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Vorwort

Diese Doktorarbeit fasst meine Untersuchungen zu Stérungen der Synthese und des
Transportes von Schilddrisenhormonen auf Grund endogener und exogener Faktoren
kumulativ zusammen. Ergebnisse meiner Doktorarbeit wurden in folgenden Publikationen
veroffentlicht:
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2005;153:359-366.

[3] Schmutzler C, Hamann |, Hofmann P J, Kovacs G, Stemmler L, Mentrup B, Schomburg L,
Ambrugger P, Griters A, Seidlova-Wuttke D, Jarry H, Wuttke W, Kohrle J. Endocrine active
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Storungen der Schilddrisenhormonsynthese und des
Schilddriisenhormontransportes

Autor
Petra Ambrugger

2 Abstract

Schilddrisenhormone sind entscheidend an Wachstums- und Entwicklungsprozessen beteiligt,
u.a. auch an der Entwicklung des zentralen Nervensystems. Stérungen in der Synthese- oder
Verfluigbarkeit von Schilddrisenhormonen fiuhren zu Erkrankungen, wie der angeborenen
Hypothyreose. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl genetische (Mutationen im
Schilddrisenperoxidase-Gen, Mutationen im Monocarboxylat-Transporter 8-Gen) als auch
exogene Faktoren (endokrine Disruptoren) untersucht, die zu Stérungen der
Schilddrisenhormonsynthese bzw. zu Stérungen in der Verfiigbarkeit der Schilddriisenhormone
fuhren. Bei 39 Patienten mit angeborener Hypothyreose und vorhandener Schilddrise konnte
eine Mutation im Gen fur die Schilddriisenperoxidase (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 Verfigbarkeit von Schilddriisenhormon beeintrachtigt, konnte auf
eine Mutation im schilddrisenhormon-spezifischen Transporter MCT8 zuriickgefiihrt werden.
Der betroffene Patient mit der Mutation A150V zeigte ein ganzlich neues Krankheitshild bei X-
chromosomaler mentaler Retardierung: Seine biochemischen Schilddriisenhormonwerte deuten
weder auf eine angeborene Hypothyreose noch auf eine Schilddriisenhormonresistenz hin.
Vielmehr konnte mit In-vitro-Ts-Aufnahmestudien und Immunfluoreszenz-Studien gezeigt
werden, dass der veranderte MCT8(A150V)-Transporter nicht in der Lage ist, Ts zu
transportieren.

Zusatzlich zu genetischen Defekten der TPO und des MCT8 wurde der Einflul? von exogenen
Faktoren untersucht. Dabei konnte der EinfluR von endokrinen Disruptoren auf die
Funktionsfahigkeit der TPO mit Hilfe von In-vitro-Assays mittels stabil rekombinanter humaner

TPO exprimierenden Zelllinien, nachgewiesen werden.



3 Einleitung

Schilddrisenhormone steuern und beeinflussen vielfaltige Entwicklungsprozesse, wie z.B. das
Langenwachstum, die Knochenreifung und die Entwicklung des zentralen Nervensystems. Ein
Mangel an Schilddriisenhormonen bei Neugeborenen fiihrt zur congenitalen Hypothyreose
(CH), welche unbehandelt eine der haufigsten Ursachen der mentalen Retardierung ist. Mit
einer Inzidenz von 1:3500 Neugeborenen stellt die CH die haufigste angeborene
endokrinologische Erkrankung dar. Sie umfasst zu 75-80% Dysgenesien und zu 15-20%
Biosynthesedefekte (1,2,3). Das Schlisselenzym in der Biosynthese von Schilddriisen-
hormonen ist die Schilddrisenperoxidase (TPO). Sie ist in der apikalen Zellmembran des
Schilddrusenfollikels verankert und katalysiert sowohl die Oxidation des anorganischen lodids
als auch die Kopplungsreaktion an Thyreoglobulin. Bisher sind Uber 40 verschiedene
Mutationen in der TPO bei Patienten mit permanenter angeborener CH und vorhandener,
haufig vergrollerter Schilddrise bekannt. In Deutschland gibt es bisher aufl3er zwei eigenen
Untersuchungen (4,5) keine Studie zur Haufigkeit von TPO Mutationen. Neben Stérungen in der
Schilddrisenhormon (SDH)-Synthese kann es auch Defekte in der SDH-Wirkung geben. Bisher
wurde angenommen dass T3 und T, passiv, durch Diffusion in die Zielzellen gelangen. Kurzlich
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 muskuldare Hypotonie sowie eine schwere Stérung 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 Verstandnis des
Phanotyps der Patienten erreicht werden. Neben genetisch bedingten Stérungen in der
Versorgung mit Schilddrisenhormonen beeinflussen auch exogene Faktoren die Verflgbarkeit
von T3 und T, Endokrine Disruptoren (ED) sind chemische Substanzen, die strukturelle
Ahnlichkeit mit Hormonen aufweisen und die hormonelle Feinsteuerung des Organismus
erheblich beeintréchtigen. So kann die Biosynthese von Schilddrisenhormonen durch
Inaktivierung der TPO durch ED entscheidend beeintrachtigt sein (8). Bisher liegen nur wenige
Untersuchungen zur Wirkung endokriner Disruptoren auf die Schilddriise vor.

