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Farbungen in primaren Kulturen von kortikalen Neuronen zeigten ebenfalls eine
deutliche Expression von Mct8. Mittels Fluoreszenzdoppelfarbungen von Neuronen
mit Mct8 und NeuN konnte eindeutig belegt werden, dass es sich bei den gefarbten
Zellen um Neurone handelt und Mct8 somit in diesen exprimiert wird. Eine Doppel-
farbung mit GAD67 zeigte Zellen welche fur beide positiv sind, aber auch Zellen, die
nur mit GAD67 anzufarben waren. Da GAD67 ein Markerprotein von Interneuronen
ist, scheint ein Teil derselben auch Mct8 zu exprimieren. Eine Doppelfarbung mit Tau

zeigte eine Lokalisation von Mct8 im Axon (positive Doppelfarbung) sowie in

Dendriten von Neuronen (nur Farbung mit Mct8) (Abb. 14).

o .

Met8/Taul

Abbildung 14: Expression und Lokalisation von Mct8 in kortikalen Neuronen

Kultivierte Neurone wurden mit Antikdrpern gegen Mct8 (griin) und GADG67 (rot) als Markerprotein fir
Interneurone, Tau1 (rot) als Markerprotein fur Axone und NeuN (rot) als Markerprotein fir Neurone
doppelgefarbt. Eine Gegenfarbung mit DAPI (blau) zeigt alle Zellkerne.

Da die morphologischen Untersuchungen der Gehirne von Mct8-defizienten Mausen
keine Veranderungen zeigten, wurden in Zusammenarbeit mit der German Mouse
Clinic verschiedene Verhaltenstests durchgefiihrt, um vielleicht auf diese Weise
Anhaltspunkte fur Storungen der Gehirnentwicklung zu finden. Das Bewegungs-
verhalten der Mct8” Tiere wurde jeweils im Vergleich zu Wurfgeschwistern im Open

Field Test und im Rotarod-Test dokumentiert. Untersucht wurden 15 Mct8*”Y und 15
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Mct8” Tiere im Alter von 17 Wochen. Im Open Field Test ergab sich kein
Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der gesamten zurlickgelegten
Distanz (Abb. 15A) und der mittleren Bewegungsgeschwindigkeit (Abb. 15B). Der
Rotarod-Test zeigte ebenfalls keinen Unterschied zwischen Mct8*” und Mct8”
Mausen (Abb. 15C).
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Abbildung 15: Untersuchungen zum Bewegungsverhalten

Anhand des Open Field Tests wurden gesamte zurickgelegte Distanz (A) und mittlere
Bewegungsgeschwindigkeit (B) untersucht. Des Weiteren wurde ein Rotarod-Test durchgefuhrt (C)
(n=15). Es konnten keine Unterschiede im Bewegungsverhalten zwischen Mct8*” und Mct8” Mausen
festgestellt werden. Nicht signifikant (ns), t-Test von Student.

Im modifizierten SHIRPA (Hatcher et al. 2001) Test wurden 24 verschiedene
Parameter beleuchtet. Es wurden 10 Mct8*"Y und 11 Mct8” Tiere im Alter von 18
Wochen untersucht. Zuerst wurden Verhaltensparameter wie die Kérperhaltung, das
Vorhandensein eines Tremor, Lidschluss, das Aussehen des Fells und das
Vorhandensein von Tasthaaren sowie das Vorhandensein von Tranenfluss und
Defakation dokumentiert. Hier zeigte der Test in keinem der untersuchten Parameter
einen Unterschied (Tab. 15).

Tabelle 15: modifizierter SHIRPA Test — Teil 1: Verhalten bei Beobachtung in einem Glasgefal

Parameter +ly -ly
Koérperhaltung
inaktiv 0 0
aktiv 10 11 ns
Uberhohte Aktivitat 0 0
Tremor
nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0
Lidschluss
Augen gedffnet 10 11 ns
Augen geschlossen 0 0
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Aussehen des Fells

ordentlich und gepflegt 10 11 ns
UnregelmaRigkeiten 0 0

Tasthaare

vorhanden 10 11 ns
nicht vorhanden 0 0

Tranenflul®

nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0

Defakation

vorhanden 10 11 ns
nicht vorhanden 0 0

Im nachsten Teil dieser Tests wurden die Bewegungsaktivitat und das Verhalten in
einer unbekannten Arena aufgezeichnet. Parameter waren hier Erregung beim
Umsetzen, Gang, Haltung des Schwanzes, Weglaufen bei Berihrung und Reaktion
auf Hochheben (Tab. 16).

Tabelle 16: modifizierter SHIRPA Test — Teil 2: Bewegung in einer unbekannten Arena

Parameter +ly -ly
Erregung beim Umsetzen
verlangertes Erstarren 0 0
kurzes Erstarren 10 11 ns
sofortige Bewegung 0 0
Gang
flissige Bewegung 10 11 ns
fehlende fliissige Bewegungen 0 0
Haltung des Schwanzes
schleifend 0 0
horizontal ausgestreckt 2 0 ns
hochgestellter Schwanz 8 11
Weglaufen bei Beriihrung
keine Reaktion 0 0
Reaktion auf Beriihrung 10 11 ns
Weglaufen vor Beriihrung 0 0
Reaktion auf Hochheben
wehrt sich 10 11 ns
keine Reaktion 0 0

Diese Parameter zeigten ebenso ein vollig normales Verhalten der Mct8-defizienten
Mause. Der letzte Abschnitt des SHIRPA Protokolls beinhaltete die Aufzeichnung von
Verhalten Uber bzw. in der Arena mit folgenden Parametern: Hautfarbe, gekrimmter
Rumpf, Aneinanderklammern der Extremitaten beim Hochheben, Pinna-Reflex,
Kornealreflex, Reflex sich aufzurichten, Aufrichten bei Berlhrung, Bissigkeit und
Vokalisation (Tab. 17). Dieser Teilabschnitt der Untersuchungen konnte ebenfalls

keinen Unterschied zwischen Mct8"Y und Mct8”Y Mausen finden. Somit sind Mct8-
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defiziente Mause im SHIRPA Test

anzusehen.

Tabelle 17: modifizierter SHIRPA Test — Teil 3: Verhalten iiber bzw. in der Arena

ihren Wourfgeschwistern als

Parameter +ly -ly
Hautfarbe
gebleicht 0 0
rosa 10 11 ns
tief rot 0 0
gekrimmter Rumpf
nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0
Aneinanderklammern der
Extremitaten beim
Hochheben
nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0
Pinna Reflex
vorhanden 10 11 ns
nicht vorhanden 0 0
Kornealreflex
vorhanden 10 11 ns
nicht vorhanden 0 0
Reflex sich aufzurichten
richtet sich auf 10 11 ns
richtet sich nach 0 0
Loslassen nicht auf
Aufrichten bei Berlhrung
vorhanden 10 11 ns
nicht vorhanden 0 0
Bissigkeit
nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0
Vokalisation
nicht vorhanden 10 11 ns
vorhanden 0 0

gleichwertig

Im Open Field Test konnten noch weitere Parameter untersucht werden. Diese

Parameter geben einen Hinweis auf ein verandertes Angstverhalten. Mct8-defiziente

Tiere zeigten ein vermehrtes Betreten des Feldes (entries on board), ein langeres

Verweilen im Feld (time on board) sowie einen vergroRerten durchschnittlichen

Abstand zur Wand (mean distance to wall) und einen verringerten durchschnittlichen

Abstand zum Brett (mean distance to board), welches sich in der Mitte des Feldes

befindet (Abb. 16A). Dies deutete auf ein reduziertes Angstverhalten hin, dass bei

Nagern gemeinhin bei Hyperthyreose so beschrieben wird.

Das Putzverhalten der Tiere wird im Open Field Test ebenfalls dokumentiert. Hierbei

lie sich eine gesteigerte Latenz bis zum Putzen sowie eine verringerte Putzdauer
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feststellen (Abb. 16B). Beides sind Ergebnisse, die bei Hypothyreose in Ratten

beschrieben sind.
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Abbildung 16: Open Field Test

Im Open field Test wurde das Angstverhalten (A) und das Putzverhalten (B) von Mct8"”¥ und Mct8™
M&usen untersucht. Hierzu wurden Betreten des Feldes, Verweilen im Feld, durchschn. Abstand zur
Wand, durchschn. Abstand zum Brett sowie Latenz bis zum Putzen und Putzdauer analysiert.
Parameter des Angstverhaltens waren ahnlich wie bei einer Hyperthyreose verandert, Parameter des
Putzverhaltens wiesen auf eine Hypothyreose hin (n=15). *p<0,05; ***p<0,001; t-Test.

