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1. Einleitung

1.1. Trijodtyronin (T3)

1.1.1. Allgemeine Gesichtspunkte der Schiddriisenhormone und bio-
chemische Eigenschaften

In der Schilddriise werden die jodhaltigen Hormone Trijodtyronin (T3) (s. Abb.1) und
Tetrajodtyronin (Thyroxin oder T4) gebildet. Die Synthese beider Hormone erfolgt in den
Schilddriisenzellen (Thyreozyten). Hierfiir benétigt der Organismus eine ausreichende
Menge Jod, das in Form von Jodid aus der Nahrung und dem Trinkwasser aufgenommen
wird, in den Blutkreislauf gelangt und iiber die Basalmembran in die Thyreozyten der
Schilddriise aufgenommen wird. Der tédgliche Jodbedarf betriagt etwa 150-300 ug. Wird
man diesem Bedarf nicht gerecht, so entwickelt sich die sogenannte Jodmangelstruma,
die haufigste Schilddriisenerkrankung, die entweder durch alimentidren Jodmangel oder
erhohten Jodbedarf, wie in der Graviditidt oder in der Wachstumsphase, entsteht.

Deutschland ist iibrigens Jodmangelgebiet.

Nachdem nun das Jodid zu Jod oxidiert worden ist und an Tyrosin eingebaut wurde,
entstehen die Schilddriisenhormonvorstufen 3-Monojodtyrosin und das zweifach jodierte
3,5-Dijodtyrosin, die entweder zu 3’5°3-Trijodtyronin (T3) oder 3’5’3’5-Tetrajodtyronin
(Thyroxin, T4) reagieren.

Die Speicherung der beiden Schilddriisenhormone erfolgt im Thyreoglobulin der
Schilddriise. Thyreoglobulin ist Depot- und Syntheseort fiir T3 und T4'.

Die Ausschiittung beider Hormone ins Blut erfolgt nach Proteolyse des Thyreoglobulins
unter dem Einflul} iibergeordneter Zentren im Hypothalamus und in der Hypophyse. Im
Hypothalamus wird TRH (Thyreotropin Releasing Hormone) freigesetzt, welches
Synthese und Abgabe von TSH (Thyroid Stimulating Hormone) aus dem
Hypophysenvorderlappen bewirkt. TSH fordert die enterale Jodresorption, die
Schilddriisenhormonbildung und die Entleerung der Thyreoglobulinspeicher fiir T3 und
T4.
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Abb. 1 Biochemische Formel von Trijodthyronin (T3)3’5’3-Trijodtyronin entsteht

aus zwei Aminosiuren (3-Monojodtyrosin und 3,5-Dijodtyrosin), die iiber eine Atherbriicke
verkniipft werden. Der Einbau des Jods erfolgt in Position 3 am Benzolring des Tyrosins.

In Form eines Riickkopplungsmechanismus stehen die T4- und T3-Sekretion mit der
TSH-Sekretion in einem  regulatorischen  Gleichgewicht: =~ Abnahme  der
Schilddriisenhormonkonzentration im Blut wird mit einer vermehrten TSH-Sekretion
beantwortet, umgekehrt fiihrt ein Anstieg zu einer Abnahme der TSH-Sekretion. Die
tdgliche Hormonabgabe aus der Schilddriise beim Gesunden betrdgt im Durchschnitt
100 g T4 und 10 ug T32

Im zirkulierenden Blut liegen die Schilddriisenhormone zum grofiten Teil in gebundener
Form, d.h. vorwiegend als Thyroxin-bindendes Globulin (TBG), Thyroxin-bindendes
Prdaalbumin (TBPA) und Albumin, vor. Biologisch aktiv ist jedoch nur die freie Form von
T3 und T4. Das sind lediglich 0,03% des T4 und 0,3% des T3.

Die Konzentration von T4 im Blutplasma betrdgt etwa das 40 fache der T3
Konzentration. Das biologisch wirksame Schilddriisenhormon ist allerdings das T3, das

eine etwa 3 mal hohere biologische Aktvitit besitzt?.

Das gesamte im Blut befindliche T4 wird von der Schilddriise sezerniert, jedoch nur 10-
20% des im Blut zirkulierenden T3. Das bedeutet, dall etwa 80-90% des T3
extrathyreoidal durch Dejodierung von T4 entstehen. Etwa 35% des T4 werden so zu T3
umgewandelt. Die biologische Halbwertszeit betrégt fiir T4 8 Tage, fiir T3 20 Stunden.

1.1.2. Wirkungsweise

Wie die Steroidhormone wirken vor allem die Schilddriisenhormone nach dem Prinzip
sHormonwirkung durch BeeinfluBung der Genaktivitidt®. Sie gelangen iiber einen
energieabhidngigen Prozel3 in das Cytosol der Zielzelle und von dort iiber spezifische
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Rezeptoren am Zellkern in den Nukleus®. T3 besitzt dabei eine héhere Affinitidt zum
Rezeptor als T4 und hat damit auch eine héhere biologische Aktivitét?.

Man hat solche Rezeptoren im Herzen®, in der Niere®®, in der Hypophyse”® Leber®®®,
Gehirn®, Milz’ und Hoden’ gefunden. Die physikalischen Charakteristika der T3-
Rezeptoren des Zellkerns sind iibrigens sowohl in verschiedenen Organen der selben
Spezies, wie z.B. in der Ratte®, als auch unter verschiedenen Arten, wie z.B. der Forelle’,
Kaulquappe'®, Hithner" und dem Menschen'?, gleich. Bisher sind vier Formen dieser
Rezeptoren beschrieben worden. Die o,-, B,- und B,-Rezeptoren besitzen eine hohe
Bindungsaffinitdat fir T3, wobei der o,-Rezeptor wahrscheinlich als T3-Antagonist
funktioniert. Die Verteilung der 4 Rezeptorformen in den verschiedenen Organen ist
unterschiedlich™*4,

Im Zellkern bindet das Hormon an den Rezeptorkomplex, der aus dem eigentlichen
Rezeptorprotein, einem akzessorischen Protein und DNA besteht. Dieser Rezeptor
dandert durch die Bindung des Hormons seine Konformation derart, daf3 eine Bindung des
Hormon-Rezeptor-Komplexes an die DNA moglich wird. Hier wird dann die Transkription
spezifischer DNA -Sequenzen angeregt, die zu einer Verdnderung der Expression
verschiedener Gene fiihrt'.

Uber die gebildete m-RNA und die nachfolgende Proteinsynthese wird dann die

Hormonwirkung vermittelt.

Die Quantitiat und die Qualitdt der Hormonwirkung ist von den jeweiligen Bediirfnissen
des Organismus abhingig. So miissen bei der Umstellung auf verschiedene
Stoffwechsellagen bestimmte Gene in verschiedenen Organen sehr genau in ihrer
Aktivitdt angepalit werden, d. h. die Aktivitdt von Genen und ihre Expression ist nicht
immer gleich, was bedeutet, dal3 Gene hoch- und runterreguliert werden, und von der
Schilddriisenhormonkonzentration abhéingig.

Zusitzlich sind extranukledre Bindungsstellen beschrieben worden'. Thre physiologische
Bedeutung wird kontrovers diskutiert'.

1.1.3. Physiologische Wirkungen

Schilddriisenhormone stimulieren den gesamten Metabolismus des Korpers und haben
einen modulierenden Effekt auf den Stoffwechsel aller Organsysteme. Sie erhohen den
Sauerstoffverbrauch, bewirken eine vermehrte Warmeproduktion und fithren somit zu

einer Steigerung des Grundumsatzes. Diese Wirkung auf den Organismus kommt durch
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die gesteigerte Expression des Gens der Na*/Ka*-ATPase und der damit verbundenen
verstirkten Aktivitdt dieses Enzyms unter dem Einflul der Schilddriisenhormone
zustande'’. Die Na'/Ka'-ATPase ist ein zellmembranstindiges Enzym, das den
Austausch von Natrium und Kalium zwischen dem intra- und extrazelluldrem Raum
katalysiert. Es handelt sich dabei um einen ATP-abhéngigen Prozel3, der fiir einen
betrichtlichen Teil des Sauerstoffverbrauchs der Gewebe verantwortlich ist und somit
auch den erhohten Sauerstoffverbrauch erkldrt. Ein Teil der bei der ATP-Spaltung
freiwerdenden Energie wird in Form von Wirme frei und fiihrt zu einer vermehrten

Wiérmeproduktion und zu Warmeintoleranz.

Neben der Steigerung des Grundumsatzes sind der Kohlenhydrat-, Eiwei3- und
Fettstoffwechsel  beeinfluf3t'®*, Im  Kohlenhydratstoffwechsel fiihren die
Schilddriisenhormone zu einer verminderten Bildung von Glykogen und zu einem
vermehrten Anstieg der Glukoseresorption. Die Utilisation von Kohlenhydraten wird
unter dem Einfluf} von Schilddriisenhormonen verstérkt.

Eine Zunahme der Lipolyse und eine Abnahme des Fettgewebes kennzeichnen den
Fettstoffwechsel.

Im Bereich des Eiweilistoffwechsels fithren erhohte  Schilddriisenhormon-
konzentrationen zu einer katabolen Stoffwechsellage (Proteolyse).

Ebenfalls nachgewiesen sind Einfliisse auf den Mineralstoffwechsel. Vor allem der
Kalzium-und Phosphatumsatz ist bei Schilddriisenhormonanstieg gesteigert, welches
einen gesteigerten Knochenstoffwechsel zur Folge hat. Die Schilddriisenhormone fordern
so das Korperwachstum tiber einen direkten Effekt auf den Knochen und iiber eine
Stimulation der Biosynthese von Wachstumshormon in der Hypophyse®

T3 und T4 besitzen auch eine Schlisselfunktion bei der Hirnentwicklung bei
Neugeborenen® durch Férderung der Dendritenbildung und der Myelinisierung.

Schilddriisenhormone sensibilisieren die Rezeptoren gegeniiber Katecholaminen auf
Rezeptor-und Postrezeptorebene. Dies fiithrt im Herzen bei der Hyperthyreose zu einer
Zunahme der B-Rezeptoren®® und zu Tachykardien und tachykarden
Rhythmusstorungen (siehe auch 1.3). In anderen Organen kommt es zu Hyperhidrosis,
Mydriasis, Tremor und gesteigerter Darmperistaltik mit der Folge von Diarrhoen.

Gegensinnige Symptome treten bei der Hypothyreose auf.
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Die gestorte Gonadenfunktion bei Schilddriisenfunktonsstorungen &dullert sich bei
Frauen in Zyklusstorungen; bei beiden Geschlechtern treten Libido-und Potenzstorungen
auf, sowie eine Verminderung der Fertilitét.

Die quergestreifte Muskulatur reagiert bei einer hyperthyreotischen Stoffwechsellage
mit einer Atrophie im Bereich des Schulter-und Beckengiirtels, bei einer
hypothyreotischen Stoffwechsellage mit einer Pseudohypertrophie und verlangsamten

Sehnenreflexen.

Wirkungen auf das Nervensystem machen sich als Apathie wéihrend einer
Hypothyreose und Uberregbarkeit wihrend einer Hyperthyreose bemerkbar.

1.2. Hyperthyreoidismus und allgemeine klinischen
Auswirkungen

Bei einer Hyperthyreose besteht ein den Bedarf iibersteigendes Angebot an
Schilddriisenhormonen.

Es gibt unterschiedliche Arten der Entstehung einer hyperthyreotischen
Stoffwechsellage. Von grofiter klinischer Relevanz sind die Immunthyreopathie (Morbus
Basedow) und die thyreoidale Autonomie.

Die Patienten klagen iiber eine sogenannte Struma, verbunden mit psychomotorischer
Unruhe mit feinschldgigem Tremor der Finger, gesteigerter Nervositdt und
Schlaflosigkeit, tiber Sinustachykardie (Pulsfrequenz iiber 88 Schldge/min) und
eventuellen = Rhythmusstérungen (siehe auch 1.3), einer  gesteigerten
Blutdruckamplitude iiber 60 mmHg, Atemnot bei korperlicher Belastung, gesteigerter
Ermiudbarkeit und iiber Gewichtsverlust, trotz HeiBhunger und gesteigerten Durst.
Dazu kommen dann Hyperglykdmie, Warmeintoleranz und Schweillausbriiche, eine
gesteigerte Stuhlfrequenz, eventuell Durchfille, eine Myopathie mit insbesonderer
Schwiche der Oberschenkelmuskulatur und Adynamie, sowie Osteopathie durch eine
negative Kalziumbilanz, verbunden mit einer eventuellen Fettleber, Zyklusstorungen
und Infertilitét. (siehe auch 1.1)

Zusétzlich treten bei Patienten, die an Morbus Basedow leiden, in 50% der Fille die
endokrine Ophthalmopathie und in 5% der Félle ein pritibiales Myxédem auf.
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1.3. Hyperthyreoidismus und kardiovaskulire Auswirkungen

Kardiovaskuldre Manifestationen sind ein héufiger Befund im Rahmen des
Hyperthyreoidismus.

Um die Pathophysiologie der schilddriisenhormoninduzierten Herzkrankheit zu
verstehen, ist es wichtig, die Wirkungen von T3 und T4 auf die periphere Zirkulation und

somit indirekte Wirkungen genauso zu beriicksichtigen, wie die direkten Wirkungen auf
das Myokard?2*%,

In den néchsten Abschnitten folgen einige Erlduterungen zu den kardiovaskuldren
Auswirkungen des Hyperthyreoidismus.

Eine hyperthyreote Stoffwechsellage stimuliert den zelluldaren Sauerstoffverbrauch und
15,4,26

die Substratverwertung . Dieser erhohte Bedarf, aber auch die Entsorgung der
anfallenden Warmeproduktion bendétigt geniigend Energie, die mit einem gesteigerten
Sauerstoff- und Nahrungsbediirfnisses des peripheren Gewebes einhergeht. Um diesem

Mehrbedarf gerecht zu werden reagiert das Herz mit einem erhéhten Herzzeitvolumen®.

Eine der ersten Reaktionen des Organismus auf Hyperthyreoidismus ist eine Reduktion
des peripheren GefdBwiderstandes®?*"*, So ist die Durchblutung der Haut, der Nieren,
des Herzens und der Muskeln erhoht. Klein (1989) vermutet, dal3 die erhohte Zellatmung
zu einer Ausschiittung von lokalen Vasodilatatoren fiithrt®.

Eine andere Theorie geht von einer Wirkung der Schilddriisenhormone direkt auf die
glatten Muskelzellen der Gefdlle aus, indem sie den Natrium-Kalium-Transport derart
beeinfluBen®*, daf} die Elektrolytverschiebung zu einer Verminderung der Kontraktilitét
der glatten Muskelzellen und des GefiBwiderstandes fithrt™.

Die Beeinflussung des GefidlBwiderstandes durch das cholinerge System und das
Renin-Angiotensin-System mul} ebenfalls in Betracht gezogen werden.

Die Verminderung des systemischen GefdaBwiderstandes erniedrigt den diastolischen
Blutdruck und erhoht das Herzschlagvolumen, so dall das erhohte Schlagvolumen und
die vermehrte Herzarbeit auch aus den Veridnderungen des Gefdalwiderstandes

resultieren kénnen?,

Hyperthyreoidismus geht beim Menschen einher mit einer Vermehrung des
Blutvolumens®'. Man hat festgestellt, da die Erythropoese und der Erythropoetin-
Blutspiegel sich einem veridndertem Schilddriisenhormonspiegel anpassen®. Einem
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vermehrten Blutvolumen folgt ein erhohter Fiillungsdruck im rechten Vorhof, der mit
einer gesteigerten Vorlast und einem gesteigerten Herzschlagvolumen einhergeht®*?*,

Eine andere Theorie fiir die Vermehrung des Blutvolumens wire eine Steigerung des
Renin-Angiotensin- und Aldosteron-Spiegels®.

Schilddriisenhormone erhéhen die Katecholaminempfindlichkeit des Herzens. Der Grund
dafiir ist nicht etwa eine erhohte Katecholaminkonzentration, sondern eine erhote
Dichte der B-Rezeptoren im Herzmuskel®*,

Als Resultat entstehen Tachykardie, Tremor und Nervositét.

Ein anderes Hormonsystem, das Einflul auf das kardiovaskuldre System nimmt, ist
das Renin-Angiotensin-System (RAS)*". Die biologisch aktive Komponente des RAS ist
das Angiotensin II. Angiotensin II vermittelt seine Wirkung tiber spezifische Rezeptoren
und kann Vasokonstriktion, positive Inotropie und Chronotropie, sowie kardiovaskulére
Hypertrophie verursachen®.

