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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Der Peroxisomenproliferator-aktivierte Rezeptor a (PPARa)

PPARa ist ein Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor, der zur Superfamilie der nuklearen
Rezeptoren gehort (Issemann und Green, 1990; Michalik et al.,, 2006). Mit seinem
Heterodimerisierungspartner 9-cis Retinoid-X-Rezeptor (RXR) bildet der PPARa einen
Rezeptorkomplex, der durch Interaktion mit spezifischen Liganden aktiviert wird und an
sogenannte PPAR response elements (PPRES) der DNA spezifischer Zielgene (Abb. 1) bindet.
Charakteristisch fur diese PPREs ist die direkte Wiederholung der hexameren Sequenz
AGGTCA, dem sogenannten DR1-Motiv, welches ausschlieBlich durch ein Nukleotid
getrennt ist (Schoonjans et al., 1996a; Berger und Moller, 2002). Uber die Bindung des
PPARa-RXR-Rezeptorkomplexes an die PPREs wird die Transkription des entsprechenden
Zielgens reguliert. Dabei kommt es zumeist zu einer erhdhten Expression. Die Inhibierung
von Genen erfordert hdufig weitere Faktoren oder erfolgt unabh&ngig von einer DNA-
Bindung beispielsweise durch Protein-Protein-Wechselwirkungen oder Konkurrenz mit
anderen Faktoren (IJpenberg et al., 1997; Desvergne und Wahli, 1999; Kersten et al., 2000;
Wahli, 2002; Mandard et al., 2004).

f :?E? Liganden §AA \

= .

' Transkription
C OED
- ' odi - :
| l 1 J - Abb. 1: Transkriptionsregulierung durch
i s \ (L - Bindung des PPARe-RXR-Komplex an
—_—

PPRE PPREs von PPARa-Zielgenen.
\ / (modifiziert nach Barbier et al., 2004)

Es sind sowohl natirliche als auch synthetische Agonisten des PPARa bekannt. Zu den
synthetischen PPARa-Agonisten gehoren beispielsweise die Fibrate, wie Clofibrat und
Ciprofibrat. Weiterhin zahlt das Fibrat-Analogon WY 14.643 zu den synthetischen Agonisten
mit sehr hoher PPARa-Selektivitdt und -Affinitat (Forman et al., 1997; Krey et al., 1997,
Watts und Dimmitt, 1999). Nattrliche Agonisten mit hoher Affinitdt zum PPARa sind unter
anderem mit der Nahrung aufgenommene langkettige mehrfach ungesattigte Fettsauren
(Kersten et al., 2000; Jump et al., 2005), Derivate langkettiger Fettsduren (konjugierte
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Linolséure) (Moya-Camarena et al., 1999) und oxidierte Fette (Chao et al., 2001; Silzle et al.,
2004). Auch die aus Arachidonsdure beziehungsweise Linolsdure endogen synthetisierten
oxidierten Fettsduren, wie zum Beispiel 8(S)-Hydroxyeicosatetraensdure (8(S)-HETE) und
9(S)-Hydroxyoctadecadienséure (9(S)-HODE) sowie Eicosanoide stellen potente PPARa-
Agonisten dar (Yu et al., 1995; Delerive et al., 2000; Roman, 2002). Chakravarthy et al.
(2007) zeigten, dass endogene Produkte der Fettsauresynthase in der Lage sind, PPARa zu
aktivieren. Demzufolge scheinen neben den wahrend des Fastens aus dem Fettgewebe
lipolytisch freigesetzten Fettsduren (Kersten et al., 1999) zusétzlich endogen synthetisierte
Fettsauren fur die PPARa-Aktivierung von Bedeutung zu sein.

Die Expression des PPARa erfolgt hauptsachlich in Geweben, die sich durch einen starken
Fettsdurekatabolismus auszeichnen. Hohe Expressionsraten weisen daher Leber, Herz, Niere,
Skelettmuskel, Dinndarm sowie das braune Fettgewebe auf (Desvergne und Wahli, 1999).
Aber auch in anderen Geweben und Immunzellen, wie zum Beispiel in verschiedenen
Gehirnarealen, Monozyten und Makrophagen konnte PPARa nachgewiesen werden (Braissant
et al., 1996; Neve et al., 2001; Moreno et al., 2004). Eine wesentliche Rolle nimmt PPARa. in
der Anpassung des Energie- und Lipidstoffwechsels an das Fasten ein. So stimuliert PPARa
unter anderem die B-Oxidation, die Ketogenese und die Gluconeogenese. Zu weiteren
Funktionen des PPARa gehoren die Kontrolle des Aminoséurestoffwechsels, der
Harnstoffsynthese sowie die Regulation inflammatorischer Prozesse (Mandard et al., 2004).
Eine Beteiligung des PPARa an den fastenbedingten Veranderungen des Schilddriisenhormon-

stoffwechsels ist bisher noch nicht bekannt.

1.2 Schilddrisenhormonstoffwechsel und Fasten

Schilddriisenhormone sind fiir den Energiestoffwechsel von entscheidender Bedeutung, indem
sie unter anderem den Grundumsatz regulieren. Der Schilddriisenhormonstoffwechsel wird
durch den Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreis kontrolliert, der bei bedarfs-
deckender Energiezufuhr einen klassischen Feedbackmechanismus aufweist (Abb. 2 A).
Daran sind hauptsdchlich das Thyreoliberin (TRH) des Hypothalamus, das Thyreotropin
(TSH) der Hypophyse sowie die Schilddriisenhormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin
(T3) beteiligt. Das TRH ist ein Tripeptid (Glutamin-Histidin-Prolamin), das aus einer
inaktiven Vorstufe via Prohormon-Konvertasen gebildet wird (Schaner et al., 1997; Perello
und Nillni, 2007). Zur TRH-Synthese sind Neurone verschiedener Bereiche des zentralen

Nervensystems, wie des Hypothalamus, des Hirnstamms und des Hippocampus fahig (Lechan
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und Segerson, 1989). Jedoch ausschlieflich das im paraventrikuldren Nukleus (PVN) des
Hypothalamus gebildete TRH gelangt Uber die Eminentia medialis zur Hypophyse und
stimuliert dort die TSH-Synthese und -Sekretion (Fekete und Lechan, 2007). Das
Glykoprotein-Hormon TSH wird in den thyreotropen Zellen der Adenohypophyse
synthetisiert und besteht aus einer fiir das TSH spezifischen B-Untereinheit sowie einer a-
Untereinheit, die auch einen Bestandteil der gonadotropen Hormone follikelstimulierendes
Hormon (FSH) und luteinisierendes Hormon (LH) darstellt (Gurr et al., 1986; Wood et al.,
1999). Nach Sekretion gelangt das TSH zu den follikularen Zellen der Schilddriise, bindet
dort an G-Protein-gekoppelte TSH-Rezeptoren (TSHR) und stimuliert zahlreiche an der
Schilddriisenhormonsynthese beteiligten Prozesse. So reguliert das TSH unter anderem die
MRNA-Expression und die Aktivitdt des Natrium-lodid-Symporters (NIS), der
Thyreoperoxidase (TPO) und des paired-domain/homeo box transcription factor 8 (PAX-8)
(Zarrilli et al., 1990; Zannini et al., 1992; Levy et al., 1997; Fabbro et al., 1998). NIS
vermittelt die lodidaufnahme Gber die basolaterale Membran in die Thyreozyten (Portulano et
al., 2014). An der apikalen Membran wird lodid durch weitere Transporter in das Lumen
abgegeben. Die dort befindliche TPO, deren Transkription der Kontrolle des
Transkriptionsfaktors PAX-8 unterliegt (Zannini et al., 1992), katalysiert die oxidative
lodierung von Thyrosinresten im Thyreoglobulin zu lodtyrosinen sowie die anschlieRende
Kopplung zweier lodtyrosine zu Thyronin. Das Thyreoglobulin wird iber rezeptorvermittelte
Endozytose wieder in die Thyreozyten aufgenommen und unter Freisetzung der
Schilddriisenhormone  hydrolysiert  (Gértner et al., 2004). Die synthetisierten
Schilddriisenhormone gelangen in hohem Male in Form des inaktiven Prohormons T4 und
nur in geringem Umfang als aktives T3 in den Blutkreislauf und werden an Albumin,
Transthyretin und Thyroxin-bindendem Globulin gebunden transportiert (Schussler, 2000). An
der Aufnahme der Schilddrisenhormone in die Zielzellen sind verschiedene
Transportsysteme, wie die Monocarboxylat-Transporter 8 und 10 (MCT8, MCT10), beteiligt
(Heuer und Visser, 2009). In den Zellen erfolgt die Deiodierung und somit die Aktivierung
von T4 zu T3 Uber die Typ | 5¢ Deiodase und die Typ Il 5' Deiodase (D102).

Die Inaktivierung und Ausscheidung der Schilddriisenhormone erfolgt mittels hepatischer
Sulfotransferasen (Sults) und UDP-Glucuronosyltransferasen (UGTs) (Abb. 2). Sults fiihren
zur Sulfatierung der phenolischen Hydroxylgruppe von T3 und T4. Uber die darauffolgende
Deiodierung am inneren Ring kommt es zur Bildung inaktiver Schilddriisenhormonmetabolite
(Visser, 1994; Visser, 1996). Eine Glucuronidierung durch UGTs erhoht die Wasserloslichkeit

der Schilddrisenhormone und ermdglicht so deren bilidre und renale Ausscheidung (Visser et
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al., 1993; Findlay et al., 2000; Vansell und Klaassen, 2002). Die Transkription der
hepatischen UGTs und Sults wird unter anderem durch den konstitutiven Androstan-Rezeptor
(CAR) reguliert (Maglich et al., 2002) (Abb. 2 B). Qatanani et al. (2005) zeigten, dass eine
Stimulierung von CAR bei Wildtyp (WT)-Mausen mit einer gesteigerten mRNA-EXxpression
hepatischer Sults und UGTs und mit verminderten Schilddriisenhormonspiegeln im Serum

einhergeht, wéhrend bei CAR-knockout (KO)-M&usen keine Verdnderung der genannten

A) B)
Hypothalamus TRH 9 |- _: Leber CAR
/ |
: Su]ﬂAl UGTlAl
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l ' (1)
ot 1
A\ ) : T4S T-i
Hypophyse ] : DIOl
! rT;S Ausscheidung
O - - - (Galle, Urin)

Parameter eintrat.

Abb. 2: A) Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrisen-Regel-
kreis mit klassischem Feedbackmechanismus

B) Inaktivierung und Ausscheidung von T4 in der Leber.
TRH: Thyreoliberin; TSH: Thyreotropin; NIS: Natrium-lodid-
Symporter;  TPO:  Thyreoperoxidase; PAX-8:  paired-
domain/homeo box transcription factor 8; DIOIL: Typ 1 5’
Deiodase; DIO2: Typ II 5° Deiodase; Ts: Triiodthyronin; Ty
Thyroxin; CAR: Kkonstitutiver Androstan-Rezeptor; SultlAl:
Sulfotransferase 1A1; UGT1ALl: UDP-Glucuronosyltransferase;
rT,S: sulfatiertes reverses Ts;

Abb. 2 A) modifiziert nach Moura & Moura, 2004

Abb. 2 B) modifiziert nach Vella et al., 2011.
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Zielzelle

Die Wirkung der Schilddriisenhormone entfaltet sich tber die Bindung des T3 an spezifische
Schilddriisenhormonrezeptoren (TR). Die TR bilden &hnlich wie der PPARa mit dem
Heterodimerisierungspartner RXR einen TR-RXR-Rezeptorkomplex, der an sogenannte
thyroid response elements in der Promotorregion Schilddriisenhormon-abhéngiger Zielgene
bindet (Leid et al., 1992; Kliewer et al., 1992; Wahlstrom et al., 1992). Bislang wurden 5
verschiedene TRs identifiziert. Dazu gehodren die p-Rezeptoren TRB1, TRB2 sowie die
a-Rezeptoren TRal, TRa2-vl und TRa2-vll (Munoz und Bernal, 1997). TRB2 wird im
Gegensatz zum ubiquitdren Vorkommen der anderen TR-Isoformen ausschliellich in den

TRH-Neuronen des PVN (Lechan et al., 1994) und in den thyreotropen Zellen der Hypophyse
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(Hodin et al., 1989; Wood et al., 1991) exprimiert. Untersuchungen an Mausen zeigten, dass
ein TRP2-knockout mit einer gesteigerten TRH- und TSH-mRNA-Expression einhergeht
(Gauthier et al., 1999; Abel et al., 2001). Dies weist auf eine zentrale Rolle des TRB2 in der
negativen Feedbackregulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises
hin. Die Regulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises ist neben den
Schilddriisenhormonen noch von weiteren Faktoren abhé&ngig. Einen wichtigen
modulierenden Faktor stellt dabei das Leptin dar. Der Effekt des Leptins auf die TRH-
Neurone des PVN wird hauptsachlich Uber die Regulation der im Nucleus Arcuatus des
Hypothalamus gebildeten Neuropeptide vermittelt (Fekete und Lechan, 2007). Zu den
Neuropeptiden des Nucleus Arcuatus gehoren das Neuropeptid Y (NPY) sowie das aus dem
\orlaufer Proopiomelanocortin (POMC) gebildete a-Melanozyten-stimulierende Hormon
(a-MSH). Das NPY wirkt inhibierend, das a-MSH dagegen stimulierend auf die TRH-
Expression (Kim et al., 2000; Fekete et al., 2001; Kim et al., 2002). Fekete et al. (2006)
konnten anhand von gefasteten Mausen zeigen, dass intracerebroventrikulére Leptingaben
verminderte NPY-mRNA-Konzentrationen und erhéhte POMC-mRNA-Konzentrationen nach
sich ziehen und somit einer fastenbedingten Abnahme der TRH-Expression entgegenwirken.
Neben den indirekten wurden auch direkte Effekte des Leptins auf die TRH-Neuronen
beschrieben (Harris et al., 2001; Ghamari-Langroudi et al., 2010). In einer priméren
Zellkultur  hypothalamischer Neurone war infolge einer Leptinbehandlung eine
dosisabhéngige Erhéhung der TRH-Biosynthese und -Sekretion zu beobachten (Nillni et al.,
2000). Auch die Sekretion von TSH scheint der Regulation durch Leptin zu unterliegen.
In-vivo fuhren Leptingaben, moglicherweise indirekt tiber die Stimulation von TRH-Neuronen
im Hypothalamus, zu einer Steigerung der TSH-Sekretion (Ahima et al., 1996; Legradi et al.,
1997). Dagegen wirkt endogen in der Hypophyse gebildetes Leptin als autokriner/parakriner
Inhibitor der TSH-Sekretion (Ortiga-Carvalho et al., 2002).

Wahrend des Fastens kommt es zu zahlreichen Verdnderungen des Hypothalamus-
Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises, die mit einer Abnahme der im Blut zirkulierenden
Schilddrisenhormone einhergehen. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind
bislang jedoch nicht vollstandig bekannt. Untersuchungen an Nagern konnten belegen, dass
unter Fastenbedingungen die Expression und die Aktivitdt der DIO2 im Hypothalamus
unabhangig von den Schilddrisenhormonen zunimmt. Daraufhin kommt es zu lokal
gesteigerten T3-Konzentrationen im Hypothalamus, die zur fastenbedingten Abnahme der
TRH-Expression beitragen konnten (Diano et al., 1998). Der Anstieg der hypothalamischen
DI102-Expression und -Aktivitat wurde mit der Abnahme der Leptinspiegel und der Zunahme
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an Glukokortikoiden im Plasma infolge des Fastens in Verbindung gebracht (Coppola et al.,
2005). Auch die mRNA-Expression von TSHp in der Hypophyse ist wéhrend des Fastens
gehemmt. Die Konzentration des TSHs scheint jedoch unter Fastenbedingungen unabhangig
von Leptin und TRH zu sinken, da eine Leptingabe bei gefasteten Mausen den Abfall der
TRH-Expression verhinderte, dagegen aber keine Wirkung auf die Abnahme der TSHp-
Expression zeigte (Boelen et al., 2006). Fekete und Lechan (2007) vermuteten, dass das im
Hypothalamus gebildete und tber den Portalkreislauf zur Hypophyse gelangte T3 zur fasten-
induzierten Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration beitragen kdnnte. Neben der TSH-
Synthese ist auch die TSH-Sekretion unter Fastenbedingungen vermindert. Das
bombesindhnliche Peptid Neuromedin B wird in den thyreotropen Zellen der Hypophyse
gebildet und stellt einen Inhibitor der TSH-Sekretion dar (Oliveira et al., 2006). Eine Studie
von Ortiga-Carvalho et al. (1997) belegte, das die Neuromedin B-Expression wahrend des
Fastens steigt und somit zur fastenbedingten Abnahme der TSH-Sekretion beitragt. Fasten
fihrt weiterhin zu einer Abnahme von T3 und T4 im Plasma, was vermutlich auf deren
verminderte Freisetzung aus der Schilddriise und eine verstarkte hepatische Metabolisierung
und Ausscheidung zuruckzufuhren ist (Kinlaw et al., 1985, Vella et al., 2011). Die
gesunkenen Schilddriisenhormonspiegel haben eine Herunterregulation von T3-abhangigen
Genen zur Folge. Insgesamt scheinen die fastenbedingten Veranderungen des Hypothalamus-
Hypophysen-Schilddrisen-Regelkreises einen Energiesparmechanismus darzustellen (Boelen
et al., 2008). Mdglicherweise spielt dabei der PPARa eine entscheidende Rolle. Konig et al.
(2009) konnten bereits unter Fastenbedingungen eine PPARa-Aktivierung in der Hypophyse
von WT-Méusen belegen. Zudem zeigte sich, dass PPARa-KO-Maduse deutlich geringere
TSH-mRNA-Konzentrationen in der Hypophyse als WT-Mause aufwiesen. Daraufhin liegt
die Vermutung nahe, dass PPARa an der Regulation der TSH-Synthese und der TSH-

induzierten Prozesse in der Schilddrise beteiligt ist.

1.3 Zirkadiane Rhythmik von PPARa.

Aus Nagerstudien ist bekannt, dass die Expression von PPARa tageszeitlichen Schwankungen
unterliegt (Lemberger et al., 1996; Stavinoha et al., 2004; Oishi et al., 2008). An der
Regulation dieser tageszeitlichen Schwankungen ist der Transkriptionsfaktor brain and
muscle Arnt-like protein-1 (BMALL) beteiligt, der einen zirkadianen Schrittmacher darstellt.
Studien an Ma&usen sowie humane in-vitro-Untersuchungen zeigten, dass sich PPARa und

BMAL1 wechselseitig auf Transkriptionsebene beeinflussen (Canaple et al., 2006; Shirai et
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al., 2007; Nakamura et al., 2008). Aufgrund dessen wurde bereits diskutiert, PPARa-Liganden
in der Behandlung zirkadianer Schlafstérungen einzusetzen (Shirai et al., 2007). Nachtaktive
Tiere, wie Ratte und Maus, deren Nahrungsaufnahme hauptsachlich nachts erfolgt, weisen am
Tag hohe, in der Nacht dagegen geringe PPARa-Expressionslevel auf (Patel et al., 2001, Yang
et al., 2006). Canaple et al. (2006) konnten nach Umstellung auf Tagfutterung in der Leber
von Madusen ein entgegengesetztes Tag/Nacht-PPARa-Expressionsprofil beobachten, was auf
einen direkten Einfluss der Nahrungsaufnahme hindeutet. Auch das Geschlecht scheint das
Tagesexpressionsprofil von PPARa zu beeinflussen. So zeigte eine Untersuchung von Yang et
al. (2009), dass sich die PPARa-mRNA-Expression weiblicher Méduse im Tagesverlauf von
mannlichen Madusen unterscheidet. Dunn et al. (2007) konnten zudem hoheren PPARa-
Expressionslevel in T-Zellen méannlicher gegenuber weiblicher Mdause beobachten. Die
Autoren vermuteten, dass aufgrund dieser geschlechtsspezifischen Unterschiede Frauen
haufiger zu Autoimmunerkrankungen neigen als Ménner. Die im Rahmen von Nagerstudien
gewonnenen Daten sind jedoch nur bedingt auf den Menschen Ubertragbar, da Ratten und
Mause im Vergleich zum Menschen neben vielen weiteren Faktoren ein vollig anderes
Nahrungsaufnahmeverhalten zeigen sowie eine deutlich starkere PPARa-EXxpression
aufweisen. Zudem reagieren Nager auf eine PPARa-Aktivierung mit einer gesteigerten
Peroxisomenproliferation und werden deshalb auch zu den proliferierenden Spezies gezéhlt.
Nichtproliferierende Spezies wie der Mensch weisen nach Stimulierung mit PPARa-Liganden
dagegen keine oder nur eine sehr geringe Peroxisomenproliferation auf (Peters et al., 2005).

Beim Menschen spielt PPARa als therapeutisches Target in der Behandlung verschiedener
Erkrankungen eine Rolle. So werden synthetische PPARa-Agonisten, wie die Fibrate,
aufgrund ihrer hypolipiddmischen Wirkung in der Therapie von Fettstoffwechselstérungen
eingesetzt (Berger und Moller, 2002; Fruchart, 2009). Dass PPARa auch im Menschen
tageszeitlichen Schwankungen unterliegen konnte, blieb dabei in der Vergangenheit
unberiicksichtigt. Zudem wurde bislang nicht untersucht, ob das Geschlecht oder die
Nahrungsaufnahme Einfluss auf die Expression von PPARa nimmt. Die Aufklarung
maoglicher Einflussfaktoren auf das 24 h-PPARa-Expressionsprofil konnte jedoch wesentlich

dazu beitragen, Therapiekonzepte mit PPARa-Agonisten zu optimieren.
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Zielstellung

Ein Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob PPARa fur die fastenbedingten
Verénderungen des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises von Bedeutung
ist. Um dieser Zielstellung nachzugehen, wurden verschiedene in-vitro- und in-vivo-Studien
durchgefuhrt. Fur die in-vitro-Versuche wurde die murine TSH-produzierende, thyreotrope
Adenohypophysen-Tumorzelllinie TaT1 genutzt, die eine typische T3-abhdngige TSHp-
Expression aufweist (Yusta et al., 1998). Anhand dieses Zellmodells sollte der Effekt einer
PPARa-Aktivierung auf die relative mRNA-Konzentration von TSHB und verschiedene
Einflussfaktoren der TSH-Synthese und -Sekretion untersucht werden. Dazu wurden die
TaT1-Zellen mit verschiedenen synthetischen und natlrlichen PPARa-Agonisten, wie
Ciprofibrat, WY 14.643 sowie den natiirlichen PPARa-Agonisten Olsdure und den beiden
Arachidonséduremetaboliten 8(S)-HETE und 9(S)-HODE inkubiert. In weiteren in-vitro-
\Versuchen mit HepG2-Zellen sollte anhand von TSHp-Promotoraktivitatsanalysen
herausgefunden werden, ob die Transkription von TSH moglicherweise einer direkten
Regulation durch PPARa unterliegt.

Im Anschluss an die in-vitro-Versuche wurde der Einfluss von PPARa auf die Regulation der
Synthese von TSH und weiterer relevanter Parameter des Hypothalamus-Hypophysen-
Schilddrisenhormonstoffwechsels in-vivo untersucht. Dazu wurden 3 in-vivo-Versuche mit
méannlichen WT- und PPARa-KO-Mé&usen durchgefuhrt. In den ersten beiden Versuchen
wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von 48 h gefastet, da sich die Effekte des PPARa
hauptsachlich wahrend des Fastens manifestieren. Zahlreiche Studien mit PPARa-KO-
Mausen konnten bereits zeigen, dass der Verlust an PPARa im gefutterten Zustand nur
geringe Auswirkungen hat, im Fastenzustand jedoch eine erheblich gestérte Homoostase der
Tiere bedingt (Hashimoto et al., 1999; Kersten et al., 1999; Leone et al., 1999). Neben der
TSHB-, TSHa- und Neuromedin B-mRNA-Konzentration wurden die relative mRNA-
Konzentration des an der Regulation des TSHp beteiligten TRH-degrading enzyme (TRHDE),
TRB2 und der DIO2 in der Hypophyse sowie des TRH im Hypothalamus bestimmt. Zudem
wurde die relative mRNA-Konzentration verschiedener unter der Kontrolle des TSH
stehender und an der Schilddriisenhormonsynthese beteiligter Schilddrisengene sowie die
Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma analysiert. Im Rahmen des 2. in-vivo-Versuchs
sollte neben den Parametern des 1. in-vivo-Versuchs weitere Einflussfaktoren des
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises untersucht werden. So wurden die

relative  mRNA-Konzentration von NPY und POMC im Hypothalamus sowie die
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Leptinkonzentration im Plasma ermittelt. Weiterhin erfolgte die Bestimmung des Einflusses
von PPARa und Fasten auf die relative mRNA-Konzentration der fir den
Schilddriisenhormontransport relevanten MCTs sowie verschiedener an der Inaktivierung und
Ausscheidung der Schilddrisenhormone beteiligter Phase 11-Enzyme der Leber. Im 3. in-vivo-
Versuch sollte untersucht werden, ob eine PPARa-Aktivierung Uber einen synthetischen
PPARa-Agonisten Einfluss auf die Regulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-
Regelkreises nimmt. Dazu wurde mannlichen WT- und PPARa-KO-Mausen 1x taglich tber 4
Tage oral eine WY 14.643- oder eine Kontrolllosung mittels Schlundsonde verabreicht und
anschlieBend verschiedene Parameter im Hypothalamus, in der Hypophyse und in der

Schilddrise analysiert.

Im zweiten Teil der Arbeit bestand ein Ziel darin herauszufinden, ob die PPARa-EXpression
des Menschen tageszeitlichen Schwankungen unterliegt und inwieweit das Geschlecht und die
Nahrungsaufnahme darauf Einfluss nimmt. Am Nagermodell konnte bereits gezeigt werden,
dass das Geschlecht die 24 h-mRNA-Expression von PPARa beeinflusst. Daten aus
Humanstudien fehlen dazu bislang vollig. Daraufhin wurde in der vorliegenden Arbeit im
Rahmen zweier Humanstudien das 24 h-mRNA-Expressionsprofil von PPARa in den
Monozyten mannlicher und weiblicher Probanden bestimmt. Da PPARa vor allem bei
fehlender Energiezufuhr aktiv ist, sollte die 24 h-mRNA-Expression von PPARa sowohl unter
Fastenbedingungen als auch unter reguldrer Nahrungsaufnahme untersucht werden. Aufgrund
dessen erhielten die Probanden im ersten Versuch 4 geregelte Mahlzeiten, wéhrend die
Probanden im zweiten Versuch tber die 24-stiindige Versuchsdauer fasteten.

Um herauszufinden, inwieweit sich beim Menschen, &hnlich dem Nager, die PPARo-
Expression am Tag von der in der Nacht unterscheidet, wurden die Tag/Nacht-mRNA.-
Expression sowie die Tag/Nacht-Proteinexpression von PPARa in den Monozyten der
fastenden und nicht-fastenden Probanden bestimmt. Die gewonnenen Daten geben Auskunft,
zu welcher Tageszeit PPARa am stérksten stimulierbar ist und bieten somit die Mdglichkeit
die medikamentése Behandlung von Patienten mit hyperlipiddmischen Erkrankungen
anzupassen.

Aufgrund der wechselseitigen Interaktion von PPARa und BMALL, stellte sich im Rahmen
dieser Arbeit zudem die Frage, ob BMALZ1 ein dhnliches Expressionsmuster wie der PPARa
aufweist. Zur Beantwortung dieser Fragestellung, wurde das 24 h-mRNA-Expressionsprofil
sowie die Tag/Nacht-mRNA-Expression von BMALL in den Monozyten der fastenden und

nicht-fastenden Probanden ermittelt.



Material und Methoden 10

3. Material und Methoden

3.1 In-vitro-Untersuchungen

In ersten in-vitro-Untersuchungen sollte Uberpruft werden, inwieweit eine PPARa-
Aktivierung auf die TSH-Synthese Einfluss nimmt. Um dieser Fragestellung nachzugehen,
wurden TaT1-Zellen mit synthetischen und naturlichen PPARa-Agonisten inkubiert. Bei den
TaT1-Zellen handelt es sich um eine TSH-produzierende thyreotrope Adenohypophysen-
tumorzelllinie transgener M&use (Yusta et al., 1998). Diese wurde von der University of
California, San Diego (Kalifornien, USA) zur Verfligung gestellt. Weiterhin sollte untersucht
werden, ob TSH maoglicherweise ein direktes Zielgen von PPARo darstellt. Fir die dazu
durchgefiihrten TSHB-Promotoraktivitatsanalysen wurde die humane Leberkarzinomzelllinie
HepG2 verwendet. Die HepG2-Zellen wurden vom DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) bezogen.

3.1.1 Kultivierung der Zellen

Um sterile Bedingungen zu gewahrleisten, wurde unter einer LaminarFlowBox (Herasafe,
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland) gearbeitet und fiir die Behandlung
der Zellen ausschliellich autoklaviertes Material verwendet. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte im Inkubator (Heracell, Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland)
bei 37 °C, 5 % CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit.

Fur die Kultivierung der TaT1-Zellen wurde DMEM High Glucose (4,5g/l) mit Pyruvat und
L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) verwendet. Dem Medium wurde
10 % fetales Kaélberserum (FKS; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland) zugesetzt. Im Abstand
von 48 h wurde das Kulturmedium gewechselt.

