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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Die Deiodasen bilden als Selenoproteine einen tireKreuzungspunkt im Stoffwechsel der
essentiellen Spurenelemente lod und Selen. lod elmentarer Bestandteil der
Schilddriisenhormone. Selen hingegen ist kovalentemaymatisch aktiven Zentrum der
Deiodasen gebunden, die die Aktivierung und Inaétisng der Schilddrisenhormone
katalysieren. Die 5°-Deiodase Typ | (5'Dl) vermads aeinzige der Deiodasen
Schilddriisenhormone sowohl am auf3eren Ring als aochnneren Ring zu deiodieren und
kann somit zumindesin vitro Schilddrisenhormone nicht nur aktivieren, sondauch
inaktivieren.

Zum einen treten Erkrankungen der Schilddrise imaViéder ontogenetischen Entwicklung
des Menschen gehauft aufseiten des weiblichen Getith auf. Dementsprechend weist die
Inzidenz der sporadischen Struma ein Verhéaltnis ¥dnbis 9:1 zwischen weiblichen und
mannlichen Individuen auf (1). Eine erhdhte Belagtmit Sexualsteroiden und ein dadurch
vermehrter Bedarf an Schilddrisenhormonen wahreme®at, Graviditat und Klimakterium
wird als Ursache fir diesen Unterschied diskutidvtoglicherweise ruft aber eine
geschlechtsspezifische Regulation der 5Dl diesgleichméalige Verteilung hervor. Denn
mannliche Ratten prasentieren eine TestosterombediSteigerung der 5 DI-Expression in
der Leber, die insofern von Bedeutung sein kdondéedie 5°DI eine Schlisselposition im
Metabolismus der Schilddriisenhormone innehat.

Zum anderen konnte die Bedeutung der humanen 5%®D() im Zusammenhang mit dem
,LOW T3 Syndrome“bestatigt werden. Dag.ow T3 Syndrome“tritt im Rahmen schwerer
Allgemeinerkrankungen auf und ist durch erniedrigite erhohte ri- sowie normale oder
erniedrigte TSH- und s#fSpiegel im Serum gekennzeichnet. Ursachlich hiekfinnte zum
einen eine erhohte Aktivitat der humanen 5-Deiodage Il (h5DIII) und zum anderen eine
verminderte Aktivitat der h5°DI sein. Es konnte gigt werden, dass die Aktivitat der 5DIII
durch TGHPB; hochreguliert wird. Bislang liegen keine detaili@ Ergebnisse vor, ob die
h5°Dl in diesem pathophysiologischen ZusammenhanghdT G, kontrolliert wird (2) (3).
Deshalb stellt sich einerseits die Frage, ob swethumanen Zellkulturmodell ebenfalls eine
geschlechtsabhangige Regulation der h5° DI durcladmlie Steroide nachweisen lasst und
welchen Einfluss andererseits Zytokine oder Wachstaktoren wie TGP, oder GH auf
dieses Enzym ausliben, da bei schweren Krankheiesbijl die eine intensivmedizinische
Behandlung notig machen, nicht nur die thyreotropendern auch die somatotrope

Hormonachse pathophysiologisch verandert ist (%) (5
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1.1. lodstoffwechsel und Schilddrisenhormonmetaboli smus

1.1.1. lod und Schilddriisenhormone

lod (I) gehort chemisch zur Gruppe der Halogena ist essentieller Bestandteil der
Schilddriisenhormone (6) (7).

Das Schilddrisenhormon 3,5,3",5"-Tetraiod-L-Thynon(T,), auch als L-Thyroxin
bezeichnet, wird durch 5"-Deiodierung am &aul3erernplschen Ring (ORD) zum
thyromimetisch aktiven Schilddrisenhormon 3,5,3ie@rL-Thyronin (T3) (8). Die
Rezeptoraffinitdt von J betragt nur 10 % derer vons, Tweshalb T als biologisch aktiver
Ligand und T, als Prohormon gilt (9).

T Abb. 1: Schilddrisenhormone.
3 modifiziert nach Bianco A.C. et al. (133).

G 1T

NH.
3,3",5"-Triiod-L-Thyronin

Neben der 5°-Deiodierung ist auch eine 5-Deiodigram inneren Tyrosylring (IRD) des
Thyroxins mdglich, was zur Bildung von 3,3",5°-0diL-Thyronin (reverse 3 rT3), einer
biologisch nahezu inaktiven Form, fihrt. Der westébbau der Schilddriisenhormone setzt
sich wie folgt zusammen: Ein Teil wird durch zusate Monodeiodierung in
Diiodthyronine und Monoiodthyronine umgewandelt. n Eweiterer Teil wird durch
4’-O-Sulfatierung oder 4°-O-Glukuronidierung in seciseidungsfahige Form gebracht. Die
Phenolsulfotransferasen (PST) erzeugen so unteremdTriiod-L-Thyroninsulfat (3S) und
Diiod-L-Thyroninsulfat (£S) (6) (10). Der Rest wird durch oxidative Desaminng und
Decarboxylierung der Alanylseitenketten durch Eneyies Aminosaurestoffwechsels in der
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Leber oder den Nieren zu den Acetatanaloga Teind- Triiodthyreoacetat abgebaut (11)
(12). Nur am Rande soll erwdhnt werden, dass deingje Decarboxylierung von 3-
Monoiodthyronin zur Bildung von 3-lodthyronamin ;M) fiihrt, einem Agonisten am
.rrace amine associated receptor 1(TAAR1). In Tieren ruft TAM Hypothermie,
Bradykardie und reduzierte kardiale Auswurfleistinegvor (13).

Die unter formaler Betrachtung denkbare freie Degkbit des inneren sowie des aul3eren
Rings um die ¢O- bzw. G-O-Einfachbindung macht eine Unterscheidung zwis@ie und
5"-Deiodierung nicht méglich. Dennoch bleibt zu @hmen, dass die in 3- und 5- Position der
am Tyrosylring iodierten lodthyronine (ITHs) einereie Drehbarkeit um diese

Einfachbindungen energetisch erschweren.

1.1.2. Regulation des Schilddriisenhormonmetabolismu S

Schilddrisenhormone werden im Menschen ausscldiel®h der Glandula thyroidea, der
Schilddrise, gebildet (8) (7) (14).

Die Schilddrise sezerniert; und T, unter der Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-
Schilddrisen-Achse. Der Hypothalamus kontrolliekesd Achse durch dashyrotropin
releasing hormone“(TRH) und Somatostatin, wobei ersteres die Hypophgsmuliert,
wahrend letzteres diese inhibiert. Die Hypophysederum fordert Sekretion und Synthese
von T, und T3 in der Schilddrise durch das thyreoideastimuli@eeHormon (TSH) (15). 4T
und T3 hingegen lben eine negative Feedback-ReaktiotHgpbthalamus und Hypophyse
aus, indem sie die Sekretion von TRH und TSH hemmen

In der Schilddriise entstehg Burch Kopplung von Diiodtyrosin und Monoiodtyrosimd
vermutlich auch, indem Deiodasen intrathyroidal im T3 umwandeln. Die Schilddrise
sezerniert T aber nur zu einem geringen Teil. Ungefahr 80 %ineRlasma zirkulierenden
T3 werden extrathyroidal mit Hilfe der Deiodasen ar &orperperipherie durch Konversion
von Ty generiert. Die totale Serumkonzentration var(90 nM) ist ca. 45-fach groRRer als die
von T3 (2 nM) (6).

T4 und Tz werden zum Transport im Plasma an verschiedengefpéoteine gebunden.
Hauptvertreter dieser Proteine sind das Thyroximdénde Globulin (TBG), Albumin,
Thyroxin-bindendes Lipoprotein und Transthyretirgletes friher als Thyroxin-bindendes
Praalbumin bezeichnet wurde (16) (1). Diese Prbiettung bedingt, dass nur annahernd
0,30 % des gesamten PlasmgbZw. 0,02 % desungebunden sind. Nur freieg {fT3) und
freies T, (fT4) stehen den Zellen zur Verfugung und kdnnen ihi@obische Wirkung
entfalten (8). Eine Erh6hung der Konzentration afig€rproteinen sowie eine Zunahme der

Bindungssattigung von TBG erhdhen die Bindung vaqrufid Tz und verringern damit die
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Konzentration an fJund fT,. Der Plasma-TBG-Spiegel stellt somit einen wertesgchtigen
Parameter des Schilddriisenhormonhaushalts datZ}L) (

Der Vollstandigkeit halber sei auf die altersabhgegAbnahme der Schilddriisenfunktion
hingewiesen. TSH-Wert undy/T4-Quotient nehmen bei normaleg-Konzentration in der
8. und 9. Lebensdekade gesunder Menschen ab. Theszu einem um 20 % reduzierten
Bedarf an TH in hypothyreoten alteren Patienten.di@s als physio- oder pathologisch zu
werten ist, bleibt unklar (1).

1.2. Selenmetabolismus

1.2.1. Selen und Selenocystein

Selen (Se) reiht sich im Periodensystem in die @euger Chalkogene. Selen wird in Form
von Selenocystein (Sec) kotranslational in Prot&imgebaut. Sec wird von vielen Autoren
deshalb auch als 21. proteinogene Aminosaure bersicl7). Sec entsteht aus einer Seryl-
beladenen tRNA (tRNE&®1S%¢ Abk.: SelC) tber Selenophosphat (18). In spedifis
MRNAs wird der Einbau von Selenocystein durch dap-£odonUGA vermittelt (19). Um
jedochUGA als Signal fir den Selenocysteineinbau zu erkenfiodgt in Eukaryonten im 3°-
untranslatierten Bereich des vermeintlichen Stodeds eine Nukleotidsequenz, die eine
spezifische Sekundéarstruktur der mRNA ausbildeesBPiSekundarstruktur, die den Namen
»Selenocysteine insertion sequenSECIS-Element) tragt, faltet sich zu einer sogaiben
Haarnadelschleifenstruktur,h@irpin“ oder ,stem-loop structurej mit einer terminalen
Adenosinschleife oder einem terminalen Adenosinbluekis (7) (6). Durch Bindung eines
selenospezifischen Elongationsfaktors an das SHE™E®ent, wird die Termination
verhindert und die Bindung einer Selenocysteinindga tRNA ermdglicht. Der
selenospezifische Elongationsfaktor hejtlenoprotein translation factor SelB(SelB) in
Prokaryonten undSECIS-binding protein 2“(SBP2) in Eukaryonten. Das Selenocystein-
spezifische Codon wird so von dem normalen StopcodtGA unterschieden. Die
Selenocystein-tRNA-Synthase katalysiert den Einbaun Sec in Proteine. Nach der
Inkorporation des Selenocysteins in die Polypeptidk kann die Proteinsynthese bis zum

nachsten Stop-Codon fortgesetzt werden (18) (12).

1.2.2. Selenoproteine

Im Menschen schiitzen viele dieser Selenoprotein@xidativem Stress und Schaden durch
freie Radikale. Zu den 25 bisher bekannten hum&stenoproteinen gehéren die Glutathion-
Peroxidasen (GPx1-GPx4, GPx6), die Deiodasen (TypHl), die Thioredoxin-Reduktasen
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(TrxR1-TrxR3) und die Selenophosphatsynthase TygSRS2). Des Weiteren sind die
Selenoproteine H, I, K, M, N, O, P, R, S, T, V uWlals solche identifiziert worden, wobei

deren Funktion noch weitgehend unbekannt ist (3@Jenoprotein P (SePP), das mit 10
Selenocysteinresten eines der Proteine mit dem skéithSelengehalt ist, fungiert als
Se-Transportprotein. Es halt mehr als 50 % desnReg8e gebunden. Aufgrund seiner
TGFB;-Suszeptibilitat wurde der SePP-Promoter in didsbeit als Kontrolle verwendet (21)

(22) (23).

1.2.3. lodthyronindeiodasen

Die Isozymfamilie der lodthyronindeiodasen bestaht 5°-Deiodase Typ | (5°DI), 5°-
Deiodase Typ Il (5'DII) und 5-Deiodase Typ lll (3D! Eine Ubersicht tiber die Deiodasen
ist in Tab. 1 wiedergegeben.

Die 5Dl ist interessanterweise sowohl zur Deiagligr am &uf3eren Ring als auch am inneren
Ring befahigt und kann darum Schildrisenhormonéitnitur aktivieren, sondern auch
inaktivieren. Die 5°DIl indessen ubt ihre Wirkungrnam &ufReren Ring aus, wéahrend die

5DIII nur als Deiodase am inneren Ring fungiert BAB) (6) (7).

Abb. 2: Aktivierung und Inaktivierung der lodthyron ine; Reaktionswege der lodthyronindeiodasen.
Pfeile stellen nur formaltheoretische Zusammenhéangdar und haben keinerlei quantitative Eigenschaft.
Modifiziert nach Bianco A.C. et al. (133).

Die 5°DI wird in peripheren Geweben hauptsachliohLeber und Niere exprimiert. lhr
Nachweis gelang aber auch in Schilddriise, euthgrebiypophyse und mononuklearen
Zellen. Im zentralen Nervensystem des Menschediésh5 DI nicht nachweisbar (24) (25).
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Sehr kontrovers wird gegenwartig die Frage diskytwelche Funktion die h5°DI ausibt.
Bislang wurde dieses Enzym hauptsachlich fir detesgische Versorgung des menschlichen
Organismus mit extrathyroidal generierterg Werantwortlich gemacht. Was jedoch die
h5°DIl anbelangt, so konnte zwischenzeitlich gezeigrden, dass die h5° DIl auch in der
Skelettmuskulatur exprimiert wird, womit ein Orggstem in den Vordergrund getreten ist,
das den Organismus ebenfalls mit peripher konvestie T; versorgen kann (26). Hinzu
kommen aktuelle Forschungsergebnisse aus KnockqertEnenten mit Mausen, die die
mutmalliche Funktion der 5'DI noch starker in Fragglen (27) (10). Diese Ergebnisse
werden im Diskussionsteil noch eingehend zu endrg®in. Nur soviel: Der systemische
5'DI-Knockout zeigt in Mausen erhohte-Tund rT;-Werte, aber normale 37 und TSH-
Konzentrationen, was darauf hindeutet, dass di¢, Zibnindest in Tieren, nicht essentiell fir

die Aufrechterhaltung des PlasmgSpiegels ist (10).

h5°DI h5DlI h5DIII
Genlokalisation 1p32-p33 14q24.3 14932
Molekulargewicht 55.000 200.000 31.500
Untereinheiten 27 kDa 29 kDa 32 kDa
Reaktionskinetik ping-pong sequentiell sequentiell
Substratpraferenz EF>T,>Ts T>rTs T3>T,
Wirkprinizip Reduktive Deiodierung| Reduktive Deiodierung| Reduktive Deiodierung
am Phenolring am Phenolring der THs| am Tyrosylring der THs
und Tyrosylring der THS
Inhibitoren:
- Propylthiouracil ++++ -/+ -
- lopanséaure ++++ ++++ ++++
- lodacetat ++++ + ?
- Flavonoide ++++ +++ +
- Halog. Aromate ++++ ? ?
Gewebeverteilung Schilddrise, ZNS, ZNS,
Niere, Leber, Adenohypophyse, Plazenta, Haut,
Hypophyse, BAT, Plazenta, nahezu ubiquitar,
nicht im ZNS Skelett-, Herzmuskulatur auf3er Adenohypophyse
Zellulare Lokalisation Leber: ER Microsomale
Niere: basolat. Membran Plasmamembran; ER Plasmamembran
Hyperthyreose gesteigerte Aktivitat verminderte iikét gesteigerte Aktivitat
Hypothyreose verminderte Aktivitat gesteigerte Xdtit verminderte Aktivitat
.LOow T3 Syndrome* verminderte Aktivitat verminderte Aktivitat gesteige Aktivitat

Tab. 1: Ubersicht der humanen Deiodaseisoenzyme. Alirzungen: BAT, braunes Fettgewebe; ER,
endoplasmatisches Retikulum; rg, 3,3",5"-Triiod-L-Thyronin; T4, L-Thyroxin; T 3, 3,5,3"-Triiod-L-
Thyronin; THs, Schilddrisenhormone; ZNS, zentraledNervensystem, modifiziert nach Kéhrle J. (7).
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Die 5DIl ist vor allem in Gehirn, Hypophyse, Thidea, Herz, Plazenta und
Skelettmuskulatur, aber auch zu einem geringerénim&liere und Pankreas lokalisiert. In
Tieren lasst sie sich zuséatzlich im braunen Fettdpmn(BAT) nachweisen. Sie wurde bislang
vor allem fur die lokale und intrazellulare Konviers von T, zu T; verantwortlich gemacht
(6) (8) (26). Mittlerweile verdichten sich Hinwejsgass die 5°DII nicht ganz unerheblich an
der systemischen Versorgung mi Beteiligt ist, da der 5°DII-Knockout in Mausen awa
normale B-Werte, aber erhéhte TSH-Werte aufweist (28).

Die 5DIII wird hauptsachlich in Plazenta, gravidéiterus, Gehirn, Haut sowie fetaler Leber
exprimiert. Bei schwerem Krankheitsverlauf kann 8i2lll aul3erdem in Skelettmuskulatur
und Leber nachgewiesen werden. Sie katalysiertteadiplich die Clearence der THs (29) (2)
(30).

Damit stehen dem menschliche Kérper zwei Quellen die Versorgung mit 3 zur
Verfugung: Einmal durch diesIProduktion in der Schilddrise und zum anderen dulie
Deiodierung von T in peripherem Gewebe. Welchen Beitrag die h5'DIEmzelnen dazu
leistet, kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nichtiegtuwerden und bleibt deshalb der

Diskussion vorbehalten.

1.3. Regulation der Schilddrisenhormonwirkung

1.3.1. Schilddrisenhormonrezeptoren

Die hormonelle Wirkung des aktiven Ligandens; Twird Uber intrazellulare
Schilddrisenhormonrezeptoren (TRs) vermittelt. Dabnganden an den Rezeptor binden
kbénnen, muss 3l Uber Molekile aus der Klasse dgDrganic anion transporters®
(OATP1C1, 2 und 3) oder tbgMonocarboxylate transporter 8*(MCT8) in die Zelle
aufgenommen werden (31). Im Nukleus bindet das ldarmit hoher Affinitat an einen TR.
Im allgemeinen bendtigen TRs eine Ligandenbindueties(LBD) fur das Hormon, eine
Bindungstelle fir die DNA und eine Transaktivieradgmane, die die Transkription des
betreffenden Gens initiiert (8) (12).

TRs gehdren zur c-erbA-Familie und sind die Genpkéel von Protoonkogenen, die als
zellulare Homologe ,,€-oncogene?) viraler Onkogene ,y-oncogene’) gelten und an der
Kontrolle normaler Wachstums- und Differenzierungzesse beteiligt sind. B. Vennstrom
und R. Evans konnten nachweisen, dass TRs did&@elluHomologe des viralen Onkogens
v-erbA sind (8) (32). Onkogene sind konstitutiv et Mutanten der Gene dieser
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wachstumsregulierenden Proteine. Deshalb werdemrtheutierten, nattrlichen Gene jener
wachstumsregulierenden Proteine Protoonkogene genan

TRs binden an sogenannfgnhancer”, die im 5 -untranslatierten Bereich eines Gens als
Bindungsstellen fir Faktoren der Transkriptionstagion fungieren, wobei die daftr
spezifische DNA-Sequenz als Schilddrisenhormoneresipes Element (TRE) bezeichnet
wird. TREs liegen gewohnlich im PromoterbereichesirGens, der als Erkennungssequenz
fur RNA-Polymerasen gilt. Auf diese Weise konnensTd®e Transkription spezifischer Gene
beeinflussen und werden deshalb auch Ligandenieggate Transkriptionsfaktoren genannt
(33). Darlber hinaus werden TRs den nuklearen Horezeptoren zugeordnet, da sie eine
hohe Homologie zu den Steroidhormonrezeptoren aséme TRs gehdren speziell der
Subklasse Typ Il an, weil sie auch ohne Ligande®Bii\ binden kénnen und dadurch die
basale Transkription mit Hilfe von Korepressoretivakemmen (34) (8). Die Bindung von
Ligand an Rezeptor stellt die Transformation voppsimiertem zu aktiviertem Zustand dar,
indem Korepressoren gegen Koaktivatoren ausgetauseden. Dabei wirkt die Aktivierung
von TR erst sekundar im Sinne einer Transkriptitaigerung mit Hilfe von Koaktivatoren
(Transaktivierung), denn primar hebt d@ie Suppression, die durch TR ohne Liganden und
durch Korepressoren bedingt ist, auf (DerepressiBgr) handelt sich also hierbei um eine
Liganden-unabhéngige Supprimierung, gefolgt vorereinganden-abhangigen Aktivierung
(35) () (8).

Umgekehrt gibt es aber auch die Liganden-unabhangigivierung in Verbindung mit einer
Liganden-abhéngigen Hemmung der Genexpressiondasebei der Expression von TRH
und TSHP der Fall ist (36) (37) (38). Viele Gene zeigendssen aber lediglich eine
Liganden-abh&ngige negative Regulation. Ein Belspierfur ist die Expression der
Glutathion-S-Transferase (39). Die Wirkung der lndan-abhangigen Hemmung wird Gber
sogenannte negative TREs (nTRE) vermittelt (40) (8%

1.3.2. Isoformen der Schilddriisenhormonrezeptoren

Die unterschiedlichen Formen der Schilddrisenhoremaptorena and B (TRa, TRp)
werden durch zwei verschiedene Gene codieria 8B Chromosom 17¢11.2 und [ Rwf
Chromosom 3p24.3 (8). Alternative Promoterutilisatund alternatives Spleissen fuhren zur
Transkription von vier unterschiedlichen mRNAs v@dem der beiden Loci. Daraus
resultiert jeweils die Synthese von vier nukledRazeptoren TRL, TR31, TR32 und TH3
sowie den vier Isoformen TR, TRAal, TRAa2 und TRAB3, die partielle oder gar keine
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Rezeptoreigenschaft haben und damit in Transfektigmerimenten zum Teil inhibitorisch
wirken (Abb. 3).

zZ
c
=
(¢]
2 2 - 7
> 8 2 &
>
w 2 2 Z
= 32 8 ¢
E S 5 S
a @ 35 @
141 371410
- TRal + + + +
1 41 371 492
. TRa2 + - + -
1 115 155 Abb. 3: Isoformen der Schild-
— TRAal - - - - driisenhormonrezeptoren.
L 115 2m Dunkelblau: DNA-Bindungs-
] - - - - doméne.
TRAA2 Hellblau: Ungleiche Sequenzen
zwischen den TRi- bzw. TRp-
I p43 + + - +  soformen.
Modifiziert nach Flamant F.
et al. (34).
1 93 461
I TRB]_ + + + +
1 107 475
. TRB2 + + + +
24
- TRB3 + + + +
TRAB3 - - - -

TRa2 kann keinen Liganden binden, wahrendABR, TRAa2 und TRAB3 weder Liganden
noch DNA binden konnen. TR wurde zwar bisher nur fur Ratten beschriebend aiver
aufgrund homologer Genomsequenzanalysen auch fiir Menschen propagiert. Das
mitochondriale Protein p43, das die TH-Wirkung intddhondrien vermittelt, wird als
weiteres zusatzliches Translationsprodukt den IFRIRNA erachtet (34).

TRa, speziell TR, ist fir die postnatale Entwicklung, den basditabolismus und die
kardiale Funktion von enormer Wichtigkeit. aRund TRx2 sind nahezu in allen Geweben
nachweisbar (41) (34). TRvermittelt hauptséachlich die Stoffwechselregulatio der Leber,
die Konzentration der Schilddriisenhormone sowieedigvicklung von Innenohr und Retina.
TRPB1 ist beinahe ubiquitar vorhanden mit einer sehrehoExpression in Leber, Niere und
Gehirn. T2 zeigt sich hauptsachlich in der Hypophyse, derpdityalamus und wéhrend
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der Entwicklung von Innenohr und Retina. iR konnte in Leber, Niere und Lunge

nachgewiesen werden (34) (8).

1.3.3. Struktur der Schilddriisenhormonrezeptoren

Die Struktur der Schilddriisenhormonrezeptoren béstes einer N-terminalen A/B-Domaéne,
einer zentralen DNA-Bindungsdoméne (DBD), eijfenge” -Region (Scharnier-Region) mit
dem nukledren Lokalisationssignal und der C-terfeim&iganden-Bindungsdomane (LBD).
Die zentrale DBD besteht aus zwei Zinkfingern, diger jeweils vier Cysteinreste ein
Zinkatom komplexieren. Was TR betrifft, so ubt die C-terminale LBD eine
Repressionsfunktion aus, indem dieser Bereich &melung mit Korepressoren eingeht.
Gleichwohl besitzt die LBD aber auch die sogenapAtgivator function 2 (Aktivierungs-
Element 2, AF-2), die fur die Interaktion mit Koadtoren von Bedeutung ist und die
Transkription initiiert. Bei TIR2 hingegen liegt die AF-2-Domane N-terminal, walkren
C-terminal eine zusatzliche AF-1-Domane zu findgn die B-unabhangig aktiviert werden
kann (42) (8) (34) (40).

TRs konnen auch ohne Liganden an DNA binden, daedien Gegensatz zu anderen
intrazellularen Hormonrezeptoren nicht an cytoplaissche Hitzeschockproteine gebunden
sind (8).

1.3.4. Schilddrisenhormonresponsive Elemente

TRs konnen als Monomere und Homodimere an TREs mieRXR als Heterodimere an
Retinsaure-responsive Elemente (RAREs) binden. Kénmsensussequenz einer TRE-
Halbseite wird ein Hexamer mit folgender Basenfgigstuliert: 5"-(G/A)GGT(C/G)A-3" (8).
Es gibt jedoch zahlreiche Varianten der TREs himtBah Nucleotidsequenz sowie Anzahl,
Richtung und Abstand der Halbseiten. Die Halbseitten TREs kodnnen als inverses
Palindrom P <], direkte Wiederholung (DR) -$->] oder everses Palindrom<|->]
angeordnet sein. Der optimale Abstand zwischen Hedhbseiten ist fir inverse Palindrome
0 Nukleotide, fur DRs 4 Nukleotide (DR+4) und fiueese Palindrome 6 Nukleotide. Diese
Angaben betreffen positiv regulierte Gene (8).

Fur negative TRE (nTRE) gilt, dass wohl die Sequédes nTREs fir dessen Funktion
entscheidender ist als dessen Lokalisation. Es weadnutet, dass fir eine Liganden-
unabhangige Aktivierung Korepressoren notwendid,sitie wiederum Uber Protein-Protein-

Interaktion zu einer solchen Aktivierung fihren (8)).
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1.3.5. Koregulatoren der Schilddrisenhormonrezeptor en

Die Wirkung von TRs wird transkriptional durch Kgrdatoren beeinflusst. Die Rolle des
Retinoat-X-Rezeptors (RXR) besteht darin, als Kiwakor verschiedener Hormonrezeptoren
zu agieren, namentlich TR, Retinsaurerezeptor (RARjamin D-Rezeptor (VDR) und
.Peroxisome proliferator activated receptor{(PPAR). Als Heterodimer bindet RXR
zusammen mit TR an sogenannte Retinsdure-respoBiweente (RARES). RXRs gehdren
zur Gruppe der RARs, die ihrerseits wiederum zurof¥&amilie der nuklearen
Hormonrezeptoren gehdren. Es besteht eine hohe ldgre@wischen RXR und RAR, wobei
ersterer nur durch 9-cis-Retinoat und letzterehadurch all-trans-Retinoat aktiviert werden
kann (12). Zur Subfamilie der RXRs gehoéren die disformena, p und y. Als
Konsensussequenz fir eine Halbseite gilt: 5" -(GBJGA-3".

Neben RXR stehen im Vordergrund der Transaktivigriawei grof3e Komplexe aus
Koaktivatoren. Der eine Komplex setzt sich zusamiaes),Vitamin D receptor interacting
protein“ und, TR associated protein{DRIP-TRAP), der mit TRs interagiert, um das RNA-
Polymerase-llI-Holoenzym zu stabilisieren (43). Bedere Komplex augsSteroid receptor
coactivator 1“ (SRC1) rekrutiert und stabilisiert Transkriptiondfaen und hat Histon-
Acetyltransferase-(HAT)-Aktivitdt. Durch Acetylieng von Histonen (H3 und H4) kann
kondensiertes und Transkriptions-inaktives Chromdér Genexpression zuganglich gemacht
werden (43) (44).

Gene, die TR/RXR-Heterodimere oder TR-Homodimerbugden halten, sind ohne den
entsprechenden Liganden in ihrer Expression aldhegimt. Diese Hemmung wird durch die
c-terminale LBD der TRs vermittelt. Dort namlich rikien Korepressoren wigNuclear
receptor corepressor 1(NCOR1) und,Silencing mediator of RAR and TR({SMRT,
NCORZ2) binden. Die primare Aufgabe von NCOR1 bdstistnin, homodimerisierte TRs an
der Dissoziation von TREs zu hindern (45). Nebertbhadet NCOR1 an SIN3, was die
Rekrutierung von grofRen Multiproteinkomplexen miistdndeacetylase-(HDAC)-Aktivitat
steuert. Durch Deacetylierung von Histonen und Igdgo der daraus resultierenden
strukturellen Veranderung der Nukleosomen wirdldisale Transkription gehemmt (40) (44)
(36).

~Small ubiquitious nuclear corepressor{SUN-CoR) ist ebenfalls ein Korepressor und
hemmt die Transkription durch Interaktion mit NCO@].
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1.3.6. Funktion der Schilddriisenhormonrezeptoren un d Interaktion

mit Koregulatoren

Die Funktion der einzelnen Schilddrisenhormonrexept (TR) konnte im Tiermodell durch
den spezifischen TR-Knockout ndher charakterisierden.