Eine hyperthyreote Stoffwechsellage hat einen positiv inotropen Einflul auf das
Herz?*33%4142 Dabei nimmt die Geschwindigkeit der Entwicklung des Ventrikeldrucks

und die Kontraktionsgeschwinigkeit zu*"***,

Einen Erklidrungsansatz liefert die Steigerung der ATPase-Aktivitéit im Myosin*, die in
Zusammenhang steht mit der Anderung der Verteilung der Myosin-Isoenzyme wihrend
des Hyperthyreoidismus. So findet unter dem Einflu3 von T3 eine Verschiebung vom
sich langsam zusammenziehenden B-Myosin, mit einer verminderten Myosin
ATPase-Aktivitdt, zum schnellen «a-Myosin, mit einer hoheren Myosin
ATPase-Aktivitat, statt, wie in dieser Arbeit spidter auch gezeigt. Als Konsequenz
resultiert ein Anstieg der Verkiirzungsgeschwindigkeit der Muskelfibrillen**. Man muf}
dazu erginzen, daB die Anderung der Myosin-Isoenzyme in der Ratte nachgewiesen
werden konnten, allerdings nicht fiir alle Tiermodelle zutrifft und beim Menschen der
Nachweis noch fehlt.

Einen anderen positiven inotropen Einflul auf das Herz besitzt die herzspezifische
Kalzium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums. Dabei handelt es sich um eine
Ionenpumpe, die fiir den Riicktransport des Kalziums aus dem Zytosol ins
sarkoplasmatische Retikulum verantwortlich ist. Die verminderte Kalzium-
konzentration wihrend der Diastole fithrt zu einer Relaxation des Herzmuskels und je
grofler die Anzahl dieser Ionenpumpen, desto schneller verschwindet Kalzium aus dem
Zytosol und desto kiirzer ist die diastolische Relaxationsphase®’.
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Die Behauptung, daf} die positiven Effekte auf die Herzkontraktilitdt unabhéngig von
den Katecholaminen und als direkter Einflul der Schilddriisenhormone zu verstehen
sind®, unterstiitzt die Feststellung (s.u.), daB3 der B-Blocker Propranolol nicht in der Lage
sei, die gesteigerte Ejektionsfraktion zu dndern.

Nicht zu vergessen sind in diesem Zusammenhang die positiv inotropen Effekte der
Katecholamine und des Renin-Angiotensin-Systems.

Der positiv chronotrope Effekt der Schilddriisenhormone wird, wie teilweise oben schon
beschrieben, unterschiedlich diskutiert. So gehen die einen von einer Interaktion mit dem
autonomen Nervensystem® oder dem Renin-Angiotensin-System® aus, wobei andere an
einen direkten chronotropen Effekt der Schilddriisenhormone glauben®.

Der  experimentelle  Hyperthyreoidismus  fiihrt zu  Herzwachstum  und
Herzhypertrophie® . Diskutiert werden ein direkter EinfluB der Schilddriisenhormone,

52 und ein indirekter EinfluB infolge einer

infolge einer erhohten Proteinsyntheserate
verstirkten Herzarbeit wihrend einer hyperthyreoten Stoffwechsellage. Welcher Effekt
letzendlich fiir die Hypertrophie des Herzens verantwortlich ist, versucht Klein 1990 zu

erldutern®.

Hier nun einige seiner Thesen: Wie oben bereits erwdhnt, verstirkt Hyperthyreoidismus
die Wirkung von Katecholaminen. Katecholamine wirken positiv inotrop, chronotrop und
dromotrop, so dall sie nach einer gewissen Wirkzeit in der Lage sind, eine
Herzhypertrophie hervorzurufen. Um diesen Effekt zu antagonisieren hat Klein in einem
Experiment gleichzeitig zur Schiddriisenhormongabe den B-Blocker Propanolol
verabreicht. Er konnte damit zeigen, daf} die gleichzeitige Applikation von Propanolol und
Schilddrisenhormonen die erhohte Herzfrequenz und die Hypertrophie verhindern
konnten® und somit Katecholamine ursichlich an der Herzvergroferung beteiligt sein
sollen.

Andere Veroffentlichungen in diesem Zusammenhang, wie von Zierhutetal. 1989,
beschreiben keinen Einflu3 auf den Grad der Herzhypertrophie bei gleichzeitiger Gabe

von Schilddriisenhormonen und B-Blockern 5%,

Amos et al. (1994) behandelte Ratten die ersten Tage ausschlieBlich mit T3 bis zur
Entwicklung einer Hypertrophie des Herzens und verabreichte anschlieBend den
B-Blocker Atenolol. Sie konnten zeigen, dal3 der B-Blocker keinen Einflul auf den
Schweregrad der Herzhypertrophie nahm®,
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Diese Erfahrung wiirde fiir einen direkten Einflul der Schilddriisenhormone auf die
Herzhypertrophie sprechen.

In einem anderen Experiment transplantierte Klein 1987 ein Spenderherz einer Ratte
an die Seite der Aorta abdominalis, so dall es normal funktionierte, aber keine
Herzarbeit zu leisten hatte. Nachdem Schilddriisenhormone in hoher Konzentration
verabreicht worden waren und beide Herzen mit identischem Blut perfundiert worden
waren, hypertrophierte das in situ, also im Thorax, arbeitende Herz, wobei das
heterotope Herz in Hohe der Aorta abdominalis sich in der Groéf3e nicht von den Herzen
der Kontrolltiere unterschied®.

Ein Versuch, der gegen einen direkten Effekt und fiir verstdrkte Herzarbeit unter
Schilddriisenhormoneinflul} auf die Herzhypertrophie spricht.

Man darf in diesem Zusammenhang allerdings den Einflul des Renin-Angiotensin-
Systems nicht unterschétzen.

Der Blutdruck verédndert sich unter dem Einflufl von Schilddriisenhormonen. Ratten, die
tber 14 Tage mit T3 behandelt wurden zeigen einen deutlichen Anstieg des systolischen
Drucks®. Dabei spielt das erhohte Schlagvolumen eine entscheidende Rolle. Der
diastolische Blutdruck ist dabei, aufgrund der peripheren Vasodilatation, normal bis
erniedrigt®.

Hyperthyreoidismus ist in der Lage, Herzrhythmusstéorungen zu verursachen. Dazu
zéhlen Extrasystolen und Vorhofflimmern®.

1.4. Hyperthyreoidismus und seine Auswirkungen auf die Niere

Hyperthyreoidismus verursacht eine Hypertrophie der Niere®. Obwohl die Tatsache
schon lange bekannt ist, wurde bisher wenig dariiber geschrieben. Die meiste Literatur
versucht die renale Hypertrophie zu erkldren, wobei kaum Auswirkungen auf die

Nierenfunktion selbst beschrieben werden.

Kobori et al. (1997) erklidren die renale Hypertrophie iiber eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems® in dhnlicher Weise, wie bei der Entstehung der Herzhypertrophie
auch. Dabei kommt dem Angiotensin II eine besondere Bedeutung zu. Angiotensin II
spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Blutdrucks, sondern besitzt
auch eine Funktion als Wachstumsfaktor.*
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1.5. Fragestellung der Arbeit

Seit langem ist die Tatsache bekannt, dall unter dem Einflufl von Schilddriisenhormonen
eine Hypertrophie des Rattenherzens und der Rattenniere verursacht wird®®%, Aus
diesem Grund sind die beiden Organe Herz und Niere auch interessante
Forschungsobjekte, um ausfindig zu machen, wie sich auf der Ebene der Transkription
bestimmte Proteine im hyperthyreoten und hypertrophierten Zustand verédndern.

Bis vor nicht all zu langer Zeit wurden viele wissenschaftliche Untersuchungen
besonders im Zusammenhang mit der Hypertrophie des Herzens und die damit
verbundende eingeschrinkte Herzfunktion auf die Mpyozyten beschriankt. Dann
erweiterte sich diese Perspektive auf die extrazelluldare Matrix und sein fibrilldres
Kollagen®, da insbesondere die Ablagerung von Kollagen zu einer verschlechterten
Organfunktion und zum abnormen mechanischen Verhalten des hypertrophierten

Myokardiums fiihrt.

Untersuchungen an anderen, ebenfalls mit einer Hypertrophie einhergehenden
Tiermodellen zeigten Verdnderungen auf der Ebene der Transkription bestimmter
Proteine. Als ein Beispiel ist die spontane hypertensive Ratte zu nennen, die bis zum
Alter von 21 Monaten iiber eine stabile linksventrikuldre Hypertrophie, eine Herzfibrose
und eine Herzinsuffizienz entwickelt®®. Wihrend des Stadiums der Hypertrophie, ohne
Herzinsuffizienzzeichen, zeigen Northern blot Hybridisierungen von linksventrikuldrem
Gewebe folgende Verdnderungen: o-Myosin wird runterreguliert, aber in geringerem
AusmaB, als bei den Ratten, die ein Herzversagen entwickelt haben®’, B-Myosin
verdndert sich nicht®’, ANF wird lediglich im linken Ventrikel, nicht aber im rechten
Ventrikel, hochreguliert®”, Fibronektin, Kollagen I, Kollagen III* und TGF-8,* werden
nicht signifikant erhoht. Anders sieht es da bei den spontanen hypertensiven Ratten
aus, die eine Herzinsuffizienz entwickelt haben: a-Myosin wird runterreguliert®®
B-Myosin verdndert sich nicht®, wobei ANF®"% Kollagen I°*%% Kollagen III*"*,
Fibronektin®*” und TGF-B,%* hochreguliert werden. Behandelt man nun die spontanen
hypertensiven Ratten mit einem ACE-Hemmer, vor der Entwicklung eines
Herzversagens, so konnen Verdnderungen in den eben genannten Proteinen und eine
Herzinsuffizienz vorgebeugt werden®. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daBl der
krankheitsvorbeugende Nutzen der ACE-Hemmer, zumindest teilweise, durch Effekte
auf die Expression spezifischer Gene, wie o-Myosin, B-Myosin, ANF, Kollagen,
Fibronektin, TGF-8, und Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems, vermittelt wird,
und das diese Gene eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von Hypertrophie, Fibrose

und Herzinsuffizienz spielen.



Einleitung -11-

Ahnliche Versanderungen in der Niere werden im Rahmen der diabetischen Nephropathie
beobachtet. Diese Nierenerkrankung ist durch eine Hypertrophie der glomeruldren und
tubuldren Elemente, als auch durch eine progressive Akkumulation von Komponenten
der extrazelluldren Matrix und eine tubulointerstitielle Fibrose charakterisiert®. Dabei
scheinen interessanterweise die Verdnderungen der extrazelluldaren Matrix die Basis fiir

die renalen Dysfunktionen, wie Proteinurie, Hypertension und Niereninsuffizienz zu sein.

Fir mich stellt sich nun die Frage, wie sich die oben genannten Proteine im
hypertrophierten, hyperthyreoten Rattenherzen und in der hypertrophierten,
hyperthyreoten Rattenniere verhalten.

Zusammenfassend kann man das Ziel dieser Arbeit folgendermallen beschreiben: mit
Hilfe von Northern Blot Hybridisierungen soll der Einflul des Schilddriisenhormons
Trijodthyronin auf die extrazellulire Matrix von Rattenherzen wund -nieren,
beziehungsweise den Einflufl auf Myosin, VEGF und ANF von Rattenherzen untersucht
werden. Dabei soll beobachtet werden, ob die genannten Proteine auf der Ebene der
mRNA im hyperthyreoten Zustand hoch- oder runterreguliert werden. Besonderes
Augenmerk wird auf die Expression von Kollagen gelegt, da gerade seine Ablagerungen
fiir eine verschlechterte Organfunktion und Fibrose verantwortlich sind.

1. "™ und Karim et al.  wéhrend einer

Aullerdem behaupten Studien von Eghbali et a
hyperthyreoten Stoffwechsellage eine Abnahme der Kollagen-mRNA im Rattenherzen
beobachtet zu haben, wobei wir, bei einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems,

eher eine Zunahme des Kollagens erwarten.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1.

Alle Tierversuche wurden von dem ,,University of Queensland Animal Experimentation
Ethics Committee“ unter der Nummer Phys/Ph/534/97 und 544/98 genehmigt. Die
Induzierung von Hyperthyreoidismus erfolgte durch tégliche subkutane Injektion von
1 mg/kg T3 in 25 Wistar-Ratten. Jeweils fiinf Tiere erhielten diese Dosis iiber einen
Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d. Finf unbehandelte Wistar-Ratten dienten als
Kontrolltiere. 24h nach Gabe der letzten T3 Dosis wurden die Tiere mit einer
intraperitonealen Pentobarbitalinjektion (150 mg/kg) narkotisiert und anschlieBend
getotet, Herzen und Nieren rasch entnommen, sofort nach der Entnahme in fliissigem
Stickstoff eingefroren, um einer Gewebezerstorung entgegenzuwirken, und bei -80°C
gelagert. Das Gewebe wurde dann, verpackt in Trockeneis, iiber den Luftweg nach Bad

Tierexperimentelles Vorgehen

Nauheim transportiert und dort ebenfalls bei -80°C gelagert.

2.2. Verwendete ¢ DNA-Klone
Tabelle 1:  Verwendete cDNA-Klone
Klon Spezies Vektor Insert Northern Blot [ Quelle
TGF-B, human pGEM-47Z | 1,05 kb EcoR1 | 1,05 kb EcoR1 |R. Derynck
Fibronektin I rat pBS 3,50 kb EcoR1 | 3,50 kb EcoR1 |K. Boheler
Kollagen o,(I) | human pBS SK* | 1,46 kb EcoR1 | 146 kb EcoR1 | ATCC
Laminin B, human pBR 322 | 3,6 kb EcoR1 3,6 kb EcoR1 |ATCC
. 0,14 kb EcoR1- [ 0,14 kb EcoR1- .
a-Myosin rat pBS Hindlll Hindlll Mercadier
0,80 kb EcoR1- 10,80 kb EcoR1-
ANF rat pU9 HindIll HindIll G. Potter
. 0,26 kb EcoR1- [ 0,26 kb EcoR1- .
3-Myosin rat pBS Hindlll Hindll Mercadier
+ 10,52 kb EcoR1- [ 0,52 kb EcoR1- . 151
VEGF 121 human pBS SK BamH1 BamH1 K. Weindel
0,74 kb SPHI- | 0,77kb EcoRI- N 150
18s rRNA mouse pUC830 BAMHI BamHI I. Oberbdaumer
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2.3. Analyse von DNA und Priparation von Restriktions-
fragmenten

2.3.1. Analyse von DNA im Agarose-Gel

Zur Isolierung der cDNA-Fragmente aus der Plasmid-DNA wurde ein Restriktionsansatz
hergestellt, in dem sich 30ug Plasmid-DNA, 1-3U des entsprechenden
Restriktionsenzyms und der jeweils empfohlene Reaktionspuffer befand. Der Ansatz
wurde mit A.dest. aufgefiillt und drei Stunden bei 37°C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden zwei Agarose-Gele vorbereitet. Dazu wurde 0,7 g Agarose
(Seakem GTG Agarose; Biozym, Hameln) in 100 ml 1 x TBE-Puffer (90 mM Tris-Borat,
2 mM EDTA, Sigma, Miinchen) im Mikrowellenherd aufgekocht und gelost. Das Gemisch
wurde auf 50°C abgekiihlt und 2 ¢l Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugegeben, um spéter im
UV-Licht die DNA im Gel sichtbar zu machen. Eine kleine und eine grofle
DNAGelkammer wurden vorbereitet, die Gele gegossen, jeweils ein Kamm eingesetzt und
nach dem Aushirten mit 1 x TBE-Puffer aufgefiillt. Das kleine Gel wurde als Testgel
verwendet, um beurteilen zu kénnen, ob die Plasmid-DNA geschnitten worden war oder
nicht. Aus dieser Absicht heraus wurden 5ul der geschnittenen und 1ul der
ungeschnittene Probe mit 2 ul bzw. 5 ul Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25%
Xylen Cyanol FF [Serva, Heidelbergl, 15% Ficoll [Sigma, Miinchen] in A.dest.) versetzt
und auf das Gel aufgetragen, die Elektrophorese bei etwa 75V durchgefithrt und die
Banden unter UV-Beleuchtung betrachtet.

Stellte sich nun heraus, dafl die Plasmid-DNA geschnitten wurde, gab man zu den
restlichen Proben ebenfalls 0,1 Vol. Probenpuffer hinzu, trug die Proben auf das grof3e
Gel auf und lief3 die Elektrophorese bei etwa 75 V 2h laufen.