Die Subkultivierung der ToTl-Zellen erfolgte in 25 cm?Zellkulturflaschen, die
Inkubationsversuche in 24-Well-Platten (Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland). Um das konfluente Wachstum der Zellen zu gewahrleisten, wurden vor der
Aussaat der TaT1-Zellen die Zellkulturflaschen und die 24-Well-Platten mit Matrigel (BD
Bioscience, Heidelberg, Deutschland) beschichtet. Dazu wurde das Matrigel im Verhéltnis
1:30 mit zusatzfreiem Kulturmedium verdinnt. Nach 1-stlindiger Inkubation wurde das

uberschussige Matrigel durch Zugabe von zusatzfreiem Kulturmedium von den beschichteten
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Flachen entfernt. Die Zellpassage erfolgte bei 80-90 %iger Konfluenz der Zellen. Mit Hilfe
von 0,02 % EDTA-haltigem PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,,
1,47 mM KH3PO4, pH 7,4) wurden hierbei die Zellen gelost und anschliefend in neuem
Kulturmedium vereinzelt. Das Ermitteln der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland) und einem Umkehrmikroskop
(Axiovert 25, Zeiss, Jena, Deutschland). Fir die Subkultivierung wurden 5 x 10° Zellen in
eine neue Zellkulturflasche bzw. fir die Inkubationsversuche 2 x 10° Zellen pro Well
uberfihrt.

Die HepG2-Zellen wurden in RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH) kultiviert, das 10 %
FKS enthielt. Alle 2 Tage wurde das Kulturmedium gewechselt. Zur Subkultivierung wurden
75 cm*-Zellkulturflaschen und zur transienten Transfektion der Zellen 6-Well-Platten genutzt.
Die Zellpassage erfolgte bei einer Konfluenz von 80-90 %. Dazu wurden die Zellen
trypsiniert, in neuem Kulturmedium vereinzelt und 5 min bei 1000 g pelletiert. Das Zellpellet
wurde in PBS-Puffer gewaschen und in neuem Kulturmedium resuspendiert. AnschlieRend
wurden 5 x 10° Zellen in eine neue Zellkulturflasche bzw. 3 x 10° Zellen/Kavitét einer 6-Well-
Platte Uberfuhrt. Im Rahmen der TSHp-Promotoraktivitatsanalysen (3.4.6) wurden die

HepG2-Zellen fir die transiente Transfektion genutzt.

3.1.2 MTT-Test

Der MTT-Test nach Mosmann (1983) und Vistica et al. (1991) dient der Uberpriifung der
Zellviabilitdt nach Behandlung mit potenziell zytotoxischen Substanzen. Das Prinzip beruht
dabei auf der Umwandlung des wasserloslichen, gelben Farbststoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT; Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) in
wasserunlosliches, blau-violettes Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen intakter
Zellen.

Um einen Einfluss von WY 14.643, Ciprofibrat, 9(S)-HODE, 8(S)-HETE und Olsaure auf die
Zellviabilitat auszuschlieBen, wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Substanzen Uber verschiedene Zeitraume behandelt. Dazu wurden die TaT1- bzw. HepG2-
Zellen in 24-Well-Platten ausgesat und gemal der unter 3.1.3 bzw. 3.4.6.2 beschriebenen
Versuche inkubiert. Danach wurde das Inkubationsmedium abgezogen, 200 ul frisches
Kulturmedium auf die Zellen gegeben und mit 20 pul MTT-L6ésung (5 mg MTT/ml DMEM
bzw. PBS) versetzt. Die TaT1-Zellen wurden 5 min bei RT, die HepG2-Zellen 1 h bei 37 °C

inkubiert. Nach Entfernen des MTT-Mediums wurde das von den Zellen gebildete
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Formazansalz in 200 pl Isopropanol gel6st. Das geldste Formazan konnte anschlieBend im
Plattenreader (SpectraFluor Plus, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland) bei
595 nm spektralphotometrisch bestimmt und quantifiziert werden. Die Absorptionswerte der
Kontrollen wurden 100 % gesetzt und die Absorptionswerte der Inkubationen darauf bezogen.

Alle Untersuchungen wurden in vierfacher Bestimmung durchgefiihrt.

3.1.3 Inkubation der TaT1-Zellen

Die Inkubationsversuche wurden mit TaTl1-Zellen der Passage 13-45 in vierfacher
Bestimmung (n=4) durchgefiihrt. Dazu wurden die subkonfluenten Zellen 3 Tage nach
Aussaat in 24-Well-Platten ber 16 h mit 0,5 % FKS-haltigem Kulturmedium prainkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit den synthetischen PPARa-Agonisten WY 14.643 und
Ciprofibrat (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) sowie mit den natiirlichen PPARa-
Agonisten 9(S)-HODE, 8(S)-HETE (Cayman Chemicals Company, Ann Arbor USA) und
Olsaure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) behandelt. Dazu wurden WY 14.643 und Ciprofibrat in
DMSO, 9(S)-HODE, 8(S)-HETE sowie Olsaure in Ethanol gel6st. Vor der Inkubation der
Zellen mit Olsaure wurde das Losungsmittel Ethanol abgedampft. Durch Zugabe von
equimolaren Mengen Natriumhydroxidlésung wurde die Olsaure in ihr Natriumsalz Gberfihrt.
AbschlieRend wurde das Oleat in 0,5 % FKS-haltigem Kulturmedium gelost. Die Zellen
wurden 6 h mit 20 uM 9(S)-HODE, 2 pM 8(S)-HETE sowie 6 h und 24 h mit 200 uM und
400 puM Olséaure, 25 pM und 50 uM WY 14.643 bzw. 25 pM und 50 uM Ciprofibrat
inkubiert. Als Kontrolle diente 0,5 % FKS-haltiges Medium mit Zusatz entsprechender
Mengen an Losungsmittel (0,1 % DMSO bzw. 0,64 % Ethanol).

3.1.4 Analytik

Die TaT1-Zellen wurden nach Inkubationsende mit EDTA-haltigem PBS-Puffer von den 24-
Well-Platten gel6st und in Tubes Gberfiihrt. Dabei wurden je 2 Kavitdten gleichbehandelter
Zellen gepoolt. Nach einer 5-minutigen Zentrifugation bei 800 g und Raumtemperatur (RT)
wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 250 pl Trizol™-Reagenz (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) resuspendiert. Anschliefend wurde, wie unter 3.4.5.1 beschrieben,
die RNA isoliert und die entsprechende cDNA synthetisiert (siehe 3.4.5.2). Im Folgenden
wurden mRNA-Expressionsanalysen gemaR der Beschreibung unter 3.4.5.3 durchgefiihrt.

Die HepG2-Zellen wurden fur die transiente Transfektion (siehe 3.4.6.2) genutzt.
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3.2 Tierexperimentelle Studien

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten tierexperimentellen Studien dienten der Aufklarung der
Bedeutung des PPARa fur die Regulation der TSH-Synthese in-vivo. Zudem sollte tberprift
werden, inwieweit eine PPARa-Aktivierung infolge eines Nahrungsentzugs oder durch die
orale Gabe des synthetischen PPARa-Agonisten WY 14.643 auf weitere Parameter des
Schilddrisenstoffwechsels Einfluss nimmt. Die Untersuchungen wurden an WT- und PPARa-
KO-Maéusen durchgefiihrt.

3.2.1. Fastenversuche (in-vivo-Versuch 1 und 2)

Fur die beiden Fastenversuche wurden jeweils 32 mannliche WT-Mé&use des Stammes 129
S1/SvimJ sowie 32 méannliche PPARa-KO-Mause des Stammes 12954/SvJae-PPAR ™"
vom Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) bezogen. Das mittlere Alter der Tiere betrug
im in-vivo-Versuch 1 9 Monate und im in-vivo-Versuch 2 7 Monate. Die Tiere wurden unter
Einhaltung der Richtlinien fur den Umgang mit Labortieren (Weihe, 1987) einzeln in
Makrolon-Kafigen gehalten. Der \ersuchstierraum wies eine konstante Temperatur von
22 + 2 °C, eine relative Luftfeuchte von 50-60 % und einen 12-stiindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus auf. Alle Tiere erhielten vor Versuchsbeginn eine Standarddiat fir Nager (Altromin
1324, Lage, Deutschland) und hatten freien Zugang zu Wasser.

Zu Versuchsbeginn wurden die Tiere gewogen. Das mittlere Korpergewicht betrug im in-vivo-
Versuch 1 28,4 + 2,9 g und im in-vivo-Versuch 2 28,8 + 2,5 g. Anschlielfend wurden sowohl
die WT- als auch die PPARa-KO-Maduse in eine Kontroll- und Fastengruppe bestehend aus
jeweils 16 Tieren eingeteilt. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten (iber den 48-stiindigen
\ersuchszeitraum weiterhin die Standarddiat ad libitum. Dagegen wurde den Tieren der
Fastengruppe fur 48 h das Futter entzogen. Allen Tieren stand Wasser ad libitum zur
Verflgung. Zu Versuchsende wurden alle Tiere gewogen und unter Diethylether-Narkose

durch Dekapitieren getotet.

3.2.1.1 Probennahme

Nach Versuchsende wurde das Vollblut der Méuse aus dem in-vivo-Versuch 1 und in-vivo-
Versuch 2 in EDTA-Tubes aufgefangen und durch Zentrifugation (1.100 g, 20 min, 4 °C) das
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Plasma gewonnen. Die Lagerung des Plasmas erfolgte bei -20 °C. Weiterhin wurde der
Hypothalamus, die Hypophyse, die Schilddrise (in-vivo-Versuch 1 und 2) sowie die Leber
(in-vivo-Versuch 2) der Tiere entnommen. Fir die spateren Analysen wurden die Schilddriisen
und Hypophysen von jeweils 2 Tieren einer Gruppe gepoolt. Daraus ergab sich eine Endzahl
von 8 Tieren pro Gruppe (n=8). Die Organproben wurden sofort nach der Entnahme in

Flussigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.1.2 Analytik

Fir die nachfolgenden Analysen wurden die Plasmaproben von jeweils 2 Tieren einer Gruppe
gepoolt. Im in-vivo-Versuch 1 wurde die Konzentration unveresterter Fettsauren (siehe 3.4.1)
sowie die Konzentrationen an T4, freiem T4 (fT4), T3, freiem T3 (fT3) (siehe 3.4.2.1) im
Plasma ermittelt. Im in-vivo-Versuch 2 erfolgte die Bestimmung der Plasmakonzentration
unveresterter Fettsauren (NEFA) (siehe 3.4.1), des Leptins (siehe 3.4.3) sowie des fT4 (siehe
3.4.2.2). Weiterhin wurde aus allen Organproben der beiden Fastenversuche die RNA isoliert
(siehe 3.4.5.1). Zu den Leberproben wurden 1000 pl Trizol™-Reagenz gegeben. Aufgrund
ihres geringeren Gewichts wurden die Hypophysen- und Schilddrisenproben mit 250 pl
Trizol™-Reagenz versetzt. Nach erfolgreicher cDNA-Synthese (siehe 3.4.5.2) wurden, wie
unter 3.4.5.3 beschrieben, mMRNA-Expressionsanalysen mittels realtime RT-PCR
durchgefiihrt.

3.2.2 Orale Applikation von WY 14.643 (in-vivo-Versuch 3)

Fur die orale Applikation von WY 14.643 mittels Schlundsonde wurden 20 mannliche,
10 Wochen alte WT-Mé&use (129 S1/SvimJ) sowie 20 ménnliche, gleichaltrige PPARa-KO-
Mause (12954/SvJae-PPARa™"*?) vom Jackson Laboratory verwendet. Die Tiere wurden
einzeln in Makrolon-K&figen unter standardisierten Bedingungen gehalten (siehe 3.2.1). Die
Versuchsdurchfiihrung folgte den Richtlinien fur den Umgang mit Labortieren und wurde von
der Tierschutzkommission des Landes Sachsen-Anhalt genehmigt (Aktenzeichen: 42502-2-
1161 MLU).

Zu Versuchsbeginn wiesen die Tiere ein mittleres Korpergewicht von 23,7 £ 2,9 g auf.
Sowohl die WT- als auch die PPARa-KO-Mé&use wurden einer Kontroll- und
Behandlungsgruppe, bestenend aus jeweils 10 Tieren, zugeordnet. Die Tiere der
Behandlungsgruppe erhielten 1 x tglich um 9 Uhr (2 Stunden nach Beginn der Tag-Phase)
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40 mg WY 14.643 pro kg Korpergewicht tber eine Versuchsdauer von 4 Tagen. Dazu wurde
das WY 14.643 auf eine Konzentration von 8 mg/ml in DMSO und Wasser (50:50, v/v)
geldst. Den Tieren wurde die tagliche Dosis an WY 14.643 in einem Volumen von 120 pl tber
eine Schlundsonde verabreicht. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten 1 x taglich 120 pl einer
Kontrolllésung (DMSO und Wasser) tiber die Schlundsonde. Am vierten Versuchstag wurden
die Tiere 4 Stunden nach der letzten Gabe der Kontroll- bzw. WY 14.643-L6sung gewogen
und unter CO,-Betaubung durch Dekapitieren getotet.

3.2.2.1 Probennahme

Nach dem Dekapitieren wurde das Vollblut in Serumréhrchen aufgefangen und 30 min bei RT
inkubiert. Anschliefend wurde das Serum durch 5-minitige Zentrifugation bei 10.000 g und
RT gewonnen. Fur die in-situ-Hybridisierung wurde von jeweils 5 Tieren pro Gruppe das
komplette Gehirn entnommen und in 2-Methylbutan auf Trockeneis schockgefroren. Von den
restlichen Tieren wurde der Hypothalamus aus dem Gehirn prépariert. Zudem wurden
Hypophyse, Schilddruse, Leber, Niere, Herz, Oberschenkelmuskulatur, Dinndarmmucosa und
epididymales Fettgewebe der Tiere entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Alle Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.2.2 Analytik

Im in-vivo-Versuch 3 wurde die Serumkonzentration des fT4 mittels ELISA-Kit gemaR
3.4.2.2 bestimmt. Dazu wurden von jeweils 2 Tieren der gleichen Gruppe die Serumproben
gepoolt, sodass von jeder Gruppe jeweils 5 Proben zur Verfligung standen. Weiterhin wurde
die RNA aus den gewonnenen Organen und Geweben isoliert (siehe 3.4.5.1). Dazu wurden
die Hypophysen- und Schilddrisenproben mit 250 pl Trizol™-Reagenz und die restlichen
Gewebeproben mit 1000 ul Trizol™-Reagenz versetzt. Nach der cDNA-Synthese (siehe
3.4.5.2) erfolgten mRNA-Expressionsanalysen mittels realtime RT-PCR (siehe 3.4.5.3). Die
Bestimmung der mRNA-Expression mittels in-situ-Hybridisierung (siehe 3.4.5.4) wurde von
der Forschungsgruppe von Frau Dr. Heuer, Leipniz-Institut fiir Altersforschung (Fritz-

Lipmann-Institut), in Jena durchgefihrt.



Material und Methoden 16

3.3 Humanstudien

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Humanstudien sollte herausgefunden werden,
ob PPARa auch beim Menschen tageszeitlichen Schwankungen unterliegt und inwieweit
darauf maoglicherweise das Geschlecht und die Nahrungsaufnahme Einfluss nimmt. Die
Durchfiihrung der Humanstudien erfolgte in Kooperation mit dem Universitatsklinikum

Krollwitz in Halle (Saale).

3.3.1 Probandenauswahl

Fur die erste Studie wurden 18 mannliche und 12 weibliche gesunde Probanden mit einem
mittleren Alter von 26,7 + 5,0 Jahren rekrutiert. Der Body-Mass-Index der Probanden lag mit
durchschnittlich 23,3 + 3,2 kg/m® im Normbereich. Zu den Einschlusskriterien fiir die
Probandenauswahl gehdrten ein Mindestalter von 18 Jahren sowie eine wdchentliche
sportliche Aktivitat von maximal 4 h. Ausschlusskriterien waren chronisch entziindliche,
endokrine, kardiovaskuldre und andere chronische Erkrankungen der Probanden. Weiterhin
wurden  Personen mit vorheriger starker  Gewichtsreduktion, Schwangerschaft,
Medikamenteneinnahme sowie Alkohol- und Drogenmissbrauch ausgeschlossen. Fir die
zweite Studie wurden 6 Méanner und 4 Frauen aus dem ersten Probandenkollektiv rekrutiert.
Alle Probanden gaben fiur die Teilnahme an den Studien ihr schriftliches Einverstéandnis. Die
Studien wurden von der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

gepruft und genehmigt (NCT01303848) .

3.3.2 Studiendesign

Beiden Studien wurden im Universitatsklinikum Krollwitz Halle (Saale) durchgefuhrt. Die
Studiendauer umfasste jeweils 24 Stunden und begann um 8.00 Uhr. Wahrend der ersten
Studie nahmen die Probanden 4 geregelte Mahlzeiten (9.00 Uhr Frihstick, 13.00 Uhr
Mittagessen, 16.00 Uhr Kaffee und Kuchen sowie 19.00 Uhr Abendessen) nach Belieben zu
sich. Dagegen haben die Probanden in Studie 2 tiber die gesamte Studiendauer gefastet. Den
Probanden standen in beiden Studien uneingeschrankt ungesiiite Getrdnke zur \Verfligung.
Waihrend des Studienzeitraums sollten die Probanden ihre physische Aktivitat auf ein
Minimum reduzieren. Die Probanden gaben an, zwischen 1.00 und 7.00 Uhr geschlafen zu

haben. Dieser Zeitraum wurde als Nacht definiert. Eine Probandin aus Studie 1 konnte die
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Studie aus persénlichen Griinden nicht beenden.

3.3.3 Probennahme

Wahrend des 24-stiindigen Studienzeitraums wurde allen Probanden im Abstand von 2 h
5 ml Blut Uber einen Venenkatheter entnommen. Die Blutprobenentnahme begann um 9.00
Uhr und endete 7.00 Uhr am Folgetag. Aus dem \ollblut wurden uber Dichte-
gradientenzentrifugation mittels Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)
mononukledre Zellen gewonnen und im Anschluss daraus Monozyten isoliert. Dazu wurden
5 ml Histopaque mit 5 ml Vollblut Gberschichtet und 30 min bei 400 g und RT zentrifugiert.
\Von den dabei entstandenen 4 Schichten (siehe Abb. 3) wurde die opake Grenzschicht der
mononukledren Zellen abgenommen, in ein neues Tube Uberfuhrt und durch Zugabe von
10 ml PBS (mit 2 mM EDTA) gewaschen. Nach einer erneuten 10-min(tigen Zentrifugation
bei 300 g und RT wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde auf Eis mit 80 pl
Monozytenpuffer (PBS pH 7,4, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA) und 20 pl CD14 MicroBeats
(Miltenyi Biotech Inc., Auburn, CA, USA) resuspendiert und 15 min bei 4 °C inkubiert.
Danach wurden die mononukleéren Zellen mit 1 ml Monozytenpuffer versetzt und 10 min bei
300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl
Monozytenpuffer erneut resuspendiert. Anschlielend erfolgte die Isolierung der CD14
positiven Monozyten von den restlichen mononuledren Zellen mittels magnetischer
Separationsmethode unter Verwendung von MiniMACS Trennsdulen im MACS Separator
nach Angaben des Herstellers (Miltenyi Biotech Inc.). In einem letzten Zentrifugationsschritt
(10 min, 400 g, 4 °C) wurden die Monozyten pelletiert und der (berschiissige
Monozytenpuffer entfernt. Nach Zugabe von 250 ul Trizol™-Reagenz wurden die Monozyten

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Centrifuge
Plasma
Blood "ol
400 x g :l:ln:nud:al
e A
30 Minutes
Red Cells

Abb. 3: Schematische Darstellung der Zentrifugation
zur Gewinnung mononukledrer Zellen aus Vollblut

HISTOPAQUE®-1077 mittels Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich).
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3.3.4 Analytik

Aus den gewonnenen Monozyten wurden RNA und Proteine, wie unter 3.4.5.1 bzw. 3.4.4.1
beschrieben, isoliert. Nach reverser Transkription (3.4.5.2) erfolgten Analysen zur mRNA-
Expression mittels realtime RT-PCR (siehe 3.4.5.3). Des Weiteren wurden Protein-

Expressionsanalysen, wie unter 3.4.4.2 beschrieben, durchgefihrt.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Konzentrationen von NEFA im Plasma

Die Bestimmung der Konzentration an NEFA im Plasma erfolgte unter Verwendung des
NEFA C Kits (Wako Chemicals, Neuss, Deutschland). Das Prinzip basiert auf einer
enzymatischen Farbreaktion. Dabei erfolgt die Umsetzung der freien Fettsduren durch die
Acyl-CoA-Synthetase und die anschlieRende Oxidation des entstehenden Acyl-CoAs mittels
Acyl-CoA-Oxidase zu Hydrogenperoxiden. Diese Hydrogenperoxide bilden nach Zugabe von
Peroxidase einen violetten Farbstoff, der spektralphotometrisch messbar ist. Die Intensitét des
violetten Farbstoffes verhalt sich hierbei proportional zur NEFA-Konzentration im Plasma.

Die fur die Durchfliihrung verwendeten Reagenzien sind in der Tab. 1 aufgelistet. Zu Beginn
wurden 10 pl Plasma, Standard oder destilliertes Wasser (fur den Reagenzienleerwert) mit
250 pl Farbreagenzldsung A versetzt, gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von 500 ul Farbreagenzlésung B und eine erneute 15-mindtige Inkubation. Im
letzten Schritt wurde die Extinktion der Plasmaproben und des Standards bei 550 nm gegen
den Reagenzienleerwert im Spektralphotometer (Ultraspec 3300 pro, Amersham Bioscience

Europe, Freiburg, Deutschland) bestimmt.
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Tab. 1: Reagenzien des NEFA C Testkits

Losungsmittel Farbreagenz

Farbreagenzlésung A Phosphatpuffer, pH 6,9 (50 mM)  Acyl-CoA-Synthetase (0,3 kU/I)

Magnesiumchlorid (3 mM) Ascorbat-Oxidase (3 kU/I)
Surfactant CoenzymA (0,6 g/l)
Stabilisatoren Adenosin-Triphosphat (5 mM)

4-Aminophenanzon (1,5 mM)
Natriumazid (1,4 %)

Farbreagenzlésung B MEHA! (1,2 mM) Acyl-CoA-Oxidase (6,6 kU/I)
Surfactant Peroxidase (7,5 kU/I)

NEFA C Standard Oleinsaure (28,2 mg/dl)
Surfactant
Stabilisatoren

13-Methyl-N-Ethyl-N-(R-hydroxyethyl)anilin

Zur Berechnung wurde folgende Formel genutzt:

NEFA (mg/dl) = Ep * Cst
Est
Ep.... Extinktion der Probe Cst.... Konzentration des Standards
Est.... Extinktion des Standards

3.4.2 Analyse der Konzentrationen von Schilddriisenhormonen im Plasma/Serum

3.4.2.1 Bestimmung von T4, T3, fT4 und fT3 mittels Radioimmunassay

Fur die Bestimmung der freien und gebundenen Schilddriisenhormone im Plasma mittels
Radioimmunassay (RIA) wurden die RIA-Kits T4 Mab, freies T4, T3 und freies T3 (MP
Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland) verwendet. Das Messprinzip beruht auf einer
kompetetiven Hemmung der Bindung von Schilddriisenhormonen der Plasmaproben und
radioaktiv-markierten Hormon-Tracer des Kits an vorhandene Antigenbindungsstellen. Die
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Konzentration an gebundenen radioaktiv-markierten Hormon-Tracern und die damit
verbundene messbare Radioaktivitdt verhalten sich daher umgekehrt proportional zur
Schilddriisenhormonkonzentration im Plasma.

Zur Durchfuhrung wurde der Standard oder das Plasma in Antikdrper-beschichtete Tubes
gegeben, mit dem entsprechenden Tracer versetzt und inkubiert. Die jeweilig verwendeten
Volumina und Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 2 aufgeftihrt. AnschlieBend wurden die
Tubes entleert, mit destilliertem Wasser gespult und getrocknet. Nach Zugabe von 2,5 ml
Szintillatorgemisch (Rotiszint eco plus; Carl Roth GmbH) erfolgte die Messung der
Radioaktivitdt mittels Fllssigkeitsszintillationszéhler (Tri-Carb 2100 TR; Packard
Instruments, Frankfurt, Deutschland). Die Berechnung der Schilddriisenhormonkonzentration

erfolgte anhand der logarithmierten Eichkurve.

Tab. 2: Reaktionsbedingungen des RIAs

Plasma/Standard Tracer Inkubationszeit Inkubationstemperatur
(Hl) (Hl) (min) (°C)
T4 25 1000 60 20
fT4 50 1000 90 37
T3 100 1000 60 37
fT3 100 1000 150 37

3.4.2.2 Bestimmung von fT4 mittels ELISA

Fur die Bestimmung des fT4 im Plasma oder Serum mittels Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) wurde das mouse free Thyroxine ELISA Kit (Cusabio, Wuhan, China) genutzt.
Das Prinzip beruht auf der Konkurrenz des freien T4 der Probe und des Biotin-konjugierten
T4s des Kits um die Bindung an T4-spezifische Antikorper. Dementsprechend wird weniger
Biotin-konjugiertes T4 gebunden, je mehr freies T4 in der Probe enthalten ist. Nach Zugabe
einer Avidin-konjugierten Horseradish Peroxidase (HRP) und einer Substratlésung verhélt
sich die Substratumwandlung somit umgekehrt proportional zur fT4-Konzentration im
Plasma/Serum.

Zur Durchfiihrung wurden 50 pl des Standards oder der Probe in eine T4-spezifische
Antikorper-beschichtete 96-Well-Platte gegeben, mit 50 ul Biotin-konjugiertem T4 versetzt,
gut gemischt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit 200 pl 1 x
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Waschpuffer wurden die Wells 30 min mit 50 pl Avidin-konjugierter HRP-Ldsung bei 37 °C
inkubiert und erneut gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Zugabe von 50 pl Substratlésung A
sowie 50 pl Substratlosung B sowie eine 4-mindtige Inkubation der Wells bei RT.
AbschlieRend wurden die Wells mit 50 ul Stopplésung versetzt und die Extinktion bei 450 nm
bestimmt. Die Berechnung der Konzentration an fT4 erfolgte mit Hilfe der logarithmierten
Eichkurve. Zur Abschéatzung unspezifischer Bindungen wurde eine Probe T3/T4-depletiertes
Plasma bzw. Serum im Assay mitgefiihrt. Die T3/T4-Depletion des Plasmas bzw. Serums
erfolgte nach der Methode von Samuels et al. (1979).

3.4.3 Bestimmung der Leptinkonzentration im Plasma

Die Bestimmung der Leptinkonzentration im Plasma erfolgte mittels Quantikine® Mouse
Leptin ELISA der Firma R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland). Dieser ELISA
beruht auf dem sogenannten ,Sandwichprinzip®“. Dabei reagiert ein spezifischer
Mikrotiterplatten-gebundener Leptin-Antikérper mit dem im Plasma enthaltenen Leptin. Die
Zugabe und Bindung eines weiteren Enzym-konjugierten Leptin-Antikorpers bedingt den
Umsatz einer Substratlésung. Die dabei hervorgerufene Farbreaktion gibt Aufschluss tber die
Leptinkonzentration im Plasma.

Zur Durchfihrung wurden 50 pl Assaypuffer in die 96-Well-Platte gegeben und mit 50 pl
Probe (1:10 verdiinnt) oder Standard bei RT fir 2 h inkubiert. Nach 5-maligem Waschen mit
400 pl 1 x Waschpuffer wurden die Wells mit 100 pl Konjugat-Losung (HRP-konjugierter
Leptin-Antikorper) versetzt, 2 h bei RT inkubiert und erneut gewaschen. Durch die
anschlieBende 30-minitige Inkubation der Wells mit 100 pl Substratlsung wurde eine blaue
Farbung erreicht. Nach Zugabe von 100 ul Stopplésung erfolgte ein Farbumschlag von blau
nach gelb. Die Intensitdt der Gelbfarbung wurde bei einer Wellenlange von 450 nm
spektralphotometrisch bestimmt. Zur Berechnung der Leptinkonzentration im Plasma wurde

die logarithmierte Eichkurve herangezogen.
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3.4.4 Protein-Expressionsanalysen

3.4.4.1 Proteinisolierung

Fir die Proteinisolierung wurde das Trizol™-Reagenz (Invitrogen) verwendet. Bis zum
Schritt der Phasentrennung erfolgte die Probenaufbereitung analog zu 3.4.5.1. Um die
proteinhaltige Phase von DNA zu befreien, wurden die Proben mit 75 ul 100 % Ethanol
versetzt, 2-3 min bei RT inkubiert und 5 min bei 2.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Tube tberfiihrt und das DNA-Pellet verworfen. Durch Zugabe
von 375 pl Isopropanol, 10-minutiger Inkubation bei RT und anschlieRender Zentrifugation
(12.000 g, 10 min, 4 °C) wurde die Prazipitation der Proteine erreicht. Die entstandenen
Proteinpellets wurden 3-mal mit 500 pl 0,3 M Guanidinhydrochlorid-haltigem Ethanol (95 %)
und 1-mal mit 500 pl 95 %igem Ethanol gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten
wurden die Proteine 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend 5 min bei 7.500 g und 4 °C
zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden die Proteinpellets 2-3 min getrocknet, mit 1 %iger
SDS-Ldsung versetzt und in 50 pl Lysepuffer (42 % Urea, 15 % Thiourea, 4 % Chaps, 0,6 %
DTT) resuspendiert.

Die Proteinkonzentration wurde in Doppelbestimmung nach Bradford (1976) ermittelt. Dazu
wurden 50 pl Probe oder Standard (Rinderserumalbumin) mit 200 pl Bradford-Reagenz
(Brilliant Blue G in Phosphorsdure und Methanol; Sigma Aldrich) versetzt und 10 min
inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 595 nm
im Plattenreader (Spectraflour Plus). Anhand der Standardeichgerade konnte im Folgenden
die Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.

3.4.4.2 SDS-Page und Western Blot

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). Dazu wurden die Proben mit
Probenpuffer versetzt und bei 95 °C 10 min denaturiert. AnschlieBend wurden die Proben je
nach ProteingroRe im 8-15 % SDS-Gel bei 15-30 mA Uber 1 h aufgetrennt. Als Markerprotein
diente der PAGE Ruler™ (Thermo Scientific).