Bei einer Untersuchung zum Schmerzempfinden der Tiere mittels eines Hot Plate
Tests wurde eine verminderte Latenz bis zum Schutteln der Hinterpfoten und bis zum
Herausspringen aus dem Messinstrument dargestellt (Tab. 18). Untersucht wurden
10 Mct8"" und 10 Mct8” Tiere im Alter von 20 Wochen. Diese Befunde deuteten auf

eine Hyperalgesie hin, wie man sie bei Nagern mit Hyperthyreose findet.

Tabelle 18: Hyperalgesie bei Mct8” Miusen

Parameter +ly -ly
Schdtteln der Hinterpfoten 11,54 +1,08 9,31 £ 1,31 *
Lecken der Hinterpfoten 18,46 £ 2,84 16,64 + 1,6 ns
Herausspringen 50,44 + 2,97 43,51+ 3,24 **

Die Schmerzempfindlichkeit von Mct8"” und Mct8” Mausen wurde mit Hilfe des Hot Plate Tests
untersucht. Mct8-defiziente Mause zeigten ein deutlich erhdhtes Schmerzempfinden. **p<0,01, nicht
signifikant (ns); ANOVA.
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3.2.6 Schilddriise

3.2.6.1 Expression von Mct8 in der Schilddriise

In Abbildung 7A und 7B wurde bereits die Expression von Mct8 in der Schilddrise
der adulten Maus und des Menschen mittels Western Blot gezeigt und wird hier zur
Verdeutlichung zur Expression im Gehirn verglichen (Abb. 17A). Sowohl murin als
auch human ist eine starkere Expression von Mct8 in der Schilddrise zu erkennen.
Eine immunhistochemische Analyse von murinen Schilddrusen zeigte eine deutliche
membranstandige basolaterale Farbung der Thyrozyten. Diese Farbung war bei
Mct8™ Schilddriisen nicht vorhanden und zeigt somit einmal mehr die Spezifitat des
a-Mct8 Antikérpers. In Schnitten von humanen Schilddrisen konnte die gleiche
basolaterale Verteilung von MCT8 mittels Immunhistochemie gezeigt werden
(Abb. 17).
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Abbildung 17: Lokalisation von Mct8 in der Schilddriise

Mct8 ist in murinen und humanen Schilddrisen starker exprimiert als im Gehirn (A). In humanem
Schilddrisengewebe konnte eine basolaterale Lokalisation von MCT8 gezeigt werden (B). Murine
Schilddriisen zeigen ebenfalls diese basolaterale Lokalisation. In Mct8™ Mausen ist wie zu erwarten
keine Farbung vorhanden (C). MaRstabsbalken 50 pm.
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3.2.6.2 Verédnderungen der Schilddriise in Mct8-defizienten Méusen

Die histologische Untersuchung von Schilddrisen Mct8-defizienter Mause im Alter
von sieben Monaten zeigte anhand von HE-Farbungen erstmals krankhafte
Veranderungen der Schilddrise. Es waren deutlich vergrofierte Follikel sowie
papillare Auswichse, typische Veranderungen der Kerne (Milchglaskerne und
dachziegelartige Stapelungen) und miteinander verwachsene, schlecht definierte
Follikel zu erkennen. Schilddrisen von Wurfgeschwistern zeigten keine
Abnormalitaten (Abb. 18A). Farbungen mit Antikorpern gegen Thyroglubulin (Tg)
und den Natrium-lodid-Symporter (NIS) zeigten keine Auffalligkeiten. Tg ist immer
noch in den Follikeln enthalten und weist keine immunhistochemisch detektierbaren
Veranderungen auf. NIS ist ebenfalls noch wie bei Mct8*” Tieren basolateral in
Thyrozyten lokalisiert (Abb. 18A). Die Grofe der Follikel und die Epithelh6he wurde,
wie unter Friedrichs et al. beschrieben, gemessen und ausgewertet (Abb. 18B und C)
(Friedrichs et al. 2003).
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Abbildung 18: Papillare Strukturen in Mct8-defizienten Schilddriisen

Schilddrisen von Mct8-defizienten Mausen weisen follikulare Tumore mit papillaren Strukturen und
charakteristischen Kernveranderungen auf (A). HE-Farbungen zeigen deutlich die histologischen
Veranderungen. Farbungen mit Antikdrpern gegen Tg und NIS zeigten keine Unterschiede.
Malstabsbalken 50 um. FollikelgréRe (B) und Epithelhéhe (C) der Follikel sind in Mct8™” Mausen
deutlich erhoht. *** p<0,001; t-Test.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Schilddriisen von 4 Mct8"” und 4 Mct8™” Tiere,
die junger als 6 Monate waren, 14 Mct8"”Y und14 Mct8” Tiere im Alter zwischen 6
Monaten und einem Jahr sowie 8 Mct8*Y und12 Mct8™ Tiere, die &lter als ein Jahr
waren, histopathologisch untersucht. HE-Farbungen von Paraffinschnitten der
Schilddrise wurden angefertigt und ausgewertet. Im Alter von bis zu 6 Monaten wies
eine Schilddrise von Mct8-defizienten Mausen bereits papillare Veranderungen auf.
Alle Schilddriisen von Mct8"” Tieren waren normal. Im Alter zwischen 6 Monaten und
einem Jahr wiesen bereits Uber 40% der untersuchten Mct8” Schilddriisen
krankhafte papillare Strukturen und veranderte Follikel auf. Alle untersuchten Mct8*"
Schilddrisen waren unauffallig. Schilddrtisen von Mct8™ Tieren, die Alter als ein Jahr
waren, wiesen fast alle Veranderungen auf (Abb. 19). 10 von 12 untersuchten
Schilddrisen zeigten in den untersuchten Schnitten deutlich erkennbare papillare
Schilddriisentumore. Zwei der untersuchten Mct8*” Tiere in diesem Alter zeigten
ebenfalls benigne Veranderungen der Schilddrise, die jedoch anders als die Tumore

der Mct8-defizienten Mause aussehen.
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Abbildung 19: Schilddriisentumore mit Charakteristika von papillaren Karzinomen

Die Schilddriise dieser 650 Tage alten Mct8™ Maus ist fast vollstandig von einem Tumor ausgefllt
(A); VergroRerungen aus diesem Tumor zeigen deutliche papillare Strukturen (B und C) sowie
typische Kernveranderungen (D). Am Beispiel einer 78 Tage alten Mct8™ Maus wird der Beginn der
Tumorentwicklung mit einem papillaren Microkarzinom gezeigt (E). Erst in einer bereits 600 Tage alten
Mct8"” Maus lassen sich kleine papilldre Veranderungen nachweisen, die auf einen papillaren
Microtumor hinweisen (F).

Abbildung 20 zeigt eine graphische Darstellung der progressiven Zunahme an
krankhaft veranderten Schilddrisen.
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Abbildung 20: Progressive Schilddriisenpathologie in Mct8-defizienten Schilddrisen

Der Anteil an Schilddrisen mit papillaren Karzinomen steigert sich bei Mct8™ Mausen mit
zunehmendem Alter. Im Alter von 6-12 Monaten zeigen bereits mehr als 40% der Mct8-defizienten
Mause Karzinome, wohingegen alle Wurfgeschwister eine normale Schilddrise haben. Mct8™
Mausen, die alter als 12 Monate waren, zeigten in Uber 80% papillare Schilddrisenkarzinome. Bei
zwei Wurfgeschwistern konnten in diesem fortgeschrittenen Alter beginnende papillare
Veranderungen nachgewiesen werden.

3.3 Andere Schilddriisenhormontransporter in Maus und Mensch

3.3.1 Expression von verschiedenen Transportern in der Schilddriise

Die Expression der folgenden Schilddrisenhormontransporter wurde mittels gPCR in
der Schilddrise von Mausen untersucht: Mct8, Lat1, Lat2, Mct10, Slco1c1, Slcoda1,
Slco4c1, Slco1a1, Slc10a1, Slco6b1, Slcobc1, Slco1a4, Slcola5 und Slco1b2.
18SrRNA diente als housekeeping gene. Slcol1c1, Slcol1al, Slc10a1, Slco6b1,
Slco6c1, Slco1a4, Slco1ab und Slco1b2 konnten in der murinen Schilddrise nicht
detektiert werden und wurden somit flr weitere Untersuchungen der Schilddrise
ausgeschlossen. Mct8 zeigte, wie bereits anhand des Western Blots in Abbildung 7
zu erwarten, eine sehr starke Expression. Mct10, Lat1, Lat2, Slco4a1 und Slco4c1
konnten mit einer im Vergleich zu Mct8 geringen Expression detektiert werden (Abb.
21).
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2A-ACt*100000 +/- SEM

Abbildung 21: Expression von Schilddriisenhormontransportern in murinen Schilddriisen

Sechs verschiedene Schilddrisenhormontransporter konnten in murinen Schilddrisen mittels gPCR
detetkiert werden. Werte sind dargestellt als 2*-ACt*100000 +/- SEM. Normalisierung auf 18SrRNA.