Grund fiir die Auftrennung der DNA im elektrischen Feld ist das negativ geladene
Zucker-Phosphat-Geriist. Die DNA 146t sich somit durch die gewidhlte Porengrofle des
Geles der Liange nach auftrennen.

Zusidtzlich zu den Proben wurde zur Groflenabmessung auch ein
Molekulargewichtsmarker geladen (A-HindIII und ¢$X174-Haelll, Gibco BRL,
Eggenstein).
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2.3.2. Isolierung von DNA-Fragmenten durch Adsorption an eine Silica-Matrix

Fir diese Methode wurde das ,,Geneclean III-Kit“ (Bio 101, Hamburg) verwendet. Die
Firma lieferte 6M Nad-Losung, TBE-Modifizierer, Glasmilch (Silica-Matrix),
~New Wash“-Losung und ,Elution Solution“ mit.

Die Bande mit dem cDNA-Fragment wurde aus dem Gel mit einem Skalpell
herausgeschnitten und zusammen mit 0,45 Vol. NadJ und 0,5 Vol. TBE-Modifizierer in
ein Eppendorfgefa3 gegeben. Anschlieend erhitzte man das Gefal auf 55°C bis die
Agarose geschmolzen war. Dann wurde die Glasmilch hinzugegeben (5 ul zu bis zu 5 ug
DNA) und 15min bei Raumtemperatur belassen. Es folgte nun ein kurzes
Abzentrifugieren, wihrenddessen sich die Glasmilch mit der gebundenen DNA zu einem
Pellet absetzte. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 700 zl eiskalter
~New Wash“-Losung gewaschen. Der Vorgang des Waschens wurde 3 mal wiederholt.
Dann pipettierte man die Waschlosung ab und resuspendierte das Pellet mit 10 ul
Elution Solution. Abschlielend wurde die Losung zur Entfernung der Glasmilch 30 sek.
bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand mit der DNA vorsichtig abgenommen
und in ein neues sauberes Eppendorfgefiall gegeben. Zur besseren Ausbeute wurde der
Elutionschritt wiederholt und beide Uberstinde vereinigt. Die so gewonnene DNA wurde
im Kiihlschrank aufbewahrt.

2.4. Praparation und Analyse von RNA

24.1. Priparation von totaler RNA mit Hilfe einer Guanidin-Methode

2.4.1.1. Homogenisierung des Gewebes

Die Isolation von totaler RNA erfolgte nach der Methode von Chomczynski und Sacchi.
Dabei wurde ein 14 ml Polypropylen-Rohrchen mit 4 ml Guanidinium-Isothiocyanat-
Losung (4 M Guanidinium-Isothiocyanat [Serva, Heidelberg], 25 mM Natriumcitrat
pH7 [Roth, Karlsruhel, 0,5% Natrium-Sarcosyl [Sigma, Miinchen], 0,1 M
Mercaptoethanol [Roth, Karlsruhe]) vorbereitet, 300 mg der Gewebeprobe direkt aus
fliissigem Stickstoff hinzugegeben und mit Hilfe des Ultra-Turrax T25 (Jahnke und
Kunkel, IKA Labortechnik) homogenisiert. AnschlieBend wurden 04 ml 2M
Natriumacetatlosung (ph 4,0), 0,8 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) und 4 ml Phenol
hinzupipettiert, gut geschiittelt und 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Proben
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bei 4°C und 8000 rpm fiir 40 Minuten abzentrifugiert (Sorvall, SS-34 Rotor, Du Pont,
Bad Homburg). In der Zwischenzeit wurden 15 ml Corex-Rohrchen vorbereitet und die
oberste, der nach dem Zentrifugieren entstandenen drei Phasen in das Corex-Réhrchen
uberfiihrt. In diesem Schritt wurde die totale RNA von Proteinen und der DNA getrennt,
die in der Interphase und der untersten organischen Phase zuriickblieben.

2.4.1.2. Isolierung der RNA

Zu diesem Zweck wurden dem Corex-Rohrchen 4 ml Isopropanol hinzugefiigt, das Ganze
gemischt und die RNA bei -20°C 1h prézipitiert. AnschlieBend wurden die Réhrchen
30 min bei 4°C und 10000 rpm in der Sorvall-Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das sich am Boden des Rohrchens gebildete Pellet mit 5 ml
70%igem KEthanol gewaschen. Danach wurde das Pellet in 800 xl Guanidinium-
Isothiocyanat-Losung gelost, in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl tberfithrt, mit 800 ul
Isopropanol gemischt und mindestens 1h bei -20°C inkubiert. Die Eppendorfgefille
wurden anschlieBend 20 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das entstandene Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, Vakuum-getrocknet und
in 100 ul A.dest. fiir 10 min bei 65°C im Schiittelinkubator gelost.

2.4.1.3. Quantifizierung der RNA

Die RNA-Konzentration wurde durch Extinktionsmessung bei 260 nm bestimmt. Dabei
wurden jeweils 3 ul des entsprechenden RNA Ansatzes in 497 ul A.dest. verdiinnt und die
RNA Konzentration photometrisch bestimmt. 500 xl A.dest. dienten als Leerwert. Eine
OD,,, von 1,0 entspricht einer RNA-Menge von 40 ug/ml. Die Reinheit der RNA-
Praparation 148t sich tber die Ratio OD,./OD,,, ermitteln. Sie sollte einen Wert
zwischen 1,8 und 2,0 einnehmen™™. Zur Stabilisierung erfolgte die Zugabe von 2,5 Vol.
Ethanol. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.4.2. Northern Blot Hybridisierung

2.4.2.1. Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese

2.4.2.1.1. Gelpraparation

Zur Herstellung eines 1% Agarose-Gels wurden 2,5 g Agarose (Seakem LE, Biozym,
Hameln) in 220 ml A.dest. und 25 ml 10 x MOPS-Puffer (0,2 M MOPS [Roth, Karlsruhe],
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50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH7) in einem Erlenmeyerkolben im
Mikrowellenherd zum Kochen gebracht wund vollstindig gelost. Nachdem die
Agaroselosung auf 50°C abgekiihlt war, wurden 13 ml Formaldehyd (37%, Merck,
Darmstadt, Endkonzentration: 0,66 M) hinzugegeben und das fliissige Gel in eine
Gelkammer gegossen, einen Probekamm eingesetzt und 30 min aushérten lassen.

2.4.2.1.2. Probenvorbereitung und Laufenlassen des Gels

In der Zwischenzeit wurden Eppendorfgefifle vorbereitet, 15 ug RNA eingefiillt und im
Vakuum getrocknet, 12 1l Probenpuffer (750 ul deionisiertes Formamid [Gibco BRL,
Eggenstein], 150 x1 10 x MOPS-Puffer, 240 u1 Formaldehyd, 100 ul Glyzerin, 8 mg
Bromphenolblau auf 1,5ml mit A.dest.) und 1xl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
hineingegeben und 15min im Schiittelinkubator bei 65°C gelost. Dabei kam es zu einer
Denaturierung der RNA. Die Proben wurden auf Eis abgekiihlt.

Das nun in der Gelkammer erstarrte Gel wurde mit 1 x MOPS-Puffer bedeckt und die
einzelnen Proben auf das Gel aufgetragen. Da RNA aufgrund ihres negativ geladenen
Zucker-Phosphat-Geriistes in der Lage ist im elektrischen Feld zu wandern, ermaoglicht

es eine Auftrennung der RNA ihrer Grof3e nach im denaturierenden Formaldehyd-Gel.
Die Gelelektrophorese wurde bei 100 Volt und etwa 4h Laufzeit durchgefiihrt.

Im Anschlufl an die Gelelektrophorese wurde das Gel 2min in A.dest. und 5min in
20xSSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7, Roth, Karlsruhe) gewaschen, um das

Formaldehyd weitgehend zu entfernen.

2.4.2.2. RNA-Transfer aus dem Gel auf eine Membran (Kapillar-Blot)

Dann erfolgte der Transfer der RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran. Dazu brachte
man eine Zellstofflage, die mindestens so dick war wie das Gel selbst, auf eine Glasplatte,
die zwei mit 20xSSC Losung gefiillte Pufferbehilter verband. Auf den Zellstoff kamen
zwei Lagen Whatman 3MM-Papier, die in 10xSSC angefeuchtet wurden. Anschlielend
legte man auf das 3MM-Papier eine in A.dest. und anschlieend in 10xSSC getriankte
Nylonmembran (Duralon-UV Membranes, Stratagene, Heidelberg) in der GrofBle des zu
blottenden Geles und auf diese Nylonmembran blasenfrei das Gel. Auf das nicht mit dem
Gel bedeckte 3SMM-Papier legte man eine Lage Frischhaltefolie, um zu vermeiden, daf3
der Puffer aus den Behiltern direkt in die Zellstofflagen lduft. Danach wurden zwei
Streifen 3MM-Papier auf das Gel gelegt, die so grol3 waren, daf} sie das Gel vollstdndig
bedeckten und an den Seiten in beide Pufferbehilter reichten. Anschlielend wurde auf
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den Stapel eine Glasplatte gelegt und mit 500 g Gewicht beschwert. Der 20xSSC-Puffer
flo nun tiber die beiden Streifen 3MM-Papier durch das Gel in die Nylonmembran und
wurde von der darunter liegenden Zellstofflage aufgesaugt. Dabei wurden die RNA-
Molekiile aus dem Gel eluiert und auf die Membran geblottet. Der Transfer vollzog sich
tiber 18h.

Anschlie3end wurde das Gel und die Membran auf dem Transilluminator (Herolab, UVT
2035) untersucht, um zu uberpriifen, ob die RNA vollstdndig auf die Nylonmembran
ubergegangen war.

Danach wurde die Nylonmembran 1min in 2xSSC rotierend gewaschen und an der Luft
getrocknet. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte mittels UV-Licht mit dem
UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, Heidelberg) bei 120 mdJ/cm?®. Unter UV-Licht wurde
die 18s- und die 28s-Bande auf der Membran mit Bleistift markiert. Die Membran wurde
zwischen zwei Schichten Whatman 3MM-Papier im Dunkeln gelagert.

2.4.2.3. Radioaktive Markierung von cDNA-Proben

Zur Markierung der cDNA-Proben, die durch Einbau radioaktiver Desoxynukleotide
wihrend der DNA-Neusynthese erfolgte, wurde das ,Rediprime DNA labelling system®
von Amersham verwendet. In diesem Kit waren enthalten das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerasel, welches aufgrund seiner fehlenden 5’-3’ Exonuklease-Aktivitdt bei
der DNA-Synthese eingesetzt wurde, heterogene Nonadesoxynukleotide, die als Primer
eingesetzt wurden und die das Klenow Fragment zur Initiierung dieses Prozesses an
einer DNA-Matrize benotigte, da sie an vielen Stellen Hybride mit einzelstréangiger DNA
bilden konnen, sowie ein Nukleotidmix, aus dATP, dGTP und dTTP.

Zur Denaturierung wurden 50 ng eines DNA-Fragmentes mit 45 ul A.dest. verdiinnt und
5min aufgekocht. AnschlieBend wurde dieses Gemisch in ein vorgefertigtes Eppendorf-
Gefdll mit der oben beschriebenen Mixtur von Amersham gegeben und gelost. Es wurden
4 ul radioaktiv markiertes (a-**P)dCTP vorsichtig hinzugefiigt und 10min bei 37°C
inkubiert.

Zur Messung der Menge an inkorporierten Nukleotiden wurde 1 ul des Ansatzes auf das
Ende eines etwa 10 cm langen Streifens Whatman DES81-Papier getropft. Das
Whatman DE81-Papier hat die Eigenschaft DNA im Gegensatz zu nicht inkorporierten
Nukleotiden zu binden. Im Anschlufl daran kam der Papierstreifen in eine Pufferwanne
mit 0,5 M KH,PO,-Losung (Merck, Darmstadt) als Laufpuffer. Die DNA wurde gebunden
und blieb an der Auftragungsstelle zuriick. Die nicht inkorporierten Nukleotide
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wanderten mit der Laufmittelfront. Im Anschlufl an die Papierchromatographie wurde
der Papierstreifen unter Rotlicht getrocknet und direkt unter der Auftragsstelle
abgeschnitten. Beide Papierstreifen wurden in Szintillationsrohrchen gesteckt und die
Cerenkow-Strahlung gemessen. In der Regel wurden etwa 60-80% der eingesetzten
Radioaktivitét in die cDNA-Proben eingebaut mit einer spezifischen Aktivitdt von etwa
10° cpm/ug DNA.

2.4.2.4. Hybridisierung

Die geblottete Nylonmembran und etwa 0,1 ml/em® Hybridisierungspuffer (50%
deionisiertes Formamid, 10% Dextransulfat [Pharmacia, Freiburgl, 1 M NaCl, 1% SDS,
100 ug/ml 5 SS-DNA) wurden in ein Glasréhrchen mit Schraubdeckelverschlull gegeben.
Die Prahybridisierung fand in einem Rollofen (Bachofer, Reutlingen) bei 42°C 1h lang
statt. AnschlieBend wurde die **P-markierte cDNA- Probe (sieche Kapitel 2.2.2.3) 5min
aufgekocht, 1 x 10° cpm/ml in die Hybridisierungsréhrchen gegeben und 16h bei 42°C im
Rollofen belassen. Danach wurde die radioaktive Fliissigkeit aus den Rohrchen entfernt
und die Nylonmembran 3 x 15min mit einer stringenten Waschlésung (0,1 x SSC/0,1%
SDS) bei 42°C gewaschen.

Die feuchte Membran wurde dann in Frischhaltefolie eingepackt und die Signale
quantifiziert (siehe Kapitel 2.2.2.5). Im Anschlull daran erfolgte die Autoradiographie,
indem auf die Nylonmembran ein Kodak X-OMAT AR Rontgenfilm gelegt wurde und je
nach der eingesetzten cDNA-Probe bis zu 8 Tagen bei -80°C im Gefrierschrank belassen
wurde. Die Abschéitzung der Expositionszeit erfolgte wéahrend der Signalquantifizierung
mit dem PhosphorImager. AnschlieBend wurde der Filter mit kochender
0,1 x SSC/0,1%SDS-Losung dehybridisiert. Der Filter wurde mehrmals hintereinander
mit unterschiedlichen cDNA-Proben hybridisiert. Am Schlul} erfolgte die Hybridsierung

mit einer 18S ¢cDNA-Probe aus Kontrollzwecken.

2.4.2.5. Quantifizierung

Im Anschlull an die Hybridisierung erfolgte die Quantifzierung der Signale mit Hilfe des
PhosphorImagers (Molecular Dynamics, Krefeld) unter Gebrauch der ImageQuant
Software (Molecular Dynamics). Die Ergebnisse wurden normiert, um eventuelle
unterschiedlich geladene Mengen an RNA zu beriicksichtigen. Aus diesem Grund wurden
die Werte fiir jedes Hybridisierungssignal durch die des entsprechenden 18S rRNA
Signales geteilt.
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Danach wurde der Mittelwert der Daten fiir die Rattenherzen und Rattennieren der
Kontrolltiere errechnet und als 100% standardisiert. Alle Daten wurden als Mittelwert =
SEM dargestellt. Um Unterschiede in der Genexpression zwischen den einzelnen
Gruppen eines Tiermodells zu bestimmen, wurde der t-Test fiir verbundene Stichproben
(2-seitige Fragestellung) beim Vergleich der fiir die experimentellen und Kontrollregion
ermittelten Werte eingesetzt, sowie der t-Test fiir unverbundene Stichproben (2-seitige
Fragestellung) durchgefiihrt. Die Werte galten als statistisch signifikant, wenn p< 0,05.
Es wurde das Statistikprogramm Sigmastat 2.03 (SPSS Science, Erkrath) angewendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen des Hyperthyreoidismus auf Rattenherzen
und Rattennieren

3.1.1. Genexpression in Rattenherzen

3.1.1.1. TGF-8, Genexpression
Im Rattenherzen war fiir TGF-, eine Transkript der Grof3e von ca. 2,5 kb nachweisbar.

In diesem Modell wurde nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit T3 die
Genexpression der Rattenherzen der behandelten Tiere mit denen der unbehandelten
Kontrolltiere verglichen (Abb. 2).

Dabei konnte festgestellt werden, dass die TGF-B, mRNA nach 0,5 und 1d einen
signifikanten Anstieg auf das 1,5 (p<0,05) bzw. 1,6fache (p<0,05) der TGF-8,
Genexpression gegeniiber den Kontrolltieren aufwies, der nach 1d in gradueller Weise
wieder abnahm. Nach 3d T3 Behandlung war immer noch eine signifikante 1,5fache
(p<0,05) Zunahme des mRNA-Spiegels im Vergleich zur Kontrollregion zu beobachten.
Auch nach 7 bzw. 10d war sie immer noch hoher als in den Herzen der Kontrolltiere,
wenn auch nicht mehr signifikant. Dies konnte durch Quantifizierung der Daten
bestétigt werden (Abb. 3).