TRP scheint in die Fvermittelte Aktivierung der Genexpression involtieu sein, da Tiere
mit TRa-Knockout (TR eine Hypersensitivitit aufsTalso eine gesteigerte Expressian T
responsiver Gene, zeigen (46). Im Gegensatz ddzaujgrund der im tierexperimentellen
TRp-Knockout (TRB™) vorherrschenden Resistenz auf Tlass insbesondere @R einen
dominant negativen Effekt ausibt und damit die @pression nach sFStimulation hemmt
(39) (34).

Dieser dominant negative Effekt von @R wird postuliert, da Tiere mit Td&2-Knockout
(TRa2™) eine vermehrte Sensitivitat auf; Eeigen und gleichzeitig in Tieren mit TR
Knockout (TRxl"') keine vermehrte Sensitivitat auf; Zu beobachten ist. TR kann
bekanntermalRen nur DNA, aber keinen Liganden bindeswegen eine Transaktivierung
durch TRx2 nicht méglich ist (39) (34) (40).

Was TRul anbelangt, so beruht die Funktion dieses Rezeptech Stimulation mit sTnicht
auf einer alleinigen Aktivierung stummer Zielgesendern darauf, dass @lie Suppression,
die durch TR1 ausgeubt wird, aufhebt und damit eine basaleskrgtion erméglicht (47)
(46).

In der Leber haben T& und TRl ihr eigenes Repertoire an Zielgenen, wobepBTRlie
pradominat exprimierte Isoform zu sein scheint.aZRkann ubiquitéar und vermehrt in
Gewebe nachgewiesen werden, in deniider TR wirkt. Die 5'DI scheint primar unter dem
Einfluss von TR1 und folglich auch unter dem von @Rzu stehen (39) (46) (48).

Die spezifische Interaktion der TR-Isoformen mitrdKoaktivator SRC1 bezuglich der 5Dl
konnte ebenfalls in transgenen Mausen naher umtgrsmerden. So ist die sfabhangige
Hypersensitivitat, die aus dem @Rnockout (TR resultiert, SRC1 vermittelt. Der
kombinierte TR- und SRC1-Knockout (T&'YSRCI") zeigt namlich keine solche
Hypersensitivitat. Als potentielle Ursache dgrabhéngigen Hypersensitivitat gilt, mehr noch
als das Fehlen des Inhibitors dR die vermehrte Verfugbarkeit von SRC1, dasZRicht
mehr um SRC1 konkurrieren kann. Der SRC1-KnockBRG1") zeigte keine veranderte-T
Responsivitat der 5'DI. SRC1 scheint somit im TRaketenten Modell mehr fakultativ als
obligat zu wirken, wobei mit kompensatorischen k#a von TIF2 und SRC3 argumentiert
wird (Abb. 4) (39).
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Abb. 4: Funktion der Schilddriisenhormonrezeptoren m Knockout-Modell und Interaktion mit dem
Koaktivator SRC1.
Modifiziert nach Sadow P.M. et al. (39).

Generell muss bertcksichtigt werden, dass Genfsgpg®e Unterschiede in der Regulation
Ts-responsiver Gene gezeigt werden konnten, die veafil einer Promoter-spezifischen
Gruppierung von Koaktivatoren und Korepressoremloen (49) (50).

1.3.7. Funktion der Schilddrisenhormone

Da sich Betrachtungen zur Wirkung vons Tauf Wachstum, Differenzierung und
Metabolismus seit Einfuhrung der DNA-Mikroarray-hedk in unzéhligen Details
erschopfen wirden und fur diese Arbeit nicht retévaand, kann hier nur auf weiterfihrende
Literatur und aktuelle Forschungsergebnisse veemiagserden (8) (51) (52) (53) (54) (55)
(56) (57).

1.4. Humane 5 -Deiodase Typ |

1.4.1. Genlokalisation und Genstruktur

Das Gen der humanen 5-Deiodase Typ | (h5° DI, Gabsy. Diol) ist auf Chromosom
1p32-p33 lokalisiert, besteht aus fast annahern® kB und setzt sich aus vier Exons
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zusammen (58). Die Transkriptionsstartstelle lieg8 Nukleotide (Nt) dber der
Translationsstartstelle alT G Codon. Eine alternative Startstelle befindet sismindest in
HepG2-Zellen zusatzlich bei Nt -24. Der essenti@lteteinbestandteil Selenocystein wird
durch einUGA-Codon in Exon 2 codiert, wahrend die Sequenz &g 8ECIS-Element in
Exon 4 liegt (58) (59). Genetische Defekte der H59nd nicht bekannt. Im 3’-
untranslatierten Bereich konnte gf@ingle nucleotide polymorphism(SNP) nachgewiesen
werden (60).

1.4.2. Promoterstruktur

Der 5”-untranslatierte Bereich des Gens der h5 @swkeine putative TATA- oder CCAAT-
Box auf (7) (59). Jedoch konnten zwei Hormon-respanElemente identifiziert werden, die
auf transkriptionaler Ebene die Stimulation durghuiid Retinoat (RA) vermitteln.

DR4+2 ist ein TRE/RARE an Position -696 bis -6738l lnesteht aus drei direkt wiederholten
Halbelementen mit Abstanden von 4 und 2 BasenpaarenJakobs konnte folgende
Basenpaarfolge des DR4+2 bestimmen: 5-AGGTCAtctGAGAggAGTTCA-3" (59). Die
in dieser Arbeit verwendeten 5 DI-Promoterkonsteutaigen DR4+2 an Position -699 bis
-676. DR12 ist ein TRE/RARE an Position -129 bi®6und setzt sich zusammen aus der
direkten Wiederholung zweier Halbelemente mit ein@ivstand von 12 Nt. Es konnte
folgende Sequenz ermittelt werden: 5"-TGACCTgattcct TGACCC-3" (7) (61) (62).
Aufgrund dieser regulatorischen Elemente korrelitet Expressionsrate der h5'DI mit dem
Schilddriisenhormonstatus, weswegen die Expressom® DI bei Hyperthyreose aktiviert
und bei Hypothyreose inhibiert ist. DR12 und DR4+thgen gleichermalRen zur
Enzyminduktion unter FStimulation bei (61). Retinoat wirkt Uber diesesilBente ebenfalls
stimulierend auf die h5°DI (63) (64).

1.4.3. Proteincharakterisierung

Die h5°DI ist wahrscheinlich ein homodimeres intdgs Membranprotein mit einer
molekularen Masse von 50-60 kDa. Das Monomer débDh%hat eine transmembrane
Domane, die in der Proteinsequenz ungefahr zwisoh&nl1l2 und 36 liegt. Die AS

Selenocystein findet sich in Position 126. In debér ist die h5°'DI hauptsachlich auf der
cytosolischen Seite des rauhen und glatten ERik&#l (6) (7) (65) (66). In der Niere wurde
die Lokalisation der h5DI auf der inneren Seiter deasolateralen Membran der
Nierenepithelzellen beschrieben (6) (67). Die h5Katalysiert die Deiodierung von THs
durch einen Ping-Pong Reaktionsmechanismus (68) \(8@hrend des Reaktionszyklus wird

eine Enzym-Selenenyl-lodid-(E-Se-I)-Intermediat igkds, was zu einer Oxidation des
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betreffenden Selens fuhih vitro kann dieses Intermediat durch Dithiole, wie Dithreitol
(DTT) oder Dithioerythritol (DTE), wieder reduziesterden. Die physiologischen Kofaktoren
sind bislang nicht identifiziert worden, wobei gegle vermutet wird, dassn vivo die
Reduktion des Enzyms weniger wichtig ist als deddensynthese. Das E-Se-| Intermediat
kann mit 6-n-Propyl-2-Thiouracil (PTU) zu einem ldtan Selenenyl-Sulfid-Komplex
(E-Se-S-PTU) reagieren, was die h5'DI irreversibaktiviert. Die 5°DII bildet kein solches
E-Se-l-Intermediat, weshalb diese auch nicht duPdiu gehemmt werden kann. Diese

Eigenschaft machi vitro somit eine Unterscheidbarkeit der 5°DI von der bdglich (7).

1.4.4. Steroidregulation der 5Dl in Tieren

In Tierexperimenten mit sich entwickelnden Wistatten konnten Y. Ogawa und dessen
Mitarbeiter eine alters- und geschlechtsabhangigeguRtion der 5Dl sowohl auf
Enzymaktivitats- als auch auf mRNA-Ebene messei. (B@bei zeigte sich nach Geburt in
der Leber eine spontane Zunahme der mRNA-Konzémraind der Enzymaktivitat bis zum
20. Tag, die geschlechtsunabhangig war. Bis zurarAlon 7 Wochen fielen die Werte der
weiblichen Ratten dann aber auf die Halfte derer m@nnlichen Tieren. Nach Orchiektomie
im Alter von ca. 27 d wurden in den Lebern adult@ggnnlicher Ratten ahnliche Werte
gefunden wie bei weiblichen Tieren. In der Nierendggigen liel3 sich aus mRNA und
Enzymaktivitat keine geschlechtsspezifische Reguiater 5°DI schlussfolgern.

K. Miyashita und dessen Kollegen hatten vorher itee@en Einfluss von Steroiden auf die
5'DI-mRNA in der Leber von Wistar-Ratten untersu¢ht). So zeigte sich auch hier ein
direkter Zusammenhang zwischen mRNA-Level und Eraktiwitdt. Zwei Monate alte
mannliche und weibliche Ratten wurden thyroidek&nni Nach zwei Wochen waren
signifikant niedrigere Werte sowohl in weiblichels auch mannlichen Ratten gegeniber
nicht thyroidektomierten Tieren nachweisbar. Desalpechtsspezifischen Unterschied von
ca. 50 % hatte jedoch weiterhin Bestand. Eine @ktbimie mit gleichzeitiger Gabe von
Testosteron (1 mg/d, s.c.) ergab einen AnstiegnuBNA-Konzentration und Enzymaktivitat
der 5°DI auf Kontrollwerte, wahrend die Orchiektenalleine zu dem bereits beschriebenen
Abfall der Werte fuhrte. Dass weder die Ovarektommch die zuséatzliche Gabe von
Ostradiol (1 mg/d, s.c.) einen Effekt hatte, wubdgeits im Vorfeld gemutmaRt und konnte
dadurch bestatigt werden.

Auch in Mausen zeigt die Expression anderer Seleeijpe wie GPx und TRxR einen
signifikanten, geschlechtsspezifischen Unterschiadschen weiblichen und mannlichen
Tieren. Die 5'DI wies in diesen Untersuchungen &dkEneine um den Faktor 2 héhere

Expression in mannlichen Kreaturen auf. Auerdermi®im Hypophysenvorderlappen von
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weiblichen Ratten im Vergleich zu mannlichen Tier@ine hoéhere 5 DI-mRNA-
Konzentration und 5°DI-Aktivitat beobachtet werdefi42). Dariber hinaus sind
selenabhéngige prd- und posttranskriptionale Ré&gokmechanismen fir das
geschlechtsabhangige Expressionsmuster der 5'Mamsen verantwortlich, die in Kapitel

5.2.1. eingehender diskutiert werden (72).

1.5. Steroidhormonstoffwechsel

1.5.1. Steroide

Die Gruppe der Steroidhormone besteht aus Glukibkaren, Mineralokortikoiden,
Sexualhormonen und dem Hautungshormon Ecdyson. Gblernetrachtet sind Steroide eine
Gruppe von Verbindungen, die als Grundgerist daslopgntanoperhydrophenanthren
(Gonan, friher Steran) tragen. Dieses Grundgergstiebt aus drei Sechsringen und einem
Funfring mit insgesamt 18 bis 30 C-Atomen. Das 2At@me zahlende Derivat heil3t
Pregnan, zu dem die Glukokortikoide, die Mineralbkoide und das Progesteron gehdren.
Das aus 19 C-Atomen bestehende Molekil lautet Astdnp von dem sich die Androgene
ableiten. Die Grundstruktur aus 18 C-Atomen wirdr@s genannt und bildet die nattrlichen
Ostrogene.

Cytochrom Rso bildet das katalytische Zentrum der Monooxygenagamrch Cytochrom-
Pssc-Monooxygenasen (CYP) werden Squalene unter Vechrawon NADPH und @
hydroxyliert, was primar zur Bildung von Cholesterund in weiterer Folge zu den
Steroidhormonen und Gallensalzen fihrt (12).

In der Nebennierenrinde wird die Biosynthese undjake von Cortisol unter dem Einfluss
von ACTH gesteuert. Durch oxidative Kettenverkiguentsteht aus Cholesterin Uber
Pregnenolon schlie3lich Progesteron. Nach dreifadhgdroxylierung entsteht Cortisol
(Hydrocortison). Cortison entsteht durch Oxidatialer OH-Gruppe in Position 11.
Dexamethason (9-Fluor-&énethylprednisolon) ist ein halogeniertes Glukolkaid ohne
relevante mineralokortikoide Wirkung, aber mit langfalbwertszeit.

Androgene werden hauptséchlich unter der Kontrgbe LH in den Leydig-Zellen des
Hodens und der Nebennierenrinde gebildet. Ebenfalls Pregnenolon und Progesteron
entstehen durch Abspaltung der Seitenketten Delkpiodrosteron, Androstendion und
Testosteron. In Prostata, Samenblaschen, Talgdrisemen, Hoden und Gehirn kann
Testosteron durch diea5Reduktase zu Dihydrotestosteron umgewandelt werdes die

zweieinhalbfache biologische Aktivitat besitzt. Mgtrienolon (R1881) ist ein synthetisches
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Androgen mit langer Halbwertszeit, das aquivalelBigenschaft zu Testosteronpropionat
aufweist und eine Molekularmasse von 284,4 hat.

Androgene sind Prohormone der Ostrogene. Der Rewschritt zur Bildung von Ostrogenen
wird durch den CytochromzR-Aromatase-Komplex (Cyp 19) katalysiert. Dabei wird
Androstendion in Estron gEund Testosteron in Estradiol XEli-ol, zwei Hydroxylgruppen)
umgewandelt. Hauptsyntheseort sind die Zellen dear® Der Aromatase-Komplex ist
dartiber hinaus aber auch in Fettgewebe, Plazeatalid- und Sertolizellen sowie wéhrend

der Embryogenese im Gehirn nachweisbar (12).

1.5.2. Primar- und Sekundarantwort nach Aktivierung nuklearer

Rezeptoren

Die Stimulation intrazellularer Rezeptoren durclkr8ide, Schilddrisenhormone, Vitamin D
und Retinoide wird in der Regel in zwei Stufen Weamtet. Initial wird eine sogenannte

frihe Primarantwort ausgelost, die durch direktgn8ltransduktion die Expression einiger
weniger, spezifischer Gene in nicht einmal 30 Memuinduziert. Die Genprodukte aus dieser
ersten Reaktion wiederum leiten eine verzdgerteusddrantwort ein, indem sie weitere
regulatorische Gene aktivieren. Ein einfacher harefler Ausléser zieht somit weitreichende
Veranderungen des Genexpressionsmusters einer Zadle sich (33). So zeigt z. B. das
Malatenzym ein biphasisches Antwortverhalten agfSimulation. Die Primarantwort tritt

nach 4 h ein und die Sekundarantwort durch dievidtiing anderer Gene erst nach 24 h (8).

1.5.3. Estrogen- und Androgenrezeptor

Estrogenrezeptoren und Androgenrezeptoren sindfatseimtrazellulare Hormonrezeptoren,
die der GroR3familie der nukledren Hormonrezeptoamgehoren. Bislang konnten zwei
Isoformen des Estrogenrezeptors im Menschen nadbgemw werden. Der Genlocus des
humanen Estrogenrezeptars(ERa) liegt auf Chromosom 6g25.1. Das Gen des humanen
Estrogenrezeptor (ERB) konnte auf Chromosom 14q lokalisiert werden (ERs binden

an die Konsensussequenz: 5-AGGTCAnnnTGACCT-3".deiir Androgenrezeptor (AR) gilt
hingegen folgende Sequenz: 5-AGAACANNNTGTTCT-3f)(Das Gen von AR wird durch
das Chromosom Xql11-q12 kodiert.

Die Konzeption dieser Arbeit beschaftigt sich mier dFrage, ob der im Tiermodell
beobachtete Effekt einer Steroid-bedingten Printémam der 5'DI auf den Menschen
Ubertragbar ist. Im weitesten Sinne war das ZieljzZien zu finden, die gegebenenfalls einen
Zusammenhang zwischen einer geschlechtspezifistbegoression der h5°DI und der
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geschlechtsakzentuierten Verteilung endokrinoldwscErkrankungen belegen. Denn, wie
bereits erwahnt, weist die Inzidenz der sporadiscBguma ein Verhaltnis von 7:1 bis 9:1
zwischen weiblichen und mannlichen Individuen aaj. (Ahnlich prasentiert sich die

subklinische Hypothyreose, die bei nur 2,8 % deniM, aber immerhin 7,5 % der Frauen

nachweisbar ist (75).

1.6. ,LOW T 3 Syndrome“ und Aktivitat der Deiodasen

1.6.1. ,Low T 3 Syndrome*

Bei fast allen akuten wund chronischen Krankheitest eine Veranderung des
Schilddrisenhormonstoffwechsels zu beobachtenleBgiter bis moderater Krankheit is§ T
im Serum um 50-90 % reduziert undsrdwei- bis mehrfach erhoht, wahrend bei schweren
Krankheitsverlaufen rnahezu undetektierbar undsr¥ariabel ist. Nur bei schwer kranken
Patienten ist TSH reduziert, sonst sind trotz desedrigten §-Wertes normale TSH-
Konzentrationen zu beobachten. Im Mittelpunkt dsesByndroms stehen somit ein
erniedrigter B-Spiegel und eine erhdhtesKonzentration zusammen mit einem inadaquaten
TSH-Wert. Diese Veranderungen werden unter den iBegr,Low Tz Syndrome!
».Nonthyroid illness” oder auch,Sick euthyroid SyndromeZzusammengefasst (6).

Lange wurde die h5°DI als alleiniger Verursachesds Krankheitsbilds favorisiert, da dieses
Enzym sowohl am auf3eren als auch am inneren Riloglideen kann. Mittlerweile konnten
R.B. Peeters und dessen Kollegen in Untersuchuageachwerkranken Patienten zeigen,
dass die Aktivitat der h5'DI in der Leber vermingevahrend die der h5DIII in Leber und
Skelettmuskulatur erhdht ist. Normalerweise ist Il in Leber und Skelettmuskulatur
von gesunden erwachsenen Individuen nicht nachaeisi Einzelnen reduziert die niedrige
h5 DI-Aktivitdt womoglich die B-Produktion und den gFAbbau. Umgekehrt steigert die
hohe h5DIII-Aktivitat sowohl den sFAbbau als auch die gIProduktion. Ein Surrogatmarker,
der diese Veranderungen am besten abbildet, istxdi-Quotient. In Beziehung dazu weist
der T3/rTs-Quotient in diesen Patienten eine positive Kotreta mit der h5 DI-Aktivitat

(p < 0,001) und eine negative Korrelation mit déDHI-Aktivitat auf. Die Aktivitat der
Deiodaseenzyme wiederum verhalt sich direkt propoat mit den entsprechenden mRNA-

Konzentrationen, weshalb eine Regulation auf Traps&nsebene wahrscheinlich ist (2).
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1.6.2. TGFB;-Wirkung auf die h5DIII

S.A. Huang und dessen Mitarbeiter haben demonstdass TGB; die Transkription der

h5DIII Gber eine Smad- und MAPK-abhangige Signdtkde in humanen Fibroblasten
steigert. Speziell die Kombination von Smad4 mitafth oder Smad3 flhrte zu einer
Transkriptionssteigerung der h5DIII, allerdings narZellen, die ohnehin eine endogene
Expression der h5DIIl aufwiesen. So konnte in huemaplazentaren Fibroblasten durch
5 ng/ml TGP, eine Zunahme der h5DIII-Aktivitdt nach 48 h Stiatidnsdauer gemessen
werden. Fibroblasten aus der fetalen Lunge zeidierh6chste endogene h5DIII-Aktivitat.
Die Stimulation dieser Zellen mit 5 ng/ml T@Ffihrte zu einer Zunahme der h5DIII-
Aktivitat von (6,4 +/- 0,4 %) auf (71,7 +/- 0,1 %per 24 h. In &hnlicher Weise stieg die
Promoteraktivitat des hSDIII-Promoter-Reportergamdtoukts nach Kotransfektion von Smad
in diesen Zellen an. EigSmad binding element(SBE), 5"-CAGAC-3", konnte im h5DIII-

Promoter nicht nachgewiesen werden (3).

1.6.3. Einfluss proinflammatorischer Zytokine auf d ie h5'DlI

Im Rahmen deslLow T3 Syndrome“wurde von T. Jakob®t al. bereits der Einfluss
proinflammatorischer Zytokine auf die Expressiord ukktivitdt der h5°DI untersucht. Im
Mittelpunkt der Analysen standen Interleukin-6 @Lund Interleukin-1 (IL-1) sowie Tumor-
Nekrose-Faktor: (TNF-o). Ergebnis ihrer Untersuchungen war, dass einag gytokin
IL-1B3 sowohl die Promoteraktivitat als auch die Enzynvéiit der h5°DI in HepG2-Zellen
hemmt (76). Bislang liegen keine Arbeiten vor, sieh mit der Wirkung von TGk auf die
humane 5 DI beschaftigt haben. Im Tiermodell hiregegonnte gezeigt werden, dass PeF
in FRTL5-Ratten-Thyreozyten keinen negativen Effakt die 5°DI hat (77).

1.6.4. TGFB,

Der tumortransformierende Wachstumsfakfor(TGH3) gehort als Signalpeptid zu den
Zytokinen und tragt seinen Namen aufgrund der Egeaft, von Tumorzellen sezerniert zu
werden und so die Proliferation normaler Zellen adivieren. Darlber hinaus zeigt er
immunsuppressive Wirkung durch Inhibition der Tigelliferation und Hemmung der

Makrophagenaktivierung. T-Lymphozyten, mononukledbagozyten und auch andere
Zellen sezernieren TGH78).

TGRp ist ein Peptidhormon, das Uber eine Disulfidbirgl@m homodimeres Protein bildet.
Der Faktor liegt in drei nahezu homologen Isoformen TGH1, 2 und 3. Die Wirkung

der verschiedenen Isoformen wird Uber einen geramps Rezeptor vermittelt. Die
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Isoformen zeigen unterschiedliche Fahigkeiten daachWstum sowohl epithelialer und
endothelialer als auch hamatopoetischer Zelleneminflussen. Zudem regulieren sie auch
die Produktion extrazellularer Matrix durch mesgmuhle Zellen.

Das Gen fur TGP, liegt auf Chromosom 19g13. Die Signalkaskade defFWirkung wird
von sogenannten Smads geleitet, die mit Transkriptaktoren assoziieren und deren
Komplexe aktivieren. Nach Bindung von TfFan den Rezeptor phosphoryliert der
aktivierte Rezeptor die Proteine Smad2 und Smad8hNDimerisierung mit Smad4 wird das
jeweilige Heterodimer in den Kern transloziert, we die Regulation spezifischer Gene
Ubernimmt. Vermittelt wird die Wirkung Uber einegemannte CAGA-Box, die einefmad
binding element{SBE) entspricht. Die Konsensussequenz lauteEAGACA-3".
Normalerweise wird die Genexpression Uber SBEseggst. Es kann jedoch auch, wie flr
SePP beschrieben, eine Hemmung auftreten. Die @imgePlasmakonzentration von T&F
liegt bei 5 ng/ml in gesunden Individuen (23) (780).

1.6.5. TGFB,-Wirkung auf Selenoprotein P

Da bei schweren Erkrankungen auch eine Reduktio®ldsma-Se-Konzentration zu messen
ist und SePP das Haupttransportprotein dieses glaraents ist, hat man untersucht,
welchen Einfluss Zytokine auf die Expression voRBdaben.

Der Promoter des humanen SePP Gens enthélt emfehotey-(IFN-y)-responsives Element
(GAS). Ferner konnte eine Hemmung der Promoteridgdtivdurch proinflammatorische
Zytokine wie IL-13 und TNFe beobachtet werden (81). Zusatzlich wurde in diesem
Promoter an Position -1797 bp ein SBE nachgewiegemostert und Mitarbeiter unseres
Labors konnten in Transfektionsexperimenten mit G2p einen halbmaximalen
inhibitorischen Effekt mit 30 pM TQh auf die Promoteraktivitat des SePP-Luciferase-
Konstrukts zeigen. Die gleiche Hemmung der SePPPBreraktivitait konnte bei
Kotransfektion von Smad3 und/oder Smad4 beobacktgten (23) (22). Wie bereits
erwahnt, wurde ein Promoter-Reportergenkonstrukt &@PP-Promoter und Luciferase, das
der Arbeitsgruppe zur Verfigung stand, genutzt,sawohl die Responsivitat der HepG2-

Zellen als auch die biologische Aktivitat des esgjaten TGP, zu Uberprifen.

Aus den Beobachtungen zur Wirkung von PsBuf h5DIII leitet sich die Frage ab, welchen
Einfluss TG, auf die h5'DI austbt und ob diese Auswirkungen \d&génderungen des

Schilddriisenhormonstoffwechsels jobow T3 Syndrome*“erklaren kénnen.
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1.7. Growth Hormone und Schilddrisenhormonstoffwech sel

1.7.1. GH in ,Critical lliness*

Neben den eben beschriebenen Veranderungen imd&dlsenhormon-Stoffwechsel ist die
GH-IGF-IGFBP-Achse in Patienten, die aufgrund salew&rkrankung intensivmedizinische
Behandlung bendtigen, ebenso von pathophysiologistferanderungen betroffen.

G. Van den Berghe hat naher charakterisiert, irckegh Mal3 die somatotrope Hormonachse
unter intensivmedizinischer Behandlung komprontitist. In der initialen Akute-Phase-
Reaktion (h bis d) ist sowohl die pulsatile Freiseig von GH als auch die interpulsatile GH-
Konzentration gesteigert. Zusatzlich ist die GHdRelquenz erhoht. Diese Veranderungen
werden als erworbene periphere GH-Resistenz gddétitegegen wird in der chronischen
Phase schwerer Krankheit (nach 7-10 d) die puésakteisetzung von GH unter
intensivmedizinischer Behandlung zunehmend unkagder. Die GH-Konzentration der
pulsatilen Freisetzung ist niedriger als in der #&kBhase-Reaktion, aber hoher als unter

physiologischen Bedingungen. Die Pulsfrequenz bkdilenso erhoht (82).

1.7.2. GH-Substitutionstherapie und Schilddriisenhor mone

Die Veranderungen der somatotropen Hormonachssedbeerer Krankheit konnten fur die
thyreotrope Hormonachse deshalb von Bedeutung daigtudien zur Substitution von GH
gezeigt haben, dass dieses Hormon einen Einfluss dan Metabolismus der
Schilddriisenhormone ausubt.

J. Jargensen konnte in GH-defizienten adulten Pwtdra mit zum Teil J-substituierter
zentraler Hypothyreose zeigen, dass sich als Fd&ye Substitution von rekombinantem
humanem GH (rhGH) eine Abnahme von auf zu niedrige und eine Zunahme vonalf
normale Werte einstellt. Dieses Verhdltnis betriffie totale genauso wie die freie
Hormonkonzentration. Da aufgrund der teilweisen éplpy/seninsuffizienz die TH-Sekretion
unverandert blieb, wurde aus diesen Ergebnissenveirmehrte periphere Konversion von T
zu T3 abgeleitet (83).

C. StraBburger untersuchte in einer anderen Stetienfalls die Auswirkungen einer
Substitution von rhGH auf Erwachsene. Dabei fiaeehAbnahme von fjund fT; auf. Da in
anderen Untersuchungen im Rahmen der rhGH-Substiteaine Erh6hung von glgemessen
werden konnte, wird vermutet, dass die gleichzegegnessene Zunahme der Muskelmasse
verantwortlich ist fir einen héheren Bedarf an &ithiisenhormonen, der jedoch aufgrund

des einzuhaltenden Studienprotokolls nicht angépeassien konnte (84).
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Da die Veranderungen der Schilddrisenhormonkoratsmen gut zu einer vermehrten
peripheren Konversion von,Tzu T3 passen, wird primar an eine Beteiligung der h5'DI
gedacht. Aufgrund der Veranderungen im Sekretiossenwon GH war es von Interesse zu
klaren, ob GH Uberhaupt einen Einfluss auf die h5aDsibt, und wenn ja, ob dieser

stimulatorischer oder inhibitorischer Natur ist.

1.7.3. Growth Hormone

»,Growth Hormone* (GH), auch als Somatotropin bekannt, gehort aldithermon ebenfalls
zu den Zytokinen. Die Sekretion von GH aus den s$otrapen Zellen der Hypophyse wird
beeinflusst durchGrowth hormone releasing hormondGHRH), ,,Growth hormone release
inhibiting hormone* (GHRIH, Somatostatin), IGF-I, freie Fettsduren u@trelin. Der
Genlocus befindet sich auf Chromosom 17922-g24denHypophyse wird nur das hGH-
Genl (17923.1) exprimiert, wahrend die in 3"-Ridgtdiegende Genvariante hGH-Gen2 in
der Plazenta exprimiert wird. Die Aminosequenz W&H besteht aus 191 AS, ist etwa 22
kDa grof3 und wird durch 2 Disulfidbrickenbindung&abilisiert. Die Signaltransduktion
wird initiiert durch Bindung von GH an zwei Rezemo (GHR) und nach deren
Dimerisierung Uber die sogenannten JanuskinaseK)(3veitergeleitet. GH wirkt speziell
durch JAK2, wodurch wiederum STAT1 und STAT5Bi@gnal transducer and activator of
transcription”) aktiviert werden. Nach Homo- oder Heterodimerisng dieser STATS
werden jene in den Kern transloziert, wo sie diat@amskription initiieren (85) (33). Neben
der JAK/STAT-Signalkaskade kann GH auch MAPK, Phasidylinositol-3-Kinase und
Protein-Kinase-C aktivieren (134).