cDNA von humanen Schilddrisen wurde von Biocat, Heidelberg erworben und
mittels gPCR auf die Expression der Schilddrisenhormontransporter MCT8, LAT1,
LAT2, MCT10, SLCO1C1, SLCO4A1, SLCO4C1 und SLC10A1 hin untersucht.
B-Aktin diente als housekeeping gene. SLC10A1 konnte wie zu erwarten auch in der
humanen Schilddrise nicht detektiert werden. MCT8 und LAT2 wiesen eine starke
Expression auf (Abb. 22).
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Abbildung 22: Expression von Schilddriisenhormontransportern in humanen Schilddriisen

Die Expression von Schilddriisenhormontransportern wurde mittels gqPCR in humaner Schilddriise
untersucht. MCT8 und LAT2 zeigen eine deutliche Expression. Werte sind dargestellt als 27-
ACt*100000 +/- SEM. Normalisierung auf B-Aktin.
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3.3.2 Expression von verschiedenen Schilddriisenhormontransportern in

Gehirnarealen der Maus wahrend der Entwicklung

Die bisher dargestellten Ergebnisse weisen mit unterschiedlichen Befunden auf eine
lokal unterschiedliche Versorgung mit Schilddrisenhormonen hin. Verschiedene
Zelltypen bzw. Gehirnareale scheinen mit den im Serum befindlichen hohen
Konzentrationen an T3 versorgt zu werden oder auch nicht. Da Mct8-defiziente Tiere
auch eine partielle Hyperthyreose aufwiesen, musste angenommen werden, dass es
andere Schilddrusenhormontransporter im Gehirn und in Neuronen gibt. Es wurden
folgende beschriebene Schilddrisenhormontransporter auf ihre Expression in
primaren Kulturen kortikaler Neurone hin untersucht: Slco6b1, Slco6b1, Slco1b2,
Slco1a5, Slco1a4, Slco1a1, Sic10a1, Mct8, Sic7a5 (Lat1), Slc7a8 (Lat2), Slc16a10
(Mct10), Slco1c1, Slco4a1 und Slco4c1. Wie in Abbildung 23 dargestellt sind Mct8,
Lat1 und Lat2 relativ stark exprimiert; Mct10, Slco1c1, Slco4a1 und Slco4c1 konnten
mittels qPCR detektiert werden, sind jedoch in deutlich geringerem Malde exprimiert.
Die restlichen Transporter konnten nicht in kultivierten Neuronen detektiert werden.
Neurogranin (RC3) ist ein neuronal exprimiertes, Ts-induziertes Gen und diente hier

als Positivkontrolle. 18srRNA diente als housekeeping gene.

Abbildung 23: Expression von Schilddriisenhormontransportern in kultivierten kortikalen
Neuronen

Primare kortikale Neurone wurden isoliert und kultiviert. Mittels qPCR wurde die Expression
verschiedenster Schilddriisenhormontransporter untersucht. Mct8, Lat1 und Lat2 sind am starksten in
Neuronen exprimiert. Normalisierung auf 18srRNA.

Da Schilddrusenhormone fur bestimmte Funktionen sowie die Reifung und
Entwicklung verschiedener Zelltypen in verschiedenen Gehirnarealen zu
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung bendtigt werden, wurde die Expression
der Transporter Mct8, Lat1, Lat2, Mct10, Slco1c1, Slco4a1l und Slcod4c1 zu den
Zeitpunkten E14, E16, E19, PO, P5, P10, P15 und P20 im Neokortex, Hippocampus
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und Cerebellum untersucht (Abb. 24). Es wurden jeweils 3 RNA pools von jedem
Zeitpunkt und jedem Areal untersucht. 18SrRNA diente als housekeeping gene. Da
Mct10, wie bereits in kultivierten Neuronen beschrieben eine relativ geringe aber
konsistente Expression zeigte, wurden die restlichen Werte auf Mct10 bezogen. Fir
alle untersuchten Bereiche im Gehirn liel3 sich feststellen, dass die generelle
Expression der Transporter zur Geburt hin ansteigt, die héchsten Werte bis P10
aufweist und danach wieder sinkt. Im Neokortex konnten alle untersuchten
Transporter detektiert werden. Die hochsten Expressionslevel zeigten Mct8, Lat1 und
Lat2, sowie Slco1c1. Im Hippocampus konnte ebenfalls fir Mct8, Lat1 und Lat2
sowie Slco1c1 die starkste Expression dokumentiert werden. Im Cerebellum
herrschte generell eine geringere Expression der verschiedenen Schilddrusen-
hormontransporter. Die bereits genannten Transporter Mct8, Lat1, Lat2 und Slco1c1
konnten jedoch auch hier am haufigsten gefunden werden. Da jedoch die
Expressionslevel der Transporter in den Bereichen Neokortex, Hippocampus und
Cerebellum unterschiedlich sind sowie die Expressionen sich zu verschiedenen
Zeitpunkten verandern, ist von einem wahrscheinlich sehr spezifischen, spatio-
temporalen Verteilungs- bzw. Expressionsmuster der bisher bekannten Schilddrisen-

hormontransporter im Gehirn auszugehen.
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Abbildung 24: Expression von Schilddriisenhormontransportern in verschiedenen
Gehirnregionen wahrend der Entwicklung

Die spatio-temporale Verteilung von sieben verschiedenen Schilddriisenhormontransportern wurde in
Neokortex, Hippocampus und Cerebellum untersucht. Dargestellt ist die relative Expression bezogen
auf Mct10 +/- SEM. Normalisierung auf 18 SrRNA.

3.3.3 Expression von verschiedenen Transportern in Zelltypen des murinen
Gehirns

Um die Expression von Mct8 und anderen Schilddriisenhormontransportern in
Neuronen mit anderen Zelltypen vergleichen zu kdnnen, wurde mittels gPCR und
Western Blot die Expression in reinen Kulturen von Neuronen, Astrozyten und

Mikroglia untersucht. Die Reinheit der einzelnen kultivierten Zelltypen wurde mittels
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Western Blot Uberpruft. Spezifische Marker der einzelnen Zelltypen zeigten jeweils
nur eine Bande in ihrem entsprechenden Zelltyp (Daten nicht gezeigt). Mittels gPCR
wurde die Expression von folgenden Transportern untersucht: Mct8, Lat1, Lat2,
Mct10, Slco1c1, Slcod4al und Slcodc1. 18SrRNA diente als housekeeping gene in
der gPCR. Die am starksten exprimierten Transporter in Neuronen sind Mct8, Lat1
und Lat2. Slco1c1 zeigt eine schwache Expression in Neuronkulturen; Mct10,
Slcod4a1 und Slco4c1 zeigen eine sehr geringe, kaum detektierbare Expression. In
Astrozyten zeigt sich ein ahnliches Bild. Mct8, Lat1 und Lat2 sind am starksten
exprimiert, jedoch zu einem geringeren Level als in Neuronen. Slco1c1 zeigt eine
schwache Expression und die Expression der restlichen untersuchten Transporter
Mct10, Slco4al und Slco4c1 ist auch in Astrozyten sehr gering bzw. kaum
detektierbar. Die Expression der Transporter in Mikroglia unterscheidet sich stark von
der Expression in Neuronen und Astrozyten. Lat2 ist der am starksten exprimierte
Transporter in Mikroglia, gefolgt von Mct10, Lat1 und Slco4a1. Mct8 und Slico1c1
zeigen eine nur schwache Expression in Mikroglia, wohingegen Sico4c1 nicht
detektierbar ist (Abb. 25A). Mittels Western Blot wurde ebenfalls die Expression von
Mct8, Lat1 und Lat2 in kultivierten Neuronen, Astrozyten und Mikroglia sowie in einer
Endothelzelllinie, rBCEC4, untersucht. Hier konnte eine Proteinexpression gezeigt
werden, die bei Neuronen und Astrozyten der RNA-Expression entspricht. Alle hier
untersuchten Transporter sind in Neuronen und Astrozyten auch auf Proteinebene
exprimiert. Ebenso konnte mit Hilfe der Endothelzelllinie rBCEC4 die Expression von
Mct8, Lat1 und Lat2 in Endothelzellen belegt werden. Eine Expression in Mikroglia
konnte mittels Western Blot nur flr Lat2 bestatigt werden. p-Aktin diente als
Ladekontrolle im Western Blot (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Schilddriisenhormontransporter in Neuronen, Astrozyten und Microglia

Die Expression von Schilddriisenhormontransportern wurde in kultivierten Neuronen, Astrozyten und
Microglia mittels qPCR untersucht (A). Normalisierung auf 18 SrRNA. Mct8, Lat2 und Lat1 sind sowohl
in Neuronen als auch in Astrozyten exprimiert, wohingegen Lat2 deutlich in Microglia detektierbar ist,
Lat1 in geringerem Male. Des Weiteren konnten Mct10 und Slco4a1 in Microglia detektiert werden.
Die Ergebnisse fur Mct8, Lat2 und Lat1 wurden per Western Blot auf Proteinebene Uberprift und
zeigen weitgehend das gleiche Expressionsmuster (B). Proteinexpression von Lat1 in Microglia konnte
nicht detektiert werden. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

