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Vorwort 
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1 Abkürzungen 

 

BP2    Benzophenon 2 

CH    congenitale (angeborene) Hypothyreose 

dHPLC   denaturierende Hochdruck Flüssigkeits Chromatographie 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

ELISA    enzyme-linked immunosobent assay 

ED    endokrine Disruptoren 

FITC    Fluoreszeinisothiocyanat 

FKS    Fötales Kälberserum 

FTC-Zellen   humane follikuläre Schilddrüsen-Karzinomzellen  

MCT8    Monocarboxylat-Transporter 8 

NIS    Natrium-Iodid Symporter 

NP    4-Nonylphenol 

PBS    Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

SDH    Schilddrüsenhormon 

SSCP    single-strand conformation polymorphism 

TG    Thyreoglobulin 

TPO    Schilddrüsenperoxidase 

TR    Schilddrüsenhormon-Rezeptor 

TSH    Thyreoidea-stimulierendes Hormon 

T3    Trijodthyronin 

T4    Thyroxin 

WT    Wildtyp 

 

Einbuchstaben-Code der Aminosäuren 

A  Alanin    M  Methionin 

C  Cystein   N  Asparagin 

D  Asparaginsäure  P  Prolin 

E  Glutaminsäure  Q  Glutamin 

F  Phenylalanin   R  Arginin 

G  Glycin    S  Serin 

H  Histidin   T  Threonin 

I  Isoleucin   V  Valin 

K  Lysin    W  Tryptophan 

L  Leucin    Y  Tyrosin 
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 Störungen der Schilddrüsenhormonsynthese und des 

Schilddrüsenhormontransportes 
Autor 

 

Petra Ambrugger 

 

2 Abstract  

 

Schilddrüsenhormone sind entscheidend an Wachstums- und Entwicklungsprozessen beteiligt, 

u.a. auch an der Entwicklung des zentralen Nervensystems. Störungen in der Synthese- oder 

Verfügbarkeit von Schilddrüsenhormonen führen zu Erkrankungen, wie der angeborenen 

Hypothyreose. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl genetische (Mutationen im 

Schilddrüsenperoxidase-Gen, Mutationen im Monocarboxylat-Transporter 8-Gen) als auch 

exogene Faktoren (endokrine Disruptoren) untersucht, die zu Störungen der 

Schilddrüsenhormonsynthese bzw. zu Störungen in der Verfügbarkeit der Schilddrüsenhormone 

führen. Bei 39 Patienten mit angeborener Hypothyreose und vorhandener Schilddrüse konnte 

eine Mutation im Gen für die Schilddrüsenperoxidase (TPO) mittels SSCP, dHPLC und 

Sequenzierung identifiziert werden. Zwei dieser Patienten hatten eine Mutation in Exon 14 und 

entwickelten im Alter von 14 Jahren Neoplasien. 

Ein weiterer Defekt, der die Verfügbarkeit von Schilddrüsenhormon beeinträchtigt, konnte auf 

eine Mutation im schilddrüsenhormon-spezifischen Transporter MCT8 zurückgeführt werden. 

Der betroffene Patient mit der Mutation A150V zeigte ein gänzlich neues Krankheitsbild bei X-

chromosomaler mentaler Retardierung: Seine biochemischen Schilddrüsenhormonwerte deuten 

weder auf eine angeborene Hypothyreose noch auf eine Schilddrüsenhormonresistenz hin. 

Vielmehr konnte mit In-vitro-T3-Aufnahmestudien und Immunfluoreszenz-Studien gezeigt 

werden, dass der veränderte MCT8(A150V)–Transporter nicht in der Lage ist, T3 zu 

transportieren. 

Zusätzlich zu genetischen Defekten der TPO und des MCT8 wurde der Einfluß von exogenen 

Faktoren untersucht. Dabei konnte der Einfluß von endokrinen Disruptoren auf die 

Funktionsfähigkeit der TPO mit Hilfe von In-vitro-Assays mittels stabil rekombinanter humaner 

TPO exprimierenden Zelllinien, nachgewiesen werden.  
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3 Einleitung 

 

Schilddrüsenhormone steuern und beeinflussen vielfältige Entwicklungsprozesse, wie z.B. das 

Längenwachstum, die Knochenreifung und die Entwicklung des zentralen Nervensystems. Ein 