4 Zielstellung

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen zur Klarung des Zusammenhangs von phéanotypischer
Auspragung, Haufigkeit und Funktionsweise genetischer (TPO, MCTS8) sowie exogener
Faktoren (ED) beitragen, die Stérungen in der Verfugbarkeit oder Wirkung von
Schilddrisenhormonen hervorrufen.



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 Schilddriise. Die Patienten stammten aus verschiedenen Screening-
Zentren in Deutschland sowie Einsendern aus anderen europdaischen Landern (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 Schilddrisenhormonwerte entsprachen keinem bekannten
Krankheitshild: Trijodthyronin (T3) war stark erhoht, bei leicht erniedrigtem Thyroxin (T4) und
normalem Schilddriisen 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 zusatzlich 840 Basenpaare des Promoters untersucht. Die
Mutationsanalyse wurde durch Screening mittels SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism), dHPLC (denaturierender high pressure liquid Chromatographie), Enzymverdau
und anschlieRender Sequenzierung durchgefihrt.

5.2.2 Herstellung der stabilen Linien WT™°, wT"<™ MCT8*>%

Die Kultivierung humaner follikularer Schiddrisenkarzinomzellen (FTC) erfolgte in basal
Iscove’s Medium mit 1 g Glucose pro Liter (Biochrom, Berlin), 10% fotalem Kalberserum (FKS)
(PAA Laboratories, Linz), 100U/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin) mit
5%igem CO,; bei 37TC. Einen Tag vor Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (Biochrom,
Berlin) und 2x10° Zellen in eine 10cm Schale ausgesetzt. Zur Transfektion wurden die Zellen
zweimal mit FKS freiem Medium gewaschen und 10ug 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 700ug/ml
Neomycin hinzugegeben. Die Neomycin-Resistenz des Vectors pCDNA3 (Invitrogen, Leek, NL)
diente zur Auswahl derjenigen Zellen, die das gewiinschte Insert stabil exprimieren. 12 Klone
wurden vereinzelt und auf ihre enzymatische Aktivitdt mittels Guaiacol Assay getestet. Der Klon
mit der groRten enzymatischen Aktivitat (FTC™°) wurde in den folgenden Experimenten



benutzt. Die Klone WTY°™ bzw. MCT8*°*® wurden mittels Immunfarbung iiber den HA-Tag

ausgewahlt.

5.2.3 Etablierung des Guaiacol Assays zur Selektion einzelner Klone

Fur den Guaiacol Assay zur Messung der Enzymaktivitat 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 Losung betrug 8,7. Die Endkonzentration
des Startreagenz H,O, (Merck, Darmstadt) betrug 0,5 mM. Die photometrische Messung der
Absorptionszunahme erfolgte bei einer Wellenlange von 470nm in der Cobas Fara (Roche,
Mannheim).