3.3.4 Expression von Transportern in humanem Gehirn

Die Expression der Schilddrisenhormontransporter MCT8, LAT1, LAT2, SLCO1C1,
MCT10, SLCO4A1, SLCO4C1 und SLC10A1 wurde mittels gPCR in cDNA von
humanem adulten cerebralen Kortex (Biocat, Heidelberg) untersucht. B-Aktin diente
als housekeeping gene. SLC10A1 konnte wie erwartet nicht detektiert werden. MCT8
und SLCO1C1 konnten mit der starksten Expression detektiert werden, gefolgt von
LAT2 und SLCO4A1 sowie LAT1 mit einer mittleren Expression. SLCO4C1 ist in
geringer Menge detektierbar, MCT10 wies dagegen eine sehr geringe Expression
aufwies (Abb. 26).
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Abbildung 26: Schilddriisenhormontransporter in humanem Gehirn

MCTS8, LAT1 und LAT2, sowie SLCO4A1 und SLCO1C1 konnten mittels qPCR in adultem cerebralen
Kortex detektiert werden. Werte sind dargestellt als 2*-ACt*100000 +/- SEM. Normalisierung auf
B-Aktin.

3.3.5 Schilddriisenhormontransporter in der humanen Gehirnentwicklung

Die bisher gezeigten Phanotypen der Mct8-defizienten Maus unterscheiden sich bis
auf die ebenfalls veranderten Schilddrisenhormonwerte doch deutlich vom humanen
Phanotyp eines Allan-Herndon-Dudley Patienten. Die in Abschnitt 3.3 dargelegten
Ergebnisse zeigen deutlich, dass in der Maus sowie in adulten humanen Geweben
auch andere Schilddrisenhormontransporter exprimiert werden. Da die vorherigen
Ergebnisse LAT2 als ebenfalls stark exprimierten Transporter im Gehirn dargestellt
haben, wurde die Expression von LAT2 naher untersucht. In Abbildung 27A ist die
Proteinexpression von LAT2 in verschiedenen Geweben dargestellt. Hierzu wird im
Vergleich noch einmal die Expression von MCT8 in humanen Geweben gezeigt.
LAT2 ist in Gehirn, Herz und Leber deutlich exprimiert, MCT8 hingegen zusatzlich in
der Hypophyse und nur sehr gering im Herz. Deutlich erkennbar sind die
unterschiedlichen GroRen von LAT2 und MCT8 sowie die unterschiedliche
Expressionsstarke in verschiedenen Geweben. Um eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Phanotypen von Mct8-defizienten Menschen und Mausen zu
finden, wurden mittels Immunhistochemie Schnitte von 14 verschiedenen humanen
embryonalen Gehirnen wahrend der Entwicklung in den Gestationswochen (GW) 13
bis 40 mit Antikdrpern gegen MCT8 und LAT2 gefarbt und ausgewertet. MCT8
konnte erstmals in GW 25 in BlutgefalRen detektiert werden. Die Expression dort

blieb zu allen untersuchten Zeitpunkten erhalten. Ab GW 30 konnte eine Farbung der
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Pyramidenzellen im cerebralen Kortex festgestellt werden. Mit zunehmendem Alter
verstarkte sich die Intensitat dieser Farbung. Von GW 32 an konnte im Hippocampus
und Kortex das adulte Expressionsmuster von MCT8 detektiert werden. Die
Expressionsstarke stieg noch wahrend der weiteren Entwicklung. Zusatzlich war im
Hippocampus in GW40 ein ahnliches Verteilungsmuster von MCT8 zu erkennen wie
in der Maus. Im Gyrus dentatus sind die Dendriten der Kdrnerzellen, die sich in der
Molekularschicht befinden, deutlich gefarbt, wohingegen die Axone der gleichen
Kdrnerzellen, welche sich im Stratum lucidum befinden, keine Expression zeigen.
MCT8 ist ab GW 25 mit einer basolateralen Expression auch im Plexus choroideus
detektierbar. Diese entspricht der bereits gezeigten basolateralen Lokalisation im
Plexus choroideus der Maus.

LAT2 konnte in adulten humanen Neuronen im Kortex deutlich nachgewiesen
werden. Wahrend der Entwicklung konnte weder im Kortex noch im Hippocampus
eine Expression von LAT2 detektiert werden (Abb. 27). LAT2-Expression war jedoch
deutlich in Mikroglia erkennbar. Im Plexus choroideus konnte nur eine schwache
Farbung detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Die Expression von Lat2 in Neuronen des murinen Kortex und Cerebellum wirde
eine Erklarung fir den phanotypischen Unterschied zwischen Maus und Mensch
liefern: Humane Neurone mussen sich exklusiv auf MCT8 als Schilddrisen-
hormontransporter verlassen, wohingegen murine Neurone bei dem Fehlen von Mct8
auf einen anderen Schilddrisenhormontransporter, z. B. den hier gezeigten Lat2, zur

Kompensation ausweichen kdnnten.
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Abbildung 27: Schilddriisenhormontransporter wahrend der humanen Gehirnentwicklung

(A) Expression von LAT2 und MCT8 in humanen Geweben mittels Western Blot. LATZ2 ist in Gehirn,
Herz und Leber exprimiert. (B-E) Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen konnte eine
Steigerung der Expression von MCT8 im humanen Gehirn wahrend der Entwicklung gezeigt werden
(B). i: Hippocampus. MaRstabsbalken 500 ym. ii: CA3. MaRstabsbalken 100 pm. iii: CA3.
MaRstabsbalken 50 ym. Exemplarisch gezeigt sind GW32 und GW40. Immunhistochemische
Farbungen konnten keine neuronale Expression von LAT2 darstellen. Microglia sind in jedoch deutlich
LAT2-positiv (GW40)(iii, Kastchen) (C). MaBstabsbalken wie in (B). MCT8 in GW25 Plexus
Choroideus (i) (Maf3stabsbalken 50 um) und Gefale (ii) (D). Hippocampale CA3 Neurone in adultem
humanem Gehirn weisen eine deutliche MCT8 und LAT2 Farbung auf (E). Mal3stabsbalken 50 pm.
Kapillaren sind mit Sternchen markiert.
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4. Diskussion

Schilddrisenhormontransporter sind essentiell fir eine normale und regelrechte
Entwicklung von Saugetieren, z. B. auch der des Menschen und der Maus. Um ihre
Funktion in der Regulation von Genen austben zu koénnen, muissen
Schilddrisenhormone in die Zielzellen verschiedener Gewebe eines Organismus
transportiert werden. Nur hier erreichen sie ihre Rezeptoren, TRa und TRp, Uber
welche sie eine positive beziehungsweise negative Regulation der Genexpression
ausuben. Lange Zeit wurde allgemein akzeptiert, dass Schilddrisenhormone
Zellmembranen passiv durch Diffusion durchqueren kdénnen. Diese Aussagen
wurden jedoch auch schon 1954 bezweifelt (Christensen et al. 1954), blieben aber
dennoch bis in die 70er Jahre weit verbreitet. Schilddrisenhormone sind geladene
Aminosaurederivate und kénnen aufgrund ihrer Struktur und Ladung, ahnlich wie
Aminosauren, nicht in die Zelle diffundieren. Schilddrisenhormontransporter sind als
Transmembranproteine fur die Aufnahme und Abgabe von Schilddrisenhormonen in
die Zelle notwendig. Die ersten Publikationen, die funktionelle Aktivitat klonierter
Proteine zum gerichteten Schilddrisenhormontransport zeigen konnten, erschienen
ab 1997 und 1999 aus den Arbeitsgruppen um G. Hennemann und T. Visser sowie
T. Abe (Docter et al. 1997; Abe et al. 1998; Friesema et al. 1999). Verstarktes
Interesse am Transport von Schilddrisenhormonen und den hierfur zustandigen
Transmembranproteinen entstand mit der Identifizierung des Monocarboxylat-
transporters 8 (MCT8) als spezifischen Schilddrisenhormontransporter (Friesema et
al. 2003) und der darauf folgenden Verknipfung von Mutationen in humanem MCT8
mit einem schweren Syndrom X-gekoppelter mentaler Retardierung (Dumitrescu et
al. 2004; Friesema et al. 2004). Patienten mit Mutationen in MCT8 zeigen deutlich
gestorte Schilddrisenhormonparameter im Serum sowie eine starke mentale
Retardierung und Muskelhypotonie. Dieses Syndrom der X-gekoppelten mentalen
Retardierung konnte mit dem bereits 1944 beschriebenen Allan-Herndon-Dudley-
Syndrom zusammengefuhrt werden (Allan et al. 1944), indem eine erneute
Untersuchung der 1944 beschriebenen Familien zur Entdeckung von Mutationen in
MCTS8 flhrte (Schwartz et al. 2005).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob ein Mct8-defizientes

Mausmodell den humanen Phanotyp repliziert und somit ein gutes Modell darstellt.
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Ein Modell des Allan-Herndon-Dudley-Syndroms wlrde Maglichkeiten zur
detaillierten Erforschung dieser Erkrankung, ihrer Mechanismen und zur Entdeckung
von Therapiemoglichkeiten bieten. Im folgenden Teil werden die in dieser Arbeit
erhobenen Ergebnisse diskutiert und in den Kontext der bereits vorhandenen

wissenschaftlichen Erkenntnisse gestellt.

