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1. Zusammenfassung

Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) bezeichnet ein lebenslanges
Krankheitsbild mit schwerer psychomotorischer Retardation. AHDS basiert auf
Mutationen im Gen (SLC16A2) fur das Membranprotein Monocarboxylattransporter 8
(MCT8). MCT8 importiert aktives Schilddrisenhormon T3 in die Zelle und sein
Funktionsverlust fihrt bei Patienten und Mausen zu einer hypophyséren T3 Resistenz
mit unphysiologisch hohen T3 Spiegeln im Serum. Aufgrund der Schwere der
neurologischen Symptomatik, nimmt man an, dass wie im Falle von Kretinismus die
vorgeburtlich einsetzende Unterversorgung des Gehirns mit Schilddriisenhormon von
entscheidender Bedeutung ist. Zur Untersuchung von primaren Neuronkulturen
haben wir ein Mediumsupplement entwickelt, welches das kommerzielle B27 ersetzt
und uns erlaubt seine Zusammensetzung beliebig zu variieren. Weiterhin haben wir
den T3 Transport in Neuronen von Wildtyp und Mct8”Y-Mausen in vitro charakterisiert
und dabei gezeigt, dass fur die T3 Aufnahme neben Mct8 mindestens noch ein
weiterer T3 Transporter, Lat2, in Mausneuronen aktiv ist. Die Expression eines
weiteren Transporters erklart die ausbleibende neurologische Beeintrachtigung in der
Mct8™-Maus sowie die auftretenden Anzeichen von Hypo- und Hyperthyreose aus
Verhaltenstests. Die stabile Uberexpression von pathogenen MCT8-Mutanten in
Zelllinien brachte hingegen die Erkenntnis, dass die Mutanten (Ins235V, R271H und
L568P) zwar noch hinreichend verbliebene Transportaktivitaten besitzen, diese aber
vom verwendeten Zelltyp abhangt. Unsere Ergebnisse bestatigen, warum die AHDS-
Symptome in Tragern mancher Mutationen milder ausfallen. Die Detektion von 12
Mutanten an der Zelloberflache und die Bestimmung deren Restaktivitat fuhrten zu
der Feststellung einer jeweils unterschiedlich ausfallenden Prozessierung der
Mutanten durch die Zelle. Weiterhin zeigen wir erstmalig die Inhibition von MCT8
durch das trizyklische Antidepressivum Desipramin. Dieser Effekt konnte
Veranderungen des Schilddrisenhormonmetabolismus im Gehirn von Desipramin
behandelten Ratten erklaren. Darlber hinaus stellt Desipramin ein neuartiges
Werkzeug fir die Forschung an T3 Transportern dar.



1.1. Einleitung

1.1.1. Schilddrisenhormone sind wichtig fur die Geh irnentwicklung

Die Versorgung des Gehirns mit Schilddrisenhormonen wahrend der embryonalen
und frihen postnatalen Gehirnentwicklung ist von herausragender Wichtigkeit
[Zoeller und Rovet 2004]. Schwerer Jodmangel sowie Entwicklungs- und Funktions-
defekte der Schilddrise kénnen in schwerwiegenden Fallen zu Kretinismus fuhren,
eine weltweit maRgebende Ursache fir mentale Retardation. Jod-supplementations-
programme und Perinatalscreening haben in vielen Landern der Erde dazu bei-
getragen, dass diese einstmals verbreitete Erkrankung ihren Schrecken verloren hat
und nach Einfuhrung der Supplementation bei uns in nur drei8ig Jahren in der
Bevolkerung fast in  Vergessenheit geraten ist. Die Schilddrise jodiert
proteingebundene Tyrosinringe und koppelt sie zu Thyroxin, T4, und 3,3’,5-Trijod-L-
Thyronin, T3, und setzt beide in den Blutkreislauf frei. Nur T3 aktiviert die nuklearen
Schilddriisenhormon-Rezeptoren  und  moduliert somit die  Genaktivitat.
Schilddriisenhormone sind beteiligt an der Teilung und Migration von Neuroblasten,
an der Reifung von Neuronen, u.a. der Ausbildung von dendritischen Spines und
Synapsen, sowie an der Differenzierung von Oligodendrozyten und damit der
Myelinisierung [Morreale de Escobar et al. 2004, Nunez et al. 1991].

1.1.2. Mutationen in MCTS8 fuhren zu Allan-Herndon-D  udley Syndrom
Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) ist eine X-gekoppelte mentale
Retardation, die erstmals 1944 beschrieben wurde [Allan et al. 1944]. Kirzlich wurde
gezeigt, dass Mutationen in der Gensequenz fur das Zellmembranprotein Mono-
carboxylat-Transporter 8 (MCT8) mit AHDS ursachlich assoziiert sind [Dumitrescu et
al. 2004, Friesema et al. 2004, Schwartz et al. 2005]. Neben neurologischen
Stérungen finden sich auch eine reduzierte Ausbildung von Muskelmasse sowie
Hypotonie, die vermutlich mit dem endokrinen Phanotyp assoziiert sind. Die erhdhten
Werte fur totales (gebundenes und ungebundenes) T3 im Serum der Patienten (205 —
440 ng/dl, Normbereich: 90 — 165 ng/dl) legen eine Hyperthyreose nahe, die jedoch
mit paradox niedrigem totalem T4 (2,7 — 8,7 pg/dl, Normbereich: 4,2 — 9,9 ug/dl) und
nur leicht erhdhtem Thyreotropin (TSH) einhergehen. Zusammengenommen erkennt
man somit das Bild einer atypischen Resistenz gegentber Schilddriisenhormon
[Dumitrescu et al. 2004, Friesema et al. 2004, Herzovich et al. 2007, Jansen et al.
2007, Maranduba et al. 2006]. Mechanistisch lasst sich das Syndrom teilweise mit
einem verminderten Import von T3 in Zielzellen (z.B. in die Hypophyse) erklaren, da
MCTS8 einen spezifischen und aktiven T3 Transporter darstellt [Friesema et al. 2003].
Zellen, die Uber weitere, MCT8 unabhangige T3 Aufnahmemechanismen verfligen,
werden bei den erhdhten T3 Werten also lokal hyperthyreot sein (wie die Leber),
wahrend Zellen, die primar von MCT8 abhéangig sind, relativ hypothyreot sind, sodass
es bei den Patienten paradoxerweise nicht zu den typischen Anzeichen einer
Hyperthyreose, wie vermehrter Schweil3bildung und Herzrasen, dagegen aber



durchaus zu einem Verlust von Muskelmasse kommt. Die Erkrankung wird heute oft
schon im Sauglingsalter aufgrund von Ernédhrungsproblemen, ausbleibender
Gewichtszunahme und mangelhafter Kopfkontrolle, sowie hohen Tz Werten im
Serum diagnostiziert. Die neuronale Expression von MCT8 bei der Maus legte nahe
[Heuer et al. 2005], dass die mentale Retardation auf neuronalen Defekten beruht.
Mehrere MRT-Studien an Patienten mit dem Ziel eventuelle Veranderungen im
Volumen und der generellen Topologie des Gehirns aufzudecken, ergaben aul3er
einem deutlich verringerten Grad der Myelinisierung nur eine generelle Atrophie sehr
geringen Ausmalies [Gika et al. 2009, Namba et al. 2008, Sijens et al. 2008].