5.2.4 Sandwich ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
Fir die Untersuchung der Protein-Protein Interaktion wurde der MCT8"" und die Mutante
MCT8**% jeweils mit einem N-terminalen HA (Hamagglutinin) und einem C-terminalen Flag-
Epitop versehen. Mit Hilfe dieser Konstrukte wurde ein Sandwich ELISA zum Nachweis der
Dimerisierung durchgeflihrt. Details siehe Publikation 2 S. 363

5.2.5 Immunfluoreszenzstudien

A150V WT
8 8

Um Informationen zum Verbleib von MCT in der Zelle zu erhalten, wurden MCT8"™ " und die
Mutante MCT8**® stabil in FTC-238 Zellen exprimiert, mittels N-Terminalem HA-Antikérper
markiert und mit FITC-markiertem anti-Maus-igG als zweitem Antikorper 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 Aktivitdt zwischen der Negativkontrolle MC4R-NHA ko-
transfiziert mit MCT8-CFL und dem zu testenden Konstrukt MCT8-NHA ko-transfiziert MCT8-
CFIl wurden mit einer One-way Anova und anschlieRendem Tukey Test auf ihre statistische
Signifikanz Uberprift. Die Ergebnisse wurden als signifikant gewertet, wenn die ermittelten p-
Werte eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% hatten.

6 Resultate

Defekte im Schilddriisenperoxidase-Gen und dem Monocarboxylat-Transporter 8-Gen flhrten
zum Fehlen oder einer Anderung in der Verfiigbarkeit von Schilddriisenhormonen bei den
Kindern in der wichtigen Phase der Entwicklung, insbesondere des ZNS. Dariber hinaus
beeinflussten auch chemische Substanzen die Funktion der Schilddrise, z.B. durch
Verminderung der enzymatischen Aktivitat der Schilddrisenperoxidase.



6.1 Haufigkeit von Mutationen im Schilddrisenperoxidase-Gen bei Patienten mit
angeborener Hypothyreose

Bei 39 von insgesamt 77 untersuchten Patienten mit vorhandener und regelrecht angelegter
Schilddrise 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
haufigsten 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
besalRen hinsichtlich der Schilddriisengréf3e ein unauffélliges 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. Fur vier Patienten mit Mutation im Schilddriisenperoxidase-
Gen waren keine Daten zur GrofRe der Schilddrise verfugbar. 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 follikularem Adenom (T2512del heterozygot) und bei einem weiteren
Patienten mit einem papillarem Karzinom (E799Q gemischt heterozygot mit Q660E) assoziiert
(siehe Tabelle 1).

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

Patient Exon / Mutation Schilddrise
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 ggce hom X
6 ins ggcc hom n.d.
7 ins ggce hom n.d.
8 N217S ins ggcc ¢ het X
9 N217S ins ggcc c het X
10 A242L ins ggcc n.d. X
11 ins ggcc  Y453D ¢ het X
12 ins ggcc L564P ¢ het X
13 ins ggce R540Q ¢ het X
14 ins ggcc Q660E ¢ het X
15 ins ggce W873X c het X
16 ins ggcc het X X
17 ins ggce het X
18 ins ggcc het X
19 ins ggce het X
20 ins ggcc het X
21 ins ggce het X
22 ins ggcc het X
23 ins ggce het X
24 ins ggcc het n.d.
25 ins ggce het n.d
26 ins ggcc het X
27 L458P hom
28 ins 20Bp R491H ¢ 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 ¢ het X
35 Q660E E799Q ¢ het X
36 Q660E E799Q ¢ het X
37 del T het X
38 del T het X
39 P70A del T het X