Fur den folgenden Proteinnachweis mittels spezifischer Antikorper wurden die aufgetrennten
Proteine Uber das Semi-Dry-Blot-Verfahren nach Kyhse-Anderson (1984) fur 1 h bei 200 mA

auf Nitrozellulose-Membranen (Whatman®, Dassel, Deutschland) transferiert. Zur
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Uberpriifung des vollstandigen Proteintransfers wurde die Membranen mit PonceauS (Carl
Roth GmbH) angefarbt. Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, wurden
die Membranen mit 3 % Milchpulver (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) oder BSA
(Sigma Aldrich) in TBST tber 30 min geblockt und anschlieBend 3 h bei RT mit den
spezifischen priméren Antikorpern anti-PPARa (Cayman, Michigan, USA) und anti-Histone 3
(Cell Signaling, Danvers, USA) in Blockierlésung inkubiert. Nach 3-maligem Waschen in
1 x TBST-Puffer erfolgte eine 1-stundige Inkubation der Membranen mit den HRP-
gekoppelten sekundéren Antikdrpern anti-mouse (7076S) und anti-rabbit (7074S) der Firma
Cell Signaling. Im Anschluss daran wurden die Membranen erneut in 1 x TBST-Puffer
gewaschen. Alle verwendeten Pufferlésungen sind der Tab. 3 zu entnehmen.

Zur Detektion der Zielproteine wurden die Membranen mit dem Amersham ECL™ Prime
Western Blot Detektionsreagenz (GE Healthcare Life Science, Buckinghamshire, England)
behandelt und mit einer Chemilumineszenz-lmager-Kamera (F-ChemiBIS, BIOSTEP,
Jahnsdorf, Deutschland) belichtet. Die relativen Proteinexpressionen wurden mit Hilfe des
Programms Gel Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics) ermittelt und mit dem Referenzgen

Histone H3 normalisiert.
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Tab. 3: Zusammensetzung der Pufferlésungen fiir die SDS-PAGE und den Western Blot

Puffer Zusammensetzung
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,8 M Tris
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 1,25 M Tris
Probenpuffer 40 pl Glycerin

23 mg SDS

125 pl Sammelgelpuffer
5 ul B-Mercaptoethanol
50 pl Bromphenolblau

auf 1 ml Wasser aufftllen

Laufpuffer fur SDS-PAGE (pH 8,3) 25 mM Tris
200 mM Glycin
3 mM SDS

Transferpuffer (pH 8,3) 25 mM Tris
150 mM Glycin

10 % Methanol

TBST-Puffer (pH 7,5) 50 mM Tris
150 mM NaCl
0,2 % Tween 20

3.4.5 Genexpressionsanalysen mittels realtime RT-PCR und in-situ-Hybridisierung

3.4.5.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des Trizol™-Reagenz der Firma
Invitrogen. Dazu wurden die Zell- bzw. Gewebeproben mit entsprechenden Mengen an
Trizol™-Reagenz versetzt. Um eine vollstandige Zelllyse zu gewahrleisten, wurden die
Gewebeproben anschlieBend im Tissue Lyser (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 2-3 min bei
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15 Hz homogenisiert. Durch Zugabe von 200 pl Chloroform/1000 pl Trizol™-Reagenz und
15-min0tiger Zentrifugation der Proben (14.500 g, 4 °C) wurde eine Phasentrennung erreicht.
Die obere, wéssrige Phase, die RNA enthielt, wurde in ein neues Tube Uberfuhrt und zur
RNA-Prézipitation mit 500 pl Isopropanol/1000pl Trizol™-Reagenz versetzt. Danach wurden
die Proben fiir 10 min inkubiert und erneut zentrifugiert (14.500 g, 4 °C, 10 min). Die dabei
entstandenen Zellpellets wurden mit 1000 ul 75 %igem Ethanol/1000 pl Trizol™-Reagenz
gewaschen und einer weiteren 5-minutigen Zentrifugation bei 14.500 g und 4 °C unterzogen.
Nach Entfernen des Uberstandes wurden die RNA-Pellets 10-20 min getrocknet und
anschlieBend durch Zugabe von 20 pl - 100 ul DEPC-Wasser je nach Grolke des Pellets
10 min, bei 900 U/min und 60 °C im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
geldst. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA erfolgte (ber
Extinktionsmessungen bei 260 nm wund 280 nm unter Verwendung eines UV-
Spektralphotometers der Firma Pharmacia Biotech. Die RNA-Proben wurden dazu im
Verhéltnis 1:100 mit DEPC-Wasser verdiinnt. Die Gesamt-RNA-Konzentration berechnete

sich nach folgender Formel:

Crna= (Azso- ALw) * 40 * Verdiinnungsfaktor

Crna.... RNA-Konzentration in pg/mi Aggo. ... Absorption der Probe bei 260 nm
40....  Multiplikationsfaktor fir RNA ALw.... Absorption des Leerwertes bei 260 nm

Die Integritat der gewonnenen RNA wurde im Folgenden (ber eine denaturierende
Formaldehyd (FA)-Agarose-Gel-Elektrophorese Uberprift. Hierfir wurde 0,6 g Agarose in
45 ml DEPC-Wasser sowie 5 ml 10 x FA-Gellaufpuffer geldst und circa 3 min erhitzt. Nach
dem Abkuhlen wurde 10 pl Ethidiumbromid (Sigma Aldrich, Taufkirchen) und 1 ml
Formaldehyd zugegeben. Das Gel wurde sofort in eine Gelkammer gegossen und zum
Aushdrten etwa 30 min bei RT stehen gelassen. Im Rahmen der Probenvorbereitung wurde
4 ug der RNA auf ein Volumen von 10 pl mit DEPC-Wasser aufgeftllt und mit 2 pl 5 x RNA-
Ladepuffer versetzt. Nach 3-mindtigem Erhitzen bei 65 °C wurde die RNA auf das Gel
aufgetragen, 1 h aufgetrennt und anschlielend in einer Fotokammer (Syngene, GeneGenius,
Synoptics Inc., USA) unter UV-Licht visualisiert. Die fur die FA-Agarose-Gel-Elektrophorese
verwendeten Reagenzien sind in der Tab. 4 aufgefuhrt.
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Tab. 4: Reagenzien fur die FA-Agarose-Gel-Elektrophorese

Reagenzien Zusammensetzung
10 x FA Gelpuffer (pH 7,0) 200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA
1 x FA Gellaufpuffer 100 ml 10 x FA Gelpuffer

20 ml 37 % Formaldehyd (FA)

880 ml RNase freies Wasser

5 x RNA Ladepuffer 20 mg Bromphenolblau
80 pul 500 mM EDTA (pH 8,0)
720 ul 37 % Formaldehyd
2,0 ml Glycerol
3,1 ml Formamid
4,0 ml 10 x FA Gelpuffer

3.4.5.2 cDNA-Synthese

Der Prozess der cDNA-Synthese dient dem reversen Umschreiben von einstrangiger mRNA
in doppelstrangige, komplementare DNA. Dazu wurden 1,2 ug der zuvor isolierten Gesamt-
RNA in 5 pl DEPC-Wasser vorgelegt und mit 20 ul Mastermix versetzt. Die verwendeten
Mastermixkomponenten sind in Tab. 5 dargelegt. Die Synthese der cDNA erfolgte im
Thermocycler (Mastercycler personal, Eppendorf) bei 42 °C fir die Dauer einer Stunde.
AnschlieBend wurde, durch 10-minitiges Erhitzen der Proben auf 72 °C, die fur das
Umschreiben verantwortliche Reverse Transkriptase inaktiviert und somit die Reaktion

gestoppt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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Tab. 5: Mastermixkomponenten flir cDNA-Synthese je Reaktionsansatz

Reagenzien Volumen (ul)
DEPC-Wasser 12,45
5 x RevertAid™ M-MuLV Puffer (Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland) 5,00
dNTP-Mix (10 mM each dNTP; GeneCraft, Liidinghausen, Deutschland) 1,00
Oligo-dT-Primer (Operon, Koéln, Deutschland) 1,25
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas) 0,30

3.4.5.3 Realtime RT-PCR

Die Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) ist eine Methode zur
Ermittlung der mRNA-Expression relevanter Gene. Bei der realtime RT-PCR kann die
Amplifizierung einer doppelstrdngigen DNA durch unspezifische Einlagerung eines
Fluoreszensfarbstoffs in Echtzeit verfolgt werden. Zudem wird die Quantifizierung der DNA
durch das Fluoreszenssignal am Ende der Elongationsphase ermdglicht. Weiterhin gibt die an
die finale Elongation anschliefende Schmelzkurve Auskunft Gber die Bildung der
spezifischen Produkte.

Zur Durchfiihrung wurden 2 pl cDNA mit 18 pl Mastermix versetzt und gemischt. Der
Mastermix enthielt 0,5 mM dNTP (GeneCraft), 26,7 pmol spezifische Primer (Operon), 1 x
SYBER®Green (Sigma Aldrich, Taufkirchen), 3,5 mM MgCl,, 1 x Colorless GoTag® Flexi
Puffer, 1,25 U GoTagq® Flexi DNA Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland) sowie
DEPC-Wasser. In Tab. 7 sind die verwendeten Primer aufgelistet. Der Ablauf der Reaktion
erfolgte im Rotor-Gene 2000 Cycler (Corbett Research, Mortlake, Australien). Die
entsprechenden Reaktionsbedingungen sind in Tab. 6 aufgelistet.

Im Anschluss wurden anhand der Amplifikationskurven mit Hilfe der Analysesoftware Rotor-
Gene 4.6 (Corbett Research) der cycle threshold (ci-Wert) und die Amplifikationseffizienz der
Proben ermittelt. Die Berechnung der relativen mRNA-Konzentrationen erfolgte nach der
Methode von Pfaffl (2001). Fir die Normalisierung der mRNA-Expressionsdaten wurden

verschiedene Referenzgene genutzt.
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Tab. 6: Bedingungen der realtime RT-PCR

Schritte Temperatur (°C) Dauer (sec)

Initiale Denaturierung 95 120

Denaturierung 95 20

Annealing 55-65" 30 n Zyklen

Elongation 72 60

Finale Elongation 72 300

Schmelzkurve 50-95 780

Temperatur ist abhangig vom jeweiligen Primerpaar (siehe Tab. 7)

Zur Uberpriifung der Qualitat und GroRe der PCR-Produkte wurde eine DNA-Agarose-Gel-
Elektrophorese angeschlossen. Dazu wurden 0,8 g Agarose in 80 ml 1 x TAE-Puffer (0,04 M
Tris, 0,02 M Eisessig, 1 mM Na;EDTA*2H,0, pH 8,0) geltst und fur 3 min erhitzt. Nach
dem Abkiihlen auf 65 °C wurden 20 pl Ethidiumbromid (Sigma Aldrich, Taufkirchen)

zugegeben und das Gel sofort gegossen. Das Gel wurde zum Aushérten bei RT stehen

gelassen und anschlieBend im 1 x TAE-Laufpuffer 20 min equilibriert. Die PCR-Proben

wurden mit 1 x Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega) versetzt, neben 3 pl eines 100 bp
DNA-Marker (GeneCraft) auf das Gel aufgetragen und 1 h bei 100 V aufgetrennt.

AbschlieRend erfolgte die Visualisierung der DNA-Banden in einer Fotokammer (Syngene)

unter UV-Licht.
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Tab. 7: Primersequenzen der realtime RT-PCR

Gen Forward Primer (5" zu 3") Reverse Primer (5" zu 3") Annealing Temperatur  ProduktgroRe
9 (bp)

mouse:

B-Aktin ACGGCCAGGTCATCACTATTG CACAGGATTCCATACCCAAGAAG 66 87
CACT TGGACACTGTTGCTGAGAGG TTGGCCAAAGGTATCGAGTC 60 225
CAR CAGGCTCCAGTACGAGTTTTTG AGGCTCCTGGAGTATGCAGTC 60 76
CPT1a CCAGGCTACAGTGGGACATT GAACTTGCCCATGTCCTTGT 60 209
Cyclophilin A GTGGTCTTTGGGAAGGTGAA TTACAGGACATTGCGAGCAG 60 210
DIO2 TCACAAGGTCTTGGGGTAGG ATGCAGAAAGGCAGACTCGT 60 210
FGF21 CTCTATGGATCGCCTCAC GTACACATTGTAACCGTCC 55 78
HMGCS2 GGTGTCCCGTCTAATGGAGA ACACCCAGGATTCACAGAGG 62 178
LCAD TCCGCCCGATGTTCTCATTC TTTCTCTGCGATGTTGATGC 62 249
MCT8 TGCCCTTGGTTACTTCGTCC GGGACACCCGCAAAGTAGAA 59 465
MCT10 TGTTCGGCTGCCGGAGAACA TGACCAGTGACGGCTGGTAG 60 156
Ncorl CTGACAGGCCTCAAGAAAGG GGCAGCGAGTGAACTAAAGG 60 166
Neuromedin B CATCCAGGGAAGCTGACAAT TGACCCAACCAGAAATCACA 60 214
NIS CGCCCTGAAGTCCCTGTGTCC CAATCCTTGGGGCTCTGTGTTCTG 60 384
NPY TGGCCAGATACTACTCCGCT TGAAATCAGTGTCTCAGGGCT 59 92
PAX-8 CCCCATGCTGCCTCCGTGTATG GTGGTGCGCTTGGCCTTGATGTAG 62 236
POMC GGGTCCCTCCAATCTTGTTT GCACCAGCTCCACACATCTA 60 137
PPARa AGGCAGATGACCTGGAAAGTC ATGCGTGAACTCCGTAGTGG 60 312
Rev-erba CTTCCGTGACCTTTCTCAGC CAGCTCCTCCTCGGTAAGTG 60 235
RPLPO GAAACTGCTGCCTCACATCCG CTGGCACAGTGACCTCACACG 60 146
RXRa CTCACTGGGACATTGTGGTG CTCCCCAACACAGGACAGAT 57 150

weiter auf Seite 30
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SMRT GCATCCTGCCTGTCTAAAGC GAGTGCGACTGACACACGAT 60 169
SultlAl CCCGTCTATGCCCGGATAC GGGCTGGTGTCTCTTTCAGAGT 60 85
TPO GCTCTCTTTGGCAACCTGTC GCCAGCATCTAGGTGGAGAG 60 174
TRpB2 GCTCTTCCCGCCTCTGTTCTTAG GCTGTTTGGCTTGCTTGAGTCTG 56 367
TRH GTGCCAACCAAGACAAGGAT CAGGATGCTGACGTTTCTCA 60 276
TRHDE TCTACCCACAAACGCAGGTC CCAAGGAATCTTCTCTCCCCG 57 160
TSHa GGCCACAGTAATGGGAAATG GTAGGGAGGAGGTGGTGACA 58 161
TSHp TCAACACCAACCATCTGTGCT TCTGACAGCCTGGTGTATTGC 58 239
TSHR GGGTCCCATCTACCAGGAAT CACACCATGTCCTCGTTGTC 60 237
UGT1Al TGAACTTCCTACAGCGACTGAAGA GGGAATAAACCACTCTGCACATAA 60 75
human:

BMAL1 GTAACCTCAGCTGCCTCGTC TAGCTGTTGCCCTCTGGTCT 60 153
hPPARa AGGCAGATGACCTGGAAAGTC ATGCGTGAACTCCGTAGTGG 60 312
hRPLPO TCGACAATGGCAGCATCTAC GCCTTGACCTTTTCAGCAAG 60 223

CACT: Carnitin-Acylcarnitintranslokase; CAR: konstitutiver Androstan-Rezeptor; CPT1a: Carnitin-Palmitoyltransferase 1a; DIO2: Typ 1l 5' Deiodase; FGF21: fibroblast
growth factor 21; HMGCS2: Hydroxy-methyl-glutaryl-CoenzymA-Synthase 2; LCAD: langkettige Acyl-CoenzymA-Dehydrogenase; MCT8 und 10: Monocarboxylat-
Transporter 8 und 10; Ncor 1: nuclear corepressor 1; NIS: Natrium-lodid-Symporter; NPY: Neuropeptid Y; PAX-8: paired-domain/homeo box transcription factor 8;
POMC: Proopiomelanocortin; PPARa: Peroxisomenproliferator-aktivierter Rezeptor a; Rev-erba: nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1; RPLPO: ribosomal
protein, large, PO; RXRa: 9-cis Retinoid-X-Rezeptor o; SMRT: silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone receptors; SultlAl: Sulfotransferase 1A1; TPO:
Thyreoperoxidase; TRB2: Schilddriisenhormonrezeptor f2; TRH: Thyreoliberin; TRHDE: TRH-degrading enzyme; TSHa und p: Thyreotropin o und B; TSHR: TSH-
Rezeptor; UGT1AL: UDP-Glucuronosyltransferase 1A1; BMALL: brain and muscle Arnt-like protein-1; hRPLPO: humanes RPLPO
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3.4.5.4 In-situ-Hybridisierung

Fur die in-situ-Hybridisierung wurden die préparierten Gehirne sofort in eisgekihltem
2-Methylbutan eingefroren und bis zum Anfertigen der Gefrierschnitte bei -80 °C gelagert. Zu
Beginn wurden 20 pm dicke Gefrierschnitte (CM3050S Mikrotom, Leica, Wetzlar,
Deutschland) vom PVN des Hypothalamus angefertigt und bis zur weiteren Bearbeitung bei
-80 °C gelagert. Fir die Fixierung wurden die Schnitte an der Luft getrocknet und 1 h bei RT
mit 4 %iger Phosphat-gepufferter Paraformaldehydlésung (pH 7,4) behandelt. Danach wurden
die Schnitte in PBS gewaschen, in 0,4 %igem Phosphat-gepuffertem Triton X-100 fur 10 min
permeabilisiert und erneut in PBS gewaschen. Die Acetylierung der Schnitte erfolgte tber
eine 10-minitige Inkubation in 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) supplementiert mit 0,25 %
Essigsaureanhydrid (v/v). AnschlieBend wurden die Schnitte erneut in PBS und Wasser
gewaschen, in 70 % Ethanol entwéssert und luftgetrocknet.

Die fiir die Hybridisierung benétigte *°S-markierte RNA-Sonde wurde (iber in-vitro-
Transkription gewonnen. Als Template wurden Plasmide mit der entsprechenden cDNA des
Zielgens genutzt. Zur Herstellung der radioaktiv markierten Sonden wurde ein
Reaktionsansatz mit 1 pg linearisiertem cDNA-Template, 1 x RNA Polymerase
Reaktionspuffer mit DTT (NEB, Beverly, USA), 5,55 MBq *S-UTP (Hartmann Analytic,
Braunschweig, Deutschland), 1 mM rNTPs (ohne UTP), 20 U RNase Inhibitor (Promega) und
20-50 U RNA-Polymerase (Sp6, T3 oder T7; NEB) verwendet. Die Inkubation erfolgte fur
1,5 h bei 40 °C (Sp6) bzw. bei 37 °C (T3, T7). Nach einer 15-minutigen Inkubation mit 10 U
RNase-freier DNase (Roche, Mannheim, Deutschland) bei 37 °C wurden die RNA-Sonden
mit Hilfe einer Saulen-Chromatographie (GE Healthcare Life Science) aufgereinigt.
AnschlieBend wurden die RNA-Sonden im Hybridisierungspuffer (50 % Formamid, 10 %
Detransulfat, 0,6 M NaCL, 10 mM Tris-HCL (pH 7,5), 1 x Denhardt's L6sung, 100 pg/ml im
Ultaschallbad geloster Lachssperma-DNA, 1 mM EDTA und 0,5 mg/ml t-RNA) gel6st und
auf eine finale Konzentration von 5 x 10* cpm/pl eingestellt.

Die Hybridisierung der Gehirnschnitte mit der *°S- markierten TRH-RNA-Sonde erfolgte bei
58 °C uber Nacht. Danach wurden die Schnitte mit 2 x Standard-Saline-Citrat-Puffer (SSC)
bestehend aus 0,3 M NaCL und 0,03 M Natriumcitrat (pH 7,0) gespult und im Folgenden mit
10 pg/ml RNase A (Sigma Aldrich, Steinheim) sowie mit 0,5 U/ml RNase T1 (Roche) fir
30 min bei 37 °C behandelt. Nach 20-minltigem Waschen der Schnitte in 1 x SSC, 0,5 x SSC
und 0,2 x SSC, erfolgte eine 1-stiindige Inkubation in 0,2 x SSC bei 65 °C.

Fur die Detektion der radioaktiv-markierten Sonden mittels Rontgenfilm wurden die Schnitte
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nochmals in 0,2 x SSC gewaschen, getrocknet und fir 24 h mit einem Biomax MR Film
(Kodak) exponiert. Im Anschluss daran wurden die Schnitte in NTB2 autoradiographischen
Emulsion (Kodak) getaucht und bei 4 °C fur 3 Tage inkubiert. Danach wurden die Schnitte
entsprechend der Signalstarke der Autoradiogramme 5 min in der Fotoemulsion D-19
(Kodak) entwickelt und in Rapid Fix (Kodak) 10 min fixiert. Nach Bedarf wurden die
Schnitte 5 min mit 1 % (w/v) Cresylviolett-Acetat-Losung (Sigma) gegengefarbt und unter
dem Mikroskop (Olympus BH-2) mit Hilfe einer Kamera (Polaroid DMC?2) fotografiert. Die
Auswertung der Signalintensitaten der Dunkelfeldaufnahmen erfolgte mit Hilfe des ImageJ-

Bildbearbeitungsprogramms.

3.4.6 TSHB-Promotoraktivitatsanalyse

Der TSHp-Promotor der Maus (NCBI GeneBank NC000069.5) wurde mit Hilfe der
NUBIScan Software (Podvinec et al., 2002) analysiert. Dabei wurden 3 putative PPREs in der
Sequenz -944 bis +480 relativ zum Transkriptionsstart identifiziert.

3.4.6.1 Gewinnung des TSHpB-Promotor-Reportergenkonstrukts

Um das gewiinschte Promotor-Reportergenkonstrukt zu generieren, wurde unter Verwendung
des QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH) genomische DNA aus TaTl1-Zellen
gewonnen. Dazu wurden 5 x 10° Zellen wie unter 3.1.1 beschrieben von der Zellkulturflasche
gelost, pelletiert und in 200 pl PBS aufgenommen. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die Konzentration der genomischen DNA wurde mit Hilfe des Nano
Drop Fluorospektrometer der Firma pegLab (Erlangen, Deutschland) bestimmt.

Danach wurde das gewiinschte TSHB-Promotorkonstrukt mit den putativen PPREs mittels
PCR amplifiziert. Der PCR-Ansatz enthielt 450 ng genomische DNA, 0,5 mM dNTPs (NEB),
0,4 uM forward und reverse Primer (Operon), 1 x ThermoPol Reaktionspuffer, 1,25 U Taq
DNA Polymerase (NEB) und Wasser. Folgende spezifische Primer, mit eingefligten
Schnittstellen  fir die entsprechenden  Restriktionsenzyme, wurden  verwendet:
mouseTSHB_Kpnl_for 5’-ATGGTACCAAACATTGGTATAAAGACT-3¢,
mouseTSHP_ Nhel rev 5°- ATGCTAGCCGTGCACATACTCAA-3’ (Operon). Die Reaktion
fand in einem Thermocycler (Biometra®, Berlin, Deutschland) statt. Die entsprechenden

PCR-Bedingungen sind in der Tab. 8 dargelegt.
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Tab. 8: PCR-Bedingungen der TSHpB-Promotoranalyse

Zyklen Schritte Temperatur (°C) Dauer (sek.)
1 Initiale Denaturierung 95 60
Denaturierung 95 30
35 Annealing-Temperatur 56 30
Elongation 72 180
1 Finale Elongation 72 420

kihlen auf 4 °C

Bei der anschlieenden Restriktion wurde das TSHp-Promotorkonstrukt (Insert) und der
pGL3 Basisvektor (enthalt Firefly Luciferase-Reportergen; Promega) unter Einsatz der
Restriktionsnukleasen Kpnl und Nhel (NEB) geschnitten. Dazu wurde die Insert-
beziehungsweise die Plasmid-DNA (Vektor) mit 2 U der beiden Enzyme unter Verwendung
von BSA und einem geeigneten Puffer fur 3 h bei 37 °C verdaut. Die entstandenen Fragmente
wurden in einem 1 %igem Agarosegel aufgetrennt, unter UV-Licht aus dem Gel
ausgeschnitten und mit Hilfe des GeneJet™ Gelextraktionskits (Fermentas) nach Angaben des
Herstellers gereinigt.

Die darauffolgende Ligation diente dem Verknlpfen des geschnittenen Inserts und Plasmids.
Hierbei wurde 100 ng Plasmid- und 500 ng Insert-DNA mit Ligationspuffer sowie 1 U T4
Ligase (NEB) versetzt, 1,5 h bei RT inkubiert und anschlieBend in kompetente E.coli DH5a
(Invitrogen) transformiert.

Fur die Transformation wurden 3 pl des Ligationsansatzes zu 50 ul auf Eis angetauter DH5a,
gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Bakterien einem
1-minutigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt, erneut fir 2 min auf Eis inkubiert und in
300 pl LB-Medium (10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) aufgenommen. Danach
erfolgte eine 45-mindtige Inkubation im Thermoschuttler (Eppendorf) bei 37 °C.
AbschlieRend wurden die Bakterien zur Selektion auf eine LB-Platte (10 g/l Pepton, 5 g/l
Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l Agar) mit 100 pg/ml des Antibiotikums Carbenicillin
(Invitrogen) ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Von den auf der Platte gewachsenen positiven Bakterienkolonien wurden Ubernachtkulturen
in 2 ml LB-Medium mit 2 pl Carbenicillin angesetzt. Um zu tberprifen, welche der positiven
Bakterienkolonien ein Plasmid mit der insertierten DNA enthielt, wurden am Folgetag jeweils

10 pl Wasser mit den Ubernachtkulturen angeimpft. Diese Lésungen dienten in der folgenden
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Kolonie-PCR als Template. Die restlichen Komponenten des PCR-Ansatzes sowie die PCR-
Bedingungen entsprachen denen der PCR zur Amplifizierung des Inserts. Anschlielend
wurden alle Proben im Agarosegel analysiert. Nach erfolgreicher Kolonie-PCR wurden aus
den verbliebenen Ubernachtkulturen die Plasmide mittels Plasmid Miniprep Kit | (peqLab)
nach Angaben des Herstellers prapariert und durch die Firma Operon (Ebersberg,

Deutschland) sequenziert.

3.4.6.2 Transiente Transfektion und Dualer Luciferase-Assay

Fir die TSHp-Promotoraktivitatsstudien wurden HepG2-Zellen unter Verwendung von
Lipofectamin™2000 (Invitrogen) mit dem generierten TSHB-Promotor-Reportergenkonstrukt,
einem negativem pGL3-Kontrollplasmid oder einem positiven 3 x ACO-PPRE
Kontrollplasmid (zur Verfugung gestellt von Dr. Kersten Sander (Nutrigenomics Consortium,
Top Institute Food and Nutrition, Wageningen, The Netherlands)) transient transfiziert. Zur
Normalisierung maoglicher Unterschiede in den Transfektionseffizienzen wurden die Zellen
mit pGL4 Renilla-Luciferase-Plasmid (Promega) als interne Kontrolle cotransfiziert.
Weiterhin erfolgten Co-Transfektionen mit dem PPARa-Expressionsplasmid pCMX-mPPARa
und dem RXRa-Expressionsplasmid pCMX-mRXRa (beide zur Verfligung gestellt von R.M.
Evans, Salk Institute for Biological Studies, San Diego, CA, USA). Zur Vorbereitung wurden
die HepG2-Zellen, wie unter 3.1.1 beschrieben, in 6-Well-Platten ausgeséat. Nach Erreichen
einer Zellkonfluenz von 70 % wurde das alte Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 1 ml Opti-MEM® (Invitrogen) versetzt. Fir die Transfektion wurden 4 pg Plasmid-
DNA und 2 pl Lipofectamin™2000 mit 200 pl Opti-MEM® gemischt, 20 min bei RT
inkubiert und fur 24 h auf die Zellen gegeben.

Im Anschluss an die Transfektion wurden die Zellen 5 h mit 0,5 % FKS-haltigem
Kulturmedium préinkubiert, gefolgt von einer 24-stindigen Inkubation mit 100 pM
WY 14.643 oder mit der Kontrolllésung (0,1 % DMSO). Nach Inkubationsende wurden die
Zellen mit PBS gespult und durch Zugabe des Reporterlysepuffers der Firma Promega lysiert.
Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitaten erfolgte im 1450 MicroBeta Liquid Scintillation
and Luminescence Counter (PerkinElmer, Rodgau, Deutschland) unter Verwendung des Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega) nach Angaben des Herstellers.

Zur Auswertung wurde die gemessene Firefly-Luciferaseaktivitat auf die entsprechende
Renilla-Luciferaseaktivitat bezogen und daraus der Mittelwert mit der dazugehdrigen

Standardabweichung der Proben berechnet.
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3.5 Statistik

Die statistische Datenauswertung der in-vitro- und tierexperimentellen Versuche erfolgte mit
Hilfe des Statistikprogramms Minitab, Version 13 (Minitab Inc., PA, USA). Als
Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (P<0,05) zu Grunde gelegt.
Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hochbuchstaben wund Sternen
gekennzeichnet. Die Ergebnisse der Zellkulturexperimente wurden tber die einfaktorielle
Varianzanalyse (one-way ANOVA) ausgewertet. Dazu wurden die Mittelwerte tber den
Fisher-Least Significant Difference (LSD)-Test verglichen.

Die Ergebnisse der Tierexperimente wurden tber die zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way
ANOVA) ausgewertet. Die Einflussfaktoren waren dabei der Genotyp (WT versus PPARa-
KO), die Behandlung (Kontrolle versus Fasten beziehungsweise Kontrolle versus WY 14.643)
und die Interaktion zwischen Genotyp und Behandlung. Mittels Levene's Test wurden die
Daten auf Homogenitat der Varianzen Uberprift. Um eine Varianzhomogenitat zu erhalten,
erfolgte bei ungleichen Varianzen die logarithmische Transformation der Daten. Bei
signifikanten Effekten der Einflussfaktoren (P<0,05) wurden die Mittelwerte der 4 Gruppen
Uber den LSD-Test verglichen.