1.1.3. Therapiemdglichkeiten

Das klinische Bild beim AHDS hat also zwei Aspekte: Einerseits gibt es Zellen und
Gewebe mit einem Schilddrisenhormonmangel, der entweder akut besteht oder
schon wahrend der Entwicklung zu Defekten geflihrt hat. Andererseits leiden die
Patienten unter einer Hyperthyreose, die zum Abbau von Muskelmasse fuhrt
[Herzovich et al. 2007]. Deshalb muss eine Therapie beide Aspekte bedenken.
Entsprechend gibt es zwei experimentelle Therapieansatze. Wemeau et al., haben
die Schilddrisenuberfunktion durch Gabe von PTU als Thyreostatikum zusammen
mit einer Ersatzdosierung an T4 behandelt und immerhin den weiteren Gewichts-
verlust des Patienten verhindert [Wemeau et al. 2008]. Offensichtlich kann diese
Behandlung den (angenommenen) Mangel an Schilddrisenhormonen im Gehirn
nicht beheben. Ein friher Therapieversuch mit hohen T, Dosen hat keine klinische
Besserung der neurologischen Symptome gebracht [Biebermann et al. 2005].
Kirzlich haben Refetoff und Kollegen im Mausmodell einen alternativen Ansatz
gewahlt: DITPA (3,5-Dijod-Thyropropionsaure) wirkt am T3 Rezeptor als Agonist und
kann im Tiermodell TSH auch in Mct8-defizienten Tieren supprimieren, also Mct8-
unabhéngig in Hypophysenzellen aufgenommen werden [Di Cosmo et al. 2009]. Die
Gruppe ermittelt im Moment, ob DITPA auch beim Menschen als T3 Analogon bei
MCT8-Defizienz die Gehirnentwicklung voranbringen kann. Erste Ergebnisse zum
Einsatz dieses Analogons sind ermutigend, allerdings mussen weitere Studien
klaren, ob schon Foten mit diagnostizierten MCT8 Mutationen davon profitieren
kdnnen

1.1.4. Mutationen in MCT8
Der humane MCT8 ist 613 Aminosauren lang. Hydrophobizitatsanalysen
prognostizieren 12 Transmembrandomanen. Die N- und C-Termini des Proteins
liegen nach diesen Modellen intrazellular. Damit gehort MCT8 wie viele
Aminosauren-, Zucker- oder Vitamintransporter zur ,Major facilitator* Superfamilie
der energieunabhangigen Membrantransporter. Bis heute sind bei AHDS Patienten
Uber 20 verschiedene Mutationen von MCT8 beschrieben worden und sie finden sich
in nahezu allen Domanen des Proteins [Friesema et al. 2010]. Wie bei vielen
Krankheiten mit genetischer Ursache findet sich auch bei AHDS das gesamte
Spektrum von maoglichen Mutationen wieder: Hauptsachlich Punktmutationen, aber
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auch Deletionen/Insertionen einzelner Basen oder ganzer Codons, sowie Deletionen
von Exons. Ausnahmslos alle AHDS Patienten leiden unter den typischen
Symptomen, jedoch sind auch Félle publiziert, deren Phénotyp weniger stark
ausgepragt ist. So sind einzelne Patienten in der Lage sich begrenzt zu artikulieren
und kdénnen sogar leichte Tatigkeiten verrichten [Jansen et al. 2008, Schwartz et al.
2005]. Man nimmt an, dass diese MCT8 Molekile wohl eingeschrankt in der Lage
sind T3 zu transportieren.

1.1.5. Weitere T 3 Transportproteine
Mit 49% Aminosaureidentitat ist MCT10 das nachstverwandte Protein zu MCTS8.
MCT10, auch als TAT1 (T-Typ Aminosaurentransporter 1) bezeichnet, transportiert
neben aromatischen Aminoséduren ebenso Ts, allerdings mit abweichendem
Gewebeexpressionsprofil und geminderter Translokationskapazitat fur T, [Friesema
et al. 2008]. Neben MCT10 sind noch weitere Proteine identifiziert worden die als T3
Transporter fungieren kdnnen. Manche dieser Transporter tragen nicht unerhebliche
Aufgaben fur die Versorgung des Gehirns mit verschiedenen Substraten an der Blut-
Hirn-Schranke oder sie sind beteiligt an der Resorption von Substanzen aus dem
Primarharn in der Niere. Wichtig zu nennen sind hierbei der in Mikrokapillaren des
Gehirns nachgewiesene Transporter OATP14 (organic anion transporting poly-
peptide 14, Slcolcl) und die beiden Isoformen LAT1 (large neutral amino acid
transporter 1, Sic7a5) und LAT2 (large neutral amino acid transporter 2, Slc7a8) mit
jeweils &hnlicher Substratspezifitat fir ungeladene Aminosauren. Diese 3 Proteine
haben, ebenso wie MCT10, in Expressions- und Transportstudien mittels mRNA-
Injektion in Oozyten oder transfizierten Zelllinien gezeigt, dass sie neben
verschiedenen Aminoséuren (-derivaten) auch Schilddrisenhormon in die Zelle
Uberfihren [Friesema et al. 2001, Rossier et al. 1999, Sugiyama et al. 2003]. Welche
dieser Akteure im Neuron aktiv sind und wie Schilddriisenhormon letztendlich dorthin
gelangt ist in weiten Teilen noch unbekannt. Die Gruppe um Juan Bernal postulierte
erstmalig ein Modell (Abb. 1) in dem Astrozyten und Tanyzyten T, aus den Ventrikeln
und Blutgefassen aufnehmen, mittels des Enzyms Dejodase 2 (Dio2) in T3 wandeln
und dieses dann Uber MCT8-vermittelten Transport in Neurone gelangt [Bernal 2005,
Guadano-Ferraz et al. 1997]. Der Konversionsschritt erscheint zwingend, da Astro-
und Tanyzyten die héchsten Aktivitaten von Dejodase 2 im Gehirn aufweisen und
dieses Enzym im Hirngewebe von Mct8” Mausen induziert ist [Trajkovic et al. 2007].
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Abb. 1: Modell der Versorgung von neuronalen Zellen mit Schilddriisenhormon. Modifiziert nach
[Bernal 2005]



1.2. Zielstellung

Der Mechanismus der neuronalen Tz Aufnahme sollte in priméren Kkortikalen
Neuronen untersucht und molekular charakterisiert werden. Dazu sollten die
Kulturbedingungen flr Neurone angepasst werden, die Rolle von Mct8 und anderen
Transportern fur den neuronalen T3 Import abgeschéatzt, und pathogene Mutationen
in MCT8 molekular charakterisiert werden.

1.2.1. Entwicklung eines definierten Mediensuppleme  nts fur die
serumfreie Neuronkultur

Um die biologische Wirkung von Schilddriisenhormonen auf Neurone untersuchen zu
kénnen, braucht man Kulturbedingungen, die die freie Wahl beziiglich Konzentration
und Identitat von Schilddrisenhormonen erlauben. Standard fir die serumfreie
Kultur ist die Verwendung von B27 Supplement (Invitrogen), welches allerdings
bereits T3 in unbekannter Konzentration enthalt. Weiterhin gibt es in der Literatur
Hinweise auf nichtgenomische Wirkungen von T4 und rT3 auf das neuronale
Zytoskelett. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Ersatz flir B27 entwickelt
werden, der volle Freiheit bei der Wahl der Zusétze erlaubt.

