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Zusammenfassung

Schilddriisenhormone wirken an spezifischen subzelluldren Strukturen, wurden jedoch bisher nur
in Gesamthomogenaten von Hirnarealen der Ratte gemessen. Aus diesem Grund wird in der hier
vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt, die Homogenate von elf Rattenhirnarealen durch
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation in funf subzellul&re Fraktionen aufzutrennen: in
Nuklei, Mitochondrien, Myelin, Synaptosomen und Mikrosomen. Die Reinheit der jeweiligen
Fraktionen wurde durch Quantifizierung von biochemischen ,Markern® sowie
elektronenmikroskopisch Uberprift. Die Schilddriisenhormone T3 und T4 wurden in den
subzelluldren Fraktionen mit Hilfe von sensitiven Radioimmunoassays quantifiziert.
Verschiedene pharmakologische und nichtpharmakologische Behandlungsformen zeigten die
folgenden Ergebnisse: a) Vier chemisch unterschiedliche Antidepressive induzierten eine
signifikante Zunahme der T3-Konzentrationen in der Myeélinfraktion der Amygdala. Die
Phasenprophylaktika Lithium und Carbamazepin sowie ein achtstindiger Schlafentzug fihrten
zu einer Zunahme der T3-Konzentrationen in den Synaptosomen der Amygdala. Antidepressiva
induzierten ebenfalls eine Zunahme der mitochondrialen Proteinkonzentrationen und der
Aktivitdt des mitochondrialen Enzyms Succinatehydrogenase in der Amygdala. Die Ergebnisse
zeigen, dass diese Psychopharmaka Uber ihre Effekte auf die
Schilddriisenhormonkonzentrationen ganz spezifische Funktionen der Amygdala beeinflussen
und dass diese Effekte htchstwahrscheinlich am bisher unbekannten Wirkungsmechanismus der
Medikamente beteiligt ist. b) Verschiedene Formen von Stress, wie z. B. akute oder tber einen
Zeitraum von 14 Tagen durchgefihrte i.p.-Injektionen mit Kochsalz, fihrten zu spezifischen
Veranderungen der T3-Konzentrationen verschiedener Subfraktionen; c) die Induktion einer
Hyperthyreose mit T3 bzw. mit T4 induzierte eine Zunahme der T3-Gewebekonzentrationen nur
in einem von vier Hirnarealen, in den drei anderen Areden blieben die T3-Konzentrationen
aufgrund gegenregulatorischer M echanismen konstant.

Insgesamt  zeigt die  vorliegende  Untersuchung, dass die Messung von
Schilddrisenhormonkonzentrationen in subzelluldren Fraktionen pharmakologische Effekte
entdecken kann, die bei Messungen der Hormonkonzentrationen in Homogenaten Ubersehen
werden. Das wichtigste Tellergebnis sind deutliche Hinweise auf die Wirkung verschiedener

Antidepressiva und Phasenprophylaktika in subzelluldren Strukturen der Amygdala.



I nhaltsver zeichnis

Lo EINTETUNG. ..ottt e
1.1 Schilddrisenhormone und GENIMN..........coceiiirieiiee e
1.1.1 Aufnahmeund Verteilung.........cocouvieiiieiiiecie e
1.1.2 Metabolismus der Schilddrisenhormone...........ccocveevveeveeceseeneece e
1.1.3 Wirkungen von Schilddrisenhormonen im Gehirn...........ccoceeeieveninnncneens
1.1.3.1 Effekte an nukledren Rezeptoren...........ccocveveeiiecieesie e
1.1.3.2 Extranukledre Effekte von Schilddriisenhormonen............ccccoeeeevvriiennenns
1.1.3.2.1 Effekte an Mitochondrien..........cccecveeeieiene e
1.1.3.2.2. Effekte von T3 auf die neuronale Erregungsleitung..........c.ccccceveeenee.

1.2 Schilddriisenhormone und manisch-depressive Erkrankungen............cccecveenee.
1.2.1 Psychiatrische Syndrome bei Schilddrisenerkrankungen.............cccceveeeuneene.

1.2.2 Serumkonzentrationen von Schilddriisenhormonen bei manisch-

depressiven ErKrankunNQEN... ..o e

1.2.3 Effekte antidepressiver Therapien auf die Serumkonzentrationen von

SchilddrisenNOrMONEN..........coiiiii e
1.2.4 Antidepressive Effekte von Schilddrisenhormonen...........coeceeeveeviieenieene,

1.2.5 Effekte von Antidepressiva und Phasenprophylaktika auf den
Schilddisenhormonmetabolismus und die Schilddriisenhormon-

konzentrationen iM ZNS der RAE.......oooveveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