Die bioinformatische und statistische Auswertung der Humanstudien Ubernahmen Prof. I.
GroRe vom Institut fur Informatik der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg und
Diplom-Bioinformatiker M. Bonn vom Helmholtz-Zentrum fiur Umweltforschung GmbH-
UFZ. Die Ergebnisse der Heatmap wurden Uber einen Permutationstest ausgewertet. Dieser
Test wurde aufgrund der unterschiedlichen GruppengréfRen gewéhlt. Im ersten Schritt wurde
von jeder Gruppe (nicht-fastende und fastende Méanner sowie nicht-fastende und fastende
Frauen) die kleinste gemeinsame Anzahl an Probanden zufallig ausgewahlt. Dieses Minimum
entsprach der Probandenanzahl der Gruppe der fastenden Frauen. Im zweiten Schritt wurden
die Korrelationskoeffizienten der ausgewéhlten Probanden 1000-fach permutiert, um den
euklidischen Abstand zwischen den gemittelten Korrelationskoeffizienten einer Gruppe mit
denen der 3 anderen Gruppen nach jeder Wiederholung zu ermitteln. Die Verteilung der
daraus resultierenden euklidischen Abstdnde wurde an eine Gamma-Dichte angepasst. Die
sich ergebenen P-Werte dienten der Beurteilung der Signifikanzen der beobachteten Abstande,
die vor der Permutation bestimmt wurden. Schritt 1 und 2 wurden 100-mal wiederholt. Der
finale P-Wert wurde ber die Berechnung des Medians der erhaltenen 100 P-Werte ermittelt.
Auch die Ergebnisse der Tag/Nacht-mRNA-Expressionsprofile der Probanden der einzelnen

Gruppen wurden Uber diese Methode ausgewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der in-vitro-Untersuchungen

4.1.1 Relative mRNA-Konzentrationen von PPARa-Zielgenen nach Inkubation der TaTl-
Zellen mit synthetischen PPARa-Agonisten

Um zu uberprufen, ob synthetische PPARa-Agonisten eine PPARa-Aktivierung in den ToT1-
Zellen bewirken, wurden die relativen mMRNA-Konzentrationen der PPARa-Zielgene Carnitin-
Palmitoyltransferase 1a (CPT1a) und Carnitin-Acylcarnitintranslokase (CACT) nach 6- und
24-stundiger Inkubation mit 25 pM und 50 pM WY 14.643 sowie mit 25 pM und
50 uM Ciprofibrat bestimmt. In  Abb. 4 A und B wird deutlich, dass die Behandlung der
Zellen mit 25 puM und 50 uM WY 14.643 tber 6 h und 24 h eine signifikante Zunahme der
CPT1la- und CACT-mRNA-Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrollzellen bedingt
(P<0,05). Dabei konnte jedoch kein konzentrationsabhangiger Effekt von WY 14.643 auf die
relativen mRNA-Konzentrationen beider Gene beobachtet werden.

Weder die 6 h- noch die 24 h- Inkubation der TaT1-Zellen mit 25 uM und 50 uM Ciprofibrat
filhrte zu einer Anderung der CPT1a-mRNA-Konzentration gegeniiber den Kontrollzellen
(Abb. 4 A). Dagegen war die relative mRNA-Konzentration von CACT bei den mit 25 uM
und 50 uM Ciprofibrat behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 6 h und
24 h signifikant erhoht (P<0,05). Unterschiede in der CACT-mRNA-Konzentration zwischen
der Inkubation mit 25 uM und 50 uM Ciprofibrat wurden nicht beobachtet (Abb. 4 B).
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Abb. 4: Relative mRNA-Konzentrationen der A) Carnitin-Palmitoyltransferase la (CPTla) und B) Carnitin-
Acylcarnitintranslokase (CACT) nach 16 h-Priinkubation der TaT1-Zellen mit 0,5 % FKS-haltigem Medium und
anschlielfender 6 h- und 24 h-Inkubation der Zellen mit 25 uM und 50 pM WY 14.643, Ciprofibrat oder 0,01 %
DMSO (Kontrolle) in 0,5 % FKS-haltigem Medium.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

a Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).
Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin.

4.1.2 Relative mRNA-Konzentration von TSHP nach Inkubation der ToT1-Zellen mit
synthetischen PPARa-Agonisten

Wie in Abb. 5 zu erkennen, flhrte die 6-stiindige Inkubation der TaT1-Zellen mit 25 uM und
50 uM WY 14.643 zu einer etwa 15 %igen Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration
gegenlber den Kontrollzellen (P<0,05). Dabei war jedoch zwischen beiden WY 14.643-
Konzentrationen kein Unterschied hinsichtlich der relativen mRNA-Konzentration von TSHf
zu erkennen.

Auch nach 6-stiindiger Inkubation der Zellen mit 50 uM Ciprofibrat zeigte sich im Vergleich
zu den Kontrollzellen eine signifikant niedrigere TSHB-mRNA-Konzentration (17 %,
P<0,05). Dagegen hatte die Inkubation der Zellen mit 25 uM Ciprofibrat Gber 6 h keinen
Einfluss auf die TSHB-mRNA-Konzentration (Abb. 5).

Auch nach 24-stiindiger Inkubation der TaT1-Zellen mit 25 uM und 50 uM WY 14.643 bzw.
25 UM und 50 pM Ciprofibrat konnte eine signifikante Abnahme der relativen mRNA-
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Konzentration von TSHp gegentber den Kontrollzellen beobachtet werden (P<0,05). Dieser
Effekt verstarkte sich mit zunehmender Konzentration beider synthetischer PPARa-Agonisten
(Abb. 5).
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Abb. 5: Relative mRNA-Konzentration der B-Untereinheit des Thyreotropins (TSHP) nach 16 h-Prainkubation der
TaT1-Zellen in 0,5 % FKS-haltigem Medium und anschlieRender 6 h- und 24 h-Inkubation der Zellen mit 25 pM und
50 pM WY 14.643, Ciprofibrat oder 0,01 % DMSO (Kontrolle) in 0,5 % FKS-haltigem Medium.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

abe Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).
Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente 3-Aktin.

4.1.3 Relative mRNA-Konzentrationen von PPARa-Zielgenen nach Inkubation der TaTl-
Zellen mit natiirlichen PPARa-Agonisten

Um herauszufinden, ob die TaT1-Zellen auch nach Stimulierung mit natirlichen PPARo-
Agonisten mit einer PPARa-Aktivierung reagieren, wurden die Zellen mit 9(S)-HODE,
8(S)-HETE bzw. Olsaure behandelt. Wie in Abb. 6 A und B ersichtlich, wurde durch
Inkubation der Zellen mit 20 uM 9(S)-HODE und 2 uM 8(S)-HETE uber 6 h eine signifikante
Zunahme der relativen mRNA-Konzentrationen der langkettigen Acyl-CoenzymA-
Dehydrogenase (LCAD) und CACT gegenber den Kontrollzellen erreicht (P<0,05).

Zudem konnte nach 6- und 24-stlindiger Inkubation der Zellen mit 200 uM und 400 puM
Olséaure im Vergleich zu den Kontrollzellen ein signifikanter Anstieg der relativen mRNA-
Konzentrationen von CPT1a und CACT beobachtet werden (P<0,05; Abb. 7 A und B). Dabei
waren keine unterschiedlichen CPT1a- und CACT-mRNA-Konzentrationen zwischen den mit

200 pM bzw. 400 uM Olsaure behandelten Zellen zu erkennen.
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Abb. 6: Relative mMRNA-Konzentrationen der A) langkettigen Acyl-CoenzymA-Dehydrogenase (LCAD) und B)
Carnitin-Acylcarnitintranslokase (CACT) nach 16 h-Priinkubation der TaT1-Zellen in 0,5 % FKS-haltigem Medium
und anschlieender 6 h-Inkubation der Zellen mit 20 uM 9(S)-HODE, 2 pM 8(S)-HETE oder 0,64 % Ethanol
(Kontrolle) in 0,5 % FKS-haltigem Medium.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

% \Neerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente -Aktin.
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Abb. 7: Relative mRNA-Konzentrationen der A) Carnitin-Palmitoyltransferase la (CPT1a) und B) Carnitin-
Acylcarnitintranslokase (CACT) nach 16 h-Priinkubation der TaT1-Zellen mit 0,5 % FKS-haltigem Medium und
anschlieRender 6 h- und 24 h-Inkubation der Zellen mit 200 pM und 400 uM Olsdure oder mit 0,5 % FKS-haltigem
Medium allein (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

% \Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin.
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4.1.4 Relative mRNA-Konzentration von TSHB nach Inkubation der TaT1-Zellen mit
natlrlichen PPARa-Agonisten

In Abb. 8 wird ersichtlich, dass nach 6-stiindiger Inkubation der TaT1-Zellen mit 20 uM
9(S)-HODE und 2 pM 8(S)-HETE eine signifikante Abnahme der TSHB-mRNA-
Konzentration um 28 % bzw. 26 % erfolgte (P<0,05).

Dagegen hatte die 6-stiindige Behandlung der Zellen mit 200 uM und 400 pM Olséure keinen
Einfluss auf die TSHB-mRNA-Konzentration (Abb. 9). Auch nach Inkubation der Zellen mit
200 puM Olsaure tber 24 h blieb die relative mMRNA-Konzentration von TSHB gegentiber der
Kontrollzellen unveréndert. Eine Reduktion der TSHB-mRNA-Konzentration (-24%) wurde
erst nach 24-stiindiger Inkubation mit 400 uM Olsaure im Vergleich zur Kontrolle erreicht
(P<0,05; Abb. 9).
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Abb. 8: Relative mMRNA-Konzentration der B-Untereinheit des Thyreotropins (TSHB) nach 16 h-Prainkubation der
TaT1-Zellen in 0,5 % FKS-haltigem Medium und anschlieRender 6 h-Inkubation der Zellen mit 20 uM 9(S)-HODE,
2 UM 8(S)-HETE oder 0,64 % Ethanol (Kontrolle) in 0,5 % FKS-haltigem Medium.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

a Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).
Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente $-Aktin.
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Abb. 9: Relative mMRNA-Konzentration der B-Untereinheit des Thyreotropins (TSHp) nach 16 h-Prainkubation der
TaT1-Zellen mit 0,5 % FKS-haltigem Medium und anschliefender 6 h- und 24 h-Inkubation der Zellen mit 200 uM
und 400 pM Olséure oder mit 0,5 % FKS-haltigem Medium allein (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

% \Neerte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).
Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente 3-Aktin.

4.1.5 Relative mRNA-Konzentrationen von TRB2, RXRa und Neuromedin B nach Inkubation
der TaT1-Zellen mit PPARa-Agonisten

In Tab. 9 sind die relativen mRNA-Konzentrationen von TRB2, RXRa und Neuromedin B
nach Behandlung der TaT1-Zellen mit WY 14.643, Ciprofibrat sowie Olsaure dargestellt.
Dabei wird deutlich, dass die Inkubation der Zellen mit 25 uM und 50 uM WY 14.643 und
Ciprofibrat Uber 6 und 24 h keinen Einfluss auf die relativen mRNA-Konzentrationen von
TRB2, RXRa und Neuromedin B im Vergleich zu den Kontrollzellen hatte. Auch nach 6- und
24-stiindiger Inkubation der Zellen mit 200 uM und 400 uM Olséure blieben die relativen
mRNA-Konzentrationen von TRB2, RXRa und Neuromedin B gegeniiber den Kontrollzellen

unverandert.

4.1.6 Relative mRNA-Konzentrationen von PPARa-Corepressoren nach Inkubation der
TaT1-Zellen mit PPARa-Agonisten

In Tab. 10 sind die relativen mRNA-Konzentrationen der PPARa-Corepressoren nuclear
receptor subfamily 1, group D, member 1 (Rev-erba), silencing mediator for retinoid or
thyroid-hormone receptors (SMRT) sowie der nuclear receptor corepressor 1 (Ncorl) nach
Inkubation der TaT1-Zellen mit den PPARa-Agonisten WY 14.643 sowie Ciprofibrat
dargelegt. Nach 6- und 24-stiindiger Inkubation der Zellen mit 25 uM und 50 uM WY 14.643
sowie Ciprofibrat waren keine unterschiedlichen relativen mRNA-Konzentrationen der drei

Corepressoren im Vergleich zu den Kontrollzellen zu beobachten.
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Tab. 9: Relative mMRNA-Konzentrationen von Schilddriisenhormonrezeptor 2 (TRB2), 9-cis Retinoid-X-Rezeptor o (RXRa) und Neuromedin B
der TaT1-Zellen nach 6 h- und 24 h-Inkubation mit synthetischen und nattrlichen PPARa-Agonisten

6h 24 h
TRB2 RXRa Neuromedin B TRP2 RXRa Neuromedin B
Kontrolle 1,00 £ 0,00 ab 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
25 UM WY 14.643 1,02 £ 0,09 ab 1,10 +£0,08 1,08+0,12 1,05+0,24 0,94 +0,12 1,03 +0,10
50 UM WY 14.643 1,02 +0,08 ° 1,03+0,18 1,05+ 0,03 1,12+ 0,19 0,86 £ 0,12 0,96 £ 0,09
25 uM Ciprofibrat 0,91 + 0,06 b 1,24 £0,08 0,98 + 0,14 0,97 £ 0,19 0,90 +£0,11 0,96 + 0,09
50 uM Ciprofibrat 1,07+ 0,08 ° 1,07 £0,29 1,03+£0,09 1,02 £0,22 0,93 + 0,06 0,98 £ 0,10
Kontrolle n.a. n.a. 1,00 £ 0,00 n.a. n.a. n.a.
20 uM 9(S)-HODE n.a. n.a. 0,96 + 0,05 n.a. n.a. n.a.
2 UM 8(S)-HETE n.a. n.a. 0,85+0,20 n.a. n.a. n.a.
Kontrolle 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
200 pM Olsaure 1,15+0,18 0,98 £0,15 0,88 £0,10 0,94+ 0,13 0,87 £0,16 1,06 £ 0,13
400 pM Olsaure 1,03 £ 0,06 1,05+ 0,20 0,99 £ 0,09 0,92+0,12 0,97 £0,17 1,09 £ 0,15

Nach 16 h-Prdinkubation mit 0,5 % FKS-haltigem Medium wurden die Zellen mit WY 14.643 (25 pM, 50 pM), Ciprofibrat (25 uM, 50 uM); 9(S)-HODE (20uM) und 8(S)-HETE (2 uM) bzw.
Olsaure (200 M, 400 uM) inkubiert. Die Kontrollzellen wurden mit 0,01 % DMSO; 0,64 % Ethanol bzw. mit 0,5 % FKS-haltigem Medium allein behandelt.
Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

n.a.= nicht analysiert.

ab Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente 3-Aktin.
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Tab. 10: Relative mRNA-Konzentrationen von nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 (Rev-erb a), silencing mediator for retinoid or
thyroid-hormone receptors (SMRT) und nuclear receptor corepressor 1 (Ncorl) der TaT1-Zellen nach 6 h- und 24 h-Inkubation mit

synthetischen PPARa-Agonisten

6h 24 h
Rev-erba SMRT Ncorl Rev-erba SMRT Ncorl
Kontrolle 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 2 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
25 UM WY 14.643 1,04 +0,21 1,04 £ 0,25 1,07 +£0,11 0,97 + 0,09 ® 1,02 + 0,06 0,98 £ 0,07
50 uM WY 14.643 1,01 +0,12 1,05+0,13 1,05+0,14 0,88+0,04° 0,94 £ 0,03 0,94 +£ 0,07
25 UM Ciprofibrat 1,01 +£0,18 0,96 £0,15 1,08 +0,14 1,01+0,16% 0,91+0,19 0,95 £ 0,08
50 uM Ciprofibrat 1,16 £ 0,18 1,06 £ 0,20 1,09 +0,11 1,03+0,03% 0,96 +£0,12 0,99 £ 0,05

Nach 16 h-Préinkubation mit 0,5 % FKS-haltigem Medium wurden die Zellen mit WY 14.643 (25 uM, 50 uM), Ciprofibrat (25 uM, 50 uM) oder DMSO (0,01 %) als Kontrolle in 0,5 % FKS-

haltigen Medium inkubiert.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=4).

ab Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben unterscheiden sich signifikant voneinander (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin.
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4.1.7 Ergebnisse der TSHB-Promotoraktivitatsanalysen

Die Sequenzanalysen der 5’-flankierenden Region des TSHP-Gens der Maus mittels
NUBIScan Software (Podvinec et al., 2002) ergaben 3 putative PPRESs in den Positionen -553
bis -565, -4 bis -16 sowie +381 bis +393 relativ zum Transkriptionsstart (Tab. 11). Um zu
uberprifen, ob der TSHP-Promotor einer negativen Regulation durch PPARa unterliegt,
wurde die 5’-regulatorische Region des TSHB-Gens der Maus (Sequenz -944 bis +480 relativ
zum Transkriptionsstart) in ein Luciferase-Reporterplasmid (pGL3) kloniert und anschlieRend
Uber transiente Transfektion in HepG2-Zellen eingebracht. HepG2-Zellen mit diesem TSHp-
Reportergenkonstrukt (pGL3_TSHp) wiesen insgesamt eine sehr geringe Luciferase-Aktivitat
auf, die auch nach Inkubation mit 100 pM WY 14.643 unveréndert blieb (Abb. 10). Bei den
HepG2-Zellen, die mit dem PPARa-Expressionsplasmid pCMX-PPARa und dem RXRa-
Expressionsplasmid pCMX-RXRa. co-transfiziert wurden, war ebenfalls keine Anderung der
relativen Luciferaseaktivitait des pGL3-TSHp-Reporterkonstrukts nach Stimulation mit
WY 14.643 zu beobachten. Dagegen zeigte sich bei den mit dem positiven Kontrollplasmid
3 x ACO-PPRE transfizierten und mit pCMX-PPARa und pCMX-RXRa co-transfizierten
HepG2-Zellen infolge der Inkubation mit WY 14.643 ein starker Anstieg der relativen
Luciferaseaktivitat gegeniiber den mit DMSO behandelten Kontrollzellen (Abb. 10).

Tab. 11: Ergebnisse der NUBIScan-Analyse

Direct-Repeat 1 Position (Strang) P-Value Site sequence
PPRE-929 -4 bis -16 (+) 0.0501004 AGATCAgQAGGGGA
PPRE-389 -553 bis -565 (+) 0.0690179 TGATCTcAGGTCA
PPRE-1337 +381 bis +393 (-) 0.0248866 AGCACACAGGTTA
Konsensussequenz AGGTCAnAGGTCA

PPRE: PPAR response element
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Abb. 10: Effekt des PPARa-Agonisten WY 14.643 auf die Promotoraktivitit der B-Untereinheit des Thyreotropins
(TSHB) in HepG2-Zellen. Die HepG2-Zellen wurden entweder mit dem pGL3-TSHp-Konstrukt (pGL3_TSHf), dem
Kontrollplasmid pGL3_0 oder dem positiven Kontrollplasmid 3 x ACO PPRE sowie mit dem internen Kontrollplasmid pGL4
transient transfiziert. Zudem wurden die Zellen mit dem PPARa-Expressionsplasmid pCMX-mPPARa und dem RXRa-
Expressionsplasmid pCMX-mRXRa co-transfiziert. Anschliefend erfolgte eine 24 stiindige-Inkubation der Zellen mit
WY 14.643 oder DMSO (Kontrolle). Nach Zelllyse wurde die Luciferaseaktivitat ermittelt.

Die relative Luciferaseaktivitat entspricht dem Verhéltnis Firefly-/Renilla-Luciferase.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=2).

Die DMSO-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.

4.2 Ergebnisse der tierexperimentellen Untersuchungen

4.2.1 Fastenversuch (in-vivo-\Versuch 1)

4.2.1.1 Korper- und relatives Lebergewicht

Im Rahmen des Versuchs wurden das Anfangs- und die Endgewicht sowie das relative
Lebergewicht der Mduse erfasst. Zu Versuchsbeginn konnte kein Kérpergewichtsunterschied
zwischen den einzelnen Gruppen (WT Kontrolle 28,5 + 3,6 g; KO Kontrolle 28,4 £ 2,3 g; WT
Fasten 28,5 + 3,6 g; KO Fasten 28,4 + 2,3 g) beobachtet werden. In Abb. 11 A ist das
Korpergewicht der Tiere zu Versuchsende dargestellt. Zu erkennen ist, dass die tber die Dauer
von 48 h gefasteten Tiere unabhangig vom Genotyp ein etwa 13% niedrigeres Korpergewicht
gegenuber den Kontrolltieren aufwiesen (P<0,001).

Zudem zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Fastens, des Genotyps sowie der Interaktion
beider Faktoren auf das relative Lebergewicht der Tiere (Abb. 11 B). So wiesen die gefasteten
Tiere ein signifikant hoheres relatives Lebergewicht als die Kontrolltiere auf (P<0,001).
Weiterhin konnte bei den PPARa-KO-Mdusen ein signifikant hoheres Lebergewicht im
Vergleich zu den WT-Tieren beobachtet werden (P<0,001). Bei den gefasteten PPARa-KO-
Tieren kam es gegeniiber den PPARa-KO-Kontrolltieren zu einer etwa 30 %igen Zunahme
des Lebergewichtes, wéhrend bei den WT-Tieren infolge des Fastens keine
Lebergewichtsveranderung erkennbar war (P<0,001; Abb. 11).
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Abb. 11: A) Kérpergewicht (g) und B) relatives Lebergewicht (g/100g KG) von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout
(KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8); KG= Kd&rpergewicht.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).

4.2.1.2 Konzentrationen von NEFA im Plasma

Wie in Abb. 12 zu erkennen, hatte das Fasten, der Genotyp sowie die Interaktion beider
Faktoren einen Einfluss auf die Konzentrationen an NEFA im Plasma der Mduse. Sowohl bei
den WT- als auch bei den PPARa-KO-Méausen konnte infolge des Fastens ein signifikanter
Anstieg der Plasmakonzentration an NEFA im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet
werden (P<0,001). Dabei waren bei den gefasteten PPARa-KO-Tieren gegeniiber den
gefasteten WT-Tieren die NEFA-Konzentrationen im Plasma um 28 % erhoht (P<0,05). Die
ad libitum gefitterten Kontrolltiere wiesen dagegen keine unterschiedliche Konzentration an
NEFA im Plasma auf (Abb. 12).

2WA: F (P<0,001), G (P<0,01), G x F (<0,05)
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Abb. 12: Konzentrationen unveresterter Fettsduren (NEFA) (mmol/l) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-
knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Plasmaproben zweier Tiere einer Gruppe wurden gepoolt.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).
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4.2.1.3 Konzentrationen von T4, T3, fT4 und fT3 im Plasma

In Abb. 13 A-D sind die Konzentrationen der Schilddriisenhormone T4, T3, fT4 und fT3 im
Plasma der Mduse dargelegt. Zu erkennen ist, dass unter Fastenbedingungen sowohl bei den
WT- als auch bei den PPARa-KO-Tieren die Schilddriisenhormone im Plasma im Vergleich
zu den Kontrolltieren signifikant verringert waren (P<0,001). Auch der Genotyp beeinflusste
die Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma der Tiere. So wiesen die WT-Tiere
signifikant hohere T4- (P<0,01; Abb. 13 A), fT4- (P<0,001; Abb. 13 C) und fT3- (P<0,05;
Abb. 13 D) Konzentrationen im Plasma als dic PPARa-KO-Tiere auf. Weiterhin zeigte sich
eine signifikante Interaktion von Genotyp und Fasten auf die Plasmakonzentration an T3
(P<0,01; Abb. 13 B), fT4 (P<0,001; Abb. 13 C) sowie fT3 (P<0,05; Abb. 13 D). Ein
tendenzieller Effekt der Interaktion beider Einflussfaktoren (P<0,1; Abb. 13 A) war auf die
T4-Konzentration im Plasma der Tiere zu erkennen. Zudem konnte im Plasma der gefasteten
PPARa-KO-Tiere ein deutlich starkerer Konzentrationsabfall von T4, T3, fT4 und fT3
gegenuiber der gefasteten Kontrolltiere beobachtet werden, wéhrend sich die Schilddrisen-
hormonkonzentrationen im Plasma der WT- und PPARa-KO-Kontrolltiere nicht
unterschieden (Abb. 13)
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Abb. 13: Konzentrationen von A) Thyroxin (T4) (nmol/l), B) Triiodthyronin (T3) (nmol/l), C) freiem T4 (fT4) (pmol/l)
und D) freiem T3 (fT3) (pmol/l) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten
oder ad libitum Fitterung (Kontrolle).

Plasmaproben zweier Tiere einer Gruppe wurden gepoolt.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).

4.2.1.4 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen im Hypothalamus

In Abb. 14 ist die relative mRNA-Konzentration von TRH im Hypothalamus der Mause
dargestellt. Es konnte weder ein Einfluss des Fastens, des Genotyp noch einer Interaktion

beider Faktoren auf die TRH-mRNA-Konzentration beobachtet werden.
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Abb. 14: Relative mRNA-Konzentration von Thyreoliberin (TRH) im Hypothalamus von Wildtyp (WT)- und PPARa-
knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Fitterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=16).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin und Cyclophilin A.
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4.2.1.5 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Hypophyse

Um eine PPARa-Aktivierung in der Hypophyse der Méuse zu belegen, wurde die relative
MRNA-Konzentation des PPARa-Zielgens Hydroxy-methyl-glutaryl-CoenzymA-Synthase 2
(HMGCS2) bestimmt. Dabei zeigte sich ein Einfluss des Fastens, des Genotyps sowie eine
Interaktion beider Faktoren (Abb. 15 A). Infolge des Fastens kam es zu einem signifikanten
Anstieg der HMGCS2-mRNA-Konzentration in der Hypophyse der Tiere (P<0,001). Dieser
war bei den gefasteten WT-Tieren im Vergleich zu den gefasteten PPARa-KO-Tieren deutlich
starker ausgepragt (P<0,01). Insgesamt wiesen die WT-Tiere unabhéngig von der
Futteraufnahme eine signifikant héhere mRNA-Konzentration an HMGCS2 in der
Hypophyse als die PPARa-KO-Tiere auf (P<0,001; Abb. 15 A).

In Abb. 15 B und C wird deutlich, dass die relativen mRNA-Konzentrationen von TSHf und
TSHa in der Hypophyse der Tiere dem Einfluss des Fastens, des Genotyps sowie der
Interaktion von Genotyp und Fasten unterlagen. So wiesen die gefasteten Tiere signifikant
niedrigere hypophysare TSHB- und TSHa-mRNA-Konzentrationen als die Kontrolltiere auf
(P<0,001). Infolge des Fastens konnten bei den WT-Tieren gegeniiber den PPARa-KO-Tieren
héhere MRNA-Konzentrationen an TSHP (2,6 fach) und TSHa (1,4 fach) in der Hypophyse
beobachtet werden (P<0,01). Dagegen unterschieden sich die hypophysdren TSH(- und
TSHa-mRNA-Konzentrationen der PPARa-KO- und WT-Kontrolltiere nicht (Abb. 15 B, C).
Die relative mRNA-Konzentration von Neuromedin B in der Hypophyse der Mause wurde
nur durch den Genotyp beeinflusst. So zeigte sich, dass die PPARa-KO-Mause sowohl unter
Fasten- als auch unter Futterungsbedingungen eine signifikant héhere Neuromedin B-mRNA-
Konzentration als die WT-Tieren aufwiesen (P<0,001) (Abb. 15 D).

Bei den relativen mRNA-Konzentrationen von TRHDE und DIO2 in der Hypophyse der
Mause konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet
werden (Abb. 15 E, G). Es zeigte sich ausschlieBlich ein tendenzieller Effekt des Genotyps
auf die hypophysare DIO2-mRNA-Konzentration (P<0,1). Dabei war bei den WT-Tieren
gegeniiber den PPARa-KO-Tieren eine hohere relative mRNA-Konzentration der DIO2 zu
beobachten.

Die hypophysdre TRB2-mRNA-Konzentration wurde durch den Genotyp der Tiere signifikant
beeinflusst (P<0,05). So wiesen die WT-Tiere unabhéngig von der Futteraufnahme eine
hohere mMRNA-Konzentration an TRB2 als die PPARa-KO-Tiere auf (Abb. 15 F).

Weiterhin konnte eine Anderung der relativen RXRa-mRNA-Konzentration in der

Hypophyse der Tiere in Abhangigkeit vom Fasten und vom Genotyp beobachtet werden. In
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der Hypophyse der Tiere kam es infolge des Fastens zu einem signifikanten Anstieg der
relativen mMRNA-Konzentration von RXRa im Vergleich zu den Kontrolltieren (P<0,01).
Zudem zeigte sich bei den WT- gegeniiber den PPARa-KO-Tieren eine signifikant geringere
hypophysdre RXRa-mRNA-Konzentration (P<0,05) (Abb. 15 H).

4.2.1.6 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Schilddrise

Um zu untersuchen, ob sich der Unterschied der TSHB-mRNA-Konzentration zwischen den
gefasteten WT- und den gefasteten PPARa-KO-Mdusen auch in der mRNA-Expression
verschiedener Schilddriisengene widerspiegelt, wurden die relativen mMRNA-Konzentrationen
von TSHR, NIS, TPO sowie PAX-8 bestimmt und in Abb. 16 A-D dargelegt. Dabei zeigte
sich, dass Fasten unabhangig vom Genotyp der Tiere eine signifikante Abnahme der relativen
mRNA-Konzentrationen von TSHR (P<0,01), NIS (P<0,001) und TPO (P<0,001) in der
Schilddrise bedingt. Dagegen blieb die PAX-8-mRNA-Konzentration unbeeinflusst.

