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I. EINLEITUNG

Morbus Basedow wurde im deutschen Raum erstmals 1840 von dem Dessauer
Arzt Carl von Basedow beschrieben, der die klassischen Symptome der
Erkrankung - Tachykardie, Exophthalmus und Struma — schilderte, die heute als
Merseburger Trias bekannt sind. Anndhernd zeitgleich (1835) berichtete sein
irischer Kollege Robert James Graves von einem Zusammenhang zwischen
Exophthalmus und einer Vergroflerung der Schilddriise. Er ist Namensgeber der

Erkrankung im englischsprachigen Raum (“Graves-Disease”).

Die Inzidenz fiir M. Basedow wird regional sehr unterschiedlich angegeben und
reicht von 21 Fillen pro 100.000 Einwohner und Jahr in Schweden (ABRAHAM-
NORDLING et al., 2011) bis 50 Félle pro 100.000 Einwohner in GroBbritannien
(VANDERPUMP et al., 1995). Frauen sind bis zu zehnmal hdufiger betroffen als
Minner (FELDKAMP, 2002).

Die Behandlung der autoimmunen Schilddriiseniiberfunktion erfolgt nach
gegenwirtigem Stand symptomatisch durch Thyreostatika, Radiojodtherapie oder
mittels chirurgischer Resektion als totale oder subtotale Thyreoidektomie (BAHN
et al., 2011). Fiir die Entwicklung weiterer Therapieansitze sind Tiermodelle
unerlédsslich. In der Literatur sind bereits zahlreiche Modelle beschrieben, die
verschiedene Mechanismen zur Auslosung der Krankheit bei der Maus darlegen.
Fiir die Erforschung neuer Therapien sind Langzeitmodelle erforderlich, die das
Aufrechterhalten der Erkrankung garantieren, sodass eine mogliche Genesung
nicht auf eine Selbstlimitierung der Krankheit zuriickzufiihren ist. In der
vorliegenden Studie soll ein Modell etabliert werden, das die Erhaltung der
autoimmunen Hyperthyreose bei der Maus iiber mehrere Monate gewihrleistet.
Zudem soll der Nutzen verschiedener In-vivo-Parameter, Entwicklung des
Korpergewichts und der Herzfrequenz im Hinblick auf den Verlauf der

Erkrankung diskutiert werden.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Morbus Basedow beim Menschen

1.1 Atiologie
Die Atiologie des M. Basedow ist noch nicht vollstindig geklirt, es wird jedoch
von einem Zusammenspiel genetischer Faktoren und Umweltfaktoren

ausgegangen (WEETMAN & MCGREGOR, 1994).

Erste Hinweise auf einen genetischen Hintergrund lieferte eine Zwillingsstudie
aus Dédnemark, die eine hohere Konkordanz fiir eineiige Zwillinge verglichen mit
zweieiigen Zwillingen ergab (BRIX et al., 1998). Mittlerweile werden zahlreiche
Genloci mit einer Empfinglichkeit fiir M. Basedow assoziiert. Die erste DNA-
Sequenz, die in den Fokus des Interesses riickte, war die hochpolymorphe HLA-
Region auf Chromosom 6, die bereits mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie
Typ I Diabetes und rheumatoider Arthritis, in Verbindung gebracht wurde. Hier
wurden Polymorphismen an den HLA-Molekiilen DR3 (MANGKLABRUKS et
al., 1991) und DQA1*0501 (YANAGAWA et al., 1993) bei an M. Basedow

erkrankten Europdern nachgewiesen.

Dariiber hinaus wird ein Zusammenhang zwischen einer Punktmutation am CD40
Gen (TOMER et al., 2002) sowie am Protein Tyrosin Phosphatase-22 (PTPN22)
Gen (VELAGA et al., 2004) und dem CTLA-4 Gen (YANAGAWA et al., 1995)
und der Entstehung einer autoimmunen Hyperthyreose angenommen. Ein
Polymorphismus am TSH-Rezeptor-Gen wurde als krankheitsspezifische
Veridnderung identifiziert (DECHAIRO et al., 2005). Bisher gibt es keine
Datenlage, die eine Aussage dariiber zuldsst, ob schon ein einzelner

Genpolymorphismus in der Lage ist, die Erkrankung zu begiinstigen.

Bei den priadisponierenden Umweltfaktoren zeigte sich, dass Rauchen das Risiko,
insbesondere fiir eine endokrine Orbitopathie deutlich erhoht (PRUMMEL &
WIERSINGA, 1993). Eine Studie aus dem Jahr 2005 ergab dariiber hinaus eine
positive Korrelation zwischen der Anzahl der gerauchten Zigaretten mit dem
steigenden Risiko an M. Basedow zu erkranken (HOLM et al., 2005). Aber auch
Stress (WINSA et al., 1991), tibermiBige Jodversorgung (LAURBERG et al.,

1991) und verschiedene Therapeutika konnen das Risiko erhohen. Bei den
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Therapeutika sind HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), das zur HIV-
Therapie eingesetzt wird (CHEN et al., 2005) und Interferon o als Ausloser
bekannt. Interferone werden zur Behandlung viraler Infektionen, wie Hepatitis B
oder C eingesetzt. Eine retrospektive Studie aus Australien ergab, dass diese

Therapieform zwei verschiedene Arten der Thyreotoxikose auslosen kann, wovon

eine Form dem M. Basedow gleicht (WONG et al., 2002).

Lange wurde von einem erhohten Risiko durch den Infektionserreger Yersinia
enterocolitica ausgegangen, der zu Kreuzreaktionen fiithren sollte (SHENKMAN
& BOTTONE, 1976). Dieses Risiko wird allerdings mittlerweile als zu
vernachlédssigen eingestuft (KARASEK & LEWINSKI, 2003).

1.2 Pathogenese

Adams und Purves beschrieben 1956 erstmals ein schilddriisenaktivierendes
Agens (ADAMS & PURVES, 1956), das 1964 als Antikorper identifiziert wurde
(KRISS et al., 1964). Das Hauptantigen ist der TSH-Rezeptor. Untersuchungen
haben ergeben, dass die Zielepitope v. a. auf der extrazelluldr liegenden
Untereinheit A des Rezeptors liegen (NAGAYAMA et al., 1994). Bei den
Autoantikorpern handelt es sich um eine heterogene Gruppe mit unterschiedlicher
Affinitit zu verschiedenen Epitopen (ENDO et al., 1992). Uberwiegend handelt es
sich um schilddriisenstimulierende Antikorper (TSAb), aber auch blockierende
und neutrale Antikdrper konnten nachgewiesen werden (VALENTE et al., 1982).
Die Bindung eines stimulierenden Antikorpers an den TSH-Rezeptor fiihrt zu
einer erhohten Produktion von cAMP, wodurch die Jodaufnahme in die
Thyreozyten gesteigert wird und letztlich die vermehrte Bildung und Freisetzung

von Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3) resultiert.

Der Antikorperbildung durch B-Lymphozyten geht ein Verlust der Selbsttoleranz
gegeniiber Schilddriisenantigenen voraus. In der Folge kommt es zur Prisentation
dieser Antigene an T-Zellen in MHC-II-Molekiilen Antigen présentierender
Zellen (APC), insbesondere Makrophagen und dendritische Zellen. Die
Interaktion zwischen APC und T-Zellen fiihrt iiber die Bildung costimulierender
Molekiile (v.a. B7-Molekiille) zur Aktivierung der T-Zelle und zur
Differenzierung der T-Helfer-Zellen (TH-Zellen). Beim M. Basedow wird von
einer gemischten TH1, TH2 und TH17 Reaktion ausgegangen, bei der allerdings
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die TH2-Zellen iiberwiegen (HORMANN, 2005). Auch bei der Entwicklung der
endokrinen Orbitopathie wurde eine vermehrte Beteiligung von TH2-Zellen im
Spitstadium der Erkrankung nachgewiesen (ANISZEWSKI et al.,, 2000). Die
TH2-Zellen stimulieren {iber Freisetzung verschiedener Zytokine wie
Interleukin 4 und Interleukin 5 die Differenzierung von B-Lymphozyten zu
Plasmazellen und die Freisetzung von Antikdrpern vom Typ IgGl (MULLINS et
al., 1995; HORMANN, 2005).

1.2.1 Struktur des TSH-Rezeptors

Der TSH-Rezeptor gehort zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(BIRNBAUMER et al., 1990). Er besteht aus sieben transmembranen und einer
groflen N-terminal lokalisierten extrazelluliren Domine, die wiederum aus sieben
Leucin-reichen Wiederholungen (leucin-rich repeats) besteht. Insgesamt umfasst
der Rezeptor 744 Aminosdauren (NAGAYAMA, 1994) und weist im
unglykolisierten Zustand ein Molekulargewicht von 84 kDa auf (MISRAHI et al.,
1990).

Posttranslational unterliegt der Rezeptor intramolekularer Spaltung, bei der ein 50
Aminosduren grofles C-Peptid ausgeschnitten wird und damit eine Trennung in
transmembrane und extrazellulire Domine stattfindet, die iiber Disulfidbriicken
verbunden bleiben. Die Ektodomine (A-Domine) stellt die Bindungsstelle fiir
TSH dar (BUCKLAND et al., 1985). Auch stimulierende Antikorper wie der
humane M22-Antikorper binden ausschlieBlich an die A-Doméne des Rezeptors,
wenn auch die Bindungsstellen nicht vollstindig identisch sind (s. Abbildung 2).
Bei M22 handelt es sich um einen monoklonalen, sehr potenten Autoantikdrper
(SANDERS et al., 2003; SANDERS et al., 2004). Der nicht gespaltene Rezeptor
hingegen ist das stirkste Immunogen fiir blockierende Antikorper (CHEN et al.,
2003). Durch Bindung des AutoantikOrpers bzw. TSH an die extrazelluldre
Domine wird eine intrazellulidre Signalkaskade ausgelost. Uber Generierung des

second messenger cCAMP erfolgt die Synthese der Glykoproteine T3 und Tj.



II. Literaturiibersicht 5

A subunit

Cleavage
site(s)

C peptide
region

Removal of C peptide by
rapid N-terminal clipping to
Site 2 region. Continued clipping
leads to A subunit shedding

B subunit COOH

Abbildung 1: molekulare Struktur des TSH-Rezeptors nach Rapoport und
McLachlan

(RAPOPORT & MCLACHLAN, 2001)

In erster Linie wird der TSHR in den Epithelzellen der Schilddriise exprimiert.
Dariiber hinaus wurde er aber auch in zahlreichen extrathyroidalen Geweben
nachgewiesen, unter anderem in Fibroblasten (HEUFELDER & BAHN, 1992),
Adipozyten (JANSON et al., 1998), Kardiomyozyten (DRVOTA et al., 1995),
Osteozyten (NOVACK, 2003), sowie in Neuronen und Astrozyten des Gehirns
(CRISANTI et al., 2001), in der Niere (SELLITTI et al., 2000) und im
Interstitium des Hodens (DAVIES et al., 1978). Klinische Relevanz hat diese
Entdeckung besonders im Hinblick auf die Entwicklung einer endokrinen
Orbitopathie oder eines pritibialen Myxddems. Die Zielzellen sind in diesem Fall
die Fibroblasten der Orbita (GRUBECK-LOEBENSTEIN et al., 1994) bzw. in der
Unterhaut (DAUMERIE et al., 2002).
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Abbildung 2: Bindungsstellen der A-Domine nach Nunez Miguel

Griin dargestellt sind die Bindungsstellen, die nur mit M22 interagieren,
orange sind die Bindungsstellen, die ausschlieBlich TSH binden und rosa die,
die beide Liganden binden. (NUNEZ MIGUEL et al., 2009)

1.3 Klinik und Morphologie
Klinisch zeigen Patienten mit M. Basedow Symptome einer Hyperthyreose wie

Gewichtsverlust, Nervositit oder vermehrtes Schwitzen.

Typisch ist die von Carl von Basedow beschriebene Merseburger Trias mit
Struma, Exophthalmus und Tachykardie. Die Struma kann von einem
Shuntgerdusch (,,schwirren) begleitet sein. Eine Sinustachykardie ist die
hiufigste begleitende Herzrhythmusstorung bei einer Hyperthyreose. Bleibt diese
iiber ldngere Zeit unbehandelt, konnen zudem Vorhofflimmern und kongestives

Herzversagen auftreten (KLEIN & OJAMAA, 2001).

Hinzu kommt bei der autoimmunen Hyperthyreose eine verstirkte Beteiligung der
Augen (endokrine Orbitopathie), die in der Regel beidseits auftritt. Diese dullert
sich  in Exophthalmus, einem retrobulbdren Druckgefiihl, vermehrte
Trianenbildung und einer Schwellung des orbitalen Gewebes, die zu einer
Kompression des Nervus opticus fithren kann. In der Folge kommt es zu einer
Verschlechterung der Sehleistung und zum Sehen von Doppelbildern. Eine EO
tritt bei ungefihr 50 bis 70 % der Morbus Basedow Patienten auf (HEUFELDER
& HOFBAUER, 2007).
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Ein pritibiales Myxodem oder Akropachie konnen weitere, wenn auch seltene
systemische Manifestationen darstellen. Ungefihr 4 — 5 % der Morbus Basedow-
Patienten entwickeln ein pritibiales Myxddem (ANDERSON & MILLER, 2003).
Die Inzidenz fiir eine Akropachie ist noch geringer und liegt bei unter 1 %
(ANDERSON & MILLER, 2003). Beide Formen treten meist bei Patienten auf,
die auch schon eine endokrine Orbitopathie entwickelt haben (FATOURECHI et
al., 2003; FATOURECHI, 2005).

Im Serum sind T4 und T; erhoht bei gleichzeitig niedrigen TSH-Werten.
Pathognomonisch ist der Nachweis von Antikorpern gegen den TSHR. Zusitzlich
sind bei 72 % der Patienten auch Antikorper gegen TPO (ALNAQDY & AL-
MASKARI, 2005) und bei rund 30 — 40 % gegen Thyroglobulin nachweisbar
(SAPIN et al., 2003). Als Folge der Rezeptorstimulation durch stimulierende
Antikorper ist cCAMP erhoht.

Morphologisch fillt eine deutliche, bis zu vierfache Vergroflerung der Schilddriise
auf (GEBERT & THOMAS, 1996). Im Ultraschall stellt sich das Gewebe diffus
echoarm dar. In der farbkodierten Duplexsonographie zeigt sich zudem eine starke
Hypervaskularisation des Gewebes. Ralls beschrieb erstmals diese typische
Farbkodierung bei Morbus Basedow-Patienten und bezeichnete sie als ,,thyroid
inferno pattern. Das Farbmuster besteht aus zahlrechen kleinen Herden, die sich
iiber die gesamte Schilddriise verteilen (RALLS et al., 1988). Das Ausmal} der
Hypervaskularisation korreliert dabei nicht, wie zundchst angenommen, mit der
Schilddriisenfunktion, sondern mit dem Grad der Entziindung (CASTAGNONE et
al., 1996).

Im histologischen Schnittbild sind neben der erwihnten Organvergréferung und
Hyperamie eine Hyperplasie und Hypertrophie des Parenchyms sowie
Lymphozytenaggregate im Stroma typisch. Die Follikelepithelzellen sind von
kubischer bis zylindrischer Gestalt und besitzen lumenseitig papillire Auslidufer
(SCHMID, 2013). Das Kolloid ist von Resorptionsvakuolen durchzogen
(GEBERT & THOMAS, 1996).

14 Therapie und Prognose
Die American Thyroid Association and American Association of Clinical

Endocrinologists benennen in ihren aktuellen Leitlinien drei mogliche
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Therapieformen zur Behandlung des M. Basedow: die chirurgische Therapie in
Form der totalen oder subtotalen Thyroidektomie, die medikamentdse Therapie
mit Thyreostatika und die Radiojodtherapie, bei der dem Patienten radioaktives
Jod (I-131) peroral oder intravends verabreicht wird, das sich daraufhin in der
Schilddriise einlagert und diese durch gezielte Bestrahlung zerstort (BAHN et al.,
2011). Priferenzen fiir die eine oder die andere Therapieform sind regional
unterschiedlich. Wihrend in den USA der Radiojodtherapie der Vorzug gegeben
wird, wird in Europa und Asien eine thyreostatische und/oder eine chirurgische

Therapie bevorzugt (WARTOFSKY et al., 1991).

