

107 ” [ Kontrolle
c 9] — [ 0,03 ug/g Ty
2 8- l B 0,25 ug/g 3,5-T,
8 7- Bl 2,5 pg/g 3,5-T,
S 5
.g 3- *% * *k%
% 2 T T e
1S 1- S —

O_D_.:._-_- |l| |1“1|-_- ﬁnL r-l r=

Trhr Trhde Thrb Dio2 Tshb

Abb. 11: Expression TH-responsiver Gene in der Hypghyse von Mausen unter HFD nach 14-tagiger
Behandlung mit 3,5-T> oder Tz

Die Mittelwerte + SEM (n=5-7) der relativen Expriesswerte (20999 sind dargestellt. Die mittels gPCR
erhobenen Expressionsmuster wurdenHRRT normalisiert und mit der Kontrollgruppe verglichgm< 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001 (Kruskal-Wallis Test).
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Abb. 12: Expression TH-responsiver Gene in der Hypghyse von M&usen unter HFD und SD nach 28-
tagiger Behandlung mit 3,5-&

Die Mittelwerte + SEM (n=5-7) der relativen Exprissswerte (20999 sind dargestellt. Die mittels gPCR
erhobenen Expressionsmuster wurdenHRRT normalisiert und mit der Kontrollgruppe verglichgm< 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001 (Mann-Whitney Test).

Die Anderung der hypophysaren Genexpression léssttb nach 14-tagiger 3,5-Gabe eine negative
Feedbackregulation der hypophyséaren TSH-Sekretidrder thyreoidalen TH-Synthese erkennen. Aus
diesem Grund wurden mittels LC-MS/MS die totalenu§&onzentrationen vonsTund T, gemessen.

Die Injektion von 0,03 pg slreduzierte den J4Serumgehalt, konnte erwartungsgemal jedoch keine
Anderung der FSerumkonzentration bewirken. Sowohl die zwei-aaish die vierwochige Behandlung
mit 2,5 pg 3,5-7 in Mausen unter SD oder HFD reduzierte dieuid T-Konzentration im Serum.
Interessanterweise bewirkte auch die 10-fach geren®,5-B-Dosis (0,25 pg) eine signifikante
Verringerung der TH-Werte (Abb. 13A und B).

Entgegen den publizierten Daten in Mensch und R&#ber et al. 1982, Chopra et al. 1984, Moreno et
al. 2002) konnte durch die externe Gabe vekdin erhohter Serumgehalt an 3,5€efreicht werden.
Konzentrationsabhangig zeigte sich ein Anstieg 8&rT,-Konzentration im Serum der 3,%T
behandelten Mause unter SD und HFD (Abb. 13C).
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Abb. 13: Serumkonzentration von T, Ts und 3,5-T2 in Mausen unter HFD und SD nach 14- und 28-tégiger
Behandlung mit Ts oder 3,5-T2

(A-C) Analyse erfolgte mittels LC MS/MS-Method® TRAP®5500).Die Gruppen (n=5-7) unterscheiden sich
signifikant von der Kontrollgruppe bei *p < 0,05p% 0,01, ***p < 0,001 (Kruskal-Wallis bzw. Mann-Whey
Test).

Vergleichbar mit der FInjektion reduzierte 2,5 pg 3,5 Tsowohl nach 14- als auch 28-tagiger
Behandlung signifikant den hepatischer3ehalt in Mausen unter HFD oder SD. Der direkteglégch
zur Kontrollgruppe (Mann-Whitney-test, p=0,0006)gte, dass ebenfalls 0,25 ug 3,5ARch zwei
Wochen den FSpiegel in der Leber von Mausen unter HFD vernitegéAbb. 14A).

Entsprechend der Serumanalyse reduzierten sow@hl @ls auch 2,5 pg 3,5 Tsignifikant die
hepatische FKonzentration. Die FBehandlung konnte keine signifikante Anderung BeSpiegels

in der Leber hervorrufen (Abb. 14B).

Abbildung 14C zeigt zudem eine konzentrationsabig@&ngkkumulation von 3,5-Jin der Leber nach
zweiwoéchiger 3,5-FGabe in Mausen unter HFD. Die 28-tagige 3;8#fektion bewirkte ebenfalls
einen signifikanten Anstieg von 3,%Tin Mausen unter HFD oder SD, wobei die detektierte
Konzentration um Faktor 10 geringer war als nachtdidiger Behandlung (Abb. 14C). Diese
Unterschiede koénnten durch Optimierungen des Ettmadprotokolls zwischen den einzelnen

Messungen erklart werden.
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Abb. 14: Hepatische Konzentration von &, Tz und 3,5-T2 in Mausen unter HFD und SD nach 14- und 28-
tagiger Behandlung mit Ts oder 3,5-T2

Die Analysen erfolgten mittels LC MS/IM®TRAP®5500)Die Gruppen (n=5-7) unterscheiden sich signifikant
von der Kontrollgruppe bei *p < 0,05,**p < 0,01,%F < 0,001 (Kruskal-Wallis bzw. Mann-Whitney Test).

Die Reduktion der hepatischen TH-Gehalte nach 3;6dbe gibt einen eindeutigen Hinweis auf eine
erweiterte negative Feedbackregulation der Schikiithormonachse bis hin zum Zielorgan Leber.
Folglich wurden zwei Parameter des hepatischen Ttabblismus analysiert.

Die Erhdhung der hepatischen Dio1l gilt als Markereine hyperthyreote Stoffwechsellage (Streckfuss
et al. 2005). Vergleichbar mit deg-Gruppe steigerte 2,5 pg 3,5-die mMRNA Expression als auch die
Aktivitat der Diol (Abb. 15A und B).

Daruber hinaus fuhrte die Behandlung mit 2,5 pgT3,%n M&ausen unter SD und HFD zu einer
verringerten Genexpression des Thyroxin-bindendeb@ins Serpina § (Abb. 15C), welches als TH-

Transportprotein im Blut eine Rolle spielt und \aer Leber sezerniert wird (Vranckx et al. 1990).
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Abb. 15: Hepatische Expression und Aktivitat der D01 und Expression von Serpina7 in Mausen unter SD
und HFD nach 14 und 28-tégiger Behandlung mit Toder 3,5-T2

Die Gruppen (n=6-8) unterscheiden sich signifikeoh der Kontrollgruppe bei *p < 0,05, **p < 0,01%*p <
0,001 (Kruskal-Wallis bzw. Mann-Whitney Test).

4.3 Kardale Effekte von 3,5-F

4.3.1 Wirkung von 3,5-Fim Herzgewebe von Mausen unter Hochfettdiat

Entgegen den Erwartungen fuhrte die 28- als aueti@ge Behandlung mit 2,5 pg 3,540 Mausen
unter HFD zu einem signifikanten Anstieg des Hewdghtes um 26 % und in Mausen unter SD stieg
das Gewicht um 9 % an (Abb. 16A). Die Herzen aus @8-tagigen Versuch wurden in Paraffin zur
weiteren histologischen Analyse fixiert. Das Hemzgbe aus dem Versuch mit 33-tagiger
Behandlungsdauer diente zur Gen- und Proteinexpressialyse (Abb. 16B und C).

Mittels gPCR wurden kardiale Gene analysiert, die BH-responsiv bezeichnet werden. 3,5-T
bewirkte eine gesteigerte Genexpression der Cajmiompe des sarkoplasmatischen und
endoplasmatischen RetikulurtBerca2 Atp2a2 und fuhrte zur Reduktion der mRNA-Expression von
Phospholamban P{n) (Abb. 16B). Vergleichbar mit den regulierten Ganskripten war die
Proteinexpression von Serca2 leicht erhéht undHiir konnte ein Trend zu einem reduzierten

Proteingehalt im Herzgewebe festgestellt werderb(ABC).
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Abb. 16: Herzgewicht und kardiale Gen- und Proteingpression nach 3,5-F Behandlung
(A) Herzgewicht nach 28- bzw. 33-tdgiger Behandlung 3,5-T, in M&usen unter HFD und SD. (B)
Genexpressionen voktp2a2, Pin, Myh6, Myh7, Nppb, Nppa, Kcnetdl Thraim Herzgewebe von Mausen unter

HFD nach 33-tagiger Behandlung mit 3,5-T
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Fortsetzung Abb.unterschrift 16: Die Gruppen unterscheiden sich signifikant von Kentrollgruppe bei *p <
0,05,*p < 0,01, ***p < 0,001 (Mann-Whitney Tesf)C) Kardiale Proteinexpression von Serca2?{(@d Pase)
und Phospholamban (PIn) nach 33-tdgiger Behandhing,5-T, in Mausen unter HFD. Graphische Darstellung
der densitometrischen Auswertung der Bandenint@nsibwie eines reprasentativen Western Blots mit
spezifischen Antikdrpern gegen Serca2 (110 kDa), (BlkDa) und [3-Aktin (Referenzprotein). Aufgrundrd
geringen Tieranzahl pro Gruppe (n=3) wurde keiaéistische Auswertung der Bandenintensitat vorgenem

Fir Serca2 existieren im Herzen zwei Isoformen, gBevebespezifisch unterschiedlich exprimiert
werden (Wu et al. 1995). Dementsprechend kénneiHénzgewebe nach Visualisierung zwei Banden
im dargestellten Western Blot auftreten. Die olgaede (110 kDA) diente zur Quantifzierung (Abb.
16C).

Interessanterweise und gegensatzlich zu den bebelmén Effekten von TH (Dillmann 1990) erhéhte
3,5-T> die Expression der schweren Kette des R-MyosMgh(), veranderte jedoch nicht die
Transkript-Menge der schweren Kette dedyosins Myh6). Weiterhin fihrte die Gabe von 3,%-2u
einem signifikanten Anstieg der Genexpression dd@yBnatriuretischen Peptids (BNRpph, sowie

zu einer schwachen Verringerung des Gen-Transk(jpt®,05) des atrialen natriuretischen Peptids
(ANP, Nppd (Abb. 16B). Die endokrinen Effekte dieser nattischen Peptide bestehen in der
Steigerung der Vasodilation und Hemmuaer sympathischen Innervation der Widerstandsgefand
Daruber hinaus beeinflussen sie die NatriureseDindese (Cea 2005).

Die Behandlung mit 3,5-Ireduzierte zudem die Transkriptmenge der Kaliurak@Untereinheit
(Kcne). Dieses Membranprotein spielt in deepolarisation des kardialen Aktionspotentialerolle

(Le Bouter et al. 2003)Die Transkriptmenge der Deiodasen und des TRMtkoaufgrund einer zu
geringen ExpressionsstarkBigl Ct=n.d.,Dio2 Ct>36,Dio3 Ct>35, Thrb Ct>36) nicht quantifiziert
werden, die Transkriptmenge des ' Rhra) wurde durch 3,5-4 nicht signifikant verandert (Abb.
16B).

Um Unterschiede im kollagenen Faseranteil zwisaen Behandlungsgruppen festzustellen, wurden
die eingebetteten Herzen der HFD-Mause einer Massohrom-Goldner-Farbung unterzogen. Die
kollagenen Faserbiindel sind grin-blau angefarbiikezee erscheinen schwarz und Zytoplasma,
Muskelfibrillen sowie Erythrozyten sind rot angdféirDer Vergleich der histologischen Praparate
zeigte starke interindividuelle Unterschiede in ddnzelnen Behandlungsgruppen hinsichtlich des
Kollagenanteils im Herzen. Sowohl in der Kontraligpe als auch in den 3,%-behandelten Tieren
traten vermehrt grin angebfarbte Faseranteilesieli€¢ exemplarisch Abb. 17A).

Die Resultate aus der Expressionsanalyse von Gdieefur die Struktur des kardialen Bindegewebes
eine bedeutende Rolle spielen, wiesen ebenfalls siarke interindividuelle Variabilitat auf. Die
Behandlung mit 3,57 fiihrte in den M&usen unter HFD zu keiner signiflem Anderung der
Transkriptmengen von Transforming growth factomlib{Tgfbl), Cardiac muscle alpha act{Actcl),
Collagen type |, alpha (Collal) und Connective tissue growth fac(@tgf) (Abb. 17B).
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Abb. 17: Masson-Trichrom-Goldner-Farbung und Expression fibroserelevanter Gene im Herzgewebe nach
3,5-T2-Behandlung

(A) Masson-Trichrom-Goldner Farbung in Herzen voaugen unter HFD und SD mit oder ohne 28-tagiger 3,5
T»-Behandlung. Die histologischen Praparate (n=Rjererot gefarbte Erythrozyten, Muskelfasern undesitia,
grun angefarbte Kollagen bzw. Bindegewebsfasernsghavarze Zellkerne (MaRstabsbalken 50 pm). Dieeobe
Abbildung zeigt exemplarisch den Ausschnitt im Septdes Herzpraparates (5x), welcher in 20-facher
VergréRerung mikroskopisch genauer analysiert wuiBleGenexpressionen vamfbl, Actcl, Collal und Ctgf
im Herzgewebe von Mausen unter HFD nach 33-tagigdrandlung mit 3,54 Keine statistische Signifikanz
zwischen der Kontroll- und der 3,5 Gruppe, p-Wert > 0,05 (Mann Whitney Test).

4.3.2 Effekte von 3,5-% in differenzierten H9c2 - Kardiomyozyten

Die Analyse des murinen Herzgewebes nach der 38eéigBehandlung mit 3,5-T zeigte
Veranderungen der Transkriptmenge einzelner Geeaalsl TH-responsiv gelten. Zur Validierung der
Ergebnissén vitro wurde die Zelllinie H9c2 als entsprechendes Magstem fiir die kardialen Effekte
von 3,5-T genutzt. Die Expression der kardialen regulatbesdeichten Myosinkettdyl2) stellte ein
Marker fur die erfolgreiche Differenzierung der Myfasten zu multinuklearen Myotuben dar (Abb. 18).
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Abb. 18: Validierung und Differenzierung H9c2-Zellen

Das Agarose-Gel-Bild zeigt die Expression des DBé#ffieierungsmarkerdyl2 in undifferenzierten und
differenzierten H9c2-Zellen. Die Bandengrol3e liegit 162 bp, links auRen befindet sich der GroRekengdM).

Die histologischen Bilder zeigen undifferenzierted differenzierte H9c2-Zellen nach immunhistochetnés
Farbung mit Serca2 APTase (Abcam) und Cy3 Antimég&eals sekundarer Antikérper. DAPI (4', 6-dianmidi
2-phenylindol) diente zur Farbung des Zellkernapl(MaRstabsbalken 100 pum).

Mittels der LC-MS/MS-Methode wurde getestet, obfaliénzierte H9c2-Zellen 3,5:Toder &
aufnehmen koénnen. Die 24-stindige Stimulation mi-T3 oder T flhrte zu einer
konzentrationsabhdngigen Steigerung des GehalteéBedésubstanzen. Die Inkubation mit 1 uM 3,5-
Tound 100 nM T hatte einen Anstieg von 14 nM 3,5-bzw. 11nM Tsin der Zelle zur Folge und
dementsprechend dienten diese Konzentrationen ditere Genexpressionsstudien. Etwa 70 % der
eingesetzten Metabolitkonzentration war nach 2# Eeéllkulturiiberstand detektierbakigh. 19. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass H9c2-ZellerT3&Ad Ts bis zu einer bestimmten Konzentration

aufnehmen, die Metabolite jedoch auch exportieer @ktrazellular angereichert werden konnen.
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Abb. 19: Konzentration von 3,5-T und Ts im Zelllysat und -Gberstand von differenzierten HZ2-Zellen
H9c2-Zellen wurden mit aufsteigender Konzentrat®yb-T. oder & 24 h behandelt. Mittels LC MS/MS
(QTRAP®6500)Dr. Daniel Rathmann bzw. Dr. Keith Richards) wemdlie 3,5-3- und Ts-Gehalte in Zelllysaten
und Zellkulturiberstanden ermittelt (n=1, Tripligat Keine Detektion der Metabolite wird als n.dick
detektiert) gekennzeichnet.

Die Expressionsanalyse TH-responsiver Gene zalgss sowohl 3,5-Tals auch T, vergleichbar mit
den in vivo Ergebnissen, die Transkriptmenge véitp2a2 (Serca2) erhdhte. Es wurden keine
signifikanten Anderungen der Genexpression #m und Myh7 beobachtet, jedoch zeigte sich ein
Trend zu einer gesteigerten mMRNA-Menge des G&yier. Die Expression voActcl, entscheidend fur
die Molekularstruktur der Myotuben, wurde durchM @,5-T;, nicht aber durch 100 nMsTeduziert
(Abb. 20). Geringere Konzentrationen von 38i@itten auf die Expression der untersuchten Gene ke
Auswirkung und wurden nicht abgebildet. In den efi#inzierten Rattenkardiomyozyten konnte im
Gegensatz zum murinen Herzgewebe keine Express&piGdneMyh6, Nppbund Nppa detektiert

werden.
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Abb. 20: Genexpression von Atp2a2, PIn, Myh7 und Acl in differenzierten H9c2-Zellen

Die Mittelwerte + SEM (n=3, jeweils Triplikate) deelativen Expressionswerte (29 sind dargestellt. Die
mittels gPCR erhobenen Expressionsmuster wurderH&RT normalisiert. Die Gruppen unterscheiden sich
signifikant von der Kontrollgruppe bei *p < 0,05p*< 0,01 (Kruskal-Wallis Test).

4.4 Wirkung von 3,5-F auf den hepatischen Fremdstoff- und
Steroidmetabolismus

In Kooperation mit Dr. Georg Homuth und Janine @Gelt von der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat
Greifswald (Interfakultdres Institut fir Genetik durFunktionelle Genomforschung) wurde das
hepatische Transkriptom in Mausen unter SD und HBBEh 3,5-}-Behandlung analysiert. Ziel der
Untersuchung war die Feststellung weiterer Signgéydie durch 3,5<lin der Leber veréandert werden

und klassischerweise nicht als TH-responsiv defisied.

4.4.1 3,5-T> reguliert die Expression Fremdstoff-metabolisieiemEnzyme

Bei der Auswertung der Transkriptomdaten zeigth,gi@ss ein Uberwiegender Teil der durch 3,5-T
regulierten Gene Fremdstoff-metabolisierende Enz{fiME) codieren, welche sich in Phase |-, Phase
II-Enzyme und Phase llI-Transporter unterteilen whe Inaktivierung und Elimination lipophiler
korpereigener Substanzen oder Fremdstoffe regaliere

Tabelle 27 gibt einen Uberblick iiber die regulierf@anskripte nach 2,5 pg 3,5-@der 0,03 pug F
Behandlung in Méausen unter HFD und SD. Die Gabe®@b pg/g 3,5-1 hatte nach zwei Wochen
keinen signifikanten Einfluss auf das hepatischen$kriptom in HFD-M&ausen und die Gruppe wurde

deshalb nicht aufgefiihrt.
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Tab. 27: Ubersicht der regulierten FME codierenderiranskripte in Lebern von 3,5-T oder Ts-behandelten
Mé&usen unter SD oder HFD

Fold changes mit einem p-West 0,05 der positiv exprimierten Gen-Transkripte skett und der negativ
exprimierten Transkripte kursiv dargestellt (n=Bgafen aus Transkriptomanalyse, siehe Anhang TabT &4.
35, Tab. 36).

Mause unter HFD Mause unter SIp
0,03pg/g® | 2,5u9/g3,5F 2,5ug/g3,5-T2 | 2,5pg/g 3,5-T2
Primarer Genna Versuchsdauer 14 d Versuchsdauer 28 d
"~ Fold change Fold change Fold change Fold change
Cyp2b9 54,2
Cypl7al 3,5 3,9
Cyp39al 2,9
Cyp51 2,8
Cyp2b13 2,8
Cyp2c39 2,5
o Cesda 2,5 2,4
£ Cyp2c38 1,7
N Cesif -1,6
W [cesig -1,9
© Cyp46al -2,0
8 |cypac3? -2,0
o Cypla2 -2,1
Ces2a -2,2
Cyp2ul 2,2 2,2
Cyp2d9 2.4
Cyp2c29 -3,2 -2,5
Cyp2c44 -3,0 -3,9 -3,5
Cyp4dal2a -9,8 -5,3
Cyp4al2b -10,3 -6,5
Sultsal 3,2 4.4 4,4 4,5
Ugt2b37 55 4,6 2,8 2,2
® Papss2 1,8
€ |Ugt2b3s -1,6
& [Gstm1 -1,6
W | sultiby 1,7
© Gstm6 -2,6 -2,1 -1,7
ﬁ Gstpl -1,7
o Mgst3 -2,5 -1,8
Gstad -2,2 -2,0 -2,5
Gpx6 -3,0 -3,2
Gsta2 -4.0 -4,1 -5,1
Slc22a7 2,8 4,8 5,3 6,2
Slc22a27 3,9 5,8
Slc25a30 2,7 2,7 4,3
. Slc22a5 2,4
e Slc25a45 1,9 1,7 2,1
§ Slc15a2 2,1
= Slc22a29 2,1
= Slc13a3 2,1
= Slc16al3 2,0
o Slc23al 1,9
S Abca3 1,7 1,8 1,8
o Slc25a42 1,6
Slcl7a2 -1,5
Slco2al -2,2
Slc39a4 -2,6 -3,7
Abcc3 -3,8 -6,5 -4.7
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Insgesamt lasst sich erkennen, dass die langermnBRimgsdauer (14 d vs. 28 d) von 3 GfTMausen
unter HFD die Anzahl der regulierten Gene von FMEteigen lasst. Die Transkriptomanalyse in der
Leber von Méausen, welche eine SD erhielten, wias groRere Anzahl signifikant gednderter Gen-
Transkripte auf als in den Mausen unter HEDab. 27). Die drei FME codierenden Gene
Sulfotransferase family 5A, member(&ult5a), UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide
B37 (Ugt2b37)und Organic anion transporter (&lc22a§ wurden als einzige Transkripte durch die
Behandlung mit 0,03 pgsBignifikant starker reguliert als in der Kontraolippe. Diese drei Gene waren
ebenfalls in den Lebern der 3,5-Gruppe hoher exprimiert und dienten deshalb zdid\éaung der
Microarraydaten mittels qPCR. Die Gabe von 0,25gu85-T. hatte keine Auswirkung auf die
Expression (Abb. 21).
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Abb. 21: Expressionen der Gene Ugt2b37, Sult5al uréic22a7 in der Leber von Mausen unter HFD nach
14-tagiger Behandlung mit 3,5-F oder Ts

Mittels gPCR ermittelte relative Expressionswe@é{'“)) sind als Mittelwerte + SEM (n=5-7) dargestellieD
Gruppen unterscheiden sich signifikant von der Kalgruppe bei *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,00Kruskal-
Wallis Test).