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

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

del.: Deletion ¢ het.: compound heterozygot



6.2 Funktionelle Charakterisierung der Mutante A150V im Monocarboxylat-Transporter
8-Gen

Patienten mit einer Mutation im MCT8-Gen zeigen ein neues Krankheitsbhild. Sie sind schwer
mental retardiert und haben eine extreme Muskelhypothonie. Auffallig sind vor allem die extrem
erhdhten T; Werte bei normalem Schilddrisen-stimulierendem Hormon (TSH). MCTS8
transportiert vor allem T3 aber auch T, durch die Plasmamembran. Allerdings ist Uber den
Zusammenhang von Struktur und Funktionsweise des MCT8 bisher nur wenig bekannt. Um den
Phanotyp unseres Patienten mit der Mutation A150V besser zu verstehen, wurden funktionelle
Studien durchgefuhrt. Der Vergleich des Wildtyps (WT) MCT8 mit der Mutante A150V zeigte im
transienten Uberexpressionssystem des Ts-Aufnahme-Assays einen volligen Funktionsverlust
des veranderten Proteins. Um eine Erklarung fur das Fehlen der Transportfunktion finden zu
kénnen, wurden Immunfluoreszenzstudien mit dem Wildtyp MCT8 oder der Mutante A150V in
stabil exprimierenden FTC238 Zellen durchgefiihrt. 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 Sekundarantikérper detektierte MCT8 Protein war tber das gesamte Zytoplasma
der Zelle verteilt und in Vesikeln lokalisiert. Als weiterer Ansatz zur Klarung des
Funktionsverlustes wurde ein Sandwich Elisa durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt es Uber
differentiell mit Antikorpern 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 flr das doppelt getaggte Kontrollprotein. Dies konnte auf eine
Multimerisierung des MCT8 hinweisen.

6.3 Einflud von endokrinen Disruptoren (EDC) auf die Aktivitat der rekombinanten
humanen Schilddriisenperoxidase

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

C™©°, wurde der EinfluR

Sonnencremes oder Lacken enthalten. Mit Hilfe der Zelllinie FT
verschiedener Substanzen auf die Aktivitdt des Enzyms mittels Guaiacol Assay untersucht.
Zunéchst konnte gezeigt werden, dass die enzymatische Aktivitat der stabilen Zelllinie FTC™°
der Aktivitat von humanem Struma-Gewebe entspricht (siehe Tabelle 2). Zudem liel3 sich mit
dieser Zelllinie der Einfluss von chemischen Substanzen auf die Aktivitat des Enzyms
reproduzierbar nachweisen. Mit In-vitro-Assays mit der Zellline FTC™° konnte gezeigt werden,

dass 4-Nonylphenol (Np), welches ein Inhaltsstoff von Plastik und Lacken ist, F21338 (einem



synthetischen Flavonoid), Bisphenol A und der UV Filter Benzophenon 2 die humane
rekombinante Schilddrisenperoxidase hemmen.

Tabelle 2: Ergebnisse des Guaiacol Assays fir verschiedene Membranpraparationen.

Zellen Spezifische Aktivitat Probe Spezifische Aktivitat
[umol H20, x min™ x mg™] [umol H20, x min™ x mg™*
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 3 455+ 4,4 Struma 23 37,7+23
7 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Funktion der Schilddriisenperoxidase durch
endogene und exogene Einflisse beeintréachtigt sein kann. Zudem kann der Transport von
Schilddrisenhormonen durch Mutationen im Moncarboxylat 8-Gen gestort sein. Als endogene
Faktoren konnten monogen vererbte Alterationen des Schilddriisenperoxidase-Gens sowie des
Monocarboxylat-Transporters 8-Gens identifiziert werden. Im Bereich der exogenen Faktoren
wurde eine Reihe von Substanzen, welche die Funktion der Schilddrisenperoxidase hemmen,
detektiert.

7.1 Mutationen im Schilddrisenperoxidase-Gen

Mutationen im TPO-Gen wurden bei Patienten mit angeborener Hypothyreose in 41% der
untersuchten Allele identifizert. Bisher wurden insgesamt tber 40 verschiedene Mutationen bei
Patienten mit primérer Hypothyreose nachgewiesen (9). Funf der identifizierten Mutationen
waren bereits beschrieben, 15 Mutationen waren neu. Die haufigste Mutation unserer aus
verschiedenen europdischen Landern 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 niederlandischen Studie, die bei 46 untersuchten Familien die GGCC-Duplikation in
36% aller untersuchten Allele detektierte (10). Die GGCC-Duplikation fihrt zu einem
frihzeitigen 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 fur diese Patienten als
geklart, gelten. In 15 Fallen wurde eine TPO-Gen Mutation auf nur einem Allel identifiziert, eine
zweite Mutation konnte nicht gefunden werden. Mdglicherweise liegt die zweite Mutation in
einem Bereich des Gens, der nicht untersucht wurde wie den grof3en Intron-Bereichen.