Die Prognose wird unterschiedlich eingeschitzt. Ahnlich wie bei der Atiologie
spielen auch hier verschiedene Umweltfaktoren eine Rolle. Kaguelidou et al.
beschrieben ethnische Herkunft, Alter und Schweregrad der Erkrankung als
wichtige prognostische Merkmale. Demnach haben europidische Kinder eine
hohere Wahrscheinlichkeit symptomfrei zu werden als afrikanische, asiatische
oder karibische Kinder (KAGUELIDOU et al., 2008). Im Allgemeinen wird die
Remissionsrate in Gebieten mit ausreichender Jodversorgung mit circa 40 bis
60 % (je nach Behandlungsdauer) bei erwachsenen Patienten angegeben, bei
Kindern nur hochstens 30 % (ALLANNIC et al., 1990; GARCIA-MAYOR et al.,
1992; LEGER et al., 2014; MOHLIN et al., 2014). Frauen, die nach einer
medikamentosen Therapie bereits in Remission waren, haben wihrend der
Postpartum-Phase ein erhohtes Risiko, an einem Rezidiv zu erkranken

(ROTONDI et al., 2008).

2. Morbus Basedow beim Tier

2.1 Spontan auftretende autoimmune Hyperthyreose

Im Gegensatz zur autoimmunen Hypothyreose (Hashimoto Thyreoiditis), die bei
Hihnern (WITEBSKY et al., 1969), Miusen (BRALEY-MULLEN et al., 1999),
Ratten (ALLEN et al., 1986), Hunden (GOSSELIN et al., 1980; HAINES et al.,
1984) und Krallenaffen (LEVY et al., 1972) beschrieben wurde, ist bisher kein
Fall von autoimmuner Hyperthyreose beim Tier bekannt. Bei Katzen, die eine
dhnlich hohe Inzidenz fiir Hyperthyreose haben wie der Mensch, wurde zunéchst

eine autoimmune Atiologie vermutet und mittels indirekter Immunfluoreszenz
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konnten Autoantikdrper nachgewiesen werden (KENNEDY & THODAY, 1988).
Das diese Autoantikorper aber keine stimulierende Wirkung auf den TSHR haben
und daher nicht mit dem Krankheitsbild des M. Basedow vergleichbar sind, zeigt
hingegen eine Studie aus dem Jahr 2002 (NGUYEN et al., 2002).

Die Arbeitsgruppe McLachlan et al. vermutete ein spontanes Auftreten bei
Menschenaffen aufgrund einer dhnlichen Struktur des TSH-Rezeptors. Aber auch
umfangreiche Recherchen konnten diese Theorie nicht bestdtigen. Die Autoren
hielten fehlende genetische Polymorphismen als Ursache fiir moglich

(MCLACHLAN et al., 2011).

Ein Fall von nicht kongenitaler Hyperthyreose bei einem Gorilla wurde aus dem
Dresdner Zoo berichtet (SCHNEIDER, 1989). Die Atiologie wurde nicht geklrt
und das Tier rein symptomatisch behandelt. Da weder Serum noch
Schilddriisengewebe von diesem Tier asserviert wurden, war auch eine
nachtrédgliche Diagnose nicht mehr moglich. Ein autoimmuner Hintergrund kann

somit nicht restlos ausgeschlossen werden, ist aber auch nicht bewiesen.

2.2 Induzierte autoimmune Hyperthyreose

2.2.1 Tiermodelle

Das erste Tiermodell, das sich mit der Antikorperbildung gegen
Schilddriisengewebe befasste, stammt aus dem Jahr 1956. Die Autoren beimpften
Kaninchen mit Schilddriisenextrakt und beobachteten eine Antikorperbildung
sowie histologische Verdnderungen des Schilddriisengewebes (ROSE &
WITEBSKY, 1956). In den 1990er Jahren wurden zahlreicher Versuche
unternommen, M. Basedow durch Xenotransplantation von thyroidalem Gewebe
in Kombination mit Immunzelllinien bei der Maus auszulésen. Obwohl durchaus
Erfolge mit diesen Verfahren zu verzeichnen waren, so waren sie doch mit
groBem Aufwand verbunden und abhidngig von dem Vorhandensein von T-
Zelllinien oder Knochenmarkzellen (MORITA et al., 1993; SOLIMAN et al.,
1995; YOSHIKAWA et al., 1997) Neuere Modelle sind daher auf eine in vivo
Expression des TSHR durch eine Stimulation des Immunsystems ausgerichtet.

Die Verfahren sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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2.2.1.1 Immunisierung mit Fibroblasten

Erst 40 Jahre nach der Entdeckung von Rose und Witebsky wurde das erste
Tiermodell, bei dem spezifische Antikorper gegen den TSH-Rezeptor in vivo
exprimiert wurden, von Shimojo et al. entwickelt. Die Arbeitsgruppe
immunisierte Mduse vom Stamm AKR/N (H—2k) mit murinen Fibroblasten, die
den humanen TSH-Holorezeptor und ein MHC II Molekiil exprimierten. Bei ca.
20 % der immunisierten Miuse konnte nach sechs Immunisierungen im Abstand
von je zwei Wochen sowohl stimulierende Antikorper gegen den TSH-Rezeptor,
als auch erhohte Hormonwerte und histologisch eine Hyperplasie festgestellt
werden. Eine Kontrollgruppe wurde mit Fibroblasten immunisiert, die zwar den
TSHR, aber nicht das MHC II Molekiil exprimierten. Bei dieser Gruppe konnten
keine Verdnderung nachgewiesen werden. Als Ursache wurde die fehlende
Antigenprisentation an T-Lymphozyten angenommen und gefolgert, dass die
Koexpression beider Molekiile essentiell fiir die Entwicklung einer autoimmunen
Hyperthyreose ist (SHIMOJO et al., 1996). Diese Ergebnisse wurden von einer
weiteren Arbeitsgruppe bestitigt, die bei identischem Protokoll auflerdem

blockierende Antikorper am TSHR nachwies (KITA et al., 1999).

2.2.1.2 Immunisierung mit TSHR cDNA

Der erste Bericht iiber ein Tiermodell, das iiber Plasmid-Injektion immunisierte,
stammt von Costagliola et al. Die Arbeitsgruppe injizierte weiblichen BALB/c
Maiusen einen DNA-Vektor, der fiir den humanen TSH-Rezeptor codiert. Die
intramuskuldren Injektionen wurden dreimal im Abstand von je drei Wochen
durchgefiihrt. Acht und elf Wochen nach der ersten Immunisierung wurden
Blutproben gewonnen. Nach acht Wochen waren bei allen Tieren hohe IgG-Titer
messbar. In einem Teil der Proben waren TBAb- und TBII-Aktivitit feststellbar,
sowie bei einem Tier eine deutliche TSAb-Aktivitit. Histologisch zeigten die
vakzinierten  Tiere eine lymphozytire Infiltration der  Schilddriise
(COSTAGLIOLA et al.,, 1998). Diese Ergebnisse konnten jedoch nicht
zuverldssig reproduziert werden. In einer weiteren Studie konnte keine
Thyreoiditis ausgelost werden und die Antikorpertiter waren deutlich niedriger

(PICHURIN et al., 2001).
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2.2.1.3 Immunisierung mit Adenoviren

Nagayama et al. entwickelten 2002 das erste Immunisierungsprotokoll mit einem
TSHR exprimierenden Adenovirus. Verschiedenen Mausstimmen wurde ein
Adenovirus injiziert, das entweder den TSHR oder B-Galactosidase exprimierte.
Die intramuskulédre Injektion wurde insgesamt dreimal im Abstand von je drei
Wochen durchgefiihrt. Die Virusmenge betrug 1 x 10" Partikel gelost in 50 pl
PBS. Mit dieser neuen Methode wurden bei bestimmten Mausstiammen hohere
Hyperthyreoseraten erzielt als mit fritheren Protokollen. 53 % der weiblichen und
33 % minnlichen Tiere vom Stamm BALB/c (H—2d), sowie 25 % der weiblichen
C57BL/6 (H—2b) Mause zeigten erhohte Serum Tys-Level. Tiere, die mit dem [-
Galaktosidase exprimierenden Adenovirus immunisiert wurden, zeigten hingegen
keine Auffilligkeiten. Positive TSI-Aktivitdt, also das Vorhandensein von
stimulierenden Antikorpern, konnte mit einer Ausnahme bei allen Tieren mit
erhohten T4-Werten gemessen werden, jedoch bei keinem euthyreoten Tier. Auch
das histologische Bild entsprach dem des Morbus Basedow. Die Schilddriisen
waren diffus vergroBert aufgrund einer Hypertrophie und Hyperplasie der
Follikelepithelzellen. Die Thyreozyten waren von flacher bis zylindrischer Gestalt
mit Zellausldufern ins Follikellumen. Eine lymphozytire Inflitration des Gewebes,
wie sie bei Morbus Basedow auftritt, konnte allerdings nicht beobachtet werden.
Zusitzlich wurde extraokulares Muskelgewebe histologisch untersucht, das

jedoch keinen auffélligen Befund zeigte (NAGAYAMA et al., 2002).

Auf diesen Ergebnissen basierend entwickelten Chen et al. ein Modell, das die
zentrale Rolle der Doméne A des TSHR belegen sollte. Die Arbeitsgruppe
entwickelte Adenoviren, die lediglich die Doméne A des TSHR exprimieren (Ad-
TSHR-289) beziehungsweise einen Rezeptor, der sich partiell in die Doménen A
und B spaltet (,,Wildtyp*). Kontrolltiere wurden mit Virus immunisiert, das
entweder den gesamten, nicht spaltenden Rezeptor (Ad-TSHR-DINET) oder B-
Galaktosidase exprimiert. Das Immunisierungsprotokoll entsprach dem der
Nagayama-Studie. T4 wurde eine Woche nach der zweiten Immunisierung sowie
nach der finalen dritten Immunisierung bestimmt. Bereits bei der ersten Messung
zeigten acht von zehn BALB/c Maiusen, die mit dem Untereinheit A-tragenden
Virus geimpft wurden, erhohte Ts-Spiegel im Serum. In der Wildtyp-Gruppe
waren drei von zehn Tieren hyperthyroid und lediglich ein Tier von zehn in der

Gruppe, die mit nicht-spaltendem TSHR immunisiert wurde. Bei der finalen
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Messung sanken die T4-Werte zwar ab, dennoch waren sechs von zehn Tieren der
Untereinheit-A-Gruppe hyperthyroid. In der Wildtyp-Gruppe hatte nur noch ein
Tier erhohte Ts4-Level und in der Gruppe, die mit nicht spaltendem TSHR beimpft
wurde, waren alle Méuse euthyroid. Erhohte TSAb Werten waren insbesondere in
der Untereinheit-A-Gruppe nachweisbar, in der mit Ad-TSHR-DINET
immunisierten Gruppe hingegen waren die TBAb erhoht. Mit Wildtyp-TSHR
immunisierte Mduse zeigten bei beiden Parametern intermedidre Werte. Der
histologische Befund entsprach den Ergebnissen der Ts-Messung. Die
Schilddriisen der Ad-TSHR-189 Tiere waren aufgrund einer Hyperplasie diffus
vergroflert. Im Gegensatz dazu zeigte die Kontrollgruppe keine VergroB3erung und
die Wildtyp-Tiere lagen im Mittel. Zelluldre Infiltrationen oder knotige
Verinderungen wurden bei keinem Tier gefunden (CHEN et al., 2003).

Das Modell wurde seither wiederholt modifiziert. Zum Beispiel mit zusétzlicher
Vitamin D-Supression, die jedoch keinen nennenswerten Effekt ergab

(MISHARIN et al., 2009).

Kita-Furuyama et al. infizierten dendritische Zellen mit einem TSHR-
exprimierenden Adenovirus, die anschlieBend sechs Wochen alten BALB/c
Miusen subkutan verabreicht wurden. Mit dieser Methode konnte bei 35 % der
Tiere eine autoimmune Hyperthyreose in Form von erhohten Ts-Leveln und der
Bildung von TSHR-Antikorpern ausgeldst werden (KITA-FURUYAMA et al.,
2003).

Eine Studie iiber die Langzeitwirkung der Immunisierung mit Untereinheit-A-
Adenovirus zeigte, dass Antikdrper auch noch 20 Wochen nach Beginn der
Immunisierung nachweisbar sein konnen. Sowohl transgene Maduse, die den
humanen TSHR intrathyroidal exprimieren und daher eine Selbsttoleranz
entwickelt haben, als auch Méuse vom Wildtyp (BALB/c) wurden zwei- oder
dreimal mit diesem Virus in der Konzentration von 10" Partikeln pro Injektion
behandelt. Blutproben wurden vier, zehn und 20 Wochen nach der ersten
Immunisierung untersucht. Ermittelt wurden TBI- und TSAb-Aktivitit und
TSHR-Antikorper vom Typ IgG. Eine Messung des Gesamt-Ts und eine
histologische Untersuchung erfolgten zum Zeitpunkt der Euthanasie nach 20
Wochen. Der GroBteil der dreimal immunisierten und auch ein Teil der zweimalig
immunisierten Wildtyp-BALB/c Miuse zeigte hohe TBI-Aktivitit in allen drei

Messungen. Wenige der transgenen Tiere erreichten positive TBI-Werte und kein
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Tier zeigte nach 20 Wochen noch Aktivitidt. Sowohl bei den zweimal, als auch bei
den dreimal immunisierten Wildtyp-Médusen waren zudem in allen drei
Untersuchungen Antikérper mittels ELISA nachweisbar. Die dreimal
immunisierten Tiere erreichten jedoch hohere Titer. Vergleichsweise wenige
transgene Tiere entwickelten Antikorper und diese in deutlich geringerer Menge.
Bei einzelnen Tieren waren diese aber auch bis zur 20. Woche nachweisbar.
TSAb-Aktivitit war bei Wildtyp-Miusen deutlich seltener vorhanden als TBI-
Aktivitdt oder Antikorper. Ca. 50 % der Gruppe, unabhingig von der Anzahl der
Immunisierungen, war positiv. Bei den transgenen Tieren war nach zwei
Immunisierungen kaum TSAb-Aktivitit messbar, nach drei Immunisierungen
waren allerdings wenige Tiere bei allen drei Messungen positiv. Die finale Ts-
Messung und die histologische Untersuchung erbrachte bei keinem Tier einen

auffélligen Befund (MCLACHLAN et al., 2012b).

Nicht nur bei der Maus erwies sich das Adenovirusmodell als erfolgreich. Eine
chinesische Arbeitsgruppe 16ste mit dreimaliger Adenovirusinjektion (A-Sub-Ad)
erfolgreich eine Hyperthyreose bei Rhesusaffen aus. Neben hohen
Antikorpertitern zeigte die Hilfte der Tiere erhohte Ts-Spiegel und eine
vergrolerte Schilddriise. Auch die Herzfrequenz wurde bestimmt und es ergab
sich ein Anstieg bei den immunisierten Tieren verglichen mit der Kontrollgruppe.
AuBerdem zeigten die hyperthyreoten Tiere einen Gewichtsverlust. Andere
klinische Parameter wie Korpertemperatur, Blutdruck oder Blutchemie (ALT,
AST, ALP, LDH und CK wurden mehrfach gemessen) zeigten in dieser Studie
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (WANG et al., 2013).

2.2.1.4 Immunisierung mit CHO-Zellen

Einen neuen Ansatz stellte die Immunisierung mit TSHR exprimierenden CHO-
Zellen dar. Weiblichen sechs bis acht Wochen alten chinesischen Hamstern
wurden iiber zwolf Wochen CHO Zellen intraperitoneal injiziert. Die Injektionen
wurden im Abstand von je zwei Wochen durchgefiihrt. Eine zweite Tiergruppe
erhielt mit humanem Interferon ¥ stimulierte CHO-Zellen nach einem &@hnlichen
Protokoll. In der ersten Gruppe (n = 10) zeigte ein Tier klinische Erscheinungen
einer Hyperthyreose wie Hyperaktivitdt, Nervositidt und erhohten Futter- bzw.