4.1 Gewebespezifische Expression von Mct8

Die hier prasentierten Daten zeigen die Expression von Mct8 wahrend der
Entwicklung zu verschiedenen Entwicklungsstadien und in verschiedenen Organen
der Maus. Mct8 zeigt eine spezifische spatio-temporale Verteilung in der sich
entwickelnden Maus.

Der Vergleich der Expression von Mct8 in Organen der adulten Maus und des
adulten Menschen zeigt kaum Unterschiede. Lediglich in der Lunge scheint bei der
Maus eine geringe Proteinexpression vorhanden, die beim Menschen nicht
detektierbar ist. Beim Menschen hingegen scheint im Herz eine geringe MCT8-
Expression vorzuliegen, welche bei der Maus nicht festzustellen ist. Die Maus scheint
also aufgrund der ahnlichen Gewebeexpression bei Menschen und Mausen ein

gutes Modell fir das Allan-Herndon-Dudley-Syndrom zu sein.

4.2 Schilddrisenhormonwerte

Die hier beschriebenen veranderten Schilddriisenhormonwerte bei Mct8” Mausen
konnten auch von anderen Arbeitsgruppen in diesem Mausmodell gezeigt werden
(Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al. 2007). Die Schilddrusenhormonkonstellation
bei Mct8-defizienten Mausen repliziert somit den Schilddrisenhormon-Phanotyp bei
Patienten mit dem Allan-Herndon-Dudley-Syndrom. Neuere Richtlinien fir die
Diagnose von Mutationen im MCT8 Gen weisen gezielt auf abnormale Schild-
drusenhormonspiegel mit stark erhohtem T3, niedrigem T4 und erhohtem TSH hin
(Friesema et al. 2010). Der molekulare Mechanismus, der dieser ungewohnlichen
Schilddrisenhormonkonstellation zugrunde liegt, konnte bisher nicht geklart werden.
Ein TSH-Suppressions-Test zeigte, dass sehr hohe Ts;-Dosen nétig sind, um die

TSH-Spiegel auf ein normales Level herunterzuregulieren. Dies lasst auf eine
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zentrale Resistenz  gegentber Schilddrisenhormonen  schlieBen, welche
wahrscheinlich durch die nicht mdgliche Aufnahme von T3 in Zielzellen als Ort der
Regulation der HPT-Achse vermittelt wird (Dumitrescu et al. 2006; Di Cosmo et al.
2009). Dies konnte auch anhand der TRH-Expression im paraventrikularen Nukleus
bei Mct8” Mausen gezeigt werden. Hier lasst sich die hohe TRH-Expression durch
hohe Dosen an T4, jedoch nicht T3 normalisieren, was ebenfalls fir eine gehemmte
Aufnahme von T3 spricht, aber auch zeigt, dass die Regulation von TRH generell
noch funktionell ist (Trajkovic et al. 2007). Eine immer noch funktionelle Regulation
der HPT-Achse bei Mct8-defizienten Mausen konnte zusatzlich durch die
Normalisierung von TSH sowie gewebespezifischer Dejodase-Aktivitaten durch die
Gabe von 3,5-Dijodothyropropionsaure (DITPA), einem am TR aktiven Schilddrisen-
hormonanalogon, gezeigt werden. Die Aufnahme von DITPA in Zellen ist nicht durch
Mct8 limitiert (Di Cosmo et al. 2009). Wird die endogene Produktion von T4
unterdriickt, ist es moglich bei Mct8*”” und Mct8” Mausen die gleichen Ts-Spiegel zu
erreichen. Die Dejodierung von T4 zu T3 erscheint somit verantwortlich flr die hohen
Serum-Ts-Spiegel bei Mct8” Mausen (Dumitrescu et al. 2006). Untersuchungen der
Nieren von Mct8-defizienten Mausen ergaben eine deutliche Konzentration von T;
und T4 in der Niere sowie eine erhdhte Ausscheidung von T3 und T4 Uber den Urin.
Der Verlust von Mct8 konnte also sowohl die Aufnahme von Schilddrisenhormonen
aus dem Primarharn in Zellen des proximalen Tubulus der Niere und die Resorption
der gleichen Hormone zurtck ins Blut storen oder eine direkte Sekretion in den
Endharn zur Folge haben (Trajkovic-Arsic et al. 2010). Die erhdhte Exkretion von T4
konnte ein weiterer Parameter fur die niedrigen Serum-T4-Werte bei Mct8-defizienten
Mausen und Menschen sein. Schilddrisenhormonspiegel im Urin wurden bei
Patienten mit dem Allan-Herndon-Dudley-Syndrom bisher nicht untersucht. Sowohl in
der Niere als auch in der Leber von Mct8-defizienten Mausen konnte zusatzlich eine
erhdhte Aktivitat der Dio1 gezeigt werden (Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al.
2007; Trajkovic-Arsic et al. 2010). Diese fuhrt ebenfalls zu einer verstarkten
Dejodierung von T4 zu T3 und somit erniedrigten T4-Spiegeln.

Zusammenfassend gibt es also mehrere lokale Mechanismen sowohl flr eine
erhdhte Konversion von T4 zu T3 als auch fur reduzierte T4-Spiegel. Weiterflihrende
Untersuchungen sind noétig, um die verschiedenen Ebenen der Schilddrisenhormon-
Regulation bei Mct8-Defizienz naher zu erforschen und um einen Weg aufzudecken,

Uber den die Mdglichkeit einer Behandlung bei Patienten besteht.
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4.3 Korpergewicht

Der Einfluss von Schilddriisenhormonen auf die Regulation des Energiestoffwechsels
und daraus resultierend auf das Korpergewicht ist seit langem bekannt. Ts-Defizienz
fuhrt zu einem erhohten Korpergewicht und Kalteintoleranz (Duntas 2002),
wohingegen erhohte Ts-Level zu einer Hitzeintoleranz und Gewichtsverlust als
Ergebnis einer erhdhten metabolischen Rate fihren (Moller et al. 1996). Es konnte
ebenso gezeigt werden, dass erhohte Ts-Werte zu einer erhOhten
Nahrungsaufnahme bis hin zu einer Hyperphagie mit reduzierten zentralen Leptin-
Spiegeln sowie erhdhten hypothalamischen NPY mRNA Leveln und gleichzeitig
reduzierten POMC mRNA Leveln fihren (Kong et al. 2004). Die akute bzw.
chronische Gabe einer niedrigen Dosis T3 fuhrte ebenso zu einer erhdhten
Nahrungsaufnahme ohne jedoch die Leptin-Spiegel zu beeinflussen (Kong et al.
2004; Ishii et al. 2008). Eine Stimulation des Lipidstoffwechsels, einhergehend mit
erhdhten freien Fettsaurespiegeln und einer Steigerung der Liponeogenese und der
B-Oxidation sowie eine Induktion von Glukoneogenese und Glykogenolyse durch Ts
sind gleichfalls beschrieben worden (Weinstein et al. 1994; Dimitriadis and Raptis
2001). Schilddrisenhormone haben einen Einfluss auf den noradrenergen Signalweg
des sympathischen Nervensystems und sind damit essentiell fir die Produktion von
Korperwarme und fur die adrenerge Antwort des braunen Fettgewebes (Silva 1995;
Silva 2006). Dies konnte auch deutlich in hypo- bzw. hyperthyreoten Tieren bestatigt
werden (Cannon and Nedergaard 2004; Silva 2006). Sjogren et al. konnten 2007
belegen, dass Mause mit einem reduzierten Schilddrisenhormonsignalweg durch
eine Mutation im TRa hypermetabol sind, reduzierte Fetteinlagerungen, Hyperphagie
und Resistenz gegen Futter-induzierte Fettleibigkeit zeigen (Sjogren et al. 2007).

Bei Mct8-defizienten Mausen wurde bislang nicht untersucht, welche der soeben
beschriebenen Regulationen zu dem erniedrigten Korpergewicht von Mct8” Mausen
beitragen. Die deutlich erhdhten zirkulierenden T3-Spiegel fuhren wahrscheinlich in
Geweben, bei denen die Aufnahme von T3 nicht beeintrachtigt ist, eine hyperthyreote

Stoffwechsellage mit deutlich erhhtem Energieumsatz herbei.
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4.4 Hor- und Sehfahigkeit

Verschiedenste neuronale  Zelltypen sind in  ihrer Entwicklung von
Schilddrisenhormonen abhangig. Sowohl in der Cochlea als auch in der Retina sind
Nervenzellen fur die vollstandige sensorische Ausbildung notwendig.