Die Wirkung von GH beeinflusst zumindest in Kindhend Pubertat das longitudinale
Knochenwachstum. Ungeachtet dessen persistiert Sb&retion von GH auch im
Erwachsenenalter, wobei dann die Leber im Mittekbuder Hormonwirkung zu stehen
scheint. Dort wird der Wachstumsfaktor 1 (IGF-Iluziert, der die Produktion und Sekretion
von GH im Hypophysenvorderlappen hemmt (84). GH gls Insulinantagonist, da es

postprandial nach Glukoseaufnahme zu einer verewl@tkretion von GH kommt (85) (1).

1.7.4. Insulin-like growth factors

IGF-I (Somatomedin C) und IGF-Il (Somatomedin Ahgeen zu den Wachstumsfaktoren.
Der Genlocus fur IGF-1 ist 12922-924.1, der fur K35t 11p15.5. Sie kontrollieren ebenfalls
Wachstum und Metabolismus. IGFs werden in den emistvenn auch nicht in allen
Geweben, exprimiert und regulieren das Wachstumchduparakrine oder autokrine

Signalubermittlung. Die Wirkung von GH wird durcirkalierendes und lokal produziertes
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IGF vermittelt. Der Grof3teil des zirkulierenden KBHst hepatischen Ursprungs. Die
Synthese dort wird durch GH, Insulin und Nahrstafifahme reguliert. ,Insulindhnlich® sind
diese Faktoren deshalb, weil sie zum einen diegkélti besitzen die Glucoseaufnahme in
Fett- und Muskelzellen zu stimulieren und zum aedeweil die Proteinstruktur der IGFs
grof3e Homologien zu Proinsulin aufweist. Der Unidbisd zwischen IGF und Insulin ist die
verbleibende C-Kette und eine D-Kettenerweiterueg Al-Kette in der Proteinstruktur des
IGFs. IGF-I bildet zusammen mifiGF-binding-protein 3* (IGBP-3) und ,Acid-labile
subunit* (ALS) einen Komplex, der die biologische Halbweeis dieser Proteine wesentlich
verlangert. Die Dissoziation von ALS aber macht@digusion von IGF-I durch das Endothel

von Kapillaren Gberhaupt erst moglich (85) (86) (5)

1.7.5. Wirkung von GH und IGF-I

Patienten mit vollstandiger Insuffizienz des Hypgggmvorderlappens zeigen sich trotz
adaquater Substitution mit Kortikosteroiden, gomewmlaSteroiden und Thyroxin meist
adynam und vermindert leistungsfahig. In einem Ipyyysektomierten Patientenkollektiv
konnte gegentber einem vergleichbaren Kollektivasagne zweifach héhere Mortalitat an
kardiovaskuléaren Erkrankungen belegt werden (84) (1

Obgleich die akute Applikation von GH einen temperéinsulin-dhnlichen Effekt erzielt,
fuhrt die langfristige Substitution von GH zu einémsulinresistenz verbunden mit
Hyperinsulinamie. GH steigert die Gluconeogenesk @lykogenolyse und flhrt so zu einer
vermehrten Abgabe von Glucose aus der Leber. InP@epherie ist die Glucoseutilisation
durch Inhibition der Glykogensynthese und der Géeoxidation vermindert (87).

Bei Diabetes mellitus sind die GH-Spiegel aufgruacher vermehrten hypophysaren
Sekretion zwei- bis dreifach erhdht. So scheintlém Hypophyse die Hemmung der GH-
Sekretion durch IGF-1 wegzufallen, da die vermitednsulinkonzentration in der Pfortader
die hepatische Bildung von IGF-I beeintrachtigt.ridalerweise kontrolliert IGF-1 die GH-
IGF-IGBP-Achse durch Hemmung der GH-Sekretion. Benke gezeigt werden, dass die
Gabe von IGF-I bei Diabetes mellitus zu einer veseeten hepatischen Insulinsensitivitat,
einem Abfall der Glucoseproduktion in der Leber @mer vermehrten Glucoseaufnahme in
der Peripherie fiuhrt. Auch in Tieren verursacht digF-I-Gabe Hypoglykamie durch
vermehrte periphere Glucoseaufnahme, GlykolyseGigklogensynthese (87).

In transgenen Tieren, die GH Uberexprimieren, wuligeEntwicklung einer Insulinresistenz
mit Hyperinsulinamie, Hyperglykamie und Hypertriggridamie beobachtet. Die Zahl der
hepatischen Insulinrezeptoren ist auf 50 % redtjzieobei die verbleibenden Rezeptoren

vermehrt phosphoryliert sind. Dies fuihrt bereits iNilchternzustand zur maximalen
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Aktivierung der Rezeptoren. Das humane Modell eimetmehrten GH-Sekretion ist die
Akromegalie. Menschen mit dieser Krankheit entwickebenfalls eine Insulinresistenz mit
Hyperinsulinamie und ausgepragter Glucoseintole(@8x

Auf der anderen Seite nimmt mit zunehmendem AlterSkkretionsrate von GH und IGF-1
progredient ab und es kommt zur Reduktion von Hrsyathese, Knochenmasse sowie
fettfreier Kérpermasse. Der Anteil des Korperfélitsgegen nimmt stetig zu, was zu zentraler
Adipositas fiihrt und als Atiologie der entstehenttesulinresistenz erachtet wird, wobei eine
zusatzliche altersabhangige Abnahme der Schilddfiisktion, wie in Kapitel 1.1.2.
beschrieben, zu berticksichtigen ist (85) (1). Eat¢-Substitution bei adulter GH-Defizienz
(GHDA) fuhrt zur Verbesserung der Insulinsensitijitverbunden mit einer Zunahme der
fettfreien Korpermasse und einer Abnahme der AdigesDenn GH als anaboles Hormon
hat eine positive Stickstoffbilanz, eine gesteigderoteinbiosynthese im Muskel und eine
Zunahme des Koérpergewichts zur Folge. Zudem wekstli@olytische Effekte in Fett- und
Muskelgewebe auf, sodass nach Gabe von GH erhdreetrationen an freien Fettsauren
und Glycerol messbar werden, offensichtlich duraie eHemmung der Lipoproteinlipase.
Langzeiteffekte von GH sind folglich eine vermingeFettspeicherung im entsprechenden

Gewebe und damit eine erhdhte Fettmobilisation. (85)



EINLEITUNG 25

1.8. Zielsetzung

Die 5°DI ist aufgrund ihrer Expression in der Leherd ihrer Eigenschaft, besonderen
Einfluss auf die systemische Versorgung des memban Organismus mit extrathyroidal
generiertem T auszuliben, ein Kandidatenenzym zur Uberprifungnboeller Effekte auf
den Metabolismus von Schilddrisenhormonen. Mit darmanen hepatozelluléaren
Karzinomzelllinie HepG2 steht ein experimentellesoddll zur Verfligung, das sich
hervorragend zur Erforschung der h5 DI-Regulatignet.

Dafur stehen zwei Methoden zur Verfligung. Durchngiente Transfektionen, also der
vorubergehenden Etablierung von Fremd-DNA in eulamgn Zellen, kann die
Genregulation, speziell die Regulation der Pronaddigritat, relativ leicht untersucht werden.
Dazu wird die Basensequenz des entsprechenden fersmar das Gen eines leicht zu
detektierenden Enzyms kloniert. Ein solches Repamigym ist die Luciferase, welche das
GluhwirmcherPhotinus pyralizum Leuchten bringt. Nach Transfektion wird dieciferase

in Abhangigkeit von dem zu untersuchenden Promdaterden entsprechenden Zellen
exprimiert.

Die andere Methode misst die Enzymaktivitat derDihSm Deiodase-Assay direkt. Dabei
wird die Enzymaktivitat tiber die Freisetzung vodioaktivem*®™ aus {2 ]-markiertem rg
durch die h5°DI bestimmit.

Da in Mausen das geschlechtsabhangige Expressistesmder 5Dl durch pra- und
posttranskriptionale Regulationsmechanismen selgival)g gesteuert wird, ist das Ziel der
vorliegenden Arbeit zum einen die Promoteraktivitét h5 DI unter dem Einfluss gonadaler
Steroide im Luciferase-Assay zu untersuchen (7@ Znderen soll geklart werden, welchen
Einfluss gonadale Steroide auf die Enzymaktivigitttb DI austiben. Dabei ist au3erdem von
Interesse, ob durch Kotransfektion der Steroidremep AR bzw. ER mit anschlieRender
Stimulation durch die entsprechenden Steroiden afleeanderung der Enzymaktivitat
ermittelbar ist.

Um zu klaren, ob die beobachteten VeranderungenLow T3 Syndrome“durch TGB;
verursacht sein kdnnten, soll in diesem Zusammenhaoh die Wirkung von TGl auf die
Enzymaktivitat der h5°DI in HepG2-Zellen getestetrden.

Zusatzlich war es von Interesse, ob und wenn jé&chee Einfluss GH auf die Promoter- und
Enzymaktivitat der h5'DI ausibt, da im Rahmen sebwderkrankungen nicht nur die

thyrotrope, sondern auch die somatotrope Hormomaahsriert ist.
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2. MATERIAL
2.1. Gerate
Agarosegelkammer Minigelkammer, ROTH
Brutschréanke HERAEUS Instruments
y-Counter Riastar, Canberra PACKARD
Feinwaage Sartorius Basic, SARTORIUS

Geiger-Muller-Zahler
Homogenisator
Luminometer
pH-Meter
Photometer

Pipetten
Sicherheitswerkbank
Zentrifugen

2.2. Verbrauchsmaterial

Kunststoffsaule
Klvetten

Pipetten

Plasmidaufreinigung
Saulenfilter
Sephadex LH 20
Sterilfilter

Stickstoff
Zellkulturschalen

Zellkulturflaschen

LB 122, BERTHOLD
Labsonic U (Sonde: B. Braun 2000BBAUN
EG&G BERTHOLD
pH 523, WTW
Spectrophotometer Ultraspec Ill, PHASKNA
10, 100, 1000 pl, EPPENDORF
Lamin Air, HB 22448, HERAEUfSttuments
Megafuge 1.0 R, HERAEUS Sepatach
Sigma 3K-1, SIGMA Laborzentrifugen GmbH
J2-HS Centrifuge (Rotor: JA-20, JA-14), BECKMANN
Mikro 24-48R / Mikroliter, HETTICH ZENTRIFUGEN

SARSTEDT
Cuvettes 100, No./REF 67.742, SARSTEDT
Glas: SCHOTT
Plastik: Serological pipet, BECTON DICKINSON
QIAGEN Plasmid Midi/Maxi KQIAGEN GmbH
Filters, 1am pores, M 2100, MOBITEC
Adsorptionschromatographie, PHARNRAC
Filter: 0,2um, FP030/3, SCHLEICHER & SCHUELL
Stickstoff 4.6, MESSER
Multiwell, 6-/12-well, Falcon HEETON DICKINSON
25/75 cfFalcon, BECTON DICKINSON

In Gebrauch waren auflerdem Materialien

Firmen

und Einvezlykte der
BECTON DICKINSON, EPPENDORF, FALCON, GREINER und B8TEDT.
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2.3. Chemikalien

Aktivkohle

Aprotinin

Aqua Spullésung
Bradford-Reagenz
DNA-Marker
L-Glutamin (200mM)
Natriumselenit
Luciferasereagenz
Lysepuffer
Methyltrienolone
3,35 -[¥1-rTs
3,5,3-Tz
Transfektionsreagenz
Trypsin/EDTA

C-9157, SIGMA
Trasylof, 500000 KIE, BAYER
Delta Pharma, BOEHRINGER INGELMEI
Bio-Rad Protein Assay, BIO-RABBORATORIES
KiloBase DNA Marker, AMERSHAM PHARMAIA
L-Glutamin, K0283, BIOCHROM KG
Nz5eQ, S5261, SIGMA
Luciferase Assay System, EISROMEGA
Reporter Lysis 5x Buffer, E3971, PREGA
NLP 005, NEN LIFE SCIENCE PRODUET
NEX 109, NEN LIFE SCIENCE PRODUCTS
Art.-Nr.:13100, Charge: 74, HENNING BERLIN
Lipofectamine Reagent, GIRTKETECHNOLOGIES
0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA in PBSIBCHROM KG

Weitere Chemikalien waren von den Firmen MERCK, FHAMCIA, ROTH und SIGMA

bezogen worden.

2.4. Puffer und Losungen

2.4.1. Agaroseauftragpuffer:

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

30 % (v/v) Glycerol
2.4.2. Agarosegel:
0,8 - 2 % (w/v) Agarose
1x TAE

500 ng/ml Ethidiumbromid

2.4.3. Ampicillin-Stammldsung:

Stammlésung 50 mg/ml in J@; Sterilfiltration mit 0,2 um Porenfilter und

Aliquotierung; als Zusatz zu LB-Medium p@/ml; Lagerung bei -20 °C.
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2.4.4. BSA/PTU-L6sung:

10 % (W/v) BSA
10 mM PTU

2.4.5. Dowex 50 WX-2:

Gelost in 10 % (v/v) Essigsaure; Lagerung bei RT.

2.4.6. Ethidiumbromid-Stammldsung:

Stammlosung 50Qg/ml in H,O; als Zusatz zu Agarosegel 500 ng/ml.

2.4.7. Flissiger Radioaktivabfall:

Entsorgung des fliissigen RadioaktivabfalfélY mit 10 ml 1 % (w/v)

Natriumdithionit.

2.4.8. Hanks balanced salt solution (HBSS):

5 mM KCI

0,3 mM KHRPO,
138 mM NacCl

4 mM NaHCQ
0,3 mM NaHPQ,
5,6 mM D-Glucose

Eingestellt auf pH 7,4; Lagerung bei 4 °C.

2.4.9. Homogenisationspuffer:
250 mM D(+)-Saccherose
20 mM HEPES
1mM EDTA
1mM DTT, erst direkt vor Gebrauch des Puffargegeben.

Lagerung bei 4 °C.

2.4.10. Kaliumphosphatpuffer (pH 6,8):
1M KeHPOY/KHPOy
10 mM EDTA
Um einen 1 M Kaliumphosphatpuffer auf pH 6,8 eirelisn, mussen
einerseits 43,55 g KIPO, und 0,93 g EDTA in einem Endvolumen von
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250 ml BO und andererseits 34,03 g KO, und 0,93 g EDTA in einem
Endvolumen von 250 ml # gel6st werden. Die basischeHPO,-LAsung
(pH 9,04) wird anschlieRend mit der sauren,RBy-Losung (pH 4,4) auf
pH 6,8 titriert. Lagerung bei RT.

2.4.11. Luria Bertani (LB) Medium:
10g Bacto-Trypton
59 Bacto-Yeast Extrakt
109 NacCl
500l Ampicillin (50 mg/ml)
Endvolumen von 1 | bD; eingestellt auf pH 7,0; Zugabe von [@/mi
Ampicillin nach dem Autoklavieren; Lagerung bei@.°
2.4.12. Natriumselenit:

10 mM NaSeQ
Geldst in HBSS; Lagerung bei -20 °C.

2.4.13. Phosphate buffered saline (PBS) (pH 7,4):

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

4,3 mM NaHPO,
1,47 mM KHPO,

Eingestellt auf pH 7,4; Lagerung bei RT.

2.4.14. I'Ts-Stammlésung:

40 mM 3,3",5"-Triiod-L-Thyronin
Geldst in NaOH; Lagerung bei -20 °C.

2.4.15. Ts-Stammldsung:

40 mM 3,5,3"-Triiod-L-Thyronin

Gelést  in NaOH; Lagerung bei -20 °C; Photometrische

Konzentrationsbestimmung bei einer Wellenlange voBk2 nm:

E,,, Werdlnnung
466(

T;[M] =
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2.4.16. 50x TAE-Puffer:

242 g Trisacetat
50 ml EDTA (0,5 M, pH 8)
23,6 mi Essigsaure (100 %)

Endvolumen von 500 ml 4.

2.4.17. Trypanblau-LOsung:

0,5 % (w/v) Trypanblaufarbstoff
Gelost in PBS; Lagerung bei RT.

2.5. Steroide und Zytokine

Dexamethason (Dex) SIGMA

5a-Dihydrotestosteron (DHT) SIGMA

17B-Estradiol (i) SIGMA

Methyltrienolon (R1881) NLP-005, NEN LIFE SCIENGHRODUCTS
Progesteron (P) SIGMA

Testosteron (T) SIGMA

Die Steroidhormone wurden in 96 %-igem Ethanol eiiter Konzentration von 5QM
geldst. Die Lagerung erfolgte als Trockensubstaciztdeschitzt bei RT und in geléstem
Zustand lichtgeschutzt bei -20 °C.

Bei Methionyl-rhGH (Genotropif Miniquick; 1,8 I.E.; 0,6 mg) handelte es sich uin e
Arzneimittel der Firma PHARMACIA & UPJOHN. GH wurdeach Anleitung in BEO mit

einer Konzentration von 2,4 mg/ml gel6st und béi %2 gelagert.

Rekombinantes humanes TF(Lot. P031S88) war von der Firma STRATHMANN
BIOTECH. Die Rekonstitution von TG in H,O zu einer Konzentration von %@/ml nach
Anleitung ergab eine 1mM Natriumzitrat-Puffer-Logu(pH 3,5). Die weitere Verdinnung
erfolgt mit PBS + 2 mg/ml BSA. Gelagert wurde dedégte Form bei -20 °C.
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2.6. Promoterreportergen-Konstrukte und Expressions plasmide

pGL2 basic PROMEGA

pGL2 control PROMEGA

pBluescript Il SK +/- (pBS) STRATAGENE

pGL2h5 Dlpr Geschenk von C. Wagner und B. Mgntr
pSG5HEO Geschenk von S. Green

pSVARO Geschenk von A.O. Brinkmann
pBK15SePPpr-1800 Geschenk von T. C. Jakobs.udeher

2.6.1. h5"DI-Promoter-Reportergen-Konstrukte (pGL2h  5"Dlpr)

Zur Verfigung standen verschiedene h5’DI-PromotgaRergen-Konstrukte. Grundstruktur
ist das Plasmid pGL2basic, in das unterschiedlisigé Fragmente des 5’-untranslatierten
Bereichs der h5°DI uUbeKpnl- und Hindlll-Schnittstellen einkloniert worden waren. Das
langste dieser Fragmente besteht aus 2467 bp, méibieh die kiirzeren aus 1480 bp, 739 bp,
428 bp und 105 bp zusammensetzen. Diese Konsstdaden aufgrund fiherer Arbeiten von

T. C. Jakobs, I. Dreher, C. Wagner und B. Mentrup\zerfiigung (58).

2.6.2. SePP-Promoter-Reportergen-Konstrukt (pBK15Se  PPpr-1800)

pBK15SePPpr-1800 ist ein Konstrukt aus SePP-Praomute dem Luciferase-Reportergen.
I. Dreher und T. C. Jakobs hatten 1800 bp des $¥BiRoters sowie 50 bp des pBluescript-
Vektors in den pGL2-Vektor kloniert. Die Mutanteiedetzlich gewahlt wurde, trug den

Namen pBK15 (81).

2.6.3. Androgenrezeptor-Expressionsplasmid pSVARO

A. O. Brinkmann hat den humanen Androgenrezept®) (A das pSV-Plasmid kloniert (89).
Das Expressionsplasmid pSVARO besteht aus 721Digses Plasmid enthalt deearly
SV40 Promoter, der als Enhancer der Expressinrvivo fungiert, und dagrabbit S-globin
poly-A-signal“, das die Polyadenylierung der RNA vermittelt, wdie Stabilitdt des
Transkripts erhoht. Da®©RI-Elementist fir die Replikation des Plasmids in E. coli
verantwortlich, da an dieser Stellarigin) die Replikation startet, wahrend dasp-Gendie
transformierten Bakterien gegen Ampicillin resistemacht. Das pSVARO-Plasmid wurde

von A. O. Brinkmann (Erasmus Universitat Rotterd&hederlande) zur Verfigung gestellt.
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2.6.4. Estrogenrezeptor-Expressionsplasmid (pSG5HEO )

Der pSG5-Vektor ist eine Kombination des pBS-Vektoron Stratagene mit dem
eukaryontischen Expressionsvektor pKCR2. Dieser oationsvektor enthalt ebenfalls den
.early SV40 Promoter“sowie das,rabbit f-globin poly-A-signal® S. Green hat die cDNA

des humanen EstrogenrezeptaréERa) Uber eine EcoRI-Schnittstelle in pSG5 einkloniert
deshalb der Name: pSG5HEO (Ref.NrA5). Die Grol3e des Plasmids betragt 1800 bp (90).

2.7. Zellkulturmedien und Zusatze

Standardmedium watDulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) mit Zusatz von
.,Ham’s nutrient mixture F12“(NUT MIX F12). Den Medien wurde fetales Kalberseru
(FCS) zugesetzt. Standardwaschpuffer wéank’s balanced salt solution(HBSS). Die

Zellkulturmedien bestanden aus folgenden kaufliretoebenen Produkten:

DMEM/NUT MIX F12 (DMEM F12) 42400-010, GIBCO BRL fatechnologies
DMEM/NUT MIX F12 ohne Phenolrot D-2906, SIGMA

DMEM mit 4500mg/lI D-Glucose 52100-013, GIBCO BRitetechnologies
FCS (Lot 40G7382K) 10270-106, GIBCO BRL Lifetaclogies
HBSS 14175-046, GIBCO BRL Lifetechnologies

Hergestellt wurden die Medien nach Anleitung. Nd&ihstellung auf pH 7,2 wurden sie
mittels Vakuumfiltration durch 0,2 um Porenfilteéeslfiltriert. Gelagert wurden sie bei 4 °C.

Die Medien wurden wie folgt modifiziert:

DMEM F12 + 10 % (v/v) FCS + 100 nM NaeQ

DMEM F12 + 100 nM NgSeQ

DMEM F12 ohne Phenolrot + 100 nM pgeQ

DMEM 4500 mg/l D-Glucose + 100 nM B&eQ + 1 mM Pyruvat + 2 mM Glutamin
+ 1 % (v/v) Aprotinin + 0,1 % (w/v) BSA
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2.8. Prokaryontische und eukaryontische Organismen

E. coli JM 109 PHARMACIA

Escherichia coli JM 109-Zellen waren mit den Praan®eportergen-Konstrukten sowie mit
den Expressionsplasmiden transformiert wordenstieden der Arbeitsgruppe aufgrund der
friheren Arbeit von C. Wagner und aufgrund der HExpente von B. Mentrup zur
Verfliigung.

HepG2-Zellen HB 8065, ATCC

Die Versuche wurden an der humanen hepatozelluldamzinomzelllinie HepG2
durchgefuhrt. Die Zellline war 1975 aus dem hepatalaren Karzinomgewebe eines 15
Jahre alten argentinischen Jungen etabliert woidienZellen wurden in flissigem Stickstoff
bei einer Temperatur von -196 °C in DMEM F12 pl@s%2 (v/v) FCS und 10 % (v/v) DMSO

konserviert.

2.9. Elektronische Datenverarbeitungsprogramme

Datenverarbeitung  Quattro Pro, Version 5.00, BORDAINTERNATIONAL
Datenverarbeitung  Office Excel 97, MICROSOFT

Office Excel 2003, MICROSOFT
Statistikporgramm  Sigma Plot, Version 4.0, SPSS
Statistikporgramm  Superior Performing Softwaret8ys (SPSS), SPSS
Textverarbeitung Office Word 97, MICROSOFT

Office Word 2003, MICROSOFT
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3. METHODEN
3.1. Reportergene und Expressionsplasmide

3.1.1. Plasmidpréaparation

Kompetente E. coli JM 109-Zellen waren von C. Wagned B. Mentrup mit den
entsprechenden Plasmiden transformiert worden utachden als Glycerolstocks zur
Verfugung. Die Glycerolstocks setzen sich aus p0Makteriensuspension und 3Q0

50 % (v/v) Glycerol zusammen und wurden bei -80d&@bewahrt. Zur Praparation von
Plasmid-DNA mussten die mit den entsprechendemfdizs transformierten E. coli-Zellen
in LB-Medium vermehrt werden. Damit stets die rigaht Bakterienstdmme zur Vermehrung
kommen, enthalten die Plasmide ein Ampicillin-R&siggen. Dadurch kdénnen sie mittels
eines ampicillinhaltigen Nahrmediums selektionieverden. Hierzu wurden 200 ml
LB-Medium + 50 pg/ml Ampicillin mit 200 pl transformierten E. coli-JM-109-Zellen aus
Glycerolstocks angeimpft und Gber Nacht bei 37 GCetnem Ruttler bei 225 rpm inkubiert.
Fur die Aufreinigung der Plasmide wurde der Qiafif Plasmid Maxi Kit nach Anleitung
verwendet. Prinzip dieses Kits ist eine alkalisdhese der Zellen mit anschlielender
Reinigung des Lysats mittels des Qiafilters™. Aie®end wird das Lysat tUber eine Saule
gegeben, in der die negativ geladenen Phosphaindemgen der Plasmid-DNA mit den
positiv geladenen Diethylaminoethanol-(DEAE)-Gruppges Anionenaustauschharzes der
Saulen interagieren kdnnen. Durch die unterschukdlSalzkonzentrationen der verwendeten
Puffer bleibt die DNA bei niedriger Salzkonzentoatian die Saule gebunden, bei hoher wird
diese eluiert. Die Proben wurden durch Isopropanot Ethanolfallung gereinigt, mit Hilfe
der Speed-Vagetrocknet und in ¥D geldst. Die Konzentration der Proben wurde, wigtf

im Photometer bestimmt.

3.1.2. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die aromatischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbdsaben ein Absorptionsmaximum bei
260 nm, aufgrund dessen die Nukleinsdurekonzentratn Photometer bestimmt werden
kann. Eine Extinktion oder optische Dichte (OD) B8D0 nm mit dem Wert 1 entspricht einer
Konzentration doppelstrangiger DNA von hf/ml. Proteine hingegen haben aufgrund der
aromatischen Aminosaurereste ein Absorptionsmaxintigin 280 nm. Der Quotient aus

OD260/OD2gp gibt somit den Grad der Reinheit der Probe wieded sollte ungeféahr
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bei 2 liegen (91). Die Konzentration der aus dasRlidpraparation gewonnenen DNA kann

anhand folgender Gleichung bestimmt werden:

OD,, B/erdinnung50

- DNA[ug/m
EingesetzDNA [ul] [Hg/mi

3.2. Zellkultur von HepG2-Zellen

3.2.1. Zellkulturbedingungen und Passagieren der Ze llen

Kultiviert wurden die Zellen in DMEM F12 + 10 % @/ FCS + 100 nM Natriumselenit.
Inkubiert wurden die Zellen in Kulturflaschen (783 bei 37 °C und 5 % C©O Die Kultur
eines adharenten Monolayers war nur bedingt mggtiarein Teil der Zellen adhéarente Zell-
Cluster bildete.

Abb. 5: HepG2-Zellen.

Ausgesat fur Deiodase-Assay; Photoaufnahme nach 48 Inkubation und 48 h Hormon-
stimulation;

100-fache VergroRerung im Umkehrmikroskop mit Phasekontrasteinrichtung.

HepG2-Zellen sind charakterisiert durch schnelleackgtum. Deshalb war es notig die
Zellen wochentlich zu passagieren. Die Zellen narsstlso unter Verdinnung vom alten
Kulturgefald in ein neues Uberfuhrt werden. Zum &gissen wurden die Zellen zweimal mit
je 8 ml HBSS (37 °C) gewaschen. Durch Zugabe varl Zrypsin/EDTA und Inkubation fur

5 min bei 37 °C wurden die Zellen von der Kultustthe gelost. Die so gewonnene
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Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenréhrcherettiprt und mit 8 ml DMEM F12 + 10 %
(v/v) FCS + 100 nM NgbeQ versetzt. AnschlieRend wurden die Zellen fir 5 tvén 1000
rcf zentrifugiert und der Uberstand verworfen. adlpellet wurde in 8 ml DMEM F12 +
10 % (v/v) FCS + 100 nM N&eQ resuspendiert und die Zellen durch vorsichtigds @ud
abpipettieren vereinzelt. Ein Teil der Zellen wuateschlie3end in DMEM F12 + 10 % (v/v)
FCS + 100 nM Ng5eQ bei 37 °C und 5 % CQnkubiert. Nach 3-4 d erhielten die Zellen
frisches Medium. Die Zellen wurden zwischen Pasgalge 35 verwandt.

3.2.2. Trypanblaufarbetest und Zellzahlbestimmung

Um die Vitalitdt der Zellen zu bestimmen, wurdemrs#i einem Farbetest mit Trypanblau
unterzogen. Dazu wurden 1Q0 Zellsuspension und 3001 PBS mit 500ul 0,5 % (w/v)
Trypanblauldsung vermischt. Lebende Zellen dirferteiu mikroskopischer Betrachtung
keine Farbung zeigen, wahrend tote Zellen durchgdslgu angefarbt sind. Bei Bestimmung
der Zellzahl wurden nur lebende Zellen bericksgthtiDie Zellzahl wurde in einer
Zahlkammer nach Neubauer bestimmt. Nach ReinigargZdhlkammer und Fixierung des
Deckglasses wurden pro Kammer gDder gefarbten Zellen aufgetragen. Jede Kammer
enthalt ein quadratisches Zahlnetz aus je neun 1Qtead In jeder Kammer wurden die vier
grof3en Eckquadrate sowie das mittlere Quadrat adbfieDa jedes Quadrat eine Seitenlange
von 1 mm und das Deckglass einen Abstand von 0,lhatimergibt sich durch Addition der
Zellzahl aus 10 Quadraten die Zellzahl in 1 mpd¥. Durch Multiplikation mit dem Faktor
1000 und zusatzlicher Multiplikation mit dem Fakt®r da die Zellsuspension durch die
Trypanblaufarbung im Verhaltnis+@ verdiinnt wurde, erhalt man die Anzahl der Zellen

in 1 cnt (ml).