Wasserbedarf. Der T4-Spiegel war sowohl bei diesem Tier, als auch bei zwei
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weiteren Hamstern erhoht. In vier Serumproben konnten stimulierende Antikdrper
nachgewiesen werden und vier Proben zeigten erhohte cAMP-Level. Histologisch
waren eine Hypertrophie der Follikelepithelzellen und eine fokale
Lymphozyteninfiltration nachweisbar. Die Tiere der zweiten Gruppe (n = 9)
entwickelten unter dem Immunisierungsprotokoll Nebenwirkungen in Form von
erosiven Dermatitiden ab der vierten Injektion, woran vier Tiere verstarben. Die
Laboruntersuchungen ergaben physiologische T4-Werte in der gesamten Gruppe
und bei drei Proben einen Nachweis von stimulierenden Antikorpern. In drei
Proben wurden blockierende Antikorper gemessen und die cAMP Werte waren
signifikant erniedrigt. Histologisch zeigte sich bei diesen Tieren eine Atrophie
und eine Reduktion des Kolloids. Verdnderungen im retrobulbdren Gewebe
konnte bei keinem Tier der beiden Gruppen nachgewiesen werden. (ANDO et al.,

2003).

2.2.1.5 Splenozytentransfer und T-Zell-Depletion

Ein wenig erfolgversprechender Ansatz stellte der Transfer von Splenozyten dar.
In diesem Fall wurden Antikorpertiter gegen den murinen TSHR bei TSHR-
knock-out-Mdusen mittels zweimaliger Adenovirus-Immunisierung erzeugt.
Anschlieend wurden Splenozyten der antikorperpositiven Tiere auf athymische
Nacktmiuse iibertragen. Zunichst waren vier Wochen nach dem Transfer bei
46 % der Tiere Antikorper gegen den endogenen TSHR nachweisbar, doch nur
21 % entwickelten eine Hyperthyreose (bestimmt iiber T4 und TSH). 16 und 24
Wochen nach dem Transfer war bei keinem einzigen Tier mehr eine
Hyperthyreose nachweisbar und 65 % wurden dariiber hinaus sogar hypothyreot
(NAKAHARA et al., 2012). Auch in einer anderen Studie fiihrte die Depletion
von T-Zellen wie hier bei den Nacktmiusen nicht zur Induktion von Morbus

Basedow (MCLACHLAN et al., 2012a).

2.2.1.6 Tiermodelle zur Induktion der endokrinen Orbitopathie

Auch Tiermodelle, bei denen eine Augenbeteiligung im Vordergrund stand,
wurden entwickelt. Die Modelle sollen im Folgenden nur kurz beschrieben
werden. Weibliche BALB/c Miuse wurden mit humanen TSHR-Plasmiden

immunisiert und anschlieBend eine Elektroporation des Muskelgewebes
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durchgefiihrt. In der Folge kam es zur TSHR-Antikorperbildung und Entwicklung
einer Hyperthyreose. Auflerdem wurden in beiden Studien Antikorper gegen den
Insulin-like growth factor Rezeptor (IGF R1) nachgewiesen. Neben -einer
VergroBerung der Schilddriise konnte auch eine Fibrose des Orbitalgewebes
sowie eine Zunahme des Fettgewebes und eine Hypertrophie der Muskelzellen

nachgewiesen werden, die zu einer Protrusion der Augen fithrten (ZHAO et al.,

2011; MOSHKELGOSHA et al., 2013).

2.2.1.7 Empfingliche Mausstimme

Die beschriebenen Studien haben gezeigt, dass nicht alle Mausstimme
gleichermallen empfinglich fiir die Induktion einer autoimmunen Hyperthyreose
sind. So hat bei der Immunisierung mit Adenoviren die BALB/c Maus mit 50 %
hyperthyreotischer Tiere die hochsten Erkrankungsraten gezeigt (NAGAYAMA
et al, 2002). Auch bei DNA-Immunisierung und Immunisierung mit
dendritischen Zellen konnte eine Hyperthyreose bei diesem Mausstamm ausgelost
werden. Méduse vom Stamm BALB/c neigen verstirkt zu Immunantworten vom
Typ TH2, also zu humoralen Immunantworten (MOSMANN & COFFMAN,
1989). Nagayama et al. sieht darin eine mogliche Ursache dafiir, dass der Stamm
BALB/c, eine hohere Affinitit zum TH2-abhidngigen M. Basedow hat
(NAGAYAMA et al., 2002). Selbst innerhalb des Stamms BALB/c gibt es jedoch
Unterschiede bei verschiedenen Unterstimmen. BALB/cJ Miuse entwickeln
hiufiger eine Hyperthyreose als BALB/cByJ. Letztere weisen hohere Titer an
blockierenden Antikorpern auf (SEETHARAMAIAH & LAND, 2006).

Auch beim Mausstamm C57BL/6 konnte bei 25 % der Tiere durch Adenovirus-
Injektion eine Hyperthyreose erzeugt werden (NAGAYAMA et al., 2002).

Die Staimme DBAI/J, DBA/2J, CBA/J und SJL/J hingegen zeigten nach
Immunisierung mit Adenoviren keine Verdnderungen der Schilddriise

(NAGAYAMA et al., 2002).

Ein Vergleich von fiinf Mauslinien, die alle das gleiche MHC-Molekiil
exprimieren, sich aber dennoch in Hohe des Antikorpertiters unterscheiden, gab
Hinweise auf relevante Gensequenzen. Ob ein Mausstamm eine autoimmune
Hyperthyreose entwickelt, scheint demnach insbesondere von non-MHC-Genen

und nicht vom MHC-Haplotyp abzuhéngen. (YAMAGUCHI et al., 1997)
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Hinsichtlich der induzierten Antikorperentwicklung gegen den murinen, also
endogenen TSHR zeigten BALB/c-Wildtyp-Miuse Resistenzen. Bei TSHR-
knock-out-BALB/c-Midusen hingegen lieen sich bei 70 % der Tiere mittels
Adenovirus-Immunisierung eine Antikorperbildung auslosen (NAKAHARA et
al., 2012).

2.2.2 Anatomie und Histologie der Schilddriise der Maus

Die Schilddriise (Glandula thyroidea) liegt bilateral der Trachea zwischen
Kehlkopf und dritten bis vierten Trachealring (sieche Abbildung 3). Bedeckt wird
siec von der Larynxmuskulatur und den  Speicheldriisen. Die
Sternomastoidmuskulatur liegt verglichen mit der des Menschen bei der Maus
weiter lateral (MANCINI et al.,, 2009). Die Schilddriise besteht aus zwei
symmetrischen ca. zwei Millimeter langen und 0,5 Millimeter breiten Lappen
(Lobus dexter und Lobus sinister), die iiber eine schmale Gewebebriicke (Isthmus
glandulae thyroideae) verbunden sind. Die Schilddriise sowie die beiden
Nebenschilddriisen werden bei der Maus von einer gemeinsamen fibrosen Kapsel
umschlossen, die Septen ins Parenchym der Schilddriise entlédsst und sie dadurch

in Lobuli unterteilt (DUBRAY LA PERLE & JORDAN, 2012).
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Abbildung 3: Situs der Schilddriise

Die Lobi liegen beidseits des Kehlkopfes und der ersten Trachealringe. Der
schmale Isthmus, der die beiden Lappen verbindet ist hier nicht zu erkennen.

Das histologische Bild wird dominiert von den kolloidgefiillten
Schilddriisenfollikeln, die von einem einschichtigen, isoprismatischen Epithel
umgeben sind (siehe Abbildung 4). Lumenseitig sitzen den Follikelepithelzellen
Mikrovilli auf. Hauptbestandteil des zentral gelegenen azidophilen Kolloids ist
das Glykoprotein Thyreoglobulin, der Speicherort der Schilddriisenhormone T;
und Ts. Der zweite vorherrschende Zelltyp in der Schilddriise sind die
kalzetoninbildenden C-Zellen. Sie liegen in Gruppen von bis zu zehn Zellen meist
im Zentrum der Lobi. C-Zellen sind nur mit Methoden der Histochemie bzw.

Immunhistochemie nachweisbar. (DUBRAY LA PERLE & JORDAN, 2012).
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Abbildung 4: Histologisches Bild der Schilddriise der Maus
(GANDHI & NIKIFOROYV, 2011)

2.2.3 Physiologische Herzfrequenz der Maus

Die Herzfrequenz der Maus wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich
angegeben und reicht von 308 bpm (JONG et al., 2002) bis 668 bpm (GUO et al.,
1998). Jedoch sind die unterschiedlichen Rahmenbedingungen der Studien zu
bedenken. Die meisten Studien untersuchten die Herzfrequenz der Maus in
Narkose. Fiir das wache Tier gibt Desai eine Frequenz von durchschnittlich
503 bpm an. In Aktivitdtszeiten der Maus, z. B. bei der Fellpflege oder beim
Fressen steigt die Frequenz auf 541 + 17 bpm. Die Messung erfolgte mit einem
zuvor operativ eingesetzten intravasalen Katheter (DESAI et al, 1997).
Unterschiede ergeben sich auflerdem aufgrund des Mausstammes und des
Narkoseregimes. Zuurbier et al. untersuchten die Wirkung von Fentanyl-
Fluanison-Midazolam (FFM), Ketamin-Medetomidin-Atropin (KMA) und
Isofluran bei unterschiedlichen Mausstaimmen. Wihrend bei Tieren der Stimme
C57B1/6, CD-1 und Swiss unter Isofluran-Narkose eine hohere Herzfrequenz
messbar war als mit FFM und KMA, war bei BALB/c Miusen kein Unterschied
feststellbar (ZUURBIER et al., 2002). Uber den Einfluss des Geschlechts der

Miuse auf die Herztitigkeit werden in der Literatur widerspriichliche Angaben
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gemacht. Eine Untersuchung von 2001 bescheinigt adulten weiblichen Tieren eine
hohere Frequenz als minnlichen. Zudem wurde eine Altersabhingigkeit
beobachtet, wonach die Tiere mit steigendem Alter auch eine steigende
Herzfrequenz zeigen (CHU et al., 2001). Eine Studie von Xing ergab jedoch eine
hohere Frequenz bei ménnlichen Tieren, bestitigte allerdings eine Steigerung der
Frequenz mit Zunahme des Alters fiir ménnliche Mause des Stammes BALB/c.
Im Gegensatz dazu nimmt die Herzfrequenz bei Tieren des Stammes C57L/J,
SM/J und P/J mit steigendem Alter ab. Eine Abhéngigkeit der Frequenz vom
Korpergewicht konnte nicht gezeigt werden (XING et al., 2009).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Der Versuch wurde an 86 weiblichen Médusen vom Stamm BALB/c durchgefiihrt.
Die Tiere wurden im Alter von fiinf Wochen von Charles River, Sulzfeld
geliefert. Der erste Eingriff fand nach einer einwochigen Eingewohnunsphase
statt. Die Mausgruppen, bestehend aus maximal zehn Tieren, wurden in
konventionellen Makrolon-Kifigsystemen (GR1800DD, Tecniplast®) mit einer
Grundfliche von 1800 cm’ gehalten. Die Kifige waren mit Holzfasergranulat
(Lignocel®, J. Rettenmaier & Sohne, Rosenberg), Nage- und Nestbaumaterial
(Zellstoff, Nestlets, Nageholzer) sowie Versteckmoglichkeiten (Smart-Haus fiir
Mause, 130 x 90 x 60 mm, Fa. Bioscape) ausgestattet. Futter (extrudiertes
Alleinfuttermittel fiir Ratten und Méuse, ssniff Spezialdidten GmbH) und Wasser
stand den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Die Temperatur im Tierraum betrug

22 + 2 °C und die Luftfeuchtigkeit 55 + 10 %.

Die Regierung von Oberbayern genehmigte den Tierversuch nach § 8 Absatz 1

des Tierschutzgesetzes unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-25-12.

2. Zeitschema
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3. Eingriffe am Tier

3.1 Immunisierung

Fiir die Immunisierung wurden die Méuse mit Isofluran (Isofluran CP®, CP-
Pharma, Burgdorf) anésthesiert. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 5 % Isofluran,
die Erhaltung mit 1,5 - 2 %. Wihrend der Narkose lagen die Tiere zur Erhaltung
der Korpertemperatur auf einer Wiarmematte. Bei Erreichen des Toleranzstadiums
wurde eine Augensalbe aufgetragen, um eine Austrocknung der Kornea zu
verhindern (Bepanthen® Augensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen). Die
Immunisierung erfolgte durch intramuskulédre Injektion in den rechten und linken

Musculus quadriceps, wobei das Injektionsvolumen 25 ul je Seite umfasste.

34 Tiere erhielten ein Adenovirus, das die A-Domine des TSHR (AS 1 — 289)
exprimiert (Ad-TSHR). Das Virus wurde in zwei Konzentrationen verabreicht. 25
Tiere erhielten Immunisierungen mit dem Virustiter 1 * 10'® und neun Tiere mit
dem Titer 1 * 10". Einer Kontrollgruppe von 42 Tieren wurde ein Adenovirus
verabreicht, das nicht die TSHR-Domine trédgt, dafiir ein griin-floureszierendes
Protein (Ad-GFP). Diese Tiere werden nachfolgend als ,,mock-immunisiert*
beschrieben. 32 Tiere erhielten das GFP-Virus in der Konzentration 1 * 1010, zehn
Tiere in der Konzentration 1 * 10'". Zehn Miuse wurden als zusitzliche
Kontrollgruppe zu den mock-immunisierten Tieren mitgefiihrt. Sie erielten keine
Immunisierungen, aber in den gleichen Zeitabstinden wie die anderen Tiere ein
EKG sowie Blutentnahmen. Sie werden im Folgenden als ,Nativ*“-Gruppe
bezeichnet. Die 34 TSHR-immunisierten Maduse stammen urspriinglich aus einer
groBeren Tiergruppe. Nach drei Immunisierungen wurden diese 34 Tiere liber eine
T4-Bestimmung als hyperthyreot charakterisiert. Der Cut-off wurde als
Mittelwert + 2 * SD festgelegt. Tiere, deren Thyroxinwerte unterhalb dieser
Grenze lagen, wurden von der Studie ausgeschlossen. Die Erkrankungsrate betrug

ca. 80 %.

Das Immunisierungsprotokoll sah drei Immunisierungen im Abstand von
21 Tagen vor. Zwei Wochen nach der dritten Immunisierung wurde eine
Blutprobe von allen Tieren gewonnen und hinsichtlich des Ts-Spiegels untersucht.

Es folgten sechs weitere Immunisierungen im Abstand von 28 Tagen.
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3.1.1 Adenovirus

Die ersten 289 Aminosduren des TSH-Rezeptors wurden von Eurofins
synthetisiert. Anschliefend wurde das verwendete TSHR289-Adenovirus mit dem
Microbix Admax'™ System generiert. Die entstandenen Viren sind vom
replikationsdeffizienten Adenovirus Typ 5, dem die E1- und E2-Gensequenzen
fehlen. Diese Gensequenzen (Early Genes) regulieren die Replikation der viralen
DNA. Ein Kontroll-Adenovirus, das ein griin-fluoreszierendes Protein (GFP)

exprimiert, wurde in gleicher Weise aufgereinigt.

Fiir die Herstellung der Viren wurden zwei verschiedene Plasmide verwendet: ein
Shuttleplasmid (pcDC516), das die ersten 289 Aminosduren des humanen TSHR
beinhaltet und ein fiir das virale Genom codierendes Genomplasmid
(pBHGfrt(del)E1,3FLP), das zusétzlich noch ein Gen fiir eine Rekombinase trigt.
Beide Plasmide wurden in HEK293A Zellen transfiziert, die am Vortag in 10 cm
groBen Zellkulturschalen aufgebracht wurden. Fiir die Transfektion wurde CaCl,
verwendet. Das Kulturmedium (DMEM + 10 % FBS + P/S) wurde 24 Stunden
nach der Transfektion ausgetauscht und die Zellen bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert bis erste virale Plaques sichtbar waren, die vollstindig mit einem
Zellschaber abgelost wurden. Die resultierende Zellsuspension wurde bei 1000 g
finf Minuten zentrifugiert. Das Adenovirus wurde unter Verwendung des
Clontech Adeno-X™ Systems nach Herstellerangaben aufgereinigt. Um den Titer
der viralen Partikel zu bestimmen, wurden die Proben im Verhiltnis 1:10 mit PBS
und 0,1 % SDS verdiinnt und anschlieend zehn Minuten bei 56 °C inkubiert.
Dann wird die optische Dichte bei 260 nm im Vergleich zu PBS + 0,1 % SDS

gemessen.