10



Fehlerhaftes SpleiRen kann nur mit Hilfe von Schilddrisengewebe, mittels reverser
Transkription und anschlieBender Polymerase-Kettenreaktion gezeigt werden, welches uns
jedoch nicht zur Verfigung stand. Zudem kann sich eine Mutation auch dann auspréagen, wenn
das mutierte Allel bevorzugt transkribiert wird. Fir die TPO konnte die monoallelische
Expression einer Mutation mittels Schilddrisengewebe 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 Phanotyp 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 vergréf3erte Schilddrise.
Dennoch sind maligne Veranderungen der Schilddriise bei Kindern mit TPO-Mutation selten. In
der Literatur sind lediglich zwei Patienten mit follicularem Karzinom (14), beziehungsweise
follikularem 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)-dhnlichen Doméane (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 haufig die Ursache fir einen Biosynthesedefekt sind. Bei Patienten
mit orthotoper Schilddrise, Struma, erhdéhten Thyreoglobulin (TG)- und TSH Werten konnte im
Grol3teil der Falle die Erkrankung durch eine Mutation im TPO- Gen erklart werden. Der fur die
Kinder belastende Perchlorattest sowie der Auslassversuch im zweiten Lebensjahr ist fur
Patienten mit einer Funktionsverlustmutation im TPO-Gen deshalb nicht mehr notwendig.
Zusammenfassend |aRt sich aulRerdem schluf3folgern, dass Patienten mit einer Mutation in
Exon 14 des TPO-Gens regelmafige Ultraschalluntersuchungen und eine gut eingestellte
Substitution mit L-T4 erhalten sollten, um adenomatése oder maligne Veranderungen frih zu
erkennen bzw. ganz zu verhindern.

7.2 Funktionelle Untersuchungen zum Monocarboxylat-Transporter 8-Gen

Das sich entwickelnde Gehirn ist besonders sensitiv fir das physiologisch aktive
Schilddrisenhormon Tz und exprimiert nukledre T; Rezeptoren ab der 10. Schwanger-
schaftswoche (17). Bei Patienten mit Schilddrisenhormonresistenz wurden Mutationen im
Schilddrisenhormon-Rezeptorl3 (TRR) beschrieben. Die biochemischen Schilddriisenhormon-
werte dieser Patienten zeigen Auffalligkeiten mit einem erhéhten freien T, und Ts bei normalen
oder erhohtem Serum TSH. Der Index Patient stimmte nicht mit diesem Phanotyp Uberein: T
war im Serum stark erhoht und T, leicht erniedrigt, TSH lag im oberen Normbereich. Dennoch
wurde mit der Sequenzierung des Schilddrisenhormon-Rezeptor(3 eine Mutation in diesem Gen
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ausgeschlossen. Die Klarung 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 fir MCT8 eine 10-fach gesteigerte Aufnahme von Tg, T3, T, und 3,3-T,. MCT8 hat im
Vergleich zu anderen lodothyronin transportierenden Transportern (wie den anorganischen
Anionentransportern OATP-A und NTCP und dem L-Typ Aminosaure Transporter LAT1) die
hdchste Akvitat und zeigt eine leichte Praferenz fir Ts als Ligand (19). Die Sequenzierung des
MCT8-Gens bei unserem Patienten zeigte einen Austausch von Alanin zu Valin an
Aminoséaureposition 150 in der zweiten von insgesamt 12 Transmembran Domanen des
Transporters (7). Seither wurden mehrere Mutationen bei Patienten mit X-chromosomaler
mentaler Retardierung und erhdhten T; Werten publiziert (20-23). Unsere Arbeit zur Mutation
A150V konnte eine funktionelle Auswirkung belegen. Aufgrund des vélligen Funktionsverlustes
der Transportfahigkeit stellte sich die Frage nach einem intrazellularen Positionsdefekt. Mit Hilfe
der stabilen Linie FTC*% konnte gezeigt werden, dass das mutierte Protein nicht mehr an die
Zelloberflache gelangt und fast vollsténdig in Zellvesikeln vorliegt. Vermutlich handelt es sich
dabei um Vesikel des endoplasmatischen Retikulums oder des Golgi-Apparates. Ein weiterer
Ansatz zur Erklarung des Funktionsverlustes sind Untersuchungen zu Protein-Protein
Interaktionen. Fir G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren ist das Konzept der Dimerisierung zur
Ausbildung eines funktionsfahigen Rezeptors seit langerem akzeptiert (24). Ebenso haufen sich
die Indizien dafir, 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 gewahlt. 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 fir die Funktion des MCT8-Transporters werden zu einem besseren
Verstandnis der Bedeutung von MCT8 fir die frihe Entwicklung des zentralen Nervensystems
fuhren.