Mangel an Schilddrüsenhormonen bei Neugeborenen führt zur congenitalen Hypothyreose 

(CH), welche unbehandelt eine der häufigsten Ursachen der mentalen Retardierung ist. Mit 

einer Inzidenz von 1:3500 Neugeborenen stellt die CH die häufigste angeborene 

endokrinologische Erkrankung dar. Sie umfasst zu 75-80% Dysgenesien und zu 15-20% 

Biosynthesedefekte (1,2,3). Das Schlüsselenzym in der Biosynthese von Schilddrüsen-

hormonen ist die Schilddrüsenperoxidase (TPO). Sie ist in der apikalen Zellmembran des 

Schilddrüsenfollikels verankert und katalysiert sowohl die Oxidation des anorganischen Iodids 

als auch die Kopplungsreaktion an Thyreoglobulin. Bisher sind über 40 verschiedene 

Mutationen in der TPO bei Patienten mit permanenter angeborener CH und vorhandener, 

häufig vergrößerter Schilddrüse bekannt. In Deutschland gibt es bisher außer zwei eigenen 

Untersuchungen (4,5) keine Studie zur Häufigkeit von TPO Mutationen. Neben Störungen in der 

Schilddrüsenhormon (SDH)-Synthese kann es auch Defekte in der SDH-Wirkung geben. Bisher 

wurde angenommen dass T3 und T4 passiv, durch Diffusion in die Zielzellen gelangen. Kürzlich 

wurde jedoch von einer kooperierenden Arbeitsgruppe in Rotterdam (6) ein SDH-spezifischer 

Transporter identifiziert, der Monocarboxylat Transporter 8 (MCT8). Patienten mit Mutationen im 

MCT8 Gen zeigen eine extreme muskuläre Hypotonie sowie eine schwere Störung der 

motorischen und kognitiven Entwicklung (7). Es handelt sich dabei um ein neues Krankheitsbild, 

welches weder einer CH noch einer SDH-Resistenz entspricht. Durch funktionelle 

Untersuchungen bei Patienten vorkommender Mutationen kann ein Einblick in die 

Funktionsweise des Transporters gewonnen werden und ein besseres Verständnis des 

Phänotyps der Patienten erreicht werden. Neben genetisch bedingten Störungen in der 

Versorgung mit Schilddrüsenhormonen beeinflussen auch exogene Faktoren die Verfügbarkeit 

von T3 und T4. Endokrine Disruptoren (ED) sind chemische Substanzen, die strukturelle 

Ähnlichkeit mit Hormonen aufweisen und die hormonelle Feinsteuerung des Organismus 

erheblich beeinträchtigen. So kann die Biosynthese von Schilddrüsenhormonen durch 

Inaktivierung der TPO durch ED entscheidend beeinträchtigt sein (8). Bisher liegen nur wenige 

Untersuchungen zur Wirkung endokriner Disruptoren auf die Schilddrüse vor. 

 

4 Zielstellung 

 

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen zur Klärung des Zusammenhangs von phänotypischer 

Ausprägung, Häufigkeit und Funktionsweise genetischer (TPO, MCT8) sowie exogener 

Faktoren (ED) beitragen, die Störungen in der Verfügbarkeit oder Wirkung von 

Schilddrüsenhormonen hervorrufen. 
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5 Patienten und Methoden  

 

5.1 Patienten 

 

5.1.1 Screening nach Mutationen im TPO-Gen 

Die untersuchten Patienten hatten eine angeborene Hypothyreose bei vorhandener und 

regelrecht angelegter Schilddrüse. Die Patienten stammten aus verschiedenen Screening-

Zentren in Deutschland sowie Einsendern aus anderen europäischen Ländern (Frankreich, 

Schweiz, Polen). 
 

5.1.2 Patient mit einer Mutation im MCT8-Gen 

Der Patient fiel im Alter von vier Monaten durch extreme Muskelhypotonie sowie schwere 

mentale Retardierung auf. Die Schilddrüsenhormonwerte entsprachen keinem bekannten 

Krankheitsbild: Trijodthyronin (T3) war stark erhöht, bei leicht erniedrigtem Thyroxin (T4) und 

normalem Schilddrüsen stimulierendem Hormon (TSH). 