3.2 Bestimmung der Herzfrequenz

Fir die Bestimmung der Herzfrequenz wurden die Méiuse mit Isofluran
andsthesiert. Die Messung erfolgte mit dem Electrocardiogramm Amplifier Typ
689 von Hugo Sachs Elektronik und wurde mit dem Softwareprogramm
Haemodyn (Hugo Sachs Elektronik) aufgezeichnet. Der Verlauf der Herzfrequenz
wurde iiber drei bis vier Minuten beobachtet. Bei den meisten Tieren stellte sich

nach dieser Zeit ein gleichmifBiger Verlauf ein (s. Abbildung 6). Der Wert dieses
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Plateaus wurde dokumentiert. Die Untersuchung fand vor jeder Immunisierung

sowie am Ende des Versuchs statt.

Abbildung 5: Versuchsaufbau

Die Inhalationsnarkose erfolgt iiber eine Kopfkammer. Um ein Absinken der
Korpertemperatur in Narkose zu verhindern, liegt die Maus auf einer
Wirmematte. Die EKG-Nadeln werden subkutan eingestochen und der
Verlauf der Herzfrequenz iiber mehrere Minuten aufgezeichnet.
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Abbildung 6: Verlauf der Herzfrequenz iiber vier Minuten

Nach einem steilen Anstieg der Frequenz zu Beginn, stellt sich nach ca. 1,5
Minuten ein konstantes Plateau ein.

33 Blutentnahmen

Fir die Blutentnahme wurde das Tier in einem Restrainer fixiert. Nach
Hyperdmisierung durch Infrarotbestrahlung und durch Wirmekissen wurden
100 pl Blut unter aseptischen Bedingungen aus der Schwanzvene entnommen.
Die Punktion erfolgte mit einer 27 G Kaniile. Eine Stunde nach der Entnahme
wurde das Blut bei 2400 g 15 Minuten lang zentrifugiert (Biofuge Pico, Heraeus).

Das Serum wurde anschlieend bei -20 °C gelagert.

Die erste Blutentnahme fand zu Versuchsbeginn vor der ersten Immunisierung
(Tag 0) fiir eine basale T, und cAMP Messung statt, aullerdem in den
Versuchswochen 8, 23 und 27.

Bei Versuchsende (Woche 35) wurde eine finale Blutentnahme durchgefiihrt. Die
kardiale Punktion erfolgte unter Anisthesie des Tieres (170 mg/kg Ketamin,
17 mg/kg Xylazin). Die mit der Blutentnahme verbundene Euthanasie erfolgte
somit tierschutzgerecht nach den gesetzlichen Bestimmungen der Bundesrepublik

Deutschland.



III. Material und Methoden 25

3.3.1 Bestimmung der TSHR-Antikorper und der cAMP-Aktivitiit

Fiir den Nachweis von anti-TSHR-Antikorper wurden zwei verschiedene ELISA-
Systeme verwendet. Zum einen der aktuelle Goldstandard in der humanen Morbus
Basedow-Diagnose, der ,,3rd Generation Immunoassay*, dessen Prinzip die
Verdrangung von markierten monoklonalen M22-Antikorpern (M22-Peroxidase)
durch TRAK-positive Serumproben ist. Dieser Assay weist eine Spezifitdt und
Sensitivitdt von > 97 % auf (KAMIJO et al., 2005; TOZZOLI et al., 2012). Das
Testsystem wurde zur Verfiigung gestellt von RSR Limited, Avenue Park,
Pentwyn, Cardiff, UK und wurde fiir die Bestimmung der Inhibition in Prozent
mit 3 ul Serum 1:10 verdiinnt nach Herstellerangaben angewendet. Bei Proben,
bei denen der Wert in dieser Verdiinnung nicht bestimmbar war, wurden die Seren

in der Verdiinnung 1:100 eingesetzt. Die gemessene optische Dichte wurde mit

Optische Dichte der Probe bei 450 nm

Optische Dichte der Negativkontrolle bei 450 nm x100 in Inhibition in Prozent

der Formel

iibertragen. Die Inhibition in Prozent wurde anschlieBend mit der Software
Sigmaplot 11.0 (Systat Software Inc) in die Einheit U/l umgerechnet. Die
Verdiinnungsstufe (1:10 oder 1:100) wurde anschlieBend wieder multipliziert. Die

Messungen fanden in den Versuchswochen 8, 23 und 35 statt.

Zusitzlich wurde bei einem Teil der Tiere (insgesamt n = 44) ein Assay der
zweiten Generation aus der Humanmedizin verwendet (RSR Limited, Avenue
Park, Pentwyn, Cardiff, U. K.). Gemessen wurde die Inhibition der TSH Bindung
mit 10 pul Serum 1:3 verdiinnt. Aufgrund nicht ausreichender Serummengen

konnte diese Untersuchung nicht bei allen Tieren durchgefiihrt werden.

AuBerdem wurden stimulierende Antikérper im Mausserum iiber den Nachweis
von cAMP in CHO-Zellen JP2626 gemessen, die den TSHR exprimieren (zur
Verfiigung gestellt von Dr. Gilbert Vassart, Briissel, Belgien). Die CHO-Zellen
wurden in 96-well Platten (30000 Zellen pro well) gegeben und 24 Stunden mit
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen Ltd), das 2 % fetales
Kalbsserum enthilt, inkubiert. Das Mausserum wurde 1:8 mit 40 ul HBSS Puffer
(20 mM Hepes, 1,26 mM CaCl,, 5,33 mM KCI, 0,44 mM KH,PO,4, 0,5 mM
MgCl,, 0,4 mM MgSO,4, 4,2 mM NaHCOs, 5,6 mM Glucose und 222 mM
Sucrose, pH 7,2) verdiinnt und nach Entfernung des DMEMs in die wells
gegeben. 1,5 % BSA und 0,5 mM Isobutyl-1-methylxanthine (Sigma_Aldrich,
Pole, UK) wurden supplementiert. Nach 2,5 Stunden Inkubationszeit bei 37 °C
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wurde die cAMP Freisetzung mit einem Kkompetitiven Immunoassay

(# EMSCAMPL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gemessen.

3.3.2 Bestimmung von Ty
T4 total wurde mit einem kommerziellen Immunoassay Kit (Mouse/Rat Thyroxine
ELISA, # T4044T-100, Calbiotech Inc, CA U.S.A.) nach Herstellerangaben in

den Versuchswochen 0, 8, 23, 27 und 35 gemessen.

34 Klinische Allgemeinuntersuchung

Die Tiere wurden einmal wochentlich sowie vor jedem Eingriff klinisch
untersucht. Der Gewichtsverlauf, sowie die Beurteilung von Atmung,
Allgemeinbefinden, Korperhaltung, Abdomen, GliedmaBen, Pflegezustand, Haut-
bzw. Fellzustand, Augen und Injektionsstellen wurden in Score-Sheets
dokumentiert. Abweichungen vom physiologischen Normalzustand wurden iiber
ein Punkteschema klassifiziert (s. Anhang Tab. 9). Bei hochgradigen

pathologischen Veridnderungen wire das Tier umgehend euthanasiert worden.

3.5 Histologische Untersuchung der Schilddriisen

Um mikroskopische Verdnderungen der Schilddriise darzustellen, wurden nach
der Euthanasie der Tiere histologische Schnitte der Schilddriise angefertigt.
Zunachst wurde die Maus makroskopisch beurteilt und falls vorhanden wurden
offensichtliche Veridnderungen an Augen, Fell, Haut, Schleimhaut und
Korperoffnungen protokolliert. AnschlieBend wurde der Tierkdrper mit Ethanol
gereinigt und Bauch- und Brusthohle erdffnet. Sofern keine pathologischen
Veridnderungen vorlagen, wurden die inguinalen, axialen und mandibulidren
Lymphknoten entnommen und in 4 %igem Paraformalin fixiert. Die inneren
Organe wurden hinsichtlich ihrer Lage, Grofle, Form und Farbe begutachtet und
Abweichungen wurden dokumentiert. Nach der Inspektion der Korperhohlen
wurden Leber, Milz, Lunge, Nieren und Herz vorsichtig entnommen, mit kalter

physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und in Paraformalin fixiert.
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Die Entnahme der Schilddriise erfolgte unter dem Stereomikroskop. Besondere
Aufmerksamkeit galt der Positionierung der Maus, da es sonst leicht zu
Fehlinterpretationen der Lage der Schilddriise kommen kann. Die Maus lag in
Riickenlage und der Hals wurde iiberstreckt. Dann wurden unter mikroskopischer
Kontrolle die Speicheldriisen zur Seite prédpariert und der darunterliegende
Muskelstrang durchtrennt, sodass die Trachea sichtbar wurde. Die laterale
Muskulatur wurde nun durchschnitten und die Trachea vorsichtig mit der Pinzette
gefasst. AnschlieBend wurde sie in Hohe des Larynx sowie des siebten
Trachealrings abgesetzt und mitsamt der Schilddriise und dem Oesophagus

entnommen.

Das Gewebe wurde fiir zehn Minuten in 4 %iges neutrales PFA gegeben und
anschliefend dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde es in OTC (Tissue-Tek
Oct compound, Sakura, IMEA) eingebettet, auf Trockeneis eingefroren und bis

zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

Die histologischen Schnitte wurden mit einem Leica Microtom CM 1850 Cryostat
bei einer Temperatur von -19 °C angefertigt. Die Schnitte waren 5 um dick und

im Abstand von je 500 um. Sie wurden bis zur Firbung bei -80 °C gelagert.
Die Farbung fand bei Raumtemperatur mit Hamatoxilin-Eosin statt.

Die mikroskopische Begutachtung erfolgte mit dem ZEISS Axio Scope Al und
die Aufnahme der Bilder mit der ZEISS Axiocam ERc 5s sowie der Software
Axio Vision. Die Berechnung des Schilddriisenvolumens erfolgte iiber Addition
der Fldchen der einzelnen Schnitte multipliziert mit dem Schnittabstand. Es ergab

sich die Formel Volumen (mm?) = (S1 + S2 + ... Sn) x 0,5 mm.

Die Herzen der Méuse wurden nach der Entnahme gewogen und anschlieBend in
KCI gegeben, damit sich alle Herzen in der Diastole befinden und dadurch eine
Vergleichbarkeit gegeben ist. AnschlieBend wurden sie in gleicher Weise
prapariert wie die Schilddriisen und die Schnitte mit Sirius-Red-Féarbung gefirbt,

um auch den Kollagengehalt der Organe darzustellen.
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4. Statistik

Zunichst wurde eine deskriptive Statistik erstellt, die die Parameter Anzahl (n),
arithmetisches Mittel, Standardabweichung (SD) und Standardfehler (SEM)
enthélt. Mittelwerte, Standardabweichung und Standardfehler wurden mit Excel
(Microsoft, Version 2007) ermittelt. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden
mittels einfacher Varianzanalyse (SPSS Software, Version 19) bestimmt.
Anschlieend wurde die Signifikanz mit post-hoc-Tests in Form von LSD-Tests
(least significant difference) iiberpriift. =~ Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten wurden mit der gleichen Software mittels ANOVA fiir

Messwiederholungen berechnet.

Zur Quantifizierung der Unterschiede wurden die relativen Unterschiede in
Prozent und die Effektgroe nach Cohen bestimmt. Die Effektgrole wurde mit
der Formel fiir Mittelwertsunterschiede zweier verschieden groer Gruppen nach
Cohen berechnet. EffektgroBBen von d = 0,2 gelten als kleine, d = 0,5 als mittlere
und d = 0,8 als groBe Effekte (NAKAGAWA & CUTHILL, 2007). In dieser
Arbeit wurden biologische Unterschiede ab einem relativen Unterschied von 5 %

bzw. 0,5 dconen als signifikant diskutiert.
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IV. ERGEBNISSE

1. Klinische Allgemeinuntersuchung

Eine Maus aus der Gruppe der Nativtiere verstarb einige Tage nach dem ersten
EKG spontan ohne dullere Auffilligkeiten. Die Anzahl der Nativtiere, die in die
Untersuchungsergebnisse eingingen betrug somit n = 9. Selten reagierten einzelne
Tiere auf die Blutentnahmen mit einer milden Infektion an der Einstichstelle, die
mit tdglichen Braunolbiddern (Braun01®, wissrige Losung, B. Braun) und einem
Hautpflegespray (Skin Care Powder Aerosol, Henry Schein) behandelt wurde und
nach wenigen Tagen abgeklungen war. Eine der TSHR-immunisierten Méuse
wurde sechs Monate nach Versuchsbeginn von den andreren Tieren der Gruppe
angegriffen und gejagt und wies Bisswunden an Schwanzbasis, Bauch und
Oberschenkeln auf. Sie wurde einen Tag mit Metamizol (Novalgin® Tropfen,
Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main) oral behandelt (20 mg/kg, einmal tiglich).
Nach einem erfolglosen Versuch sie in eine andere Gruppe zu integrieren, wurde
dieses Tier bis Versuchsende alleine gehalten. Sieben Tiere (sowohl aus den
TSHR-immunisierten, als auch den  GFP-Tiergruppen) entwickelten
vorriibergehend eine milde Konjunktivitis, die mit antibiotischer Augensalbe,
Wirkstoff Ofloxacin (Floxal® Augensalbe, Dr. Mann Pharma und Bausch & Lomb
GmbH, Berlin) und Dexpanthenol (Bepanthen® Augensalbe, Bayer Vital GmbH,

Leverkusen) behandelt wurde und nach einigen Tagen abklangen.

2. Laborergebnisse

2.1 Anti-TSHR Antikorpertiter und cAMP Aktivitéit

Stimulierende anti-TSHR-Antikdrper wurden mit drei verschiedenen Verfahren
gemessen. Bei allen drei Verfahren waren bei den TSHR-immunisierten Tieren
Antikorpertiter nachweisbar. Im ,3rd Generation Assay“ waren bei diesen
Maiusen signifikant erhohte Titer (p < 0,005) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen zu allen drei Messzeitpunkten nachweisbar (s. Abbildung 7). Bei
der ersten Untersuchung in Woche 8 waren 85,5 U/l bzw. 150,95 U/l bei den
TSHR-immunisierten Mé&usen messbar. Der Wert stieg in Woche 23 auf

durchschnittlich 258,22 U/l bei den Tieren, die das Adenovirus-TSHR in der
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Konzentration 1 * 10'° erhielten und auf durchschnittlich 263,27 U/l bei den
Tieren mit dem Virustiter 1 * 10''. Dies entspricht einem relativen Anstieg von
202 % fiir den Titer 1 * 10" und 74 % fiir den Titer 1 * 10'' bzw. eine
Effektgrofle von dcohen = 1,61 und fiir den hoheren Titer dconen = 0,76. Bei der
finalen Messung in Woche 35 fiel der Titer bei beiden Gruppen ab auf 200,11 U/I
bzw. 172,02 U/l. Anstieg und Abfall der Antikorpertiter bei den TSHR-
immunisierten Tieren waren statistisch signifikant (p < 0,005). Im Serum der
mock-immunisierten Tiere waren Werte zwischen 0 und durchschnittlich 4 U/l
messbar. Die nativen Miuse liegen leicht dariiber mit Werten zwischen 3,2 und

9,8 U/l
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Abbildung 7: Verlauf des Antikorpertiters im 3rd Generation Assay

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Die Signifikanz wurde mit ANOVA
gefolgt von LSD post-hoc Tests iiberpriift. Die statistische Signifikanz
(dargestellt mit **) betrdgt p < 0,005 fiir die TSHR-immunisierten Tiere
verglichen mit den Kontrollgruppen je innerhalb eines Messzeitpunktes.