3.2.3. Kulturbedingungen fir den Luciferase- und De  iodase-Assay

Fur den Luciferase-Assay wurden die Zellen in,a2H* Platten kultiviert. In jede der
Vertiefungen wurden 3,5 - 1@ellen in einem Volumen von 1 ml DMEM F12 + 10 %v{
DCC-FCS + 100 nM N&eQ ausgesat und anschlielend fir 24 h bis zur Trtnsfiebel
37 °C und 5 % Ceoinkubiert. Die Stimulationsdauer im Luciferase-agdetrug 24 h.

Fur den Deiodase-Assay wurden die Zellen inw6H* Platten ausgesat. Pro Vertiefung
wurden hier 7 - 10Zellen in einem Volumen von 2 ml DMEM F12 + 10 %) DCC-FCS +
100 nM NaSeQ kultiviert. Danach wurden die Zellen 48 h kultitiend anschlieRend 48 h
stimuliert. Bei zusétzlicher Transfektion von Homnezeptoren wurden die Zellen nur 24 h
kultiviert, dann 24 h transfiziert und im Anschlugaran 48 h lang stimuliert, bevor es zur

Auswertung im Deiodase-Assay kam.
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Die Ansatze fur die entsprechenden Hormone wareneimals Triplikate konzipiert. Die
Fallzahl, also die Wiederholung des Experiments, wagiabel und wurde unter anderem von
der Zahl der zur Verfigung stehenden Zellen abliggggmacht.

3.2.4. Steroidhormon-depletiertes Kalberserum (DCC- FCS)

Um Steroidhormone in der Zellkultur testen zu kémneollte das FCS, mit dem die Zellen
vor der Transfektion kultiviert werden, mdglichseif von Steroiden sein. Die im FCS
enthaltenen Steroide kdnnen an Aktivkohle adsarlierden.

Zur Herstellung von steroid-depletiertem FCEextran-Charcoal-FCS* (DCC-FCS),
wurden 500 ml FCS bei 4 °C Uber 1-2 d aufgetautallhwurden 2 g Aktivkohle und 2,5 g
Dextran mit 200 ml TRIS (10 mM; pH 7,4) fir 12 hi de°C gerthrt. Die Aktivkohle wurde
bei 4000 rpm und 4 °C fir 15 min abzentrifugieit Eeil der Aktivkohle wurde dann fur 2 h
bei 4 °C mit dem FCS geruhrt, mit 5000 rpm fir 1@ tmei 4 °C wieder abzentrifugiert und
verworfen. Der andere Teil der Aktivkohle wurde efadls fir 2 h bei 4 °C mit dem FCS
gerahrt, schliellich mit 12500 rpm fur 15 min bei°@ abzentrifugiert und verworfen.
Hinterher wurde das FCS nochmals mit 15000 rpml&imin bei 4 °C zentrifugiert, durch
Vakuumfiltration sterilfiltriert und bei -20 °C gagjert.

In der Hormonbestimmung bei W. Weidemann (Univéatsidlm) wies unbehandeltes FCS
eine Testosteronkonzentration von 6,559 ng/dl peathend einer Konzentration von 0,2 nM,
auf. Die Testosteronkonzentration von DCC-FCS wdog¢h unterhalb der Nachweisgrenze.
Die Nachweisgrenze fur Testosteron lag bei 3 nddél. Untersuchung des Einflusses von
gonadalen Steroiden auf die h5° DI wurden die ZeftehDMEM F12 + 10 % (v/v) DCC-
FCS + 100 nM NgbeQ kultiviert.

3.2.5. Estrogenwirkung von Phenolrot

Da in der Literatur eine estrogenahnliche Wirkuran WPhenolrot beschrieben worden ist,
wurde bei Transfektion von BRoder Stimulation mit 1F-Estradiol auf den Zusatz von
Phenolrot im Zellkulturmedium verzichtet und didl&e entsprechend mit DMEM F12 ohne
Phenolrot inkubiert (92).

3.3. Transfektion eukaryontischer Zellen

Unter Transfektion versteht man die Einbringung MONA in eukaryonte Zellen. Im
Gegensatz zur stabilen Transfektion fuhrt die fere Transfektion nicht zur dauerhaften
Etablierung von Fremd-DNA in diesen Zellen. Die @ulation, speziell die Regulation der

Promoteraktivitdt eines bestimmten Gens, lasst mihHilfe einer solchen Transfektion
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relativ einfach untersuchen. Dazu wird die Basenseg des entsprechenden Promotors vor
das Gen eines leicht zu detektierenden Enzyms ddorktin solches Reporterenzym ist die
Luciferase, welche das Gluhwiurmchdtotinus pyraliszum Leuchten bringt. Durch
Transfektion wird die Luciferase, in Abhéngigkedrvdem zu untersuchenden Promoter, in
den entsprechenden Zellen exprimiert. Aufgrundleiehten Detektierbarkeit dieses Enzyms
kann so die Promoteraktivitat bestimmt werden.

Fur die Transfektion von HepG2 wurde eine chemisbhethode gewéhlt, welche die
Plasmid-DNA komplexiert und deren Wechselwirkung oer Zellmembran verstarkt. Das
Lipofectamine™ Reagenz ist eine Mischung aus delykptionischen Lipidmolekil DOSPA
und dem neutralen Lipidmolektl DOPE (Verhéltnis1l® Die positiv geladenen Lipide
kbnnen mit den negativ geladenen Phosphatatomen DA interagieren, was die
Ausbildung von Liposomen-DNA-Komplexen fordert. bgpmen sind Partikel, die von einer
meist mehrschichtigen Lipidmembran umgeben sindes®iLiposomen-DNA-Komplexe
wiederum konnen leicht mit der Zellmembran inteeagin und so in die Zelle aufgenommen

werden.

3.3.1. Transfektion von Reportergenkonstrukten und Luciferase-

Assay

Im Detail wurde mit Triplikaten, also der dreifachparallelen Ausfiihrung der jeweiligen
Ansétze, gearbeitet. Jeder Ansatz, sprich Tripligatsprach 1,55g Reportergenkonstrukt in
einem Volumen von 1%l H,0O. Jedes dieser Triplikate wurden mit 1p0DMEM F12
verdinnt und mit 150ul DMEM F12 + 10 % (v/v)Lipofectamin reagen¥ flur die
Transfektion vorbereitet. Nach 30 min Inkubationiszgei Raumtemperatur wurde das
Volumen der DNA-Lipofectamine-Mischung durch Zugaben 1,3 ml DMEM F12 auf
1,6 ml ergdnzt. Davon wurden, nachdem zuvor dasbatonsmedium der Zellen abgesaugt
worden war, 0,5 ml prowell“ als Triplikat auspipettiert. Nach 24 h Inkubatioe 37 °C und

5 % CQ wurde die Transfektion durch Mediumwechsel beendet die Zellen mit den
entsprechenden Liganden stimuliert. Die Stimulat@uer betrug 24 h, bevor letztlich die
Zellen geerntet wurden. Zur Kontrolle wurde der réed uciferasevektor pGL2basic
transfiziert. Ausgewertet wurde eine solche Trakigsa im Luciferase-Assay.

3.3.2. Transfektion von AR bzw. ER a und Deiodase-Assay

Bei transienter Transfektion des Androgen- und @stnrezeptors handelte es sich nicht um
die Transfektion von Promoter-Reportergen-Konsguoksondern um die Transfektion von

Expressionsplasmiden, auf denen die entsprechendidearen Hormonrezeptoren kodiert
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sind. Damit sollte untersucht werden, welchen Esgldie Transfektion von AR bzw. ER auf
die Enzymaktivitéat der h5"DI unter dem Einfluss ieh881 bzw. 1f@-Estradiol in HepG2-
Zellen hat. Zur Kontrolle wurde der leere Vektor$Bansfiziert.

Abb. 6: HepG2-Zellen nach Transfektion.

Ausgesat fur Deiodase-Assay; Photoaufnahme nach 24inkubation und 24 h Transfektion
mit pSG5HEO vor Stimulation mit Hormonen;

100-fache VergréRerung im Umkehrmikroskop mit Phasekontrasteinrichtung.

Hierzu wurden, wie oben beschriebenwgll“ -Platten verwendet. Ausgesat worden waren
7 - 16 Zellen in einem Volumen von 2 ml DMEM F12 + 10 %) DCC-FCS. Bei
Transfektion von ER wurde DMEM F12 ohne Phenolrot als Transfektionsid u
Stimulationsmedium verwendet. Nach 24 h Inkubaben37 °C und 5 % COwurden die
Zellen mit AR bzw ER transfiziert. Fir jeden Triplikatansatz wurden 3y
Reportergenkonstrukt in einem Volumen vonuB®,0 vorgelegt. Diese Ansatze wurden mit
je 300l DMEM F12 verdinnt und mit je 300l DMEM F12 + 10 % (v/v)Lipofectamin
reagent™ fur die Transfektion vorbereitet. Nach 30 minubktionszeit bei Raumtemperatur
wurde das Volumen der Liposom-DNA-Komplex-Lésungratiu Zugabe von 2,6 mi
DMEM F12 auf 3,2 ml erganzt. Davon wurde pro Ansatml pro ,well* als Triplikat
auspipettiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C un#h 3, wurde die Transfektion durch
Mediumwechsel beendet und die Zellen mit den eatdgnden Liganden R1881 (50 nM)
und 1B-Ostradiol (50 nM), wie im nachsten Kapitel genabeschrieben, stimuliert. Die
Stimulationsdauer betrug 48 h, bei zeitabhangigenuation 24 - 72 h. Danach wurden die
Zellen fur den Deiodase-Assay geerntet.
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Abb. 7: untransfizierte HepG2-Zellen.

Die gleichen Zellen wie in Abb. 6, ausgesat fir Dmdase-Assay ohne Transfektion;
Photoaufnahme nach 48 h Inkubation unmittelbar vorStimulation mit Hormonen;

100-fache VergréRerung im Umkehrmikroskop mit Phasekontrasteinrichtung.

3.4. Hormoninkubation

3.4.1. Stimulation mit gonadalen Steroiden - Lucife  rase-Assay

Nach Transfektion mit pGL2h5 Dlpr-1480 wurde fliredStimulation mit Steroiden das
Medium gewechselt und die Zellen mit den entsprede Hormonen inkubiert. Testosteron
(T), Methyltrienolon (R1881), & Dihydrotestosteron (DHT), BfEstradiol (i), Progesteron
(P) und Dexamethason (Dex) wurden in einer Konagiotn von 50 nM mit DMEM F12
ohne Phenolrot gemischt und die Zellen mit je 1pnal,well“ stimuliert. Zur Messung des
Basalwertes wurde zu den Zellen die entsprechenéag®l 96 %-iges Ethanol ohne
Hormonzusatz gegeben. Die Inkubationszeit betrugh2dei 37 °C und 5 % CO Die
Hormonstimulationen, auch die im Weiteren aufgegimrwurden immer als Triplikatansatze
durchgefuhrt.

3.4.2. Stimulation mit gonadalen Steroiden - Deioda  se-Assay

Stimuliert wurden die Zellen mit Testosteron (T), etdyltrienolon (R1881),
5a-Dihydrotestosteron (DHT), PBfEstradiol (&), Progesteron (P) und Dexamethason (Dex)
in einer Konzentration von 50 nM mit je 2 ml pwell* DMEM F12 ohne Phenolrot und
ohne Selen. Die Steroidstimulation wurde ebenserugelengabe mit je 2 ml pravell
DMEM F12 ohne Phenolrot + 100 nM p&eQ durchgefihrt. Bei Kostimulation mitsT
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betrug dessen Konzentration 3 nM. Stimuliert wurddie Zellen fir 48 h, fur eine
zeitabhangige Stimulation 24 - 36 h, bei 37 °C 6rib CQ. Zur Messung des Basalwertes
wurde die entsprechende Menge 96 %-iges Ethan@ Blonmonzusatz verwendet.

3.4.3. Stimulation mit TGF B, - Luciferase-Assay

Nach 24 h Transfektion von pBK15SePPpr-1800 wurdienZellen fir 24 h mit 4 pM und
100 pM TGM; stimuliert. Pro,well* wurde 1 ml DMEM F12 ausplattiert. Zur Messung des
Basalwertes wurde eine &quivalente Verdinnung anML Natriumzitrat sowie PBS + 2
mg/ml BSA ohne Hormonzusatz mit DMEM F12 versetatl ebenfalls je 1 ml prgwell* zu
den Zellen pipettiert.

3.4.4. Stimulation mit TGF B, - Deiodase-Assay

Nach Ausséden der Zellen wurden diese fur 48 h\Kefti und anschlielend fir 48 h mit
TGFB; in Konzentrationen von 0,4 pM, 4 pM, 40 pM und 18 mit je 2 ml pro,well*
DMEM F12 + 100 nM NgSeQ stimuliert. Zur Messung des Basalwertes wurde die
entsprechende Verdinnung an 1 mM Natriumzitrat soRBS + 2 mg/ml BSA ohne
Hormonzusatz mit DMEM F12 + 100 nM p&eQ benutzt und je 2 ml prowell“ davon

ausplattiert.

3.4.5. Stimulation mit GH - Luciferase-Assay

Nach Transfektion mit pGL2h5 DIpr-2467 wurde fliredDauer von 48 h alle 12 h mit

400 ng/ml GH stimuliert. Das Medium wurde nur zugB& der Stimulation gewechselt. Es

wurden folgende 2 Medien mit je 1 ml ppoell“ verwendet:

1. DMEM F12 + 100 nM N&eQ + 1 % [v/v] Aprotinin + 0,1 % [w/v] BSA

2. DMEM 4500 mg/l D-Glucose + 100 nM p&Q + 1 mM Pyruvat + 2 mM Glutamin
+ 1 % [v/v] Aprotinin + 0,1 % [w/v] BSA

DMEM 4500 mg/l D-Glucose enthalt, im UnterschiedMEM F12, 1349 mg/lI D-Glucose

mehr. Aprotinin ist ein polyvalenter Proteaseintahider den Abbau von GH verhindern soll,

wéahrend BSA zur weiteren Stabilisierung von GH quagt. Tz wurde in einer Konzentration

von 3 nM eingesetzt und wurde nur einmalig zu Begtler Stimulation zugesetzt. Als

Kontrolle wurde die aquivalente Menge®verwendet.

3.4.6. Stimulation mit GH - Deiodase-Assay

Zum einen wurde einmalig mit 240 ng/ml GH (je 1 pnb ,well* ) stimuliert und nach 48 h

die Enzymaktivitat im Deiodase-Assay bestimmt. Zamderen wurde ebenfalls fur die Dauer



METHODEN 42

von 48 h alle 12 h mit 400 ng/ml GH stimuliert. fasd nur ein Mediumwechsel zu Beginn

der Stimulation statt. Verwendet wurden folgendeizvedien mit je 1 ml prowell” :

1. DMEM F12 + 100 nM N&5eQ + 1 % [v/v] Aprotinin + 0,1 % [w/v] BSA

2. DMEM 4500 mg/I D-Glucose + 100 nM pgeQ + 1 mM Pyruvat + 2 mM Glutamin
+ 1 % [v/v] Aprotinin + 0,1 % [w/v] BSA

T3 wurde in einer Konzentration von 3 nM eingesetad wurde nur einmalig zu Beginn der

Stimulation zugesetzt. Um einen direkten Effektctiueinen der Inhaltsstoffe von DMEM

4500 mg/l D-Glucose ausschlieBen zu kdénnen, wuetiemso 1349 mg/l D-Glucose, 1 mM

Pyruvat und 2 mM Glutamin fur 48 h mit je 1 ml pneel* DMEM F12 getestet. Als

Kontrolle wurde die aquivalente Menge®verwendet.

3.5. Luciferase-Assay - Promoteraktivitatsbestimmun g der h5°DI

3.5.1. Aktivitatsbestimmung der Luciferase

Das hier verwendete Reporterenzym war die Luciterd3ieses Enzym Kkatalysiert die
oxidative Decarboxylierung von Luciferin. Als Sufzdt dieser Reaktion dienen Luciferin,
ATP, O, und Md™*, wohingegen Oxyluciferin,sh AMP, PR und Md" als Reaktionsprodukte
entstehen. Die relativ kurze Lichtemissionv)(fdieser Chemilumineszenzreaktion ist bei
562 nm im Luminometer messbar. Die Lichtemission psoportional zur Luciferase-
Aktivitat, deshalb ist die Lichtemission ein Surabgarker flr die Promoteraktivitat des
entsprechenden Promoter-Reportergen-Konstrukts.

Der Luciferase-Assay setzte sich aus folgenden ifsdhritten zusammen: Nach
Transfektion und Stimulation der Zellen wurden diggeerntet. Dazu wurden die Zellen
zweimalig mit je 1 ml PBS (4 °C) gewaschen und Hufagabe von 200 ul Reporter Lyse
Puffer (1x; 4 °C) prowell“ lysiert. Die Zellen wurden 10 min mit dem Lysepufinkubiert,
danach mit einem Zellschaber vom Boden gel6st un&ppendorf-Caps uberfuhrt. Nach
Vortexen musste das Zellysat anschlieRend fir 80bse 14000 rpm zentrifugiert werden.
Fur die weiteren Messungen wurde nur der Uberst@ndiendet und auf Eis gelagert. Die
Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt wurde im Lummeter vorgenommen. Dazu wurden
20 pl der Proben in 9gwell* Mikrotiter-Platten pipettiert und diese im Luminetar durch
einen automatischen Reagenz-Injektor mit 50 pl fenase-Assay-Substratpuffer versetzt.
Die dabei entstehende Lichtemission, digHlorescence units“(FU) angegeben wird, wurde

fur die Dauer von 10 sec gemessen. Letztlich mussth die Proteinkonzentrationen der
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einzelnen Proben, wie im nachsten Kapitel bescanglbestimmt werden, da sich die

spezifische Luciferaseaktivitat aus FU und Proteirdentration berechnet:

FU

spezifiscle Luciferasaktivitatt = ——
Protein[ug]
Da die Ergebnisse interexperimentelle Schwankuraggwiesen, wurde, falls relevant, die

relative Luciferaseaktivitat in Prozent berechnet.

3.5.2. Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wurden durch eine mpdifte Methode nach Bradford
bestimmt, demBio-Rad Protein Assay(93). Chemischphysikalische Grundlage dieser
Methode bildet der Farbstoffoomassie Brilliant Bluedessen Absorptionsmaximum sich
nach Proteinbindung von 465 nm zu 595 nm verschiebt

Pro Kivette (1 cm) wurden 10 pl der Probe mit Ided nach Anleitung verdiinnten Bio-Rad-
Reagenz vermischt und mindestens 5 min bei Raungeny inkubiert. Gemessen wurden
die Proben im Photometer bei 595 nm. Gleichzeitigden je 2, 5, 10, 20 und 30 pl eines
IgG-Proteinstandards definierter Konzentration rhitml Bio-RadLdsung gemessen, um
anhand einer Regressionsanalyse eine Eichgeradesiellen. Mit Hilfe der gemessenen

Extinktion und der Standardkurve wurde die Proteimdentration bestimmt.

3.6. Deiodase-Assay - Enzymaktivitatsbestimmung der h5"DI

Der Deiodase-Assay dient dazu die Enzymaktivitat Deiodaseenzyme zu bestimmen.
Grundlage des Assays ist die Freisetzung von rithien ‘23" aus f*]-markiertem r§ in
Anwesenheit von unmarkiertemg{04) (95).

Der Assay setzt sich im Uberblick aus folgendenriien zusammen. Die Reaktion wird
gestartet durch Zugabe von Zellhomogenat mit hgiDéinem Substratmix aus 3,3",5%7-

rTs als Tracer und 10 nmol/L unmarkiertemsrvobei die Konzentration vorfl]-rTs
gegenuber rJvernachlassigbar gering ist. Da die genaue Konagom von rg bekannt ist,
kann ausgehend von def]-Freisetzung die eigentliché-Freisetzung aus gTberechnet
werden. Als Cosubstrat dient reduzierendes DitimdForm von DTT zur Regeneration der
h5°DI nach Deiodierung. Die Reaktion wird durch Zhbg einer BSA/PTU-LOsung gestoppt.
PTU fahrt zur irreversiblen Hemmung der h5DI, uBBSA bindet das verbleibende
lodthyronin. Nach Ausfallung und AbzentrifugatioardProteine wird aus dem Uberstand das
freigesetzté®® durch Saulenchromatographie abgesondert:aA#fT ; an die Saulen bindet

und*®1" nicht. AnschlieRend wird digStrahlung vort*1” im y-Countergemessen.
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3.6.1. Praparation von Zellhomogenaten

Fur die Bestimmung der Deiodaseaktivitait wurden diellen nach entsprechender
Stimulationsdauer geerntet. Hierzu wurden die Zelieveimal mit je 2 ml PBS (4 °C)
gewaschen. Danach wurden die Zellen in gDBiomogenisationspuffer (4 °C) pravell”
geerntet. Durch Ultraschall (10 mal ein 0,5 s-Pbls 100 Watt) wurden die Zellen
homogenisiert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmuaey Proteinkonzentration nach der
modifizierten Bradford-Methode unter Verwendung Bés-Rad Protein Assaywgl. 3.5.2.).
Die Proben wurden bis zur Messung der Deiodaseviétibei -20 °C verwahrt.

3.6.2. Reinigung des Tracers

Da der Tracer 3,3",5™47]-rT5 durch spontane Deiodierung und Radiolyse auclesrén”
enthalt, wurde dieses durch Adsorptionschromatdgeaan Sephadex LH 20 gebunden.
Hierzu wurden 60Qu Sephadex LH 20, das in 0,1 M HCI-L6sung resuspehdar, in eine
Sarstedt-Kunststoffsdule mit 10m Porenfilter pipettiert und die Saule mit 3 ml HCI
(0,1 M) aquilibriert. Auf diese Saule wurde der denaufgetragen, dessen Menge so gewahlt
wurde, dass im fertigen Substratmix eine Aktivieah 55000 cpm/5@I gemessen werden
konnte. Die Menge an Tracer war aul3er von der Anzkmn Proben auch von der
Lagerungszeit des Tracers abhangig, da die Halbreittvon {*I] 60 d betragt. Sodann
wurde die Saule mit 3 ml HCI (0,1 M) und danach &inl H,O gewaschen. Abschliel3end
wurde der Tracer mit 1 ml Ethanol:NKB8:2) durch Zentrifugation bei 1000 rpm flr 5 nmn
ein Glasrohrchen eluiert. Bei 20 °C im Wasserbddlgte dann unter NBegasung die
vollstandige Eindampfung des Substrats. FlUr derstgatimix wurde der Tracer wie folgt

resolubilisiert:

T3 nach Endkonzentration; hier 10 nmol/lg rT
NaOH 0,33 mM

Ko;HPOY/KH,PO, (pH 6,8) 200 mM

EDTA 2 mM

DTT 40 mM

H,0 nach Anzahl der Reaktionsansatze

Das Endvolumen an 4@ richtet sich nach der Anzahl der zu untersucheri®t®eben. Dabei

ist zu berucksichtigen, dass die Deiodaseaktigitées Ansatzes durch 2 Triplikate bestimmt
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wird, namlich ein PTU-gehemmtes und ein ungehemmtgsdikat. Dies macht zusammen
6 Reaktionsansatze, wobei pro Reaktionsansag# SQbstratmix notig sind.

50 pl des fertigen Substratmix und 2 ml 10 % (v/v) Bsaure wurden fir 10 min im
y-Countergemessen, um den Wert fiir die theoretisch maxinialiche {*]-Freisetzung
(cpm 10099 bestimmen zu koénnen. Der cpmyesWert sollte, wie bereits erwahnt, nach
Maglichkeit bei 55000 cpm/5Ql Substratmix liegen.

3.6.3. Messung der Deiodaseaktivitat

Zur Bestimmung der h5 DI-Aktivitdt wurde das Zelthogenat (4 °C) auf eine definierte
Proteinkonzentration von 2ug/ul verdinnt, um in jedem Reaktionsansatz 40 pl
Zellhomogenat (8(ig) vorlegen zu konnen. Die spezifische Deiodaseidtiberechnet sich
namlich unter anderem aus der Proteinkonzentrakiomzupipettiert wurden entweder 10
H,O oder 10ul PTU (10 mM), da PTU die h5°DlI, aber nicht die b8; irreversibel hemmt.
Samtliche Arbeitsschritte mit dem Zellhomogenat deur auf Eis durchgefuhrt. Weiterhin
war es notig, den entsprechenden Blindwert (gpg), also die spontane Deiodierung ohne
Deiodase, zu ermitteln. Hierzu wurden plOSubstratmix mit 1Qul H,O inkubiert und das
Zellhomogenat erst spater nach Abstoppen der Reaktigegeben.

Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe von §0 Substratmix. Die
Inkubationstemperatur lag bei 37 °C. Nach genaun@® wurde die Reaktion durch 50
BSA/PTU-LAsung gestoppt. Die Proteine wurden m@d @OTCA (10 %; 4 °C) ausgefallt und
bei 4000 rpm fur 15 min abzentrifugiert. Von dem eddiand wurden 48Qul auf
Dowex 50 WX-5aulen gegeben, nachdem diese mit 5 ml 10 % Basjgsaure aquilibriert
worden waren. Mit Hilfe von zweimal 1 ml 10 % (v/Bssigsaure wurde dd$’" in
Plastikréhrchen eluiert und das Eluat ywCounter fiur 10 min (cpmsge) gemessen. Zum
Schluf® wurde nochmals zur Kontrolle die genaue Katration der Proteinverdiinnung mit
demBio Rad Protein Assafvgl. 3.5.2.) bestimmt. Der Wert der maximalen @zahl wurde
bereits nach Aufreinigung des Tracers gewonnen (gpi Bei zu hohem Substratumsatz
tritt eine Substratdepletion ein, die in der Endyghau einer Reaktionsverlangsamung fuhrt.
Aus diesem Grund ist darauf zu achten, dass det tésrf??1]-Release durch die Deiodasen

(cpmyei) Nicht Giber 10 % des Werts von cpay liegt.

3.6.4. Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat

Zur Berechnung der spezifischen Deiodaseaktivitdit fgplgende Gleichung die freigesetzte

lodidmenge in fmol pro Minute und mg Protein wieder
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- . - 2mmolrTs ki - »
Spezifiscle Deiodaseativitat [fm—m_] = molrTs (1000 OOOE.(cpn.},el CP M)
mglmin CPM, 40, LMQ Proteiniimin (489,
cpMiei = I -Freisetzung durch Deiodaseaktivitat
CPMping = ~2I"-Freisetzung durch nichtenzymatische Deiodierung

CPM1oo% = theoretisch denkbare 100 %-ig& -Freisetzung in 50 pl Substratmix

Da ['?]-rT 3 aufgrund der freien Drehbarkeit der Diphenylethedbng entweder an 3'- oder
5°-Position radioaktiv markiert wird, muss in dieatmematische Formel der Faktor 2
eingehen. Da die Menge affJ]-rT; gegeniiber rJverschwindend gering ist, wird dessen
Konzentration nicht in die Berechnung einbezogem3éxdem ist zu beachten, dass der T
Wert nicht als Konzentration in die Formel eingesetird, sondern als absolute Stoffmenge,
in diesen Experimenten 0,1 nmokrRulRerdem wird der Faktor 480/550 bertcksichtigil
vom Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes (BpGur 480 ul auf die Dowex-S&ulen
aufgetragen wurden. Da die Ergebnisse bei Wiedengol der Experimente
interexperimentelle Schwankungen aufwiesen, wurde die relative Deiodaseaktivitat in

Prozent ausgewertet.

3.7. Statistische Auswertung

Voraussetzung fur eine Varianzanalyse (ANOVA) datdd bei unabhangigen Stichproben
ist eine Normalverteilung der Werte, die erst ateeiFallzahl von ungefahr 30 Werten pro
Gruppe sinnvoll getestet werden kann. Da in defieggnden Untersuchungen diese Menge
an Fallzahlen nicht erreicht wurde, konnten in elieérbeit nur Rangsummentests zur
Anwendung kommen. Diese Tests sortieren alle Wertaufsteigender Reihenfolge und
versehen sie mit Rangnummern. FiUr zwei unverbund&tehproben steht der Mann-
Whitney-U-Test zur Verfigung und fur drei oder malmverbundene Stichproben der
Kruskal-Wallis-Test. Nachteil der Rangsummentests dass haufiger als beim t-Test die
Nullhypothese beibehalten wird. Aussage der Nulitlgpse ist, dass die getesteten Gruppen
gleich sind.

Da bei mehrmaligem Testen einer Gruppe von Wergmd-ehler (Fehler 1. Art) ansteigt,
ist es beim multiplen Testen eventuell ratsam, Blomferroni-Korrektur einzufihren und
jedem einzelnen Test die Irrtumswahrscheinlichkék zugrunde zu legen, wobei k der
Anzahl der Tests entspricht undals Fehler 1. Art normalerweise bei 5 % (p = 0J&9t. Fiur

k = 2 muss folglichp < 0,025, fur k = 3 muss p < 0,0166 und fur k mdss p < 0,0125 sein
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und so weiter. Ublicherweise werden alle Werte mik 0,05 als statistisch signifikant
bezeichnet. Fur Berechnungen, bei denen die Bamfekorrektur zur Anwendung kam,
wird dies gesondert vermerkt.

Fur einen Teil der Daten wurde die Monte-Carlo-8ilganz berechnet, die eine genauere
Berechnung der Signifikanz durch Simulation dert®¥ikrng darstellt. Da dies jedoch nur auf
bestimmten Rechnern mit sehr gro3em Arbeitsspei€Rechenzentrum der Universitat
Wirzburg) moglich ist, wurde fir den Grof3teil destén die asymptotische Signifikanz als
Naherung verwendet.