 

5.2 Methoden 

 

5.2.1 Screening nach Mutationen im TPO-Gen 

Mit Hilfe des Qia Amp Blood Kits (Qiagen, Hilden) wurde aus peripheren Leukozyten im Vollblut 

genomische DNA isoliert. Mittels PCR wurden daraufhin die Fragmente der kodierenden Exons 

(2-17) amplifiziert und auf Mutationen hin untersucht. Konnte eine Mutation auf nur einem Allel 

nachgewiesen werden, wurden zusätzlich 840 Basenpaare des Promoters untersucht. Die 

Mutationsanalyse wurde durch Screening mittels SSCP (Single Strand Conformation 

Polymorphism), dHPLC (denaturierender high pressure liquid Chromatographie), Enzymverdau 

und anschließender Sequenzierung durchgeführt. 
 

5.2.2 Herstellung der stabilen Linien WTTPO, WTMCT8, MCT8A150V 

Die Kultivierung humaner follikulärer Schiddrüsenkarzinomzellen (FTC) erfolgte in basal 

Iscove’s Medium mit 1 g Glucose pro Liter (Biochrom, Berlin), 10% fötalem Kälberserum (FKS) 

(PAA Laboratories, Linz), 100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin) mit 

5%igem CO2 bei 37°C. Einen Tag vor Transfektion wurden die Zel len trypsiniert (Biochrom, 

Berlin) und 2x106 Zellen in eine 10cm Schale ausgesetzt. Zur Transfektion wurden die Zellen 

zweimal mit FKS freiem Medium gewaschen und 10µg Plasmid DNA mit Lipofektamin Plus 

(Invitrogen, Leek, NL), nach Herstellerangaben transfiziert. Nach drei Tagen begann die 

Selektion nach Zellen, die das Insert aufgenommen hatten. Dazu wurde dem Medium 700µg/ml 

Neomycin hinzugegeben. Die Neomycin-Resistenz des Vectors pCDNA3 (Invitrogen, Leek, NL) 

diente zur Auswahl derjenigen Zellen, die das gewünschte Insert stabil exprimieren. 12 Klone 

wurden vereinzelt und auf ihre enzymatische Aktivität mittels Guaiacol Assay getestet. Der Klon 

mit der größten enzymatischen Aktivität (FTCTPO) wurde in den folgenden Experimenten 
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benutzt. Die Klone WTMCT8 bzw. MCT8A150V wurden mittels Immunfärbung über den HA-Tag 

ausgewählt. 
 

5.2.3 Etablierung des Guaiacol Assays zur Selektion einzelner Klone 

Für den Guaiacol Assay zur Messung der Enzymaktivität des extrahierten Proteins wurde eine 

Endkonzentration von 70mM Guaiacol (Sigma, Deisenhofen) in PBS pH 7,4 mit 1% Tween 20 

(Sigma, Deisenhofen) eingesetzt. Der pH-Wert dieser Lösung betrug 8,7. Die Endkonzentration 

des Startreagenz H2O2 (Merck, Darmstadt) betrug 0,5 mM. Die photometrische Messung der 

Absorptionszunahme erfolgte bei einer Wellenlänge von 470nm in der Cobas Fara (Roche, 

Mannheim).  
 

5.2.4 Sandwich ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

Für die Untersuchung der Protein-Protein Interaktion wurde der MCT8WT und die Mutante 

MCT8A150V jeweils mit einem N-terminalen HA (Hämagglutinin) und einem C-terminalen Flag-

Epitop versehen. Mit Hilfe dieser Konstrukte wurde ein Sandwich ELISA zum Nachweis der 

Dimerisierung durchgeführt. Details siehe Publikation 2 S. 363 
 

5.2.5 Immunfluoreszenzstudien 

Um Informationen zum Verbleib von MCT8A150V in der Zelle zu erhalten, wurden MCT8WT und die 

Mutante MCT8A150V stabil in FTC-238 Zellen exprimiert,  mittels N-Terminalem HA-Antikörper 

markiert und mit FITC-markiertem anti-Maus-igG als zweitem Antikörper visualisiert. Details 

siehe Publikation 2 S. 363 
 

5.2.6 Statistik 

Die Analyse der Sandwich Elisa Daten fand mit Hilfe der Statistik-Software SPSS (Version 

12.0.1) statt. Unterschiede in der Aktivität zwischen der Negativkontrolle MC4R-NHA ko-

transfiziert mit MCT8-CFL und dem zu testenden Konstrukt MCT8-NHA ko-transfiziert MCT8-

CFl wurden mit einer One-way Anova und anschließendem Tukey Test auf ihre statistische 

Signifikanz überprüft. Die Ergebnisse wurden als signifikant gewertet, wenn die ermittelten p-

Werte eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% hatten. 