Eine systematische Literatursuche ergab, dassséivdurch 3,5-7 differentiell exprimierte Gene in
Mausen unter HFD und SD zu potentiellen Zielgenes @ranskriptionsfaktors CAR (konstitutiver
Androstanrezeptor) gehéren oder durch CAR-Aktiveridz.B. TCPOBOP) reguliert wurden (Tab. 28).
Diesbeziglich wurde mittels gPCR und Western Blotersucht, ob 3,5<I die Gen- und
Proteinexpression von CARN(1li3) veranderte. Weder 3,5%Tnoch & haben nach 14-tagiger
Behandlung in HFD-Mausen einen signifikanten Eisdllauf die Genexpression vdiili3 (CAR)
(Abb. 22). Die entsprechenden Western Blot-Analykennten fiir den 14-tagigen Versuch eine
signifikante Erhdéhung der CAR Proteinexpression cdur3,5- oder & im Vergleich zur

Kontrollgruppe verzeichnen (Abb. 22).
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Tab. 28: Potentielle Zielgene des Transkriptionsfators CAR

Die Pfeile markieren die Richtung der Regulation Bepression von CAR-Zielgenen nach 3. 5Behandlung.
Leere Felder kennzeichnen keine Regulation der @®assion durch 3,5sDaten aus Transkriptomanalyse
siehe Anhang Tab. 34, Tab. 35, Tab. 36

Gennameg FME | Regulationin HFD | Regulation in SD Referenz

Cyp2b9 | Phase | A4 (Sueyoshi et al. 1999)
Cyp39al| Phase | (Beilke et al. 2009)
Cypla2 | Phase | (Tolson and Wang 2010)
Cyp2c29| Phase | (Jackson et al. 2004, Smetanina et al. 2011)

Ces2a | Phase (Zhang et al. 2012, Jones et al. 2013
Sult5al | Phase |l (Aleksunes and Klaassen 2012)
Ugt2b37 | Phase Il (Richardson et al. 2008)

Gsta2 | Phase Il (Roques et al. 2013)
Slc22a7 [Phase Il (Jigorel et al. 2006)

Abcc3 |Phase Il (Staudinger et al. 2013)
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Abb. 22: Analyse der hepatischen Expression von CARach 14-tdgiger Behandlung mit 3,5-T oder Tz in
Mausen unter HFD

Graphisch dargestellt ist die Genexpression (n=%47) die nukledre Proteinexpression (densitoméigisc
Auswertung mit n=4) von CARNr1i3) nach 14-tagiger 3,5-1oder &-Behandlung in M&ausen unter HFD. Die
Gruppen unterscheiden sich signifikant von der kallgruppe bei *p < 0,05 (Kruskal-Wallis Test). Dastere
Feld zeigt ein reprasentatives Western Blot Expeninn=2) mit spezifischen Antikérpern gegen CARBKBA)

und R-Aktin (Referenzprotein).

Die Analyse der Lebern aus den 28-tagigen Versucbereichnete eine Reduktion der Expression von
Nr1i3 in Mausen unter HFD und wies keine Anderung dem3kriptmenge in 3,5-behandelten
Mausen unter SD auf. Der Effekt von 3,5aluf die hepatische CAR-Proteinmenge nach 14 dtkdnn
den Versuchen mit 28-tagiger Behandlungsdauer insglié unter HFD oder SD nicht bestéatigt werden

(Abb. 23A und B).
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Abb. 23: Analyse der hepatischen Expression von CARach 28-tdgiger Behandlung mit 3,5-T oder Tz in
Méausen unter HFD und SD

(A) Graphisch dargestellt ist die Genexpressiorb{fi¥F und die nukledre Proteinexpression von CARL(3)
(n=3) nach 28-tagiger 3,5-Behandlung in Mausen unter HFD. Die Gruppen uot@&len sich signifikant von
der Kontrollgruppe bei *p < 0,05 (Kruskal-Wallis §t Das untere Feld zeigt einen repréasentativest&ite Blot
mit spezifischen Antikdrpern gegen CAR (68kDA) uReAktin (Referenzprotein). Aufgrund der geringen
Tieranzahl pro Gruppe (n=3) wurde keine statises@hswertung der Bandenintensitat vorgenommen.

(B) Genexpression (n=5-7) und nukledre Proteinesgiom von CAR Nrli3) (n=4) nach 28-tagiger 3,5T
Behandlung in Mausen unter SD. Das untere Feldt Biigen reprasentativen Western Blot mit spezifisch
Antikérpern gegen CAR (68kDA) und R-Aktin (Referpnatein). Die Gruppen unterscheiden sich nicht
signifikant von der Kontrollgruppe, p > 0,05 (Mawhitney Test).
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4.4.2 Effekte von 3,5-7 auf den Cholesterin- und Steroidstoffwechsel

Die detaillierte Analyse der Transkriptomdaten brgiass die 28-tagige Behandlung mit 2,5 pg 3,5-T
in Mausen unter HFD die Expression von Genen vended die eine bedeutende Rolle in der
Cholesterin- und Steroidbiosynthese spielen. Inlddyern von Mausen, die nur 14 d mit 3,5bkw.

T3 behandelt wurden oder eine Standarddiat erhiklttente dieser Effekt nicht beobachtet werden.
Abbildung 24 gibt eine Ubersicht der Gene, die anG@holesterinbiosynthese beteiligt sind und deren
Expression durch die 28-tdgige 3,5Behandlung in M&usen unter HFD im Vergleich zur
Kontrollgruppe signfikant erhéht wurde (Abb. 24).
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Abb. 24: Schematische Darstellung der Cholesterinbsynthese

Angelehnt an Cholesterol Biosynthesis (Mus musquivikipathways.org. Genexpressionen in der Lebé, d
durch die 28-tdgige Behandlung von 2,5 pug/g 35M™Mausen unter HFD signifikant reguliert wurdemd in
grun dargestellt (Daten aus Transkriptomanalydeesfnhang Tab. 35).

Die Ergebnisse aus der Microarray-Analyiskl(fold change: 3,2Sglefold change: 4,84sd17b7 fold
change: 1,8) wurden reprasentativ fur die Gkhg, Sgleund Hsd17b7mittels gPCR validiert. Es
konnte eine sehr gute Ubereinstimmung der Ergebréss beiden Analyseverfahren verzeichnet
werden. Eindeutig lasst sich erkennen, dass 3,Bdf in den Mausen unter HFD eine signifikant
positive Regulation der Gen-Transkripte bewirkhggigen in Mausen unter SD keine Anderung auftrat
(Abb. 25)
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Abb. 25: Expression der Gene Idil, Sgle und Hsd17hbn der Leber von Mausen unter HFD oder SD nach
28-tagiger Behandlung mit 3,5-%

Mittels gPCR ermittelte relative Expressionswe@éd“) sind als Mittelwerte + SEM (n=5-7) dargestellieD
Gruppen unterscheiden sich signifikant von der kallgruppe bei *p < 0,05, **p < 0,01 (Mann-Whitn&est).

Daruiber hinaus konnten zwei weitere Gene idendifiziwwerden, die im Gallenséurestoffwechsel
involviert sind (Beilke et al. 2009, Lorbek et 2012) und nur in M&usen unter HRDer nicht unter
SD durch 3,5-7 reguliert wurden. Die Expression von Cytochromé&@®Eamily 39 Subfamily A
Member 1(Cyp39a) war signifikant erhoht (2,85 fold) und die Traripkmenge von Cytochrome P450
Family 46 Subfamily A Member Xyp46a) mit 3,5-T, reduziert (-1,95 fold). Fhatte keinen Einfluss
auf das Expressionsmuster dieser zwei Gene (Tab. 27

Interessanterweise konnte eine erh6hte mRNA-Meingdi¢ Steroid-1d-Hydroxylase Cypl7aljund

ein geringerer Expressionswert der HydroxysterdieBgta Dehydrogenase Bl4d17b6)in Mausen
nach vierwoéchiger 3,5-1Behandlung detektiert werdeArthang Tab. 35 undiab. 3§. Cypl7alist

ein Schlisselenzym der Androgen-Biosynthese ldad17b6spielt eine entscheidende Rolle in der
Aktivierung und Inaktivierung von Androgenen undt®genen (Auchus 2004, Luu-The and Labrie
2010).

In Mausen unter SD wurde die hepatische Expresgiarier Gene des Sexualsteroid-Metabolismus,
Steroid-m-Reduktase §rd5a) und Hydroxysteroid 3-Beta Dehydrogenadés@3b3, durch 3,5-F
signifikant herunterreguliert. In Mausen unter HRiaren diese Gene nach 3,5Gabe nicht
differentiell exprimiert (Anhang Tab. 36).

Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypept@l¢Cyp2b9 wurde mittels Microrrayanalyse als
das Gen identifiziert, welches durch die 3;8BEhandlung in Mausen unter SD am starksten (fold
change: 54) exprimiert wurde, jedoch sich die Tkapsmenge in der Leber von Mausen unter HFD
nicht verénderte (Tab. 2Qyp2b9qilt als Zielgen von CAR und ist fur die Biotranghation exogener

und endogener Substanzen, wie Steroidhormone, dgtastline und Fettsduren verantwortlich
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(Sueyoshi et al. 1999). Abbildung 26 fasst die Gemeammen, die an der Steroidhormonsynthese

beteiligt sind und nach der 3,%-Behandlung differentiell exprimiert worden sind.
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Abb. 26: Schematische Darstellung der Steroidhormaynthese

Angelehnt an Kegg pathway Steroid hormone bioswisheMus musculus (http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?mmu00140). Genexpressionen irLeleer (Daten aus Transkriptomanalyse siehe Anhang
Tab. 34, Tab. 35, Tab. 36), die durch Behandlung & pg/g 3,5-Tin Mausen unter HFD und SD signifikant
reguliert wurden, sind im griinen bzw. roten Kastargestellt. Expressionen, die nur in SD-Mause 1386-T,-
Behandlung signifikant reguliert wurden, sind gtiaw. rot umrahmt. Kennzeichnung mit * impliziert iteze,
nicht dargestellte Gene/lsoformen, die an der Rexakteteiligt sein kdnnen.

Zuséatzlich  konnten  Gene identifiziert werden, dieinee wesentliche Rolle im
Sexualsteroidhormonstoffwechsel spielen. Zu ihnembgen der EstrogenrezeptorEis(l), der in den
3,5-T>-behandelten Tieren unter SD und HFD hoher exprimigar sowie der Membran-
ProgesteronrezeptoPéqr7, Paqr9, dessen hepatische Expression in den 3ehandelten SD-
Mé&ausen hoher war. Weiterhin waren die Transkripgeardiverser Isoformen der Aldo-Ketoreduktase
1c (Akrlc14, 18, 1§ die als NAD(P)H-abhéngige Oxidoreduktase sowstieiroidhormone als auch
Xenobiotika metabolisieren (Pratt-Hyatt et al. 20Xirch 3,5-F reguliert (Anhang Tab. 35 und Tab.
36.)

Um einen funktionellen Zusammenhang zu den Exmessiustern herzustellen, wurde in
Zusammenarbeit mit Claes Ohlsson und Andreas LaimdirDepartment of Internal Medicine,
Sahlgrenska Academy at University of Gothenburg 8éeroidprofil in der Leber von 3,5-T
behandelten Mausen unter HFD oder SD mittels GCM&S/analysiert. Vergleichbar mit den
Resultaten der Transkriptom- und gPCR-Analysenfdlsldung 25 wiesen 3,5s1behandelte Mause
unter HFD einen sehr viel hoéheren Gehalt an Andraibn und eine leicht erhohte
Progesteronkonzentration in der Leber auf als umhdélte Mause oder 3,5 behandelte Mause unter
SD. Beziglich der hepatischen Dehydrotestostero- Testosterongehalte konnten zwischen den
einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschietitektiert werden, wobei bezilglich der
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statistischen Auswertung auf die geringe Anzahl €imbezogenen SD-Mause pro Gruppe (n=3)

hingewiesen werden muss (Abb. 27).
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Abb. 27: Steroidgehalte in der Leber von 3,5-Fbehandelten M&ausen unter HFD oder SD

Datenanalyse von Claes Ohlsson und Andreas Labdipartment of Internal Medicine, Sahlgrenska Acaglam
University of Gothenburg. Die Gruppen (HFD n=5, 8EB) unterscheiden sich signifikant von der Kortnalppe

bei *p < 0,01 (Mann-Whitney Test). Keine Detektider Hormone bzw. unter dem Detektionslimit wird aid.

(nicht detektiert) gekennzeichnet.
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4.5 Wirkung von 3,5-F in primaren Hepatozyten der Maus

Die in vivo Ergebnisse aus den Tierversuchen zeigen sowoMé&usen unter HFD als auch SD
eindeutige Effekte von 3,5;Tauf den Leberstoffwechsel. Mithilfe primarer Hegmtten aus der
Mausleber wurde untersucht, ob 35-d@lirekt im isolierten Zellsystem den Energie- unéi-T
Metabolismus beeinflusst.

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass 100 nMi& Expression des TH-responsiven MarkRéerl

in den Hepatozyten gleichermalRen reguliert wie 1MI03,5-T,. Aus diesem Grund diente 100 nM T
neben der DMSO-Kontrolle atsisatzliche thyromimetische Vergleichskontrolle.

Die untersuchten Substanzen hatten keinen Einfluslie Lebensfahigkeit der Hepatozyten. Weder
3,5-T> (10 nM bis 10 uM) noch 100 nMsTuhrten zu einer Reduktion der Zellviabilitat dégpatozyten
nach einer Inkubationszeit von 24 h im Vergleich Kontrolle (Abb. 28A). Des Weiteren wurde fir
nachfolgende Genexpressionsanalysen ermittelt, iebTdstsubstanzen die Transkript-Menge des
ReferenzgendHPRT) beeinflussen. Auch hier konnte kein Unterschigdkontrollgruppe festgestellt
werden (Abb. 28B).
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Abb. 28: Viabilitat und Expression des Referenzgenis primaren Hepatozyten

(A) Viabilitat der primaren Hepatozyten nach 24ngtiger Stimulation mit 10 nM bis 10 uM 3,%Uind 100 nM

T3 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=2, jeweils Thkate). (B) Genexpression vodAPRT in primaren
Hepatozyten nach 24-stiindiger Stimulation mit 20bisM10 uM 3,5-F7 und 100 nM Eim Vergleich zur DMSO-
Kontrolle (n=3, jeweils Triplikate). Die Gruppen tenscheiden sich nicht signifikant von der Konwalippe
(Kruskal-Wallis Test).

Die in vivo Ergebnisse zeigten eine starke Stimulation deefg@mession und Aktivitat der Diol in den
Lebern der 3,5-Fbehandelten Mause (Abb. 15).

In primaren Hepatozyten steigerte 100 nM 3;5&ch 24-stindiger Inkubation ebenfalls die mRNA
Expression der Diol um das 16-fache, ahnlich wig A8l Ts (Abb. 29A).1 uM und 10 uM 3,5-7
zeigten auch diesen Effekt. Demgegeniiber konnteeksignifikante Anderung der Diol-Aktivitat fir
10 und 100 nM 3,5 als auch fur 100 nM 3T beobachtet werden. Die Behandlung mit der
supraphysiologischen Konzentration 10 pM 3;5katte nach 24 h eine signifikante Abnahme der

Enzymaktivitat zur Folge (Abb. 29B).
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Abb. 29: Genexpression und enzymatische Aktivitater Diol in primaren Hepatozyten

(A) Genexpression voBiol in primaren Hepatozyten nach 24-stiindiger Stintatit 10 nM bis 10 uM 3,5-
T2 und 100 nM § im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=3, jeweils Thikate). (B) Enzymatische Aktivitat der
Diol in primaren Hepatozyten nach 24-stiindiger Stinmtamit 10 nM bis 10 uM 3,5-<Tund 100 nM § im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=3, jeweils Triplite). Die Gruppen unterscheiden sich signifikant den
Kontrollgruppe bei *p < 0,05, **p < 0,01,***p < 0L (Kruskal-Wallis Test).
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Exemplarisch fur den hepatischen Energiestoffwdclhaede die Expression vorCyp7al ein
Schlisselenzym der Cholesterinbiosynthese, untetrsDas Agarose-Gel-Bild zeigt deutlich, dass in
den Kontrollzellen keine Expression v@yp7alermittelt werden konnte. Konzentrationsabhangig
fuhrte die Gabe von 3,5;zu einem Anstieg des Gen-Transkripts in den Heyéto. Dieser Effekt
konnte auch mit 100 nMzIbeobachtetverden (Abb. 30A).

Die Sulfotransferase la$yltla) ist ein Phase II-Enzym und ein Zielgen von CARriiber hinaus
spielt es eine entscheidende Rolle im hepatischemdstoff- und TH-Stoffwechsel (Aleksunes and
Klaassen 2012). Die 24-stiindige Inkubation von &a®0) 1 pM und 10 uM 3,5-fuhrte zu einem
signifikanten Anstieg deBultlalExpression. 100 nM slerhohte ebenfalls die mMRNA-Mengabb.
30B).
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Abb. 30: Genexpression von Cyp7al und Sultlal in pnaren Hepatozyten

(A) Genexpression vo@yp7alin primaren Hepatozyten nach 24-stiindiger Stinatit 10 nM bis 10 uM 3,5-
T, und 100 nM T im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=3, jeweils Ttikate). FurCyp7alsind exemplarisch
(n=2) die DNA-Fragmente auf einem Agarose-Gel auégeen. Die Bandengrof3e liegt bei 206 bp, linkseauld
befindet sich der GrolRenmarker (M). (B) GenexpmssbnSultlalin primaren Hepatozyten nach 24-stindiger
Stimulation mit 10 nM bis 10 pM 3,5;Tund 100 nM § im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=3, jeweils
Triplikate). Die Gruppen unterscheiden sich sidaifit von der Kontrollgruppe bei *p < 0,05,***p <(@1
(Kruskal-Wallis Test).

Entsprechend dem vivo Ergebnissen in der Leber von 3,58ehandelten M&ausen konnten die
Genexpressionsstudien in den primaren Hepatozgigeiz, dass der TH-Metabolit 3,%-fergleichbar
mit Tz bereits nach 24 h die Expression TH-responsiveneG@iol, Cyp7a} erhoht und die
Transkriptmenge vorSultlal ein Vetreter des hepatischen Fremdstoff- und TathBechsels,
stimuliert.

Laut Literaturdaten fuhrt 3,5-Tin Ratten zu einer Steigerung der mitochondrisddémung und der
Cytochrom C Oxidase (COXktivitat (Lanni et al. 1992, Lombardi et al. 200@mbardi et al. 2009).
Im vorliegenden Mausversuch konnte eine gesteidgittatsynthaseaktivitat und erhéhte Expression
von Cyt C nach 3,5-FBehandlung detektiert werdeAl{b. 10.
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Mithilfe des Seahorse Bioanalyzer wurde diesbeziglich getedt 3,5-F in priméaren Hepatozyten
ebenfalls die mitochondriale Atmung beeinflusstciNd@itration wurde festgelegt, dass 10.000 Zellen
pro 96er Well die optimale Zellzahl fur den Versuesteller{Abb. 31A). Mit 100 nM & und 100 nM
3,5-T> konntezu Messbeginn eine basale Atmung pro Well von nstetes 75 OCR (pmol/min) erreicht
werden und aus diesem Grund wurden diese Konziemteat fir Folge-Experimente eingesetzt.