1.2.2. Charakterisierung des T 3 Transports in kortikalen Neuronen

Durch Vergleich des T3 Imports in Neuronkulturen aus Wildtyp und Mct8-defizienten
Tieren sollte der Anteil von Mct8 an der neuronalen Tsz-Aufnahme bestimmt werden.
Hierzu musste ein Verfahren etabliert werden, welches die Isolation und andauernde
Kultivierung von primaren Neuronen in grofRer zelltypspezifischer Reinheit garantiert.
Weiterhin missen Prozeduren entwickelt werden, um die T3 Zufiihrung in den beiden
Genotypen quantifizier- und somit vergleichbar zu machen. Dazu sollten die
Transportuntersuchungen mit radioaktiv markiertem 125-Jod-T3 durchgefihrt
werden, um die zellular aufgenommene Radioaktivitdt zu messen. Auf dieser Basis
soll durch den Einsatz von Inhibitoren der T3 Transport in Neuronen pharmakologisch
charakterisiert werden.

1.2.3. Biochemische Charakterisierung von MCT8 anha nd von
pathogenen Mutationen
Da es sich bei MCT8 um ein Membranprotein handelt, sollte herausgefunden
werden, welche Mutationen die Expression und Membrantranslokation
beeintrachtigen und welche den T3 Aufnahmemechanismus betreffen. Gleichzeitig
galt es zu uberprifen, ob es geno- und phanotypische Beziehungen gibt beziglich
pathogener Mutanten aus Patienten mit minderschwerer AHDS Symptomatik.



1.3. Methodik

1.3.1. Priméare neuronale Zellkultur

Die Kultur von Neuronen des zentralen Nervensystems erfordert die Praparation von
Hirngeweben zu einem Entwicklungszeitpunkt, der grol3e Zellausbeute als auch ein
fruhes Stadium in der zellularen Differenzierung gewahrleistet. Vorraussetzung
hierfur ist die Verwendung von Embryonen am Schwangerschaftstag 15 (E15) aus
der trachtigen Maus [Brewer et al. 1993]. Nach der Offnung des Bauchraumes
werden die Embryonen dem Gebarmutterschlauch der Mutter entnommen und
dekapitatiert. Nach dem Freilegen des Gehirns, wird das gesamte Organ in eine
Schale mit eisgekuhlter Nahrlosung (Neurobasalmedium, NBM) transferiert. Die
Hemispharen werden getrennt und jeweils die Hirnhaute (Meningen) entfernt. Der
Kortex wird prapariert und in ein verschlielbares Sammelgefald tberfuhrt, das
ebenfalls mit eiskaltem NBM gefiullt wurde. Nach Praparation aller Tiere wird die
Einzelzellisolation eingeleitet durch Zugabe einer Trypsinlésung (Biochrom, Berlin) im
Volumenverhéaltnis 1:10 und der Inkubation unter leichtem Schiitteln bei 37<C. Nach
10minutigem Verdau werden die Gewebestiicke gesammelt und der der
trypsinhaltige Uberstand verworfen. Nun wird Medium zugesetzt, welches neben
10% fotalem Kalberserum zur Inhibition des Trypsins noch Glukose und Insulin
enthalt, um die Zellen wahrend des Prozesses mit Energie zu versorgen. Durch
mehrmaliges Pipettieren (Trituration) der Gewebe mittels einer, zur Kantenglattung
an der Spitze abgeflammten (feuerpolierten) Glaspipette werden die Zellen nun
vereinzelt. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgt durch Auszahlung vitaler
Zellen aus einer Probe des Isolats in einer Neubauer-Zdhlkammer. Die jeweils
ausgeséate Zellzahl richtete sich nach der Art des Versuches und bewegte sich
zwischen 1,5 bis 3 x 10° Zellen/ cm?. Niedrige Dichten eignen sich gut fiir spatere
immunzytochemische Untersuchungen da hier die Morphologie einzelner Neurone
gut ersichtlich ist. Die serumfreie Kulturphase bei 37 im Inkubator beginnt unter
Verwendung des basalen Neuronmediums (NBM), dem in den ersten drei Tagen ein
Supplement (B27) aus essentiellen Bestandteilen zugefiigt wird [Brewer et al. 1993].
In dieser Startphase wird zusatzlich exzitatorisch wirkendes Glutamat dem Medium
zugegeben, da eine basale Erregung notig ist, um die Reifung der Neurone zu
initiieren. Nach 7-9 Tagen in Kultur sind die Zellen voll entwickelt, festzustellen durch
ein dichtes, dendritsches Netzwerk unter lichtmikroskopischer Betrachtung.
Medienwechsel erfolgten zu 50% Volumenanteil alle 3 Tage. Wichtig fir die
Adhésion der Neurone ist die Beschichtung der jeweiligen Oberflache (Plastik, Glas)
vor Aussaat. Hierzu wird die Kulturschale flir mindestens 24 Stunden mit einer Poly-
L-Lysin-Lésung (2,5 pg/ml) bei 4C Uberschichtet un d vor Zellaussaat zusatzlich fur 1
Stunde in NBM mit 10% FCS und 40 pg/ml Kollagen G inkubiert.



1.3.2. Neuronales Mediensupplement

Da die genauen Zusammensetzungen und Mengen der Inhaltsstoffe kommerzieller
Mediumssupplemente fur Neurone vom Hersteller geschitzt werden und es
unmaoglich ist einzelne Bestandteile daraus zu entfernen, wurde eine eigene Mixtur
entwickelt die ein breites Spektrum an Experimenten erst ermoglicht. Basierend auf
publizierten Daten Uber B27 [Brewer et al. 1993] und seinen Vorgénger B18 [Brewer
und Cotman 1989] entstand eine umfangreiche Rezeptur die in puncto Reifung und
Vitalitatt von Neuronen Kkeine detektierbaren Nachtteile aufzeigt. In unserer
Publikation ,Development of a serum-free supplement for primary neuron
culture reveals the interplay of selenium and vitam in E in neuronal survival.”
werden alle notigen Inhaltsstoffe, deren Loslichkeiten und die Endkonzentrationen
detailliert aufgefuihrt [Roth et al. 2010]. Neben Untersuchungen zu Neuronen aus
Mct87-Mausen [Wirth et al. 2009a] kam das beliebig variierbare Supplement auch
Projekten aus anderen Themenfeldern zugute und ist nun fester Bestandtell
zukunftiger Studien [Seiler et al. 2008, Wirth et al. 2009b].