 

6 Resultate  

 

Defekte im Schilddrüsenperoxidase-Gen und dem Monocarboxylat-Transporter 8-Gen führten 

zum Fehlen oder einer Änderung in der Verfügbarkeit von Schilddrüsenhormonen bei den 

Kindern in der wichtigen Phase der Entwicklung, insbesondere des ZNS. Darüber hinaus 

beeinflussten auch chemische Substanzen die Funktion der Schilddrüse, z.B. durch 

Verminderung der enzymatischen Aktivität der Schilddrüsenperoxidase.
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6.1 Häufigkeit von Mutationen im Schilddrüsenperoxidase-Gen bei Patienten mit 

angeborener Hypothyreose 

 

Bei 39 von insgesamt 77 untersuchten Patienten mit vorhandener und regelrecht angelegter 

Schilddrüse wurden Mutationen im TPO-Gen detektiert. In 41% der insgesamt untersuchten 

Allele wurde eine Mutation nachgewiesen. Davon traten 11 homozygot und 12 gemischt 

heterozygot auf. Bei 15 Patienten befand sich die Mutation auf nur einem Allel. Die am 

häufigsten identifizierte Mutation war die GGCC-Duplikation in Exon 8 des TPO-Gens. Diese 

Leseraster-Mutation wurde bei drei Patienten homozygot, bei 8 Patienten gemischt heterozygot 

und bei 11 Patienten auf nur einem Allel gefunden. Sechs Patienten mit Mutation im TPO-Gen 

besaßen hinsichtlich der Schilddrüsengröße ein unauffälliges Organ. Dagegen trat bei 24 

Patienten eine Struma, bei drei Patienten eine vielknotige Struma und bei zwei Patienten im 

Alter von 14 Jahren Neoplasien auf. Für vier Patienten mit Mutation im Schilddrüsenperoxidase-

Gen waren keine Daten zur Größe der Schilddrüse verfügbar. Die Ergebnisse zeigen eine 

deutliche Korrelation zwischen der Ausbildung von vielknotiger Struma und Neoplasien sowie 

der Lage der Mutation im TPO-Gen. Nur Mutationen in Exon 14 des TPO-Gens waren bei 

einem Patienten mit einem follikulärem Adenom (T2512del heterozygot) und bei einem weiteren 

Patienten mit einem papillärem Karzinom (E799Q gemischt heterozygot mit Q660E) assoziiert 

(siehe Tabelle 1). 
 

Tabelle 1: Zusammenfassung der identifizierten Mutationen im TPO-Gen.  

n.d.: Daten nicht verfügbar  hom.: homozygot   Bp.: Basenpaare 

ins.: Insertion   het.: heterozygot   angeb.: angeborene 

del.: Deletion   c het.: compound heterozygot   

Patient Exon     / Mutation Schilddrüse
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 normal angeb. Struma Struma vi elknotige Struma Adenom Karzinom

1 Y55X hom X

2 R291H hom X

3 G319R hom X

4 ins 25Bp hom X

5 ins ggcc hom X

6 ins ggcc hom n.d.

7 ins ggcc hom n.d.

8 N217S ins ggcc c het X

9 N217S ins ggcc c het X

10 A242L ins ggcc n.d. X

11 ins ggcc Y453D c het X

12 ins ggcc L564P c het X

13 ins ggcc R540Q c het X

14 ins ggcc Q660E c het X

15 ins ggcc W873X c het X

16 ins ggcc het X X

17 ins ggcc het X

18 ins ggcc het X

19 ins ggcc het X

20 ins ggcc het X

21 ins ggcc het X

22 ins ggcc het X

23 ins ggcc het X

24 ins ggcc het n.d.

25 ins ggcc het n.d.