In der Cochlea sind dies die inneren Haarzellen, welche zur Umwandlung von
Schallwellen in Nervenimpulse bendtigt werden. Diese inneren Haarzellen sind
wahrend der Embryonalentwicklung und neonatal sensitiv fur Schilddrisenhormone
(Uziel 1986). In Mausmodellen mit Dio2- bzw. Dio3-Defizienz konnte gezeigt werden,
dass ein bestimmtes Mal} an Schilddrisenhormonen flr die normale Entwicklung der
Cochlea nétig ist (Campos-Barros et al. 2000; Ng et al. 2004; Ng et al. 2009). Sowohl
zuviel als auch zu wenig Schilddrisenhormon fuhrt zu einem Entwicklungsdefekt mit
gestorter Horfahigkeit. Die Horfahigkeit von Mct8-defizienten Mausen ist nicht
eingeschrankt. Somit scheinen wahrend der Entwicklung in der Cochlea die hohen
zirkulierenden T3-Spiegel keinen Einfluss zu nehmen. Das fur die normale
Entwicklung notwendige Ts; wird wahrscheinlich lokal aus T4 durch Dejodasen
erzeugt. Die Aufnahme von Schilddrisenhormonen kann auch nicht komplett von
Mct8 abhangig sein, da sonst eine hypothyreote Horstérung vorliegen musste.

In der Retina sind diese schilddrisenhormonabhangigen Nervenzellen z. B. die
Lichtsinneszellen, Stabchen und Zapfen, welche mithilfe von speziellen Opsinen
eintreffendes Licht in Nervenimpulse umwandeln und somit als Photorezeptoren
dienen. Hypothyreote Mause zeigen eine verlangsamte Entwicklung von Opsinen in
den Photorezeptoren der Retina und somit die Notwendigkeit fur
Schilddrusenhormone in der Entwicklung des Sehvermogens (Lu et al. 2009). Ist
jedoch wahrend der Entwicklung zu viel Schilddrisenhormon vorhanden, kann die
Retina sich aufgrund von erhdhter Apoptose der Zapfen ebenfalls nicht normal
entwickeln. Dio3 spielt hier als T4-inaktivierendes Enzym eine wichtige Rolle (Ng et
al. 2010) und sorgt wahrend der Entwicklung flr eine genaue Einhaltung der
notwendigen Schilddrisenhormonspiegel. Die Sehfahigkeit von Mct8-defizienten
Mausen ist nicht eingeschrankt. Dies spricht dafur, dass die Retina in einer Situation
der Mct8-Defizienz Zugang zu Schilddrisenhormonen hat. Hierfur kdamen z. B. die in
der Retina exprimierten Transporter Slco1a4 und Slco1a5 in Betracht (Abe et al.
1998). Bei den erhohten zirkulierenden Schilddrisenhormonspiegeln muss nun

entweder die Aufnahme der Schilddrisenhormone auf ein normales Mal} reguliert
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sein oder es kdnnte eine lokale Erhéhung der Dio3 vorliegen. Die Erhéhung der Dio3
wulrde zu einer verstarkten lokalen Inaktivierung von T4 zu rT3 fihren und somit das
Gewebe in einer euthyreoten Stoffwechsellage halten.

Zur gewebespezifischen Expression von Dejodasen in der Cochlea und Retina sowie
zur Aufnahme von Schilddrisenhormonen in diese Gewebe liegen bisher weder bei
Mct8-defizienten Mausen noch Menschen weitere Daten vor. Patienten mit Allan-
Herndon-Dudley-Syndrom zeigen ebenso wie Mct8” Mause keine bekannte
Beeintrachtigung der Hor- und Sehfahigkeit und konnten somit durch den gleichen

Mechanismus geschutzt sein.

4.5 Muskel

Eine erhohte metabolische Rate bei erhdhten Schilddriisenhormonspiegeln konnte
bereits A. Magnus-Levy 1895 =zeigen (Magnus-Levy 1895). Diese erhohte
metabolische Rate entstent z. B. durch die Hochregulation von Genen des
sarcoplasmatischen Retikulums im Skelettmuskel und der damit assoziierten
Erhéhung der Kalzium-ATPase Aktivitat (Simonides et al. 2001). Muskelschwache
und eine reduzierte Muskelmasse wurde bisher zumeist bei einer hyperthyreoten
Stoffwechsellage beschrieben. Bei Mct8-defizienten Mausen konnten weder
Veranderungen der Muskelkraft noch des Bewegungsverhaltens gefunden werden.
Die vorliegende muskulare Hypotonie bei MCT8-defizienten Patienten wurde nicht
genauer charakterisiert. Die Innervierung der Muskeln und die neuromuskulare
Reizleitung sowie die Funktion von motorischen Endplatten wurde nicht untersucht.
Es kann also nicht geklart werden, ob die Muskelschwache eine neurogene Ursache
hat oder ob die Muskelzellen selbst direkt betroffen sind. Der Unterschied zwischen
Mct8-defizienten Mausen und Patienten konnte also hier wieder in einer anderen
Transporterausstattung im Muskel oder den stimulierenden Nerven des Muskels

liegen.

4.6 Mct8-Defizienz im Gehirn

Obwohl Mct8-defiziente Mause keine auffalligen neurologischen Stérungen zeigten,
konnten doch auf molekularem Level verschiedene Befunde erhoben werden, welche

dafur sprechen, dass Mct8 im Gehirn ein essentieller Transporter ist. Trajkovic et al.
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beschrieben, dass die Aufnahme von 'I-T; in das Gehirn von Mct8-defizienten
Mausen stark reduziert ist, wahrenddessen die Aufnahme von '?I-T, unverandert ist
(Trajkovic et al. 2007). Dies spricht fur eine Rolle von Mct8 als wichtigstem
Transporter in der Blut-Hirn-Schranke in Bezug auf den Transport von T3, jedoch
nicht auf T4. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Mct8 im Gehirn der
Maus dargestellt. Hier konnte gezeigt werden, dass Mct8 bereits zum
Embryonaltag 15 als auch im adulten Tier im Plexus choroideus, entlang des
ventrikularen Ependyms sowie in Blutgefalen im Gehirn, exprimiert ist. Diese Daten
stimmen mit den Daten von Roberts et al. Uberein, die ebenfalls eine Expression von
Mct8 in der Blut-Hirn-Schranke sehen (Roberts et al. 2008b). Diese Arbeitsgruppe
und andere beschreiben ebenfalls die Existenz von Slco1c1, bekanntermalien ein Ty-
Transporter, in der Blut-Hirn-Schranke, was die funktionierende Aufnahme von 1251,
in Mct8-defizienten Mausen erklaren wirde (Sugiyama et al. 2003; Roberts et al.
2008b). Die Aktivitat von Dejodase 2 (Dio2) ist in Mct8-defizienten Gehirnen
induziert. Diese Induktion entsteht wahrscheinlich durch die erniedrigten
zirkulierenden T4-Spiegel und soll mittels erhohter lokaler Produktion von Tz aus T4
durch Dio2 genugend T3 im Gehirn erzeugen (Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al.
2007). Die Hochregulierung von Dio2 ist augenscheinlich ausreichend, um eine
genugende Menge an T3 im Gehirn zur Verfigung zu stellen, da bei Mct8-defizienten
Mausen keine morphologischen Veranderungen im Gehirn festgestellt werden
konnten. Kuirzlich konnten Morte et al. anhand von Genexpressionsdaten zeigen,
dass in Abwesenheit von Mct8 nicht nur keine morphologischen Veranderungen
vorliegen, sondern auch keine Schilddriisenhormon-responsiven Gene im Gehirn
reguliert sind. Die gleichzeitige Inaktivierung von Mct8 und Dio2 fuhrte jedoch zu
einer gestorten Genexpression im Gehirn, gleich der bei einer Hypothyreose. Diese
Daten zeigen ebenfalls einen parallelen Weg fur die Aufnahme von T4 und T3 ins
Gehirn (Morte et al. 2010).