1.3.3. Stabile Expression von MCT8 in Zelllinien

Um die Charakteristiken des membranassoziierten Proteins MCT8 ergriinden zu
konnen bietet die Methodik der stabilen Uberexpression in Zelllinien hohe Flexibilitat
und nahezu unerschopfliche Ressourcen an Zellmaterial fur die Durchfihrung von
Studien. Zelllinien fir die Expression von MCT8 wurden ausgewahlt anhand geringer
T3 Aufnahmerate und fehlender MCT8 Expression (Nachweis durch Western Blot mit
polyklonalem Antiserum). Zu Beginn wurde der offene Leserahmen des humanen
MCT8s in einen Expressionsvektor (pcDNAS3, Invitrogen) kloniert. Dieser Vektor
enthalt neben einer Promoterregion des Zytomegalie-Virus (CMV) welcher hohe
basale Aktivitat aufweist auch eine Gensequenz zur Resistenz gegen das
Antibiotikum G418 (Geneticin). Dieses Selektionsantibiotikum erlaubt nach
Transfektion des Vektors und Aussaat der Zelllinie das Uberleben jener Zellen, die
das Plasmid ins Genom integriert haben. Dieser Selektionsprozess findet tber
mehrere Wochen unter Verwendung von G418 im Kulturmedium statt. Uberlebende
Zellen bilden kleine Kolonien die dann getrennt voneinander weiterkultiviert werden
bis eine ausreichende Zellmasse fur Tests zur Verfigung steht. Die somit erhaltenen
Klone wurden auf ihre Expressionsstarke durch den Einsatz eines Antikdrpers gegen
MCT8 im Immunblot Gberprft. Klone mit hoher Expression dienten im Anschluss zur
Charakterisierung des Transporters. Neben der nativen Sequenz von humanem
MCT8 wurden Punktmutationen durch PCR eingefuhrt, welche in AHDS Patienten
gefunden wurden. Auch mit diesen Vektoren wurden stabil exprimierende Zellklone
geschaffen. Diese Mutanten waren dann Gegenstand von Untersuchungen zur
jeweiligen Transportcharakteristik. Die Kulturphase erfolgte unter Standard-
bedingungen mit Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) und 10% f6talem
Kalberserum.
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1.3.4. Radioaktive T 3 Transportmessungen

Durch die Bestimmung von intrazellular aufgenommenem Tz aus Neuronen
unterschiedlichen Genotyps lassen sich die biochemischen Eigenschaften der
Translokation erfassen. Diese Methode ist auch an Zelllinien anwendbar, die
einzelne Transporter stabil Uberexprimieren. Um die Aufnahme schliefilich
bestimmen zu kdnnen wird T3 verwendet, dessen Jodatome vorher durch chemische
Reaktion teilweise durch radioaktives 125-Jod ausgetauscht wurden. Das auf diese
Weise markierte **°I-T3 kann dann tiber die davon ausgehende Strahlung in einem
Gammazahler quantifiziert werden. Um die zellulare Aufnahme unter verschiedenen
Bedingungen zu messen werden die Kulturen zunadchst Uber einen definierten
Zeitraum mit '*I-Ts-haltigem, FCS-freiem Medium oder mit einer Pufferlésung
inkubiert und danach sofort mit eiskaltem Salzpuffer einmalig gewaschen um die
unerwiinschte, extrazellulare Radioaktivitdt zu minimieren. Nach dem zeitnahen
Entfernen des Waschpuffers wird durch die Zugabe von 10mM NaOH eine
vollstandige Lyse der Zellen herbeigefiihrt, wobei das intrazellular vorliegende
radioaktive T3 in das Lysat uUbergeht. Das Lysat wird vollstandig in Messgefal3e
Uberfiihrt und daraus die radioaktiven Zerfalle gemessen. Bei dieser Methodik ist es
maoglich Michaeliskonstanten (K,,) zwischen dem Liganden und dem Transporter zu
bestimmen, was wiederum Vergleiche der Aufnahmeeffizienzen auch zwischen
Mutanten zulasst. Kn-Werte erhalt man durch lineare Regression der gemessenen
Radioaktivitditen bei ansteigenden Konzentrationen des im Test eingesetzten
Liganden. Bei den Untersuchungen wurden auch Inhibitoren parallel mit *%°I-T;
eingesetzt. Zum Einsatz kamen Substanzen, deren transporthemmende Wirkung fur
verschiedene T3 Transporter beschrieben worden ist [Broer et al. 2007, Friesema et
al. 2003, Tohyama et al. 2004]. Es galt zu erfahren, welche dieser Proteine am
Neuron inhibierbar sind und somit an der Gesamtaufnahme teilhaben. Vor dem
Einsatz dieser Substanzen an neuronalen Kulturen mussten aber zun&chst
unerwinschte Wirkungen auf MCT8 udberprift werden. Dies geschah durch
vorausgehende Tests an stabil exprimierenden Zelllinien fir humanes MCTS.

1.3.5. Vitale Zellzahl und Zytotoxizitat

Die Inkubation der Zellen mit dem wasserloslichen Substrat 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) und die anschlieende photometrische
Bestimmung dessen Oxidationsgrades ist eine einfache Methode zur
Vitalitdtsbestimmung, die seit vielen Jahren angewandt wird. Dieser Test basiert auf
einem Farbumschlag, sowie einer Veranderung der Ldslichkeit des Substrats in
lebenden Zellen. Die Oxidation von MTT geschieht im endoplasmatischen Retikulum
sowie in Mitochondrien und spiegelt den Vitalzustand der Zelle wieder [Berridge et al.
2005].

Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) ist Bestandteil nahezu aller Zellen und
vermittelt die Reduktion von Pyruvat zu Laktat unter Oxidation von NADH zu NAD".
Dieses Enzym wird bei Zell- und Gewebeschéadigung vermehrt ins Serum freigesetzt
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und die Bestimmung seiner Aktivitat dient der Diagnose vieler akuter und chronischer
Erkrankungen wie Leberversagen oder Herzinfarkt. Da NADH Licht mit der
Wellenlange 340 nm absorbiert lasst sich die Enzymaktivitat im Kulturmedium durch
die Abnahme der Absorption durch NADH indirekt bestimmen. Steigt also die
Aktivitdt wahrend eines Experiments an, so steht dieser Wert fur die Auspragung des
induzierten Zelltodes [Decker und Lohmann-Matthes 1988, Koh und Choi 1987].

1.4. Ergebnisse

1.4.1. Das neue Mediensupplement unterstitzt die En  twicklung
kortikaler Neurone in vitro

Grosse zelltypspezifische Reinheit sowie hohe Vitalitdt der Kultur von primaren
Neuronen ist unabdingbare Vorraussetzung um neuronalen Schilddriisen-
hormontransport analysieren zu kdonnen. Die Prozedur der Zellisolation und Kultur
erzeugt mechanischen, enzymatischen und oxidativen Stress der sich in der Vitalitat
und Anzahl der Neurone in Kultur niederschlagt. Dabei spielt auch das verwendete
Kulturmedium eine entscheidende Rolle. Vergleichstests zwischen Kulturen mit dem
kommerziellen Mediumsupplement B27 und unserer eigenen Rezeptur ergaben
keine nachteiligen Effekte aus der Verwendung unserer Mixtur. Die Kulturen waren
auch nach 14 Tagen ab Aussaat von guter Qualitdt und wiesen samtliche
untersuchten, neuronalen Subpopulationen auf [Roth et al., Journal of Trace
Elements in Medicine and Biology 2010, Abb. 2].