26 ins ggcc het X

27 L458P hom

28 ins 20Bp R491H c het X

29 R531H het X

30 L542R hom X

31 del T hom X

32 del T hom X

33 Y453D D834N c het X

34 Y453D D834N c het X

35 Q660E E799Q c het X

36 Q660E E799Q c het X

37 del T het X

38 del T het X

39 P70A del T het X
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6.2 Funktionelle Charakterisierung der Mutante A150V im Monocarboxylat-Transporter 

8-Gen  

 

Patienten mit einer Mutation im MCT8-Gen zeigen ein neues Krankheitsbild. Sie sind schwer 

mental retardiert und haben eine extreme Muskelhypothonie. Auffällig sind vor allem die extrem 

erhöhten T3 Werte bei normalem Schilddrüsen-stimulierendem Hormon (TSH). MCT8 

transportiert vor allem T3 aber auch T4 durch die Plasmamembran. Allerdings ist über den 

Zusammenhang von Struktur und Funktionsweise des MCT8 bisher nur wenig bekannt. Um den 

Phänotyp unseres Patienten mit der Mutation A150V besser zu verstehen, wurden funktionelle 

Studien durchgeführt. Der Vergleich des Wildtyps (WT) MCT8 mit der Mutante A150V zeigte im 

transienten Überexpressionssystem des T3-Aufnahme-Assays einen völligen Funktionsverlust 

des veränderten Proteins. Um eine Erklärung für das Fehlen der Transportfunktion finden zu 

können, wurden Immunfluoreszenzstudien mit dem Wildtyp MCT8 oder der Mutante A150V in 

stabil exprimierenden FTC238 Zellen durchgeführt. Die Immunfluoreszenzstudien 

dokumentierten einen deutlichen Unterschied in der Verteilung des Proteins in der Zelle. Der 

Wildtyp MCT8 war in der Plasmamembran der Zelle lokalisiert. Im Gegensatz dazu war bei der 

Mutante A150V nahezu kein MCT8 in der Plasmamembran sichtbar. Das mittels FITC 

markiertem Sekundärantikörper detektierte MCT8 Protein war über das gesamte Zytoplasma 

der Zelle verteilt und in Vesikeln lokalisiert. Als weiterer Ansatz zur Klärung des 

Funktionsverlustes wurde ein Sandwich Elisa durchgeführt. Diese Methode erlaubt es über 

differentiell mit Antikörpern markierte Konstrukte, Interaktionen zwischen Proteinen 

nachzuweisen. Der Sandwich Elisa zeigte, dass MCT8 mit sich selbst Homodimere ausbildet. 

Es konnte kein Unterschied der Dimerisierung von WT-MCT8 und der Mutante A150V ermittelt 

werden. Der hohe Messwert der Absorption, welche die Dimerisierung von MCT8 wiedergibt, 

entsprach dem Wert für das doppelt getaggte Kontrollprotein. Dies könnte auf eine 

Multimerisierung des MCT8 hinweisen. 

 

6.3 Einfluß von endokrinen Disruptoren (EDC) auf die Aktivität der rekombinanten 

humanen Schilddrüsenperoxidase  

 

Endokrine Disruptoren sind in zahlreichen Produkten des täglichen Lebens wie Plastikmaterial, 

Sonnencremes oder Lacken enthalten. Mit Hilfe der Zelllinie FTCTPO, wurde der Einfluß 

verschiedener Substanzen auf die Aktivität des Enzyms mittels Guaiacol Assay untersucht. 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass die enzymatische Aktivität der stabilen Zelllinie FTCTPO 

der Aktivität von humanem Struma-Gewebe entspricht (siehe Tabelle 2). Zudem ließ sich mit 

dieser Zelllinie der Einfluss von chemischen Substanzen auf die Aktivität des Enzyms 

reproduzierbar nachweisen. Mit In-vitro-Assays mit der Zellline FTCTPO konnte gezeigt werden, 

dass 4-Nonylphenol (Np), welches ein Inhaltsstoff von Plastik und Lacken ist, F21338 (einem 
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synthetischen Flavonoid), Bisphenol A und der UV Filter Benzophenon 2 die humane 

rekombinante Schilddrüsenperoxidase hemmen.  

 

Tabelle 2: Ergebnisse des Guaiacol Assays für verschiedene Membranpräparationen. 
 