Gestorte Schilddrisenhormonspiegel wahrend der Entwicklung und im adulten Tier
konnen sich aber ebenfalls durch veranderte Verhaltensweisen manifestieren. Zur
Evaluierung ihres Verhaltens wurden Mct8-defiziente Mause mit ihren
Wurfgeschwistern einer detaillierten Untersuchung in der German Mouse Clinic
unterzogen. In einem modifizierten SHIRPA-Test, der Auskunft Uber neurologische
Auffalligkeiten der Mause gibt, wurden keine Unterschiede zwischen Mct8*¥ und

Mct8” Mausen festgestellt. Versuche zum Bewegungsverhalten der Mause zeigten
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ebenfalls keine Unterschiede auf. Dennoch konnten im Open Field Test das erste
Mal Verhaltensauffalligkeiten bei Mct8-defizienten Mausen nachgewiesen werden.
Mct8-defiziente Mause zeigen ein reduziertes Angstverhalten, ahnlich dem von
postnatal transient T4-behandelten Ratten (Yilmazer-Hanke et al. 2004). Aufgrund
der reduzierten Aufnahme von T3 in das Gehirn ware aber eher ein hypothyreoter
Phanotyp zu erwarten gewesen. Dieser zeigte sich bei TRa1-defizienten Mausen wie
TRa"R%4C (Venero et al. 2005), TRa1”" (Guadano-Ferraz et al. 2003) und TRa"°
(Wilcoxon et al. 2007) durch ein induziertes Angstverhalten. Die erhdhte Latenz bis
zum Putzen sowie die verringerte Putzdauer ist jedoch eher mit dem Verhalten von
hypothyreoten Ratten vergleichbar (Negishi et al. 2005). Das erhdhte
Schmerzverhalten der Mct8-defizienten Mause deutete hingegen wieder auf eine
erhohte Wahrnehmung von T; in bestimmten Zellen hin (Edmondson et al. 1990;
Bruno et al. 2005; Bruno et al. 2006). Mct8-defiziente Mause kdonnen jedoch auch
nicht mit hyperthyreoten Nagern gleichgesetzt werden, da hier aufgrund des
unveranderten Bewegungsverhaltens keine Anzeichen einer Hyperaktivitat bei
Mct8” Mausen vorliegen (Redei et al. 2001; Sala-Roca et al. 2002). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Neurone in bestimmten Gehirnregionen den
hohen zirkulierenden Ts-Konzentrationen ausgesetzt sind, falls die Ts-Aufnahme in
diese Zellen unabhangig von Mct8 stattfindet. Andere Zellen jedoch, die auf Mct8 als
einzigen Schilddrisenhormontransporter angewiesen sind, waren in diesem Fall
hypothyreot. Die Schilddrisenhormonkonzentration eines Neurons oder einer
anderen Zielzelle ist also abhangig davon, welche Transporter in welcher

Kombination exprimiert werden (Abb. 28).
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Wild-type
normal T3
normal T4

Mct8-KO
high T3
low T4

hypothyroid hyperthyroid hyperthyroid hypothyroid

Abbildung 28: Modell der unterschiedlichen Transporterexpression und daraus resultierender
zellularer Aufnahme und Verfiigbarkeit von T3

Zellen exprimieren Mct8, einen anderen Schilddriisenhormontransporter oder eine Kombination von
Transportern. Die Schilddrisenhormonkonzentration in der Zelle ist abhangig von den zirkulierenden
Schilddrisenhormonspiegeln. Bei Mct8-defizienten Zellen ist die Schilddriisenhormonkonzentration
davon abhangig, welche Transporter exprimiert werden: Zellen, die normalerweise nur Mct8
exprimieren, werden hypothyreot; Zellen, die einen anderen Transporter oder zusatzlich zu Mct8
andere Transporter exprimieren, werden aufgrund der hohen zirkulierenden T;-Spiegel hingegen
hyperthyreot.

Aufgrund dieser Hypothese wurde die Expression von 14 Schilddrisenhormon-
transportern in kultivierten kortikalen Neuronen der Maus untersucht. Sieben
Transporter konnten detektiert werden. Neben Mct8 weisen die L-Typ
Aminosauretransporter, Lat1 und Lat2, die starkste Expression auf. Die Expression
der hier detektierten Transporter wurde nun im Detail in Neokortex, Hippocampus
und Cerebellum wahrend der Entwicklung untersucht. Hierbei konnte ein sehr
spezifisches spatio-temporales Expressionsmuster dieser Schilddrisenhormon-
transporter dargestellt werden. Die Zelltyp-spezifische Untersuchung der
Schilddrisenhormontransporter in kultivierten Neuronen, Astrozyten und Mikroglia
zeigte die starkste Expression von Mct8, Lat1 und Lat2 in Neuronen und Astrozyten.
Lat1 und Lat2 sind auch in Mikroglia exprimiert. Spezifisch fur Mikroglia ist ebenfalls
die Expression von Mct10 und Slco4a1. Die in verschiedenen Gehirnregionen und
Zelltypen untersuchten Schilddrisenhormontransporter waren teilweise bereits

vorher als Transporter der Blut-Hirn-Schranke beschrieben, so z. B. Lat1 und
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Slco1c1 (Boado et al. 1999; Sugiyama et al. 2003; Chu et al. 2008; Roberts et al.
2008a; Roberts et al. 2008b).

Ist die Mct8-defiziente Maus nun ein gutes Modell fir das Allan-Herndon-Dudley-
Syndrom? Die vorliegenden Daten zum Phanotyp der Maus unterscheiden sich nicht
nur auf den ersten Blick deutlich von dem bei mehr als 25 Patienten mit Allan-
Herndon-Dudley-Syndrom beschriebenen Phanotyp. Die Frage nach Erklarungs-
maglichkeiten flr diese unterschiedliche Auspragung des Verlustes von Mct8 drangt
sich hier auf. Eine Maus ist naturlich auch in diesem Fall kein Mensch. Es besteht die
Moglichkeit, dass der Mensch als entwicklungsbiologisch gesehen ,hoherer”
Organismus empfindlicher auf Stérungen der HPT-Achse wahrend der Entwicklung
reagiert. Das Gehirn reagiert beim Menschen bekanntermalf3en auf eine Stérung der
Schilddrisenhormonwerte wahrend der Entwicklung. Eine wahrend der Entwicklung
hypothyreote Maus zeigt allerdings auch einen deutlichen Phanotyp. Der Phanotyp
von Allan-Herndon-Dudley Patienten Iasst sich aber grundsatzlich nicht mit
bekannten Phanotypen einer Hypothyreose wahrend der Entwicklung, dem
Kretinismus, vergleichen. Hohere Funktionen des Nervensystems, wie z. B. Sprache
konnen generell in Mausen nicht untersucht werden. Dennoch zeigen Menschen und
Mause beim Verlust von Mct8 selbst bei so grundlegenden Funktionen wie
Bewegung starke Unterschiede.

In Diskussionen zu diesem Thema taucht auch immer wieder die Frage auf, ob die
Mct8-defiziente Maus mit einem kompletten Verlust des Gens ein gutes Modell fur
eine Erkrankung darstellt bei der die meisten Betroffenen Mutationen oder
Teilverluste von MCT8 aufweisen, welche zu Fragmenten von MCT8 mit
modglicherweise dominant-negativen Effekten fUhren kdnnten. Hierzu lasst sich nur
anmerken, dass es auch Patienten mit sehr frihen Stoppmutationen oder grof3en
Deletionen gibt, die im Vergleich zu anderen Patienten keine Veranderung des
Phanotyps aufweisen. Ebenso repliziert die Mct8-defiziente Maus im Bezug auf die
veranderten Schilddrisenhormonspiegel den Phanotyp von Allan-Herndon-Dudley
Patienten.

Eine weitere Maglichkeit ware, dass MCT8 neben Schilddrisenhormonen ein
weiteres bisher unbekanntes Substrat transportieren konnte. Dieses Substrat sollte
dann fur den neurologischen Phanotyp verantwortlich sein. Generell lasst sich die

Moglichkeit, dass MCT8 ein weiteres Substrat transportieren koénnte, nicht
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ausschlie®en. Dies ist aber dennoch hypothetisch und wirde keine Erklarung liefern,
wie ein Mangel dieses Substrats sich auswirken wirde.

Roberts et al. schlagen als Erklarung fur den Unterschied zwischen Mct8-defizienten
Mausen und Menschen die unterschiedliche Expression von Sico1c1 in diesen vor
(Roberts et al. 2008b). Diese Erklarung ist deshalb nicht stichhaltig, da Slco1c1 eher
ein T4- als Ts-spezifischer Schilddriisenhormontransporter ist (Sugiyama et al.
2003). Patienten mit dem Allan-Herndon-Dudley-Syndrom sind, wie bereits
angemerkt, nicht mit congenital hypothyreoten Patienten, denen eine komplette
Versorgung des Gehirns mit Schilddrisenhormonen, also auch T4 fehlt, zu
vergleichen. Die ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe gezeigte Expression von Lat1 in
der Blut-Hirn-Schranke des Menschen widerspricht dieser Theorie zusatzlich
(Roberts et al. 2008a).