Weiterhin testeten wir mittels unseres frei konfigurierbaren Mediums, ob der Mct8”
Genotyp Einfluss auf die Vitalitat der Zellen unter 14tagiger Kultur bei verschiedenen
T3 Konzentrationen (0-6 nM) des Mediums hat. Es bestand die Moglichkeit, dass sich
Wachstums- und Differenzierungsbedingungen andern und Ergebnisse damit
verfalscht waren. In dieser Untersuchung waren keine negativen Auswirkungen auf
die Vitalitdit der Zellen durch den Mangel an MCT8-Aktivitat festzustellen.
MTT-Oxidations- und LDH-Aktivitats-Tests ergaben keine Unterschiede zu gleich
behandelten Neuronen des Wildtyps (Abb. 2).

50- Zelltod 10 Vitalitat
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Wildtyp Mctg™ Wildtyp Mct8?

Abb. 2: Keine abweichenden Effekte von T, auf Mct8”-Neurone. Der Mediumiberstand (LDH-Test)
und die Zellen (MTT-Test) wurden am neunten Tag nach Aussaat vermessen. Die eingesetzte Ts-
Konzentration im Medium betrug 3 nM Uber 6 Kulturtage.
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1.4.2. Kortikale Neuronen der Maus verfligen Gber di  verse T3
Transporter

Mit Hilfe der Neuronkultur erfolgten nun Untersuchungen zur Transportaktivitat in
wildtyp- und Mct8”-Neuronen. Wie vermutet zeigte sich, dass der T3 Transport in
Mct8-defizienten Neuronen der Maus stark erniedrigt ist [Wirth, Roth et al., Journal of
Neuroscience 2009, Abb. 4]. Die pharmakologische Untersuchung der T3 Aufnahme
in primaren Kkortikalen Mausneuronen legte nahe, dass auch L-Typ
Aminosauretransporter (LAT) und OATP-Typ Transporter am T3 Import beteiligt sind.
BCH (ein spezifischer LAT Inhibitor) und Probenecid (ein bekannter OATP Inhibitor)
konnten den T3 Import auch in Mct8-defizienten Neuronen weiter erniedrigen [Wirth,
Roth et al., Journal of Neuroscience 2009, Abb. 4D]. Dieser Schluss konnte weiter
untermauert werden, indem wir zeigten, dass weder BCH noch Probenecid MCT8
inhibieren [Wirth, Roth et al.,, Journal of Neuroscience 2009, Abb. 4E]. Dazu
verwendeten wir MCT8-exprimierende MDCK-1 Zellen. Der bekannte MCT8-Inhibitor
BSP (Bromosulphthalein) diente als Positivkontrolle [Friesema et al. 2003]. Eva Wirth
bestatigte schliel3lich per quantitativer PCR, dass diese Transporter tatséachlich in
den kultivierten Neuronen transkribiert werden und konnte fir Lat2 auch das Protein
nachweisen, was in humanen Gewebeschnitten des Gehirns nur an Mikrogliazellen
maoglich war [Wirth, Roth et al., Journal of Neuroscience 2009, Abb. 5].

1.4.3. Das Antidepressivum Desipramin inhibiert T 3 Transport Uber
MCT8
Bei der Literaturrecherche zu Hinweisen auf mdglicherweise inhibierte T3
Verfugbarkeit aus dem Bereich der Humanmedizin wurde deutlich, dass ein
mdoglicher Zusammenhang zwischen der Behandlung von schwerer Depression mit
Antidepressiva und einer Veranderung von Schilddriisenhormonwerten im Serum der
Patienten besteht [Hall 1983]. Weiterhin gibt es Ergebnisse aus Studien welche
zeigen, dass haufiger Behandlungserfolge erzielt werden, wenn T, oder Tj
gleichzeitig oder im Vorfeld zur Therapie mit Antidepressiva verabreicht werden
[Nemeroff 1991, Schwarcz et al. 1984]. Zwar sind diese Umstande schon langer
bekannt, die Grunde fur diese Wirkungen blieben jedoch ungeklart. Die Gabe des
trizyklischen Antidepressivums Desipramin (DMI) fuhrt zur Erniedrigung der
kortikalen T3 Spiegel und Induktion der Dejodase 2 im Gehirn [Campos-Barros et al.
1994]. Wir vermuteten, dass dieser Effekt auf einer Inhibition des T3 Transports durch
Antidepressiva beruhen konnte. Unsere Daten aus Versuchen mit primaren
Neuronen bescheinigen deutliche inhibitorische Effekte auf die T3 Aufnahme durch
DMI [Roth et al., submitted, Neuroscience Letters, 2010, Abb. 1]. Diese Wirkung war
ebenfalls an Kulturen der Zelllinie MDCK-1 mit stabiler Uberexpression von MCT8 zu
sehen [Roth et al.,, submitted, Neuroscience Letters, 2010, Abb. 2]. Durch die
Transformation unserer Daten aus den radioaktiven Aufnahmeuntersuchungen in ein
Eadie-Hofstee Diagramm und Variation der DMI Konzentration, gelang es schlie3lich
den Modus der Inhibition von DMI an MCT8 zu bestimmen. Dieser ist
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nicht kompetitiv. Das bedeutet, dass DMI zwar die Transportgeschwindigkeit senkt,
jedoch auf die Affinitdt zwischen T3 und MCT8 keinen Einflul hat [Roth et al.,
submitted, Neuroscience Letters, 2010, Abb. 3]. Der MCT8 nah verwandte
Transporter MCT10 wird ebenfalls durch DMI gehemmt (Abb. 3).
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Abb. 3: Hemmung der Transportfunktion fir T; von Mct8 und Mct10 durch 1 mM Desipramin (DMI).
Beide Transporter wurden in MDCK-1 Zellen tberexprimiert und Protein nachgewiesen. Der bekannte
MCT8-Inhibitor Bromosulphthalein (BSP) diente 1 mM als Kontrolle. Aus [Roth et al., submitted,
Neuroscience Letters, 2010].
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1.4.4. Mutationen in MCTS, die den T 3 Transport nur quantitativ
vermindern

Die aus Patienten mit Allan-Herndon-Dudley Syndrom stammenden MCT8-Mutanten
ins235V, R271H und L568P zeigten in der Zelllinie MDCK-1 (R271H auch in JEG-1
Zellen) Uberraschend gute Zufuhrraten und wurden daher eingehender untersucht
[Kinne, Roth et al., Journal of Molecular Endocrinology 2009, Abb. 2]. Durch den
Einsatz ansteigender '#I-Ts-Konzentrationen in Transporttests konnten Kp-Werte
bestimmt werden, um die Affinitat dieser Varianten zum Liganden vergleichen zu
kbnnen. Aus den Sattigungskurven und der Transformation nach Eadie-Hofstee des
konzentrationsabhangigen T3 Transports ist zu erkennen, dass L568P einen zum
Wildtyp sehr &hnlichen Verlauf der Regressionslinien verursacht, wenn auch auf
gemindertem Radioaktivitdtsniveau. Dieses Ergebnis spiegelt auch den Umstand
wider, dass der Kn-Wert fir beide Formen des Membranproteins gleich ist (Kn™
0,86 uM; K=" 0,87 pM). Ins235V und R271H besitzen hingegen geringere
Affinitaten zu T3, was sich durch hohere Kp-Werte im Vergleich zum Wildtyp
ausdriickt (K™% 3,2 uM; K,,"?"*" 1,9 uM) [Kinne, Roth et al., Journal of Molecular
Endocrinology 2009, Abb. 3]. Diese beiden Mutationen haben vermutlich
Auswirkungen auf die dreidimensionale Struktur des Proteins, ohne dabei die
Transportfahigkeit aufzuheben.