Zellen Spezifische Aktivität 

[µmol H2O2 x min-1 x mg-1] 

Probe Spezifische Aktivität 

[µmol H2O2 x min-1 x mg-1 

Extrakt 1 40,2 + 1,0 Struma 21 49,0 + 4,2 

Extrakt 2 36,0 + 1,6 Struma 22 50,0 + 2,4 

Extrakt 3 45,5 + 4,4 Struma 23 37,7 + 2,3 

 

7 Diskussion 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Funktion der Schilddrüsenperoxidase durch 

endogene und exogene Einflüsse beeinträchtigt sein kann. Zudem kann der Transport von 

Schilddrüsenhormonen durch Mutationen im Moncarboxylat 8-Gen gestört sein. Als endogene 

Faktoren konnten monogen vererbte Alterationen des Schilddrüsenperoxidase-Gens sowie des 

Monocarboxylat-Transporters 8-Gens identifiziert werden. Im Bereich der exogenen Faktoren 

wurde eine Reihe von Substanzen, welche die Funktion der Schilddrüsenperoxidase hemmen, 

detektiert. 

 

7.1 Mutationen im Schilddrüsenperoxidase-Gen 

 

Mutationen im TPO-Gen wurden bei Patienten mit angeborener Hypothyreose in 41% der 

untersuchten Allele identifizert. Bisher wurden insgesamt über 40 verschiedene Mutationen bei 

Patienten mit primärer Hypothyreose nachgewiesen (9). Fünf der identifizierten Mutationen 

waren bereits beschrieben, 15 Mutationen waren neu. Die häufigste Mutation unserer aus 

verschiedenen europäischen Ländern stammenden Patienten war die GGCC-Duplikation in 

Exon 8 des TPO-Gens, sie trat in 32% der untersuchten Allele auf. Dieses Ergebnis deckt sich 

mit einer niederländischen Studie, die bei 46 untersuchten Familien die GGCC-Duplikation in 

36% aller untersuchten Allele detektierte (10). Die GGCC-Duplikation führt zu einem 

frühzeitigen Stopp in Exon 9 des TPO-Gens und wurde erstmals 1992 als 

Funktionsverlustmutation bei einem Patienten mit Struma beschrieben (11). Insgesamt konnten 

bei 23 Patienten Mutationen im TPO-Gen auf beiden Allelen nachgewiesen werden. Aufgrund 

des autosomal rezessiven Erbgangs kann die Ursache der Erkrankung für diese Patienten als 

geklärt, gelten. In 15 Fällen wurde eine TPO-Gen Mutation auf nur einem Allel identifiziert, eine 

zweite Mutation konnte nicht gefunden werden. Möglicherweise liegt die zweite Mutation in 

einem Bereich des Gens, der nicht untersucht wurde wie den großen Intron-Bereichen. 
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Fehlerhaftes Spleißen kann nur mit Hilfe von Schilddrüsengewebe, mittels reverser 

Transkription und anschließender Polymerase-Kettenreaktion gezeigt werden, welches uns 

jedoch nicht zur Verfügung stand. Zudem kann sich eine Mutation auch dann ausprägen, wenn 

das mutierte Allel bevorzugt transkribiert wird. Für die TPO konnte die monoallelische 

Expression einer Mutation mittels Schilddrüsengewebe gezeigt werden (12). Der gleiche 

Mechanismus liegt vor, wenn die Transkription des intakten Allels aufgrund epigenetischer 

Faktoren verhindert wird. In der Literatur sind Beschreibungen von 12 Patienten mit schwerer 

angeborener Hypothyreose und nur einer identifizerten Mutation zu finden (13). Der zugrunde 

liegende Mechanismus ist jedoch unbekannt. 

Der Phänotyp der Patienten mit Mutationen im TPO-Gen reicht von einem partiellen bis zum 

totalen Funktionsverlust des Enzyms. Die Patienten haben oft eine angeborene Struma oder 

entwickeln trotz ausreichender Substitution mit L-Thyroxin (L-T4) eine vergrößerte Schilddrüse. 

Dennoch sind maligne Veränderungen der Schilddrüse bei Kindern mit TPO-Mutation selten. In 

der Literatur sind lediglich zwei Patienten mit folliculärem Karzinom (14), beziehungsweise 

follikulärem Adenom (15) und einer C-Insertion in Exon 14 des TPO-Gens beschrieben. Auch 

bei den von uns untersuchten Patienten entwickelten zwei Patienten mit einer Mutation in Exon 

14 des TPO-Gens, der epidermal growth factor (EGF)-ähnlichen Domäne (16), Neoplasien. 