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass ein
anderer Transporter im Gehirn der Maus den Verlust von Mct8 kompensieren kann,
im Gehirn des Menschen jedoch nicht. In Neuronen und anderen Zellen des Gehirns
ist Mct8 nicht als alleiniger Schilddrisenhormontransporter exprimiert. Die
Expression anderer Transporter folgt einem spezifischen spatio-temporalen Muster,
ebenfalls ein Hinweis flir eine mdgliche Kompensation. Es bietet sich als eine
Erklarung die Moglichkeit an, dass z. B. im Gehirn des Menschen zu einem
spezifischen Zeitpunkt oder in spezifischen Zellen der in der Maus kompensierende
Transporter nicht exprimiert wird. Aufgrund der vorliegenden Daten erweist sich Lat2
als guter Kandidat fur eine solche Kompensation bei der Maus. Im adulten Gehirn
des Menschen lasst sich neben MCT8 auch die Expression der System-L
Transporter LAT1 und LAT2 sowie SLCO4A1 als auch von SLCO1C1 feststellen. Die
hohe Expression von SLCO1C1 ist durch die Lokalisation in GefaRen und in der Blut-
Hirn-Schranke zu erklaren. LAT2 ist ebenfalls auf Proteinebene in humanem adulten
Gehirn nachweisbar. Die immunhistochemische Untersuchung von menschlichen
Gehirnen wahrend der Entwicklung (Gestationswoche (GW) 13-40) zeigte keine
neuronale Expression von LAT2. In GW 40 konnte lediglich eine Immunreaktivitat
von LAT2 in Mikroglia festgestellt werden. MCT8 ist jedoch deutlich ab GW 25 in
BlutgefalRen sichtbar und zeigt ab GW 32 eine neuronale Farbung, die sich bis
GW 40 verstarkt. Auch im adulten Gehirn bleibt diese neuronale Farbung bestehen.
MCT8 scheint also zu diesen Entwicklungszeitpunkten im menschlichen Gehirn nicht

von LAT2 kompensiert werden zu kénnen. Aufgrund des humanen Phanotyps ist
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MCTS8 in der humanen Gehirnentwicklung wohl der einzige relevante neuronale Ts-
Transporter.

Im Mausmodell zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass wenigstens ein Teil der
Neuronen Zugang zu den erhohten zirkulierenden T3-Spiegeln hat. Dies konnte bei
Patienten mit dem Allan-Herndon-Dudley-Syndrom auch im adulten Gehirn der Fall
sein, da hier ja neben MCT8 auch LAT2 neuronal exprimiert wird. Dennoch konnte
eine Normalisierung der zirkulierenden Schilddrisenhormonspiegel durch die Gabe
von PTU und T4 in Patienten nicht zu einer Verbesserung der neurologischen Defizite
beitragen. Periphere hyperthyreote Auspragungen des Phanotyps, wie z. B.
Tachykardie und hohe SHBG-Spiegel, lie3en sich jedoch reduzieren (Wemeau et al.
2008).

4.7 Expression von Mct8 in der Schilddriise

Schilddrisenhormontransporter kdnnten auch in der Schilddrise selbst eine wichtige
Rolle spielen. Um aus den Thyrozyten freigesetzt zu werden, missen
Schilddrisenhormone die Zellmembranen der Thyrozyten durchqueren. Hieraus
ergibt sich die Notwendigkeit von Schilddrisenhormontransportern in der
Schilddruse, speziell in Thyrozyten. Da Schilddrisenhormontransporter bislang in der
Schilddruse nicht untersucht wurden und anhand von Western Blots bereits eine
Expression von Mct8 in der Schilddrise gezeigt werden konnte, wurde die
Expression von Schilddrisenhormontransportern und die Lokalisation von Mct8
untersucht. In murinen und humanen Schilddrisen konnte eine uberwiegende
Expression von Mct8 festgestellt werden. In Schilddrisen der Maus ist neben Mct8
noch eine deutliche Expression von Silco4a1l zu erkennen; in menschlichen
Schilddrisen ist neben MCT8 auch LAT2 exprimiert. Die anderen detektierbaren
Transporter sind nur in sehr geringem Malle exprimiert. Da Mct8 der wichtigste
Transporter in der Schilddrise zu sein scheint, wurde dieser weiter untersucht. Mct8
zeigt eine spezifische basolaterale Lokalisation in murinen und humanen Thyrozyten.
Ebenso konnte eine heterogene Expression in Schilddrisen, wahrscheinlich in
Zusammenhang mit der Biosynthese von Schilddrisenhormonen, gezeigt werden.
Diese basolaterale Lokalisation und der Bezug zur Biosynthese konnte fur eine
Funktion im Export von Schilddrisenhormonen aus der Schilddrise sprechen. Hierzu

wlrden auch die erniedrigten T4-Spiegel im Serum von Mct8-defizienten Mausen
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passen. Untersuchungen von Schilddrisen Mct8-defizienter Mause zeigten deutlich
vergroRerte Follikel mit zelluldaren Invaginationen ins Kolloid und nuklearen
Veranderungen, welche fur papillare Hyperplasien und Karzinome typisch sind. Die
Entstehung dieser Karzinome war bei Mct8-defizienten Mausen progressiv und trat
bei altersentsprechenden Kontrollen nicht auf. Nur im Alter von Uber 600 Tagen
wurden in Wildtyp-Mausen kleinere papillare Veranderungen gefunden.

Molekulare Untersuchungen von Schilddrisenkarzinomen des Menschen haben
verschiedene genetische Veranderungen offen gelegt. Zur Untersuchung dieser
Veranderungen wurden mehrere Mausmodelle generiert und charakterisiert. Mause
mit einer Mutation im Gen fiir den Schilddriisenhormonrezeptor Beta (TRA™FY)
entwickeln zum Beispiel ein follikulares Schilddrisenkarzinom, welches invasiv
wachst und Metastasen bildet (Suzuki et al. 2002). Es konnte ebenso gezeigt
werden, dass bei diesen Mausen der PISK/AKT Signalweg stimuliert ist und eine
Haploinsuffizienz des verwandten Rezeptors PTEN die Tumorentwicklung
beschleunigt (Furuya et al. 2006; Guigon et al. 2009). Die Entwicklung von papillaren
Schilddrisentumoren ist bei RET/PTC3-transgenen Mausen untersucht worden.
Diese entwickeln zusatzlich Metastasen in Lymphknoten (Powell et al. 1998).
Papillare Schilddriisenkarzinome bei BRAF'°°.transgenen Mausen wachsen sehr
schnell und invasiv (Knauf et al. 2005). Das Wachstum des papillaren
Schilddrisenkarzinoms bei Mct8-defizienten Mausen ist hingegen viel langsamer als
in RET/PTC3- und BRAF"%F._transgenen Mausen. Es konnten auch keine
Metastasen in Lymphknoten und kein invasives Wachstum beobachtet werden. Der
Mechanismus der Tumorentstehung scheint also unterschiedlich zu den bisher
beschriebenen Modellen zu sein. Falls man annimmt, dass Mct8 eine Rolle beim
Export von Schilddrisenhormonen aus der Schilddrise spielt, konnte bei Mct8-
defizienten Mausen eine lokale Hyperthyreose in der Schilddrise vorliegen. Die
starke und andauernde Stimulation des TSH-Rezeptors kdnnte die Proliferation von
Thyrozyten anregen. Dies wurde bei Jod-defizienten Strumen und Morbus Basedow
sowie bei Mutationen im Biosyntheseweg von Schilddrisenhormonen beschrieben
(Stocker and Burch 2003; Hishinuma et al. 2005). In einem Fall von Pendred-
Syndrom mit einer bereits lange bestehenden Struma fuhrten erhdhte TSH-Spiegel
zu Hyperplasien, die bei einer Ansammlung weiterer Mutation in einer Neoplasie
endeten (Camargo et al. 2001). In Anlehnung hieran kénnten die erhéhten TSH-

Werte bei Mct8-defizienten Mausen das Wachstum und die Ausbildung von sehr
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kleinen papillaren Karzinomen beglnstigen, die sonst eher unbemerkt blieben.
Dennoch konnten bei Mausmodellen mit einer konstitutiven Aktivierung des TSH-
Rezeptors nur Hyperplasien der Schilddruse, jedoch keine Tumorentwicklung
beobachtet werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse aus dem Mausmodell fihrten zu einer erneuten
Untersuchung der Schilddriise eines in Berlin betreuten Patienten mit einer Mutation
in MCT8. Bei diesem Patienten konnten tatsachlich Veranderungen in der
Schilddrise nachgewiesen werden, die denen der Mct8-defizienten Maus ahnelten.
Da fruhere Untersuchungen der Schilddrise dieses Patienten noch keine Hinweise
auf Veranderungen lieferten, ware es angemessen bei allen Patienten mit Allan-
Herndon-Dudley-Syndrom regelmafige Kontrollen der Schilddrise einzufuihren. Das
Mausmodell konnte hier auf einen neuen, flr Patienten relevanten, Phanotyp bei

Mct8-Defizienz hinweisen.
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