Die Ergebnisse des ELISA der zweiten Generation in Versuchswoche 35 zeigen
bei den TSHR-immunisierten Tieren eine Inhibition der TSH-Bindung zum TSH-
Rezeptor von 70,54 % bzw. 73,23 % (s. Abbildung 8). Bei allen Miusen dieser
Gruppen waren mit dieser Methode Antikorper im Serum nachzuweisen. Die

mock-immunisierten Tiere zeigten keine Inhibition. Die Unterschiede zwischen
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den Antikorpertitern der TSHR-immunisierten Miuse und denen der mock-
immunisierten waren statistisch signifikant mit p < 0,001 und Effektgréen von
dcohen = 15,33 (TSHR-immunisiert versus mock-immunisiert, Titer 1 * 1010) und
dcohen = 7,81 (TSHR-immunisiert versus mock-immunisiert, Titer 1 * 10'"). Der
relative Unterschied betrdgt 120 % fiir die Gruppen mit niedrigem Titer und

106 % fiir den hoheren.
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Abbildung 8: TSH-Inhibition im 2nd Generation Assay.

Die Signifikanz betrigt p < 0,001 fiir die TSHR-immunisierten Gruppen
verglichen mit den mock-immuniserten. Der Unterschied zwischen den
beiden TSHR-immunisierten Gruppen ist nicht signifikant.

Als zusitzlicher Parameter diente der Nachweis von cAMP in CHO-Testzellen,
die den TSHR exprimieren. Eine cAMP-Aktivitit war bei den TSHR-
immunisierten Tieren ab der zweiten Messung durchgingig nachweisbar (s.
Abbildung 9). Nach einem Ergebnis von 3,21 pmol/ml in Versuchswoche 0 bei
den TSHR-immunisierten Miusen (Virustiter 1 * 10'%) bzw. 6,80 pmol/ml
(Virustiter 1 * 10'), stieg dieser Wert in der folgenden Messung in Woche 8
signifikant an auf 28,85 pmol/ml bzw. 64,85 pmol/ml. Sowohl der Anstieg als
auch der Unterschied zu den mock-immunisierten Tieren war signifikant mit

p<0,05 bzw. p < 0,005. Die EffektgroBe von Woche 0 zu Woche 8 bei den
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TSHR-immunisierten Tieren (Titer 1 * 1010) betrdgt dcohen = 0,85 bzw. dcohen =
1,83 (Titerl * 10'"). Dies entspricht einem relativen Anstieg von 899 bzw. 954 %.
Die Werte stiegen bei der Messung in Woche 27 erneut an auf 37,98 pmol/ml und
82,52 pmol/ml. Der Unterschied zu den mock-immunisierten Médusen zu diesem
Zeitpunkt entspricht einer EffektgroBe von 0,70 (Titer 1 * 10'°) bzw. 1,67 (Titer
1 *10'"). Bei der finalen Messung in Woche 35 fiel die cAMP Aktivitiit auf 30,70
bzw. 55,42 pmol/ml. Dies entspricht einem Abfall von 19 % bzw. 33 %. Bei den
mock-immunisierten Maéausen bewegte sich die gemessene cAMP-Aktivitit
zwischen 4,21 und 11,69 pmol/ml, bei den Nativtieren zwischen 1,45 und

3,40 pmol/ml.
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Abbildung 9: Verlauf der cAMP Aktivitit in CHO-Testzellen zu fiinf
Messzeitpunkten

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Die Signifikanz wurde mit der
Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen getestet, gefolgt von
LSD post-hoc Tests. ** p < 0,005 fiir die TSHR-immunisierte Gruppen
verglichen mit den mock-immunisierten (Titer-vergleichend).

2.2 T4-Serumspiegel
Bei der ersten Messung zu Studienbeginn zeigten alle fiinf Gruppen vergleichbare
T4-Werte im Serum (siehe Abbildung 10). Sie lagen zwischen 5,2 und 6,1 pg/dl.

Bei der zweiten Untersuchung in Versuchswoche 8 waren die Thyroxinspiegel der
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TSHR-immunisierten Gruppen signifikant hoher als die Werte der mock-
immunisierten und der nativen Tiere (p < 0,001). Bei der TSHR-immunisierten
Gruppe, die den Virustiter 1 * 10'° erhielt, stieg der Wert auf 10,86 pg/dl und fiel
bei den folgenden Untersuchungen in den Versuchswochen 23 und 27 auf
durchschnittlich 10,33 und 10,14 pg/dl. Bei der letzten Untersuchung in Woche
35 fiel dieser Wert erneut leicht ab auf durchschnittlich 9,25 pug/dl. Aber auch die
Ergebnisse der letzten beiden Untersuchungen waren signifikant hoher als die
Messergebnisse der mock-immunisierten Gruppen (p < 0,05). Die EffektgroBen
bewegen sich in Gréenordnungen von dconen = 4,22 (Woche 8) bis deopen = 2,04
(Woche 35). Auch die TSHR-immunisierten Miuse mit dem Titer 1 * 10"
zeigten den hochsten Ts4-Wert in Versuchswoche 8 mit 8,91 ug/dl und fielen
anschliefend kontinuierlich ab. Bei der finalen Messung betrug der Wert
schlieBlich 5,08 pg/dl und lag damit leicht unterhalb des Wertes der Nativtiere.
Beide TSHR-immunisierten Gruppen zeigten als gepoolte Gruppe einen
signifikanten Anstieg (p < 0,05) in den Versuchswochen 0 bis 27 verglichen mit
den mock-immunisierten Tieren. Die mock-immunisierten Tiere zeigten relativ
konstante T4-Spiegel um die 5 pg/dl. In Woche 27 stieg auch bei diesen Gruppen
der Wert leicht an auf 6,00 bzw. 7,61 ug/dl, der in der 35. Woche wieder abfiel.
Sie lagen jedoch zu allen Zeitpunkten unterhalb der Werte der TSHR-
immunisierten Gruppe mit dem Titer 1 * 10'. Auch die nativen Miuse zeigten

bestidndige Thyroxinlevel zwischen 5,2 und 6,7 pg/dl.
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Abbildung 10: Verlauf der T4 Konzentration im Serum

T4-Spiegel wurden zu fiinf Zeitpunkten bestimmt. Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Signifikanz wurde mit der
Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen getestet, sowie mit
dem LSD post-hoc Test. ** p < 0,005, *** p < 0,001 fiir die TSHR-
immunisierten Gruppen verglichen mit den mock-immunisierten (Titer-
vergleichend).

3. Effekt der Immunisierung auf die Herzfrequenz

Bei Versuchsbeginn zeigten sowohl die TSHR-immunisierten als auch die GFP-
Gruppen eine vergleichbare Herzfrequenz (387 bpm bzw. 403 bpm bei den
TSHR-immunisierten Tieren und 396 bpm bei beiden GFP-Gruppen; s. Abb. 11).
Die Nativtiere lagen etwas hoher bei 440 bpm. Schon nach der dritten
Immuniserung (Tag 42) zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Frequenz bei den
TSHR-immunisierten Miusen (482 bzw. 454 bpm, entsprechen 21 bzw. 10 %
Erhohung zum Basalwert). Die mock-immunisierten Tiere, die mit dem Virustiter
1 * 10" immunisiert wurden, hatten zu diesem Zeitpunkt eine Herzfrequenz von
durchschnittlich 408 bpm (entspricht einer Erhohung um 4 %) und die GFP-
Gruppe mit dem Virustiter 1 * 10" liegt bei 429 bpm (Erhéhung um 9 %). Die
Nativgruppe hingegen fiel ab auf durchschnittlich 383 bpm. Bis zur
6. Immunisierung (126. Tag) stieg die Frequenz bei den TSHR-immunisierten
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Tieren weiter an auf durchschnittlich 556/546 bpm (45/36 %) versus 426/490 bpm
(9/24 %) bei den GFP-Gruppen. Die Nativtiere fielen nochmals leicht ab auf
361 bpm. Bis zur letzten Messung an Tag 245 hielten die TSHR-immunisierten
Tiere in etwa die Hohe der Herzfrequenz, wihrend die GFP- und Nativgruppen
einen leichten Anstieg verzeichneten. Die Unterschiede zwischen TSHR-
immunisierten und mock-immunisierten Tieren war zwischen der vierten
Messung in Woche 10 und der Finalmessung in Woche 35 bis auf eine Ausnahme

immer signifikant mit p < 0,05 bis p < 0,001 (s. Abb. 11).

Tiere mit erhohter Herzfrequenz zeigten in der Regel eine Sinustachykardie.
Abbildung 12 zeigt reprisentativ die Entwicklung der Herzfrequenz bei einem

Ad-TSHR-immunisierten Tier zu drei Messzeitpunkten.
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Abbildung 11: Verlauf der Herzfrequenz

der beiden immunisierten, sowie der mock-immunisierten und nativen
Gruppen. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. * p < 0,05, ** p <
0,005, *** p < 0,001 fiir die TSHR-immunisierten Tiere verglichen mit den
Kontrollgruppen.
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Abbildung 12: Steigerung der Herzfrequenz im Verlauf der Studie

Gezeigt ist die Herzfrequenz desselben TSHR-immunisierten Tieres am Tag
0 (Abb. A) und an den Tagen 42 (Abb. B) und 154 (Abb. C).

4. Histopathologische Ergebnisse

Bei der histopathologischen Untersuchung wurde neben der Vermessung von
Schilddriise und Herz auch eine qualitative  Untersuchung des
Schilddriisengewebes vorgenommen. Hier wurden insbesondere die Follikelgrofle

sowie die Beschaffenheit des Follikelepithels beriicksichtigt.

Bei der TSHR-immunisierten Gruppe fielen eine deutliche Faltung sowie eine

Hyperplasie des Follikelepithels auf. Durch die Epitheleinstiilpungen ergab sich
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eine Fraktionierung und Verkleinerung der Follikel und eine Reduzierung der
Kolloidmasse. Auffillig ist auBerdem die deutliche Vakuolisierung der Follikel.
Das Schnittbild der TSHR-immunisierten Tiere wirkt deutlich basophiler als das
der Kontrollgruppen. Die nativen und mock-immunisierten Tiere zeigten eine
unauffillige Gewebestruktur mit groBen, kolloidgefiillten Follikeln, die von einem
einschichtigen Epithel umgeben waren. Abbildung 13 zeigt repréisentative Bilder

aller Gruppen.

A

Abbildung 13: Effekt der Immunisierungen im histologischen Bild

Abb. A zeigt die Schilddriisenfollikel eines nativen Tieres, Abb. B einer
mock-immunisierten Maus (Titer 1 * 10'’) und Abb. C zeigt das zerkliiftete

Kolloid und Epitheleinstiilpungen bei einem TSHR-immunisierten Tier
(Titer 1 * 10").
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4.1 Auswirkung auf das Schilddriisenvolumen

Die makroskopische Untersuchung ergab eine deutliche Vergroerung der
Schilddriisen der TSHR-immunisierten Tiere. Abbildung 14 zeigt reprédsentative
Fotografien. Das Schilddriisenvolumen betrug bei den hyperthyreoten Tieren
durchschnittlich 11,17 mm® (Titer 1 * 10'%) bzw. 9,41 mm’ (Titer 1 * 10'"), bei

den euthyreoten, mock-immunisierten 3,4 mm’ bzw. 3,65 mm> und bei den

nativen Tieren durchschnittlich 2,59 mm® (s. Abbildung 15).

Abbildung 14: Vergleich der SchilddriisengréoBe nach neun Immunisierungen

In Abb. A die Schilddriise eines nativen Tieres, in Abb. B die einer Maus aus
der mock-immunisierten Gruppe (Titer 1*10') und Abb. C zeigt die
Schilddriise eines TSHR-immunisierten Tieres (Titer 1 * 1010).
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Abbildung 15: Schilddriisenvolumen nach neun Immunisierungen

bei TSHR-immunisierten Tieren und mock-immunisierten Tieren, sowie den
nicht immunisierten nativen Tieren. Dargestellt sind die Mittelwerte in mm’
+ SEM. Die statistische Signifikanz betrigt p < 0,001 (dargestellt mit **) fiir
die TSHR-immunisierten Tiere verglichen mit den mock-immunisierten
Gruppen.

4.2 Auswirkung auf das Herzgewicht

Die histopathologische Untersuchung ergab ein Herzgewicht von durchschnittlich
0,13 g und 0,14 g bei den hyperthyreoten Tieren und 0,11 g bzw. 0,12 g bei den
mock-immunisierten Gruppen. Das Herzgewicht der Nativtiere betrug
durchschnittlich 0,09 g (s. Abb. 17). Sowohl die Unterschiede zwischen TSHR-
immunisierten und mock-immunisierten Gruppen, als auch zwischen den mock-
immunisierten und nativen Tieren waren signifikant (p < 0,001). Die Effektstirke
liegt bei dcopen= 1,3 fiir den Unterschied zwischen TSHR-immunisiert versus
mock-immunisiert und dconen = 2 fiir den Effekt zwischen mock-immunisiert
(1*10") und Nativgruppe. Qualitativ fiel eine deutliche Hypertrophie der
Myokardzellen auf. Hinsichtlich der Kollagenmenge war kein Unterschied
zwischen den Gruppen feststellbar. Abbildung 16 zeigt die deutliche
Myokardhypertrophie und Volumenzunahme bei den TSHR-immunisierten Tieren

im Vergleich zu den mock-immunisierten Méusen.
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Abbildung 16: Histologie des Herzens

Abb. A zeigt den histologischen Schnitt des Herzens eines mock-
immunisierten Tieres mit dem Virustiter 1 * 10'°, Abb. B den eines mock-
immunisierten Tieres mit dem Titer 1 * 10''. Darunter die Herzschnitte der
TSHR-immunisierten Miiuse mit den Virustitern 1 * 10" (Abb. C) und
1+*10" (Abb. D).
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Abbildung 17: Vergleich des Herzgewichts nach neun Immunisierungen

mit Ad-TSHR oder Ad-GFP, jeweils mit den Virustitern 1 * 10'° und 1 * 10"
und den nicht immunisierten nativen Maiusen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM. ** p < 0,001 fiir die TSHR-immunisierten Gruppen
verglichen mit den mock-immunisierten Tieren, sowie fiir die Nativgruppe
verglichen mit den mock-immunisierten Gruppen.

S. Effekt der Immunisierung auf das Korpergewicht

Hinsichtlich der Gewichtsentwicklung war mittels T-Test kein signifikanter
Unterschied zwischen den vier immunisierten Gruppen zu ermitteln (s. Abbildung
18). Die TSHR-immunisierten Tiere zeigten einen Anstieg von durchschnittlich
7,7 bzw. 7,8 g. Dies entspricht einem prozentualen Anstieg von 45 bzw. 44 %.
Die mock-immunisierten Gruppen nahmen 8,2 (Steigerung um 50 %) und 6,5 g
(36 %) zum Ausgangswert zu. Die Nativtiere hingegen zeigten eine Steigerung
des Korpergewichts um 5,8 g bzw. 34 %. Die Effektstirke fiir den Unterschied
zwischen TSHR-immunisierten und mock-immunisierten Tieren (je mit dem Titer
1 * 1010) betrigt dconen = 0,14. Ein mittlerer Effekt besteht fiir die immunisierten

Gruppen mit dem hoheren Virustiter mit dconen = 0,7.