Die 24-stiindige Inkubation von 100 nM 3,54hd 100 nM T fiihrte zu keiner Anderung der basalen
Atmung in den priméaren Hepatozytekbp. 31B) Anhand der Anderung des Sauerstoffverbrauchs nach
Oligomycin-Gabe, ein Inhibitor der ATP-Synthase fzdex V), konnte gezeigt werden, dass 100 nM
3,5-T> den ATP-Umsatz in den Mitochondrien im Vergleictn BMSO-Kontrolle signifikant ansteigen
lie3. Ein vergleichbarer Effekt wurde fig flicht beobachte#Abb. 31C) Im Gegensatz dazu verringerte
sich der ParametePyoton Leak’, ein Malf3 fir den entkoppelten Zustand der AtmuetjekAbb. 31D)
Auf die maximale Atmung und die Reservekapazitditelmasowohl 3,5-Tals auch T keinen Einfluss

(Abb. 31E und F).
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Abb. 31: Rate des Sauerstoffverbrauchs in primaremiepatozyten

(A) In primaren Hepatozyten wurde die Atmung (OQ@Raufsteigender Zelldichte bei verschiedenen Zélizn
im 96-er Well-Format (n=1-2, jeweils 6 Replikate)nittelt. (B-F) Primare Hepatoyzten wurden 24 h &i0 nM
3,5-T2 oder T3 stimuliert und mithilfe mitochondér Inhibitoren verschiedene mitochondriale Paramet
bestimmt (n=2-3, jeweils 6 Replikat&)ie Gruppen unterscheiden sich signifikant vonkientrollgruppe bei *p
< 0,05, **p < 0,01 (Kruskal-Wallis Test).

Das Modell der primaren Zellkultur diente weiterldazu, den Metabolismus von 3,54 Detail zu
untersuchen, da hierzu bisher nur wenige Daterizietilworden sind.

Mittels der LC-MS/MS-Methode wurde untersucht, virelc TH-Metabolite nach 24-stindiger
Inkubation mit 3,5-Fim Vergleich zu & im Zellextrakt und im konditionierten Medium vofinden
waren. Allgemein lasst sich ein konzentrationsafglger Anstieg von 3,5<T und T; in den

Zellextrakten und im Uberstand verzeichnen (AbtA 82d B bzw. D und E).
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In den primdren Hepatozyten konnte basal wedef3/3ch T detektiert werden, moéglicherweise
lagen die endogenen Konzentrationen unter dem Betskmit bzw. beeinflussen Matrixeffekte die
Detektionssensitivitat. Iden Zellextrakten und im konditionierten Medium derein geringer Gehalt
an T; (<0,05 nM) gemessen, unabhangig von den Behanstiungpen (Abb. 32C und F). Die 24-
stiindige Stimulation mit 10 oder 100 nM flihrte zu keiner Zunahme der 3,5HRonzentration im
Lysat oder im Uberstand und dementsprechend leefauth dieses Modell keine Hinweise auf den
potentiellen Biosyntheseweg von 3,5-[Abb. 32A und D). Die Co-Stimulation m@&-n-Propyl-2-
thiouracil (PTU) hatte keinen Einflusss auf dieadi¢ierten 3,5-7 und TH-Gehalte in den Zellen und
im Uberstand (Abb. 32
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Abb. 32: Konzentration von 3,5-T2 und TH im Zelllysat und im Zellkulturiiberstand pri marer Hepatozyten
Primére Hepatozyten wurden 24 h mit 3 Bder T mit oder ohne Co-Inkubation von 1 uM PTU stimuligr=2-
3, jeweils Triplikate) und die Konzentrationen var5-T; (A,D), T3 (B,E) und T, (C,F) im Zelllysat und im
Uberstand mittels LC MS/MS bestimm®TRAP®6500) (Dr. Daniel Rathmann bzw. Dr. Keith Richards).

Die Stimulation mit 3,5-T oder & fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Zunahe® TH-
Metaboliten T im konditionierten Medium. Im Zelllysat konnte micht detektiert werden (Abb. 33A
und D). Die Inkubation mit 1 uM 3,5-Tbewirkte sowohl im Zelllysat als auch in den
Zellkulturiberstanden die Bildung von 3-Werden. Fir Tz konnte ein konzentrationsabhangiger
Anstieg von3-T; nur im Uberstand bestimmt werdgkbb. 33B und E)Die Hemmung der Diol durch
PTU reduzierte sowohl diegBls auch die 34FBildung im Zellkulturiberstand nach 3,%-T710 und
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100 nM) und E(100 nM) - Stimulatior{Abb. 33D und E)Fur 1 uM 3,5-% konnte die PTU-vermittelte
Reduktion der 3-FBildung auch im Zelllysat demonstriert werdgxbb. 33B). Diese Resultate lassen
schlussfolgern, dass die Metabolisierung von 3,2tI3-T; und zu § bzw. Tz zu 3-T; und zu B durch
die Deiodierung an der 5. Position des lodatom®lgd. Im Zellkulturiberstand konnte ein
konzentrationsabh&ngiger Anstieg von 3,3'rEich B-Stimulation beobachteterden(Abb. 33F).Die
Co-Inkubation mit PTU hatte keinen Einfluss auf 8j&'-T, Bildung und bestatigt die Annahme, dass
die Dio3 hauptséachlich die Inaktivierung vogzlu 3,3'-T, katalysiert (siehe dazAbb. 1).
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Abb. 33: Konzentration von To, 3-T1 und 3,3-Tz im Zelllysat und im Zellkulturiberstand priméarer
Hepatozyten

Priméare Hepatozyten wurden 24 h mit 3 mder Tz mit oder ohne Co-Inkubation von 1 puM PTU stimulig=2-
3, jeweils Triplikate) und die Konzentrationen vén(A,D), 3-T: (B,E)und 3,3-T% (C,F) im Zelllysat und im
Uberstand mittels LC MS/MS bestimn@TRAP®6500)(Dr. Daniel Rathmann bzw. Dr. Keith Richards).
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5 Diskussion

In Anbetracht der weltweit steigenden Anzahl adgposlenschen stehen effektive therapeutische
Maflnahmen ohne unerwiinschte NebenwirkurggmVerminderung der Nahrungszufuhr und/oder
Steigerung des Energieverbrauchs nach wie vor kag-der weltweiten Forschung (NCD-RisC 2016,
Narayanaswami and Dwoskin 2017).

Der metabolisch aktive TH-Metabolit 3,5 Wwird als potentielle Substanz zur Behandlung von
Adipositas und assoziierten Begleiterkrankungen kutiisrt.  Interventionsstudien in  Ratten
demonstrieren eine gewichtsreduzierende und aididimische bzw. anti-steatotische Wirkung von
3,5-Tz ohne die fur TH bekannten thyromimetischen Begistheinungen.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von 3,5-Tauf den Energiestoffwechsel, die
Schilddrisenhormonachse und insbesondere auf emdmgen des hepatischen Metabolismus in
Mé&ausen mit einer von Geburt an Diat-induziertenpdditas untersucht und die Ergebnisse selektiv mit
denen von normalgewichtigen Tieren verglich&®e gewonnenen und nachfolgend diskutierten
Ergebnisse lassen erkennen, dass 3esitive Effekte auf den Energie- und Fettstoffiasd ausiibt,
jedoch auch mit der HPT-Achse und dem hepatischemdstoff- und Steroidmetabolismus interferiert.

5.1 Bewertung des Mausmodells und der Dosiswahl vorAT3,6nd Tz anhand des
metabolischen Phanotyps

Ausgangspunkt fur die Etablierung des untersuchansmodells mit Diat-induzierter Adipositas am
DIfE waren die im Rahmen der ,Maintain-Studie angdstre Untersuchungen zur Erhaltung des
Kdrpergewichts und Verbesserung der metabolischarktion nach Gewichtsreduktion der HFD-
Mause durch den Einsatz von TH-Metaboliten. In fpidgriten Studien flhrte die Verabreichung einer
hochkalorischen Digd libitumin C57/BL6J-M&usen Uber einen langeren Zeitraureimar starken
Erhdhung des Korpergewichts und Veranderung matabalr Parameter (Hyperinsulinamie,
Insulinresistenz, Fettakkumulation und Hyperch@esémie) (Lin et al. 2000, Collins et al. 2004,
Gallou-Kabani et al. 2007) und z&hlt zum Goldstaddies DidginduzierterAdipositas(DIO)-Modells
(Reuter 2007) Der direkte Vergleich zwischen den untersuchten HEDd SD-Mausen vor
Versuchsbeginn zeigte eindeutige Unterschiede in Kérperfettzusammensetzungrap. 29,
vergleichbar mit den in der Literatur publizierteaten (Gallou-Kabani et al. 2007, Rendina-Ruedy et
al. 2015).

Tab. 29: Kérpergewicht- und zusammensetzung der M&e vor Beginn des 28-tagigen Versuchs
Daten wurden im Rahmen der Maintain-Studie (Dr.Jédhas, F. Wohlgemuth) erhoben.

Parameter Mause unter SD  Mause unter HFD
Korpergewicht[g] 30,3+2,3 489+29

Fettfreie Masse [%] 85,1+2,7 575+3,1
Kdrperfettmasse [%] 9,9+ 3,0 34,9+3,3
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Dementsprechend war das gewahlte Mausmodell, Inginde57BL/6J-Mause nach Absetzen tber 20
Wochen eine HF[ad libitumerhieltengeeignet um die Wirkung va®5-T als therapeutisches Mittel
gegen Adipositas und deren Begleitsymptome zu sutéen.

Priméares Ziel der 3,5z0Interventionwar die Gewichtsreduktion und positive Beeinflussung de
metabolischen Phanotyps in den HFD-Mausen. Diervatgion mit 0,25 pg/g Korpergewicht
(nachfolgend nur als pg/g dargestellt) als auchug/§ 3,5-Efur 14 bzw. 28 d bewirkte keine Anderung
des Kdorpergewichts in den adipdsen Tiefea| 30).

In Mausen des Stammes C57BL/6 wurde ebenfalls Kaisevirkung auf das Gewicht nach einwdchiger
oraler Verabreichung von 1,25 und 12,5 pg/g 3,5aiitels Sonde beobachtet, wenn diese vorab eine
Woche lang mit einer HFD gefittert wurden (Goldbetgal. 2012). In einer kirzlich erschienenen
Studie zeigte Teixeira et al. erstmalig in C57BM@usen, die vorher eine achtwéchige HFD erhielten,
eine Reduktion des Korpergewichts nach einer viehigieni.p. Behandlung mit 12,5 pg/g 3,5 hicht
jedoch mit 1,25 pug/g 3,5-Teixeira et al. 2016)Die Daten signalisieren, dass Applikationszeitraum
und -form entscheidende Faktoren fiir die 3;54armittelte Anderung des Korpergewichts im adipijse
murinen Modell sein kénnen. Die Bioverflugbarkeitv&5-T, nach oralem Verabreichungsweg kénnte
durch einen ausgepragten First-Pass-Effekt derrldshelich reduziert sein (Kwan 1997). In C57BL/6-
Mausen wurde indes zwischen oraler und intrapegitar Applikation von 7hinsichtlich der Induktion
einer chronischen Hyperthyreose kein Unterschiestigésstellt (Engels et al. 2016). Vergleichbare
Untersuchungen mit 3,5;Tiegen bis dato nicht vor.

Hinsichtlich der B-Gruppe wurde das Ziel erreicht eine Dosis (0,0831gu applizieren, die keine
Anderung der FSerumkonzentration hervorrief, in der Peripheredoch Effekte auf den
Energiestoffwechsel austbte und dementsprechendthgl®mimetische Kontrollgruppe diente.
Vergleichbar mit 2,5 pg/g 3,5:Tkonnte die 83-fach geringere-Konzentration nach vierwdchiger

Behandlung keine Anderung des Kérpergewichts in Hliusen erzielenT@b. 30).

DasKadrpergewicht wird durch das Zusammenspiel vonrgieaufnahme und -abgabe reguliert, wobei
der Energieverbrauch insbesondere durch die kacperlAktivitat und den Gesamtenergieumsatz
bestimmt wird.

TH erh6hen den Energieumsatz und fordern die Thgemese. Die daraus resultierende negative
Energiebilanz kann zu einer Abnahme der Energiebpeifiihren. Um das Korpergewicht stabil zu
halten kommt es zu Kompensationsmechanismen, denen Hyperphagie und gesteigerten Appetit
fiihren kénnen (Luo and MacLean 2003). Sowohl in 8&&en als auch in Nagetieren hat eine Anderung
des Schilddrisenhormonstatus Auswirkungen auf dagetit- und Essverhalten (Pijl et al. 2001,
Gonzalez et al. 2012). Der orexigene Effekt von wiid insbesondere durch die Regulation des
hypothalamischen Neuropeptidsystems und die Bgteitj der Serin/Threonin-Kinase mammilian
Target of rapamycin (mTonermittelt. In hyperthyreoten Ratten wurden die Xdyene des Agouti-
related Protein (AgRP) und des Neuropeptids Y (NPfjnehrt exprimiert, wahrend das Anorexigen

Proopiomelanocortin (POMC) vermindert war (Varelak 2012). Weitere Faktoren, die zentral die
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Energieaufnahme und Sattigungssignale im Gehirnegteund durch den TH-Status beeinflusst

werden, sind UCP2 und Dio2 (Kong et al. 2004, Cé¢gpodal. 2007).
Dementsprechend kdnnte die ausgebliebene Gewidbigren nach der Behandlung mi ind 3,5-B

aus der gesteigerten Futteraufnahme resultiererpeadiits nach 14 d zu beobachten wab( 30).

Tab. 30: Metabolische Parameter nach 14- bzw. 284giger Intervention in HFD-M&usen

Die Daten wurden freundlicherweise von Dr. W. JqiidfE, Abteilung exp. Diabetologie) zur Verfiiguggstellt
und sind in Auszigen publiziert (Jonas et al. 203 Gruppen unterscheiden sich signifikant vom de
Kontrollgruppe bei *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 001 (Kruskal-Wallis Test bzw. Mann-Whitney Test)ch

durchgefuhrte Analysen sind mit — gekennzeichnet.

. Versuchsdauer Versuchsdauer
Mause unter
Hochfettdiat (HFD) 14 Tage 28 Tage
0,25 pg/g 0,03 pg/g 2,5 ug/g 2,5 ug/g
Parameter Kontrolle Kontrolle
3,5-T> T3 3,5-T> 3,5-T2
Korpergewicht in g 495+1 51,1+1 47,9+1 50,7¢1 | 47.6%3 48,4+3
Puterauname | 576,54 880424  995:47¢ 1033423+ | 168058 2073 %57+

[kJ/14 bzw. 28 d]

Gesamtenergie- 643+16 72,3+0,5%*

umsatz [kJ/d]
Korpe['c[%}]peratur 35,3402 358+0,2 363+0,1% 359+0,1 36,601 37,3+0,1*
Fettfreie Masse [%] | 58,7 +0,9 58,3+0,4 64,9 £0,9%** 63,1 £ 0,8** 58,1+4,4 63,3+2,3

Korperfettmasse [%]| 34,8+11  353%0,7 27,7+0,9" 303+0,8™ | 356+49 29,8+23*

Triglyceride [pg/mi] 552 + 55 590 + 29 415 + 33 4426 80 +7,3 97,0+12,1
Fre'e[;ﬁ/ltisa”re“ 046+002 046+001  045:003  051+00l065+0,04 0,68 0,04
S
= .
g Gesar[“nt];fgl‘]"esm”” 200+10  188+11 815w 116 +11* | 18147 1048
Leptin [ng/ml] 12,3+0,5 11,8+0,7 5,3+0,3* 7,2+0,6% - -
Insulin [pg/ml] 6853 £876 5150 + 1443 10372 +1515 6861 + 891 5603 + 881 5913 £ 1790
Triglyceride *
o [ug/g Protein] 1,6 £0,04 14+01 1,2+0,1 1,3+0,1 1,2+0,4 0,7 + 0,05*
2 .
e Citrat-
Synthaseaktivitat 724 + 45 669 +£34 1031 £50*** 1065 + 43*** 700 + 30 1024 + 36***

[umol*min*mg]

Entsprechend den Effekten von TH, die warmeprodenike Prozesse férdern und die Thermogenese
regulieren (Silva 2006), steigerte auch 3;5HT Mausen unter HFD den Gesamtenergieumsatz und
erhdhte die Kérpertemperatur nach vierwéchiger Aagion.

Vergleichbar mit den Literaturdaten konnte die NMRalyse in 3,5-3- und Tz behandelten Mausen
eine Reduktion der Fettgewebsmasse und eine Siameler fettfreien Masse verzeichn@alf. 30).

TH kontrollieren auf verschiedenen Ebenen die llipmdostase im Organismus. Insbesondere in den

Zielgeweben Fett, Muskel und Leber beeinflussemiganitochondriale R-Oxidation, stimulieren den
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Umsatz und die Aufnahme freier Fettsduren, erhdiehepatische Triglyceridsynthese und regulieren
den Cholesterinstoffwechsel (Oh and Kaplan 1994gafa 2014). Vergleichbar mit der Wirkung von
Ts, reduzierte 2,5 pg/g 3,5 Tdie Cholesterinkonzentration im Serum und den tegeen
Triglyceridgehalt nach vierwdchiger Interventiomap. 30).Sowohl Teixeira et al., als auch Goldberg
et al. konnten diese Veranderung der Korperfettnnsensetzung in Mausen mit der hohen
Konzentration von 12,5 pg/g 3,%&rreichen, nicht aber mit 1,25 pg/g (Goldbergl.e2@l2, Teixeira

et al. 2016).

Die Gruppe um Fernando Goglia zeigte in 8-WocheenalRatten des Stammes Wistar eine
entsprechende lipid- und cholesterinsenkende Wgkwenn diese simultan zu einer HFD meist Uber
einen Zeitraum von vier Wochen 0,25 pg/g 3:5:glichi.p. injiziert bekamen (Lanni et al. 2005,
Moreno et al. 2011). Die Wirkung v@)5-T. aufden metabolischen Phanotyp ist demnach sowohl von
der Wahl des Versuchsmodells, als auch der gegeligosis abhangig.

Die publizierten Studien in Ratten hatten insbesomdas Bestreben, praventiv eine sich entwickelnde
Adipositas und deren Begleiterkrankungen mit 35T verhindern (Lanni et al. 2005, Mollica et al.
2009, Moreno et al. 2011). Im Gegensatz dazu wievatliegende Arbeit das Ziel auf, eine bereits
bestehende Adipositas therapeutisch mit 3,50 behandeln. Fir ersteres Modell zeigte sich in
Abhangigkeit der Spezies, dass 354 adipésen Mausen nur mit hohen Konzentrationiee e
Anderung des metabolischen Phanotyps hervorrufanteq12,5 pg/gjGoldberg et al. 2012, Teixeira

et al. 2016) Demgegentiber erzielte in HFD-Wistarratten bewdigstagliche Gabe von 0,25 ug/g 3,5-
T, metabolische Veranderungen nach 6h (de Lange 2051).

In dieser Arbeit hatte die geringe Dosis von 0,28gu3,5-T keine Auswirkung auf verschiedene
Parameter des Energiestoffwechg@lab. 30).Spezies- als auch stammesabhéngige Unterschiede, di
mit einer unterschiedlichen Suszeptibilitat gegemider Exposition einer HFD einhergehen, konnten

eine Erklarung fur diese Diskrepanzen der 3;5¥Wirkung sein.

Zusammenfassend lasst sich formulieren, dass saashintersuchte Mausmodell mit Diat-induzierter
Adipositas, als auch die gewahlte Dosis mit 2,5835- T bei einer Behandlungsdauer von 4 Wochen
die Koérperzusammensetzung in Richtung ReduktiorFé&imasse positiv veranderte, auch wenn eine

Gewichtsreduktion aufgrund méglicher kompensatbesdvechanismen ausblieb.

5.2 Wirkung von 3,5-% auf die Expression TH-responsiver Gene und auf den
Mitochondrienstoffwechsel in der Leber

Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan ist edtear Hauptwirkungsorte von TH hinsichtlich des
Energiestoffwechsels. Der Wirkmechanismus varinTder Leber wird hierbei vor allem durch den
kanonischen nukledren s-Rezeptor-Signhalweg vermittelt (Forrest and Veromtr 2000). Die
Regulation der Expression-fesponsiver Zielgene, die beinahe 8 % der gesabtarine in der Leber
codieren und im Fett- und Kohlenhydratstoffwecha# auch im mitochondrialen Stoffwechsel

funktional involviert sind, spielt eine bedeuten@elle in der Energiehomodostase des Organismus
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(Bassett et al. 2003, Weitzel and Iwen 2011). Imtégt dieser Arbeit war es demnach von besonderem
Interesse, Anderungen des hepatischen Genexprsgsiits nach 3,5-FBehandlung in Mausen unter
HFD zu untersuchen und sie mit den Effekten vered vergleichen. Exemplarisch wurden jeweils
ausgewdéhlte Parameter und Expressionsmuster Tldaeispr Zielgene des Lipid- und
Kohlenhydratstoffwechsels sowie des mitochondrigfaffwechsels untersuchber Protein- und

Intermediarstoffwechsel wurde im Kontext dieser éitlmicht naher beleuchtet.