In den Graphiken kam standardmafig die aus Trigikagewonnenen Mittelwert) zur
Abbildung. Der Standardfehler des Mittelwerteg) (gibt eine Schatzung der Genauigkeit des
Mittelwerts wieder und ist somit ein Maf3 fur die ri&hilitdt des Mittelwertes. In den
Graphiken sind die Standardfehler in Form von Félalkken abgebildet (96).
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4. ERGEBNISSE

4.1. Wirkung von Steroidhormonen auf die h5’'DIinH  epG2-

Zellen

4.1.1. Analyse der Steroidregulation des h5’'DI-Prom  oters im
Luciferase-Assay

Da die Luciferase leichte Detektierbarkeit und éireeWerte Uber einen weiten Messbereich
aufweist, kam anfanglich der Luciferase-Assay zuns&z, um die Wirkung von gonadalen
Steroiden auf den Promoter der h5°DI zu untersuchen Speziellen sollte eine frihe
Primarantwort auf Steroidhormone mittels nukleatdormonrezeptoren nachgewiesen
werden. Zur Verflgung standen verschiedene Repgemn&onstrukte. Das langste dieser
Fragmente besteht aus 2467 bp, wahrend sich deeidir aus 1480 bp, 739 bp, 428 bp und

105 bp zusammensetzen.

500 -
400 A
2
5 1 L 1 1
LIC. 300 A 1 L
8 Abb. 8: Luciferase-Assay:
g 200 - Transfektion von HepG2 mit
s pGL2h5 Dlpr-1480 und Stimulation
3 100 - mit Steroiden. Zellen 24 h kultiviert,
24 h transfiziert und 24 h stimuliert;
Steroide 50 nM; n = 1;
0 == Abbildung von X+os.
pGL2h5 'DIpr-1480 - + + + + + +
R1881 - - - - - -
DHT - - -+t - - -
E, - - - -t - -
P - - - - -+ -
Dex - - - - - -  #

HepG2-Zellen wurden mit dem 1480 bp groRen ProrRegortergenkonstrukt
pGL2h5 Dlpr-1480 transfiziert. Um eine mdglicheregenahnliche Wirkung von Phenolrot
auszuschlieBen, wurde phenolrotfreies Medium vedeenFur die Stimulation wurden die
Zellen mit Testosteron (T), Methyltrienolon (R188Bu-Dihydrotestosteron (DHT), B¢

Estradiol (i), Progesteron (P) und Dexamethason (Dex) beharidieltSteroide wurden in
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einer Konzentration von 50 nM eingesetzt. Nach Megs und Berechnung der
Luciferaseaktivitat wurden die Triplikate anhands ddittelwertes und des Standardfehlers
des Mittelwertes X £ ox) ausgewertet. Wenngleich in Triplikaten gemessemde;, ist
aufgrund der hohen Gruppenzahl und der geringefzdfdén eine sinnvolle statistische
Testung dieser Ergebnisse nicht mdglich. Die Erggslensind in Abb. 8 veranschaulicht. Sie
zeigen, dass Steroide keinen Effekt auf die Proraktiwitat der h5°DI haben.

Da B. Mentrup in ihren Versuchen beobachten konmtass das leere Luciferase-
Expressionsplasmid pGL2basic durch R1881 regulieitd, wurde zur Wirkung der
gonadalen Steroiden von weiteren Experimenten emt Huciferase-Assay abgesehen (110).

4.1.2. Analyse der Steroidregulation der h5"'DI im Deiodase-Assay

Im folgenden wurde deshalb nur anhand des Deiodlasays untersucht, ob die h5°DI die

Zugabe von Steroidhormonen mit einem stimulatoeadaffekt beantwortet.

4.1.2.1. Untersuchung der Steroidstimulation der h5  "DI-
Enzymaktivitat in HepG2 ohne Selen

Um zu testen, ob sich eine Steroidregulation uStelendefizienz hierarchisch behaupten
kann, wurde die Stimulation mit Steroiden ohne $aipentation von Selen versucht. HepG2-
Zellen wurde fir 24 h und 72 h mit jeweils 50 nMR1,881, DHT, E, P oder Dex stimuliert.
Zur Kontrolle wurde die Selendefizienz durch Zugabae 100 nM Selen aufgehoben. Da sich
kein zeitabhangiger Steroideffekt einstellte, ward#ie Ergebnisse der unterschiedlichen
Stimulationszeiten zusammengefasst und ausgew@&itetMittelwerte und Standardfehler
des Mittelwertes X + ox) wurden nicht aus den spezifischen Enzymaktivitate
[fmol/mg/min], sondern aus den relativen Aktivitdten Prozent [%] berechnet. Wie Abb. 9
zeigt, ist das Ergebnis ein mangelnder Effekt viardden auf die Enzymaktivitat. Der Wert
der relativen Kontrollaktivitat ohne Selen betr&bt,5 £ 2,4) % in Bezug auf die mit Selen
(100,0 £ 1,5) %. Diese Ergebnisse sind im Kruskallia+Test unter Berechnung der Monte-
Carlo-Signifkanz signifikant unterschiedlich (p 901).
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o Abb. 9: Deiodase-Assay:
8 40 - Stimulation von HepG2-Zellen mit
) Steroiden ohne Selen. Stimulations-
-% 20 A dauer 24 h - 72 h; Steroide 50 nM,
= Natriumselenit 100 nM; n=2;
m L 1
= 0 I-LI rl-l rl-l rl-l rl-l rl-l Abbildung von X+ox.

Selen -t -

R1881 - - -+t - - - -
DHT - - - -+ - - -

Dex } } ; ; ; ; - F

4.1.2.2. Untersuchung der Steroidstimulation der h5  "DI-
Enzymaktivitat in HepG2 mit Selen

Da Deiodasen Selenoproteine sind, ist deren Enziwitdk vom supplementierten Selen
abhangig. Erst wurde nur das Stimulationsmediuritespaber auch das Kulturmedium mit
100 nM Selen supplementiert. Die Zellen wurdengiémau 48 h mit T, R1881, DHT, End
Dex in einer Konzentration von 50 nM inkubiert uadschlielBend die Deiodaseaktivitat
bestimmt. In Abb. 10a sieht man, dass die Steroidbogabe trotz Selensupplementation
keinen stimulatorischen Effekt hat. Der leicht Witorische Effekt von R1881,
(93,0 = 3,1) %, stellt im Mann-Whitney-U-Test eirrmeintlich statistisch signifikantes
Ergebnis dar (p = 0,018), doch liegt das Signifdétameau nach 5-maligem Testen unter
Anwendung der Bonferroni-Korrektur bei p < 0,01.

4.1.2.3. Ts-Stimulation im Deiodase-Assay und Kostimulation mi t

Steroiden

In die eben gezeigten Experimente wurde als Péasttitrolle zusatzlich die Stimulation von
HepG2 mit 3 nM § aufgenommen, um die potentielle Stimulierbarked &ystems zu testen.
Gleichzeitig wurde mit Steroiden kostimuliert, um griifen, ob dies einen synergistischen
Effekt hat. Getestet wurden 50 nM R1881 bzw. E
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Abb. 10a: Deiodase-Assay:

Stimulation von HepG2-Zellen mit
Steroiden und Selen. Stimulations-
dauer 48 h; Steroide 50 nM, Selen
100 nM; n=1-5; ns;

Abbildung von X*oy.

Abb. 10b zeigt die Ergebnisse diesesSkimulation, die zu einem Anstieg der h5'DI-
Enzymaktivitat ausgehend von (100,0 + 1,9) % a6# (& + 4,4) % fuhrt. Dieser Unterschied
ist statistisch signifikant gegeniiber dem Kontreltv (p < 0,001). Die zusatzliche

Kostimulation mit Steroiden verandert jedoch niatie Ts-Responsivitat (p = 0,008)

bzw. (p < 0,001).

250 -
\o p <0,001 p =0,008 p <0,001
= 200 + .
4(':5 I 1
<
£ 150 -
I
5
(2]
S . .
S 100 A .
©
a
S 50 A
©
2

0

Selen + + + + + +
T, - + + - +
R1881 - - + + a .
E, - - - + +

Abb. 10b: Deiodase-Assay:
Stimulation von HepG2-Zellen mit
Steroiden, T und Selen.
Stimulationsdauer 48 h; Steroide 50
nM, T3 3 nM, Selen 100 nM; n=1-8;
Abbildung von X*os3.
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4.1.2.4. Transfektion von HepG2 mit AR und ER a, Steroidstimulation
und Bestimmung der h5 DI-Enzymaktivitat

Da nukleare Hormonrezeptoren die Wirkung von StlEnoivermitteln, wurde untersucht, ob
die zusatzliche Kotransfektion des Androgenrezeptgressionsplasmids pSVARO bzw. des
Estrogenrezeptor-Expressionsplasmids pSG5HEO dineiluss auf die Steroidstimulation
hat. Wie in den Experimenten zuvor wurde mit R1884pektive E stimuliert und die
Enzymaktivitat als Positivkontrolle mitsTinduziert. Als Kontrolle wurde die Enzymaktivitat
von Zellen bestimmt, die mit pBS transfiziert wandearen.

250 - N AR ERa
é 200 | p =0,001 p <0,001 QOOl
= N %
%150- B § § Z Z
: N R X
S 100 4~ \ \ / /
q, N 1
S N N A
2 50 N R 27
3 NN A0
s M 7
T; -+ - -+ o+ - -+ 4
R1881 . s .4 S
E, - - - - - -+ -+

Abb. 11: Deiodase-Assay:

Transfektion von HepG2 mit AR und ERa, Steroidstimulation und Bestimmung der
h5 DI-Enzymaktivitat. Zellen 48 h kultiviert, 24 h transfiziert und 48 h stimuliert;
Steroidstimulation mit R1881 bzw. 1B-Estradiol 50 nM und T3 3 nM; Selen 100 nM;
n=3-8; Abbildung von X*oy.

In Abb. 11 sind die Ergebnisse dieser Experimensgammengefasst. Man sieht, dass auf die
Transfektion von AR bzw. ElRkeine Anderung der Enzymaktivitat folgt. Die zuighe
Stimulation mit den Steroiden R1881 bzw.Hat keinen weiteren Effekt. Auch hier zeigt eine
Kostimulation mit Steroiden keine synergistischerkifing auf die 3-Responsivitat der
h5°DI. Tz induziert die Enzymaktivitat um 163,4 %, was imuikal-Wallis-Test statistisch
signifikant war (p = 0,001). DiesfStimulation nach Transfektion von AR bzw. &Rihrt zu
einer vergleichbaren Induktion der Enzymaktivitan ul99,2 % bzw. 202,3 %. Die
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Kostimulation von AR mit R1881 unds;Tbzw. von ER mit E, und T; fiihrt zu einer
Induktion der Enzymaktivitat um 193,9 % bzw. 18%1

4.2. Uberprufung der TGF B,-Responsivitat der h5" Dl in HepG2-
Zellen

Die Frage, welchen Einfluss T@F auf die h5 DI ausubt, stellt sich im Rahmen der
Pathophysiologie desLow T3 Syndrome’s" In diesem Zusammenhang wurde auch der
inhibitorische Effekt von TGBE, auf die SePP-Promoteraktivitat im Luciferase-Assay
Uberpruft, um zum einen die biologische AktivitainvTGH3; zu testen und zum anderen
eventuelle systematische Fehler in der Durchfiuhrumgn Transfektionen oder der

Anwendung des Luciferase-Assays epikritisch abgrerzz kénnen,

4.2.1. Untersuchung der Regulation der h5’'DI im Dei  odase-Assay
durch TGF B,

HepG2-Zellen wurden mit 100 nM Selen kultiviert und 0,4 pM, 4 pM, 40 pM und 100 pM
TGH3; fur die Dauer von 48 h stimuliert. AnschlieRendreeidie Enzymaktivitat der h5DI

bestimmt.
150 -

Abb. 12: Deiodase-Assay:

100 + . : x 2 Stimulation von HepG2-Zellen mit

I TGFB; und Bestimmung der
h5"DI-Enzymaktivitat. Zellen 48 h

mit 0,4 pM, 4 pM, 40 pM und

100 pM TGFB; stimuliert; Selen

30 1 100 nM; n=1-3; ns;

Abbildung von X*ox.

relative Deiodaseaktivitat in %

TGFB, - 0,4pM 4pM  40pM 100pM

Trotz leichter Hemmung der h5 DI-Enzymaktivitat entLl00 pM TGPB; (75,9 + 12,8) %
weisen die Ergebnisse, dargestellt in Abb. 12, imsKal-Wallis-Test, unter Berechnung der

Monte-Carlo-Signifikanz, keinen statistisch sigkeéiinten Unterschied auf (p = 0,48).



ERGEBNISSE 54

4.2.2. Kontrolle von TGF B, anhand des SePP-Promoters im

Luciferase-Assay

4.2.2.1. Transfektion von HepG2 mit pBK15SePPpr-180 0

Die biologische Aktivitat von TGB, wurde anhand des SePP-Promoters im Luciferase-
Assays Uberpruft.

Die Stimulation mit 100 pM TG, fuhrt zu einer Hemmung der Promoteraktivitat vairB
ausgehend von (2598,2 + 120,0) kty/auf (1303,1 = 67,1) Fig. Dies entspricht einer
Inhibition auf 50,2 %, wie in Abb. 13a zu sehen vgbbei das Signifikanzniveau aber knapp

verpasst wurde (p = 0,05).

3000 b ns
o> |
=
)
w
£ 2000 -
S Abb. 13a: Luciferase-Assay:
S Transfektion von  HepG2  mit
% 1 pBK15SePPpr-1800 und Stimulation
@ mit TGF ;. Zellen 24 h kultiviert, 24 h
< 1000 - transfiziert und 24 h stimuliert;
% TGFB, 100 pM; n=1; ns;
3 Abbildung von X*os3.

0
pBK15SePPr-1800 - + +
TGFB, - - 100 pM

Bei Wiederholung des Versuches wurde der SePP-Reomuot nur 4 pM TGB; stimuliert.
Wie Abb. 13b zeigt, reduziert diese T@FKonzentration die SePP-Promoteraktivitat immer
noch von (1275,5 £ 138,6) Fuj auf (851,9 + 148,1) FWg, also auf 66,8 %. Trotz dieser
beachtlichen Hemmung ist dieser Wert aufgrund rstafistisch nicht signifikant (p = 0,127).
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1500 - ns

1000 A
I Abb. 13b: Luciferase-Assay:

Transfektion von HepG2 mit
pBK15SePPpr-1800 und Stimulation mit
TGFB;:. Zellen 24 h kultiviert, 24 h
500 + transfiziert und 24 h stimuliert; TGF B,
4 pM; n=1; ns;

Abbildung von X*os5.

Luciferaseaktivitat in FU/ug

0
pBK15SePPr-1800 - + +
TGFB, - . 4 pM

4.3. Uberprifung moglicher GH-Effekte auf die h5'DI  in HepG2

Um zu Kklaren, ob die unter intensivmedizinscher d&@whung oder wahrend
Substitutionstherapie  mit GH  beobachteten  Auswigam auf die freien
Schilddriisenhormonkonzentrationen durch die Wirkwmog GH auf die h5 DI-Aktivitat
verursacht sein kénnten, wurde der Einfluss von &ifidie Promoter- und Enzymaktivitat

der h5'Dl in HepG2-Zellen untersucht.

4.3.1. Untersuchung der GH-Regulation des h5'DI-Pro  moters im
Luciferase-Assay

Zur Uberprifung der GH-Wirkung wurde zuerst der iferase-Assay angewandt. HepG2-
Zellen wurden mit pGL2h5 DIpr-2467 transfiziert uhdrnach fir die Dauer von 48 h alle
12 h mit 400 ng/ml GH stimuliert. Verwendet wurderzeinen das fir HepG2-Zellen ubliche
Medium DMEM F12 zum anderen wurde der Einfluss gdgh-glucosemediuni (HG)
DMEM-4500mg/I-D-Glucose getestet. Im Unterschied RMEM F12 beinhaltet dieses
1349 mg/l D-Glucose mehr.

In Abb. 14 ist zu sehen, dass GH weder alleine noclKombination mit § einen
nennenswerten Effekt auf die h5 DI-Luciferaseakdivi hat. Unter Verwendung von
DMEM-4500mg/I-D-Glucose ist die basale Promoterakit zwar erhoht, ein GH-Effekt
lasst sich aber auch hier nicht abgrenzenzdigt ohne die zusatzliche Kotransfektion von
TRP nicht die gewlinschte Responsivitat des Promoterdhf’'DIl. Des mangelnden Effekts
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200 +
. DMEM + 4500 mgn Glucose

D DMEM F12

150 +
Abb. 14: Luciferase-Assay:
Transfektion von HepG2 mit
pGL2h5 Dlpr-2467 und
I Stimulation mit GH bzw. Ta.
Zellen 24 h kultiviert, 24 h
transfiziert und Uber einen
Zeitraum von 48 h alle 12 h
mit 400 ng/ml GH stimuliert;
50 1 3 nM T3 DMEM F12 oder
DMEM 4500mg/I D-Glucose +
1 mM Pyruvat + 2 mM
Glutamin; 1 % [v/v] Protease-

100 1

relative Luciferaseaktivitét in %

0 inhibitor Aprotinin und 0,1 %
[wiv] BSA; n =1,
pGL2h5 "Dlpr-2467 . + + + + + + + Abbildung von X*osy.
GH - - + - + - + +
T, - - - + + - - +

wegen wurde auf weitere Experimente hierzu vereichEine statistische Testung war

aufgrund der geringen Fallzahl nicht sinnvoll.

4.3.2. Untersuchung der GH-Regulation der h5°'DI im  Deiodase-
Assay

150 -

. Abb. 15: Deiodase-Assay:

100 - . Stimulation von HepG2-Zellen
mit GH und Bestimmung der
h5DI-Enzymaktivitat. Zellen
48 h mit einmalig 240 ng/ml GH
stimuliert; Selen 100 nM; n=1;
50 1 Abbildung von X*oy.

relative Deiodaseaktivitat in %

GH - +
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In einem anderen Versuch wurden HepG2-Zellen imo@ese-Assay auf ihre GH-
Responsitvitat dberpruft. Dazu wurden die Zellem&lig mit 240 ng/ml GH stimuliert und
nach 48 h die Enzymaktivitit im Deiodase-Assay ibest. Eine Anderung der
Enzymaktivitat lield sich nicht beobachten (Abb..15)

In einem weiteren Experiment wurde die Konzentratton GH auf 400 ng/ml erh6ht und
Uber 48 h alle 12 h weitere 400 ng/ml GH zugegelereinem Teil des Ansatzes wurde
ebenfalls dasHigh-glucosemediumi (HG) DMEM 4500mg/lI D-Glucose im Deiodase-Assay

getestet.

900 -
I:I DMEM + 4s00 mgn Glucose
800 -
[CJDMEM F12
S 700 1 Abb. 16: Deiodase-Assay:
< Stimulation von HepG2-Zellen mit
= 600 1 GH und/oder T; und Bestimmung der
S h5 DI-Enzymaktivitat. Zellen iber
X 500 - einen Zeitraum von 48 h alle 12 h mit
B 400 ng/ml GH stimuliert;
8 400 A 3 nM T3 Selen 100 nM; DMEM F12;
E DMEM 4500mg/l D-Glucose mit
A 300 - 1 mM Pyruvat und 2 mM Glutamin;
© 1 % [v/v] Proteaseinhibitor Aprotinin
2 und 0,1 % [w/v] BSA; n=1; Kruskal-
% 200 A Wallis-Test: p < 0,001,
= Abbildung von X*ox.
100 - |-—|
0
T, - + + - - + +
GH - - + - + - +

Abb. 16 zeigt die Deiodaseaktivitat zum einen udimn Einfluss von DMEM F12 und zum
anderen unter DMEM 4500mg/l D-Glucose. Dadie 5 DI hochreguliert, wurde, um eine
unphysiologische FDepletion zu vermeiden, primar mit; Kostimuliert. Aufféllig ist die
hohe Deiodaseaktivitdt unter DMEM 4500mg/I D-Glueodedoch ist kein direkter Einfluss
von GH unter Kostimulation vonsTauf die h5"DI-Enzymaktivitdt zu beobachten, unaigjig
ob DMEM F12 oder DMEM-4500mg/I-D-Glucose verwendstirde. Der Einsatz von
DMEM 4500mg/l D-Glucose zeigt hingegen eine debdiZunahme der h5 DI-Aktivitat von
(100,0 + 1,6) % auf (343,8 + 14,6) %. Diese Staiggr hat auch unter zIStimulation
(362,1 %) sowie unter Kostimulation von GH ung (B17,2 %) Bestand (Abb. 16). Somit

lasst sich kein GH-spezifischer Effekt vermerkemdson einzig eine Steigerung der



ERGEBNISSE 58

Enzymaktivitat der h5°DI durch DMEM 4500mg/l D-Ghse, die im Kruskal-Wallis-Test,
unter Berechnung der Monte-Carlo-Signifikanz, mi 9,001 statistisch signifikant ist. Die
Einzelvergleiche im Mann-Whitney-U-Test waren jeldloicht statistisch signifikant.

Die Frage, die sich aufgrund dieser Ergebnissdt,sigt, ob es sich dabei um eine direkte
Wirkung von Glucose auf die h5° DI handelt, da DMEMOOmg/I D-Glucose 1349 mg/l
D-Glucose mehr beinhaltet als DMEM F12, oder ols dierch einen unspezifischen anabolen
Effekt von DMEM 4500mg/I D-Glucose und dessen Igsbffen bedingt ist.

4.3.3. Analyse der Wirkung von Glutamin, Glucose un  d Pyruvat auf
die h5°DI
Um zu uberprifen, ob Glucose oder einer der andirealtsstoffe von DMEM 4500mg/I
D-Glucose zu der beobachteten Induktion der Enzyiwitk fiihrt, wurde die Wirkung von
1349 mg/l D-Glucose, 2 mM Glutamin bzw. 1 mM Pyruaaf die h5'DI im Deiodase-Assay
Uberpruft. Die Glucose-Differenz zwischen DMEM 48@§)| D-Glucose und DMEM F12
betragt 1349 mg/l D-Glucose. Die Ergebnisse sindbb. 17 zu sehen. Es kann weder ein
stimulatorischer Effekt beobachtet noch ein sigaifites Ergebnis im Kruskal-Wallis-Test

(p = 0,71) nachgewiesen werden.

150 -
X
< 125 -
= I
(C
S 100 A . . Abb. 17: Deiodase-Assay:
< Stimulation von  HepG2-
@ Zellen mit Glucose, Glutamin
% 75 - bzw. Pyruvat und
.g Bestimmung der h5DI-
o 50 A Enzymaktivitat. Zellen 48 h
8 mit 1349 mg/l D-Glucose,
o 2 mM Glutamin bzw. 1 mM
> 25 - Pyruvat stimuliert; Selen
IS 100 nM; n=1-3; ns;
[ 0 Abbildung von X+ox.
Glucose - + - -
Glutamin - - + -

Pyruvat - - - +
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5. DISKUSSION

5.1. Bedeutung der h5°DI und Diskussion der angewan  dten
Methoden

Die Konzeption dieser Arbeit zielt auf die Fragdy eich eine geschlechtsspezifische
Expression der 5°'DI auch im humanen Zellkulturmbdathweisen lasst, oder ob die h5"DI
anderweitig durch TGk oder GH reguliert wird. Obwohl nun nach Vorliegger Ergebnisse

die Diskussion derselben im Mittelpunkt der Bettaoly stehen sollte, muss zuallererst die

Bedeutung der h5°DI sowie der angewandten Meth&dgsche Bemerkung finden.

Bislang wurde vermutet, dass die 5°DI fur den Gedfter peripheren Konversion von Zu

T3 verantwortlich ist und entscheidend am Abbau vdg beteiligt ist (59). T kann
extrathyroidal sowohl durch die 5°'DI als auch 5 Bdéneriert werden. Welcher quantitative
Anteil des Plasmasls durch die 5°DI in Abgrenzung zur 5°DII erzeugdtdy konnte bislang
nicht abschliel3end geklart werden (6) (7) (10) (27)

Im Menschen wurde, unter Bertcksichtigung der hobién-Aktivitat in der Leber und in
Anbetracht der GroRRe dieses Organs, der Anteibdel an der Generierung des Plasma-T
Spiegels auf 20 - 60 % geschatzt (6). Die Hemmueg t6'DI durch PTU in primar
hypothyreoten und mit jfsubstituierten Individuen fuhrt zu einer Senkungr dotalen
Plasma-%-Konzentration um 20 - 30 %. Diese Werte miusseadgkdicht zwangslaufig den
5°DI-Anteil an der E-Produktion widerspiegeln, da sowohl inadaquate fHthmung als
auch verminderte sfClearence durch die 5-Deiodaseaktivitat der 5 @hihausgeschlossen
werden kdnnen (95). Auch in Tracer-Studien, derereck die Bestimmung der genauen
Kompartimentierung der extrathyroidaleg-Hroduktion gewesen war, schwankten die durch
die h5°DI erzeugten sFSpiegel zwischen 81 % und 15 % in Abhangigkeit waen
getroffenen Annahmen (97).

Tierexperimentell ergaben Untersuchungen im C3H-4dtamm, dass dort sowohl die 5'DI-
Enzymaktivitat als auch die entsprechende mRNA-kabation auf 10 % derer von
normalen C57-Mausen reduziert sind. Trotz der mgedr 5" DI-Enzymaktivitat zeigen diese
Tiere phanotypisch normale SerurgHdonzentrationen (98).

Der Sec-spezifische-tRNA-Knockout in der Leber Wddusen (Alb-Cre, Trdfl"), der den
Einbau von Sec in Proteine verhindert, fihrt zumidaung der Expression aller hepatischen
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Selenoenzyme einschliel3lich der 5'DI. Die 5 DI-Ak&t wird so um mehr als 90 %
reduziert. Es lassen sich keine veranderten Scfidgthhormonspiegel beobachtens, ;-
und TSH-Werte sind im Normbereich. In Niere, BAKefttmuskulatur, Herz und Gehirn ist
die Aktivitat der 5°DI und 5 DIl nicht kompensatech erhoht (27).

Der systemische 5 DI-Knockout in Mausen (Diol-K@)degen weist zwar erhdhte-Tund
rTs-Werte auf, B- und TSH-Spiegel sind aber normal. Deshalb scheiat5 DI fur die
Aufrechterhaltung des Plasma-3piegels nicht erforderlich zu sein. Dazu solkglgch
ausgeschlossen sein, dass mittels 5°DIl vermehrzul T; konvertiert wird, und/oder die
Clearence von gImittels 5DIII vermindert ist. Die 5°DII-Aktivitatvar in Hypophyse, Gehirn
und Haut nicht kompensatorisch erhoht. Die 5 DIki®ikat im BAT wurde allerdings nicht
bestimmt. Was die 5DIIl anbelangt, so ist die Sddeise-Aktivitéat in der Leber im Dio1l-KO
nicht kompensatorisch erniedrigt. Gleichwohl siral @0 % der hepatischen 5-Deiodase-
Aktivitat im Wildtyp PTU-sensitiv und somit von dé&'DI abhangig. Es kann nicht véllig
ausgeschlossen werden, dass diese 70 %-ige Raddktid-Deiodase-Aktivitat im Diol-KO
eine Einfluss auf die Clearence voshat (10).

Unabhangig davon scheint die 5°DI, was die systemaisVersorgung mit extrathyroidal
generiertem 7 anbelangt, somit in Tieren von untergeordneter eBachg zu sein.
Gleichzeitig aber deutet der Dio1-KO moglicherwease eine weitere wichtige Funktion der
5°DI hin. Leber und Niere sind Ausscheidungsorgdba. die 5'DI sehr stark in beiden
Organen exprimiert wird und THs durch dieses Enayth inaktiviert werden, sollte es nicht
verwundern, dass im Diol-KO die Ausscheidung von-Metaboliten in Fazes und Urin
verandert ist. In Wildtyp-Mausen erschien annahegbeichviel **" einer applizierten
129 "_markierten F-Dosis in Fazes und Urin. Dio1-KO-Tiere zeigteneeim 30 % reduzierte
Ausscheidung vort?® im Urin, gleichzeitig war die Ausscheidung vofil™ in Fazes um
diese Differenz erhoht. Im Urin wurden wenigste®s% des'® " als anorganisches lodid
ausgeschieden, wahrend das im Tierkot gemesS@neorganisches lodid war. Mit einer
[**]-markierten -Dosis verhielt es sich ahnlich. Bei genauerer tsutehung der Fazes
stellte sich heraus, dasg Und Tz im Kot der Dio1l-KO-Tiere zwei- bzw. dreifach untrund
3,3"-T, sogar um den Faktor finf erhoht waren.

Vermutlich ist die 5'DI in Mausen nicht unwesertliam Abbau der THs beteiligt. Gerade
bei loddefizienz kénnte dieser Zusammenhang dahtefij dass im Urin ausgeschiedenes
lodid im tubuldren System der Niere riickresorbvard und die Niere so einem lodmangel

entgegenwirken kann (10).
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Gerade auch unter Bertcksichtigung der Substrafmédt scheint eine solche Funktion der
5Dl wahrscheinlich. Die Sulfatierung der lodthyimm erhéht die Bevorzugung durch die
5DI.

So weist die 5°DI fur IRD und ORD von, hahezu gleiche ¥./Km-Quotienten auf. Durch
Sulfatierung von Twird dieser Quotienten fir IRD um den Faktor 2a@5ét (6).

Die Sulfatierung von Jfuhrt ebenfalls zur vermehrten IRD durch die 5 8¢nnoch bleibt
die Praferenz der 5°DI furs$ hinter der fur rJ und rizS zurick (6) (27). Bei diesen
Uberlegungen gilt es zu beriicksichtigen, dassimligitro eingesetzten Dithiole nicht den
physiologischen Effektoren entsprechen, zumal dahahdensein solchar vivo bezweifelt
wird und die Neusynthese des Enzyms wichtiger ausgheint.