42 IV. Ergebnisse

—— TSHR-immunigiert, Titer 1 *1 010 = TSHR-imimunisiert, Titer 1*1011
== e+ mock-tmmunisiert, Titer 1*1010 =eefees mock-unmunisiert, Titer 1*1011

e - Nativ

Kirpergewicht[g]

16 +

0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit nach der ersten Inununisierung [VWodhen]

Abbildung 18: Gewichtsverlauf iiber 35 Wochen

Alle Miuse waren zu Versuchsbeginn (Tag 0) sechs Wochen alt. Die Daten
sind dargestellt als Mittelwerte + SEM.
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V. DISKUSSION

1. Material und Methoden

1.1 Wahl der Versuchstiere

Die Maus ist aufgrund ihrer geringen Grée und der damit verbundenen einfachen
und kostengiinstigen Haltung ein beliebtes Versuchstier. Im vorliegenden Modell
zeichnet sie sich zudem dadurch aus, dass nahezu alle bisher beschriebenen
Studien zu Morbus Basedow an der Maus durchgefiihrt wurden und dadurch eine
sehr gute Vergleichbarkeit gegeben ist. Speziell die Immunisierungsprotokolle
wurden an verschiedenen Mausstimmen getestet, sodass auf eine fundierte
Datenlage fiir den Stamm BALB/c zuriickgegriffen werden konnte. Dieser
Mausstamm  zeigt in  verschiedenen  Tiermodellen  reproduzierbare
Symptomauspriagungen wie die Entwicklung von anti-TSHR-Antikorpern,
erhohte Ts;-Werte und histologische Verdnderungen der Schilddriise
(NAGAYAMA et al., 2002; CHEN et al., 2003; KITA-FURUYAMA et al., 2003;
SEETHARAMAIAH & LAND, 2006; ZHAO et al., 2011). Wang et al.
veroffentlichten zwar auch vielversprechende Ergebnisse einer Studie mit
Rhesusaffen (WANG et al., 2013), doch ist die Maus unter ethischen Aspekten
und im Hinblick auf § 23 der Tierschutz-Versuchstierverordnung diesem Modell

vorzuziehen.

Die Tiergruppe ist im beschriebenen Modell sehr homogen gewihlt. Die Tiere
haben nicht nur einen identischen genetischen Hintergrund, sondern sind auch im
Hinblick auf  Alter und  Geschlecht einheitlich.  Divergierende
Untersuchungsergebnisse konnen also nicht auf biologische Unterschiede
zuriickgefiihrt werden. Das Alter der Tiere von sechs Wochen bei der ersten
Immunisierung wurde aus dem Nagayama-Protokoll {ibernommen. Aber auch
andere Studien verwendeten Méduse im Alter von sechs bis sieben Wochen
(SHIMOJO et al., 1996; KITA et al., 1999; PICHURIN et al., 2001; KITA-
FURUYAMA et al., 2003; CHEN et al., 2004). Auch im Hinblick auf den
Entwicklungsstatus des Immunsystems ist demnach eine gute Vergleichbarkeit zu

den anderen Studien gewdhrleistet. Gleiches gilt fiir das Geschlecht. Hier kommen
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auch praktische Griinde fiir die Tierhaltung hinzu, da weibliche Tiere in Gruppen

gehalten werden konnen.

1.2 Wabhl des Protokolls

Die Entscheidung fiir ein Protokoll mit Adenovirus-Immuniserung fiel aufgrund
der guten Ergebnisse von Nagayama (NAGAYAMA et al., 2002) und Chen
(CHEN et al., 2004), die weit groBere Erkrankungsraten erzielen konnten als
andere Modelle. Zudem ist der Aufwand verglichen mit Xenotransplantationen
oder Splenozytentransfer gering und auch fiir das Tier stellen die Eingriffe der
Immunisierungen und EKG in Narkose sowie regelmifige Blutabnahmen

vergleichsweise geringe Belastungen dar.

Obwohl in der Literatur bereits verschiedene Adenovirus-Protokolle beschrieben
sind, fand bisher keine Langzeitbeobachtung statt, mit Ausnahme eines Modells
bei dem der Antikorpertiter iiber insgesamt 20 Wochen nach dreimaliger
Immunisierung gemessen wurde. In diesem Fall nahm die Fahigkeit der
Antikorper, cAMP in Testzellen zu stimulieren, bei der letzten Messung deutlich
ab. Dariiber hinaus gab es einen Ansatz, der 24 Wochen nach der Immunisierung
histologische Verdnderungen an Schilddriise und Orbita immunisierter TSHR-
knock-out Méiuse beobachtete. Dennoch wurde dieses Modell als transient
erachtet, da es nach 16-wochiger Dauer eher zu Hypo- als zu Hyperthyreose
fiihrte (NAKAHARA et al., 2012). In dem hier beschriebenen neuen Ansatz, bei
dem neun Immunisierungen iiber einen Zeitraum von neun Monaten appliziert
wurden, waren durchgingig Symptome des M. Basedow, wie die Bildung von
TSHR-Antikorpern, erhohte Ts-Spiegel, Struma und Tachykardie nachweisbar.
Exophtalmus, der zu der typischen Trias beim Menschen gehort wurde, wie in den
meisten anderen  Tiermodellen nicht beobachtet. Das  verwendete
Applikationsintervall findet Anlehnung an das Protokoll von Jahns et al., die ein
Immunisierungsprotokoll fiir ein Rattenmodell fiir dilatative Kardiomyopathie
entwickelten. Zwar wurden die Tiere hier iiber einen Zeitraum von 14 Monaten
durch subkutane Injektion immunisiert, doch war ein Peak der

Antikorperproduktion bereits nach acht Wochen messbar (JAHNS et al., 2004).

Zu beachten ist, dass nicht alle Maiause eine Hyperthyreose nach
Adenovirusimmunisierung entwickeln. Nagayama beschrieb Erkrankungsraten

von bis zu 55 % (NAGAYAMA et al., 2002), Chen sogar bis 80 % (CHEN et al.,
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2003). Ziel der vorliegenden Studie war zu zeigen, dass das Adenovirusprotokoll
auch im Langzeitversuch funktioniert. Daher gingen nur hyperthyreote Tiere in
die Untersuchung ein. Die in dieser Studie beobachteten Erkrankungsraten lagen

wie bei Chen et al. bei ca. 80 %.

1.3 Wabhl der Narkose

Fiir die Immunisierungen und die Messung der Herzfrequenz wurde eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran gewdhlt. Diese Narkoseform ist sehr gut
steuerbar und die Tierbelastung verglichen mit einer Injektionsnarkose deutlich
geringer. Roth et al. untersuchten den Einfluss verschiedener Anésthetika auf die
Herzfrequenz der Maus und fanden die hochste Reproduzierbarkeit und die
geringste depressive Wirkung bei Isoflurannarkosen (ROTH et al., 2002). Zudem
handelte es sich in der vorliegenden Untersuchung nicht um schmerzhafte
Eingriffe, die eine Narkoseform mit hoherer analgetischer Wirkung erforderlich
gemacht hitte. Obwohl Isofluran eine kompensatorische Tachykardie aufgrund
einer peripheren Vasodilatation auslosen kann (ERHARDT et al., 2004), konnte
fiir den Mausstamm BALB/c kein Einfluss auf die Herzfrequenz nachgewiesen

werden (ZUURBIER et al., 2002).

2. Ergebnisse

2.1 Anti-TSHR-Antikorper

Stimulierende anti-TSHR-Antikorper konnten mit drei verschiedenen Methoden
nachgewiesen werden, unter anderem mit einem Assay der dritten Generation, der
als Goldstandard in der Humanmedizin gilt. Der Einsatz im Mausmodell ist
neuartig, scheint aber als erginzender Parameter Erfolg versprechend. Die
Absolutwerte der hyperthyreoten Tiere bewegen sich im Bereich von 8 — 998 U/I
(Mittelwert 184 U/l) und befinden sich damit in einer dhnlichen Gré8enordnung
wie der an Morbus Basedow erkrankte Mensch (typischerweise zwischen 1,5 bis
100 U/1). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu Untersuchungen in anderen
Tiermodellen zu Autoimmunerkrankungen, bei denen Antikorpertiter im Tier um
mehrere Zehnerpotenzen hoher waren als im menschlichen Patienten (CHEN et

al.,, 2003). Insofern kann die Verwendung des M?22-basierten 3.-Generations-
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Assay eine interessante Ergidnzung zu fritheren Studien darstellen. Zu beachten ist,
dass alle Proben zwar mit dem gleichen ELISA gemessen wurden, jedoch zwei
unterschiedliche Chargen zum Einsatz kamen. So wurden die Serumproben der
Nativtiere und eines Teils der mock-immunisierten Miuse (Titer 1 * 1010) mit
einer anderen Charge gemessen als die iibrigen Proben. Bei der Messung der
Nativtiere (und teilweise der mock-immunisierten) ergab die mitgefiihrte
Negativkontrolle einen Wert von ungefdhr 10 U/l und auch die Untersuchung der
Serumproben der nativen Tiere ergaben Werte in dhnlicher GroBenordnung. Die
mock-immunisierten Méause, deren Serum mit dem ELISA der ersten Charge
untersucht wurde, hatten hingegen zu keinem Zeitpunkt messbare Antikorpertiter.
Wahrscheinlich ist der Unterschied der Ergebnisse auf eine Anderung der
Zusammensetzung des ELISA-Kits zuriickzufiithren. Nach Herstellerangaben sind
Werte von > 0,4 U/l beim Menschen als positives Ergebnis zu werten. Fiir die
Maus sind keine Referenzwerte bekannt. Wiirde man aber von einer dhnlichen
GroBenordnung ausgehen, hitten die nativen und mock-immunisierten Méuse, die
mit der zweiten Charge gemessen wurden, auch nachweisbare Antikorpertiter.
Aufgrund der groBen Diskrepanz zu den Ergebnissen der TSHR-immunisierten
Tiere und der Verschiebung der Negativkontrolle ist dies allerdings als eher

unwahrscheinlich anzusehen.

Die Ergebnisse der cAMP-Stimulation in Testzellen unterstiitzen die Ergebnisse
des ELISAs der dritten Generation. Die Aktivitit steigt bis zur 27. Woche an und
fallt dann in der Messung in Woche 35 wieder leicht ab. Zu allen Messzeitpunkten
liegt sie aber signifikant hoher, als die cAMP-Aktivitdt der mock-immunisierten
und nativen Tiere. Bei der Messung ergab sich allerdings die gleiche
Schwierigkeit, wie beim 3. Generations-ELISA. Die Verwendung von zwei
verschiedenen Populationen von CHO-Zellen fiihrte zu UngleichméBigkeiten der
Ergebnisse. Wihrend die Serumproben der TSHR-immunisierten Tiere mit dem
Titer 1 * 10" und fiinf Proben aus der Titergruppe 1 * 10'" zu sehr hohen
Ergebnissen fiihrten (um 80 pmol/ml im Mittel), lagen die restlichen 20 Proben
aus der TSHR-immunisierten Gruppe 1 * 10" deutlich darunter (um 16 pmol/ml).
Dies fiithrte zu einem Absinken der Mittelwerte der Titergruppe 1 * 10'°, obwohl
die tatsdchliche cAMP-Aktivitit moglicherweise hoher gewesen wire. Dennoch
zeigt der deutliche Anstieg zur Basalmessung das Vorhandensein von TSHR-

Antikorpern in beiden TSHR-immunisierten Gruppen.
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Das Absinken der Antikorpertiter, das mit den beiden beschriebenen Verfahren
gezeigt wurde, ist eventuell auf das Vorhandensein von anti-Adenovirus-
Antikorpern zuriickzufithren, die die Wirkung der Immunisierung zumindest
teilweise neutralisieren konnten. Andere Autoren (WANG et al., 2013) testeten
ihre Versuchstiere positiv auf diese Immunglobuline. Die Untersuchung erfolgte

im beschriebenen Tiermodell jedoch nicht.

Zusitzlich zu den oben genannten Verfahren wurde bei einem Teil der Tiere (n =
44) eine Untersuchung auf Antikorper mit einem ELISA der zweiten Generation
durchgefiihrt. Alle TSHR-immunisierten Méuse zeigten hier eine TSH-Inhibition,

jedoch keines der mock-immunisierten Tiere.

2.2 Thyroxin (T4 gesamt)

Die gemessenen durchschnittlichen Thyroxinwerte liegen im unteren Bereich der
bisher veroffentlichten Werte. Nagayama gab T4-Serumspiegel von 9 — 20 ul/dl
fiir hyperthyreote Méause an (NAGAYAMA et al., 2002), Kita 6,9 — 14,3 ul/dl
(KITA et al., 1999) und Shimojo im Mittel 12,3 + 2,6 ul/dl (SHIMOJO et al.,
1996). Die in dieser Studie gemessenen maximalen T4-Level liegen bei 10,86 +
1,64 pl/dl bei den TSHR-immunisierten Mausen (Titer 1 * 10') bzw.
8,91 £ 1,34 ng/dl (Titer 1 * 10'). Die Titergruppe 1 * 10" neigt, wie schon von
Chen et al. beschrieben, zu einem Abfall (CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2004).
Der Thyroxinspiegel dieser Mdiuse liegt bei den letzten Messungen sogar im
gleichen Bereich wie die mock-immunisierten und nativen Tiere. Andere Autoren
berichten von der hohen Variabilitit dieses Wertes und der mangelnden
Korrelation zu anderen Untersuchungsergebnissen (GILBERT et al., 2006;
MOSHKELGOSHA et al., 2013). Dennoch zeigen die erstgenannten Autoren und
auch die Ergebnisse der 1* 10'°-Gruppe, dass auch bei der Maus ein relativ
konstanter Anstieg des Schilddriisenhormons zu verzeichnen ist. Als alleiniger
Beweis fiir eine Hyperthyreose ist er vermutlich unzureichend. Im
Zusammenhang mit anderen Untersuchungsergebnissen kann er aber durchaus

wichtige Hinweise liefern.
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2.3 Histologie

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchung entsprechen den in der Literatur
veroffentlichten Resultaten nach Adenovirus-Immunisierung. Wie schon von
Nagayama (NAGAYAMA et al., 2002) beschrieben, fielen bei den Ad-TSHR-
immunisierten Mausen eine deutliche Einfaltung des Follikelepithels und eine
Fraktionierung sowie Vakuolisierung der Kolloidmasse auf. Diese Befunde
decken sich zudem mit denen der Morbus Basedow-Patienten. Eine lymphozytire
Infiltration wie sie beim Menschen in der Regel vorkommt, war nicht
nachweisbar. Aber auch andere Tierstudien konnten dieses Symptom nur
vereinzelt und in milder Form nachweisen (SHIMOJO et al., 1996). Aulerdem
fiel bei den TSHR-immunisierten Tieren ein deutlich basophiler geférbtes
Schnittbild verglichen mit den Kontrollgruppen auf. Dies kann auf eine
Steigerung der Aktivitit der Zellen mit einer gesteigerten Proteinbiosynthese
hinweisen. Das in diesen Zellen vermehrt vorkommende endoplasmatsche
Retikulum féarbt sich basophil an (LIEBICH, 2004). Zusitzlich féarbt sich das in
den Follikeln enthaltene Thyreoglobulin mit Dauer der Speicherung zunehmend

basophil (DAMMRICH, 1991).

Eine Zunahme der SchilddriisengroBe gehort ebenfalls zu den Charakteristika der
humanen Erkrankung und konnte auch gezeigt werden. Bei den TSHR-
immunisierten Gruppen waren signifikant vergroferte Schilddriisen im Vergleich
mit den mock-immunisierten nachweisbar. Der Volumenunterschied zwischen
TSHR- und mock-immunisierten Tieren betrigt 70 % bzw. 61 %. Innerhalb der
Kontrollgruppen gab es leichte Volumenunterschiede zwischen den Gruppen. Das
durchschnittliche Schilddriisenvolumen der Nativgruppe war um 24 % geringer
als bei den mock-immunisierten Tieren. Die Unterschiede waren allerdings

statistisch nicht signifikant (p = 0,41 bzw. p = 0,9).