Im Hinblick auf den hepatischen Fettstoffwechselaneerte ¥ nur selektiv dieExpressionmuster
ausgewahlter lipogener und lipolytischer GéAbb. 9). Entsprechend der Triglyceridreduktion in der
Leber T-behandelter Mause unter HFD (Tab. 30) verringsité die Transkriptmengder Scd 1
Schliisselenzym der Biosynthese einfach ungeséttgigsdurenDie in der Leber stark exprimierte
Malat-Dehydrogenase des Zytoddlgl), welche durch Fhochreguliert wurde, ist an der Bereitstellung
von NADPH fur die Fettsauresynthese beteiligt undditratzyklus involviert. FiScdlidentifizierte
Waters et al. ein negatives TRE im proximalen Ptemdes murinen Gens (Waters et al. 1997) und fir
Mel wurde speziestbergreifend ein TRE in der Promegésn nachgewiesen (Mariash et al. 1980,
Petty et al. 1990, Gonzalez-Manchon et al. 1997).

Dementsprechend kann hier ein Zusammenhang zwiscleen molekularen TRE-vermittelten
Anderungen auf Genexpressionsebene und der Regufatiktioneller Parameter (Triglyceridgehalt
und Citratsynthaseaktivitat (Tab. 30)) in der Lebergestellt werden.

Es konnte keine Expressionsregulation Vonsp(auch Spot 14 genannt) oder weiterer TH-responsive
Gene nach FBehandlung detektiert werdgibb. 9). Thrsp gilt als TH-responsives Gen, dessen
Expression binnen weniger h durchr&guliert werden kann (Seelig et al. 1981, Jun®.€t984, Feng

et al. 2000). Ein direkter Zusammenhang in Rattennke durch die Identifizierung von TRES in
Regionen 2700 bp upstream des Transkription-Stggtsnden werden (Zilz et al. 1990)hrsp ist
insbesondere an der Regulation der Liponeogendsgidgteund steht eng im Zusammenhang mit dem
hepatischen Fettstoffwechsel.

Die Existenz einer steatotischen Leber, wie siénbtieahrscheinlich im HFD-Versuchsmodell vorlag,
erhohte die Expression dEnrspmRNA (Wu et al. 2013). Der erwartete, aber nichgetretene Effekt
der T-Behandlung auf die Expression v@hrsp kénnte demnach dadurch unterbunden worden sein
und eine Erklarung fir die schwache Wirkung vanatif dasThrspExpressionsmuster und weiterer
untersuchter TH-responsiver Gene des Lipidstoffwelsh gebenVergleichbar mit der FGruppe
zeigten auch die Mause nach Behandlung mit 3 8uf eine schwache Wirkung auf die Genexpression

lipogener und lipolytischer Enzyme (Abb. 9).

In Leberextrakten hypothyreoter Ratten steiget®eT3,und Tz die mRNA und Aktivitat von Mel. Fur
eine gleichwertige Induktion des Transkripts mugstioch eine etwa 100-fach héhere Konzentration
von 3,5-T im Vergleich zu T eingesetzt werden, begriindet durch eine gerirjedungsaffinitat von
3,5-T, am TR (Horst et al. 1989, Ball et al. 1997, Lonabhat al. 2000). Dariber hinaus stellten

Lombardi et al. fest, dass ein signifikanter Effalf die Mel-Aktivitdt nach F#Gabe bereits nach 24
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h, bei 3,5-% jedoch erst nach 48 h auftrat. Die Stimulation riken durch Hemmung der
Proteinbiosynthese mittels Actinomycin D unterditilg&rden und spricht fiir einen genomischen Effekt
von 3,5-T, (Lombardi et al. 2000), welcher auch in der vgdieden Arbeit, bei Betrachtung der
erhdhten Mel-Expression nach 3,58Behandlung, vorliegen kdnnte.

In der Leber ist vor allem der TR dominant expeirnund kontrolliert auf transkriptioneller abeichu
post-transkriptioneller Ebene Energie- und Fettatthsel (Cheng et al. 2010, Zhu and Cheng 2010).
TRR1, dessen lange Isoform (L-Trbl) in Knochenfgcldurch 3,5-T aktiviert wurde, ware demnach
ein potentieller Kandidat, um die genomischen BE#elon 3,5-F mechanistisch zu erklaren (Orozco et
al. 2014). Erst kurzlich konnten die Autoren dast&nJun activation domain-binding protejdabl)
identifizieren welches als Coaktivator die 3 sabhangige Transaktivierung des L-Trbl sowie der
humanen TRR1 Variante (hTRB1) fordert. Im Gegensatzu hatte die Stimulation mit; keinen
Einfluss auf die Transaktivierung des L-Trb1. Eatte jedoch eine Corepressoraktivitéat von Jabl nach
Bindung von Ean die kurze Isoform des TRR (S-Trb1) beobachtedeve(Hernandez-Puga et al. 2017)
In Nagetieren konnte ebenfalls ein Set an Coregrdat welches durch 3,5 Tspezifisch und
unabhangig von srekrutiert wird, die Genexpression Uber den TRRAabigen Signalweg regulieren.

Aktuelle Untersuchungen dazu stehen bisher jedosh a

Ts reguliert TR-vermittelt direkt die Transkriptioreid geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der
Glukoneogenese PepdRdk]) und G6pc (Park et al. 1999, Suh et al. 2013).Bgebnisse der Arbeit
konnten keine Regulation dieser Gene durch 0,08 figzeigen, jedoch wurdé6pcdurch 2,5 pg/g
3,5-T> hochreguliert. Die Injektion von 0,25 pg/g 3,5-h Ratten unter HFD verbesserte die
Glucosetoleranz  und Insulinsensitivitat und beeasdte dartber hinaus Enzyme des
Glucosestoffwechsels (Lombardi et al. 2009, de kasigal. 2011, Moreno et al. 2011). Im Gegensatz
dazu konnte Vatner et al. im gleichen Tiermodetl gieicher Dosis keine Anderung der Glucose- und
Insulinwerte nach 3,5-FApplikation beobachten und nur einen leichten dreim zu einer verbesserten
Insulinsensitivitat verzeichnen (Vatner et al. 2015

Ein Zusammenhang zwischen Insulin- und Glucoseséaffisel und 3,5 wie er in einem euthyreoten
Kollektiv der SHIP-Trendstudie beobachtet wurdeet®&ier et al. 2015b), konnte im vorliegenden
Versuch nicht gezeigt werden. Die Insulinkonzergratvar nach der 3,5-1Behandlung gleichbleibend
(Tab. 30).

Die Verénderung des Energieumsatzes durch TH wirsbdasondere durch die Modulation
mitochondrialer Stoffwechselprozesse gesteuerth @n% der produzierten ATP-Menge wird durch
die oxidative Phosphorylierung bereitgestellt (Harand Seifert 2008).

In den HFD-Mausen konnte sowohl die hohe DosisT3,2s auch T die Expression des TH
responsiven Genlrfl stimulieren, ein essentieller Faktor der mitoch@idn Biogenese (Huo and
Scarpulla 2001, Weitzel et al. 2001). Die Expressieiterer mitochondrialer, TH-responsiver Marker
(Tfam, Cptla, Pgcdawurde durch T und 3,5-% nicht reguliert, jedoch erhdhte 3,5-Tie

Proteinexpression von Cyt C.
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Die nicht in sich konsistenten Ergebnisse hinsicihiles mitochondrialen Stoffwechsels kénnten durch
eine bereits im hepatosteatotischen Modell vorhegemetabolische Veranderung erklart werden.
Fettakkumulation in der Leber kann zur Steigeruagditochondrialen Biosynthese und Expression
mitochondrialer Proteine fiihren (Guo et al. 20Tdgse Effekte konnen moglicherweise durch einen
potentiell thyromimetischen Liganden wie 3,5richt weiter verstarkt werden.

In der Literatur wurde indes beschrieben, dassckienische Gabe von 3,51 hypothyreoten (0,1
png/g) oder HFD-gefitterten Ratten (0,25 pg/g) depatische COX-Aktivitat (Lanni et al. 1996,
Silvestri et al. 2010) steigerte, ein Mal fur dkedative Kapazitat und mitochondriale Atmung. Daetib
hinaus bindet 3,5-Tdirekt an der Untereinheit Va der Cytochrom C @sigl und verhindert die
allosterische Hemmung der COX-Aktivitat durch eind@tes ATP/ADP Verhaltnis (Goglia et al. 1994,
Arnold et al. 1998).

In isolierten Mitochondrien des Skelettmuskels higceoter Ratten flihrte 0,25 ug/g 3,b43ereits
nach 1 h zu einer gesteigerten Entkopplung dercimitodrialen Atmungskette (Lombardi et al. 2007,
Lombardi et al. 2009). Dieser Effekt konnte auch Nitochondrien aus Leberhomogenaten
hypothyreoter Ratten nach akuter Injektion (Cavatlal. 2011) und nach einwéchiger Gabe von 3,5-
T2 (Mangiullo et al. 2010) gezeigt werden. In beidkmsuchen bewirkte 3,5:Zudem eine gesteigerte
Aktivitat der mitochondrialen ATP Synthase (KompMxund die State 3 als auch die State 4 Atmung,
Indikatoren fur Kopplung und Entkopplung der Atmakette, wurden durch akute und chronische Gabe
von 3,5-T im hypothyreoten Modell signifikant erhoht.

In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert veerddass die 24-stiindige Behandlung mit 3, 5T
primaren Hepatozyten eine gesteigerte ATP-Prodakiimd eine Reduktion der Proton Leak, Malf3 fir
die partielle Entkopplung der oxidativen Phosphorylrggihervorrief. Im Zusammenhang mit dex
vivo gesteigerten hepatischen Citratsynthaseaktivitab.(3Q, dem Schrittmacher des Citrat-Zyklus
(Reisch and Elpeleg 2007) und der erhéhten Exmmesszon Gpd2 (Abb. 9 und Cyt C Abb. 10,
Elektronencarrier der mitochondrialen AmungskeKadenbach et al. 2000, Rauchova et al. 2011,
Mrécek et al. 2013), weisen diese Effekte auf eine ebmne Energiebereitstellung durch Stimulation
des Citrat-Zyklus und der mitochondrialen Atmundskeach 3,5-F-Behandlung hin.

Die potentiell gesteigerte Thermogenese einhergeh@neiner erhéhten Koérpertemperatliab. 30
nach 3,5-F bzw. T-Gabe in Mausen unter HFD wirde eine gesteigertieopplung der Atmungskette
von der ATP-Synthese mit resultierender Warmeprtdaoksermuten lassen, wie sie fur TH und auch
3,5-T> bereits beschrieben wurde (siehe Reviews (Cioffile2013, Yehuda-Shnaidman et al. 2013).
Analysen im Skelettmuskel und braunem Fettgewele3deT,-behandelten Tiere hinsichtlich der
Expression von Entkopplungsproteinen (UCP1, UCP8wies weitere Untersuchungen der
Sauerstoffverbrauchsrate mittels Seahorse XF Apalyin den genannten Zelltypen wirden

diesbezlglich weitere Hinweise geben.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass.3ib-Oer Leber von Mausen mit Diat-induzierter
Adipositas die Expressionsmuster TH-responsiver eGerodifiziert, die am Energiestoffwechsel
beteiligt sind und die Effekte partiell mit denear 83-fach geringerenzDosis Uberlappen. Eine
potentielle Beteiligung des TR-Signalweges an deguRation der Transkriptionsmaschinerie kann
dabei angenommen werden. In Anbetracht der stahkk&nmulation in der Leber kann die Wirkung
von 3,5-T auf die untersuchten Parameter des hepatischewjiesteffwechsels als relativ schwach
eingestuft werden.

Vor dem Hintergund der Diat-induzierten Adipositasd der damit einhergehenden hepatischen
Fettakkumulation kann vermutet werden, dass inLéber katabole Stoffwechselprozesse eingeleitet
wurden, um kompensatorisch der Steatosebildungegatg zu wirken. Daraus resultierende
Anderungen der Genexpressionsmuster konnten depnectend durch 3,5:bder & nicht weiter

stimuliert oder gestoppt werden und eine Erklarimglie nur partiell beobachteten Effekte liefern.

5.3 Einfluss von 3,5-T auf die Schilddrisenhormonachse

Auf verschiedenen Ebenen konnte anhand der vordsge Ergebnisse gezeigt werden, dass 3,5-T
vergleichbar mit T sowohl in Mausen unter HFD als auch unter SD eBuppression der
Schilddrisenhormonachse bewirkte (Abb. 34).

Hypothalamus

@ | Hypophyse
| @ - ‘ Schilddriise

Tl'hdeT T;h’b l @

Ty @ T, T, Sekretion
w35 [ asa) () (s () [ nn] ()
@ \ Leber |\ /

\AT ‘
— 35 Regulierte Parameter Diol TTil 3 ,5-T2T

Abb. 34: Schematische Darstellung der Suppression ed Schilddriisenhormonachse nach 3,5sF

Behandlung

Die signifikanten Anderungen gemessener Parametigri Hypophyse (Genexpression mittels gPCR), imi8e
und in der Leber (TH-Konzentration mittels LC-MS/MSiol mittels nicht-radioaktivem Aktivitatsassayach

zwei bzw. vierwdchiger Behandlung mit 3,54 Mausen unter HFD und SD werden durch grineratedPfeile

angezeigt.
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Grundlage des popularisierten Einsatzes von 3 &lsl,,anti-lipiddmisches" Gewichtsreduktionsmittel
sind publizierte Daten, die eine antisteatotischl dipidsenkende Wirkung von 3,5-Tohne
Beeinflussung der HPT-Achse und kardiovaskularesiater aufzeigen. Die dabei gewéhlte Dosis mit
0,25 pg/g in Ratten, welche vorher oder paralleliatervention eine HFD erhielten, veranderte nicht
die Serumgehalte von £TfT4 und TSH (Lanni et al. 2005, Mollica et al. 20091Mdno et al. 2011).

Im Gegensatz dazu konnte nach dreimonatiger Behagdiormalgewichtiger, 6 Monate alter Ratten
mit 0,25 pg/g 3,5-Teine Reduktion dersf, Ts- und TSH-Serumwerte festgestellt werden (Padron et
al. 2014). Entsprechende Ergebnisse zeigten sathiadriiheren Studien nach 3,5G3abe (> 0,2 pg/g)

in hypo- und euthyreoten Ratten, welche vergleichi@en mit einer etwa 100-fach geringeren T
Injektion (Horst et al. 1995, Ball et al. 1997, Moo et al. 1998). Auch in Mausen unter HFD bewirkte
1,25 pg/g 3,5-Teine Suppression des Serum-TSH und(doldberg et al. 2012, Teixeira et al. 2016).

Der Effekt von 3,5-Tauf die TSH-Sekretion und entsprechender Wirkunfgdéel TH-Produktion
kénnte zum einen indirekt durch die Beeinflussurg ldypothalamischen TRH-Sekretion oder zum
anderen durch eine direkte Wirkung auf die TSH-Gpression in der Hypophyse erklart werden.
Everts et al. zeigte in primaren Rattenhypophyd@zalie Reduktion der TRH-stimulierten TSH-
Freisetzung nach 3,5-Exposition, vergleichbar mit einer 100-fach gedren E&-Konzentration
(Everts et al. 1995).

Die detektierten Anderungen der hypophyséaren Esesler TH-responsiven Gene nach 3;85abe
lassen vermuten, dass 3,b€ine direkte Wirkung auf transkriptioneller Ebemesiibte. Kompetitive
Bindungs-Studien konnten zeigen, dass 3,8H& Fahigkeit besitzt, jedoch mit einer bis zu £&¢h
geringeren Affinitat als 3’ am TR gebundenes radiomarkierteszi verdrangen (Cheng et al. 1994,
Ball et al. 1997). In Knochenfischen aktivierte-3bdirekt als Ligand die lange Isoformvariante des
TRR1 und stimulierte die Bindung nukledrer Trarmskonsfaktoren an TREs (Garcia et al. 2007,
Mendoza et al. 2013). In diesem Sinne kdnnte angeren werden, dass 3,%-@urch Bindung des
Liganden/Rezeptorkomplexes an TREs im Promotertiedks TSH eine negative Regulation bewirkte,

wie sie auch fur Fbeschrieben wurde (Bodenner et al. 1991, Hollenbeal. 1995).

Im Gegensatz zu den relativ schwach ausgepragtemrisgen der Expression TH-responsiver Gene
in der Leber der adipdsen Méause nach 35tihd T-Behandlung konnten auf hypophyséarer Ebene
unabhéngig vom Diat-Modell bedeutende Effekte bebted werden.

Das Adipokin Leptin spielt eine zentrale Rolle &r tangfristigen Aufrechterhaltung der Energiel#lan
Es reguliert dariber hinaus auch die TSH-Sekratimth die Expression von TRH durch die direkte
Wirkung Uber den Leptinrezeptor in TRH-Neuronen lgsothalamischen paraventrikularen Nukleus
oder indirekt tGber die Modulation von Neuropepti@delanozyten-stimulierendes HormarfaMSH),
NPY, AgRP) des Nukleus Arcuatus (Seoane et al. 200dur et al. 2014).

In normalgewichtigen Ratten aktivierte Leptin TRHNone direkt oder indirekt via POMC und
NPY/AgRP Neurone im Nukleus Arcuatus. Bei ausgerdgeptinresistenz im adipdsen Modell wurde
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nur der Stat3-abhdngige direkte Signalweg aktiviemd die Produktion des TRH-Peptids im
paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus durgtihestimuliert(Perello et al. 2010).

Vergleichbar mit der Wirkung von TH (Escobar-Mofe=at al. 1997) verringerte sich im vorliegenden
Versuch proportional zusammenhangend zur Korperéetse auch die Leptinkonzentration im Serum
nach 3,5-FBehandlung (Tab. 30). In euthyreoten Probandendadiesbeziiglich eine negative
Assoziation im Serum zwischen 3,5-Tund Leptingehalten festgestellt, héchstwahrsdioirdurch
TSH vermittelt (Pietzner et al. 2015b). Abhangigrnwvadipositasstatus konnte 3,5-durch diese zwei
unterschiedlichen Signalwege indirekt tGber die R&do der Leptinspiegel die TRH-Sekretion
hemmen. Die Erh6hung der hypophysaren Expressioil BRél-degradierenden Enzymigiide (Abb.
11)untermauert diese Vermutungeiterhin kann ein méglicher Zusammenhang zwisaler,5-1-

Gabe und der Leptin-vermittelten Veranderung degdktoffwechsels angenommen werden.

Inwieweit die Entwicklung einer Adipositas und diaifnahme fettreicher, hochkalorischer Kost zu
einer Modulation der TSH-Sekretion und TH-Serumlatigationen fihren, um der positiven
Energiebilanz entgegen zu wirken, konnte bisheviéamsch und Nagetieren nicht eindeutig dargelegt
werden (Rabolli and Martin 1977, Reinehr et al.20fang et al. 2016).

Der direkte Vergleich hinsichtlich der TH-Serumkengrationen in Mausen unter HFD und SD liefd im
vorliegenden Versuch diesbeziiglich keine Untersighierkennen (Abb. 13). Es konnte jedoch eine
Induktion der hepatischen Diol-Aktivitdt in HFD-M&an im Vergleich zu SD-Mausen beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Araujo et al. begaieddie erhdhte Diol-Aktivitat in der Leber im
adipdsen Modell mit einer gesteigerten Umwandlumg T in inaktives r'g (Araujo et al. 2010, Araujo
and Carvalho 2011). Dartber hinaus beobachtete eéBueg al. in gesunden Mannern unter
hochkalorischer Diét einen geringeren Anstieg g&iT3-Konzentration im Serum nach 3,5-hfusion

als in Probanden, die weniger Kalorien zu sich ralhomd begriindete dies mit einer Diat-induzierten
Erh6hung der Clearance (Burger et al. 1987).