Zudem konnte eine Genotyp-spezifische Verdnderung der relativen mRNA-Konzentration
von NIS und ein Einfluss der Interaktion von Genotyp und Fasten auf die TPO-mRNA-
Konzentration beobachtet werden. So wiesen die WT-Tiere eine signifikant hohere NIS-
mRNA-Konzentration in der Schilddrise als die PPARa-KO-Tiere auf (P<0,001; Abb. 16 C).
Ebenso zeigte sich bei den WT-Tieren gegeniiber den PPARa-KO-Tieren eine signifikant
hohere thyreoidale TPO-mRNA-Konzentration. Dieser Effekt blieb jedoch ausschliellich auf
die gefasteten Tiere beschrankt (P<0,05; Abb. 16 D).
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Abb. 15: Relative MRNA-Konzentrationen von A) Hydroxy-methyl-glutaryl-CoenzymA-Synthase 2 (HMGCS?2), B) -
Untereinheit des Threotropins (TSHB), C) a-Untereinheit des Thyreotropins (TSHa), D) Neuromedin B, E) TRH-
degrading enzyme (TRHDE), F) Schilddrisenhormonrezeptor (TRB2), G) Typ Il 5' Deiodase (DIO2) und H) 9-cis
Retinoid-X-Rezeptor o (RXRa) in der Hypophyse von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-M&ausen nach 48 h
Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente 3-Aktin und Cyclophilin A.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).
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Abb. 16: Relative mRNA-Konzentrationen von A) Thyreotropin-Rezeptor (TSHR), B) paired-domain/homeo box
transcription factor 8 (PAX-8), C) Natrium-lodid-Symporter (NIS) und D) Thyreoperoxidase (TPO) in der Schilddrise
von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Fitterung (Kontrolle).
Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente 3-Aktin und Cyclophilin A.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).
Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).

4.2.2 Fastenversuch (in-vivo-Versuch 2)

4.2.2.1 Korper- und relatives Lebergewicht

Auch im zweiten Fastenversuch wurde zu Beginn und zum Ende das Korpergewicht der
Mause erfasst. Zu Versuchsbeginn unterschied sich das Korpergewicht der Tiere zwischen den
einzelnen Gruppen nicht. Wie in Abb. 17 A zu erkennen, war sowohl bei den WT- als auch bei
den PPARa-KO-Tieren ein niedrigeres Korpergewicht gegenlber den Kontrolltieren zu
beobachten (P<0,001). Auf das zu Versuchsende bestimmte relativen Lebergewicht der Tiere
nahm das Fasten (P<0,001), der Genotyp (P<0,001) sowie die Interaktion beider Faktoren
(P<0,001) Einfluss (Abb. 17 B). So wiesen die WT-Tiere ein signifikant geringeres
Lebergewicht als die PPARa-KO-Tiere auf. Zudem kam es bei den gefasteten WT-Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren zu einer Abnahme des Lebergewichts. Dagegen war das

Lebergewicht der gefasteten PPARa-KO-Tiere gegenuber der Kontrolltiere um etwa 23 %
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erhoht (Abb. 17 B).
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Abb. 17: A) Kérpergewicht (g) und B) relatives Lebergewicht (g/100g KG) von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout
(KO)-Méause nach 48 h Fasten oder ad libitum Fitterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8); KG= Kd&rpergewicht.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).

4.2.2.2 Konzentrationen von NEFA im Plasma

Die Konzentrationen an NEFA im Plasma der Mé&use wurden durch das Fasten und den
Genotyp beeinflusst (Abb. 18). Es zeigte sich, dass die gefasteten Tiere gegeniliber den
Kontrolltieren signifikant hohere Plasmakonzentrationen an NEFA aufwiesen (P<0,001). Bei
den gefasteten PPARa-KO-Tieren konnte dabei ein 30 % stdrkerer Anstieg der NEFA-
Konzentrationen im Plasma im Vergleich zu den gefasteten WT-Tieren beobachtet werden.
Dagegen unterschieden sich die WT- und PPARa-KO-Kontrolltiere hinsichtlich der
Konzentrationen an NEFA im Plasma nicht. Insgesamt wiesen die PPARa-KO-Tiere
73 % hohere NEFA-Konzentrationen als die WT-Tiere auf (P<0,01; Abb. 18).
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Abb. 18: Konzentrationen unveresterter Fettsduren (NEFA) (mmol/l) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-
knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Plasmaproben zweier Tiere einer Gruppe wurden gepoolt.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G).
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4.2.2.3 Konzentration von fT4 im Plasma

In Abb. 19 ist die Konzentration des fT4 im Plasma der Mé&use dargestellt. Es wird deutlich,
dass Fasten die Konzentration an fT4 im Plasma der Tiere signifikant beeinflusst (P<0,001).
Die fT4-Konzentration im Plasma der gefasteten WT-Tiere nahm gegenlber der WT-
Kontrolltiere um etwa 28 % ab. Auch bei den gefasteten PPARa-KO-Tieren konnte im
Vergleich zu den PPARa-KO-Kontrolltieren eine 37 %ige Abnahme der Plasma-fT4-
Konzentration beobachtet werden. Zudem war bei den WT-Tieren unabhdngig von der
Futteraufhahme eine signifikant hohere Plasmakonzentration an fT4 als bei den PPARa-KO-

Tieren zu erkennen (P<0,01; Abb. 19).
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Abb. 19: Konzentration an freiem Triiodthyronin fT4 (pmol/l) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout
(KO)-Médusen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Plasmaproben zweier Tiere einer Gruppe wurden gepoolt.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G).

4.2.2.4 Konzentration von Leptin im Plasma

In Abb. 20 wird ersichtlich, dass auch die Leptinkonzentration im Plasma der Mé&use durch
das Fasten beeinflusst wird (P<0,05). Dabei war bei den gefasteten WT-Tieren die Plasma-
Leptinkonzentration gegeniiber den WT-Kontrolltieren um 40 % vermindert, wahrend sich die
der gefasteten PPARa-KO-Tiere nicht von denen der PPARa-KO-Kontrolltiere unterschied
(Abb. 20).



Ergebnisse 55
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Abb. 20: Konzentration an Leptin (ng/ml) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 48
h Fasten oder ad libitum Fitterung (Kontrolle).

Plasmaproben zweier Tiere einer Gruppe wurden gepoolt.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F).

4.2.2.5 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen im Hypothalamus

In Abb. 21 Aist zu erkennen, dass die relative TRH-mRNA-Konzentration im Hypothalamus
der Mause nicht durch den Genotyp, das Fasten oder die Interaktion beider Faktoren
beeinflusst wurde.

Bei der relativen mRNA-Konzentration von POMC im Hypothalamus der Méause konnten
fastenbedingte Veranderungen beobachtet werden (Abb. 21 B). So wiesen sowohl die WT- als
auch die PPARa-KO-Tiere nach 48-stiindigem Fasten eine signifikant niedrigere POMC-
mRNA-Konzentration als die Kontrolltiere auf (P<0,001).

Auch die DIO2- und NPY-mRNA-Konzentrationen im Hypothalamus der Tiere wurden durch
das Fasten beeinflusst (Abb. 21 C, D). So konnte bei den gefasteten Tieren ein signifikanter
Anstieg der relativen mRNA-Konzentrationen von DIO2 und NPY im Vergleich zu den
Kontrolltieren beobachtet werden (P<0,001). Zudem wiesen die WT-Tiere eine signifikant
hohere NPY-mRNA-Konzentration gegenuber den PPARa-KO-Tieren auf (P<0,05;
Abb. 21 D).

Wie in Abb. 21 E und F zu erkennen ist, kam es infolge des Fastens zu Verdnderungen der
relativen mRNA-Konzentrationen von MCT8 und MCT10 im Hypothalamus der Tiere. Bei
gefasteten Tieren zeigte sich verglichen mit den Kontrolltieren eine signifikant verminderte
hypothalamische MCT8-mRNA-Konzentration (P<0,001; Abb. 21 E). Dagegen war die
relative mRNA-Konzentration von MCT10 der gefasteten Tieren gegeniiber den
Kontrolltieren erhoht (P<0,001). Zudem wurde die relative mRNA-Konzentration von MCT8
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durch die Interaktion von Genotyp und Fasten beeinflusst (P<0,05). So konnte bei den WT-
verglichen mit den PPARa-KO-Tieren eine geringere Abnahme der hypothalamische MCT8-
mRNA-Konzentration infolge des Fastens beobachtet werden (Abb. 21 F).
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Abb. 21: Relative mRNA-Konzentrationen von A) Thyreoliberin (TRH), B) Proopiomelanocortin (POMC), C) Typ Il
5' Deiodase (D102), D) Neuropeptid Y (NPY), E) Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und F) Monocarboxylat-
Transporter 10 (MCT10) im Hypothalamus von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten
oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=16).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente f3-Aktin und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).

4.2.2.6 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Hypophyse

Die relative mMRNA-Konzentration von TSHp in der Hypophyse der Mause wurde durch das
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Fasten und den Genotyp beeinflusst. Wie in Abb. 22 A ersichtlich ist, kam es bei den
gefasteten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren zu einer signifikanten Abnahme der
TSHB-MmRNA-Konzentration (P<0,001). Weiterhin zeigte sich bei den WT-Tieren unabhéngig
von der Futteraufnahme eine signifikant hohere TSHB-mRNA-Konzentration als bei den
PPARa-KO-Tieren (P<0,05).

Bei den relativen mMRNA-Konzentrationen von POMC und MCT8 in der Hypophyse der Tiere
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet
werden (Abb. 22 B, C). Die relative mMRNA-Konzentration von MCT10 in der Hypophyse der
Méause unterlag dem Einfluss des Fastens (Abb. 22 D). So kam es bei den gefasteten PPARa-
KO-Tieren verglichen mit den PPARa-KO-Kontrolltieren zu einem signifikanten Anstieg der
MCT10-mRNA-Konzentration (P<0,05). Zudem wiesen die PPARa-KO-Tiere nach 48 h
Fasten eine signifikant hohere MCT10-mRNA-Konzentration als die WT-Tiere auf (P<0,05;
Abb. 22 D).
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Abb. 22: Relative mRNA-Konzentrationen von A) g-Untereinheit des Thyreotropins (TSH@), B) Proopiomelanocortin
(POMC), C) Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und D) Monocarboxylat-Transporter 10 (MCT10) in der
Hypophyse von Wildtyp (WT)- und PPARe-knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung
(Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).
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4.2.2.7 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Schilddriise

In Abb. 23 sind die relativen mRNA-Konzentrationen von NIS, TPO, MCT8 und MCT10 in
der Schilddrise der Mause dargestellt. Zu erkennen ist, dass die relativen mRNA-
Konzentrationen von NIS und TPO fasten- und genotypbedingten Anderungen unterlagen. So
nahmen die mRNA-Konzentrationen von NIS und TPO bei den gefasteten Tieren verglichen
mit den Kontrolltieren ab (P<0,001). Zudem wiesen die WT-Tiere signifikant héhere relative
mMRNA-Konzentrationen von NIS (P<0,01) und TPO (P<0,05) als die PPARa-KO-Tiere auf
(Abb. 23 A und B).

Auch die relativen mRNA-Konzentrationen von MCT8 und MCT10 in der Schilddriise der
Tiere wurde durch das Fasten und den Genotyp beeinflusst (Abb. 23 C und D). Infolge des
Fastens war eine signifikante Abnahme der thyreoidalen MCT8- und MCT10-mRNA-
Konzentrationen zu beobachten. Weiterhin zeigte sich bei den WT-Tieren gegenilber den
PPARa-KO-Tieren signifikant hohere relative mRNA-Konzentrationen von MCT8 (P<0,05)
und MCT10 (P<0,001). Der Effekt des Genotyps auf die relative mRNA-Konzentration von
MCT10 wurde durch das Fasten noch verstérkt (P<0,05; Abb. 23 D).
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Abb. 23: Relative mRNA-Konzentrationen von A) Natrium-lodid-Symporter (NIS), B) Thyreoperoxidase (TPO), C)
Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und D) Monocarboxylat-Transporter 10 (MCT10) in der Schilddrise von
Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=8).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung diente B-Aktin und Cyclophilin A.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).
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4.2.2.8 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Leber

In der Leber der Mé&use konnte ein Einfluss des Fastens, des Genotyps sowie der Interaktion
von Genotyp und Fasten auf die relativen mRNA-Konzentrationen von FGF21, CAR,
UGT1A1, SultlAl, MCT8 sowie MCT10 beobachtet werden (Abb. 24 A-F).

So zeigte sich infolge des Fastens ein signifikanter Anstieg der relativen mRNA-
Konzentrationen von FGF21 und CAR in der Leber (P<0,001), der bei den WT-Tieren
gegeniber den PPARa-KO-Tieren deutlich stérker ausfiel (P<0,001; Abb. 24 A, B). Zudem
waren bei den WT-Tieren signifikant hohere FGF21- und CAR-mRNA-Konzentrationen als
bei den PPARa-KO-Tieren zu erkennen (P<0,001; Abb. 24 A).

Auch bei den relativen mRNA-Konzentrationen von UGT1AL und SultlAl (Abb. 24 C, D)
konnte eine fastenbedingte Zunahme in der Leber der Tiere beobachtet werden (P<0,001).
Dabei kam es bei den PPARa-KO-Tieren gegenliber den WT-Tieren infolge des Fastens zu
einer starkeren hepatischen Zunahme der UGT1A1-mRNA-Konzentration (P<0,05; Abb. 24
C). Dagegen zeigte sich bei den gefasteten WT-Tieren ein deutlich starkerer Anstieg der
relativen mRNA-Konzentration von SultlAl im Vergleich zu den PPARa-KO-Tieren
(P<0,05; Abb. 24 D). Weiterhin wiesen die WT-Tiere eine signifikant hohere UGT1Al-
MRNA-Konzentration in der Leber als die PPARa-KO-Tiere auf (P<0,05; Abb. 24 C).
Gleiches war auch bei der relativen mRNA-Konzentration von SultlAl zu beobachten
(P<0,01; Abb. 24 D).

Die relativen mRNA-Konzentrationen von MCT8 und MCT10 in der Leber der Méuse
wurden unterschiedlich durch das Fasten beeinflusst (Abb. 24 E, F). So kam es bei den
gefasteten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren zu einer signifikanten Abnahme der
MCT8-mRNA-Konzentration, wéhrend die mRNA-Konzentration des MCT10 signifikant
anstieg (P<0,001). Dieser Fasteneffekt war bei den PPARa-KO- gegeniiber den WT-Tieren
hinsichtlich der relativen mRNA-Konzentrationen von MCT8 (P<0,001) und MCT10
(P<0,05) deutlich starker ausgepragt. Weiterhin wiesen die WT-Tiere eine signifikant hohere
MCT8-mRNA-Konzentration als die PPARo-KO-Tiere auf (P<0,001; Abb. 24 E). Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei den PPARa-KO-Tieren gegeniiber den WT-Tieren eine
signifikant hohere MCT10-mRNA-Konzentration (P<0,001; Abb. 24 F).
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Abb. 24: Relative mRNA-Konzentrationen von A) fibroblast growth factor (FGF21), B) konstitutiver Androstan-
Rezeptor (CAR), C) UDP-Glucuronosyltransferase 1Al (UGT1A1l), D) Sulfotransferase 1Al (SultlAl), E)
Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und F) Monocarboxylat-Transporter 10 (MCT10) in der Leber von Wildtyp
(WT)- und PPARa-knockout (KO)-MA&usen nach 48 h Fasten oder ad libitum Futterung (Kontrolle).

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=16).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung dienten $-Aktin und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Fasten (F), Genotyp (G), Genotyp x Fasten (G x F).
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4.2.3 Orale Applikation von WY 14.643 (in-vivo-Versuch 3)

4.2.3.1 Korpergewichtsentwicklung und relatives Lebergewicht

In Abb. 25 ist das Uber den Behandlungszeitraum erfasste Korpergewicht sowie das zur
Probenentnahme ermittelte relative Lebergewicht der Tiere dargestellt. Zu erkennen ist, dass
das Korpergewicht der Tiere wahrend der 4-tdgigen Versuchsdauer unveréndert blieb. Die
Gewichtsentwicklung vom ersten bis zum vierten \Versuchstag wurde weder durch den
Genotyp noch durch die Behandlung beeinflusst (Abb. 25 A).

Bei dem relativen Lebergewicht der Tiere zeigte sich dagegen ein signifikanter Einfluss des
Genotyps (P<0,01), der Behandlung (P<0,001) sowie der Interaktion beider Faktoren
(P<0,001; Abb. 25 B). So wiesen die WT-Tiere bei ad libitum Fitterung ein geringeres
relatives Lebergewicht als die PPARa-KO-Tiere auf. Wahrend die Behandlung der WT-Tiere
mit WY 14.643 mit einer Lebergewichtszunahme einherging, blieben die Lebergewichte der
PPARa-KO-Tiere gegenlber denen der Kontrolltiere unverdndert. Folglich war bei den
WY 14.643-behandelten WT-Tieren im Vergleich zu den WY 14.643-behandelten PPARa-
KO-Tieren ein hoheres Lebergewicht zu beobachten (Abb. 25 B).
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Abb. 25: A) Kdérpergewichtsentwicklung Uber die 4-tdgige Behandlung der Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout
(KO)-Méuse mit WY 14.643 (WY)- oder Kontroll (K)-l6sung sowie B) das relative Lebergewicht (g/100 g KG) der
Tiere zum Ende der Behandlung.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=10), KG= Kdrpergewicht.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): WY 14.643 (WY), Genotyp (G), Genotyp x WY 14.643 (G x WY).
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4.2.3.2 Konzentration von fT4 im Plasma

In Abb. 26 wird deutlich, dass die WT-Mduse eine signifikant hohere Konzentration an fT4 im
Plasma als die PPARa-KO-Mause aufwiesen (P<0,05). Weiterhin konnte bei den PPARa-KO-
Tieren nach WY 14.643-Behandlung eine signifikant niedrigere Plasma-fT4-Konzentration
gegenuber den Kontrolltieren beobachtet werden (P<0,05; Abb. 26).
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Abb. 26: Konzentration an freiem Thyroxin (fT4) im Plasma von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-M&usen
nach 4-tagiger Behandlung mit WY 14.643- oder Kontrolllésung.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=10).

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Genotyp (G).

4.2.3.3 Ergebnisse der in-situ-Hybridisierung

In Abb. 27 A und B sind die Ergebnisse der in-situ-Hybridisierung des PVN des
Hypothalamus der Méuse mit einer radioaktiv markierten TRH-RNA-Sonde dargestellt. Die
hellen Bereiche der Dunkelfeldaufnahmen der in-situ-Hybridisierung der Gehirnschnitte
reprasentieren je nach Intensitit und Flache die TRH-mRNA-Expression (Abb. 27 A). Dabei
wurde ausschliellich die TRH-Expression im PVN zur Auswertung genutzt. Der PVN ist der
Bereich des Hypothalamus, in dem die TRH-Expression auf Schwankungen des T3 und T4-
Spiegels reagiert. Bereits visuell ist zu erkennen, dass die TRH-mRNA-Expression im PVN
des Hypothalamus der Tiere weder durch den Genotyp, noch durch die Behandlung mit WY
14.643 beeinflusst wurde. Die Auswertung mit Hilfe des ImageJ-Bildbearbeitungsprogramms
bestatigte den visuellen Eindruck. Auch darlber konnte keine unterschiedliche TRH-mRNA-

Expression zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet werden (Abb. 27 B).
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Abb. 27: Relative mRNA-Expression von Thyreoliberin (TRH) im paraventrikularen Nukleus (PVN) des
Hypothalamus nach 4-t&giger Behandlung von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mé&usen mit WY 14.643-
oder Kontrolllésung.

A) Représentative Dunkelfeldaufnahmen von Gefrierschnitten des Gehirns (20 um) nach in-situ-Hybridisierung mit
radioaktiv markierten TRH-RNA-Sonden. Dargestellt sind die Ausschnitte des Gehirns in dem der PVN liegt
(MaRstabsbalken entspricht 200 pum).

B) Bestimmung der Integrated Density (relative light units) nach Auswertung der Dunkelfeldaufnahmen der in-situ-
Hybridisierung mittels ImageJ-Bildbearbeitungsprogramms.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=5). Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt.

4.2.3.4 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen im Hypothalamus

Um die Aktivitdt des PPARa im Hypothalamus der Mause nach 4-tdgiger Behandlung mit
dem synthetischen PPARa-Agonisten WY 14.643 zu Uberpriifen, wurde die relative mRNA-
Konzentration des PPARa-Zielgens HMGCS2 ermittelt (Abb. 28 A). Dabei wird deutlich,
dass die WT-Tiere eine signifikant hohere hypothalamische HMGCS2-mRNA-Konzentration
als die PPARa-KO-Tiere aufwiesen (P<0,001). Zudem kam es bei den gefasteten WT-Tieren
gegenuber den WT-Kontrolltieren zu einem 45 %igen Anstieg der HMGCS2-mRNA-
Konzentration (P<0,05).

Wie bereits Uber die in-situ-Hybridisierung gezeigt, konnte auch via realtime RT-PCR-
Analyse kein Unterschied in der relativen TRH-mRNA-Konzentration zwischen den
einzelnen Gruppen beobachtet werden (Abb. 28 B).

Die relative mRNA-Konzentration von MCT8 im Hypothalamus der M&duse wurde durch den
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Genotyp signifikant beeinflusst (P<0,001). So wiesen die WT-Tiere eine hthere MCT8-
MRNA-Konzentration als die PPARa-KO-Tiere auf (Abb. 28 C).

Dagegen war weder ein Einfluss der WY 14.643-Behandlung, des Genotyps noch der
Interaktion beider Faktoren auf die relative mRNA-Konzentration von MCT10 im
Hypothalamus der Tiere erkennbar (Abb. 28 D).
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Abb. 28: Relative mRNA-Konzentrationen von A) Hydroxy-methyl-glutaryl-CoenzymA-Synthase 2 (HMGCS2), B)
Thyreoliberin (TRH), C) Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und D) Monocarboxylat-Transporter 10 (MCT10)
im Hypothalamus von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mé&usen nach 4-tdgiger Behandlung mit
WY 14.643- oder Kontrollldsung.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=5).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung dienten B-Aktin und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): WY 14.643 (WY), Genotyp (G), Genotyp x WY 14.643 (G x WY).

4.2.3.5 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Hypophyse

Die relative mMRNA-Konzentration der HMGCS2 unterlag in der Hypophyse der Mduse dem
Einfluss des Genotyps, der Behandlung sowie der Interaktion beider Faktoren (Abb. 29 A). So
wiesen die WT-Tiere eine signifikant hohere HMGCS2-mRNA-Konzentration in der
Hypophyse als die PPARa-KO-Tiere auf (P<0,001). Infolge der WY 14.643-Behandlung
konnte bei den WT-Tieren ein etwa 20 %iger Anstieg der HMGCS2-mRNA-Konzentration im

Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet werden (P<0,05). Dagegen blieb die relative
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MRNA-Konzentration der HMGCS2 der WY 14.643-behandelten PPARa-KO-Tiere
gegeniiber der PPARa-KO-Kontrolltiere unverandert (Abb. 29 A).

In Abb. 29 B ist zu erkennen, dass die relative mMRNA-Konzentration von TSH durch den
Genotyp beeinflusst wurde. Dabei war bei den WT- gegentiber den PPARa-KO-Tieren infolge
der Behandlung mit WY 14.643 eine signifikant hohere TSHB-mRNA-Konzentration
erkennbar (P<0,05). Zudem wiesen die WY 14.643-behandelten PPARa-KO-Tiere eine
geringere TSHB-MmRNA-Konzentration als die entsprechenden Kontrolltiere auf (P<0,05;
Abb. 29 B).

Bei den relativen mRNA-Konzentrationen von MCT8 und MCT10 in der Hypophyse der
Tiere konnten dagegen keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet
werden (Abb. 29 C, D).
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Abb. 29: Relative mMRNA-Konzentrationen von A) Hydroxy-methyl-glutaryl-CoenzymA-Synthase 2 (HMGCS2), B) B-
Untereinheit des Thyreotropins (TSHp), C) Monocarboxylat-Transporter 8 (MCT8) und D) Monocarboxylat-
Transporter 10 (MCT10) in der Hypophyse von Wildtyp (WT)- und PPARa-knockout (KO)-Mausen nach 4-tagiger
Behandlung mit WY 14.643- oder Kontrolllgsung.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=10).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung dienten f-Aktin und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): WY 14.643 (WY), Genotyp (G), Genotyp X WY 14.643 (G x WY).
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4.2.3.6 Ergebnisse der realtime RT-PCR-Analysen in der Schilddriise

Wie in Abb. 30 A-C ersichtlich ist, wurden die relativen mRNA-Konzentrationen des NIS und
der beiden Monocarboxylat-Transporter MCT8 und MCT10 in der Schilddrise der Mause
durch den Genotyp beeinflusst. Die NIS-mRNA-Konzentration war bei den WT-Tieren im
Vergleich zu den PPARa-KO-Tieren erhoht (P<0,05). Zudem kam es in der Schilddriise der
WY 14.643-behandelten PPARa-KO- gegeniiber den Kontrolltieren zu einer signifikanten
Abnahme der relativen NIS-mRNA-Konzentration (P<0,05; Abb. 30 A). Dagegen wiesen die
WT-Tiere unabhangig von der Behandlung signifikant geringere thyreoidale mRNA-
Konzentrationen an MCT8 und MCT10 als die PPARa-KO-Tiere auf (P<0,001;
Abb. 30 B, C).
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Abb. 30: Relative mRNA-Konzentrationen von A) Natrium-lodid-Symporter (NIS), B) Monocarboxylat-Transporter 8
(MCT8) und C) Monocarboxylat-Transporter 10 (MCT10) in der Schilddriise von Wildtyp (WT)- und PPARGe-
knockout (KO)-Mausen nach 4-tagiger Behandlung mit WY 14.643- oder Kontrolllésung.

Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (n=10).

Die WT-Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Zur Normalisierung dienten Cyclophilin A und RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05, Fisher-LSD-Test).

Two-way ANOVA (2WA): Genotyp (G).
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4.3 Ergebnisse der Humanstudien

4.3.1 24 h-mRNA-Expressionsprofile von PPARa und BMALL in Monozyten nicht-fastender
und fastender Méanner und Frauen

Fur die in Abb. 31 dargestellte Heatmap wurden die 24 h-mRNA-Expressionsprofile von
PPARo und BMALI1 der Monozyten nicht-fastender und fastender Manner und Frauen auf
Korrelationen geprift. Die sich daraus ergebenen Korrelationskoeffizienten sind als farbliche
Felder dargelegt. Die Farbintensititen reichen von rot (Korrelationskoeffizient -1) bis weil}
(Korrelationskoeffizient +1).

Zu erkennen ist, dass sich nicht-fastende Frauen in ihrem 24 h-PPARo-mRNA-
Expressionsprofil von nicht-fastenden und fastenden Ménnern unterschieden. Weiterhin zeigte
sich, dass Fasten eine Verdnderung im 24 h-PPARa-mRNA-Expressionsprofil der Frauen
bedingt. Demzufolge wiesen die fastenden Frauen ein &hnliches Tages-PPARo-mRNA-
Expressionsprofil wie die nicht-fastenden und fastenden Méanner auf. Im Gegensatz zu den
Frauen blieb das 24 h-PPARa-mRNA-Expressionsprofil der Manner infolge des Fastens
unveréndert.

Das Tages-mRNA-Expressionsprofil von BMAL1 in Monozyten nicht-fastender und
fastender Méanner und Frauen glich dem des PPARa (Abb. 31). So konnte bei den nicht-
fastenden Frauen gegeniiber den fasten Frauen und den Ménnern ein unterschiedliches
BMAL1-mRNA-Expressionprofil beobachtet werden.
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Abb. 31: In der Heatmap sind die Spearman-Korrelationskoeffizienten der 24 h-mRNA-Expessionsprofile von
BMAL1 und PPARa in Monozyten nicht-fastender (nf) und fastender (f) Minner (3) und Frauen () dargestellt.

Die PPARa- und BMAL1-mRNA-Expressionen wurden Uber realtime RT-PCR bestimmt. Das mRNA-Expressionsprofil
jedes Gens von jedem Probanden besteht aus 12 Werten pro Tag. Zur Normalisierung diente RPLPO.

Jedes Heatmap-Feld stellt farblich die Korrelationskoeffizienten des paarweisen Vergleichs der mRNA-Expressionsprofile
dar. Die Farbintensitaten reichen von rot (Korrelationskoeffizient -1) bis weil} (Korrelationskoeffizient +1).

Permutationstest: PPARa: @ nf vs. & nf (P<0,01), @ nf vs. & f (P<0,01), @ nf vs. @ f (P<0,05); BMALL: @ nfvs. & nf
(P<0,01), @ nfvs. 3 f (P<0,01), @ nfvs. Q@ f(P<0,01).

4.3.2 Unterschiede in den Nacht/Tag-mRNA-Expressionen von PPARa und BMAL1L in
Monozyten nicht-fastender und fastender Méanner und Frauen

Um Aussagen Uber Veranderungen der Tag- und Nacht-mRNA-Expressionen von PPARa und
BMAL1 in den Monozyten der Probanden treffen zu konnen, wurden die mRNA-
Expressionsprofile beider Gene von 1 bis 7 Uhr (definiert als Nacht) sowie von 9 bis 23 Uhr
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(definiert als Tag) bestimmt. Dabei konnte beobachtet werden, dass sich die Unterschiede in
den 24 h-mRNA-Expressionsprofilen von PPARa und BMALL zwischen den nicht-fastenden
Frauen und den fastenden Frauen und Mannern auch in der Veranderung der Tag- und Nacht-
MRNA-Expressionen der beiden Gene widerspiegelt (Abb. 32 A, B). So waren die mRNA-
Expressionen von PPARa (Abb. 32 A) und BMAL1 (Abb. 32 B) der nicht-fastenden Frauen
in der Nacht im Vergleich zum Tag erhéht, wéhrend die der fastenden Frauen sowie der nicht-

fastenden und fastenden Manner in der Nacht abnahm (P<0,05).
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Abb. 32: Verénderung der Nacht-mRNA-Expressionsprofile (1.00-7.00 Uhr) von A) PPARa und B) BMALL relativ zu
den Tages-mRNA-Expressionsprofilen (9.00-23.00 Uhr) nicht-fastender (nf) und fastender (f) Miinner (J) und Frauen

(?)-

Die Tages-mRNA-Expressionsprofile wurden 0 gesetzt. Die Nacht-mRNA-Expressionsprofile sind als Balken dargestellt, die
relativ zur Nulllinie positiv oder negativ verandert sein kdnnen.