3.1.1.2. Fibronektin Genexpression
Fibronektin exprimiert im Rattenherzen ein Transkript der Grofe von ca. 7 kb.

Northern Blot Hybridisierungen (Abb. 4) und die anschlieBende Quantifizierung der
Expression zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression von
Fibronectin in den Herzen der behandelten und unbehandelten Kontrolltiere.

Allerdings gab es doch einen deutlichen Anstieg der Fibronektin mRNA Konzentration
nach 1d Behandlung mit T3 (Abb.5) zu beobachten. Nach lidngerer T3-
Anwendungsdauer gingen die Werte fast wieder auf den Ausgangswert zuriick.
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Abb.2: Expression von TGF-,-mRNA im Rattenherzen nach Trijodthyronin-
Behandlung. Totale RNA wurde nach tiglicher subcutaner Injektion von Img/kg T3 an
Jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d aus den Rattenherzen
isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei wurden, aufgrund der
hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die zugehorigen Kontrollwerte
normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der TGF-f3, Genexpression betrug 6d. Die
Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefiahren Angaben. Die konstante
Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s cDNA beurteilt.
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Abb.3: Quantifizierung der TGF-f},-mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdaulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb. 4: Expression von Fibronektin-mRNA im Rattenherzen nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattenherzen isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Fibronektin
Genexpression betrug 4d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb.5: Quantifizierung der  Fibronektin-mRNA Expression nach
Trijodthyronin-Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach
densitometrischer Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der
Daten auf die Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen
in der Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
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Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.

3.1.1.3. Laminin B, Genexpression

In den mit T3 behandelten Rattenherzen lieS sich mit Hilfe von Northern Blot
Hybridisierungen ein Transkript der Grof3e von ca. 7.5 kb nachweisen (Abb. 6).

Nach 0,5 Tagen T3-Gabe war eine minimale Abnahme der Laminin B, mRNA
Konzentration zu beobachten. 1d T3-Applikation fiihrte zu einem signifikanten
2,1 fachen Anstieg (p<0,05) der Transkripte im behandelten Rattenherzen im Vergleich
zu den Kontrolltieren (Abb. 7). Die Werte blieben dann an den folgenden Tagen unter dem

Ausgangswert.

3.1.1.4. Kollagen o, (I) Genexpression

Im Rattenherzen waren fiir Kollagen o, (I) die Transkripte der GroB3e von ca. 6 und 7 kb

nachweisbar.

Mit Hilfe der Northern Blot Hybridisierungen (Abb. 8) konnte ein signifikanter Anstieg
der Menge der Transkripte um etwa das 2,6fache (p<0,05) nach einem Tag T3-
Behandlung (Abb. 9) gezeigt werden. Nach 3, 7 und 10d T3-Gabe war eine
Expressionsabnahme unter die der Ausgangswerte zu beobachten.
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Abb.6: Expression von  Laminin-mRNA im  Rattenherzen nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattenherzen isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Laminin-
Genexpression betrug 5d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb.7: Quantifizierung der Laminin-mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdaulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb.8: Expression von Kollagen o,(I)-mRNA im Rattenherzen nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattenherzen isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Kollagen o,
(1) Genexpression betrug 6d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungeftihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt. Da es sich in diesem Fall um 2 Transkripte handelte, erfolgte die
Bestimmung der Kollagen o,(I) mRNA Konzentration nach densitometrischer Auswertung
der Northern Blot Hybridisierungen der beiden jeweils zu einer Probe gehorenden Banden,
und der Bestimmung der jeweiligen Mittelwerte, unter Normierung der Daten auf die Werte
der entsprechenden 18S rRNA Signale.
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Abb.9: Quantifizierung der Kollagen o, (I)-mRNA  Expression nach
Trijodthyronin-Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach
densitometrischer Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der
Daten auf die Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen
in der Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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3.1.1.5. a-Myosin Genexpression

Fiir a-Myosin liel sich mit Hilfe der Northern Blot Hybridisierungen ein Transkript der
Grofle von ca. 6 kb nachweisen. (Abb. 10)

Nach 1d war eine signifikante 2fache Zunahme (p<0,05) der mRNA Konzentration mit
Hilfe der Northern Blot Hybridisierungen zu verzeichnen. AnschlieBend erfolgte am 3, 7
und 10d ein allméhlicher Riickgang der Transkripte auf das Niveau der Ausgangswerte
(Abb. 11).

Auffillig war auch hier, wie bei den extrazelluldaren Matrixproteinen und TGF-8,, ein
starker und schneller Anstieg der a-Myosin mRNA Konzentration nach 1d. Allerdings
war im Gegensatz zu diesen Proteinen nach 3d keine abrupte Abnahme, sondern ein
allméhliches Abfallen der Transkripte zu beobachten.

3.1.1.6. B-Myosin Genexpression

Myosin 3, bei der Ratte die embryonale und neonatale Isoform, exprimiert im
Rattenherzen ein Transkript der Grof3e von ca. 6 kb (Abb. 12).

Nach 1d T3 Applikation zeigten die Northern Blot Hybridisierungen ein Abfall der
Genexpression auf weniger als die Hélfte des Ausgangswertes. Am Tag 7 und am Tag 10
lie$} sich eine signifikante Abnahme der Transkripte auf das 0,1 fache (p<0,05) bzw. auf
das 0,08 fache (p<0,05) feststellen (Abb. 13) Nach 10 Tagen wurden also nur noch 8%
des Ausgangswertes transkribiert.

In Gegensatz dazu nimmt die Expression von a-Myosin, der Isoform im adulten Tier, um
das ca. 2fache nach 1d zu (p<0.05), um dann nach 10d wieder in etwa Normalwerte zu

erreichen.
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Abb. 10: Expression von a-Myosin-mRNA im  Rattenherzen nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d aus
den Rattenherzen isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der a-Myosin
Genexpression betrug 5d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefahren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 11: Quantifizierung von a-Myosin-mRNA Expression nach
Trijodthyronin-Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach
densitometrischer Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der
Daten auf die Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen
in der Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb. 12: Expression von f}-Myosin-mRNA im  Rattenherzen nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach tiglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattenherzen isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der [3-Myosin
Genexpression betrug 7d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungeftihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 13: Quantifizierung der fi-Myosin-mRNA Expression nach Trijod-
thyronin-Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach
densitometrischer Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der
Daten auf die Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen
in der Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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3.1.1.7. ANF Genexpression

Im Rattenherzen war fiir ANF nach Northern Blot Hybridisierungen ein Transkript der
Grof3e von ca. 1,7 kb nachweisbar (Abb. 14).

Insgesamt ergaben sich wihrend der gesamten Behandlungsdauer keine signifikanten
Unterschiede in der ANF mRNA Konzentration, allerdings eindeutige tendentielle
Verdnderungen. So wurde nach 0,5d T3 Applikation ein 1,7facher Anstieg der ANF
Transkripte in den behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet.
Nach ldngerer T3 Behandlung gingen die ANF mRNA Konzentrationen unter den
Ausgangswert zuriick (Abb. 15).

3.1.1.8. VEGF Genexpression

In den mit T3 behandelten Rattenherzen lief} sich fiir VEGF mit Hilfe von Northern Blot
Hybridisierungen ein Transkript der Grof3e von ca. 3.9 kb (Abb. 16) nachweisen.

Keinerlei signifikante Verdnderungen der VEGF mRNA Konzentration waren iiber die
gesamte Zeitdauer auszumachen. Erwidhnenswert war lediglich eine Tendenz zur
Expressionsabnahme nach 7 bzw. 10d (Abb. 17).
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Abb. 14: Expression von ANF-mRNA im Rattenherzen nach Trijodthyronin-
Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion von 1 mg/kg T3 an
Jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d aus den Rattenherzen
isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei wurden, aufgrund der
hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die zugehorigen Kontrollwerte
normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der ANF Genexpression betrug 8d. Die
Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren Angaben. Die konstante
Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s cDNA beurteilt.
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Abb. 15: Quantifizierung der ANF-mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb. 16: Expression von VEGF-mRNA im Rattenherzen nach Trijodthyronin-
Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion von 1 mg/kg T3 an
Jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d aus den Rattenherzen
isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei wurden, aufgrund der
hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die zugehorigen Kontrollwerte
normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der VEGF Genexpression betrug 3d. Die
Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren Angaben. Die konstante
Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s cDNA beurteilt.
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Abb. 17: Quantifizierung der VEGF-mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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3.1.2. Genexpression in Rattennieren

3.1.2.1. TGF-B, Genexpression

Mit Hilfe der Northern Blot Hybridisierungen war in den Rattennieren fiir TGF-8, ein
Transkript der Grofle von ca. 2,5 kb nachweisbar (Abb. 18).

Nach 0,5 Tagen war eine signifikante maximale Zunahme der TGF-8, mRNA
Konzentration um das 1,4fache (p<0,05) im Vergleich zu den Kontrolltieren zu
beobachten (Abb. 19). 1d T3 Applikation fiihrte zu einer Abnahme auf das 0,8fache der
TGF-8, Transkripte bei den behandelten Tieren. Nach 3,7 bzw. 10d nach der Induktion
von T3 konnte man immer noch eine signifikante 0,4fache Abnahme (p<0,05) nach 3d
bzw. eine 0,6fache Abnahme an den Tagen 7 und 10 (p<0,05; p<0,05) feststellen.

3.1.2.2. Fibronektin Genexpression

Fir die Fibronektin mRNA war in den Rattennieren ein Transkript der GroBle von ca.
7 kb nachzuweisen (Abb. 20).

Die Genexpression war wiahrend der T3 Applikation, bis auf den 0,5 Tag, iiber den
gesamten Versuchszeitraum erhoht (Abb. 21). Signifikante Verdnderungen waren nicht
nachweisbar, allerdings war eine Tendenz hin zu erhéhten Fibronektin mRNA-Spiegeln
nach 10d Versuchsdauer nachzuweisen.
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Abb. 18: Expression von TGF-f,-mRNA in der Rattenniere nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattenniere isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der TGF-f3,
Genexpression betrug 6d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 19: Quantifizierung der TGF 3, mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb. 20: Expression von Fibronektin-mRNA in der Rattenniere nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattennieren isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Fibronektin
Genexpression betrug 4d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 21: Quantifizierung der  Fibronektin-mRNA Expression nach
Trijodthyronin-Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach
densitometrischer Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der
Daten auf die Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen
in der Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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3.1.2.3. Laminin B, Genexpression
Die mRNA fiir Laminin B, besitzt in der Rattenniere eine Grof3e von ca. 7,5 kb (Abb. 22)

Die Genexpression von Laminin B, war nach 1, 3, 7 und 10d T3 Applikation in den
behandelten Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren erhoht (Abb. 23). Signifikante
Zunahmen waren am 10d um das 2,6fache (p<0,05) zu beobachten.

Auffillig war ein kontinuierlicher Anstieg der Laminin B, mRNA Konzentration.

3.1.24. Kollagen a, (I) Genexpression

Kollagen o,(I) exprimiert in der Rattenniere zwei Transkripte der GroéBle von ca. 6 und
7 kb (Abb. 24).

Die Kollagen o,(I) mRNA Konzentration lag wihrend der gesamten Behandlungsdauer
mit T3 iber dem Ausgangswert (Abb.25). Ahnlich der Laminin und Fibronectin
Genexpression konnte nach 10d T3 Applikation tendentiell die hochste Konzentration an
Kollagen o,(I) Transkripten festgestellt werden. Signifikante Ergebnisse konnte die
statistische Analyse am 10d mit einer 2,8fachen Synthesesteigerung (p<0,05)
erbringen.
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Abb. 22: Expression von Laminin-mRNA in den Rattennieren nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattennieren isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Laminin
Genexpression betrug 5d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefahren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 23: Quantifizierung der Laminin-mRNA Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdaulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert.
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Abb. 24: Expression von Kollagen o, () mRNA in den Rattennieren nach
Trijodthyronin-Behandlung. Totale RNA wurde nach taglicher subcutaner Injektion
von 1 mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber einen Zeitraum von 12h, 24h, 3d, 7d und 10d
aus den Rattennieren isoliert und bei Northern Blot Hybridisierungen eingesetzt. Dabei
wurden, aufgrund der hohen Anzahl, die Proben auf zwei Filter verteilt und iiber die
zugehorigen Kontrollwerte normiert. Die Expositionszeit zur Bestimmung der Kollagen «,
(I) Genexpression betrug 6d. Die Markierungen der 28s bzw. 18s entsprechen ungefihren
Angaben. Die konstante Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisierung mit 18s
cDNA beurteilt.
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Abb. 25: Quantifizierung der Kollagen o, (I) Expression nach Trijodthyronin-
Behandlung. Die Bestimmung der mRNA Konzentration erfolgte nach densitometrischer
Auswertung von Northern Blot Hybridisierungen unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18s rRNA Signale. Dabei wurden die Anderungen in der
Genexpression im obigen Sdulendiagramm aufgezeigt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Die Genexpression der Kontrolltiere wurde als 100%
standardisiert. Da es sich in diesem Fall um 2 Transkripte handelte, erfolgte die
Bestimmung der Kollagen o,(I) mRNA Konzentration nach densitometrischer Auswertung
der Northern Blot Hybridisierungen der beiden jeweils zu einer Probe gehorenden Banden,
und der Bestimmung des jeweiligen Mittelwertes, unter Normierung der Daten auf die
Werte der entsprechenden 18S rRNA Signale.
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4. Diskussion

4.1. Die Bedeutung der ”Extrazellulidren Matrix”

Das Interstitium ist das Areal, das sich zwischen den organpezifischen Zellen, wie den
Myozyten im Herzen, befindet. Es enthélt die extrazelluldre Matrix, die zum einen aus
den extrazelluldren Matrixproteinen, wie Kollagen, Fibonektin und Laminin, zum anderen
aus den Zellen, die sie synthetisieren, d.h. hauptséchlich Fibroblasten” besteht.

Die Matrixproteine wiederum lassen sich in zwei Hauptklassen einteilen, ndmlich die
Glukosaminoglykane und die Faserproteine. Die wiederum selbst lassen sich in
Strukturproteine, wie Kollagen, und in Adhé&sionsproteine, wie Fibronektin und Laminin,
unterteilen.

Die extrazellulare Matrix stellt das strukturelle und protektive Grundgeriist der Organe
dar und verbindet im Herzen die Myozyten untereinander, richtet die kontraktilen
Elemente aus, verhindert die Ubersteckung und Unterbrechung der Myozyten,
ubertrdgt Kraft und gibt eine Zugfestigkeit, die einer Ruptur vorbeugt. Die
Hauptkomponenten der extrazelluldren Matrix sind Kollagen und Fibronektin.

Herzkrankheiten wund Nierenkrankheiten, wie durch Diabetes mellitus oder
Bluthochdruck verursacht, gehen mit einer Erhohung des Kollagens und Fibronektins
einher. Dieser Vorgang wird als Fibrose bezeichnet. Insbesondere die myokardiale
Fibrose wird auch als eine der bedeutendsten Grundlagen fiir die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz betrachtet.”™

Weber und Mitarbeiter” unterscheiden die perivaskulire-interstitielle Fibrose von der
reaktiven Fibrose.

Die kardiale perivaskuldre Fibrose, geht einher mit einer Anhédufung insbesondere des
Kollagens Typ I in der Adventitia der intramyokardialen Koronararterien und Arteriolen
und breitet sich progressiv in benachbarten interstitiellen Rdumen aus und verursacht
eine interstitielle Fibrose. Die perivaskuldre Fibrose ist nicht zu verwechseln mit der
reaktiven Fibrose, die als Reaktion auf nekrotisierendes Parenchym, wie beispielsweise
beim Myokardinfarkt, entsteht und auch Ersatzfibrose genannt wird.

Eine Fibrose im Interstitium fiihrt zu einer erhoéhten Steifigkeit des Gewebes und zu
einer verminderten Organfunktion, im Falle des Herzens auch zu Arrhythmien. Bei der
Entstehung einer Fibrose spielt das Renin-Angiotensin-System, und insbesondere das
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Angiotensin IT als Stimulator der TGF-B,-Synthese, eine besondere Rolle®. (s. 4.2.1) So
spielt die ausgewogene Synthese und der Abbau der Matrix eine Schliisselrolle in der
normalen Entwicklung von Organen und deren Funktion.