Im hypothyreoten Modell, welches fir Studien dé-B;-Wirkung oft genutzt wird, hatten die Tiere
per se einen verdnderten TH-Stoffwechsel. Je nastsu¢hsdesign sind die Deiodase-Aktivitaten
abhangig vom Einsatz der Thyreostatika (PTU, lopgarey verandert bzw. inhibiert und die Seruga-T
Gehalte reduziert (Mariash et al. 1980, Lanni et18B5). Die Wirkung von 3,5sTkann in diesem
Modell, im Vergleich zu einem euthyreoten Zustamdsichtlich Energiestoffwechsel und Feedback-
Regulation demnach unterschiedlich ausfallen. Rterae Gabe von 3,5;eranderte beispielsweise
in hypothyreoten Ratten den Grundumsatz, dies wjgdiech in euthyreoten Tieren nicht beobachtet
(Moreno et al. 2002). Allgemein lasst sich festeteldass der Einsatz von 3,5-h Ratten tblich mit
einer Dosis von 0,25 ug/g, je nach Wahl des Versmchlells (hypothyreot, euthyreot, adipds,
normalgewichtig), der Dosis und der Spezies untéestiche Wirkung auf den Energiestoffwechsel
und die Regulation der HPT-Achse haben kann (Abh. 3
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Suppression Effekt auf den

Diat  Stoffwechsellage der HPT-Achse Energiestoffwechsel

Maus 3,5-T, 1 1
SD euthyreot + 2
& ~__ SD hypothyreot Keine Daten Keine Daten
/ HFD  euthyreot + L + e
HFD  hypothyreot Keine Daten Keine Daten
Ratte ” —
SD euthyreot + R
C/Q T~ SD hypothyreot O +

HFD  euthyreot a -+ '

% /
T~ HFD  hypothyreot Keine Daten Keine Daten

Abb. 35: Ubersicht der Effekte von 3,5-T hinsichtlich einer Suppression der HPT-Achse und \Wkung auf
den Energiestoffwechsel in verschiedenen Versuchsdellen in Ratten und Mausen

+ Regulation,- keine Regulation der HPT-Achse bEwnergiestoffwechsel durch 3,5-1Behandlungsdauer und
Konzentrationen wurden aufgrund der vereinfachtesersichtsdarstellung nicht abgebildet, jedoch im de
zugehdrigen Texptpassagen erwdhDaten aus vorliegender Arbeit bzw. (Jonas et al520Fragezeichen
kennzeichnet bisher nicht erfasste Ergebn&&mldberg et al. 2012, Teixeira et al. 20Fagrasselli et al. 2012);

4 (Horst et al. 1995, Padron et al. 201%Ball et al. 1997, Moreno et al. 1998}Vvatner et al. 2015); *
Literaturstellen in Reviews (Moreno et al. 2008 gt 2014).

Begriindet werden konnte dies durch Speziesuntexehi hinsichtlich Metabolismus,
Bindungseigenschaften und Exkretion von TH und niédetabolite. Die TH-Bindungsproteine und -
affinitaten sind beispielsweise speziesabhangigraohiedlich ausgepragt (Prapunpoj et al. 2000,
Schreiber 2002). Weitere Einflussfaktoren auf digkahg von 3,5-F hinsichtlich der negativen
Feedback-Regulation kénnten die bereits diskutiepiglikationsart, der Behandlungszeitraum und der

Zeitpunkt zwischen letzter Injektion und Tétungsei

5.4 Kardiale Effekte von 3,541

Die Uberversorgung des Organismus mit klassiscit&kahn zu einem thyreotoxischen Status fiihren,
der sich durch erhéhte Serumkonzentrationen vomnd T, sowie supprimierte TSH-Werte und einer
gesteigerten Herzrate und -masse auszeichnet @ahr2011). Im Falle einer Hyperthyreose kann die
Gewichtszunahme des Herzens 30-50 % betragen (@iladn1966, Klein and Hong 1986).
Vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen irugeauf die Herzgewichtszunahme in 35-T
behandelten Mausen (Abb. 16) wurde in zwei weit&tidien an Mausen unter HFD ein Anstieg des
absoluten bzw. relativen Herzgewichts um 23 % uh@a3nach Applikation von 1,25 pg/g bzw. 12,5
pa/g 3,5-% beobachefGoldberg et al. 2012, Teixeira et al. 2016). Deative Herzmasse in Ratten
wurde durch 0,75 pg/g 3,5 Tm etwa 14 % erhoht, die Uberwiegend verwendegsDn 0,25 pg/g
fiihrte hingegen zu keiner Anderung des Herzgewitiitsreno et al. 2011, Padron et al. 2014). Der
spezies- und dosisabhéngige Effekt von 3%df das Herz deckt sich mit den Ergebnissen dér-HP
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Achse (Abb. 34). Die thyromimetische Wirkung voB-3; scheint in Mausen bei gleicher Dosierung

starker ausgepragt als in Ratten.

Im Zusammenhang mit der potentiellen thyromimesciVirkung von 3,5-7 die auf verschiedenen
Ebenen (Hypophyse, Serum, Leber) untersucht wwstidlte sich die Frage, inwieweit der TH-
Metabolit die Expression klassischer kardialer Bdponsiver Gene moduliert.

Die exogene Gabe von TH und die daraus resultierdrygberthyreote Stoffwechsellage fuhrt im
Allgemeinen zu einer VergroRerung des Herzens tmgieauf einer erhdhten Proteinbiosynthese,
bezeichnet als kardiale Hypertrophie (Ojamaa 2010).

In diesem Zusammenhang muss man zwischen physologyi und pathophysiologischer Hypertrophie
differenzieren, die sich funktionell als auch stuurkll unterscheiden.

Im physiologisch hypertrophierten Herz ist das Vi&setvolumen sowie die Herzwand- und
Septumdicke erhdht und es findet ein koordinidréiggyen- und Breitenwachstum der Herzmuskelzelle
statt, mit einer normalen Anordnung der MyofibrilléMaillet et al. 2013). Diese Entwicklung des
Herzens findet wahrend der postnatalen Phase desvilghstums sowie in der Schwangerschatft, bei
Ausdauertraining (Sportlerherz) und bei einer middlaufenden Hyperthyreose statt. Sie ist mit einer
normalen oder verbesserten kardialen Funktion gelaohnet (van Berlo et al. 2013).

Neben Wachstumsfaktoren (IGF1, VEGFB) sind insbdemn TH an der Regulation der spezifischen
Signalwege und Ausbildung der Hypertrophie beteiligber Tyrosinkinaserezeptoren (PI3K/AKT-
Sighalweg) und nukledre Rezeptoren wird die Trdpskn, Synthese kontraktiler Proteine und
Proteine des Calciumhaushalts als auch des Enemffieschsels gesteuert (Dorn 2007).
Charakteristisch fur die physiologische Hypertrephst eine Steigerung der Transkription der
Calciumpumpe des sarkoplasmatischen und endoplasimat Retikulums (Serca?tp2a2 sowie
Inhibition von PhospholambanPlp). Durch vermehrten C&Einstrom ins sarkoplasmatische
Retikulum nach dem Kontraktionsvorgang resultiartadis eine erhdhte myokardiale Relaxation unter
Beteiligung von Kaliumkanalen (z.B<cnel). Das C&' liegt dementsprechend fiir eine erneute
Ausschuttung durch Erregung Uber den Ryanodin-Rezépreit(Vargas-Uricoechea et al. 2014).
Weiterhin kommt es zu einer Anderung der kontraktiProteine mit verstarkter Transkription der
adulten Isoform der schweren Kette des alpha-Mg{dMtiC alphaMyh6) und verringerter Expression
der fetalen Isoform des beta-Myosins (MHC bitgh7). Dieser Expressionsshift hin zur adulten MHC-
Isoform hat eine héhere ATPase-Aktivitdt zur Folged tragt zur gesteigerten Kontraktilitdt der
Herzmuskelfasern bgDillmann 1990, Kiss et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit waren die Expressiongenusir Sercaz PIn undKcnelim Herzgewebe der
3,5-T>-behandelten HFD-Mause vergleichbar mit der klaksis Modulation der Gene nach-T
Applikation oder bei hyperthyreoter Stoffwechsedigdab. 31) (Klein and Ojamaa 2001, Le Bouter et
al. 2003).
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Tab. 31: Regulation der Expression TH-responsiver €ne nach 28-tagiger 3,5-FBehandlung in Herzen
von HFD-Mausen im Vergleich zur klassischen FWirkung

Ergebnisse der Arbeit Literaturergebnisse

Gen Regulation Expression Regulation Expression Referenz
durch 3,5-F durch T

Atp2a2 A A (Klein and Ojamaa 2001)
PIn * I * (Klein and Ojamaa 2001)
Myh7 A v (Dillmann 1990)
Myh6 - | 4 (Dillmann 1990)
Kcnel v v (Le Bouter et al. 2003)

Knockout-Modelle von TR konnten zeigen, dass eiof$&il der TH-induzierten Gentranskription
durch den TR1 vermittelt wurde, der prddominant in vaskularetieh exprimiert wird (Gloss et al.
2001, Macchia et al. 2001). Auch im untersuchteregiewebe und in den differenzierten H9c2-Zellen
wurde vorherrschend ToiRThra) detektiert. Der gering exprimierte TRR1 spielthitarzen vorwiegend
bei einer hyperthyreoten Stoffwechsellage und pagiiecher Hypertrophie eine Rolle und entfaltet
hierbei seine Wirkung durch die Modulation der Ggmession, kardiovaskularer Parameter (Herzrate)
und Stimulation der Angiogenese (Swanson et al32080akino et al. 2009, Pantos et al. 2011, do
Imperio et al. 2015).

Die Behandlung mit 3,5<Tin Mausen unter HFD anderte nicht die Transkriptggevon TR (Thra)

und fur TR Thrb) konnte keine Expression im Herzgewebe ermitteltden. Anhand der Datenlage
l&sst sich keine eindeutige Aussage treffen, obld 8ie Expression TH-responsiver Gene ber den
TR-vermittelten Signalweg reguliert. Spezifische tikdrper gegen TERL zur Bestimmung der
kardialen Proteinexpression sind derzeit nichtigivar.

Bis dato gibt es keine weiteren UntersuchungenNigkung der chronischen Gabe von 3,5alif das
Herzgewebe und in Kardiomyozyten. Die 5-minutigen8tation mit 10 nM 3,5-7, vergleichbar mit
Ts, steigerte den lonenstrom durch Natrium-Kanal@rimaren neonatalen Myozyten (Huang et al.
1999). Die Effekte von 3,5-Tin Kardiomyozyten konnten demnach auch nicht-gascmund sehr
akut erfolgen, wie sie entsprechend fur TH besblenevurden (Davis et al. 2016).

Durch die Erhebung funktioneller Parameter (Heggratystolischer und diastolischer Blutdruck,
Ableitung eines Elektrokardiogramms) koénnten geraudussagen zur sich entwickelnden
Hypertrophie und der hdAmodynamischen Wirkung v&AT3,getroffen werden.

Speziesabhangig wurden regionale Unterschiederirexjgressionsstarke von PIn und Serca2 sowie
weiteren C&-regulatorischen Proteinen zwischen Ventrikel uidutn detektiert (Luss et al. 1999).

Nachfolgende Versuche im Herzgewebe sollten di€sdétor beriicksichtigen.

89



DISKUSSION

Der Anstieg vorMyh7 undNppb (BNP) nach 3,5-FBehandlung in HFD-M&ausen gab einen Hinweis
auf die Induktion des fetalen Genprograms (FGP)Rechodelings des Herzgewebes, wie es bei einer

pathologischen Hypertrophie beschrieben wird (B&f).

Tab. 32: Regulation der Expression von Genen nach8zagiger 3,5-T-Behandlung in Herzen von HFD-
Mausen, die Marker fiir pathologisches Remodeling datellen

Ergebnisse der Arbeit Literaturergebnisse
Gen Regulation Expressio:n Regulation bei Referenz
durch 3,5-% pathologischem Remodeling
Myh7 A A (Krenz and Robbins 2004)
Nppb A A (Cox and Marsh 2014)
Nppa - A (Cox and Marsh 2014)

Diese ist gekennzeichnet durch eine gestdrte Hekifun, einhergehend mit einer Reduktion der
Wandspannung und Pumpfunktion des Herzens bis unim Herzversagen (van Berlo et al. 2013).
Zahlreiche Faktoren kdénnen zur pathologischen Hgretrophie fihren. Zu ihnen zahlen pulmonale
Hypertonie, Auftreten eines Herzinfarkts, koronblierzerkrankungen, Myokarditis sowie diabetische
Kardiomyopathie (Maillet et al. 2013). Allgemeinrkmt es zu einem pathologischen Remodeling des
Herzgewebes mit interstitieller Fibrosierung, Ehldmkung der systolischen und diastolischen
Funktion und Induktion des FGP.

Die Regulation erfolgt dabei Uberwiegend tber diéivderung der MAP-Kinase-Signalwege (ERK1/2,
p38 MAPK und JNK 1/2/3), stimuliert durch Angiotémsll, Endothelin 1 und Katecholamine.
Weiterhin spielt auch der Calcium-Calcineurin-NF&ignalweg eine Rolle bei der Ausbildung der
pathologischen Hypertrophie (van Berlo et al. 2013)

Die natriuretischen Peptide ANP und BNP sind sowwhl Tiermodell als auch bei humanen
Erkrankungen Marker fur die Entwicklung einer Kardiyopathie. Sie werden vom Myokard sezerniert
und kénnen im Blutplasma quantitativ nachgewiesemden. Die Messung der ANP- und BNP-
Plasmaspiegel in den 3,5-ehandelten Mausen wiirde dementsprechend weitetesEhliisse auf die
pathologische Veranderung des Herzgewebes und mufAHltivierung des FGP geben, denn
insbesondere der Anstieg von BNP im Plasma ispeagnostischer Wert eines erhdhten Risikos fir
Herzversagen (Ghatpande et al. 1999, Nishikimi.&(d.1, Beltrami et al. 2016).

Ein weiterer Marker fur die Induktion des FGP ig glermehrte Transkription von skeletalAktin
(Actal/d im adulten Herz, welches typischerweise im embajen Herz exprimiert wird (Driesen et
al. 2009). Im Gegensatz dazu ist cardiaiktin (Actcl) Uberwiegend im adulten Herz vorzufinden und
die gesteigerte Expression gilt als HypertrophidkmatMayer et al. 1984, Chien et al. 1991).

Die Aktin-Familie besteht aus mehreren Isoformeamed Molekulargewicht und isolelektrischer Punkt

identisch sind. Die Aminosauresequenzen sind félesatla-Aktin und cardia@-Aktin in Mauseherzen
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nahezu identisch (Vandekerckhove et al. 1986, Parril Ervasti 2010). Aus diesem Grund konnten fr
die Quantifizierung der Transkriptmengen mittes BR®@ine geeigneten Primerpaare entwickelt bzw.
aus der Literatur ibernommen werden, die spezifiseteinzelnen Aktin-Isoformen detektierten. Die
Ergebnisse der gPCR fictclim murinen Herzgewebe und der Rattenzelllinie H9elen demnach
nur eine allgemein gultige Aussage uber die Exprasanderung des Aktins nach 3,58ehandlung
dar, welche im Herzgewebe nicht verandert und ie2-Bellen reduziert wurde. Dies kdnnte einen
Hinweis auf eine potentielle Restrukturierung dedogkeletts durch 3,5-Tgeben, welches im
Gegensatz zu publizierten Daten in Kardiomyozyteichn:-Gabe steht (Gustafson et al. 1986,
Gustafson et al. 1987).

Die histologische Untersuchung mittels Masson-Toae-Farbung und die Messung der
Genexpressionsmarker fir die Kollagenbilddiggb, Collal, CtgfLeask and Abraham 2004, Wang et
al. 2010) lieferte keine Hinweise auf eine vermetBiidung von Kollagen durch die Behandlung mit
3,5-Tz in M&ausen unter HFD.

Die Exposition einer HFD kann bereits zur Ausprageiner diabetischen Kardiomyopathie fihren,
charakterisiert durch diastolische und systoliddoefunktion, Hypertrophie ddfardiomyozyten und
pathologische Vermehrung von Bindegewebszellentdimduktion des FGP (Boudina and Abel 2010,
Cox and Marsh 2014). Es ist anzunehmen, dass drd2hige Futterung einer HFD in den Méausen
bereits eine diabetische Kardiomyopathie entstdiehund potentielle Effekte von 3,5 Ruf die
Entwicklung einer Fibrose und Remodeling kardi#evzesse nicht erfasst werden konnten.

Kollagen I stellt die vorherrschende fibrillare kKamienform im Herzen dar und wird durch Fibroblasten
produziert (Eghbali et al. 1988). Durch die flu@®szmikroskopische Untersuchung des Herzgewebes
mit einem Antikorper gegen Kollagen | kdnnten weatRUckschlisse auf die Entwicklung einer Fibrose
nach 3,5-3-Behandlung gezogen werden.

Der Nachweis aktivierter intrazellulare3ignalwege mittels Western-Blot-Analysen (PI3K/AKS.
MAP-Kinase) wurde weitere Hinweise geben, mwischen einer 3,5-finduzierten physiologischen

oder pathologischen Hypertrophie zu unterscheiden.

Die Untersuchungen in den differenzierten H9c2-&telieferten keine weiteren Erkenntnisse, inwiefern
3,5-T> die Expressionsmuster fetaler Gene in Kardiomyablaserdnderte. Laut Literatur nehmen
H9c2-Kardiomyoblasten TH als auch deren glucur@midi Derivate und den TH-Metabolit 3AM

auf (van der Putten et al. 2002, van der Heidé 2087, Saba et al. 2010). Meischl et al. demdaarstn
dariiber hinaus die Synthese von TH in H9c2-Zelldeigchl et al. 2008).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konntenedi@efunde nicht bestatigen. Mittels LC-MS/MS
wurden keine endogenen TH-Gehalte in den Lysatehlfle2-Zellen detektiert. GenBipl-3, Mct10,
Mct8), die fur den Metabolismus und Transport von Theeentscheidende Rolle spielen, waren in den

Zellen mit oder ohne Stimulation nicht exprimiert.
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Fur weitere Untersuchungen der 3,8Y¥Virkung in Kardiomyozyten misste dementsprecharfcemn
anderes Zellmodel mit suffizienter TH-Transportemd TH-Rezeptorausstattung.Bz primare

Kardiomyozyten, murine HL-1-Zellgrausgewichen werden (Belakavadi et al. 2010).

5.5 Wirkung von 3,5-F auf den hepatischen Fremdstoffmetabolismus

Anhand der Transkriptomanalyse konnten nur 9 Gdestifiziert werden, die durch die Behandlung
der Mause unter HFD mitsWifferentiell exprimiert wurden und dartiber hinanisht alsklassisch TH-
responsiv gelten. In Studien zur genomweitémersuchung der Leber konnten im Gegensatz dazu
zahlreiche differentiell exprimierte Gene nach aky6 h) oder chronischer Injektion (Tage/Wochen)
von 1 pg/g T in Mausen detektiert werden (Feng et al. 2000, &tead. 2003, Zhang et al. 2015). Eine
vergleichbare Dosis, wie sie auch im vorliegendersvch (0,03 pg/g) eingesetzt wurde, fuhrte in
Ratten bereits nach 3 h zur Stimulation der hegatis DNA-Synthese (Bungay et al. 2008).

Die Einbeziehung von nur 3 Tieren pro Gruppe zatistischen Auswertung liefert eine Erklarung fur
die Diskrepanz zwischen vorliegenden Ergebnissendan Literatur. Die gPCR-Daten (n>5) ergaben
bekanntermafRen signifikante Anderungen der Exmeskivel diverser untersuchter TH-responsiver
Gene (Abb. 9).

Die Behandlung mit der hohen Dosis 354Ticht aber mit der 10-fach geringeren KonzerarafD,25
pg/g) anderte nachweislich die Expression zahlezi€kene in der Leber. Vergleichbare Microarray-
Analysen in der Leber nach 3,5-Gabe wurden bis dato publiziert. Silvestri etdéntifizierte mittels
MALDI-TORMassenspektrometer zahlreiche hepatische Protgetehe in 3,5-1-behandelten Ratten
(0,25 pg/g) unter HFD reguliert wurden (Silvestria¢ 2010). Ein entsprechendes Muster liel3 sich
zwischen den in dieser Arbeit vorgestellten Trag&mdaten und den Proteinexpressionsmustern

nicht feststellen.

Lipophile Fremdstoffe (Xenobiotika) als auch kogigene Substanzen (Steroidhormone, TH) kénnen
dann ausgeschieden werden, wenn ihre PolaritatWiaskserldslichkeit erhéht wird. Die Leber als
zentrales Stoffwechselorgan ist dabei fur derenr&nsformation verantwortlich und mit einem FME-
System, zu welchem die Phase I, Il- und IlI-Enzygebéren, ausgestattet (Xu et al. 2005).

Fur alle drei Enzymgruppen konnte gezeigt werdexssdsowohl die zwei- als auch vierwotchige
Behandlung mit 2,5 pg/g 3,5-die Expression der Gene in Lebern der Mause ®ieund HFD
signifikant regulierten (Tab. 27). Diesbezlglich wurden drein&€Sult5al, Ugt2b37, Sic22a7)

identifiziert, welche Diat-unabhangig sowohl du;B-T. sowie T differentiell exprimiert wurden.

SULT sind fur die 4-O-Sulfatierung mit Hilfeyon 3-Phosphoadenosin-phosphosulfat (PAPS,
»aktiviertes Sulfat“)verantwortlich (Evans and Relling 1999, Seviorle812) (Abb. 1). In Mensch
und Nagetieren katalysieren diverse SULT-Isoforndia Sulfatierung von lodthyroninen und
verringern damit speziell fir sTdie TR-Affinitat und rufen eine gesteigerte Metidierung via

Deiodasen sowie Inaktivierung der TH hervor (Rusgdral. 1991, Spaulding et al. 1992, Kuiper et al.
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2005) Ein Zusammenhang zwisch8nlt5alund TH ist bisher in der Literatur nicht beschdaehjedoch
gehort das Gen neb&ultlalundSultldizu den haufigsten Isoformen in der Leber von atuliiausen

(Lu et al. 2013).