7.3 Einflul3 endokriner Disruptoren auf die Schilddriisenperoxidase

Der EinfluB von endokrinen Disruptoren wurde von Hertz 1958 fir den Steroid-Zyklus von
Rindern beschrieben (28). Seither wurden endokrine Disruptoren intensiv bezilglich ihres
Einflusses auf das Reproduktionssystem von verschiedenen Tierarten und dem Menschen
untersucht (29). Zum Einfluld von chemischen Substanzen auf das Hormonsystem der
Schilddrise ist bisher jedoch relativ wenig bekannt. Vor 45 Jahren wurde beobachtet, dass
Neugeborene, welche mit Soyamilch ernahrt wurden, eine Struma aufgrund von fehlender
Jodzufuhr entwickelten (30). Spater konnte gezeigt werden, dass die in der Soyamilch
enthaltene Isoflavon-Komponente Genistein sowohl in vitro als auch in vivo die
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Schilddrisenperoxidase inhibiert (31). Genistein inhibierte in unserem in vitro Testsystem mit
rekombinanter TPO aus FTC'™™® Zellen die Schilddriisenperoxidase. Soya alleine oder in
unterschiedlichen Kombinationen mit endokrinen Disruptoren fihrte in vivo zu einer Abnahme
von T4, was mit einer Beeintrachtigung der Funktion der Schilddriisenperoxidase erklart werden
kann. Neben Genistein inhibierte auch NP die Schilddrisenperoxidase in vitro allerdings in
hohen Konzentrationen, wie sie physiologisch nicht zu finden sind (32). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die stabile Zelllinie FTC™® ein sehr geeignetes Modell ist, um den EinfluR von
endokrinen Disruptoren auf die Schilddrisenperoxidase reproduzierbar zu untersuchen. Ebenso
wie Mutationen im TPO-Gen kdnnte eine exogene Inhibierung der TPO zu einer Hypothyreose
fuhren. In vivo-Experimente an Ratten =zeigten geringe Schwankungen in einzelnen
Schilddrisenparametern (32, 33).

7.4 Ausblick

Die Untersuchungen zu Mutationen im TPO-Gen haben direkte klinische Relevanz. Die
Mdoglichkeit aufgrund von Mutationen in Exon 14 des TPO-Gens schon wéhrend der Kindheit
maligne Veranderungen zu entwickeln, macht regelmafRige Ultraschalluntersuchungen bei
diesen Patienten notwendig. Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch ganzlich
unbekannt. Hier sind weiterfihrende 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
Mdglichkeit mehr Uber Struktur-Funktionsbeziehungen des Transporters zu lernen. Zudem sind
Lokalisations-Studien  mittels  Immunfluoreszenz-Doppelfarbung zum  Nachweis des
intrazellularen Transportdefektes nétig. Die Zelllinie FTC™° bietet eine gute Grundlage, um
weitere exogene Einflisse auf die SDH-Synthese in einem in vivo Modell zu testen.
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10 Anteilserklarung

Frau Petra Ambrugger hat ihre experimentelle kumulative Doktorarbeit mit dem Thema
LStorungen der Schilddrisenhormonsynthese und des Schilddriisenhormontransportes”

angefertigt. Grundlage fir die kumulative Promotion sind folgende drei Publikationen:

[1] Ambrugger P , Stoeva |, Biebermann H, Torresani T, Leitner C, Griters A. Novel mutations
of the thyroid peroxidase gene in patients with permanent congenital hypothyroidism. European
Journal of Endocrinology 2001;145:10-24.