AuRRerdem scheint die 5Dl zu einem nicht geraderhei@ichen Teil § vor allem in
hyperthyreoten Zustanden zu inaktivieren, da dieaBdlung von Diol-KO-Tieren mitzlim
Vergleich zu Wildtyp-Tieren zu erhdhten-Werten und einem Anstieg der Expressica T
responsiver Gene fiihrt. Somit scheint die 5Dl rigewissen Schutzmechanismus gegen
Hyperthyreose darzustellen (133).

Die Frage nach den mutmalllichen Ressourcen desm#&l&sSpiegels beantwortet
maoglicherweise der systemische 5°DII-Knockout inugén (Dio2-KO) (28). Womdglich
sind Thyroidea und 5 DIl malRgebliche Quellen deasRia-E-Konzentration, wohingegen
die 5Dl eine untergeordnete Rolle spielt und vbmkch die systemische Clearence von
THs in den Ausscheidungsorganen Leber und Nieralysert. Denn im Dio2-KO wurden
zwar normale FWerte, dafur aber zweifach erhohte TSH-Spiegelagm®an. Der FSpiegel

ist um 40 % erhoht. Dies wurde initial als Schilgggnhormonresistenz der Hypophyse
interpretiert. Gegebenenfalls entsprechen diesanderungen aber vielmehr dem Bild einer
subklinischen Hypothyreose, wobei die Schilddriisen dperipheren Ausfall der 4T
Konversion durch eine vermehrtes-$ekretion unter TSH-Kontrolle im Dio2-KO zu
kompensieren vermag. Ders-Bpiegel steigt im 5DII-KO moglicherweise aufgrund
mangelnder F zu Ts-Konversion durch die 5'DIl. Auch wenn die 5 DI-Aktat in Leber
und Thyroidea nicht kompensatorisch erhoht ist,smosAuge behalten werden, dass dieses
Enzym auf das erhdhte Substratangebot mit eineteigesten E-Produktion reagieren
konnte.

Aus diesen Experimenten wurde abgeleitet, dasssdl nicht ganz unerheblich an der
Generierung des Plasma-$piegels beteiligt ist. Zumal auch gezeigt werkiennte, dass die
57DIl in euthyreoten neonatalen Mausen ein pradantgr und in hypothyreoten neonatalen

Mausen der einzige Mechanismus der extrathyroid@leBildung ist (28). Letztlich kann
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jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es sicludpe in transgenen Tieren oder
anderweitig beobachteten Phanomenen um reaktive  pdwosatorische
Regulationsmechanismen handelt, die nicht zwanfigl&unktionelle Verhéaltnisse unter
physiologischen Bedingungen darstellen (99). Au&erd kbnnen Ergebnisse aus

tierexperimentellen Studien nicht direkt auf denngighen Ubertragen werden.

Welche Rolle auch immer die h5"'DI im Metabolismes 8childdriisenhormone spielen mag,
im Tiermodell wird die 5" DI geschlechtsspezifiscla®geblich in der Leber reguliert (71).
Deshalb wurden die Experimente in einer von menmndufih Hepatozyten abgeleiteten
Zelllinie durchgefuhrt.

Mit der humanen hepatozellularen KarzinomzelllHiepG2 steht ein experimentelles Modell
zur Verfigung, das sich bevorzugt zur Erforschuag Regulation der h5°DI eignet. Diese
Zelllinie exprimiert zum einen hinreichend die hb'Ond kann zum anderen gleichzeitig
unter serumfreien Bedingungen kultiviert werderedai Bedingungen mussen insofern erfullt
sein, da eine Kultur unter serumfreien Bedingungi@e Untersuchung von Hormoneffekten
Uberhaupt erst moglich macht. Die meisten Zellhnk®nnen nur unter Zugabe von fetalem
Kalberserum kultiviert bzw. stimuliert werden, wasber Hormone in praktisch
unbestimmbarer Anzahl und Konzentration enthalt wamit die Ergebnisse per se
beeinflusst (100).

Bei HepG2 handelt es sich um eine gut differengibdmane Hepatokarzinomzelllinie, die
funktionelle TRs in geringen Mengen exprimiert (LORoch gerade da es sich bei HepG2-
Zellen um eine hepatozelluldre Karzinomzelllinienthalt, ist es interessant, auf eine Arbeit
von P.M. Yen zu verweisen, der in der hepatosmetiin Uberexpression einer dominant
negativen Mutation (NCoRi) des Korepressors NCoRe evermehrte Proliferation von
Hepatozyten zeigen konnte (102). Dem mutierten Bassor NCoRi fehlt die
aminoterminale Repressionsdoméne. In transgenensénaudie NCoRi in der Leber
Uberexprimieren, wurde eine Zunahme der Zellpraiien mit einer Steigerung der
Expression Zellzyklus-abhéngiger Gene beobachteu diesen Genen gehdren
Alphafetoprotein, MAP-Kinase-Phosphatase-1 (MKP-Cyclin A2 und Retinoblastoma
(Rb). Daraus wurde gefolgert, dass NCoR direkte umdirekte Effekte auf diverse
Signalkaskaden hat, die die hepatozellulare Pralifen beeinflussen. Da diese Zellen auch
eine veranderte Regulation der 5 DI zeigen, bleibtberlicksichtigen, dass HepG2 eine

Karzinomzelllinie ist, deren Rezeptoren und Koregmlen méglicherweise mutiert sind, und
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dass ablaufende Signalkaskaden in diesen prolésien Zellen nicht unmittelbar
physiologischen Bedingungen entsprechen missen.

In diesem Zusammenhang hat sich das Wachstumsterhaler HepG2-Zellen zur
besonderen Herausforderung entwickelt. Um die Tektisn moglichst effizient zu
gestalten, sollten HepG2-Zellen im adharenten Mayed kultiviert werden. Als
ausgesprochen diffizil gestaltete sich jedoch deseMzeln der Zellen beim Passagieren der
Zellkultur, weshalb letztlich nicht mit einem rem&lonolayer gearbeitet werden konnte.
Dass dies der Signifikanz der Ergebnisse nicht dimgé zum Nachteil gereichen muss,
zeigen Ergebnisse von M. Menjo, wonach die Kultan \primaren Rattenhepatozyten als
Monolayer einen negativen Effekt auf die Transkoptausibt. Der Kultur als Monolayer
folgte ein progredienter Verlust der Zelldiffereerzing. So wies die Kultur derselben
Hepatozyten als suspensive mehrschichtige kugeiff@nzellaggregate (Spharoide) eine
deutliche B-vermittelte Steigerung der 5 DI-mRNA-Konzentrati@uf, wahrend in der
Monolayerkultur der F-Effekt auf die 5°DI inkonsistent blieb. Dabei gmsch die in der
Spharoidkultur gemessene Transkription am ehestarEtgebnissen aus vivo-Versuchen,
wahrend die Monolayerkultur mit einer vermindert€ranskriptionsrate aufgefallen war
(103). Es scheint zumindest theoretisch mdglictssddie in Spharoid-Kultur gemessene
erhohte mMRNA-Konzentration an RX¥Rm kausalen Zusammenhang mit der erhdhten T
Suszeptibilitdt steht (104). Wobei aber die Wirkumgn RXR primar auf den DR4+2
beschrankt zu sein scheint, da nur dieser die Ri#Hbmodimere und TR-RXR-Heterodimere
charakteristischen Bindungseigenschaften zeigt (61)

Aus diesen Grinden kann es als Grad der Differamzge von HepG2-Zellen erachtet
werden, dass diese Zellen das Bestreben haben irbaM® zu wachsen, wo eine
differenzierte Funktion Uber autokrine und para&riRegulation gegeben zu sein scheint.
Denn der Grad der Differenzierung hat auf die Wuehung solch komplexer
Regulationsmechanismen wie dig-Wirkung beachtlichen Einfluss. Wie aus Kapitel.1.3
abgeleitet werden kann, bedingt die koordinierteteraktion der beteiligten
Hormonrezeptoren, Koaktivatoren und Korepressoranzgwesentlich die Funktion der
Signaltransduktion und beeinflusst so die Integrid@r gewebe- bzw. zellspezifischen

Funktion.

Weil bislang nur eingeschrankte Erkenntnisse vgelie wie die Promoteraktivitat der h5 DI
im Detail reguliert ist, muss deshalb auch aufBksonderheiten der angewandten Methoden

hingewiesen werden.
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Der Unterschied zwischen Luciferase- und Deiodassas besteht darin, dass durch erstere
Methode nur ein ausgesuchter und damit eingesctaéBlereich eines Promoters mit Hilfe
eines Reportergens untersucht werden kann. So diésimit dieser Methode lediglich ein
bestimmter Promoterabschnitt ndher auf dessen nfllitha Hormon-Responsivitat hin
charakterisieren. Regulative Elemente, die aul3erti@ises Abschnitts liegen, also weiter in
5’-Richtung in der Intron-Sequenz des Gens odeBhuntranslatierten Bereich, werden so
jedoch nicht erfasst. Ein weiterer Unterschied eindase-Assay ist die Uberexpression des
transfizierten Reportergenkonstrukts, weshalb di@igan Hormonrezeptoren ebenfalls
transfiziert und Gberexprimiert werden mussen.

Ob diese Uberexpression eines der Hauptprobleme agiferase-Assays verursacht, bleibt
im Folgenden zu erdrtern. Denn eine Auffalligkegsch5 DI-Promoters im Luciferase-Assay
ist die niedrige spezifische Aktivitat der Lucifeea (FU) als Resultat einer verminderten
basalen Expression des Reportergenkonstrukts. [@assich hierbei nicht um einen
systematischen Fehler im Sinne der Statistik handsdigt die Verwendung anderer
Promoter-Reportergenkonstrukte in der Arbeitsgruppersuche mit dem SePP-Promoter-
Reportergenkonstrukt lassen keinen Zweifel an derkfonsfahigkeit des experimentellen
Systems.

Grundsatzlich anzumerken ist, dass im Tiermodethn2eprivation von 7 die 5Dl in der
Leber nicht mehr detektierbar ist. Digglwn* -Regulation scheint TR-unabhangig zu sein,
da weder der alleinige T®R noch der alleinige TRKnockout unter 3-Depletion zu einer
Steigerung der 5°DI fuhrt (46). Eine vermindertesdla Expression lasst aber primar an die
Wirkung von TRx denken. Untersuchungen zum d4Rnockout (TRx”®) in Ma&usen
kommen zu dem Schluss, dass die dabei beobachtektypersensitivitat der 5°DI nicht auf
eine vermehrte Expression von J;Rsondern wahrscheinlich durch die hemmende Wirkung
von TRo2 zu erklaren ist. TR kann DNA, aber keinen Liganden binden (46). lgdazung
dazu wurde mit der Expression von trunkierten TRpu@entiert, die in HepG2 zu einer
Minderung der Luciferase-Aktivitat fihren konnerbv@hl TRAal weder DNA noch Ligand
binden kann, antagonisiert diese Isoform diednIRermittelte - bzw. RA-Stimulation der
Transkription und vermag so eindown“- Regulation der Transkription auszutiben (105).
Nicht gezeigte HepG2-Experimente, in denermTR pGL2h5 Dlpr-1480 kotransfiziert und
mit T3 stimuliert wurde, ergaben, dass die Promoterdktivder h5'DI durch TR unter |
gehemmt wird. Auch von anderen Arbeitsgruppen wireebachtet, dass Gene, dievivo

durch T3 hochreguliert werden, in HepG2 dagegen herunteliexty werden (106). Dieser
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grundsatzliche Unterschied bedingt sich womdgliclicd die vermehrte Expression von
TRo2.

Ferner wurde eine Promoter-unabhdngige HemmungLdeiferaseaktivitdt beschrieben.
A.L. Maia und deren Mitarbeiter postulierten einyptisch negatives TRE (nTRE) im
codierenden Bereich des Luciferase-Reportergenikdas. Sie konnten zeigen, dassffTR
mehr als TR eine B-unabhdngige Steigerung der Luciferaseaktivitatibyysvahrend die
zusatzliche Stimulation mitzlzu einer Hemmung der Luciferase fuhrt (107) (108).

Eine andere Theorie, auf die in den Kapiteln 5.8r#1 5.2.4. noch ndher eingegangen wird,
beschaftigt sich mit der Hypothese, wonach dieva@rmittelte Genexpression durch die
Verfugbarkeit von Koaktivatoren, insbesondere v&RC3, beeinflusst wird. So kénnte auf
die simultane Induktion verschiedener Gene untstilnenten Umstanden eine Depletion von
Koaktivatoren folgen, was schlieRlich die Aktiviagianderer Gene limitiert. Ubertragen auf
das hier vorliegende Problem, kénnte durch Tranisielein breites Spektrum an hepatischen
Genen in HepG2 aktiviert werden, infolgedessenattivierten Gene um die vorhandenen
Koaktivatoren konkurrieren, wobei das transfizierferomoter-Reportergen-Konstrukt
aufgrund der Uberexpression sprichwortlich leergats (109). Ob nun die Depletion von
Koaktivatoren wirklich eine Rolle spielen mag, bleoffen, der Einfluss von SRC1 auf die
Ts-vermittelte Hormonwirkung in TR-Knockout-Experinten konnte aber belegt werden. So
wurde gefolgert, dass neben der Hemmung durahZTifbrmalerweise die Verflugbarkeit des
Koaktivators SRC1 durch kompetitive Bindung andliimér eingeschrankt wird (39).

Im Zusammenhang mit der Hemmung der Transkriptiemdichten sich somit Beweise, dass
zumindest TR2 ganz entscheidenden Einfluss auf die geringe &emaktivitat der h5 DI
im Luciferase-Assay haben kénnte.

Der eigentliche Vorteil des Luciferase-Assays lidgtin, dass die Aktivitdt der Luciferase
leicht detektierbar ist und lineare Werte Uber eingeiten Messbereich aufweist. Im
Deiodase-Assay sind lineare Werte dabei nur in neir@ngeschrankten Messbereich zu
finden, aul3erhalb dessen aufgrund von Substrattapleine Hemmung der Enzymaktivitat
eintritt (7). Im Deiodase-Assay wird die Hormonwirlg sowohl auf die Genexpression als
auch die Enzymaktivitat selbst gepruft. Zum einetetliegt dieser Assay dem weiten Feld
der Genregulation (12). Zum anderen héngt die Eakyivitat der h5°DI unter anderem vom
supplementierten Selen ab, da es sich bei der hBhblein Selenoprotein mit Selen im
enzymatisch aktiven Zentrum handelt (6). Diese B&Sghaft ist zu beachten, da in Mausen

das geschlechtsabhangige Expressionsmuster der &bt selenabhéngige pra- und
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posttranskriptionale Regulationsmechanismen kdigrblwird, die in Kapitel 5.2.1. noch
naher erlautert werden (72).

Zuletzt bleibt noch die Frage der StimulationsdaMéie bereits in der Einleitung erwahnt,
zeigt die Stimulation nuklearer HormonrezeptorencduSteroide zum Teil ein biphasisches
Antwortverhalten. So weist das Malatenzym eine drnimarantwort nach 4 h und eine spate
Sekundarantwort nach 24 h auf (8).

In Experimenten von M. Menjo zur 5'DI zeigte sialf &ranskriptionsebene ein signifikanter
Unterschied durch sFStimulation erst nach 6 h, der Gber 48 h anhiett nicht biphasisch
war. Wie in Kapitel 4.1.2.1. beschrieben, weist Breeymaktivitat der h5° DI nach Inkubation
von HepG2-Zellen mit Steroiden fur 24 h und 72 m&r zeitabhéngigen Effekt auf, weshalb
diese Ergebnisse zusammengefasst wurden. Da diegisiche Halbwertszeit der 5°DI
zwischen 20 und 30 h liegt, diesevitro durch DTT reduziert werden kann und der durch
gonadale Steroide verursachte Stimulationseffe&t ghring eingeschatzt worden war, wurde
im Luciferase-Assay fur die Stimulation ein Zeitnawon 24 h gewahlt, wahrend im
Deiodase-Assay mit einer Zeitspanne von 48 h startulurde (103). Die Konzentration der
eingesetzten Steroide richtete sich nach denenmeméibeiten (141) (100).

Ob die Ergebnisse aus diesen Methoden artifizlelbbn oder physiologischen Bedingungen
entsprechen, hangt also von unterschiedlichen Faktab, die sich zudem gegenseitig
beeinflussen. Daher missen bei der Interpretation Etgebnisse die hier aufgeflhrten
Aspekte beriicksichtigt werden, damit vermeintliceffekte nicht das Ergebnis

systematischer Fehler im Sinne der Statistik déeste

5.2. Diskussion der Ergebnisse der Promoter- und

Enzymaktivitatsexperimente

5.2.1. Diskussion der Ergebnisse unter Steroidstimu lation

Da sich im Tiermodell eine deutliche Induktion dezpatischen 5°DI durch Testosteron
gezeigt hat, stand der Nachweis einer Testosterumzierten Primarantwort der h5°DI im
humanen Zellkulturmodell im Mittelpunkt des Inteses. Es konnte jedoch keine Wirkung
von gonadalen Steroiden auf die Promoteraktivigithds DI in HepG2-Zellen nachgewiesen

werden. Wenngleich eine Aussage Uber die statmis8ignifikanz dieser Ergebnisse
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aufgrund der geringen Fallzahl nicht mdglich ist,kennte B. Mentrup Gber eine mangelnde
Regulation der h5°DI durch Steroide hinaus in ihv@rsuchen beobachten, dass das leere
Luciferase-Expressionplasmid pGL2basic durch Steroeguliert wird (110). Aus diesem
Grund wurde auf weitere Versuche mit dem Luciferassay zur Wirkung von gonadalen
Steroiden verzichtet. Andererseits ist zu beaclhtass das eingesetzte Promoterkonstrukt nur
aus 1480 bp besteht und putative hormonrespondemmdate aul3erhalb des untersuchten
Promoterbereichs liegen. Regulative Elemente komnmeiter in 5°-Richtung, in der Intron-
Sequenz des Gens oder im 3 -untranslatierten Beliegen. Zumindest die fur AR und &R
charakteristischen Konsensussequenzen konntenmrirvedevendeten Promoterabschnitt nicht
nachgewiesen werden. Aul3erdem konnte aber aucldegerafgrund der in Kapitel 5.1
aufgezeigten Problematik argumentiert werden, dads die Fragestellung mit Hilfe des
Luciferase-Assays nicht adaquat untersuchen liedhnDder Promoter der h5°DI weist im
Luciferase-Assay nicht die fuir andere Promotorepisghe hohe Luciferaseaktivitat auf,
wodurch die Interpretation von marginalen Effektamsatzlich erschwert bzw. praktisch
unmaoglich gemacht wird.

Aus diesem Grunde kénnen, was die Relevanz derbBrgge zur Wirkung von Steroiden
anbelangt, nur die Ergebnisse aus dem DeiodaserAssa Interessse sein, weil dort die
Enzymaktivitat der h5°DI direkt bestimmt wird. Dé&dDeiodasen Selenoproteine sind, ist
deren Enzymaktivitdtt vom supplementierten Selen &agly. Zuerst wurde eine
Steroidstimulation ohne Selensupplementation vétsuam zu sehen, ob sich eine
Steroidregulation der h5°DI auf hierarchische Amten Selendefizienz behaupten kann. Eine
solche Steroidregulation konnte aber nicht beoleteirden.

Jedoch auch unter Supplementation von Selen isiepG2-Zellen nach Stimulation mit
gonadalen Steroiden keine Steigerung der Deiodasgitakzu verzeichnen. Vielmehr lasst
sich eine statistisch signifikante leichte Hemmudeg h5°DI durch R1881 auf (93,0 £ 3,1) %
beobachten (p = 0,018). Hierbei handelt es sichl woheinen Fehler 1. Art, also ein falsch
positives Ergebnis, da sich auch geringe Unterdehaufgrund der hohen Fallzahlen n = 9
bzw. n = 5 als statistisch signifikant ausnehmebwahl Abweichungen in diesem
Differenzbereich sicherlich keinen relevanten Usitared darstellen. Zum anderen muss nach
Anwendung der Bonferroni-Korrektur, die das Sigaiikniveau nach flinfmaligem Testen
auf p < 0,01 absenkt, bertcksichtigt werden, das®9®18 als nicht signifikant zu werten ist.
Die Stimulation mit § zeigt, dass das experimentelle System und damih8iDI an sich
induzierbar ist. Doch zeigt die Kostimulation margdalen Steroiden keine synergistischen

Effekte. HepG2-Zellen sind karzinomatdsen Urspruogd Western-Blot-Analysen dieser
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Zellen zum Nachweis der Expression von AR, die BirMentrup angefertigt worden waren,
erbrachten nur ein sehr schwaches Signal. Aus migSeund wurden HepG2-Zellen vor
Steroidstimulation mit dem AR- respektive &Expressionsplasmiden transfiziert. Dies
fuhrte jedoch nicht zu einer Induktion der h5 Dlzigmaktivitat und hatte auch keinen
weiteren Effekt auf die FResponsivitat.

Da die Untersuchungsergebnisse, die mit Hilfe desferase-Assays beztiglich der Wirkung
gonadaler Steroide auf die h5"'DI gewonnen wurdefgrand mangelnder Aussagekraft ohne
Relevanz sind und sich zudem im Deiodase-Assay k#ekt von gonadalen Steroiden auf
die Enzymaktivitat der h5'DI gezeigt hat, kann tleth keine Aussage zur
geschlechtsabhangigen Expression der h5' DI im kikkduf die in Mausen beobachteten,
selenabhangigen pra- und posttranskriptionalen RBegansmechanismen getroffen werden
(72). Das Besondere hierbei ist, dass die Expresio 5Dl in Mausen von zwei Parametern
abhangt, namlich der vorhandenen Selen-Menge und Mdesttranskriptionalen
Translationseffizienz, also der Kontrolle der Bingyese unabhéngig von der RNA-Menge.
C. Rieseet al. konnten zeigen, dass die Expression der hepatis&iBl Uber die
posttranskriptionale Translationseffizienz regulieird (72). So weist die hepatische 5°DI-
Aktivitdt in mannlichen Mausen einen um 2,8-mal &@&m Wert als in weiblichen auf. Im
Gegensatz dazu ist die hepatische 5 DI-mRNA-Memgenénnlichen Mausen um 30 %
niedriger als in weiblichen. Das besondere ist edd$e, dass Orchiektomie weder die
hepatische 5'DI-mRNA-Menge noch die hepatische BKilvitat beeinflusst. Hingegen
fuhrt Ovarektomie zu einem Anstieg der hepatischébl-Aktivitat, aber nicht zu einem
Anstieg der hepatischen 5'DI-mRNA-Menge. Somit kgefolgert werden, dass in Mausen
17B-Estradiol maf3geblichen Einfluss auf die posttrapsknale Regulation der hepatischen
5'DI-Expression hat. Als zusatzlicher Regulatiokgfa hat sich der Selenstatus
herausgestellt, da unter Selendefizienz die heapetis DI-mRNA-Menge in mannlichen
Mausen unverandert niedriger als in weiblichen,ogdd die hepatische 5 DI-Aktivitat
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren naheeichlist, bei Reduktion der hepatischen
5°DI-Aktivitat in mannlichen Tieren um das 5,6-Factnd in weiblichen Tieren um das 2-
Fache. Unter Selendefizienz ist folglich keine ¢dschtsakzentuierte Expression der
hepatischen 5°DI mehr nachweisbar.

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass wel#i Mause eine um 1,8-mal héhere renale
5'DI-Aktivitat und eine um 2,6-mal héher renale 5 BRNA-Konzentration als mannliche
Méause aufweisen. Orchiektomie erhoht die renald-5iRNA-Menge und 5 DI-Aktivitat auf

die Menge und Aktivitat von weiblichen Tieren. Osliomie fuhrt zu einem Abfall der
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renalen 5 DI-mRNA-Menge gegeniber ovarektomierterd umit Estradiol behandelten
Tieren, wovon jedoch die renale 5 DI-Aktivitat ueib#lusst bleibt. Unter Selendefizienz
nimmt die renale 5 DI-Aktivitat und -mRNA-Menge imeiden Geschlechtern ab und die
Differenz zwischen beiden Geschlechtern zu, woleirénale 5 DI-Aktivitat und -mRNA-
Menge in mannlichen Tieren 4 - 5-fach niedrigemistin weiblichen Tieren.

Der geschlechtsspezifische Expressionsuntersclaechdrinen 5°DI wird jedoch nicht durch
eine geschlechtsabhangige Expression von FaktoegnSelenoprotein-Biosynthese oder
durch die Serumkonzentration an Selen vermitteltdee Expression von SBP2 und Je&
sowie die Serumkonzentration an Selen in weiblialets mannlichen Mausen gleich ist. Die
selen- und geschlechtsakzentuierte Expression eten&proteinen scheint somit durch eine
Regulation der Translationseffizienz oder der Rngtabilitat vermittelt zu sein (72).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der nmobell beobachtete Einfluss von
Steroiden auf die 5°DI nicht durch Zellkulturexpeente bestatigt werden konnte. Es liel3
sich somit keine direkte Regulation der h5'DI duRbh881 oder 1F3-Estradiol in HepG2-
Zellen nachweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse kaber eine geschlechtsspezifische
Regulation im Menschen nicht vollig ausgeschlosserden. Denn von Untersuchungen an
einer Karzinomzelllinie kann nur begrenzt auf Véim&se im menschlichen Kérper

geschlossen werden und mdgliche indirekte Effekissan ebenfalls berticksichtigt werden.

So besteht unter anderem die Madoglichkeit, dass uie Tiermodell beobachtete
geschlechtsspezifische 5 DI-Regulation Uber eirsteggerte Proteinsynthese vermittelt oder
durch Stabilisierung der mRNA bedingt sein konnié)( Wenngleich ein Estrogeneffekt
auch gar nicht zu erwarten war, so soll erwahndesy dass eine adaquate Stimulierbarkeit
von HepG2-Zellen durch Estrogene nicht moglich eun scheint (111). Dexamethason bt
tierexperimentell nur in supraphysiologischen Dosem 10° M einen Effekt auf die
hepatische 5°DI aus, der sich durch Cycloheximidenmbar zeigt, und somit keine
Priméarantwort, sondern eine Sekundarantwort aeitnovoProteinsynthese darstellt (103).
Diesbeziglich konnte S. Yamaguchi zeigen, dass me#eson auf die zlabhéngige
Genexpression des Malatenzym und auf die Genexpressen Spot 14 (S14) nicht direkt
Uber ein ,Glucocorticoid response elementGRE) wirkt, sondern Uberde novo-
Proteinsynthese von RXRim Sinne einer verzogerten Sekundarantwort. Dexaasen
scheint somit die Fvermittelte Transkription von Genen unter bestiemBedingungen mit

Hilfe von Koaktivatoren beeinflussen zu kdnnen (l18wiefern in HepG2 Uberhaupt eine



DISKUSSION 70

Dexamethason-abhangige Regulation der 5'DI mégethwo doch Uber die verminderte
Transkription von RXR in der Monolayerkultur von primaren Rattenhepateayberichtet
wurde, bleibt offen (104).

Ein veranderte Expression von Koregulatoren fuhucha zu einer Veranderung der
transkriptionellen Aktivitat von AR. So muss aufgdu von Beobachtungen zum
Wachstumsverhalten von Prostatakarzinomzellen éesiten werden, dass eine verminderte
Expression von SRC1 als mogliche Ursache eineinderéen transkriptionellen Aktivitat von
AR in Frage kommt. Alternativ wird argumentiert, Mtionen von SRC1 kodnnten die
Aktivitat von AR und damit das Wachstumverhaltem iaumoren andern (113).

Fur die Wirkung von ER gilt, dass ER und TRs an identische Halbseiten, 5"-AGGTCA-3’,
binden kdnnenln vitro kann die Wirkung von E®Rdurch Kotransfektion von T&RL und T
abgeschwacht werden. Die Ursache der RepressionEXanscheint jedoch nicht DNA-

kompetitiv zu sein, sondern ist wohl durch Proteénotein-Interaktion bedingt (114).

Die Regulation Fresponsiver Gene unterscheidet sich in der Gemw. R2romoter-
spezifischen Gruppierung von Koaktivatoren und Koessoren. Diese Interaktion birgt ein
hohes Regulationspotential, das im Folgenden nsataweise ndher charakterisiert werden
kann.

Der Mangel an SRC1 in SRealefizienten Mausen (SRC) lasst die hepatische Expression
der 5°DI und des Malatenzyms gegeniiber der Kostralbeeinflusst. Beide Enzyme zeigen
eine typische Fabhangige Stimulation der Transkription, wahr&mbt 14(S14) in SRC1-
Mausen nicht den erwarteten Abfall der S14-mRNA-gKemtration unter FDepletion zeigt
und somit auch kein Unterschied zwischepDEpletion und anschlieRendeg-Ftimulation

in der Transkription von S14 nachgewiesen werdemte(115). Das mutmalliche TRE von
S14 liegt mit ca. 2500 bp sehr weit vom Transkoipsistartpunkt entfernt und scheint diesen
Promoter-spezifischen Effekt zu vermitteln (116).

Zu dem Korepressor NCOR gibt es, wie bereits entydine dominant negative Mutation
(NCORI), der die aminoterminale Repressionsdomaidt f(102). Transgene Mause, die
NCORI Uberexprimieren, zeigen wahreng-Oepletion eine Derepression der eigentlichen
Repression, die normalerweise die basale Trangkniphemmen wirde. Wahrends-T
Substitution hingegen findet sich kein Unterschaadschen normalen und transgenen Tieren,
was zu der Annahme fihrt, dass Korepressoren nur TRis in Abwesenheit des
entsprechenden Liganden interagieren und nach Bmaon T primar Koaktivatoren ihren

Einfluss ausiliben. So ist die hepatische Expresigorb DI, der Glucose-6-phosphatase, von
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bcl3 und S14 in NCoRi-transgenen Tieren gegeniber ldbieren wéahrend FDepletion
gesteigert. Die hepatische Expression des Malateszyingegen bleibt in ihrer Expression
unbeeinflusst. Was diesen Gen-spezifischen Effeklingt, bleibt allerdings fraglich (102)
(50).