Zur Normalisierung diente RPLPO.

* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05; Permutationstest).

4.3.3 Unterschiede in der Nacht/Tag-Protein-Expression von PPARa in Monozyten
nicht-fastender und fastender Manner und Frauen

In Abb. 33 ist die Tag- und Nacht-Veranderung des Protein-Expressionsprofils von PPARa
dargestellt. Dazu wurde das PPARa-Protein-Expressionsprofil der Probanden von 1 bis 7 Uhr
(Nacht) beziehungsweise von 9 bis 23 Uhr (Tag) verglichen. Es zeigte sich, dass sich das
PPARa-Protein-Expressionsprofil der nicht-fastenden Frauen, ebenso wie das PPARa-
MRNA-Expressionsprofil, von den 3 anderen Gruppen signifikant unterscheidet (P<0,05). So
war bei den nicht-fastenden Frauen in der Nacht eine Zunahme, bei den fastenden Frauen und

den Mannern dagegen eine Abnahme der PPARa-Protein-Expression im \ergleich zum Tag

zu beobachten (Abb. 33).
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Abb. 33: Verénderung des Nacht-Protein-Expressionsprofils (1.00-7.00 Uhr) von PPARa relativ zum Tages-mRNA-
Expressionsprofil (9.00-23.00 Uhr) nicht-fastender (nf) und fastender (f) Ménner (J) und Frauen (9).

Die Tages-Protein-Expressionsprofile wurden 0 gesetzt. Die Nacht-Protein-Expressionsprofile sind als Balken dargestellt, die
relativ zur Nulllinie positiv oder negativ verandert sein kdnnen.

Zur Normalisierung diente RPLPO.
* kennzeichnet signifikant unterschiedliche Werte (P<0,05; Permutationstest).
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung des PPARa fiir die fastenbedingten Verinderungen des Schilddriisen-
hormonstoffwechsels

PPAR« ist bekannt fiir seine Rolle in der Anpassung des Stoffwechsels an das Fasten. Fasten
geht mit einer Herunterregulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises
einher, die in eine Abnahme der Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma resultiert und
einen Energiesparmechanismus darstellt (Boelen et al., 2008). Eine Studie von Konig et al.
(2009) konnte anhand Kklassischer PPARa-Zielgene die Stimulierbarkeit von PPARa in der
Hypophyse und anderen Bereichen des Gehirns infolge des Fastens belegen. Inwieweit jedoch
diese PPARa-Aktivierung an den zahlreichen fastenbedingten Verénderungen des
Schilddriisenhormonstoffwechsels beteiligt ist, sollte in der vorliegenden Arbeit anhand

verschiedener in-vitro- und in-vivo-\Versuche geklart werden.

5.1.1 Einfluss einer PPARa-Aktivierung durch synthetische und natiirliche PPARa-Agonisten
auf die TSH-mRNA-EXxpression

Eine Studie von Boelen et al. (2006) belegte, das die mMRNA-Expression von TSH wihrend
des Fastens unabhangig vom TRH sinkt. Um herauszufinden, ob dabei mdglicherweise
PPARa eine Rolle spielt, wurden im Rahmen dieser Arbeit erste in-vitro-Versuche mit TaT1-
Zellen durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine thyreotrope Zelllinie des Pars distalis der
Adenohypohyse, die aus Hypophysentumoren transgener Méuse etabliert wurde (Yusta et al.,
1998). Neben dem fiir die TSHB-Expression bedeutsamen pituitary transcription factor 1
(Pit-1) (Miyai et al., 2005) exprimieren die TaT1-Zellen die Schilddriisenhormonrezeptoren
TRP1 und TRP2. Bei der Behandlung mit T3 reagieren die TaT1-Zellen mit einer zeit- und
dosisabhidngigen Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration. Zudem wurde in dieser Zelllinie
DIO2 sowie RXR, ein Heterodimerisierungspartner von PPARa und den Schilddriisen-
hormonrezeptoren, nachgewiesen (Yusta et al., 1998; Christoffolete et al., 2006). Diese
charakteristischen Merkmale machen die TaT1-Zellen zu einem geeigneten thyreotropen
Zellmodell, um den Effekt einer PPARa-Aktivierung auf die relative mRNA-Konzentration
von TSHP und auf verschiedene Einflussfaktoren der TSH-Synthese und -Sekretion zu
untersuchen.

Nach Inkubation der Zellen mit den synthetischen PPARa-Agonisten Ciprofibrat und
WY 14.643 sowie mit den natiirlichen PPARa-Agonisten 9(S)-HODE, 8(S)-HETE und
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Olsaure wurden die mMRNA-Konzentrationen klassischer PPARa-Zielgene CPT1, CACT und
LCAD bestimmt. Die LCAD ist ein Enzym der mitochondrialen -Oxidation, wéhrend CPT1
und CACT am Transport aktivierter FS zur B-Oxidation in die Mitochondrien beteiligt sind.
CPT1 und CACT weisen im Promotor beziehungsweise im 5' untranslatierten Bereich
funktionelle PPREs auf (Mandard et al., 2004; Gutgesell et al., 2009; Song et al., 2010). Der
beobachtete Anstieg der mRNA-Konzentrationen von CPT1, CACT und LCAD nach
Behandlung der Zellen mit den PPARa-Agonisten diente als indirekter Nachweis, dass sich
PPARa in der TaT1-Zelllinie aktivieren lasst. Gleichzeitig war in den Zellen eine signifikante
Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration infolge der Inkubation mit den synthetischen und
natiirlichen PPARa-Agonisten zu erkennen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass PPARa
an der Regulation der TSHB-mRNA-Expression beteiligt ist.

Die TSHpB-Expression und -Sekretion wird von verschiedenen Faktoren wie zum Beispiel dem
TRP2, dem RXRa sowie dem Neuromedin B beeinflusst. Der Schilddriisenhormonrezeptor
TRP2 wird hauptsichlich in den thyreotropen Zellen der Hypophyse und in TRH-Neuronen
des PVN des Hypothalamus exprimiert (Hodin et al., 1989; Wood et al., 1991; Lechan et al.,
1994) und ist an der negativen Feedbackregulation des T3 auf die TRH- und TSH-Expression
beteiligt (Abel et al., 2001; Nakagano et al., 2004; Lee et al., 2011). RXRa vermittelt die
Bindung des PPARa und der TRs an die response elements der DNA und fiihrt so zur
Hemmung oder Stimulation der Transkription entsprechender Zielgene. Sharma et al. (2006)
konnten bereits anhand von TaTl1-Zellen zeigen, dass eine Stimulierung von RXR eine
Abnahme der TSHB-mRNA-Expression bedingt. In der vorliegenden Arbeit blieb die relative
MRNA-Konzentration des TRB2 sowie des RXRa nach Inkubation der TaT1-Zellen mit
synthetischen und natiirlichen PPARa-Agonisten unverandert. Somit scheint der beobachtete
Effekt der PPARa-Agonisten auf die TSH-mRNA-Konzentration nicht auf Veranderungen der
TRP2- und RXRa-Expression zu beruhen. Auch hinsichtlich der relativen mRNA-
Konzentration von Neuromedin B, einem autokrinen und parakrinen Inhibitor der TSH-
Sekretion (Oliveira et al., 2006), waren keine Unterschiede zwischen den mit PPARa-
Agonisten behandelten TaT1-Zellen und den Kontrollzellen feststellbar.

Anhand der TaT1-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass eine PPARa-Aktivierung mit einer
Hemmung der TSHB-mRNA-Expression einhergeht. Daraufhin sollte untersucht werden, ob
TSHP moglicherweise ein direktes Zielgen von PPARa darstellt. Die transkriptionelle
Kontrolle von Genen durch PPARa erfolgt iiber die Bindung des aktivierten PPARa/RXRa-
Rezeptorkomplexes an PPRE-Motive in der proximalen oder distalen Promotorregion der
PPARa-Zielgene (Qui et al., 2000; Tan et al. 2005). Das ideale PPRE-Motiv besteht aus einer
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direkten Wiederholung der Konsensussequenz AGGTCA, welche durch ein einzelnes
Nukleotid getrennt ist (Palmer et al., 1995). Mit Hilfe der NUBIScan Software kdnnen solche
putativen PPREs in der Promotorregion genomischer Sequenzen identifiziert werden
(Podvinec et al., 2002). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten NUBIScan-Analysen
der 5'-flankierenden Region des TSHP-Gens der Maus ergaben 3 putative PPREs in der
Position -553 bis -565, -4 bis -16 sowie +381 bis +393 relativ zum Transkriptionsstart des
TSHB-Gens  (NCBI  GenBank:  NCO000069.5). Die anschlieBenden  TSHp-
Promotoraktivitatsstudien erfolgten an HepG2-Zellen, da diese Zelllinie Gblicherweise fur
transiente Transfektionsassays genutzt wird (Kast-Woelberg et al., 2004; Wen et al., 2010).
Die Ergebnisse der TSHB-Promotoraktivitatsanalysen weisen jedoch darauf hin, dass die in
den TaT1-Zellen beobachtete Verminderung der TSHB-mRNA-Konzentration infolge einer
PPARa-Aktivierung nicht auf der transkriptionellen Kontrolle der ausgewahlten 5'-
flankierenden Region des murinen TSHB-Gens durch PPARa beruht. Lefterova et al. (2008)
konnten belegen, dass etwa 7 % aller PPARy response elements in proximalen Regionen weit
uber 1 kb vom Transkriptionsstart entfernt liegen. Auch Rakhshandehroo et al. (2007)
identifizierten PPRESs in Regionen bis zu 10 kb vom Transkriptionsstartpunkt entfernt. Daher
besteht die Mdglichkeit, dass auch im TSH-Gen funktionelle PPREs distal von der flr die
Reportergenexperimente in dieser Arbeit gewahlten Regionen lokalisiert sind. Die
NUBIScan-Analyse gab bereits Hinweise auf weitere proximale PPREs im TSHfB-Promotor.
Eine weitere mogliche Ursache fiir die ausbleibenden Effekte der TSHp-
Promotoraktivitatsstudien konnte die fur die transiente Transfektion verwendete HepG2-
Zelllinie darstellen. Aus der Literatur ist bekannt, dass an der Transkriptionsregulation von
TSHP verschiedene Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel der Pit-1 und GATA-2 beteiligt
sind (Gordon et al., 1997). Pit-1 kommt ausschlieflich in somatotropen, laktotropen und
thyreotropen Zellen der Adenohypophyse vor (Bodner et al., 1988; Ingraham et al., 1988).
Yusta et al. (1998) konnten nachweisen, dass TaT1-Zellen Pit-1 exprimieren. Allerdings ist
bislang noch unbekannt, ob TaTl1-Zellen aufgrund ihrer spezifischen Kultivierungs-
anforderungen fur die Transfektion geeignet sind. Daher sind weiterflihrende Untersuchungen
notwendig, um herauszufinden, ob eine Transfektion in TaT1-Zellen mdglich ist.

Die Stimulierung der Transkription von PPARa-Zielgenen iiber die Bindung des PPARa an
PPRE-Sequenzen wurde hinreichend untersucht (Schoonjans et al., 1996b). Uber die negative
Regulation der Genexpression durch den PPARa ist bis dato jedoch nur sehr wenig bekannt.
Einige Studien konnten bereits eine verminderte Expression von Genen infolge einer PPARa-

Aktivierung belegen (Edgar et al., 1998; Delerive et al., 1999; Marrapodi und Chiang, 2000).
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Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen wurden bislang jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es wird vermutet, dass bei der negativen transkriptionellen Regulation
der PPARa-Zielgene Corepressoren eine Rolle spielen. Zu den bekannten PPARa-
Corepressoren gehodren Rev-erba, Ncor und SMRT (Vu-Dac et al., 1998; Dowell et al., 1999;
Hu und Lazar, 1999). Vu-Dac et al. (1998) zeigten anhand von Ratten, dass der PPARa-
Agonist Ciprofibrat eine gesteigerte Transkription des Corepressors Rev-erbo bedingt, was
wiederum in einer Abnahme der ApoAl-Expression resultiert. Um eine mégliche Beteiligung
von Corepressoren an der in der vorliegenden Arbeit beobachteten Abnahme der TSHf-
MRNA-Konzentration aufzuklaren, wurden die relativen mRNA-Konzentrationen vom Rev-
erba, Ncorl und SMRT nach Behandlung von TaTl-Zellen mit synthetischen PPARa-
Agonisten bestimmt. Die mRNA-Konzentration aller untersuchten Corepressoren wurde
jedoch weder durch die WY 14.643- noch durch die Ciprofibrat-Inkubationen beeinflusst.
Demzufolge ldsst sich die PPARa-vermittelte Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration
nicht direkt auf eine Hochregulation der PPARa-Corepressoren zurtckfihren.

Ergebnisse aus Zellkultur-Versuchen sind nur bedingt auf einen gesamten Organismus
Ubertragbar, da es sich dabei um isolierte Systeme handelt. Inwieweit sich der in-vitro
beobachtete Effekt des PPARa auf die TSHB-mRNA-Expression auch in-vivo widerspiegelt,
sollte anhand von WT- und PPARa-KO-M&usen Uberpriift werden. Dazu wurden die Tiere in
Versuch 1 und Versuch 2 Uber einen Zeitraum von 48 h gefastet. In beiden Versuchen nahm
das Kdorpergewicht der Tiere infolge des Fastens ab, was sich auf eine Mobilisierung von
Glykogen- und Fettdepots zurlckfihren lasst (Yang et al., 1990). Trotz Abnahme des
Kdrpergewichts war bei den PPARa-KO-Tieren unter Fastenbedingungen eine signifikante
Zunahme des relativen Lebergewichts zu beobachten. Ursédchlich dafir ist die gestorte
B-Oxidation der PPARa-KO-Tiere und die damit verbundene verstarkte Akkumulation von
Fett in der Leber dieser Tiere (Kersten et al., 1999; Leone et al., 1999; Hashimoto et al.,
2000). Der beobachtete Anstieg des Lebergewichts der gefasteten PPARa-KO-Tiere
gegeniiber der PPARa-KO-Kontrolltiere macht deutlich, dass sich der PPARa-Mangel erst
wahrend des Fastens manifestiert. Dies macht die PPARa-KO-Maus zu einem geeigneten
in-vivo-Modell, um eine mogliche Beteiligung des PPARa an der fastenbedingten Abnahme
der mMRNA-Expression von TSHf zu untersuchen.

In den in-vitro-Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass eine PPARa-Stimulierung mit
nattirlichen PPARa-Agonisten, wie zum Beispiel der Olsdure, in einer Abnahme der TSHp-
MRNA-Konzentration resultiert. Fasten geht mit einer gesteigerten Lipolyse im Fettgewebe
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einher, die mit einer Zunahme an freien Fettsdauren im Plasma verbunden ist (Kersten et al.,
1999). Auch in den beiden Fastenversuchen konnte ein Konzentrationsanstieg an freien
Fettsdauren im Plasma der gefasteten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet
werden. Um herauszufinden, inwieweit die erhohten Konzentrationen an freien Fettsduren im
Plasma eine PPARa-Aktivierung in der Hypophyse bedingen, wurde die relative mRNA-
Konzentration des PPARa-Zielgens HMGCS?2 in der Hypophyse der Tiere ermittelt (in-vivo-
Versuch 1). Infolge des Fastens war eine Zunahme der relativen mRNA-Konzentration der
HMGCS2 in der Hypophyse der Tiere zu beobachten. Dabei wiesen die gefasteten PPARa-
KO-Tiere eine deutlich geringere hypophysdare HMGCS2-mRNA-Konzentration als die
gefasteten WT-Tiere auf. Gleiches zeigte sich auch in einer Studie von Konig et al. (2009).
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass PPARa wéhrend des Fastens in der Hypophyse der
WT-Tiere aktiv ist. Demzufolge eignet sich das gewahlte Versuchsdesign, um die Bedeutung
des PPARGa fiir die Regulation der TSH-Synthese in-vivo zu untersuchen.

Im in-vivo-Versuch 1 und 2 der vorliegenden Arbeit hatte das Fasten, wie bereits in der
Literatur beschrieben, eine signifikante Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration in der
Hypophyse der Tiere zur Folge. Da PPARa einen Masterregulator wahrend des Fastens
darstellt und nachweislich in der Hypophyse stimulierbar ist, wurde angenommen, dass
PPARa bei der fastenbedingten Herunterregulation der TSHpB-Expression eine wesentliche
Rolle spielt. Die Daten der durchgefiihrten in-vitro-Untersuchungen bekraftigten diese
Hypothese. Jedoch war, entgegen der Hypothese und der Ergebnisse der Zellkulturstudien,
unter Fastenbedingungen bei den PPARa-KO-Tieren gegeniiber den WT-Tieren eine deutlich
stirkere Abnahme der hypophysdren TSHB-mRNA-Konzentration zu beobachten (in-vivo-
Versuch 1). Die relative mRNA-Konzentration der TSHa-Untereinheit wies dieselben
Verdnderungen hinsichtlich des Fastens und des Genotyps wie die der TSHf3-Untereinheit auf.
Wihrend die B-Untereinheit spezifisch fir das TSH ist, fungiert die o-Untereinheit als
gemeinsamer Heterodimerisierungspartner von TSH, LH und FSH (Wood et al., 1999). Somit
konnte auch die mRNA-Expression anderer Glykoproteinhormone der Hypophyse auf
ahnliche Weise wie das TSH durch den Genotyp und das Fasten beeinflusst worden sein. Im
in-vivo-Versuch 2 wiesen die PPARa-KO-Tiere nicht nur unter Fasten-, sondern auch unter
Kontrollbedingungen eine signifikant geringere TSHP-mRNA-Konzentration in der
Hypophyse als die WT-Tiere auf. Gleiches konnte in der Studie von Koénig et al. (2009)
beobachtet werden. PPARa wird neben den im Fastenzustand lipolytisch freigesetzten
Fettsauren ebenso durch Fettsauren aus der Nahrung aktiviert (Kersten et al., 1999; Kersten et
al., 2000; Jump et al., 2005). Somit scheint eine Fettsaure-induzierte PPARa-Aktivierung
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direkt oder indirekt Einfluss auf die TSHP-Expression zu nehmen. Allerdings deuten die
in-vivo- im Gegensatz zu den in-vitro-Daten eher darauf hin, dass PPARa der fastenbedingten
Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration entgegenwirkt.

Um den kontroversen Ergebnissen der Zellkultur- und Mausstudien (in-vivo-Versuch 1 und 2)
auf den Grund zu gehen, wurde im in-vivo-Versuch 3 die TSHB-mRNA-Konzentration in der
Hypophyse der WT- und PPARo-KO-Mause nach 4-tagiger oraler \erabreichung des
synthetischen PPARa-Agonisten WY 14.643 via Schlundsonde bestimmt. Uber die gesamte
Versuchsdauer traten keine Veranderungen des Kdrpergewichts der Tiere auf. Dagegen konnte
infolge der oralen Gabe von WY 14.643 eine Erhohung des relativen Lebergewichts der WT-
Tiere, nicht jedoch der PPARa-KO-Tiere, beobachtet werden, was sich auf eine PPARa-
Aktivierung zuriickfihren lasst. Als Folge einer Liganden-induzierten PPARa-AKktivierung
kommt es zu einer Peroxisomenproliferation in der Leber, die in einer Hyperplasie und
Hypertrophie der Hepatozyten resultiert und damit eine Erhoéhung des relativen
Lebergewichts der WT-Tiere bedingt (Rao und Reddy, 1987; Takagi et al., 1992; Bentley et
al., 1993; Lee et al., 1995). Dass die orale Applikation von WY 14.643 auch zu einer PPARa-
Aktivierung in der Hypophyse fiihrt, konnte anhand des PPARa-Zielgens HMGCS2
nachgewiesen werden. So kam es ausschlieBlich bei den mit WY 14.643 behandelten WT-
Tieren gegenuber den Kontrolltieren zu einem Anstieg der HMGCS?2 in der Hypophyse. Auch
Cullingford et al. (2002) konnten anhand klassischer PPARa-Zielgene zeigen, dass eine
Behandlung von Ratten mit synthetischen PPARa-Agonisten eine Stimulierung des PPARa im
Gehirn bewirkt. Hinsichtlich der hypophysédren TSHB-mRNA-Konzentration war im Rahmen
dieser Arbeit nach oraler Applikation von WY 14.643 bei den PPARa-KO-Tieren eine
Abnahme, bei den WT-Tieren dagegen keine Veranderung feststellbar. Diese Daten deuten
gegeniber den Zellkultur-Studien eher darauf hin, dass PPARa keinen direkten Einfluss auf
die TSHB-mRNA-Expression nimmt. Im lebenden Organismus sind allerdings im Gegensatz
zur Zellkultur als isoliertes System zahlreiche neuronale und periphere Einflussfaktoren an
der Regulation der TSH-Synthese beteiligt, welche die eklatanten Unterschiede zwischen den

in-vitro- und in-vivo-Daten erklaren kénnten.

5.1.2 Bedeutung des PPARa fiir die Expression neuronaler und peripherer Einflussfaktoren
der TSH-Synthese und-Sekretion

Das im PVN des Hypothalamus gebildete TRH stellt bei ausreichender Energiezufuhr einen

der wichtigsten neuronalen Regulatoren der TSH-Synthese dar. Die Ergebnisse einer friilheren
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Studie lassen jedoch vermuten, dass TRH unter Fastenbedingungen eher eine untergeordnete
Rolle in der Regulation der TSH-Synthese spielt (Boelen et al., 2006). Auch in der
vorliegenden Arbeit scheint TRH keinen Einfluss auf die fastenbedingten Veranderungen der
TSH-Expression zu nehmen, da in beiden Fastenversuchen die TRH-mRNA-Konzentration
im Hypothalamus unverandert blieb. Auch Harris et al. (1978) konnten nach 48-stiindigem
Fasten keine Veranderung in der TRH-Expression im Hypothalamus von Ratten beobachten.
Andere Studien an Ratten zeigten hingegen, dass Fasten tber 65 h und 72 h eine Abnahme der
TRH-mRNA-Konzentration im Hypothalamus bedingt (van Haasteren et al., 1995; Legradi et
al., 1997; Sanchez et al., 2004). Daher l&sst sich vermuten, dass die kontroversen TRH-Daten
auf den unterschiedlich gewahlten Fastenzeitraumen beruhen.

Im in-vivo-Versuch 3 konnte nach oraler Applikation von WY 14.643 anhand des PPARa-
Zielgens HMGCS?2 ecine PPARa-Aktivierung im Hypothalamus der WT-Tiere nachgewiesen
werden. Allerdings war auch in diesem in-vivo-Versuch keine unterschiedliche TRH-mRNA-
Konzentration im Hypothalamus der mit WY 14.643 behandelten Tiere und der Kontrolltiere
zu beobachten. Folglich scheint PPARa keinen Einfluss auf die TRH-Synthese zu nehmen.
Die TRH-Synthese im PVN des Hypothalamus unterliegt einer indirekten und direkten
Regulation des Leptins (Ghamari-Langroudi et al., 2010; siehe Abb. 34). Vorhergehende
Studien belegen, dass der im Fastenzustand beobachtete verminderte Leptinspiegel im Plasma
mit einer Abnahme der TRH-Expression im Hypothalamus einhergeht (Ahima et al., 1996;
Legradi et al., 1997). Auch im Rahmen dieser Arbeit war unabhangig vom Genotyp eine
fastenbedingte Abnahme der Leptinkonzentration im Plasma zu beobachten (in-vivo-Versuch
2). Leptin ist ein von Adipozyten gebildetes Hormon, das im Hypothalamus die POMC-
MRNA-Expression stimuliert, wahrend es inhibierend auf die DIO2- und NPY-mRNA-
Expressionen wirkt (Schwartz et al., 1996; Mizuno et al., 1998; Coppola et al., 2005).
Demzufolge wurde der im in-vivo-Versuch 2 beobachtete Anstieg der DIO2- und NPY-
mRNA-Konzentrationen sowie die Abnahme der relativen mRNA-Konzentration von POMC
im Hypothalamus der Mause infolge des Fastens vermutlich durch die verminderte
Leptinkonzentration im Plasma hervorgerufen. Zudem konnte bei den gefasteten WT-Tieren
eine hohere hypothalamische mRNA-Konzentration an NPY als bei den gefasteten PPARa-
KO-Tieren nachgewiesen werden. Dies deutet auf einen moglichen Einfluss des PPARa auf
die NPY-mRNA-Expression hin. Aus friheren Studien ist bekannt, dass der FGF21, ein
PPARa-abhéngiges endokrines Hormon der Leber, die Blut-Hirn-Schranke passieren kann
und im Hypothalamus die mRNA-Expression von NPY stimuliert (Lundasen et al., 2007;
Chikahisa et al., 2008; Ishida, 2009; Wang et al., 2010). In der aktuellen Arbeit war unter
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Fastenbedingungen ein deutlich starkerer Anstieg der FGF21-mRNA-Konzentration in der
Leber der WT- gegeniiber der PPARa-KO-Méuse zu beobachten. Somit lasst sich die
gesteigerte hypothalamische NPY-mRNA-Konzentration in den gefasteten WT-Tieren im
Vergleich zu den gefasteten PPARa-KO-Tieren auf die mit einer fastenbedingten PPARa-
Aktivierung verbundenen Stimulation der FGF21-mRNA-Expression in der Leber
zurlckfihren. Dem NPY wird eine hemmende Wirkung auf die mRNA-Expression des TRH-
Prohormons zugeschrieben (Fekete et al., 2001; Fekete et al., 2002). Daneben tragt DIO2
wahrend des Fastens zu lokal erhohten T3-Konzentrationen im Hypothalamus und damit
maoglicherweise zur Reduktion der TRH-mRNA-Expression bei (Diano et al., 1998).
Aufgrund der infolge des Fastens gesteigerten mRNA-Konzentration von DIO2 und NPY,
wdare im Rahmen dieser Arbeit eine verminderte TRH-mRNA-Konzentration im
Hypothalamus der gefasteten Tiere zu erwarten gewesen. Die Ursache fur das Ausbleiben der
fastenbedingten Abnahme der TRH-Synthese konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht geklart werden.

Neben dem TRH sind noch weitere neuronale Faktoren an der Regulation der TSH-Synthese
beteiligt (Abb. 34). Dazu gehort die DIO2, die fur die Umwandlung von inaktivem T4 in
aktives T3 im Gehirn verantwortlich ist und so unter anderem zur negativen
Feedbackregulation der Schilddriisenhormone auf die TSH-Expression beitragt. Auf die
bedeutende Rolle der DIO2 bei der Regulation der TSH-Synthese wies die Studie von
Fonseca et al. (2013) hin. Darin konnte anhand von M&usen gezeigt werden, dass ein DIO2-
knockout in der Hypophyse mit einem starken Anstieg der TSH- und T4-Konzentrationen im
Serum einhergeht. Allerdings war im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Veranderung der
relativen DIO2-mRNA-Konzentration in der Hypophyse der gefasteten Tiere gegentiber der
Kontrolltiere zu beobachten. Fekete und Lechan (2007) vermuteten, dass das infolge des
fastenbedingten Anstiegs der DIO2-mRNA-Expression vermehrt gebildete T3 im
Hypothalamus tber den Portalkreislauf zur Hypophyse gelangt und dort mdglicherweise die
Herunterregulation der TSHB-mRNA-Konzentration bedingt. Allerdings blieb im in-vivo-
Versuch 1 die TRB2-mRNA-Konzentration in der Hypophyse der gefasteten Ma&use im
Vergleich zu den Kontrolltieren unveréndert. TRB2 vermittelt die hemmende Wirkung des T3
auf die TSH-mRNA-Expression in den thyreotropen Zellen der Hypophyse (Nakagano et al.,
2004). Somit scheinen weder die DIO2 noch die TRB2 der Hypophyse an den im Rahmen
dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen der TSHB-mRNA-Konzentration beteiligt gewesen

ZuU sein.
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Die TSH-Synthese wird weiterhin vom TRHDE der Hypophyse beeinflusst. Das TRHDE ist
eine Peptidase, die fiir den Abbau von TRH verantwortlich ist (Bauer et al., 1981).
Schomburg und Bauer (1995) konnten einen inversen Zusammenhang zwischen der TRHDE-
und der TSHB-mRNA-Konzentration belegen. In der vorliegenden Arbeit (in-vivo-Versuch 1)
war jedoch keine Verénderung der relativen mRNA-Konzentration von TRHDE in der
Hypophyse gefasteter WT- und PPARa-KO-Tiere gegentiber den Kontrolltieren zu erkennen,
die die fastenbedingte Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration erklaren wiirde.