Beide Patienten wurden im Alter von 14 Jahren operiert.  

Die Ergebnisse des Mutations-Screenings im TPO-Gen haben eine direkte klinische Relevanz, 

da Mutationen in der TPO häufig die Ursache für einen Biosynthesedefekt sind. Bei Patienten 

mit orthotoper Schilddrüse, Struma, erhöhten Thyreoglobulin (TG)- und TSH Werten konnte im 

Großteil der Fälle die Erkrankung durch eine Mutation im TPO- Gen erklärt werden. Der für die 

Kinder belastende Perchlorattest sowie der Auslassversuch im zweiten Lebensjahr ist für 

Patienten mit einer Funktionsverlustmutation im TPO-Gen deshalb nicht mehr notwendig. 

Zusammenfassend läßt sich außerdem schlußfolgern, dass Patienten mit einer Mutation in 

Exon 14 des TPO-Gens regelmäßige Ultraschalluntersuchungen und eine gut eingestellte 

Substitution mit L-T4 erhalten sollten, um adenomatöse oder maligne Veränderungen früh zu 

erkennen bzw. ganz zu verhindern. 

 

7.2 Funktionelle Untersuchungen zum Monocarboxylat-Transporter 8-Gen 

 

Das sich entwickelnde Gehirn ist besonders sensitiv für das physiologisch aktive 

Schilddrüsenhormon T3 und exprimiert nukleäre T3 Rezeptoren ab der 10. Schwanger-

schaftswoche (17). Bei Patienten mit Schilddrüsenhormonresistenz wurden Mutationen im 

Schilddrüsenhormon-Rezeptorß (TRß) beschrieben. Die biochemischen Schilddrüsenhormon-

werte dieser Patienten zeigen Auffälligkeiten mit einem erhöhten freien T4 und T3 bei normalen 

oder erhöhtem Serum TSH. Der Index Patient stimmte nicht mit diesem Phänotyp überein: T3 

war im Serum stark erhöht und T4 leicht erniedrigt, TSH lag im oberen Normbereich. Dennoch 

wurde mit der Sequenzierung des Schilddrüsenhormon-Rezeptorß eine Mutation in diesem Gen 
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ausgeschlossen. Die Klärung der genetischen Ursache der Erkrankung des Patienten gelang 

erst mit dem Nachweis der Funktion von MCT8. Der humane MCT8 wurde bereits 1994 kloniert 

(18), seine physiologische Funktion des SDH Transportes wurde jedoch erst 2003 von 

Friesema et al. gezeigt (4). Die funktionellen Untersuchungen in Oocyten von Xenopus laevis 

ergaben für MCT8 eine 10-fach gesteigerte Aufnahme von T3, rT3, T4 und 3,3’-T2. MCT8 hat im 

Vergleich zu anderen Iodothyronin transportierenden Transportern (wie den anorganischen 

Anionentransportern OATP-A und NTCP und dem L-Typ Aminosäure Transporter LAT1) die 

höchste Akvität und zeigt eine leichte Präferenz für T3 als Ligand (19). Die Sequenzierung des 

MCT8-Gens bei unserem Patienten zeigte einen Austausch von Alanin zu Valin an 

Aminosäureposition 150 in der zweiten von insgesamt 12 Transmembran Domänen des 

Transporters (7). Seither wurden mehrere Mutationen bei Patienten mit X-chromosomaler 

mentaler Retardierung und erhöhten T3 Werten publiziert (20-23). Unsere Arbeit zur Mutation 

A150V konnte eine funktionelle Auswirkung belegen. Aufgrund des völligen Funktionsverlustes 

der Transportfähigkeit stellte sich die Frage nach einem intrazellulären Positionsdefekt. Mit Hilfe 

der stabilen Linie FTCA150V konnte gezeigt werden, dass das mutierte Protein nicht mehr an die 

Zelloberfläche gelangt und fast vollständig in Zellvesikeln vorliegt. Vermutlich handelt es sich 

dabei um Vesikel des endoplasmatischen Retikulums oder des Golgi-Apparates. Ein weiterer 

Ansatz zur Erklärung des Funktionsverlustes sind Untersuchungen zu Protein-Protein 