4.2. Myokardiale Genexpression der extrazelluliren Matrix-

proteine

4.2.1. TGF-8,

TGF-B (=transforming growth factor-) ist ein Polypeptid, das Zellwachstum und
—differenzierung kontrolliert. Es existieren fiinf unterschiedliche Formen, TGF-8,-
TGF-B,, von denen drei, TGF-B,-TGF-B,, in Sidugetieren vorkommen™. Zwei dieser
Formen, TGF-8, und TGF-B; existieren vorwiegend im Myokardium.

TGF-B, wird aus Fibroblasten aber nicht aus Myozyten freigesetzt®. Thm werden
wichtige regulatorische Effekte zugeschrieben. Dies betrifft sowohl die Funktion der
Myozyten, als auch die der Fibroblasten des Herzens.

Es wird beschrieben, daBl TGF-B, die Aktivitdit von Wachstum und Kontraktilitdt in
neonatalen, kardialen, kultivierten Myozyten beeinfluBt®>. In kultivierten, kardialen
Fibroblasten des Kaninchens ist TGF-8, als wichtiger Faktor der Regulation der
Kollagensynthese im Myokardium enttarnt worden®. Eghbali beschreibt eine Zunahme
der Kollagen 'mRNA und Kollagen III-mRNA um 112% bzw. 97% nach einer
24stiindigen Behandlung der Fibroblasten mit TGF-B, im Vergleich zu unbehandelten
Zellen®. Dies weist darauf hin, da TGF-B, ein Hauptregulator der Kollagenbiosynthese
darstellt und somit mitverantwortlich ist fiir die myokardiale Fibrose. Aullerdem stellen
Fibroblasten einer der Hauptangriffspunkte von TGF-8, dar.

Ahnliche Beobachtungen sind von Ignotz und Mitarbeiter® fiir Kollagen und Fibronektin
gemacht worden. Auch hier hat der Zusatz von TGF-8, zu kultivierten Fibroblasten zu
einer Erhohung der Fibronektin- und Kollagen-mRNA gefiihrt und deren Inkorporation in
die extrazelluldre Matrix gefordert.

Villarreal und Dillmann® konnten eine Erhéhung der TGF-B,-mRNA in vivo beobachten.
Mit Hilfe von ”thoracic aortic banded” Ratten, einem Tiermodell, bei dem die Aorta
thoracalis mechanisch verengt wird und als Folge dessen eine Hypertonie und kardiale
Hypertrophie verursacht wird (s.auch 4.2.2 und 4.2.3), konnte eine Erhohung der
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TGF-8,-mRNA um das 1,9fache nach 12h und um das 1,1fache gegeniiber den
Kontrolltieren nach 1d festgestellt werden. Nach 7d waren die Werte in etwa wieder auf
dem Niveau der Kontrolltiere. Am ersten Tag wurde gleichzeitig mit der Erhéhung von
TGF-8, eine Erhohung der Fibronektin-mRNA, nicht aber der Kollagen I-mRNA, um das
2,5fache beschrieben, wobei Fibronektin und Kollagen I am dritten Tag ihr Maximum
ihrer Steigerung erreichten und bis zum 7d wieder zu den Kontrollwerten zuriickkehrten.
(s.auch 4.2.2 und 4.2.3) Auffillig war, dal das Maximum der TGF-B,-mRNA den
hochsten Werten, die fiir Kollagen I-mRNA und Fibronektin-mRNA am 3d entdeckt

wurden, vorausging.

Spontane hypertensive Ratten zeigten im Stadium der Herzinsuffizienz neben der
Akkumulation der extrazelluldren Matrixproteine auch eine signifikante Erhcéhung der
TGF-B,-mRNA, die einherging mit einer erhéhten kardialen Muskelsteiffheit®®. ('s. auch
422,423, 4.3 u. 4.5) Im Gegensatz zu meiner Studie und den oben beschriebenen
hypertensiven Experimenten von Villarreal und Dillmann®, bleibt die TGF-B,-mRNA bei
spontan-hypertensiven Ratten im Stadium der Herzinsuffizienz auf etwa gleichem
Niveau erhoht.

Es kann davon ausgegangen werden, dall TGF-8, eine wichtige Rolle in der Ablagerung
der extrazelluldren Matrixproteine und somit in der Entwicklung der myokardialen
Fibrose spielt. Wie weiter oben ja schon erwihnt, konnten Eghbali und Mitarbeiter
nachweisen, dal der Zusatz von TGF-B, zu kultivierten kardialen Fibroblasten eine
Steigerung der Genexpression des Kollagens hervorgerufen hat®. Daher wire es
interessant zu wissen, welche physiologischen Ereignisse fiir eine gesteigerte TGF-8,-
Expression verantwortlich sind. Wie in den obigen Abschnitten beschrieben, fiihrt eine
Druckerhéhung im vaskuldren System, beobachtet beim ”thoracic aortic banding” und
spontanen hypertensiven Ratten, zu einer Hypertonie und infolgedessen zur kardialen
Hypertrophie und zu einer Erhohung von TGF-B,. Aber auch die
schilddriisenhormoninduzierte kardiale Hypertrophie geht einher mit einer Erhéhung von
TGF-B,-mRNA, wie in dieser Arbeit gezeigt, wie aber auch von Eghbali und Mitarbeiter®
beobachtet.

Angiotensin II wird als potentieller humoraler Faktor beschrieben, der zur Entwicklung
einer erhohten Kollagenablagerung wihrend der myokardialen Hypertrophie beitragt®.
In kultivierten kardialen Fibroblasten der Ratte wurde Angiotensin II als Stimulator der
TGF-B,-mRNA Produktion beschrieben.’” TGF-B, wiederrum ist in der Lage die
Genexpression von Kollagen zu steigern®, so daB nach dieser Theorie zusammengefal3t,
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eine myokardiale Hypertrophie und Herzfibrose iiber die Reaktionskette Angiotensin I,
TGF-B, und Kollagen verursacht werden konnte.

Eine andere Theorie fiir eine vermehrte Freisetzung von TGF-B, wihrend der
Entwicklung einer beispielsweise hochdruckbedingten Herzhypertrophie, ist die

mechanische Deformation von Zellen, wobei nur indirekte Beweise dafiir existieren®.

In meiner Studie wurde eine Hypertrophie des Herzens in kurzer Zeit durch die tédgliche
Applikation des Schilddriisenhormons Trijodthyronin verursacht. Nach 12h war eine
1,5fache signifikante Zunahme der TGF-B,-mRNA zu verzeichnen, nach 1d erreichte sie
ihr Maximum mit einer signifikanten 1,6fachen Zunahme gegeniiber den Kontrolltieren.
Nach 7 bzw. 10d sanken die Werte, waren aber immer noch héher als die der Kontrollen.
(s.3.1.1.1)

Meine Ergebnisse sind #dhnlich ausgefallen, wie die von Villarreal und Dillmann®. (s.o.)
Infolgedessen wire fiir die Erkldrung der Ergebnisse dieser Studie ebenfalls die Theorie
denkbar, die schilddriisenhormoninduzierte Herzhypertrophie und Verdnderung der
extrazelluldren Matrix sei iiber eine Stimulation von Angiotensin II und infolgedessen
von TGF-B, und Kollagen verursacht worden. Es ist bekannt, daf} eine druckbedingte
Hypertrophie und darausfolgende Verdnderung der extrazelluldren Matrix, wie bei
Villarreal und Dillmann beschrieben®, in Zusammenhang steht mit dem Renin-
Angiotensin-System und somit auch mit Angiotensin II.

Die in meiner Arbeit beobachteten Resultate sagen nichts dariiber aus, ob die vermehrte
Synthese der TGF-8,-mRNA auch letztendlich zum Endprodukt Protein fiithrt. Allerdings
zeigt meine Studie, dhnlich der von Villarreal und Dillmann®, daf3 die Synthese der
TGF-B,-mRNA der mRNA, die fir die extrazelluldaren Matrixproteine kodiert,
vorausgeht. Das bedeutet, dal TGF-8, signifikant nach 12h auf das 1,5fache ansteigt
und sein Maximum, eine signifikante 1,6fache Erhchung gegeniiber den Kontrolltieren,
nach 1d Hyperthyreoidismus erreicht. Kollagen, Fibronektin und Laminin weisen nach
12h noch keine Synthesesteigerung auf, erreichen jedoch nach 1d Maximalwerte.

Falls die mRNA tatsédchlich in das aktive Endprodukt iibersetzt werden sollte, lassen
diese Beobachtungen vermuten, daf3 die frithe Bildung des TGF-8, auf einem autokrinen
oder parakrinen Wege agieren konnte, um die Genexpresion der extrazelluldren
Matrixproteine Kollagen, Fibronektin und Laminin zu regulieren.
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4.2.2. Kollagen

Die Kollagenfasern des Herzens bestehen zum grofiten Teil aus den fibrilldren
Kollagenen I und III, wobei Kollagen I mehr als 80% des Kollagens des ventrikuldren
Myokardiums ausmacht.

Kollagen I ist ein Heterotrimer und bildet eine Trippelhelix mit sich den wiederholenden
Sequenzen Hydroxyprolin-Glycin-Prolin. Durch die parallel angeordneten stabférmige
Fasern, die zwischen 50 und 150 nm im Durchmesser messen, gibt KollagenI dem
Gewebe Zugstirke.

Kollagen III ist ein Homotrimer, das im Gewebe um die Kollagenfasern ein feines
Fasernetzwerk bildet.

Fir die Synthese des Kollagens im Herzen sind Fibroblasten verantwortlich. Die
Kollagensynthese und der -abbau werden sehr genau koordiniert. Gealtertes Kollagen
wird mit Hilfe der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), insbesondere MMP-1 und MMP-8
(Kollagenasen) abgebaut. Gewebeinhibitoren der Metalloproteinasen (TIMPs)
kontrollieren die Aktivitit der MMPs.*

In unseren Versuchen wurde die Reaktion der mRNA von Kollagen I auf die tédgliche
Applikation von Trijodthyronin untersucht, und festgestellt, dal die Kollagen-mRNA
nach einem Tag Hyperthyreoidismus ihr Maximum erreichte und an den folgenden
Tagen unter den Ausgangswerten blieb. (s. auch 3.1.1.4)

Ahnliche Beobachtungen wurden wihrend der hypertensiven Hypertrophie gemacht.
Ein Beispiel ist auch hier die spontane hypertensive Ratte. Bing und Mitarbeiter
beobachteten einen deutlichen Anstieg der Kollagen ' mRNA im Stadium der
Herzinsuffizienz®%%. Sowohl fiir die Kollagen I-mRNA, als auch fiir die Kollagen III-
mRNA® war der Wert um das drei- bis vierfache gegeniiber den gleichaltrigen
Kontrolltieren erhoht. Eine mRNA-Erhéhung mit &hnlichen Werten ist bei den
hypertensiven Ratten ebenfalls fiir die Fibronektin-mRNA beschrieben worden. (s. 4.2.3)
Im Gegensatz zu unserem Experiment blieben die Werte fiir Kollagen und Fibronektin
wéhrend der Herzinsuffizienz bei den spontan hypertensiven Ratten erhoht.

In dem Experiment von Villarreal und Dillmann®, die mit der Methode des “thoracic-
aortic-banding” (s. 4.2.1) eine Hypertonie in Ratten verursachten, reagierte Kollagen I
dhnlich wie in meinen hyperthyreoten Tieren. Im Gegensatz zu den, in dieser Arbeit, mit
Trijodthyronin behandelten Ratten waren die Werte fiir die Kollagen I-mRNA am ersten
Tag fast identisch mit den Daten der Kontrolltiere, erreichten ihr Maximum nach drei
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Tagen und gingen nach 7d "thoracic-aortic-banding” wieder auf Kontrollwerte zuriick. In
dhnlicher Weise wie Kollagen I verhielt sich unter anderem in diesem Experiment auch
die Kollagen III-mRNA. Die Daten von Villarreal und Dillmann® stimmen mit einer
Studie von Chapman und Mitarbeiter iiberein, die Hypertonie durch Ligieren der Aorta
abdominalis und der rechten Arteria renalis hervorriefen®.

Entgegengesetzte Aussagen zu unseren Ausfilhrungen machen Eghbali und
Mitarbeiter™™ % die, unter Einflul von Schilddriisenhormonen eine Abnahme der
Kollagen-mRNA beobachtet haben.

Bei Eghbali gibt es methodisch einige Unterschiede zu unseren Versuchen. Zum einen
bediente sie sich in ihren Studien™ """ der intraperitonealen Applikation von L-Thyroxin,
statt des stdrker wirksamen Trijodthyronins, und zum anderen benutzte sie eine
wesentlich geringeren Hormondosis, ndmlich 1 ug/kg Korpergewicht statt 1 mg/kg
Korpergewicht. Weiterhin wurde reprasentativ fiir den Kollagentyp I die Genexpression
von pro Kollagen a,(I) im Unterschied zu der in dieser Studie verwendeten Kollagen o, (I)-
bestimmt.

Trotz des geringer wirksamen L-Thyroxins und trotz der erheblich geringeren
Hormonkonzentration berichtet Eghbali von eine drastische Beeinflussung der
Kollagen I-mRNA-Konzentration. Schon nach 2h L-Thyroxin-Behandlung beschreibt sie
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren eine signifikante Abnahme der
pro-Kollagen o,(I)-mRNA um 53%, die ihren tiefsten Wert, eine Abnahme um 60%, nach
1 Tag erreicht hat und nach 12 Tagen in etwa wieder auf die Werte der Kontrolltiere
angestiegen war. Diese Beobachtungen wiirden mit einem Fehlen einer Fibrose, trotz der
Induktion einer Herzhypertrophie einhergehen, was sie auch immunhistochemisch
nachgewiesen hat. Parallel dazu beschreibt sie eine Zunahme von TGF-8,, in dhnlicher
Weise, wie auch ich sie beobachten konnte, und eine Proliferation der Fibroblasten.

Die Resultate der Kollagen-mRNA von Eghbali und Mitarbeiter konnen durchaus
unterschiedlich diskutiert werden, geht man davon aus, dafl TGF-B;, das Zytokin
darstellt, welches die extrazelluliren Matrixproteine im Herzen steuert, und somit bei
einer Zunahme des TGF-8, auch eine Zunahme des Kollagens, wie in dieser Arbeit
ubrigens geschehen, zu erwarten gewesen wire (s. 4.2.1). Aullerdem wiirde man bei einer
Proliferation der kollagenproduzierenden Fibroblasten ebenfalls eine Steigerung der
Kollagen-mRNA erwarten. Zusétzlich ist auffillig, dafl das von Eghbali und Mitarbeiter
gewdhlte Hormon und dessen Konzentration nach nur 2h in der Lage sein soll, eine so
eindrucksvolle Verdnderung der Kollagen I-mRNA hervorzurufen. Meine Ergebnisse
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betrachtend, beobachtet man trotz der Applikation des stdrker wirksamen
Trijodthyronins und der deutlich hoher verwendeten Hormondosis nach 12h Behandlung
kaum einen Unterschied der Kollagen I-mRNA-Synthese zum Ausgangswert.(s.o0.)

In einem anderen Experiment beschreiben Eghbali und Mitarbeiter”! eine Regression
einer kardialen Fibrose. Dazu applizierten sie der TSK (tight skin)-Maus, einem
genetisch verdnderten Tiermodell, das Kollagen im UbermalBl produziert und
zwangslaufig eine Herzfibrose entwickelt, L Thyroxin in gewohnter Dosis (s.0.) und
beobachteten einen Riickgang der Kollagen '-mRNA um 32% und Kollagen III-mRNA
um 47% nach 24h Hormonbehandlung. In den normalen mit L-Thyroxin behandelten
Maédusen wiederholt sie die weiter oben beschriebenen Beobachtungen fiir Kollagen I-
mRNA und berichtet iiber eine Abnahme der Kollagen III-mRNA. Nach der Aussage
von Eghbali und Mitarbeiter zeige dieses Experiment erste Forschungsansédtze einer
moglichen Verhinderung einer schon existenten Fibrose.

In einem nichsten Artikel berichten Eghbali und Mitarbeiter” von thyroidektomierten
Ratten. Sie versucht den Umkehrschlufl zu beweisen, dafl Hypothyreoidismus zu einer
Zunahme der Kollagen-mRNA fiihrt. Ratten wurde die Schilddriise entfernt und 14 Tage
spater, mit einem erniedrigten Schilddriisenhormonspiegel von mehr als 85% im
Vergleich zu den scheinoperierten Ratten, getotet und die mRNA fiir Kollagen I und
Kollagen III aus dem Myokardium bestimmt. Als Resultat berichtet sie tber eine
Zunahme der Kollagen I-mRNA und unverédnderte Werte fiir Kollagen III im Vergleich zu
den scheinoperierten Tieren. Nebenbei beschreibt sie eine Abnahme des Korpergewichts
der thyroidektomierten Ratten, wobei bekannt ist, dal Hypothyreoidismus in der Regel
zu einer Gewichtszunahme fiihrt.