Neben SULT zahlen UGT zu den wichtigsten VertretignPhase |I-Enzyme und neben Xenobiotika
gehoren auch TH zu deren Substraten (Miners andémacee 1991, Wu et al. 2005).

Die Induktion von UGT durch spezifische Xenobiotikéhrte zu einer vermehrten Synthese von
glucuronidiertem T und rT; sowie Anderungen der TH Serumspiegel und zeigteredeutlichen
Zusammenhang zwischen Fremdstoff- und TH-Metabaoissr{Visser et al. 1993). Aufgrund der
limitierten Datenlage kann keine Aussage getroffeerden, obUgt2b37 eine Funktion in der
Verstoffwechselung vonzlbzw. 3,5-% einnimmit.

Slc22a7konnte durch 3,5-fund Tz in Mausen unter HFD und SD induziert werden. Das Godiert

fur den OAT2, der im Hepatozyten am Export von argehen Anionen beteiligt ist (Maher et al. 2005,
Zamek-Gliszczynski et al. 2006) und dessen Expsassivon Alter, Geschlecht und
Futterzusammensetzung abhéngt (Cheng et al. 20@&eGt al. 2011, Fu et al. 2012, Fu and Klaassen
2014). Dong et al. konnten in Lebern hypothyredatten eine negative Regulation d&lc22a?
Expression feststellen. Dies lasst eine Beteiligieg Transporters am Metabolismus von TH vermuten
(Dong et al. 2007).

Die Behandlung mit 3,5<zIreduzierte in allen Gruppen die Expression vontdhion-S-Transferasen
(GST), welche die Konjugation zahlreicher Substanzét Glutathion katalysieren (McCarver and
Hines 2002). In hyperthyreoten Ratten verringeidk der Glutathion-Gehalt und reduzierten sich die
Enzymaktivitaten der GST und Glutathionperoxidag&ix) in der Leber (Beckett et al. 1988,
Chattopadhyay et al. 2007). Allgemein gelten GS3 @imares antioxidatives Schutzsystem zur
Entgiftung von Wasserstoffperoxid, Lipid-Hydropeldan und weiteren Vertretern radikaler
Sauerstoffspezies (ROS). Daruber hinaus reguligieeden zellularen Redox-Status in der Leber und
sind in zahlreichen weiteren biochemischen Proressegebunden, z.B. in die Steroid- und
Eicosanoidbiosynthese (Hayes et al. 2005).

Vergleichbar mit den Expressionsmustern der 3;6ehandelten Mause in vorliegender Arbeit, wurden
auch in Nrf2-Knockout-Mausen die GST-SubklassermaAlpGsta4, Gsta2), MU (Gstm1, Gstm6) und
PI (Gstpl) vermindert exprimiert. Dartber hinauglspler nukledre Rezeptor Nrf2 eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung einer Fettleber, da erEkpression lipogener Gene moduliert (Kitteringham
et al. 2010, Wu et al. 2011, Meakin et al. 2014fedessanterweise konnte in isolierten Kupffer-&tell
als auch in Leberhomogenaten-tlehandelter Ratten eine Induktion der nukledref2-Rraktion
detektiert werden (Romanque et al. 2011, Videtd.€2012). TH sind dafur bekannt, oxidative Proeess
zu stimulieren und indirekt die Produktion reaktivauerstoffspezies anzukurbeln. Ein direkter
Zusammenhang zwischen Glutathionstoffwechsel undwitide bisher nicht eindeutig aufgeklart,
jedoch konnte davon ausgegangen werden, dass Nrtlesem Sinne ein Bindeglied zwischen
Fremdstoffmetabolismus, TH- und Redoxstatus dédirgkéancini et al. 2016).
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3,5-T> kénnte als Modulator des oxidativen Stress fumgiedenn in euthyreoten Probanden konnte
eine positive Assoziation zwischen endogenen 3;Séfumwerten und Trigonellin, einem Nrf2-
Inhibitor (Arlt et al. 2013), festgestellt werddri€tzner et al. 2015a).

Im Folgenden soll auf die Unterschiede zwischenhdgatischen Transkriptommustern in den Lebern
der 3,5-B-behandelten M&use unter SD und HFD eingegangetenwer

Es konnten in den unterschiedlichen Diat-Gruppen martielle Uberlappungen der differentiell
exprimierten Gene von FME beobachtet werden. Dartiewus wurden weniger Gene in adipdsen
Mauslebern differentiell exprimiert als in den nafgewichtigen Tieren.

Zahlreiche Studien bestatigen die unterschiedlidBepressionsmuster von FME in Versuchstieren,
welche eine hochkalorische bzw. fett-und cholesteiche Kost erhielterDie Expressionen von PXR
und CAR sowie der Proteingehalt von RXR der Leber von HFD-M&usen waren im Vergleiclden
normalgewichtigen Kontrolltieren signifikant redeeti(Ghose et al. 2011, Guo et al. 2Q1Baruber
hinaus bewirkte dign vitro Lipidakkumulation in Hepatozyten eine Reduktionr d&xpression
zahlreicher P450-Enzyme (Donato et al. 2006).

Pro-inflammatorische Signale aus dem Fettgewebéess@kretierte Faktoren von Kupfferzellen aus
der Leber, welche insbesondere im steatotischetaddsusgeschittet werden, kénnten diesbezilglich
eine Erklarung liefern. Die Behandlung mit Zytokinia Ratten und humanen Hepatozyten verringerte
die hepatische Expression von Phase lll-Transpo(®ukhai et al. 2000, Le Vee et al. 2008). Welche
Faktoren in diesem Zusammenhang die Prozesse higgiimist bis dato nicht abschlieRend geklart. In
einem Rattenmodell mit induzierter ZNS-Inflammatiokonnte gezeigt werden, dass die
Transkriptionsfaktore™NFkB, AP-1 und C/EBP in der Leb@&n Promoteregionen spezifischer P450-
Isoformen binderfAbdulla et al. 2005)Dies kdnnte eine mechanistische Erklarung fur @@&ngerte
Expressionsstarke der Phase I-Enzyme nach Indukifammatorischer Prozesse unter HFD in der

Leber liefern.

Eine detaillierte Literaturrecherche zeigte, daaklreiche Transkripte, die durch 3,5-Teguliert
wurden, Zielgene des konstitutiven Androstanrezsp{GAR) darstellen (Tab. 28). CAR gehort zur
Gruppe der nukledren Rezeptoren und steuert duetarétimerisierung mit RXR und Bindung an
responsive Elemente (PBREM) der DNA die Express@mmFME (Timsit and Negishi 2007). Fir 3,5-
T, konnte bisher kein funktioneller Zusammenhang ARQergestellt werden. Im Gegensatz dazu
beeinflussten TH in Leberzellen die Expression ifiseher CAR-Zielgene, begriindet durch eine
potentielle Bindung des aktivierten TR an die PBREBbion der mRNA (Ooe et al. 2009, Bing et al.
2014). Weiterhin fuhrte die Bindung von CAR an TBEguenzen im Promoter des TH-responsiven
GensThrspzu einer gesteigerten mRNA Expression (Breuked.e2010). Die Induktion von CAR in
einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NABFLwirkte anti-inflammatorisch und anti-
apoptotisch und beeinflusste dartiber hinaus diiBégn des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels
im HFD-Modell (Baskin-Bey et al. 2007, Gao et &02).
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Die Beteiligung weiterer nuklearer Rezeptoren unangkriptionsfaktoren (PXRAhR, FXR etc.) an
der 3,5-B-induzierten Modulation von FME ist denkbar undzeine Kandidaten wirden aufgrund des
weiten Spektrums von Phase I-, II- und IlI-Enzymen mit spezifischen Knockout-Modellen ausfindig

gemacht werden kénnen (Runge-Morris et al. 2018ydnger et al. 2013).

5.6 Effekte von 3,5-F auf den Cholesterin- und Sexualsteroidstoffwechsel

Die chronische Fitterung von C57BL6-Méausen mit efieet- und cholesterinreichen Kost kann zur
Entwicklung einer NAFLD fuhren. Das Spektrum reidatbei von der Ausbildung einer Steatose mit
Akkumulation von Triglyceriden und Cholesterin hia zu einer Steatohepatitis, gekennzeichnet durch
die Induktion inflammatorischer Prozesse und Fidbiddung (Takahashi et al. 2012).

Die anti-steatotischen Effekte von TH und 3 GIDiat-induzierter NAFLD sind zahlreich beschrsb
worden (Moreno et al. 2011, Goldberg et al. 201ras6elli et al. 2012, Rakov et al. 2016) und aoth i
vorliegenden Versuch fiihrte 3,%-Fu einer Reduktion des Gesamtcholesterins im Senadh
geringeren hepatischen Triglyceridgehalten. In Heber wurden jedoch keine Cholesterinwerte
gemessen.

Mittels Transkriptomanalyse und gPCR konnten Geleatifiziert werden, welche nach vierwéchiger
3,5-T.-Behandlung in M&usen unter HF@ifferentiell héher exprimiert wurden als in der
Kontrollgruppe und sowohl an der Cholesterinbiokgse als auch im Gallensdurestoffwechsel
(Cyp39al, Cyp73glbeteiligt sind (Beilke et al. 2009, Lorbek et2012, Nemoto et al. 2013). In Mausen
unter SD waren diese Gene durch 3;54Eht reguliert.

Der Diat-spezifische Effekt von 3,5 &uf den hepatischen Cholesterinstoffwechsel igfleehbar mit
Ergebnissen einer Studie, in denen Mause unteestaoinreicher Kost mit TCPOBOP, einem CAR-
Aktivator, behandelt wurden. TCPOBOP reduzierte @l@lesterinwerte im Serum, steigerte die
hepatische Gallensauresynthese und induzierte eictidr Gene der Cholesterinbiosynthese,
entsprechend der Abbildung 24 (Rezen et al. 2000)Anbetracht der im vorherigeAbschnitt
diskutierten Ergebnisse kdnnte eine Beteiligungugdedren Rezeptors CAR fir die Wirkung von 3,5-
T, auf den Cholesterinstoffwechsel vorliegen.

Eine cholesterin- und fettreiche Kost in Mauserbhta indes die hepatischen Cholesteringehalte und
fuhrte zu einem negativen Feedbackmechanismus rgigtnend mit Reduktion der endogenen
Cholesterinsynthese (Maxwell et al. 2003, Lorbe#le013).

Im Gegensatz dazu erhéhen TH ulgonisten des TRRz.B. KB-141, Sobeprotirome (GC-1)) die
Expression und Aktivitat deScavenger-Rezeptors B1 (SR-B1) und des LDL-Rezeptod steigern
somit die Aufnahme des Cholesterins aus HDL und LBeiterhin wird die Umwandlung des
Cholesterins in Gallensduren durch eine erhohtedsspon des Schlisselenzy@yp7albeschleunigt
und die vermehrte Transkription der ATP-binding cassd@ttansporter G5 and G8 tragt zur bilidren
Cholesterinexkretion bei (Gullberg et al. 2000,altdson et al. 2005, Erion et al. 2007).
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Die Reduktion des Serumgesamtcholesterins nach 3&handlung in Mausen unter HFD kdnnte
entsprechend der Wirkung von TH ebenfalls durcle @rhéhte Umwandlung in Gallensduren und
Erh6éhung der hepatischen Cholesterinausscheidukigrtewerden. Die Analyse der hepatischen
Cholesterinfraktionen sowie der bilidren Gallensaurund Cholesterinkonzentration wirde

diesbeziglich weitere Rickschlisse liefern.

Als Modulator fir die transkriptionelle als auchspoanskriptionelle Regulation von Sterolen und
Lipiden soll in diesem Abschnitt der TranskriptiGalgor Srebp (Sterol regulatory element binding
protein) angefuhrt werden. Es existieren z&ebpGene, wobebrebflfur die Proteine Srebpla und
Srebplc codiert und Srebp2 aBsebf2hervorgeht. Wahrend Srebplc vor allem bei derskete-
Synthese und Srebp2 bei der Cholesterin-SyntheseR®slle spielt, reguliert Srebpla die Expression
von Genen beider Signalwege (Raghow et al. 2008gvéaal. 2015).

Fur Srebp2 konnte ein direkter Zusammenhang zwis€heund Expression gezeigt werden, vermittelt
durch die TR-abhangige Stimulation des SREBP2-Ptera@Shin and Osborne 2003). Fir Srebplc ist
die Datenlage indes nicht eindeutig. In Hepatozffibinte Tz zu einer vermehrten Synthese des ,reifen”
Srebplc, vermittelt durch nicht-nukledre Signalwelgashimoto et al. detektierten eine geringere
hepatische Expression und Herabregulation des SteBpmoters nachsiStimulation (Gnoni et al.
2012) (zhang et al. 2003, Hashimoto et al. 2006).

Interessanterweise bewirkte 3,5-Th HepG2-Zellen eine Induktion der Vorstufe sowike
Herunterregulation der nuklearen, reifen Form desb®l (Rochira et al. 2013). Im vorliegenden
Versuch konnte eine geringere Expression 8esbfl nach 3,5-1-Behandlung in HFD-Mausen
detektiert werden (Anhang Tab. 35).

Sowohl Srebpl als auch Cyp7al sind Zielgene desKrptionsfaktors LXR. Wie eingangs erwahnt
regulierte & direkt dieExpression von LXR in C57/BL6-Mausen (Hashimoto et al. 2007). Daruber
hinaus konnten eine unterdruckte FeedbackreguldgorlPT-Achse und eine gesteigerte Synthese von
TH in LXR-Knockout-Mausen festgestellt werden (Mieal. 2015)Die Regulation des hepatischen
Sterol- und Lipidstoffwechsels durch die 3,5Hehandlung kdnnte demnach durch die beiden
Transkriptionsfaktoren Srebpl und LXR vermitteltrden sein.

Im Gegensatz zum hypocholesterinamischen Effekt3;6AT> im vorliegenden HFD-Modell wurde
eine Steigerung der hepatischen Expression von rGeéee Cholesterinbiosynthese detektiert. Diese
Diskrepanz kénnte damit erklart werden, dass Chaliesneben Gallensaure auch als Vorstufe fir
weitere lipophile Substanzen, wie z.B. Vitamin Ddusteroidhormone, fungiert. Neben den Gonaden
spielen periphere Gewebe, wie das Fettgewebe und.elier, eine wichtige Rolle in der lokalen
Synthese und Regulation von Sexualhormonen (La&biék 2001). Anhand des Microarraydatensatzes
und der Steroidhormonanalyse konnte ein Diat-abh@ngZusammenhang zwischen der 3;5-T
Behandlung und dem hepatischen Sexualhormonstdifse¢destgestelliverden, der partiell mit der

gesteigerten Expression von Genen der Cholestegphihese Ubereinstimmt (Abb. 24 und Abb. 26).
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TH regulieren direkt die Funktion von Sertoli- undeydigzellen im Hoden, fordern die
Testosteronsynthese und tragen zu einer Stimuldti@rser steroidogener Enzyme und Faktoren bei
(Maran 2003, Rijntjes et al. 2008). Daruber hinkoisnte in isolierten Granulosazellen aus Follikeln
legender Hennen vor der Ovulation gezeigt werdessd,5-7und Tz die Progesteronproduktion
regulierte und steroidogene Effekte auf die cybkesédenosinmonophosphat (cCAMP)-Synthese und
auf das geschwindigkeitsbestimmende Schliisselprdem Steroidhormon-Biosynthese Steroidogenic
acute regulatory prote((stAR) ausubte (Sechman et al. 2011).

Zur Modulation von Sexualsteroidhormonen in derdretiurch TH und TH-Metabolite in Nagetieren
gibt es bisher kaum publizierte Daten. Bei hypebter Stoffwechsellage im Menschen konnten
erhohte Spiegel des Sexualhormon-bindenden GlabiH-BG) detektiert werden (Hampl et al.
2003). D& in der Leber produzierte SH-BG reguliert das ¥#nis der einzelnen Hormonfraktionen
(frei, SH-BG-gebunden, Albumin-gebunden) untereifearund beeinflusst die zellulare Verfugbarkeit
der Sexualsteroide (Thaler et al. 2015). In Hep@Ren flihrte die Stimulation mitstind T, zur SH-
BG-Akkumulation unter Beteiligung des HNIF-4an der transkriptionellen Aktivitdt (Selva and
Hammond 2009). Im Gegensatz zu Menschen wird SHiBGler Leber von Nagetieren nicht
exprimiert. Insbesondere in Ratten existieren jad@rgleichbare Androgen-bindende Proteine (Joseph
et al. 1987). Analysen des SexualsteroidprofilsSerum und in den Geschlechtsdriisen der 3,5-T
behandelten Tiere konnten demnach weitere Erkess#nihinsichtlich eines verénderten

Sexualhormonstoffwechsels liefern.

Die Induktion des Gen€yp2b9 in 3,5-T,-behandelten normalgewichtigen, mannlichen Mausab.(
28) lasst daruber hinaus Unterschiede der 3;84Fkung auf den Sexualsteroidstoffwechsel zwischen
den einzelnen Diat-Gruppen erkenn€gp2b9 im Menschen als Isoform CYP2B6 bekannt, wird eng
mit der Testosteron-16-alpha-Hydoxylase in Zusaniraag gebracht und gilt als ein ,female-specific”
Protein, da es bei der Inaktivierung von Testost@ine Rolle spielt (Noshiro and Negishi 1988, Bkin
et al. 1998, Guo et al. 2007, Delic et al. 201®méannlichen M&ausen, welche mit 3-Estradiol beleén
wurden, konnte beispielsweise eine starke InduldierCyp2b9detektiert werden (Jarukamjorn et al.
2000).

Eine allgemein gultige Aussage, ob 3,5dle Synthese der Progestagene und Androgene tadier

fur deren Umwandlung hin zu Ostrogenen und weitekbbauprodukten verantwortlich ist, kann
anhand der Datenlage nicht spezifisch formulientder. Die gesteigerte Transkription vAlkrlcl8
das an der Inaktivierung von Progesteron beteitigt{Pratt-Hyatt et al. 2013), sowie die erhdhte
Expression des Estrogen Rezept&s ) in 3,5-T,-behandelten Mausen (Anhang Tab. 35 und Tab. 36)
gibt einen Hinweis auf eine anti-androgene Wirkuhgs TH-Metaboliten und der potentiellen

Beteiligung am Ostrogen-Signalweg.
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5.7 Einfluss von 3,5-Tauf den hepatischen Schilddriisenhormonmetabolismus

Beim Menschen werden nur etwa 20-30 % des gesargteon der Schilddrise selbst produziert, die
restlichen 80 %, in euthyreoten Nagetieren sinetes 50 %, werden durch Deiodierungsreaktionen in
peripheren Geweben gebildet (Engler and Burger 18Bdnoine et al. 1993).

Die Diol, welche pradominant in der Leber exprimveird, spielt hierbei eine bedeutende Rolle in der
systemischen Versorgung mit extrathyroidalegruid ist fur die Aktivierung als auch Inaktivierung
von TH verantwortlich (Silva et al. 1984) (Abb. E)ir die Aufrechterhaltung dee-Tund TSH-Spiegel

im Blut ist die hepatische Diol nicht essenti@fgch leistet sie einen entscheidenden Beitragédsei
Inaktivierung von TH im hyperthyreoten Zustand €8kfuss et al. 2005). Zahlreiche Studien bestatigen
die erhbhte enzymatische Aktivitdt und mRNA Expi@sder hepatischen Diol nach exogengr T
Gabe (Berry et al. 1990, Maia et al. 1995, Zavaakal. 2005). Im Einklang mit der gesteigerten
hepatischen Diol-Expression in den 38€handelten Mause und in primaren Hepatozyten .(Abb
und Abb. 29) wurde auch in anderen Untersuchundges konzentrationsabhangige Erhdéhung der
Aktivitat und Transkription der hepatischen als hadtypophyséaren Diol nach 3,5-$timulation
festgestellt (Baur et al. 1997, Padron et al. 2014)

Die Analyse der TH mittels LC-MS/MS in der Lebemvs- bzw. 3,5-%-behandelten Mausen konnte
keine weiteren TH-Metabolite (z.B. o,T 3-T1, 3,3'-T,) detektieren, welche durch potentielle
Deiodierungsreaktionen entstehen wir@&hb. 32).Interessanterweise fihrte die 3,5Hehandlung
zu einer starken konzentrationsabhangigen Akkunaman der Leber (Abb. 14) und untermauert die
Annahme, dass die Leber ein wichtiges ZielorgardférWirkung aber auch Metabolisierung von 3,5-
T, ist. Der potentielle Biosyntheseweg von 3 &dlirch Deiodierung vonsJwie esin vivo, bisher aber
nichtin vitro gezeigt wurde (Engler and Burger 1984, Piehl e2@D8, Darras and Van Herck 2012),
konnte in dieser Arbeit nicht dargestellt werden.