1.2.6 Effekte verschiedener Stressoren sowie nicht-antidepressiv wirksamer

Pharmaka auf den Schilddrisenhormonmetabolismus und die

Schilddriisenhormonkonzentrationen im ZNS der Ratte............ccccceeeeveeennee.
1.3 Antidepressive und phasenprophylaktisch wirksame Medikamente....................
1.4 Zusammenfassung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit.........................
1.5 Methodische Ziele und Fragestel luNgen...........ccooeiirineninecieeiereesee e



2. Material UNd MEtNOOEN.........ooiii e e 26
P R V= = = 1T O SRS RPRPRPR 26
2.1.1 Gerdte und Verbrauchsmaterialien..........cccoeceveererceseese e 26
2.1.2 Chemikalien und REAJENZIEN.........cociiiriireiieieee et 27
2.1.3 MEAIKAIMENTE. ..ot s nae e 30
204 VEISUCHSLIEIE.....coeiiiiieeie ettt ettt s sr e nne e 30
FZ A Y/ = 110 (= o 1SS 31
2.2.1 Methodische ENtwWiCKIUNGEN.........coi i 31
2.2.1.1 Subzellulare FraktioniErUNQ........cccoeeiieiieeiie e 31
2.2.1.1.1 HOMOQENISIEIUNG. ... ceeirreirieiieeeteesieseteestesaseessessseesseesseeesseesssesssessnseensens 32
22112 Zentrifugation deS HOMOGENELS.........ccceverierierinierienieneeeeee e 32
22113 Isolierung der ZEIKENE........ocooviiireiireeeeee e 33
2.2.1.1.4 Isolierung der MitoChONAIEN........cccvveiieiiee e e 35
2.2.1.1.5 Isolierung der Synaptosomen und der Myelinfraktion............cccccoc e, 36
2.2.1.1.6 Hypoosmotische Behandlung der Myelinfraktion zur Reduktion
zytoplasmatischer KontaminationeN............ccovvererenenienieeneeneese s 36
2.2.1.1.7 Praparation der MiKroSOMEN........cccceviveiiiiiieiiie et 37
2.2.1.2 Charakterisierung der subzelluldren Fraktionen durch biochemische
Y= = RSOOSR RPRURN 37
22121 DNA-Isolierung und QUantifiZierung..........ccoceeererieeneseseseseseseeeenens 37
2.2.1.2.2 Messung der Succinat-Dehydrogenase-AKLVItEL...........ccceeeeeeieienenens 38
2.2.1.2.3 Messung der 2',3 -zyklischen-Nukleotid 3’ -Phosphohydrolase............. 39
2.2.1.2.4 Messung der NADPH-Cytochrom c-Reduktase-Aktivitét...................... 40
2.2.1.25 Messung der Laktat-Dehydrogenase-AKLIVItaL...........coovvveieiincieneneens 41
2.2.1.2.6 Messung der Konzentrationen von Synapsin, Syntaxin und des
Glutamattransporters | durch Westernblots............ccccceveveveeiiecceevenenee. 41
2.2.1.3 Charakterisierung der subzelluldren Fraktionen durch
ElektronenmikroSKOPIE.........cooiiiiiririiieeese e 43
2.2.1.4 Weitere Untersuchungen zur Uberpriifung der Validitét der
Hormonquantifizierung in subzelluldren Fraktionen............cccccevcveveeccieenen, 43
2.2.1.4.1 Subzelluldre Fraktionierung unter Zugabe von T3.........ccccevveveeieecnenne. 44



Vi

2.2.1.4.2 Subzelluldre Fraktionierung von Hirnarealen Desipramin-

behandelter Tiere unter Zugabe von radioaktiv-markiertem T3.............. 44
2.2.1.5 Extraktion, Isolierung und Reinigung der Schilddriisenhormone
mittels HPLC (High pressure liquid chromatographi€).............ccoceevverennene. 44
2.2.2 VersSUChSEIGrUDPEN. ...c..ee ettt e e s reesnee s 46
2221 KONIOIHTIEIE. ... et 47
2.2.2.2 Subchronische Behandlung mit Antidepressiva..........ccceeevereneneneneeene 47
2.2.2.3 Behandlung mit phasenprophylaktischen Medikamenten.............cccceeveueee. 48
2.2.2.4  SChIAfENIZUG......cccveiiiecie et 438
2.2.2.5 Untersuchung Stressfaktoren (i.p.-Injektionen)..........ccccccveveeiieiieicecciene, 49
2.2.2.6 Induktion einer hypothyreoten und einer hyperthyreoten
SOffWECHSEIAGE. ... s 50
VA A o 1] 0 =107 = 1 o o TR 50

2.2.3 Radioimmunologische Bestimmung (RIA) der 3,5-T2-, T3- und
IR NQe 4= g1 = (] 1= 1R 53
2.2.3.1 Messung der 3,5-T2-, T3- und T4-Konzentrationen in