Eghbali  vertritt die  Meinung, einen Zusammenhang  zwischen dem
Schilddriisenhormonblutspiegel und der Kollagen I-Biosynthese im kardialen
Myokardium zu erkennen. Dieser Meinung kann ich mich anschlie3en, nur, dall in meiner
Studie im Gegensatz zu Eghbali bei hohem Schilddriisenhormonblutspiegel eine
Zunahme der Kollagen I-mRNA, und nicht eine Abnahme beobachtet worden ist, und ich
somit der Meinung bin, dafl Schilddriisenhormone einen stimulierenden Einflufl auf die
Kollagen-mRNA-Synthese besitzen. (s. auch 1.3)

Auch an dieser Stelle muf} daran erinnert werden, dafl in dieser Arbeit Verdnderungen
auf der Ebene der Transkription beobachtet worden sind und somit iiber eine verdnderte
Proteinsynthese lediglich spekuliert werden kann.
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Sollte aber die Kollagen-mRNA in das Protein umgesetzt werden, dann bedeutete dies
eine erhohte Kollagenl-Produktion und eine vermehrte Ablagerung im Myokard . Dieses
wiederrum wiirde auf eine fibrotischen Umbau hinweisen.

4.2.3. Fibronektin

Fibronektin ist ein Bestandteil der extrazelluldren Matrix (s. 4.1) und gehort in die
Gruppe der Adhésionsproteine. Es ist ein 440 kD grofles dimeres Glykoprotein, das sich
aus drei wiederholenden Sequenzen I, II und III zusammensetzt™, und das spezifische
Bindungsstellen fiir Kollagen, Fibrin, Heparin und auch fiir Zellen besitzt. Auf diese
Weise verbindet Fibronektin nicht nur die einzelnen Komponenten der extrazelluldren
Matrix miteinander, sondern ist auch iiber die Integrine am direkten Kontakt des

intrazelluldren Zytoskeletts mit den extrazelluldren Strukturproteinen beteiligt.?®*%

Fibronektin kommt als l6sliche dimere Form im Plasma vor, als Oligomer angeheftet an
Zelloberflichen und als Geflecht aus unléslichen Fibrillen in der Matrix. So spielen die
Fibronektine eine Rolle in der Blutgerinnung, bei Entziindung und Wundheilung, in der

Embryogenese, sowie fiir die Migration und Adhésion von Zellen%"%,

Desweiteren lassen embryologische Studien vermuten, dall Fibronektin die initiale
Matrix bildet, auf der sich Kollagen ablagert und aulerdem entscheidend fiir den Prozel
der erfolgreichen embryologischen Organentwicklung und —wachstum zu sein scheint.

Fibronektin reagierte in unseren Untersuchungen unter Einflul von T3 mit einem
Anstieg der mRNA mit einem Maximum nach einem 1d und einem anschlieBenden
Abfall seiner Expression, wobei nach kontinuierlichem Anstieg am 7 und 10d die Werte

nach 10tdgiger Behandlung immer noch unter dem Ausgangswert liegen. (s. 3.1.1.2)

Ahnliche Beobachtungen wurden von Mamuya und anderen beschrieben®, nur mit dem
Unterschied, daf} er die Ratten mit 10 ug T3/100g Korpergewicht und nicht mit 1 mg/kg
Korpergewicht, wie in meiner Studie, behandelt hat und einen kontinuierlichen Anstieg
bis 6d Trijodthyroningabe beobachtete, bevor die Werte wieder zu den Kontrollwerten
zuriickkehrten.

Bluthochdruck bewirkt &dhnliche Verdnderungen des Fibronektins wie der
Hyperthyreoidismus. Ein Beispiel sind die Versuche von Villarreal und Dillmann®, die
mit der Methode des "thoracic banding® (s. 4.2.1) eine arterielle Hypertonie erzeugten

und einen signifikanten 2,5fachen Anstieg nach einem Tag und einem Maximum nach 3
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Tagen beobachteten (ca. das 3fache gegeniiber den Kontrolltieren). Diese kehrten nach 7
Tagen wieder zu den Kontrollwerten zuriick.

Ein anderes Beispiel sind die spontan hypertensiven Ratten. Sie zeigten ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der Fibronektin m-RNA, wihrend der Entwicklung zur

6367 So konnten bis zu 5fach héhere Werte im Vergleich zu den

Herzinsuffizienz
Kontrolltieren beobachtet werden, die allerdings nicht wie in den hyperthreoten Ratten
und "thoracic aortic banding”-Ratten zuriickgingen, sondern in dem Zustand der

Herzinsuffizienz erhoht blieben.

Wie weiter oben angedeutet, spielt Fibronektin eine Rolle bei der Adhésion des fibrilldren
Kollagens an die kardialen Myozyten. Es ist aus diesem Grund wahrscheinlich, dal3
dieses Molekiil eine wichtige Rolle bei dem Organwachstum spielt, insbesondere bei
pathophysiologischen Phédnomenen, die mit einer Umgestaltung des Interstitiums
einhergehen, wie beispielsweise die myokardiale Hypertrophie. Da vermehrt gebildetes
Fibronektin, wie in dieser Arbeit gezeigt, auch mehr Kollagen anheften kann, bedeutet
eine erhohte Produktion von Fibronektin auch mehr Fibrose.

Die in dieser Studie gelieferten Ergebnisse unterstiitzen einen moglichen
Zusammenhang zwischen Fibronektin und der durch Hyperthyreoidismus
hervorgerufenen kardialen Hypertrophie, da die Applikation von Trijodthyronin zu einer
gesteigerten Synthese der Fibronektin-mRNA und somit verdnderten extrazellulédren
Matrix gefiihrt hat.

42,4, Laminin

100,101 yind ist wie

Laminin ist ein Protein der Basalmembran, kommt also ubiquitiar vor
Kollagen und Fibronektin Bestandteil der extrazelluldren Matrix. (s. 4.1) Es besteht aus
drei Polypeptidketten, der A Kette (400 kD), der B ,Kette (215 kD) und der B,Kette
(205 kD). Das gesamte Laminin hat eine kreuzformige Struktur und besitzt
verschiedene Bindungsstellen, d4hnlich dem Fibronektin, fiir Heparin, Kollagen und Zellen.
Laminin ist in der Zellkultur wichtig fiir das Anheften, Ausbreiten und Wachstum der

Zellen. Als Bestandteil der Basalmembran spielt es eine Rolle in der Angiogenese.

Allerdings bleibt anzumerken, daf3 nicht alle Zellen von einer Basalmembran umgeben
werden. So besitzen Kardiomyozyten, Endothelzellen und auch glatte Muskelzellen eine
Basalmembran, nicht aber dagegen Fibroblasten.



Diskussion -48 -

In unserem Experiment verhielt sich Laminin dhnlich wie die anderen extrazelluldren
Matrixproteine Kollagen und Fibronektin, ndmlich in der Weise, dall nach einem Tag T3-
Behandlung die mRNA ihr Maximum erreichte und anschlieBend die Genexpression
abfiel, um dann nach kontinuierlichem Anstieg am 7 und 10d immer noch unter dem
Ausgangswert zu liegen. (s. 3.1.1.4)

Die Literatur tiber Laminin im Rahmen der Herzhypertrophie ist sehr spérlich,
abgesehen von einem Artikel von Contard et al'®?, die Laminin im Zusammenhang mit
Bluthochdruck untersuchten. Die Hypertonie wurde durch eine Verengung der Aorta bei
Ratten verursacht. Allerdings benutzten diese Autoren keine Northern Blots zur
Quantifizierung, sondern immunhistochemische Methoden und somit ist ein Vergleich
problematisch. Als Ergebnis zeigte sich jedenfalls in den fibrotischen Arealen, in denen
die Myozyten so gut wie verschwunden waren, kaum noch Laminin. Unsere Ergebnise
betrachtend, hidtte man aber einer Zunahme des Laminins erwartet.

4.2.,5 Zusammenfassung und Arbeitshypothese

Zusammenfassend kann die Genexpression der extrazelluliren Matrixproteine
folgendermaflen beurteilt werden: aufgrund des Kurvenverlaufs der mRNA-Synthese in
Abhéngigkeit vom zeitlichen Verlauf, ist klar, dall Kollagen, Fibronektin und Laminin
sehr dhnlich auf den Einflul} von Trijodthyronin reagierten.

Nach 12h ist bei Kollagen und Laminin noch kaum eine Reaktion zu erkennen, wobei
Fibronektin tendentiell, aber nicht signifikant, ansteigt. Nach 1d T3-Behandlung ist von
allen drei extrazelluldren Matrixproteinen ein maximaler Anstieg der Genexpression zu
beobachten.

Nach 3d T3-Gabe ist wiederum eine deutliche Parallele festzustellen. Die mRNA aller
drei Proteine fallt weit unter den Ausgangswert. Am 7 und 10d tendieren Kollagen,
Fibronektin und Laminin mit &hnlichem ansteigendem Verlauf wieder zum
Ausgangswert, erreichen diesen jedoch nicht. (s. auch 3.1.1.2, 3.1.1.3 und 3.1.1.4)

Die deutlichen Gemeinsamkeiten der Synthese der extrazelluldren Matrixproteine auf die
Gabe von Trijodthyronin geben einen Hinweis darauf, daf sie gemeinsam von einem oder
mehreren Systemen (s.u.) kontrolliert werden. AuBlerdem deutet der deutliche Anstieg
der Genexpression nach 1d T3-Behandlung auf eine fibrotische Verdnderung des
Herzparenchyms hin.
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Im Gegensatz zu den Matrixproteinen steigt die Synthese der TGF-B,-mRNA schon
nach 12h signifikant, um das 1,5fache, an. Es sieht also so aus, als ob die Snythese der
TGF-8,-mRNA der Synthese der extrazelluldren Matrixproteine vorausgeht, d.h. der
Anstieg der ECM-Proteine mit einer leichten Zeitverzogerung erfolgt. Am 1d erreicht die
TGF-B,-mRNA, wie die der extrazelluldren Matrixproteine, ihr Maximum mit einer
1,6fache-Zunahme. Anschlieflend fallen die Werte am 7 und 10d, bleiben aber gegeniiber
den Kontrollwerten leicht erhoht. (s. 3.1.1.1)

Der Kurvenverlauf der extrazelluldren Matrixproteine 14Bt sich in drei Abschnitte
einteilen. Bei dieser Einteilung reicht der erste Abschnitt bis zum ersten Tag T3-
Behandlung, an dem, sowohl die Kollagen-, als auch die Fibronektin- und Laminin-mRNA
maximal ansteigen. Am dritten Tag erreicht die mRNA der extrazelluldren
Matrixproteine den zweiten Abschnitt, mit einem gemeinsamen Abfall bis weit unter die
Ausgangswerte. Anschlielend kommt es im dritten Abschnitt, am 7 und 10d, wieder zu
einem geringfiigigen Anstieg.

Denkbar wire, da3 alle drei Abschnitte von unterschiedlichen Systemen kontrolliert
werden. Dem ersten Abschnitt geht ein Anstieg der TGF-B,-mRNA, vor dem der
Matrixproteine, um 12h voraus. TGF-, und die extrazelluldre Matrixproteine erreichen
gemeinsam eine maximalen Syntheseleistung am ersten Tag. Es scheint so, als ob
dieser Zeitraum von TGF-8, kontrolliert wiirde. Der kurzfristige Anstieg der TGF-8,-
mRNA konnte in der Lage sein eine Folgereaktion in Gang zu setzen.

TGF-8, fallt bis zum dritten Tag geringfiigig, wobei die extrazelluldren Matrixproteine
wiahrend dieser Zeit einen immensen Riickgang erfahren. Ein anderes unbekanntes
System konnte dafiir verantwortlich sein. Denkbar wéren andere Zytokine, wie z.B.
TNF-a oder NO-Synthase, von denen man weil3, dal} sie ebenfalls Kontrollfunktionen im

Herzen iibernehmen.

Der langsame Anstieg der extrazelluldren Matrixproteine, am 7 und 10d, im dritten
Abschnitt, geht einher mit einem Abfall der TGF-8,-mRNA, so dafl auch hier iiber ein
anderes Kontrollsystem spekuliert werden kann.Vorstellbar wire an dieser Stelle eine
Beeinflussung durch das Renin-Angiotensin-System, das bekanntermallen zum einen
unter dem Einflufl von Schilddriisenhormoniiberschull aktiviert wird und zum anderen
bis zu diesem Zeitpunkt aktiviert ist'®.

Sicherlich konnte durchaus auch spekuliert werden, dall TGF-B1 beteiligt sein konnte, da
der Anstieg der extrazelluldren Matrixproteine in Richtung Ausgangswert erfolgt und
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TGF-B1 ebenfalls in Richtung Ausgagngswerte abfillt und somit der Einflul dieses
Zytokins auf die extrazelluldren Matrixproteine nachléf3t.

Kurz zusammengefallit, kann davon ausgegangen werden, dall die extrazelluldren
Matrixproteine gemeinsam, aber von komplexen Mechanismen gesteuert, beeinflufit
werden. Denkbar wire, dall die Schilddriisenhormone direkten stimulierenden Einfluf3 auf
die TGF-B,-mRNA-Synthese nimmt. Darauffolgend konnte TGF-B, das entscheidende
Zytokin darstellen, das die Reaktion weiter in Gang setzt.

4.3. Myokardiale Genexpression von Myosin

Die Herzmuskelfaser ist eine ein- bis zweikernige Zelle. Die Zellkerne liegen immer in der
Mitte und werden von den randstdndigen, quergestreiften Myofibrillen umzogen. Fast die
Hailfte des Gesamtproteingehalts einer Myofibrille, in etwa 43%, werden vom Myosin

t 104

gestell

Das dicke Filament (~500 kD) im Skelett- und Herzmuskel, dessen Hauptbestandteil
Myosin darstellt, besteht aus 6 Bausteinen, aus 2 schweren (~200 kD), heavy chains,
und 4 leichten Ketten (~16-28 kD), auch light chains genannt.'” Von diesen einzelnen
Proteinen existieren verschiedene Isoformen, die unterschiedliche Eigenschaften haben.
So gibt es fiir die schweren Ketten oa-und B-Isoformen, die im Atrium und Ventrikel
vorkommen und die Hauptbestandteile des Myokardiums darstellen und als Dimer
aa-V1, aB3-V2 und B6-V3 genannt werden. Die Unterschiede der heavy chain Isoformen
liegen in der ATPase Aktivitdt, wobei V1 eine 4 mal hohere Aktivitidt besitzt als V3.
Dieser  gesteigerte = Umsatz von ATP hat neben  einer hoheren
Kontraktionsgeschwindigkeit auch einen hoheren Sauerstoffverbrauch  zur
Folge*®'% (siehe auch 1.3)

Die unterschiedlichen Variationen der Isoformenzusammensetzung des Myosins sind

109-115

vom Entwicklungsstand,'” Beanspruchung'®und Hormonen abhéingig.

Das Muster der Isoformverteilung fiir Myosin heavy chain ist unter physiologischen
Bedingungen im Ventrikel kleiner Sduger wie Maus oder Ratte fast ausschliefllich V1,
wobei groBlere Spezies wie Hund, Schwein, Rind und auch der Mensch dagegen
hauptsichlich V3, und nur noch einen V1 Gehalt von 15% aufweisen.™®

Die Funktion der leichten Ketten ist noch nicht géinzlich aufgekléart. Im Herzen lagert

sich an jede schwere Kette des Myosin eine durch alkalische Detergenzien abtrennbare
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(LC1) und eine phosphorylierbare leichte Kette (LC2). Der Grad der Phosphorylierung
hat steuernde Einflile auf die Aktin-aktivierende-ATPase. Die Rolle der LC1 ist unklar.
Man vermutet regulierende Funktionen auf den Proteinumsatz des dicken Filaments. Im
glatten Muskel spielen sie eine wichtige Rolle bei der Ca**-Regulierung.