Die komplexe Struktur der Leber und insbesonderd-dtleber kann zu gro3en Matrixeffekten flihren
und die Signalintensitat der TH-Metabolite einsolken (Dr. Keith Richards, personliche
Kommunikation). Weiterhin kbnnen die Konzentratiommer Metabolite unterhalb der Nachweisgrenze
liegen und eine Quantifizierung mittels LC-MS/MS s@tweren. Die Optimierung des
Extraktionsprotokolls fur die Bestimmung von TH-Mbobliten im Gewebe als auch im Serum stellt

demnach immer noch eine analystische Herausfordetan(De Angelis et al. 2016).

Die murinen priméren Hepatozyten wurden als geéggn&lodell gewahlt, um den Metabolismus von
Tz und 3,5-% zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, daamd 3,5-% in die Leberzelle
aufgenommen werden und genomische wahrscheinlichdiR-vermittelte Effekte austiben (Abb. 30
und Abb. 32).

Fur TH ist beschrieben worden, dass der Transpatie Leberzelle sattigbar ist (Bernal et al. 2015)
Diesbeziglich kann angenommen werden, dass hielgatiamte Menge an eingesetztenuid 3,5-

T, in die Hepatozyten aufgenommen wurde und die deflach 24 h die teilweise umgesetzten
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Substanzen wieder exportiert haben. Diese Annahimdereine Erklarung fir den grof3en Anteil der
exponierten TH-Metabolite im Zellkulturiiberstand;ht aber im Lysat, liefern.

Fir 3,5-T ist bisher kein Transporter fur den Im- und Expurbliziert, jedoch konnte in praliminéren
Western Blot-Untersuchungen im Rahmen dieser Arbaiebern der 3,5-Fbehandelten HFD-Mause
eine vermehrte hepatische Expression des MCT10 wnlemmet werden. Mit MCT10-cDNA stabil
transfizierte Cos-1-Zellen zeigten daruber hinalass 3,5-T die Aufnahme vor?3-T; am starksten
hemmte (lanculescu et al. 2010) und liefert einerteren Anhaltspunkt hinsichtlich einer potentielle
Beteiligung des MCT10 am 3,5-Transport.

Die untere Abbildung fasst die Ergebnisse der premdiepatozyten bezuglich des TH-Metabolismus
nach 3,5-3- bzw. Ts-Stimulation zusammen. Vergleichbar mit Daten aebdrthomogenaten (Chopra
and Chua Teco 1982, Piehl et al. 2008) konnte dimsvaendlung von Tzu 3,3-T;, 3-T; und To sowie
die Metabolisierung von 3,5;%u 3-T.und Togezeigt werden. Inhibition der Diol mittels PTU heta
die Synthese von 3:Tund To und lasst eine Beteiligung der Diol an der enzigohén Reaktion

vermuten, wobei eine Aktivitat der Dio3 nicht ausgfdlossen werden kann (Abb. 36).
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Abb. 36: Schematische Zusammenfassung der Wirkungon 3,5-T: hinsichtlich Metabolisierung und
Genexpression in isolierten Hepatozyten
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5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde gotdrt, ob der TH-Metabolit 3,5:Th Mausen mit
Diat-induzierter Adipositas einer Gewichtszunahmetgegensteuert und somit als endogen
vorkommende Substanz zur Therapie von Adipositad den assoziierten Begleiterkrankungen
eingesetzt werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass 3;5ATeuthyreoten Mausen unter HFD wigdie Fettgewebsmasse
reduzierte und den hepatischen Stoffwechsel in tRich katabole Stroffwechsellage positiv
beeinflusste. Eine Minderung des Kérpergewichtsdeuringegen nicht erreicht.

Aufgund der 3,5-Finduzierten Suppression der HPT-Achse, der paharti Induktion einer kardialen
Hypertrophie und Beeinflussung des hepatischen @stoff- und Sexualsteroidmetabolismus in
Mausen unter SD und HFD, kann jedoch eine Empfejtum Einsatz von 3,5 &ls anti-lipiddmische
therapeutische Substanz nicht gegeben werden.

In zahlreichen Rattenstudien, in denen 3;5dwohl Lipidstoffwechsel als auch Kérpergewichsigig
beeinflusste, wurden diese negativ zu bewertendfehkte des TH-Metaboliten nicht beschrieben und
eine speziesabhangige Dosis-Wirkungsbeziehung #ementsprechend angenommen werden.
Inwieweit 3,5-% im Menschen adverse Effekte erzielt kann anhamdDdgenlage nicht formuliert
werden. In einer Studie mit zwei Probanden, weldber einen Zeitraum von 8 Tagen eine sehr geringe
Dosis 3,5-F (etwa 0,001 - 0,01 pg/g KG) einnahmen, erhohtedsr Grundumsatz und reduzierte sich
das Korpergewicht ohne eine Anderung der Herznadeder TH- und TSH-Serumgehalte hervorzurufen
(Antonelli et al. 2011).

Die physiologische Funktion von 3,516t bis dato nicht geklart. Assoziationsstudiereirthyreoten
Populationen weisen auf einen direkten Zusammenhan@,5-% mit Biomarkern im Serum hin, z.B.
Fastenglukose, Urin-Trigonellin, arterio-vendseshénis (Ittermann et al. 2014, Pietzner et al.54)
Pietzner et al. 2015b) uniticken 3,5-Fals potentiellen Parameter zur Beurteilung von &rkungen
(z.B. des Herz-Kreislauf-Systems) in ein neuest.ich

Untersuchungen zu kardiovaskularen Effekten vorr3,%vie sie in der vorliegenden Arbeit praliminar
vorliegen, wirden diesbeziglich weitere Erkenntnigfern. Die Leber konnte als eines der Zieloggan
der 3,5-B-Wirkung identifiziert werden. Zukinftige StudiearZunktionellen Relevanz von 3,5 &uf
den hepatischen Steroidhormonstoffwechsel gabeterediinweise auf eine potentiell selektive, TH-
unabhangige Wirkung von 3,51n der Leber.

Im Kontext der aktuellen Internetprasenz von 35als ,Fatburner” sowie lipidsenkende und
grundumsatzsteigernde Substanz, welche insbesomdBazlybuilderszenen auf starke Konsum- und

Kaufbereitschatft trifft, sollte eine behutsame Brdf vor Marktzulassung erfolgen.
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ANHANG

Anhang

Positiv exprimierte Gen-Transkripte sind Fett uegdativ exprimierte Transkripte kursiv dargestellt,
p-Wert< 0,05, Fold change 1,5 fold.

Tab. 33: Differentiell exprimierte hepatische Genaach 14-tagiger Behandlung mit & in HFD-Mausen.

Transkript Gensymbol Genbezeichnung ANOVA Fold

Cluster ID p-Wert | change
1125648 Akricl8 aldo-keto reductase family 1, men@i3 0,00005 22,58
1125641 Earll eosinophil-associated, ribonucleafsemly, member 11 0,00993 10,84
1123190 Ugt2b37 UDP glucuronosyltransferase 2 farpilypeptide B37 0,00536 5,93
1128040 9030619P08 Rik RIKEN cDNA 9030619P08 gene ,01282 4,63
1114381 Gm13775 predicted gene 13775 0,01855 3,73
1121607 Atf3 activating transcription factor 3 me3 3,63
1124436 Sult5al sulfotransferase family 5A, meniber 0,01166 3,33
1136506 Slc22a7 solute carrier family 22 (orgamio® transporter), member 7 0,03334 2,82
1108590 Cdhl cadherin 1 0,03181 2,52

Tab. 34: Differentiell exprimierte hepatische Genaach 14-tagiger Behandlung mit 3,5-Tin HFD-Mausen.

Transkript Gensymbol Genbezeichnung ANOVA Fold
Cluster ID p-Wert | change
10419568 Earll eosinophil-associated, ribonucléasenily, member 11 6,94E-03 10,64
10429588 9030619P08Ri RIKEN cDNA 9030619P08 gene ,0065-04 6,44
10451291 Slc22a7 solute carrier family 22 (orgamion transporter), member 7 8,00E-04 4,84
10531061 Ugt2b37 UDP glucuronosyltransferase 2ljamolypeptide B37 1,72E-04 4,64
10582466 Sult5al sulfotransferase family 5A, meniber 2,84E-03 4,40
10361680 B430219N15Ri RIKEN cDNA B430219N15 gene ATE-03 4,30
10505266 Gm13775 predicted gene 13775 1,236-02 3,50
10361091 Atf3 activating transcription factor 3 9E402 3,21
10601312 Chicl cysteine-rich hydrophobic domain 1 ,58B8-02 2,86
10421648 Slc25a30 solute carrier family 25, men3@er 2,40E-02 2,73
10574617 Cesda carboxylesterase 4A 3,18H-02 2,53
10405633 Ntrk2 neurotrophic tyrosine kinase, remepype 2 4,73E-02] 2,53
10514912 Diol deiodinase, iodothyronine, type | S5E;D3 2,43
10565727 Tsku tsukushi 451E-03] 2,42
10460696 Slc25a45 solute carrier family 25, mendider 1,20E-02 1,92
10585417 Idh3a isocitrate dehydrogenase 3 (NADphaal 9,44E-03 1,85
10504375 Npr2 natriuretic peptide receptor 2 2,093EF 1,85
10383206 Rnf213 ring finger protein 213 4,25E-p3 1,85
10372421 Trhde TRH-degrading enzyme 3,32E102 1,81
10378572 Tlcd2 TLC domain containing 2 1,84E-D2 1,73
10434629 Map3k13 mitogen-activated protein kinasade kinase 13 2,74E-0p 1,71
10579532 Bst2 bone marrow stromal cell antigen 2 278,02 1,69
10442396 Abca3 ATP-binding cassette, sub-familABC1), member 3 2,69E-02 1,66
10383214 Rnf213 ring finger protein 213 1,55E-p2 1,63
10367717 Ginml glycoprotein integral membrane 1 4862 1,63
10383204 Rnf213 ring finger protein 213 2,46E-p2 1,61
10418747 Hacll 2-hydroxyacyl-CoA lyase 1 1,03EP2 1,60
10383212 Rnf213 ring finger protein 213 2,43E-p2 1,59
10490632 Helz2 helicase with zinc finger 2, traimimmal coactivator 242E-04 1,56
10529313 Letml leucine zipper-EF-hand containinggmembrane protein 1 3,73E-02 1,51
10451451 Gnmt glycine N-methyltransferase 3,09E;02 -1,59
10523111 5830473C10Ri RIKEN cDNA 5830473C10 gene ,22B-02 -1,66
10556113 Rbm3 RNA binding motif protein 3 3,72E-02 -1,68
10496825 Uox urate oxidase 1,00E-02 -1,69
10512807 Gabbr2 gamma-aminobutyric acid (GABA) &por, 2 4,80E-02 -1,74
10432918 Krt8 keratin 8 3,35E-03| -1,75
10558265 Lhpp phospholysine phosphohistidine imdrmgpyrophosphate phosphatase 2,89E102 -1,85
10580678 Ceslg carboxylesterase 1G 3,38H-02-1,92
10598075 mt-Ta mitochondrially encoded tRNA alanine 3,23E-02 -1,96
10508721 Snora44 small nucleolar RNA, H/ACA box 44 7,70E-03 -1,96
10568568 Chst15 carbohydrate (N-acetylgalactosammdfate 6-O) sulfotransferase 1% 1,19E-D2 -2,07
10593981 Cypla2 cytochrome P450, family 1, subfamipolypeptide 2 1,73E-02 -2,15
10587315 Gstad glutathione S-transferase, alpha 4 ,30E102 -2,17
10541071 8430408G22Rik RIKEN cDNA 8430408G22 gene ,408-02 -2,21
10496727 Ddahl dimethylarginine dimethylaminohyaisel 1 1,65E-02 -2,28
10544932 Inmt indolethylamine N-methyltransferase ,46B-02 -2,45
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Fortsetzungrab. 34

10359861 Mgst3 microsomal glutathione S-transfeBase 2,43E-02 -2,51
10580953 1,46E-02 -2,56
10430006 Slc39a4 solute carrier family 39 (zinagporter), member 4 1,45E-0p -2,61
10501208 Gstm6 glutathione S-transferase, mu 6 E4080 -2,64
10608661 Raetle retinoic acid early transcript 1E ,18B-02 -2,66
10608648 Raetld retinoic acid early transcriptadelt 2,35E-02 -2,80
10362091 Sgkl serum/glucocorticoid regulated kidase 1,22E-02 -2,90
10352344 9130409I123RiK RIKEN cDNA 9130409123 gene ,83E-02 -2,95
10403911 Gpx6 glutathione peroxidase 6 2,69E{02 -2,98
10492306 Sucnrl succinate receptor 1 4,36E-03-3,04
10467897 Cyp2c44 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 44 1,34E-02 -3,05
10463027 Cyp2c29 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 29 1,11E-02 -3,17
10496077 Agxt2l1 alanine-glyoxylate aminotransferadike 1 6,41E-03| -3,40
10373334 Hsd17b6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrage 6 2,52E-02 -3,47
10389894 Abcc3 ATP-binding cassette, sub-familfCETR/MRP), member 3 3,19E-02 -3,82
10587331 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2) ( 1,72E-02 -3,83
10587323 Gsta2 glutathione S-transferase, alpNa2)( 1,72E-02 -4,00
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, cladelplfa-1 antiproteinase,
10606928 Serpina7 antitrypsin), member 7 2,49E-08 -4,62

Tab. 35: Differentiell exprimierte hepatische Genaach 28-tagiger Behandlung mit 3,5-Tin HFD-Mausen.

Transkript Gensymbol Genbezeichnung ANOVA Fold
Cluster 1D p-Wert | change
10419568 Earll eosinophil-associated, ribonuclédaenily, member 11 9,87E-13 26,70
10429588 9030619P08RI RIKEN cDNA 9030619P08 gene 87013 6,86
10407435 Akricl8 aldo-keto reductase family 1, mem@il8 2,10E-07 6,80
10451291 Slc22a7 solute carrier family 22 (orgamion transporter), member 7 9,87E-13 5,34
10424349 Sqle squalene epoxidase 3,14E-08 4,76
10582466 Sult5al sulfotransferase family 5A, meniber 9,87E-13 4,38
10465734 Slc22a27 solute carrier family 22, men2er 3,98E-02 3,86
10453231 Sic8al solute carrier family 8 (sodiunticah exchanger), member 1 2,40E-03 3,72
10468239 Cypl7al cytochrome P450, family 17, sulbjeam polypeptide 1 510E-04 3,50
10515399 Plk3 polo-like kinase 3 4,27E-03 3,27
10403413 Idil isopentenyl-diphosphate delta isos®era 8,51E-07 3,21
10361680 B430219N15Ri RIKEN cDNA B430219N15 gene ATE-02 3,13
10482762 Idil isopentenyl-diphosphate delta isos®era 1,14E-06 3,09
10374223 Igfbpl insulin-like growth factor bindipgptein 1 1,70E-04| 3,00
10445308 Cyp39al cytochrome P450, family 39, sulbjaam polypeptide 1 1,60E-0§ 2,85
10531061 Ugt2b37 UDP glucuronosyltransferase 2ljamolypeptide B37 1,41E-06 2,84
10527920 Cyp51 cytochrome P450, family 51 4,64E106 2,78
10514912 Diol deiodinase, iodothyronine, type | 8EHI 2,74
10480275 Nebl nebulette 3,27E-03 2,66
10421648 Slc25a30 solute carrier family 25, men3@er 1,60E-04 2,65
10601312 Chicl cysteine-rich hydrophobic domain 1 ,37E-02 2,64
10449657 Tff3 trefoil factor 3, intestinal 2,78E-Q2 2,45
10600082 Nsdhl NAD(P) dependent steroid dehydrosgetike 3,60E-04 2,22
10508800 Gm3579 predicted gene 3579 2,98E-03 2,17
10573865 Gm3579 predicted gene 3579 2,98E+03 2,17
10338268 8,76E-03 2,14
10565727 Tsku tsukushi 3,27E-03 2,11
10489705 Slc13a3 solute carrier family 13 member 3 9,00E-05 2,10
10479047 Pckl phosphoenolpyruvate carboxykinasgtdsolic 7,33E-07 2,09
10539080 St3gal5 ST3 beta-galactoside alpha-2|tsaasferase 5 2,85E-02 2,06
10498584 Rarresl retinoic acid receptor resporideaiotene induced) 1 3,48E-Q2 2,03
10510221 Gm3579 predicted gene 3579 3,29E-02 2,01
10348410 Spp2 secreted phosphoprotein 2 2,10K-081,88
10578916 Sc4mol sterol-C4-methyl oxidase-like 1;092E 1,85
10582811 Irf2bp2 interferon regulatory factor 2diirg protein 2 7,20E-04 181
10593713 Cib2 calcium and integrin binding familgmber 2 4,43E-03 1,80
10575750 Bcmol beta-carotene 15,15'-monooxygenase ,80E®4 1,79
10442396 Abca3 ATP-binding cassette, sub-familABC1), member 3 1,70E-02 1,78
10359917 Hsd17b7 hydroxysteroid (17-beta) dehydrage 7 2,31E-02 1,77
10608684 Dynli1 dynein light chain LC8-type 1 1,48 1,75
10388938 Wsb1 WD repeat and SOCS box-containing 1 ,90EL02 1,69
10487879 Rnf24 ring finger protein 24 2,20E-02 1,68
10450444 Apom apolipoprotein M 1,49E-02 1,67
10460696 Slc25a45 solute carrier family 25, mendider 6,01E-03 1,67
10383289 Baiap2 brain-specific angiogenesis intiilitassociated protein 2 2,67E-02 1,63
10367600 Esrl estrogen receptor 1 (alpha) 3,31F-021,58
10566026 Folr2 folate receptor 2 (fetal) 1,78E-D2 1,56

127




ANHANG

Fortsetzung Tab. 35

10426110 Pim3 proviral integration site 3 3,78E-P3 1,54

10579532 Bst2 bone marrow stromal cell antigen 2 438503 1,53

10574166 Cpne2 copine Il 2,51E-Q2 1,52

10338042 1,26E-02 1,51

10556701 Acsm5 acyl-CoA synthetase medium-chairljamember 5 3,90E-020 -1,50
10496825 Uox urate oxidase 1,04E-02 -1,53
10382136 1810010H24Ri RIKEN cDNA 1810010H24 gene ,112-02 -1,54
10434758 St6gall beta galactoside alpha 2,6 sihgferase 1 2,50E-02 -1,55
10404649 Dsp desmoplakin 7,00E-05 -1,57
10523111 5830473C10Ri RIKEN cDNA 5830473C10 gene ,58H-02 -1,63
10580663 Ceslf carboxylesterase 1F 3,20E+02-1,63
10541446 Gm10319 predicted pseudogene 10319 1,20E-0-1,65
10496023 Casp6 caspase 6 3,17E;02 -1,69
10419850 Cebpe CCAAT/enhancer binding protein (BgBpsilon 2,68E-02 -1,69
10598638 Midlipl Mid1 interacting protein 1 (gaition specific G12-like (zebrafish)) 1,72E-02 -1,70
10531087 Sultlbl sulfotransferase family 1B, meniber 3,05E-03 -1,74
10507520 Hyi hydroxypyruvate isomerase homologe() 1,48E-03| -1,75
10535174 Tmem184a transmembrane protein 184a J87E- -1,76
10357878 Adoral adenosine Al receptor 4,79E+03 -1,77
10480459 Hnmt histamine N-methyltransferase 3,0pE-0 -1,78
10541426 Mug2 murinoglobulin 2 8,91E-03 -1,79
10400304 Egin3 EGL nine homolog 3 (C. elegans) H-09 -1,79
10398859 Adssl1 adenylosuccinate synthetase like 1 9,41E-03 -1,85
10386473 Srebfl sterol regulatory element bindiagscription factor 1 7,90E-04 -1,87
10496251 Bdh2 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, 2ype 5,19E-03 -1,94
10398224 Cyp46al cytochrome P450, family 46, sulbjeam polypeptide 1 4,68E-03 -1,95
10490854 Chmp4c charged multivesicular body proté€in 1,75E-02 -1,95
10587315 Gsta4 glutathione S-transferase, alpha 4 ,00E7/05 -1,95
10501208 Gstm6 glutathione S-transferase, mu 6 E10B0 -2,06
10518335 Gm13163 predicted gene 13163 1,106-02-2,10
10574498 Ces2a carboxylesterase 2A 6,92E-07-2,15
10502214 Cyp2ul cytochrome P450, family 2, subfamilpolypeptide 1 2,72E-02 -2,20
10390860 Krt23 keratin 23 1,37E-0R -2,32
10562500 Dpy19I3 dpy-19-like 3 (C. elegans) 3,48E:0 -2,34
10403063 1,26E-02 -2,35
10425763 Cyp2d9 cytochrome P450, family 2, subfadhilpolypeptide 9 2,39E-02 -2,36
10492306 Sucnrl succinate receptor 1 2,70E-02-2,45
10518346 Gm13146 predicted gene 13146 3,80H-03-2,49
10510215 Gm13139 predicted gene 13139 2,395-02-2,51
10353450 Gm4956 predicted gene 4956 2,00E-05-2,55
10544932 Inmt indolethylamine N-methyltransferase ,A8E-03 -2,76
10496727 Ddahl dimethylarginine dimethylaminohyaisel 1 2,53E-02 -2,77
10513538 Mup21 major urinary protein 21 6,00E-p5 -2,79
10583753 Gm6484 predicted gene 6484 1,20E-04-2,89
10403911 Gpx6 glutathione peroxidase 6 1,33E408 -3,19
10587339 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2)( 7,22E-06 -3,25
10595148 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2) ( 3,71E-06 -3,25
10496077 Agxt211 alanine-glyoxylate aminotransferadike 1 3,03E-03] -3,42
10373334 Hsd17b6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrage 6 1,07E-03 -3,48
10430006 Slc39a4 solute carrier family 39 (zinaggorter), member 4 5,37E-10 -3,74
10587331 Gsta2 glutathione S-transferase, alpNa2)( 2,23E-07 -3,80
10467897 Cyp2c44 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 44 8,09E-08 -3,85
10587323 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2) ( 2,59E-07 -4,14
10606928 Serpina7 serine (or cysteine) peptiddsbiiar, clade A member 7 4,50E-04 -4,24
10389894 Abcc3 ATP-binding cassette, sub-fami\CETR/MRP), member 3 2,95E-10 -6,48
10344096 1,00E-04 -6,83
10507143 Cyp4al2a cytochrome P450, family 4, suibfampolypeptide 12a 1,37E-02 -9,82
10507152 Cyp4al2b cytochrome P450, family 4, sulbfaan polypeptide 12B 4,06E-03 -10,28
10470175 Obp2a odorant binding protein 2A 2,21E109-18,34

Tab. 36: Differentiell exprimierte hepatische Genaach 28-tagiger Behandlung mit 3,5-Tin SD-Mausen.