Der Versuch, die Proteinfaltung bei Mutanten mit nur geringer Transportaktivitat,
durch Behandlung mit chemischen und pharmakologischen Chaperonen positiv zu
beeinflussen [Bernier et al. 2004, Brown et al. 1996], muss als gescheitert
angesehen werden. Keine der eingesetzten Substanzen mit nachgewiesener
Wirkung aus anderen Studien war in der Lage die Aufnahme zu erhéhen
[Kinne, Roth et al., Journal of Molecular Endocrinology 2009, Abb. 4A]. Ahnlich
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verhielt es sich beim vermehrten Einsatz von T3 als nattrlichen Liganden im Versuch
Fehlfaltungen einzudammen. Trotz Prainkubation vor dem radioaktiven
Aufnahmetest, liel3 sich nur bei der Mutante G558D eine signifikante Verbesserung
feststellen, aber auf bescheidenem Niveau [Kinne, Roth et al., Journal of Molecular
Endocrinology 2009, Abb. 4B].

1.5. Diskussion

Das klinische Bild von Patienten mit AHDS &hnelt in mancher Hinsicht den
Symptomen der angeborenen Hypothyreose, die durch fehlende Ausbildung der
Schilddriise oder Stérungen der Schilddrisenhormonsynthese bzw. deren
Regulation ausgel6st wird [Macchia et al. 1998, Moreno et al. 2002]. So leiden beide
Patientengruppen an schwachen Reflexen und Wachstumsdefiziten. Jedoch
hinsichtlich der Psychomotorik und der Intelligenzentwicklung unterscheiden sich
beide Krankheitsbilder erheblich. So sind die Einschrankungen bei AHDS wesentlich
schwerwiegender. Der Intelligenzquotient (Stanford-Binet Methode) im Falle von
AHDS liegt zumeist unter 30 wahrend unbehandelte, kongenitale Hypothyreose (CH)
im Durchschnitt zu einem Niveau von 76 fuhrt [Hypothyroidism und Collaborative
1981, Schwartz et al. 2005]. Weiterhin ist der Uberwiegende Teil von Patienten mit
diagnostizierter Mutation in MCT8 nur zu sehr eingeschrankter Muskelkontrolle in der
Lage, ein Umstand der fur CH nur in Einzelféallen zutrifft. Aul3erdem besitzen
Patienten mit CH kaum oder kein Schilddriisenhormon, was ganz im Gegensatz zu
den hohen Ts;-Hormonwerten bei AHDS steht. Trotzdem ist die Prognose fir
kongenitale Hypothyreose wesentlich besser, zumal sie durch friihzeitige Therapie
mit Schilddrisenhormon sehr gut behandelt werden kann [Rose et al. 2006].
Allerdings gibt es auch unter AHDS Patienten Einzelfalle mit abgeschwachter
Symptomatik trotz ausbleibender Behandlungsmoglichkeiten [Bialer et al. 1992,
Stevenson et al. 1990].

Die schweren psychomotorischen und kognitiven Beeintrachtigungen bei AHDS
bedingen nun Untersuchungen Uber die Auswirkungen von MCT8-Mutationen auf
neuronaler Ebene. Hierzu war die Entwicklung eines neuronalen Mediums im
Zusammenhang mit der Etablierung und Optimierung der primaren Neuronkultur ein
wichtiger Baustein. Wie sich zeigte, war unser Medium hinsichtlich der Qualitat und
des Uberlebens von primaren Neuronen in vitro absolut gleichwertig zum
kommerziellen Produkt B27, bei allerdings voller Flexibilitdt bezuglich der
Inhaltsstoffe. Hiermit war es erstmalig mdglich die Bedeutung des Spurenelements
Selen und des Vitamin E fiir die Stressbewaltigung und somit das Uberleben
erfahren. So fand dieses Medium Verwendung fur eine Publikation, welche die
Vitamin E-Abhangigkeit fur Neurone zeigte, denen das antioxidativ wirksame
Selenoprotein Glutathion-Peroxidase 4 (GPx4) fehlt [Seiler et al. 2008]. Die selbe
Abhangigkeit war auch im Zusammenhang mit Neuronen zu sehen die keinerlei
Selenoproteinsynthese besitzen [Wirth et al. 2009b]. In einer weiteren Publikation
zeigten wir dann, dass die Selenkonzentration im Medium die Kapazitat der

15



neuronalen Abwehr von oxidativen Substanzen in vitro bestimmt, sowie, dass die
toxische Lipidoxidation durch diese Substanzen auch durch alleinige Gabe von
Vitamin E in der Kultur nicht zu verhindern ist [Roth et al. 2010].

Bezuglich der Relevanz von MCTS8 fir die neuronale Funktion und Entwicklung hatte
dieses Medium ebenfalls grol3en Wert. Interessant war hierbei die Feststellung, dass
der Wegfall von Tz keine Auswirkungen auf die Morphologie und das Uberleben der
Zellen in Kultur hatte. Auch der Verlust von Mct8 in Mausneuronen spielte hierftr in
den Untersuchungen keine Rolle. Wir fanden auch - entgegen der Beobachtung in
zerebellaren Kornerzellen [Leonard 2008] - keine Effekte von Jodothyroninen auf die
F-Aktin-Polymerisierung in kortikalen Neuronen. Moglicherweise kdnnten hier
elektrophysiologische Untersuchungen weiterhelfen, um funktionelle Unterschiede
zwischen Mct8-knockout und Wildtypen auszumachen. An dieser Stelle ist auch zu
erwahnen, dass durch die Beigabe von Kreatin, Cholesterol und Ostrogen eine
kommerzielle Weiterentwicklung von B27 stattgefunden hat, welche hohere
Synapsendichten und somit verbesserte Bedingungen fir elektrophysiologische
Tests verspricht [Brewer et al. 2008]. Diese neuerliche Verdnderung der originédren
Rezeptur fand aus zeitlichen Griinden keinen Eingang mehr in unser Medium.