Der Effekt der Immunisierungen auf das Herz konnte ebenfalls im histologischen
Schnittbild belegt werden. Eine Hypertrophie der Myozyten wurde zwar bisher
noch nicht im Mausmodell beschrieben, ist aber aufgrund der erhohten Belastung
typisch bei der humanen Hyperthyreose. Die Herzgewichte waren auBBerdem bei
den TSHR-immunisierten Tieren signifikant erhoht. Wie auch bei der
Schilddriisengrofe gab es bei den mock-immunisierten Tieren im Vergleich zu
der Nativgruppe einen Trend zu einer VergroBerung des Herzens. Eine gewisse

Reaktion scheint also auch das GFP-exprimierende Adenovirus hervorzurufen.
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24 Herzfrequenz

Bemerkenswert sind zudem die in vivo messbaren kardiologischen
Verinderungen. Die Sinustachykardie zédhlt zu den klassischen Symptomen des
Morbus Basedow beim Menschen und wurde bisher fiir kein Mausmodell
beschrieben. Das vorliegende Modell zeigt eine progressive Frequenzerhohung
bis etwa zur 18. Versuchswoche bei den TSHR-immunisierten Tieren. Auch die
mock-immunisierten und nativen Miuse zeigten eine leichte Erhohung zum
Ausgangswert, die jedoch zu allen Messzeitpunkten signifikant niedriger war als
bei den hyperthyreoten Tieren. Auch der T4-Wert stieg bei der vorletzten Messung
leicht an, sodass moglicherweise das freie Thyroxin auch bei diesen Tieren einen
Frequenzanstieg begiinstigt hat. Allerdings beschrieben verschiedene Autoren
bereits eine zunehmende Frequenz mit steigendem Alter der Tiere (CHU et al.,
2001; XING et al., 2009), was auch hier einen Frequenzanstieg erkldaren konnte.
Bei den mock-immunisierten Tieren, die zudem ein erhohtes Herzgewicht
gegeniiber den nativen Tieren zeigten, ist auBBerdem eine Tachykardie aufgrund
einer Myokardhypertrophie in Betracht zu ziehen, wie sie z. B. bei der Katze
beschrieben ist (WARE, 2010). Die Frequenzen beider mock-immunisierten
Gruppen sinken jedoch bei der letzten Messung auf das Niveau der Nativtiere ab.

Dieser Umstand spricht eher gegen eine kompensatorische Tachykardie.

Die leichten Schwankungen der Herzfrequenz der Nativtiere sind moglicherweise
auf den Umstand zuriickzufiihren, dass die neun nativen Miuse in einer Gruppe
gehalten wurden. Stress innerhalb der Tiergruppe wird sich also gleichermal3en
auf alle Tiere ausgewirkt haben. Die mock-immunisierten Méuse waren hingegen
verteilt auf verschiedene Kifige. Der Verlauf der Herzfrequenz dieser beiden

Gruppen ist wesentlicher gleichméafiger.

Der basale Messwert liegt zwischen 387 bpm bei den Ad-TSHR-immuniserten
Meiusen (Titer 1 * 10'®) und 440 bpm bei den nativen Tieren. Zuurbrier gibt fiir
die narkotisierte BALB/c Maus eine Herzfrequenz von 434 bpm an, die allerdings
zum Messzeitpunkt doppelt so alt (12 — 13 Wochen) waren wie die Miuse dieser
Studie (ZUURBIER et al., 2002). Das Narkoseregime wurde bei allen Tieren zu
allen Zeitpunkten identisch gehalten, sodass auch dessen FEinfluss auf die
Herzfrequenz als identisch anzusehen ist. Es kann demnach ein systematischer

Fehler vorliegen.
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Das erhohte Herzgewicht bei den TSHR-immunisierten Tieren und die
Myokardhypertrophie belegen zusitzlich den Effekt des erhohten Thyroxins im
Serum auf die Herzleistung. Da insbesondere die kardialen Symptome zu einer
Zunahme der Morbiditdt und Mortalitit beim Menschen fithren (KLEIN &
OJAMAA, 2001), ist eine Abbildung dieser Symptome im Tierversuch interessant
und relevant fiir kiinftige Therapiestudien. Zudem konnten weitere EKG-
Untersuchungen mit hochwertigeren Gerdten zusitzliche Aussagen iiber das
Vorhandensein von weiteren kardialen Symptomen wie Vorhofflimmern zulassen.
Solche Riickschliisse waren aufgrund der Qualitdt der Aufzeichnung in dieser

Studie leider nicht moglich.

2.5 Korpergewicht

Eine Reduzierung des Korpergewichts, wie sie in anderen Tierstudien
nachgewiesen wurde (KITA et al., 1999; WANG et al., 2013) und beim Menschen
aufgrund der erhohten Stoffwechselrate auftreten kann, konnte in diesem Modell
nicht gezeigt werden. Zu bedenken ist, dass eine Arbeitsgruppe, die einen
Gewichtsverlust zeigen konnte diesen in Zusammenhang mit einer Hyperaktivitét
gesehen hat und eine weitere Studie nicht mit Méusen, sondern mit Rhesusaffen
gearbeitet hat. Eine Steigerung der Aktivitit konnte im vorliegenden Modell nicht
beobachtet werden. Im Modell von Nagayama mussten zwei weibliche Miuse
vom Stamm BALB/c und eine vom Stamm C57BL/6 aufgrund starken
Gewichtsverlustes euthanasiert werden. Auffilligkeiten im Verhalten der Tiere
wurden auch in diesem Fall nicht berichtet und die anderen Tiere waren
unauffillig (NAGAYAMA et al.,, 2002). Warum die induzierte autoimmune

Hyperthyreose nur bei Einzeltieren zu Gewichtsverlust fiihrt bleibt unklar.

Die geringere Gewichtszunahme in der Gruppe der Nativtiere kann auf eine
temporire Anderung der Umwelteinfliisse zuriickzufiihren sein. Wie auch bei der
Herzfrequenz kommt es um den 98. Versuchstag zu einem Absinken der Werte.
Ursache kann beispielsweise eine subklinische Infektion oder eine unbemerkte,
voriibergehende Anderung von Stallparametern (z. B. Veriinderung der Zu-/Abluft
in diesem Kifig) sein. Die Verzogerung der Gewichtsentwicklung in Woche 14
konnte anschlieBend nicht mehr aufgeholt werden, sodass diese Tiere auch am

Ende der Studie noch im Riickstand waren.
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2.6 Einfluss des Virustiters

In Anlehnung an bestehende Adenovirus-Protokolle (NAGAYAMA et al., 2002;
CHEN et al.,, 2004; MCLACHLAN et al., 2012b) wurden die Mausgruppen
entweder mit dem Virustiter 1 * 10'° oder 1 * 10" immunisiert. Hinsichtlich der
Herzfrequenz und des Gewichtsverlaufs der Tiere konnten keine Unterschiede
zwischen den beiden Titern festgestellt werden. Bei den Ts-Messungen jedoch
fillt der Hormonspiegel bei den Miusen, die mit dem Virustiter 1 * 10"
immunisiert wurden, ab Woche 23 auf das Level der mock-immunisierten und
nativen Tiere ab. Auch bei den TSHR-Antikorpermessungen und der
Schilddriisengrofe zeigt diese Gruppe eine geringere Differenz zu den
Kontrollgruppen als die Ad-TSHR-Gruppe mit dem Titer 1 * 10'°. Lediglich die
cAMP-Aktiviit ist in der Gruppe 1 * 10'" hoher als die in der Gruppe mit dem
niedrigeren Titer. Wie bereits diskutiert, kann dies aber mit einer
unterschiedlichen Qualitit der verwendeten CHO-Zellen zusammenhingen.
Nagayama immunisierte ausschlieBlich mit dem Virustiter 1 * 10'" und erreichte
dennoch wesentlich hohere Ts-Level als in dieser Studie. Allerdings muss
beachtet werden, dass die Nagayama-Studie iiber einen wesentlichen kiirzeren
Zeitraum dauerte und auch in dieser Studie die T4- und Antikorpertiter zunédchst
anstiegen. Moglicherweise sind mit diesem Titer aufgrund einer stirkeren
Immunreaktion und der Ausbildung von anti-Adenovirus-Antikorpern keine

stabilen Ergebnisse zu erreichen.

Auch die mock-immunisierten Tiere wurden mit zwei verschiedenen
Viruskonzentrationen immunisiert. Bei diesen Mausgruppen waren die
Unterschiede zwischen den Virustitern jedoch deutlich geringer. Lediglich bei
der Herzfrequenz stiegen die Tiere, die das Ad-GFP-Virus in der Konzentration
1 * 10" erhielten zwischen der 18. und 26. Versuchswoche stirker an. Ob dies auf
eine stirkere Immunreaktion zuriickzufiihren oder ein Zufallsbefund ist, miisste an
einer groBeren Tiergruppe {iberpriift werden. Insgesamt aber zeigen die
Untersuchungsergebnisse, die insbesondere hinsichtlich der
Antikorperentwicklung und der Ts;-Werte kaum von denen der Nativtiere
abweichen, dass eine Immunisierung mit Ad-GFP-Virus als Kontrollgruppe
geeignet ist. Zwar zeigen die mock-immunisierten Gruppen hohere Herzgewichte
und Schilddriisengroflen als die nativen Tiere, der Unterschied zu den TSHR-

immunisierten Miusen war aber stets signifikant. Die Verdnderungen der mock-
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immunisierten Tiere waren zudem rein morphologischer Natur, aber nicht

funktional.

Weitere Studien miissten zeigen, ob eine Verdnderung der Morphologie dem
Adenovirus zu schulden ist oder dem Griin-fluoreszierenden Protein. Die Autoren
Nagayama und Chen verwendeten als Kontrolle ein Adenovirus, das [-
Galaktosidase exprimiert. In beiden Studien gab es allerdings keine native
Kontrollgruppe, die einen Unterschied zur Kontrollgruppe hitte aufzeigen
konnen. Beide Autoren berichteten zwar von einer Vergrolerung der Schilddriise
bei den TSHR-immunisierten Tieren, aber gaben keine Gewichte oder
LingenmaBle an, die mit den Ergebnissen der Nativtiere dieser Studie zu

vergleichen wiren.

In einer Untersuchung zur therapeutischen Wirkung von Calmodulin-Antisense
bei Myokardhypertrophie wurden Adenoviren als Vektoren fiir dieses RNA-
Konstrukt verwendet. Die Autoren infizierten Kardiomyozyten neonataler Ratten
mit den Viren. Als Kontrolle diente, wie in dieser Studie ein GFP-exprimierendes
Adenovirus. Nach Stimulation mit Phenylephrin oder Angiotensin wurde eine
Reduzierung der Hypertrophie durch das antisensetragende Adenovirus im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (ARRUDA et al., 2007). Wie auch bei
den erwihnten Hyperthyreosemodellen wurde keine zusitzliche Nativgruppe
mitgefiihrt. Eine hypertrophe Wirkung des Adenovirus an sich, hitte vermutlich
nicht zu solch signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen gefiihrt. Ob das
GFP die Hypertrophie durch Phenylephrin zusitzlich fordert oder begiinstigt,
wurde nicht ndher untersucht. GFP wurde auch in zahlreichen anderen Studien
verwendet. Eine Herzhypertrophie oder sonstige Organvergroerungen sind in der
verfligbaren Literatur bisher nicht beschrieben. Eine Abkldrung, ob das Protein zu
Volumenzunahmen von Zellen und Geweben fiihrt, wire nicht nur relevant fiir

Tiermodelle, sondern auch fiir die in-vitro-Forschung.

2.7 Andere mogliche Messparameter

Aufgrund der begrenzten zur Verfiigung stehenden Serummenge, musste eine
Auswahl an durchzufiihrenden Untersuchungen getroffen werden. Da anti-TSHR-
Antikorper das entscheidende Kriterium bei der Diagnose des Morbus Basedow

darstellen, wurde wie bereits diskutiert, besonderes Augenmerk auf deren
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Nachweis gelegt. In anderen Veroffentlichungen entschieden sich die Autoren fiir
eine andere Auswahl an Parametern, zum Beispiel die Messung von
Trijodthyronin (T3) im Shimojo-Modell (SHIMOJO et al., 1996). Aufgrund der
Varianz der Messergebnisse bei der Maus (DAVIES, 1995), wurde in dieser

Studie von dieser Messung abgesehen.

Wie bereits erwihnt, wurden in der Primatenstudie von Wang et al. die
Versuchstiere neben TRAK auch auf anti-Adenovirus-Antikorper (WANG et al.,
2013). Obwohl diese Untersuchung in dieser Studie nicht durchgefiihrt wurde,
konnen die absinkenden TSHR-Antikorpertiter zum Ende der Studie auch hier
hinweisend auf die Entwicklung von anti-Adenovirus-Antikorper sein. Wie grof3
dieser Einfluss ist, ist jedoch fraglich. Vor allem die histologischen Ergebnisse
zeigen, dass auch nach neun Monaten noch ein stabiler Morbus Basedow-

Phinotyp nachweisbar ist.

Eine Untersuchung der Augen und des retrobulbidren Gewebes wie von einigen
Arbeitsgruppen vorgenommen (NAGAYAMA et al., 2002; ZHAO et al., 2011;
MOSHKELGOSHA et al., 2013), wurde nicht durchgefiihrt. Phinotypisch wurde
kein Exophtalmus beobachtet. Ob histologisch Hinweise auf eine endokrine
Orbitopathie im Langzeit-Modell vorhanden sind, kann die Fragestellung weiterer

Studien sein.

Eine sonographische Untersuchung der Schilddriise in vivo wire eine nicht-
invasive Moglichkeit morphologische Ahnlichkeiten zur verinderten Schilddriise
des Menschen aufzuzeigen und gleichzeitig den Verlauf der Gewebeverianderung
darzustellen. Mancini et al. fiihrte Ultraschalluntersuchungen an der Schilddriise
der Maus durch und fand beziiglich der Erfassung von Schilddriisenknoten eine
Sensitivitidt von 100 % und eine Spezifitit von 60 %. Die Klassifikation dieser
Verdnderungen konnte mit einer Sensitivitit von 91 % und Spezifitit von 83 %
durchgefiihrt werden (MANCINI et al., 2009). Aufgrund der Genauigkeit der
Untersuchungsmethode, konnte die Sonographie auch im vorliegenden Modell

eine sinnvolle Ergdnzung zur Histologie darstellen.

2.8 Schlussbetrachtung
Frithere Studien beschreiben eine Vielzahl an Moglichkeiten, voriibergehend

Symptome des Morbus Basedow im Tiermodell darzustellen. Die
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Vergleichbarkeit der einzelnen Projekte wird erschwert durch unterschiedliche
Rahmenbedingungen und die Ausbildung verschiedener Symptomkomplexe.
Insbesondere die histologischen Veridnderungen und die Ergebnisse der
Serumuntersuchungen variierten in den einzelnen Modellen. Erhohte T4 Spiegel,
der Nachweis von stimulierenden anti-TSHR-Antikorpern, eine Vergrolerung der
Schilddriise sowie typische histologische Veridnderungen, wie Kkubisches
Follikelepithel und Vakuolisierung werden als essentielle Charakteristika fiir ein
funktionierendes Tiermodell erachtet (MCLACHLAN et al., 2005). Alle vier
Eigenschaften konnten im vorliegenden Modell fiir den Virustiter 1 * 10'° gezeigt
werden. Hinzu kommen die kardiologischen Verdnderungen, die bisher noch nicht
fiir das Mausmodell beschrieben waren. Die dargestellten Ergebnisse kdnnen als
Ausgangslage fiir weitere verifizierende Studien dienen. Insbesondere die
Antikorperbestimmungen konnten durch Messungen mit einheitlichen Chargen
konkretisiert werden. Nachfolgende Untersuchungen konnen sowohl die
Therapieentwicklung unterstiitzen, als auch zum tieferen Verstindnis der

Pathogenese beitragen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war, ein Mausmodell fiir Morbus Basedow zu
entwickeln, das eine konstante Symptomausprigung iiber mehrere Monate
gewdhrleistet.  Hintergrund ist die Annahme, dass eine mogliche
Therapieentwicklung nur an einem verldsslichen Tiermodell realisierbar und
sinnvoll ist. Die in-vivo-Parameter Herzfrequenz und Gewichtsentwicklung

sollten hinsichtlich ihrer Aussagekraft zum Krankheitsverlauf iiberpriift werden.