Transkript Gensymbol Genbezeichnung ANOVA Fold
Cluster 1D p-Wert | change
10551218 Cyp2b9 cytochrome P450, family 2, subfatnilpolypeptide 9 3,95E-13 54,21
10419568 Earll eosinophil-associated, ribonuclégaenily, member 11 2,88E-10 31,03
10505266 Gm13775 predicted gene 13775 3,95H-1326,18
10429588 9030619PO08RI RIKEN cDNA 9030619P08 gene 956813 14,69
10505268 Mup-ps16 major urinary protein, pseudodgne 3,95E-13 8,39
10407435 Akricl8 aldo-keto reductase family 1, mem@il8 5,45E-08 7,77
10451291 Slc22a7 solute carrier family 22 (orgamion transporter), member 7 3,95E-13 6,20
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10465734 SIc22a27 solute carrier family 22, men2er 3,00E-05 5,79
10498584 Rarresl retinoic acid receptor resporideaiotene induced) 1 2,00E-Q5 4,82
10514912 Diol deiodinase, iodothyronine, type | 58493 4,55
10582466 Sult5al sulfotransferase family 5A, meniber 3,95E-13 4,46
10421648 SIc25a30 solute carrier family 25, men3fer 1,00E-05 4,27
10587639 Nt5e 5' nucleotidase, ecto 3,95E113 4,12
10543017 Pdk4 pyruvate dehydrogenase kinase, igoens 9,00E-05 4,12
10468239 Cypl7al cytochrome P450, family 17, sulbjeam polypeptide 1 2,38E-01 3,91
10505237 Snx30 sorting nexin family member 30 1,68E 3,58
10505252 Mup-ps7 major urinary protein, pseudogene 2,70E-04 3,47
10563780 E2f8 E2F transcription factor 8 3,70E-04 3,30
10505261 Mup-ps15 major urinary protein, pseudodéne 7,57E-12 3,26
10443463 Cdknla cyclin-dependent kinase inhibifo(A21) 2,00E-05 3,22
10438575 Ehhadh enoyl-Coenzyme A, hydratase/3-lydoyl Coenzyme A dehydrogenase?,88E-10 3,08
10500360 Gm15441 predicted gene 15441 3,11H-02 3,03
10361680 B430219N15Ri RIKEN cDNA B430219N15 gene ,48E-03 3,00
10554938 Rab30 RAB30, member RAS oncogene family 50204 2,96
10378572 Tlcd2 TLC domain containing 2 2,90E-07 2,94
10505240 Mup-ps13 major urinary protein, pseudodéhe 3,95E-13 2,91
10551209 Cyp2b13 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 13 1,11E-02 2,77
10601312 Chicl cysteine-rich hydrophobic domain 1 ,68H-03 2,70
10515399 PIk3 polo-like kinase 3 1,46E-06 2,70
10362138 Vnnl vanin 1 1,48E-03 2,67
10434629 Map3k13 mitogen-activated protein kinasade kinase 13 3,79E-06 2,57
10487879 Rnf24 ring finger protein 24 5,93E-07 2,57
10361246 G0s2 GO/G1 switch gene 2 4,72E102 2,54
10463037 Cyp2c39 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 39 4,05E-03 2,52
10596454 Alasl aminolevulinic acid synthase 1 5;80E| 2,49
10405211 Gadd45g growth arrest and DNA-damage-ihBud5 gamma 154E-02 2,48
10397148 Acotl acyl-CoA thioesterase 1 1,48E103 2,46
10505249 Mup-psl major urinary protein, pseudodene 1,10E-04 2,44
10385872 Slc22a5 solute carrier family 22 (orgaiion transporter), member 5 1,00E-04 2,43
10574617 Cesda carboxylesterase 4A 6,00E-05 2,41
10397158 Acot3 acyl-CoA thioesterase 3 7,86E403 2,34
10424400 Myc myelocytomatosis oncogene 1,94E+02 2,34
10587077 Gm16551 predicted gene 16551 3,54H-02 2,33
10397145 Acot2 acyl-CoA thioesterase 2 2,30E404 2,28
10362472 Rsph4a radial spoke head 4 homolog A (@fdamonas) 4,47E-04 2,25
10531061 Ugt2b37 UDP glucuronosyltransferase 2ljamolypeptide B37 4,24E-03 2,23
10523128 Ppbp pro-platelet basic protein 8,00E;05 2,23
10372208 Acss3 acyl-CoA synthetase short-chainlyam@mber 3 3,50E-03 2,22
10472162 Gpd2 glycerol phosphate dehydrogenasé@d:hondrial 1,76E-10 2,19
10523547 Agpat9 1-acylglycerol-3-phosphate O-aagkferase 9 1,80E-04 2,18
10587871 Pagr9 progestin and adipoQ receptor famgimber 1X 4,87E-07 2,16
10460696 Slc25a45 solute carrier family 25, memdider 3,68E-06 2,13
10439321 Slcl5a2 solute carrier family 15 (H+/péptransporter), member 2 8,10E-03 2,13
10380566 Phosphol phosphatase, orphan 1 2,79E-02,13
10465753 Slc22a29 solute carrier family 22. men28er 3,67E-03 2,12
10405633 Ntrk2 neurotrophic tyrosine kinase, remepype 2 2,43E-02 2,11
10608668 Mup6 major urinary protein 6 1,46E-06 2,10
10564805 Pexlla peroxisomal biogenesis factorgtaal 2,91E-03 2,04
10387791 Sicl16al3 solute carrier family 16 (monlocaylic acid transporters), member 138 5,40E-D4 1,98
10416071 Chrna2 cholinergic receptor, nicotiniphal polypeptide 2 (neuronal) 1,54E-02 1,97
10359181 Tor3a torsin family 3, member A 8,92E-P3 1,96
10431697 Abcd2 ATP-binding cassette, sub-familyAD), member 2 2,11E-020 1,93
10458262 Slc23al solute carrier family 23 (nuclselisansporters), member 1 1,20E-p4 1,92
10574488 Pdp2 pyruvate dehyrogenase phosphatadgicagubunit 2 1,60E-03 191
10511886 Bhmt betaine-homocysteine methyltransteras 1,10E-06 1,88
10505258 LOC10105579% major urinary protein 5-like 4,10E-04 1,88
10505246 LOC10105579% major urinary protein 5-like 4,10E-04 1,88
10539080 St3gal5 ST3 beta-galactoside alpha-2|tsaasferase 5 2,29E-02 1,87
10499132 Mab2112 mab-21-like 2 (C. elegans) 3,49E{0 1,86
10481474 Crat carnitine acetyltransferase 5,10E-04 1,86
10461909 Nmrk1l nicotinamide riboside kinase 1 4.93E 1,84
10584941 Bacel beta-site APP cleaving enzyme 1 E6080 1,84
10481577 Uckl uridine-cytidine kinase 1 3,80E-p4 1,81
10397153 Acotd acyl-CoA thioesterase 4 9,56E103 1,81
10367717 Ginml glycoprotein integral membrane 1 0805 1,80
10435733 Igsfll immunoglobulin superfamily, membgr 4,93E-03 1,80
10491083 Ncehl neutral cholesterol ester hydrdlase 4,10E-04 1,79
10457114 Bhmt betaine-homocysteine methyltransteras 1,33E-06 1,78
10462507 Papss2 3'-phosphoadenosine 5'-phosphesyfahase 2 1,35E-02 1,77
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10515086 9630013D21Ri RIKEN cDNA 9630013D21 gene ,168-03 1,77
10539894 Ruvbll RuvB-like protein 1 2,72E-02 1,76
10442396 Abca3 ATP-binding cassette, sub-familABC1), member 3 4,00E-0§ 1,76
10508992 Paqr7 progestin and adipoQ receptor famgmber VIl 2,97E-02 1,76
10348410 Spp2 secreted phosphoprotein 2 3,49K-021,73
10389783 Gm10276 predicted gene 10276 1,59H-021,72
10505254 Mup-ps7 major urinary protein, pseudogene 1,50E-03 1,71
10412607 Abhd6 abhydrolase domain containing 6 B0 1,71
10585417 Idh3a isocitrate dehydrogenase 3 (NADphaal 1,00E-05 1,69
10501832 Abcd3 ATP-binding cassette, sub-familyADR), member 3 4,87E-07 1,69
10598032 mt-Tm mitochondrially encoded tRNA metimien 5,92E-03 1,68
10578649 Tenm3 teneurin transmembrane protein 3 3E302 1,66
10400095 Ifrd1 interferon-related developmentautetpr 1 3,51E-02 1,66
10514221 Plin2 perilipin 2 1,10E-02 1,66
10505200 HsdI2 hydroxysteroid dehydrogenase like 2 3,81E-02 1,66
10508412 Fndc5 fibronectin type Il domain containb 3,61E-02 1,65
10467372 Cyp2c38 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 38 456E-02 1,65
10588037 Rbpl retinol binding protein 1, cellular ,09E-02 1,65
10490632 Helz2 helicase with zinc finger 2, traimgimnal coactivator 3,00E-03 164
10489368 Fitm2 fat storage-inducing transmembraotein 2 3,68E-02 1,64
10467871 Dnmbp dynamin binding protein 6,90E-D4 1,63
10445758 Treml4 triggering receptor expressed oelony cells-like 4 2,97E-02] 1,62
10597648 Myd88 myeloid differentiation primary resge gene 88 2,13E-02 1,61
10545436 Elmod3 ELMO/CED-12 domain containing 3 5&83 1,61
10394054 Cd7 CD7 antigen 6,81E-03 1,60
10367600 Esrl estrogen receptor 1 (alpha) 3,90E-021,60
10477644 Trp53inp2 transformation related prot&@nnslucible nuclear protein 2 1,20E-03 1,60
10488797 Pxmp4 peroxisomal membrane protein 4 307E 1,59
10514865 Acotll acyl-CoA thioesterase 11 1,93E102 1,59
10579199 Sic25a42 solute carrier family 25, merdizer 2,30E-04 1,58
10440427 D16Ertd472e DNA segment, Chr 16, ERATO47d, expressed 8,10E-0B 1,58
10442606 Meiob meiosis specific with OB domains TER2 1,58
10512886 Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-aaglferase 2 1,22E-02 1,56
10450038 Angptl4 angiopoietin-like 4 7,23E-Q3 1,56
10436392 Cpox coproporphyrinogen oxidase 2,01E03 1,55
10476207 Atrn attractin 6,44E-03 1,55
10468980 Fam107b family with sequence similarity,ifiember B 2,82E-04 1,52
10544062 D630045J12Ri RIKEN cDNA D630045J12 gene ,5638-02 1,51
10369661 Ccarl cell division cycle and apoptogisiletor 1 4,72E-02 1,50
10502655 Cyr6l cysteine rich protein 61 1,38E402 -1,50
10404077 Slcl7a2 solute carrier family 17 (sodidmogphate), member 2 1,08E-02 -1,52
10532310 2,78E-03 -1,52
10479938 Echdc3 enoyl Coenzyme A hydratase doneaitaining 3 8,66E-03 -1,54
10437516 Ppl periplakin 1,53E-02| -1,56
10371970 Amdhd1 amidohydrolase domain containing 1 3,91E-02 -1,56
10541446 Gm10319 predicted pseudogene 10319 2P8E-0-1,56
10509204 Tcea3 transcription elongation factor B (S 4,00E-05 -1,56
10531073 Ugt2b38 UDP glucuronosyltransferase 2l§apolypeptide B38 1,92E-04 -1,58
10362294 Arhgapl8 Rho GTPase activating protein 18 3,51E-02 -1,58
10480725 BC029214 cDNA sequence BC029214 3,59-02-1,58
10454807 Snhg4 small nucleolar RNA host gene 4-fimotein coding) 1,67E-02 -1,58
10489239 9430008CO3Ri RIKEN cDNA 9430008C03 gene ,248-02 -1,59
10371277 Zfp938 zinc finger protein 938 1,30E-p4 -1,59
10499130 Rnu73b U73B small nuclear RNA 4,50E04 -1,60
10602372 Alas2 aminolevulinic acid synthase 2 leojtl 8,27E-03 -1,61
10501229 Gstml glutathione S-transferase, mu 1 E50B0 -1,62
10526085 1,57E-02 -1,62
10496825 Uox urate oxidase 6,03E-03 -1,62
10493307 2,85E-02 -1,62
10436828 Oligl oligodendrocyte transcription fadtor 1,53E-02 -1,62
10556208 Akipl A kinase (PRKA) interacting protéin 6,00E-05 -1,63
10540075 Hdacll histone deacetylase 11 3,54K-02-1,65
10419850 Cebpe CCAAT/enhancer binding protein (BEBpsilon 2,36E-02 -1,66
10468881 5830428H23Ri RIKEN cDNA 5830428H23 gene ,00B8-05 -1,66
10607877 Prps2 phosphoribosyl pyrophosphate syagaé 3,00E-059 -1,66
10501208 Gstm6 glutathione S-transferase, mu 6 E6QBO -1,66
10496023 Casp6 caspase 6 1,08E702 -1,69
10507520 Hyi hydroxypyruvate isomerase homologe() 7,80E-04| -1,71
10541426 Mug2 murinoglobulin 2 1,96E-02 -1,71
10598075 mt-Ta mitochondrially encoded tRNA alanine 7,59E-06 -1,72
10480459 Hnmt histamine N-methyltransferase 548E-0 -1,72
10556244 Ipo7 importin 7 1,81E-08 -1,72
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10464583 Gstpl glutathione S-transferase, pi 1 4D -1,73
10563099 Snord35b small nucleolar RNA, C/D box 35B 1,01E-03 -1,74
10518346 Gm13146 predicted gene 13146 3,98H-02-1,74
10390505 Snora2l small nucleolar RNA, H/ACA box 21 8,66E-03 -1,74
10480842 Tmem141 transmembrane protein 141 7,76E-031,75
10384579 Ugp2 UDP-glucose pyrophosphorylase 2 5BDE  -1,76
10598073 mt-Tq mitochondrially encoded tRNA glutaei 1,63E-03 -1,77
10410452 Srd5al steroid 5 alpha-reductase 1 4,24E-0-1,78
10598062 mt-Th mitochondrially encoded tRNA histigli 3,76E-02 -1,78
10359861 Mgst3 microsomal glutathione S-transfeBase 6,14E-03 -1,78
10508719 Tafl2 RNA polymerase Il, TATA box bindipgptein (TBP)-associated facto 1,95E-02 -1,80
10565910 Plekhbl pleckstrin homology domain comagirfamily B (evectins) member 1 3,69E-Q2 -1,81
10420372 Cryll crystallin, lambda 1 9,80E-04 -1,81
10532301 5430403G16Rik RIKEN cDNA 5430403G16 gene ,498-02 -1,82
10507870 8,10E-03 -1,83
10409014 7,48E-03 -1,84
10478075 4,77E-02 -1,84
10461758 Kegl kidney expressed gene 1 4,69E-02-1,85
10507872 8,55E-03 -1,89
10511429 Car8 carbonic anhydrase 8 1,00E}05 -1,90
10351380 lldr2 immunoglobulin-like domain contaigireceptor 2 5,86E-03 -191
10570432 2,38E-07 -1,93
10434745 1,07E-02 -1,94
10500547 Hsd3b2 3 beta- and steroid delta-isomé@ase 2,86E-03 -1,94
10463043 Cyp2c37 cytochrome P450, family 2. subfaqipolypeptide 37 1,29E-02 -1,96
10496251 Bdh2 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, 2ype 1,64E-03 -1,98
10508721 Snora44 small nucleolar RNA, H/ACA box 44 9,10E-04 -2,00
10556206 Rpl27a ribosomal protein L27A 5,86E-p9 -2,01
10403291 Akrlcl4 aldo-keto reductase family 1, men@il4 9,00E-05 -2,03
10454113 Dsgla desmoglein 1 alpha 2,14E}02 -2,07
10512807 Gabbr2 gamma-aminobutyric acid (GABA) &por, 2 1,08E-07 -2,09
10403312 Akrlcl9 aldo-keto reductase family 1, men@i9 3,90E-04] -2,09
10357878 Adoral adenosine Al receptor 3,80E}+04 -2,09
10346374 Aox1 aldehyde oxidase 1 1,00E05 -2,10
10604076 Snora69 small nucleolar RNA, H/ACA box 69 2,38E-07 -2,11
10399428 Snord118 small nucleolar RNA, C/D box 118 1,93E-02 -2,12
10377429 Snord118 small nucleolar RNA, C/D box 118 1,93E-02 -2,12
10588263 Slco2al solute carrier organic anion pramer family, member 2al 1,19E-06 -2,19
10513538 Mup21 major urinary protein 21 1,10E-p4 -2,20
10502214 Cyp2ul cytochrome P450, family 2, subfamilpolypeptide 1 1,83E-02 -2,21
10544932 Inmt indolethylamine N-methyltransferase ,50E-04 -2,23
10405189 1,60E-04 -2,23
10492306 Sucnrl succinate receptor 1 3,60E-04-2,24
10580953 9,00E-05 -2,25
10352344 9130409I123RiK RIKEN cDNA 9130409123 gene ,01E-02 -2,25
10583753 Gm6484 predicted gene 6484 4,24E-03-2,27
10455015 Zmat2 zinc finger, matrin type 2 3,00E-05 -2,42
10408666 Rpp40 ribonuclease P 40 subunit 1,85H-02-2,45
10406407 Arrdc3 arrestin domain containing 3 2,8aE+  -2,48
10587315 Gsta4 glutathione S-transferase, alpha 4 ,00E05 -2,49
10463027 Cyp2c29 cytochrome P450, family 2, subfamipolypeptide 29 524E-10 -2,53
10392522 Abca8a ATP-binding cassette, sub-famifABC1), member 8a 7,55E-01 -2,55
10432176 Snora34 small nucleolar RNA, H/ACA box 34 7,34E-08 -2,80
10496727 Ddahl dimethylarginine dimethylaminohyaisel 1 2,80E-02 -2,81
10562500 Dpy19I3 dpy-19-like 3 (C. elegans) 2,8QE{0 -2,83
10554752 Nox4 NADPH oxidase 4 2,01E-07 -3,15
10587339 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2) ( 5,00E-04 -3,16
10445251 Gpr110 G protein-coupled receptor 110 =32 -3,20
10467897 Cyp2c44 cytochrome P450, family 2, subfaqipolypeptide 44 6,00E-0% -3,49
10606928 Serpina7 serine (or cysteine) peptiddsbiior, clade A member 7 3,50E-0P  -3,53
10595148 Gsta2 glutathione S-transferase, alpNa2)( 6,80E-04 -3,69
10542112 Clec2h C-type lectin domain family 2, ment 6,00E-05 -3,76
10587331 Gsta2 glutathione S-transferase, alpNa2)( 2,90E-04 -4,49
10389894 Abcc3 ATP-binding cassette, sub-fami\CETR/MRP), member 3 3,95E-12  -4,67
10587323 Gsta2 glutathione S-transferase, alpha2) ( 1,20E-04 -5,13
10507143 Cyp4al2a cytochrome P450, family 4, suibfampolypeptide 12a 1,12E-08 -5,33
10496077 Agxt211 alanine-glyoxylate aminotransferadike 1 3,95E-13| -5,69
10507152 Cyp4al2b cytochrome P450, family 4, sulbfaan polypeptide 12B 1,10E-04 -6,51
10373334 Hsd17b6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrage 6 5,88E-09 -7,75
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