Die Feststellung, dass die Mct8”-Maus keine offensichtlich neurologischen und
psychomotorischen Beeintrachtigungen aufweist, lasst nun vermuten dass der
Verlust von Mct8 in der Maus - im Unterschied zum Menschen - kompensiert wird
[Dumitrescu et al. 2006]. Basierend auf der erfolgreichen Kultivierung von priméaren,
kortikalen Neuronen der Maus haben wir erstmalig gezeigt, dass MCT8 in Neuronen
aktiv ist und dort sogar eine zentrale Rolle fir die T3 Aufnahme tbernimmt. Heuer
und Kollegen belegten zunachst die Expression von Mct8 im Gehirn der Maus durch
den ersten Nachweis des Transkripts im zerebralen Kortex und Hippocampus mittels
in situ Hybridisierung [Heuer et al. 2005]. Eine andere Studie Uber Mct8-defiziente
Mause beschrieb ebenso die Expression von Mct8 in weiten Teilen des Gehirns,
Untersuchungen zur Funktion in isolierten Neuronen erfolgten aber an Purkinje-
Zellen (Kornerzellen) des Kleinhirns. Ein Resultat dieser Untersuchung war der
Nachweis der Ts-Abhéngigkeit der Entwicklung dieser Zellen, dies jedoch losgeldst
von der Anwesenheit von Mct8 [Trajkovic et al. 2007]. Wir wiesen indes nach, dass
Mausneurone auch andere prominente TsTransporter synthetisieren. Dies gelang
einerseits meiner Kollegin Eva Wirth mit der Methode der quantitativen Realtime-
PCR mit mRNA von Neuronen aus der Kultur, als auch mir durch den Einsatz von
Inhibitor-Substanzen fir OATP-14 und LAT1+2 unter Verwendung radioaktiv
markiertem T3. Die durchgefihrten Transport-Tests zeigen, dass in unserem Modell
ein erheblicher Teil (> 50 %) der Gesamtaufnahme von T3 Uber MCT8 vermittelt wird.
Offensichtlich ist trotz der massiven Minderung der Versorgung von Mct8”-Neuronen
keine Kompensation Uber Expressionsregulation anderer Transporter vonnoten, da
die Importfahigkeit von Neuronen des Wildtyps unter Behandlung mit dem Mct8-
Inhibitor Bromsulphthalein (BSP) und bei Mct8-Defizienz gleich beeintrachtigt ist.
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Die Erkenntnis, dass weitere T3 Transporter in Neuronen der Maus aktiv sind, sowie
der immunhistochemische Nachweis von Lat2-Protein ausschlief3lich in der Maus in
vivo und in vitro, lassen den Schluss zu, dass die Entwicklung und Funktion von
Mausneuronen wohl mit wesentlich geringeren Ts-Konzentrationen im Gehirn
gesichert bleibt. Dies gilt bei gleichzeitiger Verfigbarkeit mindestens eines
alternativen Aufnahmeweges [Wirth et al. 2009a]. Aus intensiven Verhaltenstests mit
Mct8”-Mausen in der ,German Mouse Clinic* traten schlieRlich phanotypische
Merkmale hervor. So gab es Verdnderungen im Angstempfinden oder in den
zeitlichen Abstdnden der regelméRigen Fellpflege im Vergleich zum Wildtyp. Die
gefundenen Unterschiede zeichnen aber ein undeutliches Bild, da sie auf Zustande
der Hypothyreose als auch der Hyperthyreose hindeuten. Wir haben die Hypothese
verfolgt, dass Neurone aus unterschiedlichen Arealen jeweils bestimmte
Kombinationen aus Transportern synthetisieren. So bleiben Neurone, trotz der hohen
Ts-Werte im Serum von Mct8”-Tieren, unterversorgt wenn sie ausschlieRlich tiber
MCT8 verfugen. Neurone die hingegen noch weitere Transporter besitzen, erhalten
aus der Ts-reichen Umgebung dann einen Uberschul? (Abb. 4). Weiterhin sollten
auch Gliazellen MCT8-abhangig T, aufnehmen und T3 abgeben, da nur sie
Dejodase2 in Gehirn synthetisieren und die Aktivitat in Mct8™-Mausen erhoht ist, ein
sicheres Indiz fir Hypothyreose [Dumitrescu et al. 2006]. Da diese nun flir die
Versorgung von Neuronen mit Substraten aus der Blut-Hirn-Schranke und den
Ventrikeln verantwortlich zeichnen ware im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den
Verhaltenstests nur phanotypische Merkmale einer generellen Unterversorgung zu
erwarten gewesen.

MCT8

I
hypothyroid hyperthyroid hyperthyroid hypothyroid
| | 1
Abb. 4: Die neuronale Expression alternativer T3 Transportproteine in Mct8™"-Mausen fiihrt aufgrund
hoher Ts-Werte im Serum zur lokalen Hyperthyreose von Neuronpopulationen, wahrend Mct8-
abhéangige Zellen jedoch unterversorgt sind. Modifiziert nach Supplement-Material aus [Wirth, Roth et

al., Journal of Neuroscience 2009]

Die Feststellung, dass das trizyklische Antidepressivum Desipramin die
Importfunktion von MCT8 hemmt, eroffnet eine neue Sichtweise auf den
Zusammenhang zwischen verénderten Schilddrisenhormonwerten und der
Behandlung von schwerer Depression durch Psychopharmaka. Zwar ist bis heute der
genaue Wirkmechanismus von Antidepressiva ungeklart [Cowen 2008, Sanacora
2008], jedoch ist mehrfach gezeigt worden, dass erfolgreich verlaufende Therapien
von einer Senkung von gebundenem sowie freiem T, im Serum begleitet werden
[Baumgartner 2000]. In Anbetracht der Tatsache, dass DMI in der Schilddrise
akkumuliert [Rousseau et al. 1998], sollten somit zukiinftige Untersuchungen klaren
ob MCT8 fur die Freisetzung von T, aus der Schilddriise mitverantwortlich ist.
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AuBerdem ist es bemerkenswert, dass Patienten unter der Behandlung von
Antidepressiva problemlos hohe Dosen Schilddriisenhormon verabreicht bekommen
kénnen und sie haufig davon profitieren [Bauer et al. 2009, Joffe et al. 1993]. Dies
kbnnte nun ein Hinweis auf eine gestorte Verteilung oder Freisetzung von
Schilddriisenhormon bei der taglichen Einnahme von Antidepressiva sein. Trotz
dieses neuen Aspekts in der Depressionsforschung bleibt unklar, ob die verdnderten
Schilddriisenhormonwerte nun einen Wirkungsmechanismus oder lediglich eine
Folge einer erfolgreichen Therapie mit Antidepressiva darstellen.