Hierfiir wurde eine Mausgruppe vom Stamm BALB/c iiber neun Monate mit
einem TSHR-exprimierenden Adenovirus neunmal immunisiert. Einer
Kontrollgruppe wurde ein Adenovirus verabreicht, das GFP exprimiert (,,mock-
Immunisierung®). Beide Adenoviren wurden sowohl in der Konzentration 1 * 10"
und 1 * 10" verabreicht. Zusitzlich fanden Blut- und EKG-Untersuchungen bei
einer nativen, nicht-immunisierten Mausgruppe statt. Vor jeder Immunisierung
wurden Korpergewicht und Herzfrequenz der Tiere dokumentiert. Das Blutserum
der Méause wurde auf TSHR-stimulierende AntikOrper mit zwei verschiedenen
ELISA sowie mit der Bestimmung von cAMP in Testzellen untersucht. Eine
Messung von Thyroxin fand zu vier Zeitpunkten statt. Am Versuchsende wurden
die Schilddriisen und Herzen beziiglich ihrer Grofle untersucht und histologische

Schnitte der Schilddriise begutachtet.

Nur bei den Ad-TSHR-immunisierten Tieren konnten steigende Antikorpertiter
mit den genannten Verfahren nachgewiesen werden. Der aus der Humanmedizin
iibernommene Assay der dritten Generation lieferte dabei auch bei der Maus
zuverladssige Ergebnisse. Auch zeigten diese Tiere eine Erhohung des T4-Wertes
verglichen mit den Kontrollgruppen. Der Parameter Herzfrequenz erwies sich als
guter Indikator fiir den Verlauf der Krankheit. Wie der Antikorpertiter stieg auch
die Herzfrequenz bei den Ad-TSHR-immunisierten Méusen deutlich an. Eine
Beobachtung der Gewichtsentwicklung eignete sich hingegen nicht fiir eine
Beurteilung des Krankheitsverlaufs. Zudem waren bei den Ad-TSHR-
immunisierten Tieren typische histologische Verdnderungen, wie eine
Hyperplasie und Faltung des Follikelepithels und eine deutliche Vakuolisierung
der Follikel nachweisbar. Hinsichtlich der Viruskonzentration war mit dem Titer

1 * 10'° konstantere Ergebnisse zu erzielen als mit 1 * 10“, insbesondere bei den
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Parametern T4-Erhéhung im Serum und Schilddriisenvergroferung. Die mock-
immunisierten und die nativen Kontrolltiere entwickelte weder TSHR-Antikorper,
noch eine signifikante Tachykardie. Der histologische Befund dieser Tiere war

unauffillig.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass eine Langzeit-Immunisierung itiber neun
Monate mit TSHR-exprimierendem Adenovirus in der Konzentration 1 * 10"
eine Aufrechterhaltung von Morbus Basedow Symptomen iiber mindestens 30
Wochen gewihrleistet und damit einen wichtigen Beitrag in der priklinischen
Forschung leisten kann. Bestehende Adenovirusprotokolle konnen somit fiir einen
deutlich ldngeren Zeitraum als bisher bekannt, validiert werden. Die Messung des
Verlaufs der Herzfrequenz stellt zudem eine sinnvolle Ergdnzung zu bestehenden

Mausmodellen dar.
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VII. SUMMARY

The objective of this thesis was the development of a mouse model for human
Graves’ disease which ensures constant symptoms over a period of several
months. Background is the assumption that a possible therapeutic development is
only feasible and sensible on reliable animal models. The in-vivo parameters heart
rate and weight development should therefore be reviewed as to their significance

on the progression of the disease.

In this study, BALB/c mice were immunized nine times with a TSHR-expressing
adenovirus over a period of nine months. Alternatively, mice were administered
adenovirus which expressed GFP ("mock-immunization). Both adenoviruses were
given at concentrations of 1 * 10 and 1 * 10", Additionally, blood and ECG
tests took place on a naive, unimmunized mouse group. Before each
immunization, body weight and heart rate of the animals were documented. The
blood sera of the mice were examined for TSHR-stimulating antibodies with two
different ELISA as well as determination of cAMP in test cells. A measurement of
thyroxin took place at four time points (trial weeks 0, 8, 27 and 35). At the end of
the test, the thyroid glands and hearts were investigated with regard to their

dimensions and histological sections were examined.

Increasing antibody titers were evidenced only in the Ad-TSHR-immunized
animals. The mouse “third generation” assay which was adopted from a respective
human assay delivered reliable results. Also these animals showed an increase of
T4 levels compared to the control groups. The parameter heart rate proved to be a
good indicator of the course of the disease. The heart rates of the Ad-TSHR-
immunized mice increased considerably as well as the antibody titers. Observing
the weight trend was unsuitable for the disease course assessment. However, the
histological examination showed considerable differences between both groups.
In Ad-TSHR-immunized animals, typical changes were verified, such as
hyperplasia and a folding of the follicular epithelium and a marked vacuolization
of the follicles. With the titer 1 * 10'° more stable results could be achieved than
with 1 * 10", especially on the parameters increase in serum T4 and the
enlargement of the thyroid gland. The histological result of these animals was

inconspicuous.
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In summary, a long-term immunization over a nine month period with TSHR-
expressing adenovirus used at concentrations of 1 * 10'” and 1 * 10'" ensures
maintenance of Graves’ disease symptoms for a period of at least 30 weeks and
can provide an important contribution in preclinical research. Existing adenovirus
protocols could therefore be validated for a considerably longer timeframe than
was previously known. The measurement of the heart frequency represents a

useful addition to existing mouse models.
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IX. ANHANG

1. Ergebnisse der TSHR-Antikorpermessungen

Tabelle 1: Ergebnisse des ELISA der 2. Generation mit Mittelwerten, SD und
SEM

Woche 35
Maus # Virus Titer Inhill;oition
2911 Ad-TSHR 1%#10"° 83,12
2912 Ad-TSHR 1%10" 68,80
3030 Ad-TSHR 1%10" 71,03
3032 Ad-TSHR 110" 72,43
3000 Ad-TSHR 110" 57,30
Mittelwert 70,54
n 5
SD 9,23
SEM 4,13
2922 Ad-TSHR 1*#10" 67,15
2939 Ad-TSHR 1+10" 79,82
3087 Ad-TSHR 1#10" 78,79
3088 Ad-TSHR 1*#10" 79,58
3035 Ad-TSHR 1*#10" 80,32
3005 Ad-TSHR 1#10" 78,81
3006 Ad-TSHR 1#10" 60,37
3026 Ad-TSHR 1#10" 80,94
3027 Ad-TSHR 1*#10" 53,28
Mittelwert 73,23
n 9
SD 10,34
SEM 3,45
2862 GFP 1%10" -14,21
2863 GFP 1%10" 4,47
2864 GFP 1%#10"° -15,73
2865 GFP 1%#10"° -12,81
2866 GFP 1%10" -10,71
2904 GFP 1%10" -10,56
2905 GFP 1%#10"° -17,16
2906 GFP 1%10" -12,64
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Woche 35
Maus # Virus Titer Inhi‘l;oition

2907 GFP 1¥10'° 1213
2908 GFP 1%¥10'° 1722
2914 GFP 1%¥10'° 1647
2915 GFP 1¥10'° 1537
2916 GFP 1¥10'° 14.52
2917 GFP 1%¥10'° 1338
2918 GFP 1¥10'° 1641
2934 GFP 1¥10'° 22.63
2935 GFP 1%¥10'° 974
2936 GFP 1%¥10'° 1331
2937 GFP 1¥10'° 2144
2938 GFP 1#10'° 20,45
Mittelwert -14,67
n 20
SD 441
SEM 0.99
2995 GFP 1#10" 135
2996 GFP 1*#10" -10,35
2997 GFP 1#10" 8.13
2998 GFP 1#10" 5.67
2999 GFP 1#10" 046
3015 GFP 1#10" 0.66
3016 GFP 1#10" 1.67
3017 GFP 1#10" 110.88
3018 GFP 1#10" 18,65
3019 GFP 1#10" 118,55
Mittelwert 441
n 10
SD 9,58
SEM 3.03
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3. Histopathologische Ergebnisse

Tabelle 5: SchilddriisengrofSen (in mm3) mit Mittelwerten, SD und SEM

Maus # Virus Titer sgcg[lid[l;lrss%
2911 Ad-TSHR | 1%10" 15,98
2912 Ad-TSHR | 1*10" 13,62
3030 Ad-TSHR | 1%10" 16,40
3032 | Ad-TSHR | 1%*10" 19,20
3000 Ad-TSHR | 1%10" 6,70
4007 Ad-TSHR | 1%10" 14,83
4022 | Ad-TSHR | 1%10" 5,85
4034 | Ad-TSHR | 1%10" 13,75
4044 Ad-TSHR | 1*10" 6,92
4090 Ad-TSHR | 1%10" 7,95
4103 Ad-TSHR | 1%10" 6,98
4110 Ad-TSHR | 1%10" 17,37
4111 Ad-TSHR | 1%10" 7,55
4117 Ad-TSHR | 1%10" 8,29
4120 | Ad-TSHR | 1%10" 15,93
4123 Ad-TSHR | 1%10" 15,26
4127 Ad-TSHR | 1%10" 14,71
4135 Ad-TSHR | 1%10" 6,99
4146 Ad-TSHR | 1%10" 12,59
4173 Ad-TSHR | 1%10" 10,78
4185 Ad-TSHR | 1%10" 5,09
4197 Ad-TSHR | 1%10" 6,50
4212 Ad-TSHR | 1%10" 8,87
4213 Ad-TSHR | 1%10" 4,27
4214 | Ad-TSHR | 1%10" 16,87

Ni:gretl 11,17

n 25

SD 4,61
SEM 0,92
2922 Ad-TSHR | 1*10" 7,68
2939 | Ad-TSHR | 1*10" 14,30
3087 Ad-TSHR | 1*10" 6,83
3088 Ad-TSHR | 1*10" 8,44
3035 Ad-TSHR | 1*10" 8,01
3005 Ad-TSHR | 1*10" 8,47
3006 Ad-TSHR | 1*10" 8,28
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Maus # Virus Titer Sgcg:;id[l;::;}-
3026 | Ad-TSHR | 1*10" 13,19
3027 Ad-TSHR | 1*10" 9,46

n 9

SD 2,57
SEM 0,86
2862 GFP 1%10" 3,27
2863 GFP 1%#10' 4,01
2864 GFP 1%#10' 3,51
2865 GFP 1%10" 3,49
2866 GFP 1%#10' 3,86
2904 GFP 1%#10' 3,94
2905 GFP 1%10" 4,53
2906 GFP 1%10" 3,49
2907 GFP 1%#10' 3,20
2908 GFP 1%#10" 3,55
2914 GFP 1%10" 3,45
2915 GFP 1%#10' 3,88
2916 GFP 1%#10' 3,59
2917 GFP 1%10" 3,67
2918 GFP 1%10" 4,26
2934 GFP 1%#10' 4,23
2935 GFP 1%10" 3,04
2936 GFP 1%#10" 3,55
2937 GFP 1%#10' 3,35
2938 GFP 1%#10' 3,19
4018 GFP 1%10" 2,86
4030 GFP 1%#10' 2,63
4042 GFP 1%#10' 3,29
4054 GFP 1%10" 3,51
4099 GFP 1%10" 2,75
4109 GFP 1%#10' 3,52
4119 GFP 1%#10' 2,96
4129 GFP 1%10" 2,92
4139 GFP 1%#10' 2,71
4149 GFP 1%#10' 2,51
4174 GFP 1%10" 3,57
4186 GFP 1%10" 2,38

n 32
SD 0,52




IX. Anhang o
Maus # Virus Titer Scb.llddruSegl-
grofie [mm”]
SEM 0.09
2995 GFP #1010 341
2996 GFP 11010 3.45
2997 GFP 1*10"! 331
2998 GFP #1010 324
2999 GFP 11010 3.96
3015 GFP 1*10"! 3.33
3016 GFP 1*10"! 3.83
3017 GFP 1*#10" 4.20
3018 GFP *10" 3.60
3019 GFP 1*10" 414
Mittel-
wert 3,65
n 10
SD 0,36
SEM 0.11
4223 nativ 2’75
4224 nativ 2.43
4225 nativ 2.29
4226 nativ 2.60
4227 nativ 3.41
4228 nativ 2.68
4229 nativ 2.82
4231 nativ 2.26
4232 nativ 2.08
Mittel-
v:ert 2,59
n 9
SD 0,39
SEM 0.13
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Tabelle 6: Herzgewichte (in g) mit Mittelwerten. SD und SEM

Maus # H(;l;il;l:;ft Titer g?vfr;‘czht

[g]

2912 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,15
2911 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,17
3000 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,13
3032 | Ad-TSHR | 1*10" 0,15
3030 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,16
4007 | Ad-TSHR | 1*10" 0,13
4022 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,10
4034 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,15
4044 | Ad-TSHR | 1*10" 0,11
4090 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,13
4103 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,11
4110 | Ad-TSHR | 1*10" 0,14
4111 | Ad-TSHR | 1*10" 0,11
4117 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,13
4120 | Ad-TSHR | 1*10" 0,16
4123 | Ad-TSHR | 1*10" 0,15
4127 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,14
4135 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,13
4146 | Ad-TSHR | 1*10" 0,16
4173 | Ad-TSHR | 1*10" 0,11
4185 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,11
4197 | Ad-TSHR | 1*10" 0,12
4212 | Ad-TSHR | 1*10" 0,13
4213 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,10
4214 | Ad-TSHR | 1%¥10" 0,13
n 25

SD 0

SEM 0,00
2922 | Ad-TSHR | 1*10" 0,13
2939 | Ad-TSHR | 1*10" 0,16
3035 | Ad-TSHR | 1*10" 0,13
3087 | Ad-TSHR | 1*10" 0,12
3088 | Ad-TSHR | 1*10" 0,12
3005 | Ad-TSHR | 1*10" 0,14
3006 | Ad-TSHR | 1*10" 0,13
3026 | Ad-TSHR | 1*10" 0,16
3027 | Ad-TSHR | 1*10" 0,15
Mittel- 0,14

wert
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Herz-
Maus # Hil;ﬁ.l:;ft Titer gewicht
[g]
n 9
SD 0,02
SEM 0,01
2862 GFP 1¥10'" 0,09
2863 GFP 1#10'° 0,12
2864 GFP 1%10' 0,12
2865 GFP 1%10' 0,12
2866 GFP 1#10'° 0,10
2904 GFP 1%10'° 0,13
2905 GFP 1%10' 0,13
2906 GFP 1#10'° 0,12
2907 GFP 1#10'° 0,10
2908 GFP 1%10' 0,12
2914 GFP 1#10'° 0,11
2915 GFP 1#10'° 0,14
2916 GFP 1%10' 0,12
2917 GFP 1*10'° 0,12
2918 GFP 1*10'° 0,14
2934 GFP 1*10'° 0,11
2935 GFP 1*10'° 0,12
2936 GFP 1*10'° 0,14
2937 GFP 1#10'° 0,12
2938 GFP 1%10' 0,12
4018 GFP 1%10' 0,10
4030 GFP 1¥10'" 0,09
4042 GFP 1%10' 0,11
4054 GFP 1%10'° 0,10
4099 GFP 1#10'° 0,10
4109 GFP 1#10'° 0,11
4119 GFP 1%10'° 0,10
4129 GFP 1%10' 0,09
4139 GFP 1¥10'" 0,09
4149 GFP 1%10'° 0,09
4174 GFP 1%10'° 0,11
4186 GFP 1#10'° 0,10
Mittel-
v;ert 0,11
n 32
SD 0,01
SEM 0,00
2995 GFP 1*10" 0,11
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IX. Anhang

Herz-
Maus # Hil;ﬁ.l:;ft Titer gewicht
[g]
2996 GFP 1*10" 0,11
2997 GFP 1#10" 0,13
2998 GFP 1*10" 0,12
2999 GFP 1+10" 0,11
3015 GFP 1#10" 0,11
3016 GFP 1#10" 0,12
3017 GFP 1*10" 0,11
3018 GFP 1*10" 0,12
3019 GFP 1*10" 0,15
Mittel-
v;ert 0,12
n 10
SD 0,01
SEM 0,00
4223 nativ 0,08
4224 nativ 0,09
4225 nativ 0,10
4226 nativ 0,09
4227 nativ 0,09
4228 nativ 0,10
4229 nativ 0,09
4231 nativ 0,09
4232 nativ 0,10
Mittel-
wert 0,09
n 9
SD 0,01
SEM 0,00
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