SUbzZellUlEren FraktioneN...........coceoiiriiree e 53

2.2.3.2 Serumbestimmungen VON T3 UNd T4......oooieeeiieiee e 55

2.2.4 Quantitative ProteiNDEStiMMUNG.........ccoveiieiiiieiie e 57
225 StatistiSChe AUSWEITUNG......ccoiiiiririereeee e 57

G T Y 0 o] 1SS =PSRN 59
3.1 Methodik der subzellul&ren Fraktioni€rung.........c.ccoeeeeieieneniesese e 59
311 Isolierung der ZEIKEINE.......cccuiiiieiieceece st ere e 59
3.1.2 Isolierung der MitOChONAITEN. ........ccviiiieeieccee e 60
3.1.3  1S0lierung deSMYENINS.......c.ooiiiiiirieree e 60
3.14 Isolierung der SYNaPtOSOMEN. .......cueiiierieriesiestesieeee e et sre e ne e e b seeens 61
3.1.5 Isolierung der mikrosomalen Fraktion...........cocooueeiieiie e 62
3.1.6 Aktivitat der Laktat-Dehydrogenase...........cccveiueeiieiieeiiee e esiee e s sne e 63

317 Weitere UNtErSUCNUNGEN. .......ciieieieie sttt sttt aesne b ens 64



VI

3.1.7.1 Konzentrationen des Glutamattransporters | in subzellularen Fraktionen.......... 64
3.1.7.2 Subzelulére Fraktionierung unter Zugabe von T3........cccccvvieeiienie e 65
3.1.7.3 Subzellulére Fraktionierung von Hirnarealen Desipramin-
behandelter Tiere unter Zugabe von radioaktiv-markiertem T3............cccceneee. 66
3.1.7.4 Absolute Gehalte an Trijodthyronin in Homogenaten, vereinten
Uberstanden und subzelluldren Fraktionen des Hippocampus............c.c.ceeeee... 67
3.2 Basale Schilddriisenhormonkonzentrationen in subzelluléren Fraktionen
VON RaATENNITNAIEAIEN..........c.eeeeeee et nne s 68
3.3 Effekte von antidepressiven Pharmaka auf die Schilddriisenhormon-
konzentrationen in subzellul&ren Fraktionen.............ccveeiiiiniienene e 71
3.4 Effekte von Lithium und Carbamazepin auf die Schilddriisenhormon-
konzentrationen in subzelluléren FraktioneN............cceveiieeeieseeie e 82
3.5 Effekte eines Schlafentzugs auf die Schilddriisenhormonkonzentrationen
IN SUDZEITUIAreN FraktioNeN...........coeiiiiiiieeee et 83
3.6 Effekte der verschiedenen antidepressiven und phasenprophylaktischen
Behandlungsformen auf die Proteinkonzentrationen der subzelluldren Fraktionen.......83
3.7 Funktionelle UnterSUCNUNGEN.........ccuviiiiiiiicciie ettt 84
3.8 Effekte von akutem und chronischem Stress auf die Schilddrtisenhormon-
konzentrationen in subzellul&ren Fraktionen.............ccooeeiiienenieneesee e 85
3.9 Effekte verschiedener antidepressiver Pharmaka, der Behandlung von
phasenprophylaktischen Medikamenten, von Schlafentzug und von
chronischem und akutem Stress auf die T3- und T4-Serumspiegel.........ccccceeveeennenne. 90
3.10 Schilddriisenhormonkonzentrationen in subzelluldren Fraktionen bel
Hypothyreose und bei Hyperthyreose...........covverririieieseses e 92
311 WeItere ErgelbniSse.......coovoiiiee s 98
N D 1T QS o o USRS 99
4.1 MethodiSChe UDEMTEQUNGEN..........ceeeeeecececcece e 99
4.2 Effekte von Antidepressiva, Phasenprophylaktika und Schlafentzug....................... 105

4.3 Effekte von PhasenprophylaktiKa ... 110



VIl

4.4 Effekte eines SChIaf@NtZUQGS.........cceiiiiiiiiiie ittt 111
45 DasHirnareal Amygdala.........ccceiiiiiiiiiie i 111
4.6 Effekte verschiedener Stressfaktoren..........ccocvecveeereeiiesieeseesesees e see e 115
4.7 Messung der Schilddriisenhormonkonzentrationen und physiologische
Parameter bei Hypothyreose und Hyperthyreose...........cccveveeiceevee e ccee s 117
4.8 Zusammenhange zwischen Aktivitéten der Dejodasei soenzyme und
SchilddrisenhormonKoNZENtratioNeN...........c.cueeeereeceereere e 118
5 Literaturver ZBIChNIS. .. ..o e 120
I U o] = o 1S 136

Danksagung