Interaktionen. Für G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren ist das Konzept der Dimerisierung zur 

Ausbildung eines funktionsfähigen Rezeptors seit längerem akzeptiert (24). Ebenso häufen sich 

die Indizien dafür, dass eine Vielzahl von Transportern als Oligomere vorliegen (25,26). Zur 

Untersuchung der Dimerisierung des mutierten MCT8-Proteins wurde ein Sandwich Elisa mit 

differentiell markierten Konstrukten gewählt. Dadurch konnte erstmals gezeigt werden, dass 

MCT8 Homodimere ausbildet. Die Mutation A150V beeinflusste nicht die Ausbildung von 

Dimeren (27). Weitere Untersuchungen zur Notwendigkeit von Oligomerisation oder 

Heterodimerisierung für die Funktion des MCT8-Transporters werden zu einem besseren 

Verständnis der Bedeutung von MCT8 für die frühe Entwicklung des zentralen Nervensystems 

führen. 

 

7.3 Einfluß endokriner Disruptoren auf die Schilddrüsenperoxidase 

 

Der Einfluß von endokrinen Disruptoren wurde von Hertz 1958 für den Steroid-Zyklus von 

Rindern beschrieben (28). Seither wurden endokrine Disruptoren intensiv bezüglich ihres 

Einflusses auf das Reproduktionssystem von verschiedenen Tierarten und dem Menschen 

untersucht (29). Zum Einfluß von chemischen Substanzen auf das Hormonsystem der 

Schilddrüse ist bisher jedoch relativ wenig bekannt. Vor 45 Jahren wurde beobachtet, dass 

Neugeborene, welche mit Soyamilch ernährt wurden, eine Struma aufgrund von fehlender 

Jodzufuhr entwickelten (30). Später konnte gezeigt werden, dass die in der Soyamilch 

enthaltene Isoflavon-Komponente Genistein sowohl in vitro als auch in vivo die 
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Schilddrüsenperoxidase inhibiert (31). Genistein inhibierte in unserem in vitro Testsystem mit 

rekombinanter TPO aus FTCTPO Zellen die Schilddrüsenperoxidase. Soya alleine oder in 

unterschiedlichen Kombinationen mit endokrinen Disruptoren führte in vivo zu einer Abnahme 

von T4, was mit einer Beeinträchtigung der Funktion der Schilddrüsenperoxidase erklärt werden 

kann. Neben Genistein inhibierte auch NP die Schilddrüsenperoxidase in vitro allerdings in 

hohen Konzentrationen, wie sie physiologisch nicht zu finden sind (32). Diese Ergebnisse 

zeigen, dass die stabile Zelllinie FTCTPO ein sehr geeignetes Modell ist, um den Einfluß von 

endokrinen Disruptoren auf die Schilddrüsenperoxidase reproduzierbar zu untersuchen. Ebenso 

wie Mutationen im TPO-Gen könnte eine exogene Inhibierung der TPO zu einer Hypothyreose 

führen. In vivo-Experimente an Ratten zeigten geringe Schwankungen in einzelnen 

Schilddrüsenparametern (32, 33).  

 

7.4 Ausblick 

 

Die Untersuchungen zu Mutationen im TPO-Gen haben direkte klinische Relevanz. Die 

Möglichkeit aufgrund von Mutationen in Exon 14 des TPO-Gens schon während der Kindheit 

maligne Veränderungen zu entwickeln, macht regelmäßige Ultraschalluntersuchungen bei 

diesen Patienten notwendig. Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch gänzlich 

unbekannt. Hier sind weiterführende Studien zum Mechanismus der Ausbildung von Neoplasien 

im Zellexperiment notwendig. Mutationen im MCT8-Gen, die auch von anderen Arbeitsgruppen 

bei Patienten identifiziert wurden, liefern im in vitro Modell mittels stabiler Zelllinien die 

Möglichkeit mehr über Struktur-Funktionsbeziehungen des Transporters zu lernen. Zudem sind 

Lokalisations-Studien mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbung zum Nachweis des 

intrazellulären Transportdefektes nötig. Die Zelllinie FTCTPO bietet eine gute Grundlage, um 

weitere exogene Einflüsse auf die SDH-Synthese in einem in vivo Modell zu testen.  
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