Fur die Schwere der AHDS-Erkrankung ist scheinbar die Mutation entscheidend.
Anfang der neunziger Jahre wurden zwei Familien ausfihrlich studiert in denen
mannliche Nachkommen Utber mehrere Generationen hinweg an AHDS erkrankt
waren (Mutanten L568P und L434W), aber relativ milde klinische Befunde aufwiesen
[Bialer et al. 1992, Stevenson et al. 1990]. Es gibt nun eine Vielzahl von
biochemischen Vorgangen, die in jedem Zelltyp oder fir jede Mutante anders
ablaufen oder gestort sein kdnnen. So kann zunéchst die Expression an sich (wie im
Falle der Mutante G558D) durch frihzeitige Degradierung des Proteins unterbunden
oder trotz erfolgreicher Synthese die nachfolgende Translokation an die Zellmembran
gestort sein (Mutanten AF230, L471P). Aber auch wenn dies nachweislich geschieht,
so bleibt die Frage nach der Transportkapazitdt des mutierten Proteins. So fanden
wir Mutanten, die kaum Transport zeigten (Mutanten A224V, Ins189l) oder aber gute
verbliebene Aktivitat aufwiesen (Mutanten R271H, Ins235V, L568P). Eine
Ubersichtliche Interpretation der erhaltenen Ergebnisse ist in Abbildung 5 gezeigt.
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Abb. 5: Interpretation der Ergebnisse Uber die zellinterne Prozessierung pathogener MCT8 Mutanten.
Die Synthese des Wildtyps verlauft stérungsfrei und die Transportaktivitat ist normal (1). R271H und
Ins235V sind nachweisbar in der Zellmembran, der Transport ist aber eingeschrénkt (2). Der T3 Import
durch A224V und Ins189I bleibt aus, trotz normaler Prozessierung zur Oberflache (3). Ursachlich fur
minderschwere AHDS Symptome ist die Mutante L568P mit wildtyp-ahnlichen Eigenschaften (4).
AF230, L471P und G558D werden zu unterschiedlichen Stadien der Proteinreifung abgebaut und
erreichen die Zellmembran nicht (5)(6). ERAD: Endoplasmic Reticulum Associated Protein
Degradation. Grafik modifiziert aus [Kinne, Roth et al., Journal of Molecular Endocrinology 2009].
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Da die Mutante L568P (aus einer Familie mit mildem AHDS) eine gute Transportrate
und den gleichen Kyn-Wert wie das Wildtyp-Protein aufweist, stitzt dies weiter die
Idee des Zusammenhangs zwischen Geno- und Phanotyp [Jansen et al. 2008].
Unklar ist allerdings, warum die Mutanten R271H und ins235V in unseren Tests
ebenfalls gute Transportaktivitaten aufwiesen, die betroffenen Patienten aber in der
Schwere der Symptomatik nicht &hnlich profitieren wie es fir L568P der Fall ist. Eine
maogliche Erklarung hierfar liefert das abweichende Verhalten der untersuchten
Mutanten in Abhangigkeit des Zelltyps. Es ist denkbar, dass sich R271H und ins235V
in Neuronen vollig anders verhalten oder prozessiert werden als in MDCK-1 oder
JEG-1. Auch muss in diesem Zusammenhang erdrtert werden, ob es sich beim T3
Import durch MCT8 um einen Vorgang nach Michaelis-Menten Kriterien handelt und
der Begriff Kn-Wert hier richtig aufgefasst wird. Strenggenommen ist dies nur korrekt,
solange sich keine Ruckreaktion (Efflux) ereignet und eventuelle Zwischenschritte
nach erfolgter Bindung nicht bestimmend fir die Geschwindigkeit des gesamten
Vorganges sind. Auch wenn die Uberwiegende Zahl von enzymatischen und
Transportprozessen dieser Art den Bedingungen fur Michaelis-Menten nicht
entsprechen, so herrscht doch allgemein Konsens dariber, Transporter durch die
Ermittlung von K,-Werten zu charakterisieren und somit Vergleichen zu kénnen.

Die Tatsache, dass wohl jede Mutation spezifische Charakteristika besitzt, kann
zuklnftige Unternehmungen zur therapeutischen Behandlung erschweren. Es ist
maoglich, dass manche Mutanten AHDS auslésen im Zuge von Akkumulation in der
Zelle oder sie nur in bestimmten Gewebetypen aktiv sind. Somit kann eine
hochdosierte Behandlung mit Schilddrisenhormon oder —analoga, je nach Mutation
zu vollig unterschiedlichen Ergebnissen filhren und ortlich sogar schadliche
Wirkungen entfalten, demonstriert durch die geringe Muskelmasse und Tachykardie
bei AHDS aufgrund hoher T3 Serumwerte [Herzovich et al. 2007, Wemeau et al.
2008]. Die Verwendung chemischer und pharmakologischer Chaperone hat das Ziel
die korrekte Faltung einer Mutante und somit die Oberflachentranslokation zu
verbessern [Brown et al. 1996]. Sind die fur den Transportmechanismus
verantwortlichen Domanen jedoch gestort, bleiben Therapieansitze mit diesen
Substanzen a priori fruchtlos. Der Versuch, drei bisher kaum detektierbare Mutanten
(L471P, L512P und G558D in MDCK-1 Zellen) durch chemische Chaperon-
behandlung an die Zelloberflache, bzw. in Funktion zu bringen, muss als gescheitert
angesehen werden. Ebenso konnte die, einem Test vorausgehende, Inkubation mit
dem naturlichen Liganden T3 im Sinne eines pharmakologischen Chaperons keine
Reaktivierung der Funktion herbeiftihren [Kinne et al. 2009].

In der Summe bilden die hier diskutierten Untersuchungen tber den Transport von T3
in neuronalen Strukturen sowie den Punktmutanten des wohl wichtigsten Vertreters
dieser Transporter - MCT8 - wichtige Bausteine fur zuklnftige Versuche mit dem Ziel
die Situation fur Patienten mit AHDS zu verbessern. Gleichzeitig ist es die Grundlage
fur ein tieferes Verstandnis des Mechanismus des Tz Transports durch MCTS8.
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Derzeitige und zukinftige Versuche (mit weiteren eigens generierten Mutanten),
sollen nun Bereiche oder einzelne Aminoséauren enthillen, die fur die Funktion des
Proteins MCT8 von hoher Wichtigkeit sind. Letzten Endes geht es um die genaue
Identifikation der Interaktionspartner fir T3 in der Peptidkette. Dieses Wissen
erleichtert dann wiederum die Emulation einer 3D-Struktur von MCT8 und konnte es
ermoglichen neue Schilddrisenhormonanaloga, wirksame Chaperone oder weitere
spezifische Inhibitoren zu finden.

Strenggenommen entspricht die Symptomatik bei AHDS nur sehr eingeschrankt den
Auswirkungen von (auf Schilddrisenhormonmangel basierenden) kongenitalem
Kretinismus. Die schwere motorische Einschrankung und das ausbleiben jeglichen
Intellekts wird bei Kretinismus nur selten festgestellt, ist bei AHDS aber in fast allen
Fallen obligatorisch. Moglicherweise tritt hier eine irreparable Schadigung des Fetus
zu einem sehr frihen Entwicklungszeitpunkt auf, begrindet durch frihzeitige
Resistenz gegen schon miutterliches  Schilddrisenhormon. In  diesem
Zusammenhang sollte in Zukunft naher untersucht werden welches Spektrum an
Substanzen von MCT8 transportiert wird. Auch wenn der endokrinologische
Phénotyp bei AHDS Patienten und der Mct8™-Maus auf den verminderten T
Transport als Ursache flur die neurologischen Probleme hindeutet, ist bisher nicht
auszuschlieBen, dass ein neuronaler Mangel einer anderen (eventuell
strukturéahnlichen) Substanz AHDS ausldst oder daran Anteil hat.
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Leiter des Instituts, Prof. Dr. Josef Kohrle. Sie und die Vielzahl von Doktoranden,
technischen Assistenten und Praktikanten sind allesamt auf einem guten und
erfolgreichen Weg.

Neben der beruflichen Unterstitzung erhielt ich auch viel Rickenwind von privater
Seite. Die Geburt meiner Tochter wahrend der Promotion hat zwar vieles nicht eben
einfacher gemacht, aber ihre Lebensfreude hat stets alle Sorgen vertrieben und
immer wieder Kraft gegeben. Meiner Lebensgefahrtin Beate Plotz gebuhrt in diesem
Sinn besondere Wertschatzung. Das Leben mit einem Doktoranden ist oft kompliziert
und die gemeinsame Zeit meist ein rares Gut. Ich danke dir fur die Geduld mit mir
und deine fortwahrende Zuversicht.
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