Auch der nukleare Transkriptionsfaktor RXR spielt bei der Regulation der TSH-Synthese eine
Rolle. Der RXR ist ein Heterodimerisierungspartner zahlreicher weiterer nuklearer
Rezeptoren, wie zum Beispiel dem PPARa und den TRs und wird ber die Bindung von
spezifischen Liganden aktiviert. Janssen et al. (2011) konnten anhand von in-vitro- und
in-vivo-Modellen zeigen, dass die Behandlung mit einem RXR-Antagonisten einen
dosisabhéngigen Anstieg der relativen mRNA-Konzentration beider TSH-Untereinheiten
bedingt, wahrend die TRH-mRNA-Konzentration unverandert blieb. Somit scheint RXR ein
direkter Regulator der TSH-Synthese zu sein. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die
relative mMRNA-Konzentration von RXRa in der Hypophyse von WT- und PPARa-KO-
Mausen ermittelt. Unter Fastenbedingungen war ein Anstieg der RXRa-mRNA-Konzentration
in der Hypophyse der Tiere zu beobachten, der bei den PPARa-KO-Tieren im Vergleich zu
den WT-Tieren deutlich starker ausfiel (in-vivo-Versuch 1). Aus der Literatur ist bekannt, dass
ungesattigte Fettsdauren wie Olsaure, Linolsaure, Arachidonsaure und Docosahexaensaure
physiologisch bedeutsame RXRa-Liganden darstellen (de Urquiza et al., 2000; Goldstein et
al., 2003). Im in-vivo-Versuch 1 und 2 kam es infolge des Fastens zu einem Anstieg der
Konzentration an NEFA im Plasma der WT- und PPARa-KO-Maduse gegentber der
Kontrolltiere. Ein PPARa-Mangel geht hdaufig mit einer gestorten Fettsdureaufnahme und
B-Oxidation einher (Kersten et al., 1999; Leone et al., 1999). Als mogliche Folge dessen
waren bei den gefasteten PPARa-KO-Tieren deutlich héhere NEFA-Konzentrationen im
Plasma als bei den gefasteten WT-Tieren zu beobachten. Die aktuellen Ergebnisse lassen
vermuten, dass RXRa nach 48-stlindigem Fasten in der Hypophyse der PPARa-KO-Tiere
gegenliber den WT-Tiere nicht nur vermehrt exprimiert, sondern auch durch NEFA verstarkt
aktiviert wurde. Moglicherweise konnte die hohere hypophysire RXRa-mRNA-
Konzentration und -Aktivitat somit zur starkeren Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration
der gefasteten PPARa-KO-Tiere im \ergleich zu den gefasteten WT-Tieren beigetragen
haben.

Auch die Sekretion des TSHs wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst. Zu den neuronalen
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Inhibitoren der TSH-Sekretion gehdrt unter anderem das Neuromedin B. In Versuch 1 war die
relative mMRNA-Konzentration von Neuromedin B in der Hypophyse der PPARa-KO-Tiere
sowohl unter ad libitum Fitterung als auch unter Fastenbedingungen im Vergleich zu den WT-
Tieren signifikant erhoht. Die zugrunde liegende Ursache konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht geklart werden. Aus einer friiheren Studie von Lee et al. (2004) ist bereits bekannt, dass
PPARa nicht nur aktivierend, sondern auch hemmend auf die Expression seiner Zielgene
wirken kann. Demzufolge wire es denkbar, dass auch Neuromedin B zu den durch PPARa
negativ regulierten Genen gehdrt. Schilddrisenhormone z&hlen zu den Stimulatoren der
Neuromedin B-Synthese (Ortiga-Carvalho et al., 1995; Ortiga-Carvalho et al., 1996) und
vermitteln ihre Wirkung tber TRs. Judge-Aubry et al. (1995) zeigten, dass TRs mit PPARa
um die Bindung an den gemeinsamen Heterodimerisierungspartner RXRao konkurrieren.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass ein Mangel an aktivierbarem PPARa zur
vermehrten Heterodimerisierung von TR und RXRa fiihrt und somit eine gesteigerte Bindung
des TR-RXRa-Komplexes an den Neuromedin B-Promotor bedingt. Dies konnte ebenfalls
eine mogliche Ursache fur die im in-vivo-Versuch 1 beobachtete héhere hypophysare
Neuromedin B-mRNA-Konzentration der PPARa-KO- gegenuber der WT-Tiere darstellen.
Die Ergebnisse friherer Studien lassen vermuten, dass die mRNA- und Proteinexpression von
Neuromedin B positiv miteinander korreliert ist (Jones et al., 1992; Ortiga-Carvalho et al.,
2003). Somit konnte die erhohte mRNA-Konzentration von Neuromedin B in der Hypophyse
der PPARa-KO-Méuse mit einer gesteigerten Neuromedin B-Proteinkonzentration
einhergegangen sein, die wiederum moglicherweise zu einer verminderten TSH-Sekretion in
den PPARo-KO-Mausen fuhrte. Infolge des Fastens war im in-vivo-Versuch 1 keine
Verénderung der Neuromedin B-mRNA-Konzentration in der Hypophyse der WT- und
PPARa-KO-Méuse gegeniiber den Kontrolltieren feststellbar. Auch bei Ortiga-Carvalho et al.
(1997) blieb der Neuromedin B-Gehalt in der Hypophyse von Ratten nach 48-stiindigem
Fasten unverdndert. Erst nach 78-stindigem Fasten konnte diese Arbeitsgruppe eine Zunahme
des hypophyséren Neuromedin B-Gehaltes der Tiere beobachten. Somit scheint die Dauer des
Fastens entscheidend flr die Regulation der Neuromedin B-Synthese zu sein.

Einen weiteren Einflussfaktor der TSH-Sekretion stellt das POMC dar. Das in der Hypophyse
gebildete POMC ist der Vorlaufer verschiedener biologisch aktiver Peptide wie zum Beispiel
B-Endorphin (Smith und Funder, 1988). Aus B-Endorphin kann das sogenannte met-
Enkephalin abgespalten werden (Herbert et al., 1980). Sowohl B-Endorphin, als auch met-
Enkephalin besitzen eine regulatorische Wirkung auf die TSH-Sekretion. Eine Behandlung
von Ratten mit B-Endorphin- und met-Enkephalin-Antiserum fihrte zu einer Erhéhung der
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TSH- und T3-Konzentrationen im Plasma, was auf eine gehemmte TSH-Freisetzung aus der
Hypophyse schlieBen lasst (Mitsuma et al., 1993). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit blieb
die hypophysdre POMC-mRNA-Konzentration der gefasteten Tiere im \ergleich zu den
Kontrolltieren unveréndert (in-vivo-Versuch 2). Es ist daher zu vermuten, dass weder das aus
POMC gebildete B-Endorphin, noch dessen Spaltprodukt met-Enkephalin an der Regulation
der TSH-Sekretion beteiligt waren.

Neben den neuronalen sind auch periphere Einflussfaktoren wie Leptin und NEFA an der
Regulation der Synthese und Sekretion von TSH beteiligt. Das Leptin scheint stimulierend auf
die TSH-Synthese zu wirken. So konnten Chowdhury et al. (2004) nachweisen, dass eine
Leptinbehandlung von Hypophysenzellen der Ratte einen dosisabhéngigen Anstieg der TSHf3-
MRNA-Konzentration bedingt. In der vorliegenden Arbeit (in-vivo-Versuch 2) war jedoch
unter Fastenbedingungen kein genotypspezifischer Unterschied in der Leptinkonzentration im
Plasma zu beobachten, der die deutlich stirkere Abnahme der hypophysiren TSH-mRNA-
Konzentration der PPARa-KO- gegentber den WT-Mausen erklaren konnte.

Frihere in-vitro-Studien zeigten, dass erhdhte Konzentrationen an NEFA die Bindung von T3
an den Schilddrisenhormonrezeptor hemmen (Wiersinga et al., 1988; Inoue et al., 1989) und
somit moglicherweise Einfluss auf die TSH-mRNA-Expression nehmen. Weiterhin wurden
erhdhte Konzentrationen an NEFA mit einer Reduktion der TSH-Sekretion in Verbindung
gebracht. Kennedy et al. (1994) konnten nach Behandlung von Hypophysenzellen der Ratte
mit 2,3 x 10* M Olsaure eine um 80 % verminderte TSH-Sekretion gegeniiber den
Kontrollzellen belegen. Im Rahmen dieser Arbeit lagen die Konzentrationen an NEFA im
Plasma der Kontrollmause bei etwa 0,8-1,0 x 10° M, nahmen in den gefasteten WT-Tieren zu
und erreichten in den gefasteten PPARa-KO-Tieren mit etwa 1,8 x 10 M den hochsten Wert
(in-vivo-Versuch 1 und 2). Demzufolge kdnnten die hoheren Konzentrationen an NEFA im
Plasma der gefasteten PPARa-KO-Tiere gegeniiber denen der gefasteten WT-Tiere nicht nur
zur deutlich starkeren Abnahme der TSH-mRNA-Expression, sondern auch zur verstérkten
Reduktion der TSH-Sekretion gefuhrt haben.
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Abb. 34: Fastenbedingte Veranderungen in der Regulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrisen-Regelkreises.

a-MSH, a-Melanozyten-stimulierendes Hormon; DIO2, Typ Il 5' Deiodase; FGF21, fibroblast growth factor 21; NB, Neuromedin B; NEFA, unveresterte

Fettsduren; NIS, Natrium-lodid-Symporter; NPY, Neuropeptid Y; POMC, Proopiomelanocortin; RXR, 9-cis Retinoid-X-Rezeptor; Ts, Triiodthyronin;
T4, Thyroxin; TPO, Thyreoperoxidase; TRH, Thyreoliberin; TSH, Thyreotropin
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5.1.3 Auswirkungen einer fasten- und genotypbedingten Verédnderung der TSH-Expression
auf die Synthese der Schilddriisenhormone

In der vorliegenden Arbeit konnte nach 48-stiindigem Fasten, neben einer verminderten TSH-
mRNA-Konzentration in der Hypophyse, eine Abnahme der relativen mMRNA-
Konzentrationen von NIS, TPO und TSH-R in der Schilddriise der WT- und PPARa-KO-
Mause beobachtet werden (Abb. 34). Die mRNA- und Proteinexpressionen von NIS, TPO
und TSH-R unterliegen einer positiven Regulation durch zirkulierendes TSH im Plasma
(Weiss et al., 1984; Zarrilli et al., 1990; Kohn et al., 1995; Levy et al., 1997). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass die im in-vivo-Versuch 1 und 2 beobachtete fastenbedingte Abnahme
der TSHB-mRNA-Konzentration eine verminderte TSH-Konzentration im Plasma zur Folge
hatte. Eine direkte Bestimmung der Plasma-Konzentration an TSH mittels Western Blot ist
derzeitig nicht moglich, da bislang kein geeigneter TSH-Antikdérper der Maus erhaltlich ist.
Obwohl PAX-8 ebenfalls zu den durch TSH positiv regulierten Genen gehdért (Fabbro et al.,
1998), war im in-vivo-Versuch 1 keine Verédnderung der PAX-8-mRNA-Konzentration in der
Schilddriise der gefasteten Mause gegeniiber der Kontrolltiere feststellbar. Ubereinstimmend
mit den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnissen zeigte eine Studie von
Postiglione et al. (2002), dass ein Mangel an TSH mit verminderten NIS- und TPO-mRNA-
Konzentrationen einhergeht, wahrend die relative mRNA-Konzentration von PAX-8
unveréndert blieb. Eine fasteninduzierte Abnahme der NIS- und TPO-mRNA-
Konzentrationen lasst auf eine verminderte Schilddriisenhormonsynthese schlieen. So
konnte im Rahmen der aktuellen Arbeit eine Abnahme der Schilddriisenhormonkonzentration
im Plasma der WT- und PPARo-KO-Tiere infolge des Fastens beobachtet werden.
Entsprechend der reduzierten TSHB-mRNA-Konzentration in der Hypophyse war die TPO-
Konzentration in der Schilddriise sowie die Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma der
gefasteten PPARa-KO-Mé&use gegeniiber den gefasteten WT-Tieren deutlich geringer
(in-vivo-Versuch 1). Im in-vivo-Versuch 2 dagegen wiesen die PPARa-KO-Tiere analog zur
verminderten hypophysdren TSHB-mRNA-Konzentration sowohl unter Kontroll- als auch
unter Fastenbedingungen geringere NIS- und TPO-mRNA-Konzentrationen in der
Schilddruse und folglich eine geringere Konzentration an freiem T4 im Plasma als die WT-
Tiere auf. Auch im in-vivo-Versuch 3 ging die deutlich niedrigere TSHB-mRNA-
Konzentration in der Hypophyse der PPARa-KO-Tiere gegenuber der WT-Tiere unabhangig
von der Behandlung mit einer geringeren relativen mRNA-Konzentration von NIS in der

Schilddruse und einer geringeren fT4-Konzentration im Plasma einher. Somit stehen die
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Ergebnisse der in-vivo-Studien im Kontrast zu den in-vitro-Daten und der Hypothese, dass
PPARo direkt an der Abnahme der hypophysdren TSH-mRNA-Expression und TSH-
induzierter Prozesse in der Schilddriise beteiligt ist. Die Ergebnisse der Untersuchungen am
Modelltier Maus deuten eher darauthin, dass PPARa einer fastenbedingten Herunterregulation

der thyreotropen Achse entgegenwirkt.

5.1.4 Einfluss von PPAR« auf Schilddriisenhormon-inaktivierende Gene der Leber

Neben dem Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreis spielt die Inaktivierung und
Eliminierung von T3 und T4 eine wichtige Rolle in der Regulation des Schilddrisen-
hormonstoffwechsels. An der Inaktivierung der Schilddriisenhormone sind Enzyme des
Fremdstoffwechsels wie Sults und UGTs beteiligt (Mol und Visser, 1985; Qatanani et al.,
2005). Glucuronidierungs- und Sulfatierungsreaktionen fiihren zu erhohter Wasserléslichkeit
der Schilddriisenhormone und ermdglichen somit deren Ausscheidung tiber die Galle und den
Urin (Visser et al., 1996). Die Transkription der fur die Schilddriisenhormonkonjugation
verantwortlichen Gene UGT1Al und SultlAl unterliegt der Kontrolle des nuklearen
Rezeptors CAR. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Fasten mit einer Zunahme der mRNA-
Konzentration von CAR sowie CAR-abhangiger Gene einhergeht (Maglich et al., 2004; Ding
et al., 2006). Auch im in-vivo-Versuch 2 der vorliegenden Arbeit war ein fastenbedingter
Anstieg der relativen mRNA-Konzentrationen von CAR, UGT1A1 und Sult1Al in der Leber
der WT- und PPARa-KO-Mé&use zu beobachten. Die gefasteten WT-Tiere wiesen jedoch
deutlich hohere hepatische mRNA-Konzentrationen an CAR und Sult1lAl als die gefasteten
PPARa-KO-Méause auf. Andere in-vitro- und in-vivo-Studien konnten bereits erhohte
hepatische mRNA-Konzentrationen von CAR und CAR-abhangigen Genen infolge einer
WY 14.643-Behandlung belegen (Wieneke et al., 2007; Wieneke et al., 2009). Daher ist zu
vermuten, dass PPARa an der Stimulation der mRNA-Expression von CAR und dessen
Zielgene beteiligt ist. Moglicherweise spielt dabei der PPARa-abhéngige FGF21 eine Rolle.
Bekannt ist, dass die FGF21-Expression in der Leber wihrend des Fastens durch PPARa
induziert wird (Inagaki et al., 2007; Lundasen et al., 2007). Auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte ein fastenbedingter Anstieg der hepatischen FGF21-mRNA-
Konzentration beobachtet werden. Dieser war bei den WT- im Vergleich zu den PPARa-KO-
Tieren deutlich starker ausgepragt. Friihere Untersuchungen belegen, dass sowohl das Fasten
als auch eine Behandlung mit synthetischen PPARa-Agonisten mit einer gesteigerten FGF21-

Expression in der Leber und einer erhhten FGF21-Konzentration im Plasma von Mé&usen
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einhergeht (Badman et al., 2007; Inagaki et al., 2007; Lundasen et al., 2007). FGF21 ist in der
Lage die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden und die NPY-mRNA-Expression im
Hypothalamus zu induzieren. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete hohere FGF21-
MRNA-Expression in der Leber kdnnte somit eine mdgliche Erklarung fir die hohere relative
MRNA-Konzentration von NPY im Hypothalamus der gefasteten WT- gegentber der
gefasteten PPARa-KO-Tiere darstellen. Ergebnisse von Vella et al. (2011) wiesen erstmals
darauf hin, dass NPY wahrend des Fastens sowohl in der zentralen Herunterregulation des
Schilddrisenstoffwechsels via Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreis, als auch
in der hepatischen Inaktivierung der Schilddriisenhormone via Induktion von CAR und CAR-
abhangigen Genen involviert ist. Somit sind die in der aktuellen Arbeit beobachteten héheren
MRNA-Konzentrationen von CAR und SultlAl in der Leber der gefasteten WT-Tiere
gegeniiber der gefasteten PPARa-KO-Tiere moglicherweise auf die stirkere Expression von
NPY im Hypothalamus dieser Tiere zurlickzufiihren. Hinsichtlich der hepatischen UGT1A1-
MRNA-Konzentration war dagegen bei den gefasteten PPARa-Tieren kein Unterschied zu den
gefasteten WT-Tieren feststellbar. Die Ursache dafiir konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
abschlieBend geklart werden. Aleksunes und Klaassen (2012) zeigten anhand transgener
Mause, dass neben CAR noch weitere Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel der Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) fur die Regulation der
UGT1A1-mRNA-Expression von Bedeutung sind. Sowohl AhR als auch PXR werden
wahrend des Fastens aktiviert (Xu et al., 2011) und kénnten die im Rahmen der aktuellen
Arbeit unter Fastenbedingungen beobachtete gleich starke UGT1AL-Expression in der Leber
der WT- und PPARa-KO-Tieren erklaren.

Insgesamt deuten die aktuellen Ergebnisse darauf hin, dass PPARa wihrend des Fastens
direkt oder indirekt Uber den FGF21-NPY-Weg die Induktion von CAR und CAR-abhangigen
Genen in der Leber bedingt und damit moglicherweise an der Regulation der Inaktivierung
und Eliminierung der Schilddrisenhormone beteiligt ist. Entgegen der Vermutung, dass
PPARa iiber eine verstirkte Inaktivierung und Eliminierung von T3 und T4 zu der in der
vorliegenden Arbeit beobachteten fasteninduzierten Abnahme der Schilddriisenhormone im
Plasma beigetragen haben konnte, wiesen die gefasteten WT-Tiere hohere Schilddrisen-
hormonkonzentrationen im Plasma als die gefasteten PPARa-KO-Tiere auf. Somit scheinen
die unter Fastenbedingungen deutlich geringeren Schilddriisenhormonkonzentrationen im
Plasma der PPARa-KO-Tiere gegeniiber der WT-Tiere nicht durch eine starkere bilidre und
renale Ausscheidung, sondern Uber eine stirkere Inhibierung der Schilddriisenhormon-

synthese hervorgerufen worden zu sein.
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5.1.5 Einfluss von PPARa auf die Schilddriisenhormontransporter MCT8 und MCT10

Die biologische Aktivitat der Schilddrusenhormone wird durch die \erfugbarkeit der
intrazellularen T3-Konzentration fir die Bindung an die TRs bestimmt und ist somit vom
Transport der Schilddriisenhormone durch die Zellmembran abhéngig. Urspriinglich wurde
angenommen, dass die Schilddriisenhormone mittels passiver Diffusion in die Zielzellen
gelangen (Robbins und Rall, 1960; Hillier, 1970). Neuere Studien zeigen jedoch, dass die
zellulédre Aufnahme und Abgabe der Schilddrisenhormone (ber spezielle Transporter erfolgt
(Hennemann et al., 2001; Friesema et al., 2005; Jansen et al., 2005). Zu den spezifischen
Schilddriisenhormontransportern ist der MCT8 zu zahlen. Der MCT8 wird hauptsachlich in
Leber, Niere, Herz, Skelettmuskel, Hypophyse und Schilddriise exprimiert und ist vor allem
flr die Schilddriisenhormonaufnahme ins Gehirn von zentraler Bedeutung (Heuer et al., 2005;
Friesema et al.,, 2006; Nishimura und Naito, 2008). Einen weiteren Schilddriisen-
hormontransporter stellt der MCT10 dar (Friesema et al., 2008), der zudem an der Aufnahme
und dem Efflux aromatischer Aminosauren beteiligt ist. Die Expression von MCT10 erfolgt in
verschiedenen Geweben wie zum Beispiel im Gastrointestinaltrakt, in der Leber, in der Niere,
im Skelettmuskel, aber auch im Gehirn, in der Hypophyse und der Schilddruse (Kim et al.,
2001; Kim et al., 2002; Ramadan et al., 2006; Nishimura und Naito, 2008).

Uber die Regulation der Expression der beiden MCTs ist bislang nur wenig bekannt.
\Vorhergehende Studien anderer Arbeitsgruppen lassen eine substratabhéngige Regulation der
Expression von MCT8 und MCT10 vermuten. Bei Verabreichung von exogenen
Schilddriisenhormonen konnte in-vivo eine Abnahme der relativen mRNA-Konzentrationen
von MCT8 und MCT10 in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden (Mebis et al., 2009;
Muzzio et al., 2013). Dagegen gehen niedrige Schilddriisenhormonkonzentrationen im
Plasma mit einem Anstieg der Expression beider Schilddrisenhormontransporter im Knochen
von Méusen sowie im Skelettmuskel und der Leber von Mensch und Kaninchen einher
(Capelo et al., 2009; Mebis et al., 2009). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein
inverser Zusammenhang zwischen den Schilddriisenhormonkonzentrationen im Plasma und
der relativen mRNA-Konzentration von MCT10 in verschiedenen Geweben der Maus. So war
im in-vivo-Versuch 2 infolge des Fastens eine Abnahme der Konzentration an fT4 im Plasma
der Mé&use zu beobachten, wéhrend die MCT10-mRNA-Konzentration im Hypothalamus, der
Hypophyse und Leber der Tiere anstieg. In der Schilddrise kam es dagegen bei den gefasteten
Tieren gegeniiber den Kontrolltieren zu einer signifikanten Abnahme der relativen mRNA-

Konzentration vom MCT10, was auf eine organspezifische Regulation der MCT10-mRNA-
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Expression wéhrend des Fastens schlielen l&sst. Trotz der fastenbedingten Abnahme der
Schilddriisenhormonkonzentrationen im Plasma, war die relative mRNA-Konzentration von
MCT8 im Hypothalamus sowie in der Schilddrise und Leber der Tiere unter
Fastenbedingungen vermindert (in-vivo-Versuch 2). Herwig et al. (2009) konnten infolge
einer Futterrestriktion ebenfalls eine Abnahme der MCT8-mRNA-Expression in Tanyzyten
des Hypothalamus sibirischer Hamster beobachten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die  Transkription von MCT8 bei Nahrungsentzug moglicherweise  anderen
Regulationsmechanismen als bei normalem Nahrungsangebot unterliegt.

Untersuchungen von Konig et al. (2008, 2010), in denen gezeigt werden konnte, dass die
Transkription von MCT1, einen weiteren Vertreter der Familie der Monocarboxylat-
Transporter, der direkten Kontrolle durch PPARa unterliegt, lassen auch eine mogliche
Beteiligung des PPARa an der Regulation der MCT8- und MCT10-Expressionen vermuten.
Im in-vivo-Versuch 2 der vorliegenden Arbeit war bei den PPARa-KO-Tieren gegenuber den
WT-Tieren unter Fastenbedingungen eine deutlich starkere Abnahme der MCT8-mRNA-
Konzentration im Hypothalamus und in der Leber feststellbar. Zudem wiesen die gefasteten
PPARa-KO-Tiere in der Leber und Hypophyse eine hohere, in der Schilddriise dagegen eine
geringere relative MCT10-mRNA-Konzentration als die gefasteten WT-Tiere auf. Dies deutet
auf einen moglichen Einfluss einer fasteninduzierten PPARa-Aktivierung auf die Expression
von MCT8 und MCTI10 hin. Dabei scheint PPARa die MCTS8- und MCT10-mRNA-
Expressionen in den untersuchten Geweben mit Ausnahme der Schilddriise gegensatzlich zu
beeinflussen. Um die Ergebnisse der Fastenstudie zu verifizieren, wurde im in-vivo-\Versuch 3
nach oraler Verabreichung von WY 14.643 uber eine Schlundsonde die mRNA-
Konzentrationen von MCT8 und MCT10 im Hypothalamus sowie in der Hypophyse und
Schilddriise der Mause bestimmt. Im Hypothalamus und der Schilddriise der Tiere waren
genotypabhangige Unterschiede in den mRNA-Expressionen beider Schilddriisen-
hormontransporter zu erkennen. So wiesen die PPARa-KO-Tiere im Hypothalamus eine
geringere MCT8-mRNA-Konzentration als die WT-Tiere auf. Dagegen zeigte sich in der
Schilddriise der PPARa-KO-Tiere gegentber der WT-Tiere hohere relative mRNA-
Konzentrationen an MCT8 und MCT10, was auf eine unterschiedliche Regulation dieser
beiden Schilddrisenhormontransporter in verschiedenen Geweben hindeutet. Zudem konnte
im in-vivo-Versuch 3 eine hohere Konzentration an fT4 im Plasma der PPARa-KO-Méuse
gegenuber der WT-Mé&use beobachtet werden. Dies l&sst auf eine mdgliche Bedeutung der
Schilddriisenhormone fur die genotypspezifischen MCT8- und MCT10-mRNA-Expressionen
schlielen. In keinem der untersuchten Gewebe war ein Interaktionseffekt von Genotyp und
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WY 14.643-Behandlung auf die MCT8- und MCT10-mRNA-Konzentrationen zu erkennen.
Demzufolge scheint PPARa keinen direkten Einfluss auf die Expression der beiden

Schilddriisenhormontransporter zu nehmen.

5.2 Effekt einer regelmaliigen Nahrungsaufnahme versus Fasten auf die 24 h-Expression
von PPARe und BMAL1 mannlicher und weiblicher Probanden

Die Expression des Transkriptionsfaktors PPARa unterliegt, wie die einer Vielzahl weiterer
nuklearer Rezeptoren, dem Einfluss zirkadianer Regulatoren. Dies hat, wie bereits im Nager
beobachtet, tageszeitliche Schwankungen der PPARa-Expression zur Folge (Lemberger et al.,
1996; Stavinoha et al., 2004; Yang et al., 2006; Oishi et al., 2008). Daraufhin lasst sich
vermuten, dass das 24 h-Expressionsprofil des PPARa im Vergleich zu Einpunktanalysen
deutlich verlasslichere Ergebnisse liefert, um externe und interne Einflussfaktoren zu
identifizieren. Untersuchungen an Mausen lieferten erste Hinweise, dass mdglicherweise die
Nahrungsaufnahme und das Geschlecht das 24 h-Expressionsprofil von PPARa beeinflusst
(Canaple et al., 2006; Yang et al., 2009). Daten aus Nagerstudien sind jedoch nur bedingt auf
den Menschen ubertragbar, da Ratten und Mause sich aufgrund ihrer Nachtaktivitat,
Nahrungsaufnahme und hohen PPARa-Aktivitat vom Menschen unterscheiden.

Bislang ist noch nicht bekannt, ob der PPARa auch beim Menschen geschlechtsspezifische
Tagesexpressionsprofile aufweist und inwieweit dabei die Nahrungsaufnahme eine Rolle
spielt. Dies zu kl&ren ist jedoch von enormer Relevanz, da PPARa neben der Anpassung des
Stoffwechsels an das Fasten noch fur den Alterungsprozess, altersbedingte Erkrankungen und
die Immunantwort von Bedeutung ist (Daynes und Jones, 2002; Mandard et al., 2004;
Masternak und Bartke, 2007; Ringseis et al., 2013). Zudem werden Fibrate, die zu den
synthetischen PPARa-Agonisten gehdren, in der Behandlung hyperlipidamischer
Erkrankungen eingesetzt. Die Aufkldrung potentieller Einflussfaktoren auf die PPARa-
Expression konnte daher wesentlich dazu beitragen, Therapiekonzepte zu optimieren.
Daraufhin wurde in der vorliegenden Arbeit im Rahmen zweier Humanstudien das 24 h-
MRNA-Expressionsprofil von PPARa in Monozyten ménnlicher und weiblicher Probanden
ermittelt, die innerhalb des Versuchszeitraums entweder 4 geregelte Mahlzeiten zu sich
nahmen oder fasteten. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass auch beim Menschen das
Geschlecht die 24 h-PPARa-mRNA-Expression beeinflusst. So unterschied sich das 24 h-
PPARa-mRNA-Expressionsprofil der nicht-fastenden Frauen deutlich von dem der Manner.

Als eine mogliche Ursache fur diesen geschlechtsspezifischen Unterschied wurde das
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Sexualhormon Ostrogen diskutiert. Friihere Nagerstudien deuten bereits auf einen Einfluss
von PPARa auf den Ostrogenstoffwechsel hin. Keller et al. (1995) beobachteten, dass PPARa
mit dem Ostrogenrezeptor (ER) um die Bindung an ER response elements konkurriert. Zudem
wirkt PPARa hemmend auf die Expression der Steroid/Oxysterol-7-alpha-Hydroxylase
(CYP7B1) (Leuenberger et al., 2009). Cyp7B1 katalysiert den Abbau des ER-Antagonists
27-Hydroxylase und stimuliert so die ER-Aktivitat (Martin et al., 2001; Umetani et al., 2007).
Der aktivierte ER fordert seinerseits die CYP7B1-Expression, was vor allem bei Frauen in
einem erhohten Risiko fur 0Ostrogeninduzierte Inflammation, Hepatotoxizitat und
intrahepatischer Cholestase resultiert (Yamamoto et al., 2006; Pusl und Beuers, 2007).
Andererseits konnte in einer Studie von Jalouli et al. (2003) gezeigt werden, dass eine
Behandlung von ménnlichen und weiblichen Ratten mit dem Sexualhormon des jeweils
anderen Geschlechts eine Veranderung der hepatischen PPARa-mRNA-Expression nach sich
zieht. Diese Beobachtungen bestérken die Ergebnisse der aktuellen Arbeit und lassen auch
beim Menschen eine enge Wechselwirkung von PPARa und den Sexualhormonen vermuten.
Weiterhin konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtet werden, dass das 24 h-
PPARa-mRNA-Expressionsprofil von Mannern und Frauen unterschiedlich auf einen
Nahrungsmangel reagiert. So wiesen die fastenden Frauen in der vorliegenden Arbeit ein
entgegengesetztes 24 h-mRNA-Expressionsprofil von PPARa als die nicht-fastenden Frauen
auf. Dagegen blieb das 24 h-PPARa-mRNA-Expressionsprofil der Manner infolge des
Fastens unverandert. Dies hatte eine Angleichung des 24 h-PPARa-mRNA-Expressionsprofils
der fastenden Frauen an das der Manner zur Folge. Die Ursache fir die
geschlechtsspezifischen  Unterschiede in der Reaktion des 24 h-PPARa-mRNA-
Expressionsprofils auf das Fasten ist bislang noch unbekannt. Allerdings lasst dieses Ergebnis
den Schluss zu, dass der weibliche Stoffwechsel schneller in der Lage ist, sich an einen
bestehenden Nahrungsmangel anzupassen. Dass Frauen im Vergleich zu Ménnern eine héhere
metabolische Flexibilitdt besitzen, die unter anderem durch eine gesteigerte PPARa-
Expression im Fettgewebe gekennzeichnet ist, wurde bereits von Sparks et al. (2009)
beobachtet. Hoyenga und Hoyenga (1982) beschrieben zudem, dass weibliche Individuen
deutlich langere Fastenperioden (berleben und fihrten dies unter anderem auf deren
spezifische Rolle in der Reproduktion zurick.