In dieser Arbeit wurden die a-und B-Isoformen der schweren Kette des Myosins
untersucht. Die Ergebnisse zeigten unter dem Einflul von T3 einen deutlichen Anstieg
der a-Myosin-mRNA mit einem Maximum nach einem Tag und einer anschlielenden
Abnahme bis fast zum Ausgangswert nach 10d. Eine kontinuierlichen Abnahme der
B-Myosin-mRNA bis auf 8% des Ausgangswertes beobachtete man nach 10d T3-
Behandlung. (s. auch 3.1.1.5 und 3.1.1.6) Diese Entwicklung unter Trijodthyronin auf das

109,111-115 Sogar am

Rattenherz ist in der Literatur ein h&ufig bestidtigtes Ergebnis
menschlichen Herzen werden &hnliche Beobachtungen beschrieben''®. So fiihrt eine
Hyperthyreose genauso wie regelméflige sportliche Betidtigung zu einer gesteigerten
a-Myosin Expression und Hypothyreose, Alterung und Bluthochdruck zu einer

gesteigerten B-Myosin Expression des menschlichen Herzens.

Allerdings wird auch Gegenteiliges berichtet. So beschreiben Green und andere, einen
signifikanten Anstieg der B-Myosin-mRNA im rechten Ventrikel von hyperthyreoten
Ratten, ohne EinfluB auf den linken Ventrikel, beobachtet zu haben''".

In hypothyreoten Ratten kommt es zu einer entgegengesetzten Reaktion wie in den
hyperthyreoten Tieren: B-Myosin-mRNA wird hochreguliert, wobei eine Abnahme der
o-Myosin-mRNA beschrieben wird''2. Behandelt man nun hypothyreote Ratten mit T3,
so erfolgt ein Anstieg der a-Myosin-mRNA schon 3h Stunden nach der Injektion und

erreicht nach 24h Normalwerte'®*,

Ahnlich wie in hypothyreoten Ratten verhilt sich Myosin unter dem Einfluf von
Bluthochdruck, Diabetes mellitus und wihrend des Alterungsprozesses'®.

Es existieren unterschiedliche Hypertoniemodelle, wie das renovaskulidre''® oder das
spontan hypertensive Modell,”*® aber auch das durch eine Einengung der Aorta
hervorgerufene Hypertoniemodell (“aortic coarctation”),'” die alle einen Abfall des
a-Myosins und eine Anstieg des 3-Myosins zeigen.

Izumo und andere'” benutzten das Modell der “aortic coarctation”, stellten eine rasche
Induktion der B-Myosin-mRNA mit entsprechender Hypertrophie des linken Ventrikels
fest, und gaben den Tieren Thyroxin. Interessanterweise stellte sich nun eine schnelle
Deinduktion des B-Myosins und eine Induktion des a-Myosins, sowohl auf der Ebene der
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mRNA, als auch auf der Ebene der Proteine, ein, bei gleichzeitiger Progression der
linksventrikuldren Hypertrophie.

Buttrick und andere'® setzten gealterten, 24 Monate alten Ratten, einer
renovaskuldren Hypertonie aus. Der Alterungsprozel an sich fithrte zu einer
Verschiebung von V1 zu V3, aber der zusétzliche Hochdruck fiihrte zu einer weiteren
Verteilung in Richtung V3. Zuséatzlich hat man den Versuchstieren den
Schilddriisenhormonblutspiegel bestimmt und festgestellt, dal sowohl die gealterten
Tiere, als auch die gealterten und hypertonen Ratten einen signifikant niedrigeren
Hormonspiegel als die Kontrolltiere aufwiesen, wobei bei letzteren der T3- und T4-Spiegel
noch unter dem der "nur” hypertonen Ratten lag.

Die Frage stellt sich nun, ob es sich bei den Veridnderungen des Myosins unter
Schilddriisenhormoneinflul um direkte oder indirekte Effekte des Trijodthyronins
handelt. Dabei gibt Izumo'® einen deutlichen Anhalt fiir einen direkten Effekt des T3, da
totz der Verschiebung in Richtung V3 unter Hypertoniebedingungen, ein Anstieg des
a-Myosins und ein Abfall des B-Myosins nach Gabe von Thyroxin unter beibehaltenen
Hochdruckbedingungen zu verzeichnen ist. Ebenso gibt Buttrick einen Hinweis auf einen
direkten Einflul} des Trijodthyronins, weil die Schilddriisenhormonspiegel bei “gealterten”
und “gealterten und hypertonen” Tieren, bei gleichzeitiger Verschiebung von V1 zu V3 im
Rahmen des Alterungsprozesses und Hypertonie, unter denen der Kontrolltiere lagen
und somit ein direkter Zusammenhang zwischen Schilddriisenhormonen und der

Myosinverteilung vermutet werden kann.

Meine Ergebnisse zeigten unter T3-Einflul eine Induktion des a-Myosins und eine
Deinduktion des B-Myosins und stimmen somit mit der géingigen Literatur

.. . 22.119,120,121,122,12
iiberein.?2119:120.121,122,123

4.4. Myokardiale Genexpression von ANF

ANF (=atrialer natriuretischer Faktor) ist ein aus 151 Aminosduren bestehendes
Polypeptid, das von Myozyten v.a. des linken Vorhofs aber auch von den Ventrikeln
synthetisiert und unter anderem nach Vorhofdehnung in das zirkulierende Blut
sezerniert wird. Es kommt ebenfalls im Gehirn, Aortenbogen, Nebenniere und Niere vor.
ANF regelt das Blutvolumen und den Salzhaushalt durch Steigerung der Natriurese und
Diurese, durch Gefidlldilatation, Senkung des arteriellen Blutdrucks und des

Herzschlagvolumens.
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Bei einer Herz- und Niereninsuffizienz sowie bei Leberzirrhose sind erhohte ANF-

Konzentrationen im Plasma nachweisbar.

Eine Verinderung der ANF-mRNA Genexpression gibt Hinweise auf eine beginnende

19 Dies

pathologische Antwort des Herzens, wie z.B. die Entwicklung einer Hypertrophie
war auch der Grund, warum in dieser Studie dieser Faktor gemessen wurde, obwohl
Ogawa und Mitarbeiter'®® beschreiben, daB3 sich die Transkription von ANF anscheinend
hypertonieabhingig, nicht aber hypertrophieabhéingig verdndere. Dazu behandelten sie
hypertensive, “aortic-banded” Ratten, mit Ramipril in niedriger Dosierung und konnten
eine Hypertrophie des Herzens, nicht aber einer Hypertonie vorbeugen. Die gemessene
ANF-mRNA war in diesem Fall erhoht, obwohl eine Herzhypertrophie vermieden werden

konnte.

In einem anderen Experiment wurden Ratten vor dem ,aortic-banding® mit einer hohen
Dosis Ramipril behandelt und sowohl eine Hypertrophie, als auch eine Hypertonie
vorgebeugt. Die anschlielend gemessene ANF-Genexpression hat abgenommen.

Signifikante Ergebnisse konnten in der hier vorliegenden Studie fir die ANF-mRNA
nicht nachgewiesen werden, aber tendentielle Verdnderungen, wie eine maximale
1,7fache Steigerung der Genexpression nach 12h T3-Applikation. Auch nach 1d war
noch eine Erhéhung um das 1,6fache nachweisbar. Anschlie3end fielen die Werte am 3d
weit unter den Ausgangswert und stiegen am 7 und 10d wieder in Richtung Kontrollwerte
an, blieben aber darunter.(s.auch 3.1.1.7)

Andere Studien, in denen die ANF-Genexpression wéihrend eines hyperthyreoten
Zustandes gemessen wurde, zeigten unter dhnlichen Bedingungen erhéhte ANF-Werte®,
wobei Gardner und Mitarbeiter'®! diesen Anstieg auf einen direkten Effekt des T3 auf die
ANF mRNA-Transkription zuriickfiihrten.

Im Gegensatz dazu konnten Izumo und andere'®, bei einer durch Hyperthyreoidismus
hervorgerufene Hypertrophie, keine Induktion der ANF-mRNA feststellen. In der selben
Studie tiberpriiften sie die ANF-Genexpression unter bluthochdruckbedingter
Hypertrophie und konnten eine Steigerung beobachten.

Spontane hypertensive Ratten entwickelten im Stadium der Herzinsuffizienz eine
Steigerung der ANF-mRNA, sowohl im rechten, als auch im linken Ventrikel,*"*® wobei
die Werte fiir die ANF-Genexpression erhéht blieben.

Verabreichte man den spontanen hypertensiven Ratten vor der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz den ACE-Hemmer Captopril, so wurde sowohl die Induktion von ANF,
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als auch die Entwicklung einer Herzinsuffizienz verhindert®. Folglich kénnte auch hier,
dhnlich den extrazellularen Matrixproteinen, der Eindruck entstehen, als ob das Renin-
Angiotensin-System einen Einfluf} auf die Genexpression von ANF nidme. Allerdings mulf3
einschriankend erwdhnt werden, dafl nach einer maximalen Steigerung nach 12h das
RAS-System noch nicht aktiviert sein'® diirfte und somit vielleicht doch T3 einen
direkten Einflul nimmt oder gar TGF-8, eine Rolle spielt.

4.5. Myokardiale Genexpression von VEGF

VEGF (=vascular endothelial growth factor) ist ein 46 kD grofler, heparin-bindender
Wachstumsfaktor, der spezifisch auf vaskulédre, endotheliale Zellen wirkt und Bedeutung
in der Angiogenese besitzt. Er ist mit PDGF verwandt.

Die Familie von VEGF besteht aus fiinf bekannte Varianten. Dazu gehéren VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E. Alle sind Teil einer Familie zu der auch die
verwandten PDGF (platelet-derived growth factor) und PIGF (placenta growth factor)

gehoren.

Lokalisiert wurde der Faktor in embryonalen Geweben, in denen vaskuldres Wachstum
mit der embryonalen Entwicklung assoziiert waren'®, wihrend des Tumorwachstums'**
und im weiblichen Geschlechtstrakt'®. Zuséitzlich beschleunigt zugefithrtes VEGF die

126

KollateralgeféaBbildung im Modell der koronaren Okklusion*°. Hypoxie und/oder Ischédmie

127

fitlhrt zu einer VEGF-mRNA Expression in Myozyten in vitro=’ und im Herzgewebe in

128

vivo ®. Desweiteren wurden VEGF-mRNA Transkripte in normalem und infarziertem

menschlichem Myokardium entdeckt'®. Zusitzlich gilt VEGF als Hypertrophiemarker.

Herzgewebe ist in dieser Arbeit auf die VEGF-mRNA Synthese tiberpriift worden, da
eine Mehrexpression auf Angiogenese hingewiesen hétte, und es interessant erschien, ob
ein Organismus in hyperthyreotem Zustand mit einer GefdBneubildung im Herzen
reagiert hétte. Unsere Ergebnisse zeigten keine signifikanten, aussagekriftigen
Verdnderungen wahrend der gesamten Behandlungszeit. Tendentiell war eine Abnahme

der Genexpression am 7 und 10d zu beobachten. (s. auch 3.1.1.8)

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daBl die tédgliche Applikation von
Trijodthyronin in dieser Studie zu keinen bedeutenden Veridnderungen der VEGF-mRNA
gefithrt hat und somit eine Angiogenese im Herzen nicht nachgewiesen werden konnte.
Vergleichbare Studien iiber VEGF und Hyperthyreoidismus sind nicht bekannt.



Diskussion -55-

4.6. Renale Genexpression der extrazelluliren Matrixproteine

4.6.1. TGF-B,

Wie unter 4.2.1 bereits beschrieben, ist TGF-B,; ein Schliisselmolekiil in der Regulation
und Kontrolle der Fibroblastenaktivitidt und ist an unterschiedlichen Krankheitsbildern,
die durch eine exzessive Fibrose charakterisiert sind, beteiligt.

In der Niere existieren verschiedene Zellsysteme, wie die Glomeruli, wobei die glomeruléar-
epithelialen Zellen und die glomeruldr-mesangialen Zellen von besonderem Interesse sind,
die Tubuli mit seinen tubulo-epithelialen Zellen und das renale Interstitium. In der
Rattenniere ist eine besondere Fiille an TGF-B,-mRNA und auch an Protein in den
Glomeruli entdeckt worden'’, wobei, mit Hilfe von Northern Blots bestimmt, der Anteil
der TGF-B,-Transkripte in den Glomeruli um eine vielfaches hoher ist, als in der

gesamten Niere'’,

Mehrere Studien untersuchten die Rolle von TGF-8 in der Herstellung der extrazelluldren
Matrix der Niere. So wurde beschrieben, dal TGF-B, zu eine Steigerung der Produktion
von Kollagen I, Kollagen IV und Fibronektin in mesangialen Zellen der Maus fiihrt'**',
In einer anderen Studie wurden keine Verdnderungen der Kollagenproduktion, allerdings
bezogen auf mesangialen Rattenzellen, beschrieben'*.

Glomerulére-epitheliale Zellen zeigten, unter dem Einflufl von TGF-8,, eine Erhhung von
Fibronektin'** und Kollagen IV'®,

Faflit man die oben beschriebenen unterschiedlichen Effekte von TGF-8,, auf die
verschiedenen glomerulédren Zellen in kultiviertem Gewebe, zusammen, so geben diese
indirekte Beweise fiir eine Beteiligung von TGF-B in der Herstellung und
Aufrechterhaltung der glomeruldren Basalmembran und der mesangialen Matrix in vivo.

Eine stidndige Erhohung von TGF-8,, wie sie in bestimmten Krankheitszustdnden der
Niere vorkommt (s.u.), kann also zu einer Uberproduktion von mesangialen
Matrixkomponenten, zu einer Verdickung der glomeruldren Basalmembran und zu einer
Storung der normalen glomeruléren Filtration, fithren.

Die Wirkung von TGF-B, auf die Matrixproduktion von Fibroblasten des normalen
Interstitiums der Niere und der renalen tubuloepithelialen Zellen ist ebenfalls untersucht
worden. So steigert TGF-8, die Produktion von Kollagen I, III und V in kultivierten
renalen Fibroblasten.'*®
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Unter dem EinfluB von TGF-8B, produzieren tubulo-epitheliale Zellen des proximalen
Tubulus vermehrt Kollagen VI.

Diese Effekte sind sehr wahrscheinlich wichtig in der Pathogenese der
tubulointerstitiellen Fibrose.

Im folgenden Abschnitt werden nun einige Krankheitsbilder der Niere betrachtet, bei
denen TGF-B, im Zusammenhang mit Fibrose eine besondere Bedeutung spielt.

Zunichst einmal ist die Glomerulonephritis zu nennen. Es gibt eine gesicherte kausale
Beziehung zwischen einer erhohten Produktion von TGF-B und der Glomerulonephritis.
Studien von Okuda und Mitarbeiter'®” und Coimbra und Mitarbeiter'*® waren die ersten,
die klar dokumentierten, dall in den Glomeruli, wihrend der postinflammatorischen
Phase nach einem akuten inflammatorischen Insult, eine deutliche Steigerung der
TGF-8,-Expression und -Bioaktivitét, zu verzeichnen war.

Ein anderes wichtiges Krankheitsbild, das in diesem Zusammenhang zu nennen ist, ist
die diabetische Nephropathie. Sie ist charakterisiert durch eine Hypertrophie der
glomeruldren und tubuldren Elemente, einer progressiven Akkumulation von
extrazelluldren Matrixkomponenten des glomeruldren Mesangiums, einer Verdickung der
glomeruldren und tubuldren Basalmembran und einer progressiven tubulointerstitiellen

Fibrose!3%140 141,142

Studien an kultivierten mesangialen und proximal-tubuldren
Zellen'**'** zeigten, daB eine erhohte Glukosekonzentration die Biosynthese von Kollagen
und anderen extrazelluldren Matrixmolekiilen stimulieren und zu einer Verdnderung der
Zellgrofle, und dabei die Entwicklung einer tubulér-epithelialen Hypertrophie mit
eingeschlossen, fiihren konnte. In diesem Zusammenhang haben Ziyadeh und
Mitarbeiter nachgewiesen, dafl proximal-tubuldre Zellen'® und mesangiale Zellen',
kultiviert in hoch konzentrierten Glukoselosungen, eine erhohte TGF-8,-mRNA-
Expression und Bioaktivitdt verzeichneten. Alle in diesem Zusammenhang erwéhnten
Studien deuten darauthin, dal TGF-8, eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der

diabetischen Nephropathie spielen kann.

In dieser Studie wurde untrsucht, ob Hyperthyreoidismus zu einer Steigerung oder
Reduktion der TGF-B,-mRNA im gesamten renalen Gewebe fithren wiirde.

Wir beobachteten nach 12h Trijodthyroninbehandlung eine maximale, signifikante
Erhohung der TGF-1-mRNA um das 1,4fache. Im weiteren Verlauf allerdings gingen die
Werte tendentiell am 1 und signifikant am 3, 7 und 10 Tag unter den Ausgangswert, so
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dafl am letzten Tag T3-Behandlung nur noch 60% des Ursprungwertes zu verzeichnen

waren.