Korepressoren wie NCOR1 oder NCOR2 konnen genaretl anderen Repressoren
interagieren, wie z.B. Sin-3 und HistondeacetylagetDAC1). Ferner kbnnen MAD/MAX,
MYC/MXI und ,Methyl-CpG-binding protein® mit Sin-3 und HDACs einen
Korepressorkomplex bilden (8). Es wird vermutet, ssdlaDNA-Methylierung und
Histondeacetylierung maoglicherweise Uber giiethyl-CpG-binding protein” miteinander
verknupft sind. Fur TRs ist auch eine Interaktiot p€CCTC binding factor* (CTCF)
beschrieben worden, was gleichsam zur Bildung éRegsessor-Komplexes fuhrt (50) (117).
Auf diese Weise kdonnen Koregulatoren spezifisch Riégulation von Zielgenen steuern.
Deshalb muss der Stellenwert von Interaktion, Motatund Depletion der beteiligten
Koregulatoren, bezogen auf die mangelnde Sterqadresvitat der h5'DI in HepG2-Zellen,
ebenfalls bertcksichtigt werden.

5.2.2. Alternative Mechanismen der h5"DI-Regulation

Der Vollstandigkeit halber sollen in diesem Zusamh@g noch weitere potentielle
Regulationsmechanismen Erwahnung finden.

Fur die Kontrolle der Transkription kdnnen sowohNA&-Methylierung als auch das
Verhdltnis von Spl zu Sp3 von Bedeutung sein. lom@ter der h5°DI finden sich zwei
potentielle GC-Boxen zwischen den Nt -39 und -3@.b68 und -63. GC-Boxen vermitteln
die basale Transkription von Haushaltsgenen untemgedls putative Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren aus der Sp-Familie (118)9)15pl und Sp4 gelten als Aktivatoren
der Transkription, wahrend Sp3 oft als Repress@arafl20) (121). Das Verhaltnis von Spl
zu Sp3 scheint daher ein eigenstandiger zellsgebdr Regulationsmechanismus in der
Genregulation zu sein.

Doch darlber hinaus haben GC-Boxen noch eine \editenktion. Wenn in der DNA auf ein
Cytosin ein Guanin (CpG) folgt, kann Cytosin amg-ATom methyliert werden. Diese
epigenetische Alteration durch Einbringung specifes Methylierungsmuster in das Genom
mit Hilfe der DNA-Methyltransferase (DNMT) fuhrt zdnaktivierung von Genen und wird
.,Genomic imprinting® genannt. Das Methylierungsmuster kann die Bindwog Spl
beeinflussen, denn methylierte CpG-Stellen hemmerBthdung von Spl (122). Alternativ
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kann der Transkriptionsrepressor MeCP1 und/oder R2@m die Bindungsstelle an
methylierten CpG-Stellen mit Spl konkurrieren (1(193) (124).

Der Promoter der h5°DI enthalt mehrere putative @p&hylierungsstellen, die am
Ubergang des Promoters zum ersten Intron liege99¢bis +1132 bp). So konnte gezeigt
werden, dass das Methylierungsmuster zwischen vexdenen Karzinomzelllinien, die die
h5°DI noch oder nicht mehr exprimieren, an Positimunterschiedlich ist. In verschiedenen
Zelllinien aus humanen Schilddrisen-Karzinomen kenmachgewiesen werden, dass die
Methylierung des h5'DI-Promoters an Position -4 diganskription der h5'DI
herunterreguliert. In HepG2-Zellen ist der Promatardieser Stelle nicht methyliert (124).
Das Methylierungsmuster kann zudem unabhangig daden Bindung von CTCF
beeinflussen (125). Fraglich bleibt, welches Mattyingsmuster normale Hepatozyten

tragen und ob sich dieses von HepG2-Zellen unterdeh

Eine ebenfalls sehr interessanter Weg, die Genssiore zu kontrollieren, sind MYC/MAX
und MAD/MAX. Im Promoter der h5DI lasst sich an sRmn -180 bis -175 bp die
komplementére Sequenz einer mutmalflichEnhancer-box“ (E-Box) nachweisen. Eine
E-Box ist ein Hexanukleotid mit folgender Basentol® -CACGTG-3". Die Heterodimere
MYC/MAX und MAD/MAX kénnen an eine solches Elemeniber eing,Basic/helix-loop-
helix/leucine zipperf{(bHLHZ)-Doméne binden. MYC ist ein Protoonkogenasd als
Aktivator der Transkription auftritt und dem viral®©nkogen degMyelocytomatosis Virus*
entspricht. MYC/MAX interagiert mit TRAP, das wiaden eine Histonacetyltransferase
rekrutiert, um die Transkription zu aktivieren. MARBingegen ist ein Repressor der
Transkription und zahlt deshalb zu den Tumorsugorgenen. MAD/MAX interagiert mit
dem Korepresssor mSin3, einer Histondeacetylase zwaKondensation von Chromatin und
zur Hemmung der Transkription fuhrt. Die HeterodiemeMYC/MAX und MAD/MAX
konkurrieren folglich um die entsprechenden DNA{&=wen und lenken das Schicksal der
Zelle entweder Richtung Proliferation und Transfation oder Richtung Differenzierung und
Ruhephase (126). Bisher liegen keine Untersuchungendie sich mit dem Einfluss von
MYC/MAX und MAD/MAX auf die Promoteraktivitat der3iDI beschaftigt haben.

Ein weiterer Kontrollmechanismus der GenexpresssinT, selbst. T kann namlich die
Assoziation einer Proteinkinase mit TRs steuerrs armaTRs zur Phopshorylierung von Serin
fuhrt (127).



DISKUSSION 73

Ein gesteigerter Phosphorylierungsgrad in Zellemnkalie T-vermittelte transkriptive
Aktivierung bestimmter Gene fordern, der Mechanisrhbleibt allerdings vorerst unbekannt.
Die Vermutung, dass die Phosphorylierung von TRRRder Koaktivatoren zur gesteigerten
Aktivitat der Transkription fuhrt, wird durch Experente bestatigt, die dies sowahlvitro

als auchin vivo nachwiesen. Der humane FR kann sowohlin vitro als auchin vivo
phosphoryliert werden, ohne aber die Lokalisati@n Bhosphorylierungsseite zu kennen.
Phosphorylierung mag eventuell ein anderer Weg, sin zusatzlich zur sIBindung die
Bindung von TR-Komplexen an TREs modulieren kanmzh kommt, dass I selbst

Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad von TR8)at

5.2.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede im Stoff ~ wechsel der

Schilddriisenhormone

Wenngleich die hier vorliegenden Ergebnisse dies€éh&onach die h5°DI allein fur einen
geschlechtsspezifischen  Unterschied im  Stoffwechsder  Schilddriisenhormone
verantwortlich sein konnte, nicht stltzen, so sobei dennoch geschlechtsakzentuierte
Besonderheiten beziglich des Metabolismus der @tiflikenhormone im Menschen
vorzuliegen.

Sexualsteroide beeinflussen im Tiermodell die TS3r8tion (1) (128). Aulerdem konnte im
Hypophysenvorderlappen von weiblichen Ratten imgléch zu mannlichen Tieren eine
hohere 5'DI-mRNA-Konzentration und 5°DI-Aktivitditebbachtet werden (142). Deren
Bedeutung fur die Physiologie des Menschen bleitbdd¢h unklar.

Unter Estrogentherapie wurde in hypothyreoten Fragie vermehrter Bedarf an Thyroxin
beobachtet (16). Hierfir missen zwei mogliche Ursacin Betracht gezogen werden.
Ursache Nummer eins ist eine Estrogen-induziertezk€otrationssteigerung von TBG im
Plasma. Normalerweise ist die Serumkonzentration M8G zwischen Mannern und Frauen
gleich. Zu einer Konzentrationssteigerung von TB@mknt es aber bei Frauen in der
Schwangerschatft, im Rahmen der Kontrazeption, untgrostmenopausaler
Hormonersatztherapie oder bei Patienten mit estfmgeluzierendem Tumor. Grund fur den
TBG-Anstieg ist eine vermehrte Glykosylierung voBA@ mit einem verlangsamten Abbau
des Proteins und zu einem geringeren Teil auchgdseigerte Produktion von TBG (16).
R. Gartner, der die Mikroheterogenitat von TBG wsiieht hat, konnte ein unterschiedliches

Glykosilierungsmuster von TBG durch Sialinsdure wesisen (129). S. Refetoff konnte
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schlieBlich demonstrieren, dass SialinsaureresteSthbilitat von TBG beeinflussen, indem
sie den Abbau des Proteins verzdgern. Glykoprotewee TBG, mit einem vermehrten Anteil

an Sialinsaure werden in geringerem Umfang aus Bé&mma entfernt, da der Grad der
Sialinisierung eines Proteins die Aufnahme in Hepgien vermindert (130). Der TBG-Antell

mit dem hochsten Sialinsaureanteil ist durch eibbehe Halbwertszeit gekennzeichnet.
Dieser Anteil liegt jedoch nur bei 10 - 15 % dess@wat-TBG. In Rhesus-Affen stieg nach
Estrogengabe die TBG-Konzentration im Serum an )(1Blit HepG2-Zellen konnte eine

solcher Effekt nicht nachgewiesen werden, wohl adebhalb, da diese Zellen nicht wie
normale Zellen auf Estrogen reagieren (111). Seisthden Ausfiihung von D. Glinoer
folgend, die Erhohung der TBG-Konzentration in d&echwangerschaft multifaktorieller

Genese zu sein (132).

In gesunden weiblichen Individuen zeigt sich auflner Erhdéhung der totalen

Thyroxinkonzentration im Serum kein physiologischigfekt durch die estrogeninduzierte
TBG-Konzentrationssteigerung im Serum. Normalereeigihrt die estrogeninduzierte
Steigerung der TBG-Konzentration uber eine verneefi§H-Sekretion zu einer Anpassung
des Thyroxin-Spiegels, damit die Konzentration aaefn Thyroxin konstant bleibt. Weder
der Thyroxinspiegelabfall noch die konsekutive TSplegelzunahme konnten bislang
dokumentiert werden. In Frauen mit Hypothyreosenkgadoch die Thyroxinkonzentration

nicht adaquat gesteigert werden, weswegen die fraij@oxinkonzentration fallt und die

TSH-Konzentration steigt. Nur in seltenen Fallermkat es zu einer klinisch manifesten
Hypothyreose, aber in fast jedem zweiten Fall isfgaund des gesunkenen freien

Thyroxinspiegels eine Erh6hung der TSH-Konzentraiio Serum zu beobachten (16).

Neuere Untersuchungen bringen einen weiteren Aspakese Diskussion. Ursache Nummer
zwei fur den Mehrbedarf an TH kénnte auch die Egmbedingte Regulation der h5DIII
sein. Die h5DIII ist nAdmlich sowohl im Uterusepitlads auch in der Plazenta lokalisiert und
konnte durch eine vermehrte Inaktivierung von Sfhilsenhormonen womdglich das
Phanomen des  geschlechtsspezifischen  Unterschieds  Stoffwechsel  der
Schilddriisenhormone miterklaren. S.A. Huang undeledollegen haben bei ihrer Arbeit
zur Wirkung von TGB; auf die h5DIII herausgefunden, dasshgi Kotransfektion von Edr

in einer Konzentration von TOM die Luciferaseaktivitat des h5DIIl-Promoters uien
Faktor 10 stimuliert. Im Vergleich dazu fiihrt dietkansfektion eines dominant negativen

Smads zur Abschwachung des eben beschriebenéiffdkts, was darauf hindeutet, dass
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Smads noétig sind fur die Kostimulation bzw. Expressier 5DIII. Ein synergistischer Effekt
zwischen TGB; und E konnte nicht belegt werden (3).

Da Smads im Endometrium exprimiert werden, schaim@ Expression der h5DIIl in diesem
Gewebe moglich. Im Zusammenhang mit derWdrkung auf die h5DIII kdnnte die
vermehrte Expression der h5DIII in diesem Gewelreatbdhten Schilddriisenhormonbedarf,
der in hypothyreoten Frauen unter der Einwirkungheei Schwangerschaft oder
Hormonersatzbehandlung auftritt, kausal erschelassen. Dessen Bedeutung muss noch
geklart werden, doch steht dies wohl in engem Merisézu der Funktion, die die h5DIII in
der Schwangerschaft ausibt, wo sie einen lokalepothyreoidismus induziert, um die

Expression onkofetaler Gene durch Inaktivierung ¥elhmdoglich zu machen (3).

Es entsprache keinesfalls klarer wissenschaftlidbdeenntnis, aus diesen Beobachtungen
eine Ursache fur die geschlechtsakzentuierte \enigiendokrinologischer Erkrankungen
ableiten zu wollen. Doch gerade unter dem Einfarsgderer Faktoren in der Schwangerschatft,
wie HCG, Veranderung der immunologischen Tolerand gesteigertem Bedarf an lodid,
kénnen TBG und h5DIII Bausteine in der Pathophysj@ endokrinologischer Erkrankungen
sein (6).

5.2.4. Diskussion der Pathophysiologie des  ,Low T 3 Syndrome’s”

Hinter der mutmallichen Pathophysiologie gesw T3 Syndrome’s'steht das teleologische
Konzept, wonach Krankheit oder Nahrungkarenz diehil&drisenhormonspiegel so
beeinflussen, dass es zu einer physiologischenk®eduwles Grundumsatzes und damit zum
Schutz der Energiereserven kommt (109) (6). Alslioldg Ursache dieser Veranderungen im
Schilddrisenhormonstoffwechsel wird der inhibitonie Einfluss von Zytokinen auf die
Expression der h5°'DI genannt (76). Die Frage naehsfdezifischen Wirkung von T@E auf
die h5°DI wurde unter diesem Aspekt gestellt, zudel 5 -untranslatierte Bereich des Gens
der h5°DI an Position -186 bis -190 ein putatiy@siad binding elemeh{SBE) aufweist (3).
Die Enzymaktivitat der h5°DI zeigt nach Stimulatiamit TGH3; keinen statistisch
signifikanten Unterschied trotz leichter Hemmung 08 DI mit 100 pM TGB,, wobei es
sich hier wohl um einen unspezifischen Effekt hdindenn in den SePP-Experimenten von
V. Mostert lag die halbmaximale inhibitorische Kengration bereits bei 30 pM T@E
wahrend hier mit 40 pM TQ¥; keine Hemmung der h5”DI-Enzymaktivitat zu beobewhist.
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Zwar blieb die Stimulation bis maximal 100 pM T@Funter der Plasmakonzentration von
200 nM TGHB; (79), doch ist fur Zellkulturmedien die Zugabe vaGH3: in einem
Konzentrationsbereich von 4 - 120 pM angegeben)(100

Dass die hier verwendeten HepG2-Zellen BeFesponsiv sind, und dass das verwendete
TGH3; die volle biologische Aktivitat besitzt, konnterdh Transfektion dieser Zellen mit
dem SePP-Promoter demonstriert werden. Zwar wawneh hier die Ergebnisse statistisch
nicht signifikant, doch liegt dies wohl weniger @er Differenz der Werte, als vielmehr an der
niedrigen Fallzahl. Zumal sich die Ergebnisse rait 8eobachtungen von V. Mostert decken,
denn die Luciferaseaktivitdt des SePP-Promotegt d& von ihm beschriebene Hemmung in
Abhangigkeit von der TER-Konzentration (22) (23). Somit lasst sich folgetiass TGB;

in HepG2-Zellen keinen Effekt auf die Enzymaktivider h5° DI austbt. Dabei muss die
Promoter-spezifische Regulation von negativen TRERES) berticksichtigt werden (8). Die
Sekretion von TSH wird ebenfalls Gber nTRES regulimd ist in Mausen RXRabhangig.
Durch Stimulation mit einem RXR-spezifischen Agders kann die TSH-Sekretion
supprimiert werden (8). Wie bereits erlautert, kigntie Expression von RXR in HepG2 und
somit auch die RXR-abhangige Gen-Suppression béaehtigt sein (104). Wenn also in
HepG2-Zellen keine Suppression der h5°DI durch FGf beobachten ist, so schliel3t dies
einen negativen Effekt von T@Fauf die h5"Dlin vivo nicht vollig aus.

Obwohl somit der Einfluss von Zytokinen, was dieth®ahysiologie des,Low Tg3
Syndrome’s*anbelangt, nicht weiter geklart werden konnte,t gib jedoch interessante
Beobachtungen von anderen Arbeitsgruppen, diemsicdem Einfluss von Koaktivatoren auf
die 5 DI-Regulation beschaftigt haben. J. Yu und.RKoenig vermuten eine indirekte
Hemmung der 5°DI-Expression durch Aktivierung amdegene, indem aktivierte Gene um
die vorhandenen Koaktivatoren, die eigentlich figr T-abhangige Genexpression nétig sind,
konkurrieren. Aus diesen Uberlegungen wurde die dtygse abgeleitet, wonach die
Depletion von Koaktivatoren zu einer Hemmung demprigssion der 5°DI imLow T3
Syndrome*“fuhrt (109). Konkret konnte in Rattenhepatozytare elosisabhédngige Hemmung
der 5°DI durch IL-1 und IL-6 nachgewiesen werdemychl was die Transkriptionsrate als
auch was die Enzymaktivitat betrifft. Die Kotrandien von SRCL1 in zusatzlich mit dem
5'DI-Promoter durchgefihrten Transfektionsexperiteenhob die durch IL-1 verursachte
Hemmung der Promoteraktivitat wieder auf. Die eratwyMenge von SRC1 wurde durch
IL-1 nicht beeinflusst. Es zeigt sich also, dase di-vermittelte Expression durch die

Verfugbarkeit von Koaktivatoren, speziell durch SRCeguliert wird. So kdnnte auf die
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simultane Induktion verschiedener Gene eine Depletron Koaktivatoren folgen, was
schlie3lich die Induktion bestimmter Gene limiti€x09).

Als Resimee wurde aus diesen Beobachtungen gdfottpess wohl die Gabe vong Tm
,LOW T3 Syndrome“weniger ntzlich als vielmehr geféahrlich sein ktimrda & womdglich
Koaktivatoren auf seine Transkriptionsregulatiom@ntriert, wodurch die durch Zytokine

induzierte Genexpression kompromitiert werden kérjh09).

Im Zusammenhang mit dephow T3 Syndrome“muss nochmals die Bedeutung der h5°DI
diskutiert werden. Hauptmerkmal dgdsow T3 Syndrome’s'ist ein Abfall von § und eine
Zunahme von rd.

Bislang wurde angenommen, dass fiir den hoheiW@rt nicht eine vermehrte Bildung von
T3, sondern eine verminderte Clearence verantwortah(6). Mittlerweile wei3 man aber,
dass die hohe h5DIII-Aktivitat in Leber und Sketetiskulatur sowohl die gfProduktion als
auch den T-Abbau steigert. Entgegengesetzt dazu reduziertdgtiom die niedrige h5'DI-
Aktivitat die Ts-Produktion und den gFAbbau. In Patienten mjLow T3 Syndrome*ist die
h5°DIl in Skelettmuskulatur und Leber nicht detekbar. Folglich verursachen entweder die
h5°DI oder die h5°DIl die niedrigensWerte. Der Anteil, mit dem die einzelnen Isozyme
daran beteiligt sind, kann nicht ndher ermitteltdes, doch korrelierensiTs-Quotient und
h5 DI-Aktivitat positiv mit einem statistisch sidikianten Wert von p < 0,001 (2). Die
niedrige h5 DI-Aktivitat scheint daher an der vemgerten E-Produktion beteiligt zu sein.
Eine andere Mdglichkeit der Regulation stellt dieiduitinierung und der sich anschlie3ende
Abbau der 5 DIl im Proteasom dar. Deaktivierung uéktivierung der 5 DIl werden
kontrolliert durch Ubiquitinierung bzw. Deubiquiterung, wobei diese Reaktionen durch
,=Ubiquitin ligase WD repeat and SOCS box-containitig WSB-1) respektivevon Hippel-
Lindau protein-interacting deubiquitinating enzyrhds und 2 (VDU1/VDU2) katalysiert
werden. Wenn also der s-Bpiegel fallt, kann so durch vermehrte Deubiqietinng
zumindest teilweise einer Hypothyreose entgegenggewiverden (133). Ein weiterer
Diskussionspunkt ist, dass die permanente Neussathier 5°DII durch Krankheit und
Nahrungskarenz kompromitiert sein kénnte (2).

Da die 5" DI-Expression eine direktproportionale prassibilitat zur B-Konzentration zeigt,
konnte die niedrige 5 DI-Aktivitat mehr ein Effeéls der Grund flr die niedrige Plasmga-T
Konzentration sein (61) (133). Die vermindertes-Produktion mag letztlich als
unvermeidliche Konsequenz von Vorteil sein, wemesdt und Krankheit gerade aufgrund der

kurzen Halbwertszeit der 5°DIl zu einem niedrigereaSpiegel fuhren (6). Wenn also
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Nahrungskarenz oder Krankheit aufgrund der vernmedeExpression der 5°DIl zu den
hormonellen Veranderungen fuhren, so scheint dieghrmein physiologischer
Schutzmechanismus als eine pathologische Fehltegulau sein, weshalb auch aus diesem
Grund die B-Supplementation beingLow T3 Syndrome“nicht sinnvoll zu sein scheint (6)
(133).

Neben den eben beschriebenen peripheren Veranaerusal noch die zentrale Komponente
des,Low T3 Syndrome“kurze Erlauterung finden. Die Ursachen fur derdé@mpaten TSH-
Spiegel liegen wohl in einer Hemmung der TSH-Seétnetiurch ILB oder TNF. IL1(3
stimuliert die Sekretion von Somatostatin, Somatost seinerseits hemmt die TSH-
Sekretion. Uberdies ist die TRH-Sekretion und di pRH-mRNA-Konzentration in Nagern
unter Nahrungskarenz reduziert. Aufgrund von Expernten an Leptin-defizienten Mausen
(Lep®/Lep®® und an Mausen unter Nahrungskarenz geht man dausndass Leptin die
TRH-Genexpression im paraventrikularen Nukleus ldgpothalamus nach oben reguliert,
einerseits direkt Uber hypopyhseotrope TRH-Neuramal andererseits Uber andere
hypothalame Neuronengruppen wiércuate nuccleus POMS and NPY-agouti-related
peptide“ Neurone (1). Folglich tragen Infektion, Entzindunmd Nahrungskarenz,
unabhangig von den bisher beschriebenen EffekteneniTeil zum Bild desLow T3

Syndrome*“bei (1).

Eine Beteiligung der h5°DI an der Pathophysiologgs ,Low T3 Syndrome“scheint zwar
gegeben, doch ein Zusammenhang zwischen der Hemdamigs DI-Aktivitat und TGPB;
konnte nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlittdies Genese dieses Krankheitsbilds
eher multifaktorieller Natur und nicht lediglich ith die Fehlregulation eines einzelnen

Enzyms bedingt.

5.2.5. Diskussion der Ergebnisse der GH-Stimulation

Bezuglich der GH-Wirkung auf die h5°DI ist zu bewmsh dass die hier vorgestellten
Ergebisse allein aufgrund der Fallzahlen nur Rilolien-Charakter haben kénnen und eine
statistisch belegte Interpretation der Ergebnigsgeht mdglich ist. Nichtsdestotrotz konnte
kein Effekt beobachtet werden, wobei die zeitinten8estatigung eines mangelnden Effekts

aus Kostengrunden nicht durchfihrbar war.
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Die Ergebnisse aus den Transfektionsexperimentémenn Promoter der h5° DI in HepG2-
Zellen zeigen, dass GH unter Kostimulation mjtk€ine Wirkung auf die Promoteraktivitat
dieses Enzyms ausubt. Auch unter Verwendung von IMEOOmg/lI D-Glukose zeigt sich
GH ohne regulatorische Aktivitat. Die gleichen Merse wurden unter Zuhilfenahme des
Deiodase-Assay wiederholt. Auch hier konnte keinflass von GH auf die Aktivitat der
h5'DI unter Kostimulation mit F in HepG2 nachgewiesen werden, unabhangig ob
DMEM F12 oder DMEM-4500mg/I-D-Glukose verwendet der Im Deiodase-Assay und,
wenn auch geringer, im Luciferase-Assay fuhrt des&z von DMEM 4500mg/l D-Glukose
per sezu einer deutlichen Zunahme der h5DI-Enzym- bzRromoter-Aktivitat. Diese
Steigerung persistiert auch unter Stimulation mis@wie unter Kostimulation von GH und
Ts. Somit lasst sich kein GH-spezifischer Effekt verken, sondern einzig eine Steigerung
der Enzymaktivitat der h5°DlI durch DMEM 4500mg/l| ®ukose. Daraus leitete sich
unmittelbar die Frage ab, ob es sich dabei um eurspezifischen Effekt des Mediums
DMEM 4500mg/l D-Glukose oder um einen spezifiscligfekt der Glukose handelt. Die
Uberpriifung der Wirkung von Glutamin, D-Glukose WRytuvat auf die h5 DI im Deiodase-
Assay bestatigt, dass es sich um einen unspezfisiffekt handelt, der woméglich durch
eine gesteigerte Proteinsynthese bedingt ist.

Zur Stimulierbarkeit von HepG2-Zellen durch GH ui@F-1 kann die Regulation der
humanen Sterol-27-Hydroxylase (CYP27A1) angefiletden. So konnten in HepG2-Zellen
anhand von Luciferase-Experimenten die Regulatimsed Enzyms durch GH und IGF-I
nachgewiesen werden (135) (141). Von anderen Femsclhurde demonstriert, dass HepG2-
Zellen funktionelle Rezeptoren fur GH besitzen (136

Gleichwohl bleibt die Wirkung von GH auf die humarfchilddrisenhormonachse
unzweifelhaft, da die GH-Substitution von Erwachsenzu einer Veranderung des
Schilddriisenhormonhaushalts fiihrt. So hat die Biélhag euthyreoter Individuen mit GH
eine Erhohung des Plasma/T;-Quotienten und eine Erniedrigung des PlasmgTiT
Quotienten zur Folge (83). Da bei gleichzeitig s-stibstituiertem zentralem
Hypothyreoidismus die Ursache dieser Veranderumgeler Peripherie liegen muss, kann es
sich deshalb nur um eine gesteigerte AktivitatttEDI oder um eine verminderte Aktivitat
der h5DIII handeln. In der Leber von Hihnern bt Gtimindest auf die 5DIII einen
analogen Effekt aus (6). Mdglicherweise sind die-\Iétanderungen unter Therapie mit GH
durch die verminderte Aktivitat der h5DIII bedingt.
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Wie bereits in Kapitel 1.7.1. beschrieben, hat S&hVan den Berghe im Detail mit den
theoretischen Grundlagen der physiopathologischesranterungen der somatotropen
Hormonachse in intensivpflichtigen Patienten befigia In der initialen Akute-Phase-
Reaktion (h bis d) ist sowohl die pulsatile Freiseig von GH als auch die interpulsatile GH-
Konzentration gesteigert. Zusatzlich ist die GHdRelquenz erhdht. Diese Veranderungen
werden als erworbene periphere GH-Resistenz gddétditegegen wird in der chronischen
Phase schwerer Krankheit (nach 7-10 d) die putsakteisetzung von GH unter
intensivmedizinischer Behandlung zunehmend unkagder. Die GH-Konzentration der
pulsatilen Freisetzung ist niedriger als in der #&kBhase-Reaktion, aber hdher als unter
physiologischen Bedingungen. Die Pulsfrequenz bleldenso erhoht (82) (139). Da sich in
den hier vorgelegten Ergebnissen die h5'DI von GHeeinflusst zeigt, lasst sich folglich
kein Zusammenhang zwischen den physiopathologistfegidnderungen der somatotropen

Hormonachse in intensivpflichtigen Patienten unich deow T3 Syndrome*herstellen.

Im Zusammenhang mit einer moglichen indirekten Mgk von gonadalen Steroiden auf die
5Dl bleibt die geschlechtsabhéngige GH- und IGRefulation der hepatischen
Genexpression zu diskutieren.

D.J. Waxmann und dessen Mitarbeiter haben sictebergd mit dem Einfluss von GH auf die
Transkription der murinen Cytochroms®Monoxygenasen (CYP) auf der Basis eines
unterschiedlichen GH-Sekretionsmusters mit eineclgiechtsspezifischen Aktivierung von
STATSs beschatftigt (134) (143).