Diese Arbeit beschreibt das Screening nach Mutationen im Schilddrisenperoxidase-Gen, der
haufigen Ursache eines Biosynthesedefektes. Frau Ambrugger hat die Bedingungen fiur die
PCR und die SSCP etabliert. Zudem hat sie die Sequenzierung mit den Sequenziergeraten ABI
377, ABI 3100 und die Analysen mittels Restriktionsanalysen durchgefiihrt. Dartiber hinaus hat
sie in der fortlaufenden Studie das Screening mittels dHPLC etabliert und durchgefiihrt. Sie
konnte zeigen, dass Mutationen im TPO-Gen héufig die Ursache fur die angeborene
Hypothyreose bei vorhandener Schilddriise sind. Die untersuchten Patienten waren nicht durch
einen Perchlorattest vorselektioniert und stellen daher im Vergleich zu anderen Arbeiten eine
weniger definierte Patientengruppe dar. Der Anteil von Frau Ambrugger an dieser Arbeit ist mit

mindestens 90% einzustufen.

[2] Biebermann H, Ambrugger P , Tarnow P, von Moers A, Schweizer U, Griters A. Extended
clinical phenotype, endocrine investigations and functional studies of a loss-of-function mutation
A150V in the thyroid hormone specific transporter MCT8. European Journal of Endocrinology
2005;153:359-66.

In dieser Publikation mit Frau PD Dr. Biebermann als Erstautorin wurde der Phanotyp des
Patienten mit der Mutation A150V im Monocarboxylat-Transporter 8-Gen detailliert beschrieben.
Die Untersuchungen zur funktionellen Auswirkung der Mutation zeigen, dass durch den
Austausch der Aminosaure Alanin zu Valin an Nukleotidposition 150 der Transport von
Schilddrisenhormon mittels MCT8 nicht mehr gegeben ist. Frau Ambrugger hat die differentiell
getaggten Epitope hergestellt und die Sandwich-Elisa Daten erhoben. Durch diese
Untersuchungen konnte erstmals gezeigt werden, dass MCT8 Homodimere ausbildet. Zudem
konnte durch Immunfluoreszenzstudien der Verbleib des mutierten Proteins MCT8*%
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu MCT8"" war das mutierte Protein hauptséchlich
innerhalb der Zelle in Vesikeln lokalisiert und kaum in der Plasmamembran zu finden. Der Anteil

von Frau Ambrugger an dieser Arbeit betragt etwa 40%.
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[3] Schmutzler C, Hamann |, Hofmann PJ, Kovacs G, Stemmler L, Mentrup B, Schomburg L,
Ambrugger P , Griters A, Seidlova-Wuttke D, Jarry H, Wuttke W, Kdhrle J. Endocrine active
compounds affect thyrotropin and thyroid hormone levels in serum as well as endpoints of

thyroid hormone action in liver, heart and kidney. Toxicology 2004;205:95-102.

Diese von Frau PD Dr. Schmutzler als Erstautorin veréffentlichte Arbeit beschreibt den Einfluf
von endokrinen Disruptoren auf die stabil, rekombinante humane TPO exprimierende Zelllinie
FTC™©. Die Zelllinie wurde von Frau Ambrugger hergestellt und der Guaiacol Assay zur
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat etabliert. Der Anteil von Frau Ambrugger an dieser

Arbeit ist bei 10% anzusiedeln.

Dartber hinaus ist eine vierte Publikation zu weiteren endokrinen Disruptoren bereits

eingereicht, der Anteil von Frau Ambrugger liegt in dieser Arbeit ebenfalls bei 10%.

Prof. Dr. Annette Griters Petra Ambrugger
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