Allerdings sieht es so aus, als ob TGF-B, in der Niere keinen direkten Einflul auf die
extrazelluldren Matrixproteine nimmt, die sich zwar in vergleichbarer Weise verhalten,

jedoch nicht in direktem Zusammenhang mit TGF-8, zu stehen scheinen.

Die Expansion der zelluldaren Hypertrophie von tubuldren Zellen der Niere ist in den
meisten renalen Hypertrophien fiir die gesamte Nierenvergroflerung verantwortlich. In
einer Studie von Ziyadeh und Mitarbeiter'*” wurde gezeigt, daB TGF-B, iiber eine
Stimulation von Angiotensin II zu einer Hypertrophie von kultivierten tubulédren Zellen
fuhrt. Da die VergroBerung der Niere mitunter ein entscheidendes Merkmal des
Hyperthyreoidismus in unserer Studie darstellt, ist zu spekulieren, ob die renale
Hypertrophie auf TGF-8,, AngiotensinII und eine spidte Synthesesteigerung der
extrazelluldren Matrixproteine zuriickzufiihren ist.

Kobori und Mitarbeiter'*®' versffentlichten Studien, in welchen sie die Hypothese
untersuchten, dafl renale Hypertrophie wiahrend des hyperthyreoten Zustands durch die
renale Expression von Renin-mRNA und somit {iiber eine Stimulation des RAS
vermittelt werden wiirde. Ihre Hypothese bestétigen sie, indem sie nachweisen konnten,
dall hyperthyreote Ratten tatsédchlich vermehrt Renin-mRNA synthetisierten. Welche
Rolle TGF-8, in diesem System spielte wurde nicht geklért.

4.6.2. Kollagen, Fibronektin, Laminin

Die Tatsache der renalen Hypertrophie in hyperthyreoten Tieren ist schon lidnger
bekannt'®. Uber die extrazelluldren Matrixproteine im Zusammenhang mit renaler
Hypertrophie im Zustand des Hyperthyreoidismus wurde bisher keine Literatur
veroffentlicht.

Ein Artikel von Nakamura und Mitarbeiter'™ befat sich mit dem Einflu von TGF-8,
auf die glomeruldre Produktion der extrazelluldren Matrix in glomeruldr-epithelialen
Zellen. Nakamura setzte glomerulédre epitheliale Zellen TGF-B, aus, und beobachtete
eine Synthesesteigerung von Fibronektin, Kollagen IV und Laminin.

Kurz zusammengefallt, reagierten in meiner Studie die extrazelluldren Matrixproteine
Laminin, Fibronektin und KollagenI in der Niere gleichermallen mit einem
kontinuierlichen Anstieg, wobei bei Fibronektin keine signifikanten, jedoch signifikante

Erhohungen der Kollagen- und Laminin-mRNA nach 10d zu beobachten waren, die im
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Gegensatz zum Herzen, nach 10d Hyperthyreoidismus auch kontinuierlich erhcéht
blieben. (s.auch 3.1.2.2.-3.1.2.4)

Wie eben bereits erwédhnt scheint TGF-8,, das nach 12h eine maximale signifikante
Steigerung erfuhr, und an den folgenden Tagen bis unter den Ausgangswert abfiel, keinen
direkten Einflull auf die extrazelluldren Matrixproteine zu nehmen. (s.auch 3.1.2.1)
Wahrscheinlich wird ein anderes System verantwortlich sein, das uiber einen direkten
oder indirekten Weg von Trijodthyronin aktiviert wird. Auch hier kann spekuliert werden,
ob das Renin-Angiotensin-System Einflul nimmt und somit eine Erhoéhung von
Kollagen I, Fibronektin und Laminin herbeifiihrt und fiir die renale Hypertrophie

mitverantwortlich ist.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Northern Blot-Technik der Einflufl von
Trijodthyronin auf die extrazelluldre Matrix von Rattenherzen und Rattennieren
untersucht. Dazu gehorten RNA-Analysen von ausgewédhlten Matrixproteinen wie
Kollagen, Fibronektin und Laminin. Zuséitzlich beobachteten wir aber auch
Wachstumsfaktoren wie TGF-, und in den Rattenherzen VEGF, sowie allerdings nur im
Herzen, die Reaktionen von o- und B-Myosin der kontraktilen Proteine, sowie des
Hypertrophiemarkers ANF.

Seit ldngerem schon ist bekannt, dal3 die extrazelluldre Matrix eine gro3e Bedeutung im
Zusammenhang mit der Organhypertrophie, -insuffizienz und -fibrose spielt. So wurden
die obengenannten Proteine gerade deshalb ausgewéhlt, da einige von ihnen die
extrazelluldre Matrix repréasentieren und aullerdem in anderen, ebenfalls mit einer
Organhypertrophie und -fibrose einhergehenden Tiermodellen, wie beispielsweise der
spontanen hypertensiven Ratte, ihre Genexpression verdnderten. Zusétzlich sind sie
ausreichend gut untersucht und eine quantitative Anderung der jeweiligen mRNA kann
einer bestimmten Aussage zugeordnet werden. Ziel war es, aus dem Verlauf der mRNA-
Transkription die Umgestaltungen innerhalb der extrazelluliren Matrix zu verstehen
und Hinweise fiir die schilddriisenhormoninduzierte Herzhypertrophie und

Verdnderungen der kontraktilen Proteine des Herzens zu erhalten.

Bei dem Gewebe handelte es sich um Herzen und Nieren von hyperthyreoten Wistar-
Ratten. Der Zustand des Hyperthyreoidismus wurde durch tégliche subcutane
Applikation von 1mg/kg T3 an jeweils 5 Tieren iiber 12h, 24h, 3d, 7d und 10d erreicht. 5
unbehandelte Ratten dienten als Kontrolltiere.

Nach dem Toten der Tiere wurden die makroskopisch auffallend hypertrophierten
Organe entnommen, eingefroren und mit Hilfe von Northern Blots eine Zu- oder

Abnahme der zu untersuchenden mRNAs bestimmt.

5.1. Herz

Die myokardiale Genexpression der extrazelluldren Matrixproteine war fast einheitlich,
d.h. unter dem Einflul von Trijodthyronin war nach 1d ein maximaler Anstieg der
Kollagen-, Fibronektin- und Laminin- mRNAs festzustellen. Nach 3d fiel die
Genexpression weit unter den Ausgangswert, um nach 7 und 10d T3-Behandlung wieder
in Richtung Anfangswerte anzusteigen.
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Die deutlichen Gemeinsamkeiten der mRNA-Synthese der extrazelluldren
Matrixproteine nach Gabe von Trijodthyronin geben einen Hinweis darauf, dal} sie
zusammen von einem oder mehreren Systemen kontrolliert werden. Aullerdem deutet
der deutliche gemeinsame Anstieg der Genexpression nach 1d T3-Behandlung auf eine
fibrotische Verdnderung des Herzparenchyms hin.

Im Gegensatz zu den Matrixproteinen stieg die Synthese der TGF-B,-mRNA allerdings
schon nach 12h signifikant an, d.h. die Synthese der TGF-8,-mRNA lag vor der Synthese
der extrazellularen Matrixproteine. Es ist durchaus moglich, da3 in diesem Fall ebenso
wie in anderen in vivo und in vitro Modellen TGF-8, die Expression der Matrixproteine
steuert. Am 1d erreichte die TGF-B1-mRNA, wie die der extrazelluldren Matrixproteine,
ihr Maximum. TGF-8, fiel dann bis zum dritten Tag geringfiigig, wobei die extrazelluldren
Matrixproteine wihrend dieser Zeit einen deutlichen Riickgang verzeichneten. Ein
anderes, noch unbekanntes System konnte dafiir verantwortlich gewesen sein. Denkbar
wéaren Zytokine, wie z.B. TNFa oder NO-Synthase, von denen man weill, dall sie
ebenfalls Kontrollfunktionen im Herzen iibernehmen. An den Tagen 7 und 10 fielen die
Werte fiir TGF-8, weiter, blieben aber gegeniiber den Kontrollwerten leicht erhéht,
wihrend die m-RNA der extrazelluldiren Matrixproteine ebenfalls fast wieder
Ausgangswerte erreichten.

Der homogene Kurvenverlauf der extrazelluldren Matrixproteine 146t sich in drei
Abschnitte einteilen, wobei der erste Abschnitt, nach Erreichen der maximalen
Syntheseleistung, bis zum ersten Tag T3-Behandlung reicht. Der zweite Abschnitt
erstreckt sich bis zum dritten Tag, wihrenddessen die mRNA Produktion weit unter die
Ausgangswerte abfillt. Der dritte Abschnitt ist nach 10d T3-Behandlung erreicht,
nachdem die Transkripte der Genexpression fast wieder zu den Ausgangswerten
angestiegen sind.

Denkbar wire, dafl alle drei Abschnitte von unterschiedlichen Systemen beeinflufit

werden.

Es scheint so, als ob der erste Abschnitt von TGF-8, kontrolliert wiirde, da der Anstieg
der TGF-B,-mRNA der der Matrixproteine um 12h vorausgeht. Somit konnte die
kurzfristige Steigerung der TGF-B,-mRNA die Synthese der Matrix-mRNA als
Folgereaktion in Gang setzen. TGF-B, und die extrazelluldre Matrixproteine erreichten

gemeinsam eine maximalen Syntheseleistung am ersten Tag.

Bis zum dritten Tag fiel die Expression von TGF-B, geringfiigig, wohingegen die
Matrixproteine einen deutlichen Riickgang ihrer mRNA-Synthese erfuhren. Wie weiter
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oben schon erwidhnt konnten andere Zytokine, wie TNFoa oder NO-Synthase, dafiir

verantwortlich sein.

Der langsame Anstieg der extrazelluliren Matrixproteine wieder bis fast auf
Ausgangswerte, am 7 und 10d, im dritten Abschnitt, geht einher mit einem Abfall der
TGF-8,-mRNA, ebenfalls bis fast auf Ausgangswerte, so da3 auch hier iiber ein anderes
Kontrollsystem spekuliert werden kann.Vorstellbar wire an dieser Stelle eine Regulation
sowohl durch TGF-B,, da der Anstieg der extrazelluldiren Matrixproteine auf
Normalwerte zuriickkehrt und TGF-B, ebenfalls fast auf die Ausgangswerte abfillt und
somit der Einflufl dieses Zytokins auf die extrazelluldren Matrixproteine nachlafit, als
auch durch andere Kontrollmechanismen, wie das Renin-Angiotensin-Systems, das bis
zu diesem Zeitpunkt aktiviert ist™.

Kurz zusammengefallit, kann davon ausgegangen werden, dall die extrazelluldren
Matrixproteine gemeinsam, aber von komplexen Mechanismen gesteuert, beeinflufit
werden. Meine Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die Schilddriisenhormone direkten
stimulierenden Einfluf} auf die TGF-8,-mRNA-Synthese nehmen. Darauffolgend konnte
TGF-8, das entscheidende Zytokin darstellen, welches weitere Reaktionen in Gang setzt.

Im Gegensatz zu den extrazelluldren Matrixproteinen hatte TGF-8, keinen Einflul auf
die myokardiale Genexpression von Myosin. Beim Myosin untersuchten wir die a-und
B-Isoformen der schweren Ketten, die die Hauptbestandteile des Myokardiums
darstellen. Die Ergebnisse zeigten unter dem Einfluf3 von T3 einen deutlichen Anstieg der
a-Myosin-mRNA mit einem Maximum nach einem Tag und einer anschlielenden
Abnahme bis fast zum Ausgangswert nach 10d sowie einer kontinuierlichen Abnahme
der B-Myosin-m-RNA bis auf 10% des Ausgangswertes nach 10d T3-Behandlung.

Vieles deutet daraufhin, daBl Trijodthyronin direkten Einflul auf die myokardiale
Genexpression von Myosin nimmt. So wird in der Literatur beschrieben, dall bei
hypertonen Ratten eine rasche Induktion der B-Myosin-mRNA mit entsprechender
Hypertrophie des linken Ventrikels festgestellt wurde. Erhielten die Tiere im Anschlufl
das Schilddriisenhormon Throxin, so stellte sich nun eine schnelle Deinduktion des
B-Myosins und eine Induktion des a-Myosins, sowohl auf der Ebene der mRNA, als auch
auf der Ebene der Proteine, ein, bei gleichzeitiger Progression der linksventrikulédren
Hypertrophie. (s.auch 4.3)

Fir die Genexpression des Hypertrophie-Markers ANF, konnten keine signifikanten
Ergebnisse nachgewiesen werden. Tendentiell aber war eine deutliche Steigerung der
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Genexpression nach 1d T3-Applikation feststellbar. Anschlielend gingen die Werte am 3,
7 und 10d wieder auf die Kontrollwerte zuriick.

Herzgewebe ist in dieser Arbeit auch auf die VEGF-mRNA Synthese iiberpriift worden,
da eine Mehrexpression auf Angiogenese hingewiesen hétte, und es interessant erschien,
ob ein Organismus in hyperthyreotem Zustand mit einer Gefidflneubildung im Herzen
reagiert hétte. Unsere Ergebnisse zeigten keine signifikanten, aussagekriftigen
Verdnderungen wéhrend der gesamten Behandlungszeit. Tendentiell war eine Abnahme
der Genexpression am 7 und 10d zu beobachten (s. auch 3.1.1.8). Eine Angiogenese
konnte unter dem Einfluf} von Trijodthyronin nicht nachgewiesen werden.

5.2. Niere

Es wurde héaufig beschrieben, dafl TGF-8, in der Niere ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Entstehung einer Fibrose und somit in der Verdnderung der extrazelluldren Matrix spielt.
Die diabetische Nephropathie und die Glomerulonephritis sind Krankheitsbilder, in denen

eine ansteigende Fibrose nachgewiesen werden konnte.

In meiner Studie konnte nach 12h Trijodthyroninbehandlung eine signifikante Erhchung
der TGF-B,-mRNA um das 1,4fache beobachtet werden. Im weiteren Verlauf allerdings
gingen die Werte tendentiell am 1 und signifikant am 3, 7 und 10 Tag unter den
Ausgangswert, so dall am letzten Tag T3-Behandlung nur noch ca. 60% des
Ursprungwertes zu verzeichnen. (s. 3.1.2.1)

Die extrazelluldren Matrixproteine Laminin, Fibronektin und Kollagen I reagierten in
meiner Studie gleichermaflen mit einem kontinuierlichen Anstieg, wobei bei Fibronektin
keine signifikanten, jedoch signifikante Erhcéhungen der Kollagen- und Laminin-mRNA
nach 10d zu beobachten waren, die im Gegensatz zum Herzen, nach 10d
Hyperthyreoidismus auch kontinuierlich erhoht blieben. (s.auch 3.1.2.2.-3.1.2.4) Es

kann dabei vermutet werden, daf} sich eine Fibrose in der Niere ausgebildet hat.

TGF-B,, das nach 12h eine maximale signifikante Steigerung erfihrt, und an den
folgenden Tagen bis unter den Ausgangswert abfillt, scheint keinen direkten Einflufl auf
die extrazelluldren Matrixproteine zu nehmen. (s.auch 3.1.2.1) Wahrscheinlich wird ein
anderes System verantwortlich sein. Auch hier kann spekuliert werden, ob das Renin-
Angiotensin-System tiber eine Trijodthyroninstimulation Einflul nimmt und somit eine
Erhohung von Kollagen I, Fibronektin und Laminin herbeifiihrt und fiir die renale
Hypertrophie und ggf. Fibrose mitverantwortlich ist.
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5.3 Schlubifolgerung

Als Schlullfolgerung ist davon auszugehen, dafl die Applikation von Trijodthyronin zu
einer Beeinflussung der extrazellularen Matrix des Herzens und der Niere in der Weise
gefithrt hat, daf} in beiden Organen eine Synthesesteigerung der Genexpression erfolgte
und somit sehr wahrscheinlich auch eine Fibrose entstanden ist.

Ebenfalls konnte eine Induktion der a-Myosin-mRNA und Deinduktion der B-Myosin-
mRNA als Einflull von T3 beobachtet werden.

Zu spekulieren ist iiber die Art und Weise, wie T3 Einflufl nimmt. Es gibt Argumente fiir
eine direkte, aber auch fiir eine indirekte Beeinflussung. Wie genau Trijodthyronin wirkt
kann lediglich spekuliert werden und erfordert in Zukunft noch die Beantwortung vieler
Fragen.
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