Der Hauptunterschied des GH-Sekretionsmusters hetfscweiblichen und mannlichen
Ratten ist das interpulsatile Intervall mit geringeder fehlendem GH-Plasmakonzentrations-
nachweis in mannlichen Ratten. Adulte mannliched®atveisen ca. alle 3,5 h GH-Werte von
bis zu 200 ng/ml auf, gefolgt von einem ungefalr @auernden, GH-freien Intervall. Adulte
weibliche Ratten hingegen sind charakterisiert kwgime hoherfrequente GH-Sekretion mit
einem nahezu konstanten Plasma-GH-Spiegel von a@mg&0 - 60 ng/ml. Das GH-freie
Intervall ist fir das geschlechtsspezifische Exgmesprofil hepatischer Gene in mannlichen
Tieren essentiell. In mannlichen Tieren wird namlimter konstanter Infusion von GH das
mannliche Expressionsmuster hepatischer Gene deirthweibliches Expressionsmuster
ersetzt. GH aktiviert unter anderem folgende 4 3kaptionsfaktoren: STAT1, STATS3,
STAT5a und STATS5b. Im Wesentlichen wird STAT5b duden wiederholten mannlichen

GH-Puls phosphoryliert und damit aktiviert, waszigth fir das sexuell dimorphe
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Expressionsprofil hepatischer Gene verantwortlsh Dies konnte durch Experimente an
STAT5b-defizienten Mausen bestatigt werden (1348)1

Die hepatische Cytochromgg-Monooxygenase (CYP) 2C12 wird in weiblichen Tieren
spezifisch durch die hepatischen Transkriptionsiat HNF-$, HNF-6 und
,CCAAl/enhancer binding protein{C/EBP) reguliert. So konnte gezeigt werden, dase
hohe und fir ménnliche Tiere spezifische Konzeionavon STATS5b die Wirkung von
HFEN-6 und HNF-B antogonisiert und die Expression der CYP2C12 her(iid). Im
Gegensatz hierzu steht die fir mannliche Rattenifsgpshe, hepatische CYP2C11 unter dem
Einfluss von HNF-B8, HNF-1o. und HNF-41.. Die STAT5b-abhé&ngige Hemmung der durch
HNF-33 stimulierten CYP2C11-Promoteraktivitat zeigt jedodie fur HepG2-Zellen
bekannte Problematik. So ist ein fur weibliche &ispezifisches GH-Sekretionsmuster unter
konstanter Zugabe von GH in HepG2-Zellen gut sierblr, wohingegen die Simulation
eines mannlichen pulsatilen GH-Sekretionsmusteigrand der langsamen Inaktivierung von
STAT5b in HepG2-Zellen nicht méglich zu sein sch€iv3). Eine Wirkung von STAT5b
auf den CYP2C11-Promoter konnte in Transfektionsgrpenten nicht nachgewiesen
werden, wobei regulatorische Elemente mdglichemveis 5 -flankierenden und nicht
untersuchten Promoterbereich liegen. Das gesclslgoitifische Sekretionsmuster von GH
zeigt, dass GH indirekt Einfluss auf die geschlespezifische Expression hepatischer Gene

nehmen kann.

Zusatzlich ist die Wirkung von GH auf den Schildeigtihormonstoffwechsel zum Teil durch
IGF-1 vermittelt (137). Mdglicherweise steht dieplatische h5°DI primér nicht nur unter dem
Einfluss von GH, sondern sekundar im Sinne einetio-ander parakrinen Regulation
aulRerdem unter dem Einfluss von IGF-I. IGF-I zeige geschlechtsspezifische, Testosteron-
abhangige Regulation (141). Experimente von Y. &/al. konnten zeigen, dass Testosteron
die Reportergenaktivitat des IGF-I-Promoters in @2pund LNCaP-Zellen steigert, indem
Testosteron und AR in Hepatozyten und Prostatagpith 5 -untranslatierten Bereich des
IGF-1-Gens an zwei Androgen-responsive ElementBa@sition -1320 und -1420 binden. Die
durch Testosteron induzierte Expression von IGErmag so moglicherweise zum anabolen
und wachstumsstimulierenden Effekt von Testostdverzutragen (141). M. Hussain hat
einen stimulatorischen Effekt von IGF-I auf die Bb'nachweisen kdnnen (137). Ob die
autokrine Regulation in HepG2-Zellen adaquat regulst und ob IGF-I indirekt die h5°DI

reguliert, kann nicht gesagt werden.
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Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass auehtldyrotrope Hormonachse einen Einfluss
auf die somatotrope Hormonachse auszuiiben schiiptthyreote Erwachsene weisen eine
verminderte Konzentration an IGF-I auf. In hyperdoten Patienten werden im Gegensatz
dazu erhthte oder normale IGF-I-Konzentrationen agm®n, wobei die freie IGF-I-
Konzentration allerdings gleich bleibt und sich hticin Abhangigkeit von der
Schilddrtusenfunktion &ndert (138) (140).

Da sich thyrotrope und somatotrope Hormonachsergegteg beeinflussen und nicht nur ein
direkter GH-Effekt auf der Basis einer geschlegtgggfischen hepatischen Genexpression
durch das GH-Sekretionsprofil, sondern auch einreter IGF-I-Effekt im Rahmen einer
geschlechtsspezifischen Regulation der hepatiskBEA-Synthese moglich zu sein scheint,
lasst sich letztlich nicht ermitteln, welchen Eus$ die somatotrope Hormonachse auf die

Promoter- oder Enzymaktivitat der h5 DI ausubt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Erkrankungen der Schilddrise treten im Verlauf datogenetischen Entwicklung des
Menschen vermehrt aufseiten des weiblichen Gedutsleauf. Eine erhdhte Belastung von
Frauen mit Sexualsteroiden bedingt durch Pube@gyiditat und Klimakterium wird daftr
verantwortlich gemacht. In mannlichen Ratten wiid Hepatische Genexpression der 5'-
Deiodase Typ | (5'DI) durch Testosteron transkoipdil aktiviert. Die 5'DI hat eine
besondere Stellung im Stoffwechsel der Schilddrisenone, da sie Schilddrisenhormone
nicht nur aktivieren, sondern auch inaktivierenrkaddglicherweise vermag eine Regulation
der humanen 5°DI durch gonadale Steroide diesehfptitsakzentuierte Verteilung von
Schilddrisenerkrankungen im Menschen ansatzweisekiren.

Die Wirkung von Steroiden wird durch nukleare Honrezeptoren vermittelt, die mit ihren
Liganden an den Promoterbereich eines Gens binagelamit die Transkription dieses Gens
beeinflussen. Mit Hilfe der humanen hepatozelluidkarzinomzelllinie HepG2 wurde zum
einen anhand des Luciferase-Reportergen-Assay$dimoteraktivitdt der 5°'DI auf ihre
Steroidresponsivitat hin untersucht. Zum anderemde/udurch den Deiodase-Assay die
Enzymaktivitat der 5°'DI unter dem Einfluss gonadaBteroide direkt bestimmt. Weder
mittels Luciferase-Assay noch mittels Deiodase-Aséald sich eine steroidabhéngige
Regulation der 5°DI durch den reinen Androgenadeni®R1881 bzw. Estradiol nachweisen.
Nur der bekannte stimulatorische Effekt durghuid die ebenfalls bekannte Selen-abhangige
Expression der 5Dl als Selenoprotein konnten wymirt werden. Auch die transiente
Transfektion von HepG2-Zellen mit den Steroidreaegst AR bzw. ER, gefolgt von der
Bestimmung der Deiodaseaktivitat nach Stimulationdan entsprechenden Liganden R1881
bzw. Estradiol, fuhrte nicht zu einem positiven Reg. Es konnte somit kein direkter
Einfluss von gonadalen Steroidhormonen auf die &gon und Funktion der humanen 5 DI

nachgewiesen werden.

Die Steroidregulation der 5Dl ist thematisch mir dPathophysiologie degLow T3
Syndromésverbunden. DasLow T3 Syndrome®ist gekennzeichnet durch erniedrigte T
Werte und erhohte gIWerte. Verursacht werden diese Veranderungen deirod erhdohte
Aktivitat der humanen 5-Deiodase Typ Il (5DIII) diurch eine verminderte Aktivitat der
humanen 5°DI. Die Transkription der 5DIII wird dar@ GHB3; gesteigert. Deshalb wurde der

Einfluss von TGB; auf die Deiodaseaktivitdit von HepG2-Zellen untehéu Eine
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konzentrationsabhangige Hemmung der humanen 5 BdhdiiGH; konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Da bei intensivpflichtigeni®aen nicht nur die thyreotrope, sondern
auch die somatotrope Hormonachse pathologisch gertist, war es auferdem von Interesse
zu prifen, welchen Effekt GH auf die Enzymaktivititr humanen 5°DI in HepG2-Zellen
ausubt. Auch hier konnte nur des-Effekt reproduziert werden, wahrend GH alleinenkei
Einfluss zu nehmen scheint. Folglich konnte weder drsache der pathophysiologischen
Veranderungen degow T3 Syndromes‘haher definiert werden noch liel3 sich ein direkter

Einfluss von GH auf die 5°'DI nachweisen.

Die Wirkung der einzelnen Hormone auf die Exprassiod Enzymaktivitdt der humanen
5Dl wird im Menschen mdglicherweise nicht nur dudirekte, sondern auch durch indirekte
Effekte vermittelt. Hinzukommt, dass in Mausen dpeschlechtsabhéngige Expressions-
muster der 5°DI Uber selenabhéngige pra- und positriptionale Regulationsmechanismen
kontrolliert wird. AuRerdem mussen die hier voreeden Ergebnisse nicht zwangslaufig
physiologischen Bedingungen entsprechen, da epigehe Alterationen in Zellen

karzinomatdsen Ursprungs die Wirkung von Hormonegiriflussen kdnnen.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A a
Abb.
AF
ALS
ANOVA
AR
AS
BAT
bp
BMR
BSA
C,c
cDNA

cpm
CTCF
CYP

d

D, Da
5Dl

5DlI

SDl

h5 Dlpr
DBD
DCC-FCS
DEAE
Dex

DHT

DIT

Diol
DMEM

Adenin
Abbildung
»Activation function®, Aktivierungs-Element
»#Acid-labile subunit”, Protein zur Stabilisierung von IGF-1 im Serum.
»2Analysis of varianz’, Varianzanalyse
Androgenrezeptor
Aminosaure
~Brown adipose tissue“Braunes Fettgewebe
.Base-pairs”, Basenpaare
Grundumsatz,basal metabolic rate“,Ruheumsatz,resting metabolic rate”
Bovines Serumalbumin
Cytosin
Komplementare DNA: DNA, die der mRNA eineofins identisch ist, also
keine Exon-Intron-Sequenzunterschiede aufweistsamait in Prokaryonten
untersucht werden kann.
~,counts per minute*
,CCCTC-binding factor*
Cytochrom-R-Monoxygenase
Tag
Dalton, siehe u
5’-lodthyronindeiodase Typ |
5"-lodthyronindeiodase Typ |l
5-lodthyronindeiodase Typ I
pGL2h5 Dlpr, Reportergenkonstrukt aus hsPbomoter und Luciferasegen
DNA-Bindungsdomane der TRs
steroidfreies fetales Kalberserybextran-Charcoal-FCS*
Diethylaminoethanol
Dexamethason
5a-Dihydrotestosteron
Diiodtyrosin
Gen der h5'DI
,Dulbecco’s modified Eagle’s Medium*
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DMEM F12 DMEM/NUT MIX F12

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA .Deoxyribonucleic acid’, Desoxyribonukleinsaure

DNMT DNA-Methyltransferase

DOPE Dioleoyl-phosphatidylethanolamine

DOSPA 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)dpiy,N-dimethyl-1-
propanaminium trifluoroacetate

DR ,Direct repeat’, direkte Wiederholung der Halbseiten eines TRBs}]

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkdiuren GmbH

DTT Dithiothreitol

E Extinktion

Ex Estron

E, 17B-Estradiol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EFsec ~Sec-specific elongation factor”

ERa Estrogenrezeptar

ERB Estrogenrezeptd

ERBA1 TRx

ERBA2 TR3

EthBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F12 »-Ham’s Nutrient Mixture F12*

FCS .Foetal bovine serum“fetales Kalberserum

T3 freies, ungebundenes T

fT4 freies, ungebundenes T

FU ,Fluorescence units”

G, g Guanin

g Gramm

GAS »IFN- y activation site",IFN-y-responsives Element

GH ,Growth hormone®, Somatotropin

GHBP ,GH binding protein®

GHDA adulte GH-Defizienz

GHRH ,Growth hormone releasing hormonesjehe SRH
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GHRIH ,Growth hormone release inhibiting hormonesiehe SIH
GPx Glutathionperoxidasen

GRE »Glucocorticoid response element”

h 1. humane, -es, 2. Stunde

h5°DI humane 5’-lodthyronindeiodase Typ 1

hv Strahlung der Energie E = v {h = Planck-Wirkungsquantum,= Frequenz)
HAT Histonacetyltransferase

HBSS ,-Hank’s balanced salt solution*

HCG humanes Choriongonadotropin

HDAC Histondeacetylase

HEK 293 humane embryonale Nierenzelllinie

HepG2 humane hepatozellulare Karzinomzelllinie

HEPES 2-[4-(2 Hydroxyethyl)-1 piperazinyl]-ethatiensaure

HG »High-glucosemediuni DMEM-4500mg/I-D-Glukose
hnRNA Heterogene nucleare RNA, primares Transkmgprodukt

I Symbol fur chemisches Element lod, altere Nonhenk Jod
I.E. Internationale Einheiten bzwnternational unit* [IU] bzw. ,unit* [U];
Enzymmenge, die die Umwandlung von 1 pmol Subpt@amin katalysiert,

neuere Einheit Katal [kat].

IFN-y Interferony

IGF-I .Insulin-like growth factor 1, Somatomedin C
IGF-II .Insulin-like growth factor 2, Somatomedin A
IGFBP ,IGF binding protein*®

lgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IRD »inner-ring deiodinations®, 5-Deiodierung am inneren Tyrosylring der THs
ITHs lodthyronine

U .international unit* [IU]; siehe I.E.

JAK »~Janus activated kinase*

kb ,Kilobases*

kDa Kilodalton, siehe u

KIE Kallikrein-Inaktivator-Einheiten

KO Knockout
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Km Michaelis Konstante: Substratkonzentration, ber die Halfte der max.

Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet wird.

I Liter

LBD Ligandenbindungsdomane der TRs

LB-Medium ,Luria Bertani medium*

LH Luteinisierendes Hormon

M molar = mol/l

m milli

MAD »,MAX dimerization protein, transcriptional represso
MAPK .Mitogen-activated protein kinase

MAX .MYC-associated factor x protein/AX Protein
MCT8 .Monocarboxylate transporter 8*

MeCP-1 .Methyl-CpG-Binding Protein 1 Complex”, ,MeCP1 Conex"
MG Molekulgewicht

mg Milligramm = 10° g

ug Mikrogramm = 16 g

min Minuten

MIT Monoiodthyrosin

ml Milliliter = 102 |

ul Mikroliter = 10° |

mM millimolar = 10° mol/I

uM Mikromolar = 10° mol/l

MRNA .messenger RNA*

MYC ,V-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene homgptoanscriptional
activator*

NaHCQOs Natriumhydrogencarbonat
NaSeQ Natriumselenit

NCOA1 »Nuclear receptor coactivator 1,'SRC1

NCOR1 .Nuclear receptor corepressor 1*

NCOR2 .Nuclear receptor corepressor 2°SMRT

NCORI Mutation von NCoR, ohne die N-terminale Regsionsdomane
ng Nanogramm = 10g

nm Nanometer

nM Nanomolar = 18 mol/l
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ns nicht signifikant

Nt Nucleotid, Nucleosidmonophosphat

nTRE negatives TH-responsives Element, Hemmungséeexpression

NUT MIX F12 »Ham’s Nutrient Mixture F12*

OATP »=organic anion transporters*

oD optische Dichte

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

ORD ,outer-ring deiodinations’, 5"-Deiodierung am auf3eren phenolischen Ring
der THs

P Progesteron

pBK15SePPpr Promoterreportergenkonstrukt aus 8aBRuciferase

PBS .Phosphate buffered saline'Salz-Phosphat-Puffer

pBS pBluescript Il SK +/-, Kontrollplasmid

pGL2h5 Dlpr Promoterreportergenkonstrukt aus haidl Luciferase

pH Pondus hydrogeniWasserstoffionenkonzentration

PPAR .Peroxisome proliferator activated receptor*

pSG5HEO  Expressionsplasmid fur &R
pSVARO Expressionsplasmid fir AR

PTU 6-n-Propyl-2-Thiouracil

R1881 Methyltrienolone; aquivalente Eigenschafiestosteronpropionat
RA Retinoat, Retinsaure

RAR Retinsdurerezeptor

RARE .Retinoic acid response elementRetinsure-responsives Element
rcf ,Relative centrifugal force*RCF = 1,118 - 18- r - (rpmj - g
rhGH Rekombinantes humanes GH

RNA »Ribonucleic acid®, Ribonukleinséure

rom Umdrehungen pro Minute

rTs 3,3",5"-Triiod-L-Thyronin, reversess T

RT Raumtemperatur

RXR Retinoid-X-Rezeptor

S Sekunde

S14 Spotl4

SBE ~Smad binding element”

SBP2 ~Selenocysteine insertion sequence-binding pro2&in
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Se
Sec
SelB
SelD2
SePP
SMRT
SNP
SIH
Spl
SRC1
SRCT"
SRH
SRIF
STAT

T.:AM
T2

T,S

T3

T3S

Ty

Tab.
TAAR1
TBG
TCA
TGH3
TH(S)
TNF-a
TRAPs
TRa
TRa®°
TR

Selen

Selenocystein
~Selenoprotein translation factor SelB*
Selenophosphatsynthase Typ 2

Selenoprotein P
»Sllencing mediator for RAR and TR*
»oingle nucleotide polymorphism*
»~Somatotropin release inhibiting hormoneSomatostatin, GHRIH oder SRIF
Transkriptionsfaktor Spl
~Steroid receptor coactivator L1*'NCOAL

SRC1-Knockout
»~Somatotropin releasing hormoneGHRH, Somatoliberin
~Somatotropin release inhibiting factor'siehe SIH
»olgnal transducer and activator of transcription®
Standardfehler des Mittelwertes

Thymin

Testosteron
3-lodthyronamin

3,5-Diiod-L-Thyronin

Diiod-L-Thyroninsulfat

3,5,3"-Triiod-L-Thyronin

Triiod-L-Thyroninsulfat

3,5,3",5"-Tetraiod-L-Thyronin, L-Thyroxin

Tabelle
»rrace amine associated receptor 1“

Thyroxin-bindendes Globulin
Trichloressigsaure
»1ransforming growth factor beta“tumortransformierende Wachstumsfaktor
»Thyroid hormone(s); Thyreoidhormon(e), Schilddrisenhormon(e)
Tumor-Nekrose-Faktoa-
» T R-associated proteins® (p140 und p160)
»1hyroid hormone receptor”, Schilddrisenhormonrezeptor
TRa-Knockout

»1hyroid hormone receptoff®, Schilddriisenhormonrezeptdr
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TRB" TRB-Knockout

TRE »Thyroid hormone response elemenfTH-responsives Element
TRH » T hyrotropin-releasing hormon*

TRIS Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

TrxR Thioredoxinreductase

TSH Thyroideastimulierendes Hormon, Thyrotropin

U,u Uracil

U ,unit“, siehe LE.

u Atomare Masseneinhejitomic unit of mass*u = 1,66057 - 18/ kg;

alternative Einheit Dalton [D]; 1u=1D.

UGA Basentriplet: 1. Selenocystein-spezifischeddp 2. Stopcodon
w/o engl. ,without*, ohne

wiv ~Weight [g] in volume [mI]“

Vimax Maximalgeschwindigkeit einer chemischen Reaktion

viv ,volume [ml] in volume [mlI]*

VDR Vitamin-D-Rezeptor

X Mittelwert

ZNS Zentrales Nervensystem
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9. ANHANG

9.1. Promotersequenz

Promotersequenz der h5Dl:

-25007 .. s e 5’-ggatcctgca a tgattacct
-2450"gcacaacatt gctttggact aagggaccaa tttaattgta a agaacatgc
-2400"aacagtgaca cataaccatg ggtcttaccc actggtctta c catgtgact
-2350"cagtcatcca atagtaggtg gcctaatagg atggtggaat g gcttgttaa
-2300"aggcacagtt agggctccag gttggggaaa atactcagga g actggggca
-2250’ttgtccteeg geatgtagta catatactaa accaatggtt t atcaattat
-2200’ttataatggt actttgttct aaatacctat agatttgcaa a ccaaggggt
-2150"agcacttctt actatcactt tcagtgaaac ctacacacat a gaatgtgtg
-2100" ccteetgegt cacaagttta agttctgcett ggttggagat ¢ ctggtccca
-2050"gggaagcagg gaaggcggag agagaacact tccattccag t tacagttcc
-2000"actgaattgg aagctgtaac taccacttag gcatttttgg ¢ ttctcatac
-1950"cactgcacca gcaggtaaag aaaagagtgc cggctgggeg ¢ ggtcgtcac
-1900"gcctgtaatc ccagcacttt cggaggccaa ggtgggegga t cacctgagg
-1850"tcaggaattc gagaccaacc tggccaacat ggcgaaaccc a tctctactg
-1800"aaaacacaaa aattagctgg gcatggtggc acacgcctgt a atcccagct
-1750"acttgggagg ctgaggcagg agaattgctt gaacctggga g gcggaggtt
-1700"gcagtgagcce gagattgtgce cactacactc cagcctggac a acagagcga
-1650"ggctctgtct caaaaataaa taaataaaga gtgacacatg g tggggaaaa
-1600"tcagccctga ttactttaag aagttggggg ctgggcatgg t ggctcattc
-1550"ccataatccc agcattttga gagatcaagg aaggaggatt g tttgaggtc
-1500"aagagttcaa gaccagcctg ggcaacataa ggagaagcta t aacagtcac
-1450"aaaatttgcc gggtttgggt ggcacgcctg tagtcctaac t actctggct
-1400"gaggtgagag gatggcttga gcccaggagt ttgaggctge a gtgagctat
-1350"gatcacacca ctgccctcca gectggtgac agaggaagga a accccgtct
-1300" caattatttt aaaaaaaaaa ggtcttgggt gtattttaaa a cacttccca
-1250"actctgagct ctatgattct tctttcagtt tctccaatga g ccatgctgt
-1200’ctctggctte tgggcctttg geccagtgtgg ttecttccac ¢ aggacacta
-1150"tccccacttt agccagctga ctgcettgecg tetttctggt t tcagcatag
-1100"aaatcacttc ctcagtgaag tcctcttgac ttctctaacc a gaattagct
-1050"tccccttcte cctgeteteg tageccacge acacccteeg ¢ ctctggact
-1000"tcatttagga aatggtagtt ttttgtttac ttgtctattc ¢ ccgceactag
-0950"accatgactt ccttgagaga agagggtgtt ttatttgtca c tctatgecc
-0900"agtgctaagg ggagttgcag gccccaggtt ttgttagaaa t ggtcccatt
-0850"tctgtctctg ccectgggagg tttgagatce atatcecectg g ggagggctc



PROMOTERSEQUENZ

106

-0800'tgactacaga aatagtcaac caccagctag aagccatgat t
-0750"gtgcggtggce tcgagectgt aatcccagca cttttggagg ¢

9ggggcegg
caaggcggg

-0700't ERE[EEWtctg ERFEEMogENiEllagacc agectgacca acacggtgaa

-0650"accctgtctc tactaaaaat acaaaaatta gccaggcgtg g
-0600" cctgtaatcc cagctactca ggaggttgag gcaggataac t
-0550"tgggaggcag aggttgcagt gagccaagat cgtgccactg a
-0500"tgggcgacag agcgagactc catctccagc aacaacaaca a
-0450"gatgtttgtt gggaaaacaa agatctttgt tgggaaaaac a
-0400"agtaaaagaa gagtttgtgt ataaagaata actaatagcc a
-0350"acttgtgaga gagcatctaa caggttctct ttaagtgtgg t
-0300 tacttgtttt ttaaaaaatt aatcagaggg agaatttaag a
-0250"taccaatcca agaatctctc aaaagctcag gcaaagaatt g

tggcaggceg
gcttgaacc
cctccagcec
aaaaccatg
tctttcatt
aatctactg
ctttttaag
tgtggaatc
gaaatgata

-0200" atgattaaaa cagagetitil FREEEE cctgg ttaggaattt tctatcteat

-0150"gacagaaagg caaacatctt c [FElEMgac tccttceee

-0100"tggctgctcc taccctgeac cttcattcag ctccgeccag t
-0050’ctgcagcctc tctgeccata gaactcagag cttactctgg ¢
00007 atg-3".... oeeeiiee s e .

Quelle: (144)
OMIM: +147892

tgacce [ofelo)

gttgcctgg
tttgccgag

ERlE et lgdillie  DR4+2 an Position -676 bis -699 (59)
[CElegactccttccClilee  DR12 an Position -129 bis -106 (61)

potentielle E-box an Position -175 bis -180, Bind von Myc/Max and

Mad/Max (125)

cagac potentiellsSmad binding sequencegn Position -186 bis -190 (3)
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9.2. Wertetabelle
9.2.1. Ergebniswerte aus dem Luciferase-Assay

Abb. 8: Transfektion von HepG2 mit pGL2h5 DIpr-1480 und Stimulation mit Steroiden.

pGL2h5 Dlpr-1480 - + + + + + +

R1881 - - + - - - -

DHT - - - + - - -

E, - - - - + - -

P - - - - - + -

Dex - - - - - - +

Fallzahl der Triplikate n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 rl

X [FU/ug] 6,2 320,8 309,5 327,6 280,3 288,7 323,6

+oz [FU/ug] +0,7 #5155 #39,1 #5299 +32,0 +30,7 31,6

Abb. 13a/b: Transfektion von HepG2 mit pBK15SePPpr-1800 und Stulation mit TGF ;.

pBK15SePPr-1800 - + + - + +

TGFB: - - 100 pM - - 4pM

Fallzahl der Triplikate n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1

X [FU/ug] 2,9 2598,2 1303,1 2,7 1275,5 851,9

+oz [FU/ug] +0,9 +120,9 +67,1 +0,0 +138,8 +148,1

p-Wert

ns (p=0,05) ns (p=0,127)

Abb. 14: Transfektion von HepG2 mit pGL2h5 Dlpr-2467 und Stimulation mit GH und Ta.
pGL2h5 Dlpr-2467 - + + + + + + - + +
DMEM F12 + + + + + - - + - -
DMEM 4500 mg/l Glucose - - - - - + + - + +
GH - - + - + - + - - +
T, - - - + + - + - - -
Fallzahl der Triplikate n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 rl n=1 n=1 n=1
X [%] 0,8 100 91,9 81,6 73,5 1275 138,2 1,1 1275 4104,
+oz [Y%] +0,1 +156 +3,2 48,5 +0,9 +12,3 +6,4 +0,0 9,9 441
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9.2.2. Ergebniswerte aus dem Deiodase-Assay

Abb. 9: Stimulation von HepG2-Zellen mit Steroidenohne Selen.

Selen - + - - - - - -
T - - + - - - - -
R1881 - - - + - - - -
DHT - - - - + - - -
E, - - - - - + - -
P - - - - - - + -
Dex - - - - - - - +
Fallzahl der Triplikate n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2 w2 n=2
X [%] 11,5 1000 110 11,1 110 116 11,0 126
+oz [Y%] +2,4 +1,5 25 20 19 23 24 425
p-Wert

p=0,001

Abb. 10a/b: Stimulation von HepG2-Zellen mit Steraden, T; und Selen.

Selen + + + + + + + + +
T - + - - - - - - -
R1881 - - + - - - - + -
DHT - - - + - - - - -
E, - - - - + - - - +
Dex - - - - - + - - -
T3 - - - - - - + + +
Fallzahl der Triplikate n=9 n=1 n=5 n=1 n=5 n=1 58 n=1 n=3
X [%] 100,0 106,0 93,0 94,3 1026 1049 1878 1749 7175,
+oz [Y%] +1,9 +1,6 +3,1 2,4 +2,8 9,0 +#44 43 57
p-Werte
ns (p=0,018)
ns (p=0,379) |
p<0,001 |
p=0,008 |
[ p<0,001 |

Abb. 11: Transfektion von HepG2 mit AR bzw. ERx und Stimulation mit Steroiden und Ts.

AR - - AR AR AR AR - - - -
ERa - - - - - - ERx ERa ERa ERa
Selen + + + + + + + + + +
Ts - + - - + + - - + +
R1881 - - - + - + - - - -
E, - - - - - - - + - +
Fallzahl der Triplikate n=3 n=2 n=6 n=4 n=6 n=3 A8 n=4 n=7 n=4
X [%] 100,0 163,4 90,7 85,9 180,7 166,6 95,0 99,5 192,2183,2
+ox [Yo] +5,0 +10,9 #34 #31 #51 59 2,7 +3,3 6,5 7,4
p-Werte

p=0,001 p<0,001 | p<0,001 |
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Abb. 12: Stimulation von HepG2-Zellen mit TGH3:.

Selen + + + + +
TGFB: - 0,4pM 4pM 40 pM 100 pM
Fallzahl der Triplikate n=4 n=3 n=3 n=3 n=1
X [%] 100,0 96,2 95,6 96,5 75,9
+oz [Yo] +2,3 +1,8 +2,6 +2,0 +12,8
p-Werte Kruskal-Wallis-Test: ns (p=0,479)

Abb.15: Stimulation von HepG2-Zellen mit GH.

Selen + +
GH - +
Fallzahl der Triplikate n=1 n=1
% [%] 100,6 99,0
+og [Y%] +3,1 +2,6

Abb. 16: Stimulation von HepG2-Zellen mit GH bzw.T ;.

Selen

DMEM F12

DMEM 4500 mg/l Glucose
Ts

GH

+ + + + + + +
+ + + - - - -
- - - + + + +
- + + - - + +
- - + - + - +

Fallzahl der Triplikate

n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1 Fl

X [%] 1000 176,8 157,4 3438 3323 5939 4989
+oz [Y%] +1,6 +2,5 +0,5 +146 +124 31,6 +22,4
p-Werte Kruskal-Wallis-Test: p<0,001; Mann-Whitney-U-Test: ns

Abb. 17: Stimulation von HepG2-Zellen mit GlucoseGlutamin bzw. Pyruvat

Selen + + + +
Glucose - + - -
Glutamin - - + -
Pyruvat - - - +

Fallzahl der Triplikate

n=2 n=1 n=3 n=1

X [%]

100,0 93,0 1112 947

oz [%]

+1,0 +3,8 +5,2 +1,6

p-Werte

Kruskal-Wallis-Test: ns (p=0,071)
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