An der Regulation der tageszeitlichen Schwankungen der PPARa-Expression ist der
zirkadiane Schrittmacher BMAL1 beteiligt (Canaple et al., 2006; Shirai et al., 2007,
Nakamura et al., 2008). Zudem ist BMALL fir die Aufrechterhaltung der Energiehoméostase
von Bedeutung (Shimba et al., 2011). Daraufhin wurde im Rahmen dieser Arbeit neben dem
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24 h-PPARo-mRNA-Expressionsprofil das 24 h-mRNA-Expressionsprofil von BMALL in
den Monozyten der nicht-fastenden und fastenden Manner und Frauen bestimmt. Dabei
konnte beobachtet werden, dass sich die 24 h-mRNA-Expressionsprofile von BMAL1 und
PPARa in den Monozyten der nicht-fastenden und fastenden Manner und Frauen ahnelten.
Dies deutet darauf hin, dass die PPARa- und BMAL1-Expression im Menschen, wie auch im
Nager, einer wechselseitigen Interaktion unterliegt.

Ein Uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war, dass die nicht-fastenden Frauen,
nicht jedoch die fastenden Frauen, qualitativ und quantitativ unterschiedliche 24 h-PPARa-
und BMAL1-mRNA-Expressionsprofile im Vergleich zu den Mannern aufwiesen. Dies I&sst
vermuten, dass die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in den 24 h-mRNA-
Expressionsprofilen von PPARa und BMALL1 mdglicherweise mit dem energetischen
Mehrbedarf von Frauen fir die Reproduktion zusammenhéngen und es somit fiir Frauen von
groRerer Bedeutung ist, verfugbare Nahrungsenergie zu speichern. Darlber hinaus besitzen
Frauen in vielen L&ndern eine hohere Lebenserwartung als Manner (Austad, 2006). Der
Geschlechtsdimorphismus in Hinblick auf das Altern und die Lebensspanne wurde in
verschiedenen Studien auf eine geschlechtsspezifische Optimierung der Wechselbeziehung
zwischen Reproduktion und Uberleben zuriickgefihrt (Williams, 1957; Clutton-Brock und
Parker, 1992; Bonduriansky et al., 2008; Kokko und Jennions, 2008). Die fundamentale
Schlusselfunktion, die PPARa und BMAL1 im Stoffwechsel zukommt, koénnte im
Zusammenspiel mit den unterschiedlichen reproduktiven Aufgaben von Ménnern und Frauen
zur Entstehung einer gegensétzlichen Regulation der PPARa- und BMAL1-Expression der
beiden Geschlechter beigetragen haben.

Nager weisen am Tag die hochste und in der Nacht die niedrigste PPARa-Expression auf.
Dies wurde auf Dammerungs- bzw. Nachtaktivitit der Nager zurickgefiihrt. Um
herauszufinden, inwieweit die PPARa- und BMALI1-Expression des Menschen vom
Schlaf/Wach-Rhythmus abhangt, wurde in der vorliegenden Arbeit zusatzlich zu den 24 h-
MRNA-Expressionsprofilen, die Tag/Nacht-Expression von PPARo und BMALI1 ermittelt.
Dabei zeigte sich, dass sich die beobachteten Unterschiede der 24 h-mRNA-
Expressionsprofile von PPARa und BMALI1 zwischen nicht-fastenden Frauen und den 3
anderen Gruppen auch in den Veréanderungen der Tag- und Nacht-mRNA-Expressionen beider
Gene widerspiegeln. So kam es bei den nicht-fastenden Frauen in der Nacht gegenliber dem
Tag zu einer Zunahme der mRNA-Expression von PPARa und BMALI1. Dagegen konnte bei
den fastenden Frauen sowie den fastenden und nicht-fastenden Ménnern in der Nacht eine
Abnahme der PPARa- und BMAL1-mRNA-Expression beobachtet werden. Entsprechend der
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MRNA-Expression war die Protein-Expression von PPARa in den Monozyten der nicht-
fastenden Frauen in der Nacht gegenuber dem Tag erhoht, wahrend die PPARa-Protein-
Expression der fastenden Frauen sowie der nicht-fastenden und fastenden Manner in der
Nacht abnahm. Dies konnte eine mdgliche Erklarung fir den in friheren Studien
beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschied in der Reaktion auf eine Behandlung mit
dem synthetischen PPARa-Agonisten Fenofibrat darstellen. Liu et al. (2008) stellten
beispielsweise fest, dass sich eine 1x tégliche orale Fenofibratgabe gegensétzlich auf die
Konzentration groBer LDL-Partikel im Plasma mannlicher und weiblicher Probanden
auswirkt. Untersuchungen von Trottier et al. (2011) zeigten weiterhin, dass eine
Fenofibratbehandlung mit einer Abnahme der Gesamt-Gallensédurekonzentration im Serum
mannlicher Probanden einhergeht, wahrend die der weiblichen Probanden unverandert blieb.
Zusammenfassend konnten die aktuellen Ergebnisse praktische Relevanz fur die
Humanmedizin besitzen, da synthetische PPARa-Aktivatoren aus der Substanzklasse der
Fibrate bereits in der Therapie hyperlipidamischer Erkrankungen Anwendung finden (Berger
und Moller, 2002; Barbier et al., 2009). Des Weiteren wird PPARa als therapeutisches Target
fir die Behandlung zahlreicher chronischer Erkrankungen wie zum Beispiel Arterioskleose,
Diabetes mellitus, verschiedene Herz- und Nierenerkrankungen sowie chronisch lymphatische
Leuk&mie diskutiert (Singh et al., 2011; Hamilton-Craig et al., 2012; Jun et al., 2012; Spaner
et al., 2013). Die Erkenntnis, dass PPARa beim Menschen tageszeitlichen Schwankungen
unterliegt, lasst auch eine rhythmische Expression anderer mit Stoffwechselerkrankungen in
Verbindung gebrachter nuklearer Faktoren vermuten und konnte die Entwicklung von
Chronotherapien zur Erhdhung der Wirksamkeit von Medikamenten entscheidend
beeinflussen. Hinsichtlich dessen sind mdgliche geschlechtsspezifische Unterschiede bei der
Entstehung von Erkrankungen sowie dem Ansprechen auf medikamentdse Behandlungen zu
berticksichtigen. Dies konnte bis dato unerwartete Folgen fir die tdgliche medizinische Praxis
sowie fir die Wahl, Wirkung und Effizienz von Therapien nach sich ziehen.
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6. Zusammenfassung

Fasten geht mit zahlreichen Veranderungen des Stoffwechsels einher, die der Mobilisierung
endogener Energiereserven und der Minimierung des Energieumsatzes des Korpers dienen.
Einen Hauptanpassungsmechanismus an das Fasten stellt die Herunterregulation des
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regelkreises dar. Gekennzeichnet ist dies durch
eine verminderte Synthese und Sekretion von TRH des Hypothalamus, was wiederum mit
einer verminderten Bildung von TSH in der Hypophyse sowie T4 und T3 in der Schilddrise
einhergeht. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind bislang noch nicht
vollstandig geklart. Mdoglicherweise kdnnte der Transkriptionsfaktor PPARa bei der
fastenbedingten Herunterregulation des Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Regel-
kreises eine Rolle spielen, da PPARa wahrend des Fastens eine Reihe adaptiver
Stoffwechselvorgange induziert wie beispielsweise die B-Oxidation von Fettsduren und die
Ketonkorpersynthese. Die Ergebnisse einer friiheren Studie deuten darauf hin, dass PPARa an
der Regulation von TSH sowie TSH-induzierter Prozesse in der Schilddrise beteiligt ist. Um
der Bedeutung von PPARa fir die Regulation der TSH- und Schilddriisenhormonsynthese
nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit in-vitro-Studien mit TSH-produzierenden
Zellen und in-vivo-Versuche mit Mausen durchgefihrt. Flr die in-vitro-Studien wurde die
murine  Adenohypophysen-Tumorzelllinie TaT1 genutzt, da diese ein geeignetes
Zellkulturmodell darstellt, um die Effekte des PPARa auf die TSH-Synthese zu untersuchen.
TaT1-Zellen reagieren auf eine T3-Stimulierung mit einer dosis- und zeitabh&ngigen
Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration und exprimieren den RXR, einen
Heterodimerisierungspartner von PPARa und den TRs. Aus diesem Grund wurden die TaT1-
Zellen mit synthetischen und natiirlichen PPARa-Agonisten behandelt. Dabei zeigte sich, dass
die Behandlung der Zellen mit synthetischen und natiirlichen PPARa-Agonisten mit eine
Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration einhergeht. Das PPARa in den Zellen stimulierbar
ist wurde anhand der mRNA-Konzentrationen ausgewéhlter Zielgene ermittelt. Diese
Ergebnisse lassen eine Beteiligung des PPARo an der Regulation der TSH-Synthese
vermuten. Um zu Uberprifen, ob es sich beim TSH mdglicherweise um ein PPARa-Zielgen
handelt, wurde eine TSH-Promotoraktivitatsanalyse durchgefuhrt. Die Sequenzanalyse des
murinen TSHp-Promotors mittels NUBIScan-Software ergab 3 putative PPREs an den
Positionen -553 bis -565, -4 bis -16 sowie +381 bis +393 relativ zum Transkriptionsstart. Fur

den anschlieenden Luciferase-Assay wurden HepG2-Zellen mit einem TSHp-Promotor-
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Reportergenkonstrukt transfiziert und mit PPARo- und RXRa-Expressionsplasmiden
cotransfiziert. Nach einer 24 h-Inkubation der transfizierten Zellen mit 100 uM WY 14.643
war keine Veranderung der Luciferase-Aktivitat zu beobachten, was darauf hindeutet, dass
PPARa im untersuchten TSHP-Promotorbereich keinen Einfluss auf die transkriptionelle
Regulation nimmt.

Zur Verifizierung der Ergebnisse der in-vitro-Studien wurden im Rahmen dieser Arbeit
in-vivo-Versuche mit WT- und PPARa-KO-Mausen durchgefihrt. Die Tiere wurden entweder
Uber 48 h gefastet oder bekamen 1 x té&glich tber 4 Tage WY 14.643 via Schlundsonde
verabreicht. Die Ergebnisse zeigten, dass Fasten mit einer erhohten mRNA-Konzentration des
PPARoa-Zielgens HMGCS?2 in der Hypophyse einhergeht, was auf eine PPARa-AKktivierung
schlielen lasst. Im Gegensatz zu den in-vitro-Daten, wiesen die gefasteten PPARa-KO-Tiere
jedoch eine signifikant geringere hypophysdre TSHB-mRNA-Konzentration als die gefasteten
WT-Tiere auf. Im zweiten Fastenversuch war zudem unter ad libitum Futterung bei den
PPARa-KO-Tieren gegenuber den WT-Tieren eine signifikant geringere TSHB-mRNA-
Konzentration in der Hypophyse zu beobachten. Dies lasst vermuten, dass PPARa direkt oder
indirekt an der Regulation der TSH-Synthese beteiligt ist. Allerdings deuten die Ergebnisse
der Fastenstudien eher darauf hin, dass eine PPARa-Aktivierung der fasteninduzierten
Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration entgegenwirkt. Die orale Gabe von WY 14.643
verminderte die TSHB-mRNA-Konzentration der PPARa-KO-Tiere, nicht jedoch die der
WT-Tiere. Folglich ist es unwahrscheinlich, dass PPARa direkt Einfluss auf die TSHf-
MRNA-Expression nimmt. In-vivo wird die TSH-Synthese und -Sekretion durch zahlreiche
weitere neuronale und periphere Einflussfaktoren reguliert. Das TRH scheint fur die
beobachteten Verdnderungen der TSHB-mRNA-Konzentration in der vorliegenden Arbeit
nicht von Bedeutung zu sein, da die relative mMRNA-Konzentration von TRH im
Hypothalamus der Tiere weder durch den Genotyp, noch durch die WY 14.643-Behandlung
bzw. das Fasten beeinflusst wurde. Auch die relativen mRNA-Konzentrationen der TSH-
Inhibitoren TRB2, DIO2 und TRHDE blieben wihrend des Fastens unveréndert. Dagegen war
die hypophysédre mRNA-Konzentration von RXRa, einem weiteren neuronalen Inhibitor der
TSH-mRNA-Expression, bei den PPARa-KO-Tieren infolge des Fastens im Vergleich zu den
WT-Tieren signifikant erhéht. Zudem kam es bei den gefasteten PPARa-KO- gegentber den
gefasteten WT-Tieren zu einem stérkeren Anstieg der Konzentration an NEFA im Plasma,
welche physiologisch bedeutsame RXRa-Liganden darstellen. Folglich scheint RXRa in der
Hypophyse der gefasteten PPARa-KO-Tiere auch verstarkt aktiviert zu werden und konnte
somit zur stirkeren Abnahme der TSHBR-mRNA-Konzentration der gefasteten PPARa-KO-
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gegenliber der gefasteten WT-Tiere beigetragen haben. Die fastenbedingte Abnahme der
Plasmakonzentration an Leptin, einem peripheren Stimulator der TSH-Synthese, kénnte
ursdchlich fiir die Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration infolge des Fastens gewesen
sein, bietet jedoch keine Erklarung fiir die stiarkere Abnahme der TSHB-mRNA-Konzentration
der gefasteten PPARa-KO- gegentiber der gefasteten WT-Tiere. Die Verdnderung der TSHf3-
MRNA-Konzentration ging mit entsprechenden Veranderungen der mRNA-Konzentration
TSH-abhéngiger Gene in der Schilddriise und der Schilddrisenhormonkonzentration im
Plasma einher. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf
gegensétzliche PPARa-Effekte in der Zellkultur und im Mausmodel hin. Es ist daher davon
auszugehen, dass die fasteninduzierte Abnahme der TSH-Synthese und der TSH-abhangigen
Prozesse in der Schilddruse nicht durch PPARa hervorgerufen wurde. Die Tatsache, dass sich
WT- und PPARa-KO-Md&use hinsichtlich ihres Schilddriisenhormonstatus unterscheiden,
sollte in zukunftigen Studien berucksichtigt werden.

Auch ein verstarkter Schilddriisenhormonabbau in der Leber kénnte an der fasteninduzierten
Abnahme der Schilddriisenhormonkonzentration im Plasma der Méause beteiligt gewesen sein.
In der vorliegenden Arbeit war infolge des Fastens eine signifikante Zunahme der relativen
mRNA-Konzentrationen von CAR und der CAR-abhéngigen Enzyme UGT1Al und Sult1Al
in der Leber zu beobachten, welche flr die Ausscheidung von Schilddrisenhormonen ber die
Galle und den Urin von Bedeutung sind. Die gefasteten WT-Tiere wiesen jedoch eine héhere
hepatische MRNA-Konzentration von CAR und Sult1Al als die gefasteten PPARa-KO-Tiere
auf. Demzufolge scheinen die unter Fastenbedingungen deutlich  geringeren
Schilddriisenhormonkonzentrationen im Plasma der PPARa-KO- gegeniber der WT-Tiere
nicht durch eine vermehrte Ausscheidung sondern Uber eine stérkere Inhibierung der
Schilddriisenhormonsynthese hervorgerufen worden zu sein.

Am Transport der Schilddrisenhormone (iber die Zellmembran und der damit verbundenen
intrazellularen Aktivitdt der Schilddrisenhormone sind die beiden Monocarboxylat-
Transporter MCT8 und MCT10 beteiligt. Vorausgehende Studien belegten einen inversen
Zusammenhang zwischen der Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma und der
Genexpression der beiden Transporter. Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte infolge des
Fastens ein Anstieg der relativen mRNA-Konzentration von MCT10 im Hypothalamus, in der
Hypophyse und der Schilddriise bei gleichzeitiger Abnahme der Schilddriisenhormone im
Plasma der Tiere beobachtet werden, was auf eine Schilddriisenhormon-abhéngige MCT10-
MRNA-Expression in diesen Organen schlielen ldsst. Im Gegensatz dazu nahm die relative
mRNA-Konzentration von MCT8 in Hypothalamus, Schilddriise und Leber der gefasteten
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Tiere ab. Folglich scheinen die beiden MCT-Isoformen wahrend des Fastens unterschiedlich
reguliert zu werden. Zudem lassen die unter Fastenbedingungen beobachteten
genotypspezifischen Unterschiede in der mRNA-Expression von MCT8 und MCT10 eine
mdogliche Beteiligung des PPARa an der Regulation der beiden Transporter vermuten. Ein
direkter Einfluss des PPARa auf die Expression der beiden Schilddriisenhormontransporter ist
jedoch unwahrscheinlich, da sich die MCT8- und MCT10-mRNA-Konzentrationen in den
untersuchten Geweben der WT- und PPARa-KO-Tiere nach Behandlung mit WY 14.643 nicht
unterschieden. In nachfolgenden Studien sollte daher untersucht werden, inwieweit die
MCT8- und MCT10-Expressionen einer indirekten Regulation durch PPARa unterliegen und
ob dies mdglicherweise flr die fastenbedingten Verédnderungen des Schilddriisenhormon-

stoffwechsels von Bedeutung ist.

Neben seiner Rolle in der Anpassung des Stoffwechsels an das Fasten wird PPARa mit einer
verlangerten Lebensspanne sowie einem verzogerten Alterungsprozess in Verbindung
gebracht und fungiert als Inhibitor inflammatorischer Prozesse in Immunzellen. Aus
Nagerstudien ist bekannt, dass PPARa tageszeitlichen Schwankungen unterliegt und in starker
Wechselwirkung mit dem zirkadianen Schrittmacher BMALL1 steht. Es zeigte sich, dass sich
PPARa und BMALL gegenseitig auf Transkriptionsebene regulieren. Zudem wurde ein
Einfluss der Nahrungsaufnahme und des Geschlechts auf das 24 h-Expressionsprofil von
PPARa beobachtet. Bislang ist weitgehend unbekannt, ob auch der Mensch
geschlechtsspezifische PPARa- und BMALL-Tagesexpressionsprofile aufweist und inwieweit
dabei die Nahrungsaufnahme von Bedeutung ist. Aufgrund dessen wurden in der vorliegenden
Arbeit im Rahmen zweier Humanstudien das 24 h-mRNA-Expressionsprofil von PPARa und
BMAL1 in Monozyten ménnlicher und weiblicher Probanden ermittelt. Die
Studienteilnehmer erhielten entweder 4 geregelten Mahlzeiten oder fasteten Uber die 24-
stlindige Versuchsdauer. Dabei &nderten sich die 24 h-mRNA-Expressionsprofile von PPARa
und BMALL der Frauen infolge des Fastens, wéhrend sie bei den Mannern quantitativ und
qualitativ unverandert blieben. Uberraschenderweise unterschieden sich die PPARa- und
BMAL1-mRNA-Expressionsprofile der nicht-fastenden Manner und Frauen. Dagegen waren
die PPARo- und BMALI1-mRNA-Expressionsprofile der fastenden Mé&nner und Frauen
nahezu identisch. Folglich wiesen die nicht-fastenden Frauen einzigartige 24 h-
Expressionsprofile von PPARo und BMALL auf. Insgesamt deuten die aktuellen Ergebnisse
auch beim Menschen auf einen geschlechtsspezifischen Unterschied in den Tages-mRNA-

Expressionsprofilen der beiden Schlisselregulatoren des Stoffwechsels in Abhéngigkeit von
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der Nahrungsaufnahme hin. Dieser Geschlechtsdimorphismus konnte moglicherweise mit
dem energetischen Mehrbedarf von Frauen fiur die Reproduktion und der damit verbundenen
héheren Empfindlichkeit gegenlber verfligbarer Nahrungsenergie in Zusammenhang stehen
und dazu beigetragen haben, dass Frauen gegenuber Méannern schneller fahig sind sich an
metabolische Veranderungen anzupassen. Fur die Humanmedizin sind die aktuellen Daten
insoweit von Bedeutung, da PPARa und BMAL1 zum einen Einfluss auf den
Alterungsprozess und den zirkadianen Rhythmus zahlreicher Gene nehmen und zum anderen
therapeutische Targets in der Behandlung von chronisch degenerativen Erkrankungen

darstellen.
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7. Summary

Fasting is associated with numerous metabolic changes, such as the mobilization of
endogenous energy and the reduction of the energy expenditure. One of the major adaptions
during fasting is the downregulation of the hypothalamus-pituitary-thyroid axis that includes a
decreased synthesis and secretion of TRH in the hypothalamus which in turn reduces TSH
formation in the pituitary and T3 and T4 in the thyroid gland. The molecular mechanisms
involved in these alterations are not completely understood. It is assumed that the
transcription factor PPARa could play a role in the fasting-induced downregulation of the
hypothalamus-pituitary-thyroid axis because PPARa induces a series of adaptive metabolic
responses upon fasting such as a stimulation of fatty acid oxidation and the synthesis of
ketone bodies. Preliminary findings indicated a role of PPARa in the regulation of TSH and
TSH-induced processes in the thyroid gland. To elucidate the significance of PPARa in the
regulation of TSH and thyroid hormone synthesis during fasting, in-vitro studies with TSH-
synthesizing cells and mice studies were conducted. For the in-vitro studies, the murine
anterior pituitary tumor cell line TaT1 was used because they represent an appropriate
thyroid-stimulating cell culture model to determine the effect of PPARa on TSH synthesis.
ToT1 cells show dose- and time-dependent decrease of TSH mRNA concentration in
response to T3 stimulation and express RXR, a heterodimerization partner of PPARa and
TRs. For this purpose, cells were incubated with synthetic and natural PPARa agonists. It was
found that the treatment of cells with synthetic and natural PPARa agonists was associated
with a decrease in TSHB mRNA concentration. The efficiacy of PPARa stimulation was
assessed by the analysis of mMRNA abundances of selected PPARa target genes. The findings
indicated that PPARa could be involved in the regulation of TSH synthesis. To elucidate
whether TSH constitutes a target gene of PPARa, a TSH promotor analysis was performed.
The sequence analysis of the murine TSHP promotor using NUBIScan software revealed 3
putative PPREs at positions -553 to -565, -4 to -16 and +381 to +393 relative to the
transcriptional start site. For the subsequent luciferase assay, HepG2 cells were transiently
transfected with TSHB promotor reporter gene construct and cotransfected with PPARa and
RXRa expression plasmids. The results did not show any luciferase activity upon treatment of
the transfected cells with 100 uM WY 14.643 for 24 hours, assuming that the selected TSH
promotor region is not transcriptional regulated by PPARa.

To figure out whether PPARa may also play a role in TSH regulation of animals, in-vivo
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studies with WT and PPARa-KO mice were conducted. The mice were either fasted for 48
hours or were given WY 14.643 once a day by gavage over a period of 4 days. Data show that
fasting was accompanied by a higher mRNA level of the PPARa target gene HMGCS2,
indicating PPARa activation in the pituitary upon fasting. In contrast to the in-vitro data,
fasted PPARa-KO mice exhibited lower pituitary TSHB mRNA concentration than fasted WT
mice. In the second in-vitro study, a lower TSH mRNA concentration could be observed in the
pituitary gland of ad libitum fed PPARa-KO mice compared with ad libitum fed WT mice.
The findings suggest that PPARa is directly or indirectly involved in the regulation of the
TSH synthesis. However, data from the fasting studies assume that activated PPARa
counteracts the fasting-induced downregulation of the TSHB mRNA expression level. The
oral application of WY 14.643 decreased the TSHB mRNA concentration of PPARa-KO mice
but not of mice from the WT group. It is therefore unlikely that PPARa directly influences the
TSHP mRNA expression. In vivo TSH synthesis and secretion is regulated by numerous other
neuronal and peripheral factors. TRH does not appear to be important for the observed
changes in TSHB mRNA concentration in the present study as the relative TRH mRNA
concentration in the hypothalamus of the mice was neither influenced by the genotype nor by
the oral application of WY 14.643 and fasting. The relative mRNA concentrations of the TSH
inhibitors TRB2, DIO2 und TRHDE remained also unchanged during fasting. However due to
fasting, the pituitary mRNA concentration of RXR, a further neuronal inhibitor of TSH
mMRNA expression, was significantly higher in PPARa-KO mice than in WT mice.
Furthermore, fasted PPARa-KO mice compared to fasted WT mice showed a greater increase
in the plasma concentration of unesterified fatty acids which are physiologically important
RXRa ligands. Thus, RXRao was also activated to a greater degree in the pituitary gland of
PPARa-KO compared to WT mice and could therefore have contributed to the stronger
decrease in the TSHB mRNA concentration of fasted PPARa-KO mice. The fasting-induced
reduction in the plasma concentration of leptin, a peripheral stimulator of TSH synthesis,
could have been the cause of the decline in the TSH mRNA concentration as a result of
fasting. But it does not offer an explanation for the stronger decline in the TSHB mRNA
concentration of the fasted PPARa-KO compared to the fasted WT mice. The alteration of
TSHB mRNA concentration was associated with appropriate changes in the mRNA
concentrations of TSH-dependent genes in the thyroid gland and of the thyroid hormone
concentrations in the plasma. Data from the current work show that the PPARa effects in the

thyroid cell line and the mouse model are inconsistent. It must therefore be assumed that the
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fasting-induced decline in pituitary TSH synthesis and TSH-induced processes in the thyroid
gland was not caused by PPARa. The fact that PPARa-KO and WT mice differ in their
thyroid hormone status should be considered in future studies using these mouse models. Due
to the role of thyroid hormones in the regulation of numerous metabolic processes, future
studies must take into consideration that WT and PPARa-KO mice differ in their T3 and T4
plasma levels.

An increase in thyroid hormone inactivation in the liver could also have caused the fasting-
mediated reduction of thyroid hormone concentration in the plasma of the mice. In the present
work, a significant increase in the relative mRNA concentration of CAR and CAR-dependent
enzymes UGT1A1 and SultlAl in the liver was observed which are important for the biliary
and urinary excretion of the thyroid hormones. Fasted WT mice exhibited a higher hepatic
MRNA concentration of CAR and Sult1Al than fasted PPARa-KO mice. Consequently, the
substantially lower thyroid hormone concentration in the plasma of PPARa-KO compared to
WT mice during fasting does not appear to be caused by increased excretion but rather by a
stronger inhibition of thyroid hormone synthesis.

The transport of thyroid hormones across the cell membrane and the associated intracellular
activity of thyroid hormones involve the monocarboxylate transporters MCT8 and MCT10.
Previous studies have demonstrated an inverse association between the thyroid hormone
concentration in the plasma and the gene expression of both transporters. The current findings
show that fasting was associated with an increase in the relative mRNA concentration of
MCT10 in the hypothalamus, pituitary and thyroid gland and a simultaneous decline of
thyroid hormones in the plasma of mice which indicated a thyroid hormone-dependent
MCT10 mRNA expression in these organs. In contrast, the relative mRNA concentration of
MCTS8 in the hypothalamus, thyroid gland and liver of the fasted mice diminished. It is
therefore likely that both MCT isoforms were regulated in a different manner during fasting.
Moreover, the observed genotype-specific differences in the mRNA expression of MCT8 and
MCT10 during fasting suggest a possible involvement of PPARa in the regulation of these
two transporters. A direct impact of PPARa on the expression of both thyroid hormone
transporters is however unlikely as the MCT8 and MCT10 mRNA concentration in the
analysed tissues of WT and PPARa-KO mice does not differ upon treatment with WY 14.643.
Whether the MCT8 and MCT10 mRNA expression is directly regulated by PPARa and
wether changes of both MCT mRNA levels during fasting may influence the thyroid hormone

metabolism still needs to be addressed.
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Beside its role in the adaptation of the metabolism to fasting, PPARa is associated with a
prolonged life span and a delayed aging process and functions as an inhibitor of inflammatory
processes in immune cells. In rodents, PPARa displays diurnal variations and strongly
interacts with the circadian pacemaker BMALL. It was found that PPARa and BMAL1 cross-
regulate each other at transcriptional level. Additionally, it was observed that food intake and
gender exerted an influence on the PPARa expression profile. So far, it is largely unknown
whether humans also exhibit gender-specific PPARa and BMAL1 diurnal expression profiles
and how far the food intake is relevant within this context. Consequently, in the present work
two human studies were carried out in which the 24 hours PPARo and BMAL1 mRNA
expression profiles in the monocytes of male and female subjects were determined. The study
participants were given four regular meals or they fasted over a period of 24 hours. The 24
hours mRNA expression profiles of PPARa and BMALL1 did not change in men when
switching from feeding to fasting, whereas they changed qualitatively and quantitatively in
women. Interestingly, the PPARa and BMAL1 mRNA profiles of feeding men and women
were different, whereas the profiles of fasting men and women were virtually identical. This
finding indicates unique PPARa and BMAL1 mRNA profiles of feeding women. Overall, the
current results indicate that humans also exhibit a gender-specific difference in the diurnal
MRNA expression profile of the two metabolic key regulators in response to caloric intake.
This gender dimorphism could possibly be related to the additional reproduction-associated
energy requirements of women and the related higher sensitivity to available food energy.
This could contribute to the fact that women are able to adapt more quickly to metabolic
changes in comparison to men.

The current findings have significance for human medicine as PPARa and BMALI not only
have an effect on the ageing process and circadian rhythm of numerous genes, but also

represent therapeutic targets in the treatment of chronic degenerative disorders.
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