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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Schilddriise

Die Schilddruse (Glandula thyreoidea) reguliert mit ihren Hormonen Wachstum und
Entwicklung des Menschen sowie Energiehaushalt, Stoffwechsel, Nervensystem und
die Herzaktivitat. Die Schilddriuse liegt beim Menschen bedeckt von der geraden
Halsmuskulatur unterhalb des Schildknorpels (Cartilago thyreoidea) vor und beidseits
neben der Luftrohre (Trachea). Sie besteht aus den beiden Schilddrusenlappen Lo-
bus dexter und sinister sowie dem verbindenden Isthmus. Die normale Grole der
Schilddruse betragt insgesamt 18-25 ml. Sie gliedert sich in eine innere und auliere
Kapsel. Es besteht eine enge Nachbarschaft zum Nervus laryngealis recurrens, wel-
cher die innere Kehlkopfmuskulatur motorisch innerviert. Insbesondere bei der opera-
tiven Behandlung konnen dessen Nervenfasern leicht verletzt werden, Heiserkeit
oder Atemnot konnen die Folge sein. Auch bei einer Kropfbildung durch lodmangel
(Struma) kann es zu einer Reizung des Nervens und in der Folge zu Engegefuhl und

Heiserkeit kommen.

Histologisch besteht die Schilddrise aus ca. 3 Mio. mit Kolloid gefullten Schilddri-
senfollikeln, welche von einem einschichtigen Epithel (Thyreozyten) ausgekleidet
sind. Das Kolloid besteht hauptsachlich aus Thyreoglobulin (Tg), in dem die Hormone
Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3) in inaktiver Form als integraler Bestandteil der
Polypeptidkette enthalten sind. Zwischen den Follikeln finden sich die Calcitonin pro-
duzierenden C-Zellen [1].

Die zentrale Aufgabe der Schilddrise besteht in der Synthese, Speicherung und
Sekretion der beiden iodhaltigen Schilddrisenhormone T3 und T4 [2].

1.1.1 Regulation der Schilddrisenhormonsynthese:
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrusenachse

Die Funktion der Schilddrise wird durch einen Regelkreislauf gesteuert, der die
Hormonsekretion auf den physiologischen Bedarf des Organismus abstimmt. Im Hy-
pothalamus wird das Thyreotropin Releasinghormon (TRH) produziert und gelangt
uber ein Pfortadersystem (hypophysarer Portalkreislauf) zum Hypophysenvorder-
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lappen. Dort stimuliert TRH die Sekretion des Thyreoidea stimulierenden Hormons
(TSH) in den Blutkreislauf. Diese Sekretion wird durch Somatostatin gehemmt. In der
Schilddrise bindet TSH an den TSH-Rezeptor und bewirkt dort cCAMP vermittelt eine
verstarkte lodaufnahme und Hormonsekretion sowie Uber den Phosphoinositol-
Transduktionsweg die lodierung von Tg und die Hormonsynthese. Die unter TSH-
Einwirkung vermehrt synthetisierten und freigesetzten Schilddrisenhormone sind flr
die negative Ruckkopplung verantwortlich. Sie hemmen auf hypothalamischer Ebene
die TRH-Sekretion und auf hypophysarer Ebene die TSH-Sekretion [3]. So wird si-
chergestellt, dass dem Organismus stets die notwendige Menge an Schilddrisen-
hormonen zur Verfugung steht. Zusatzlich existiert auch eine intra-thyreoidale Auto-
regulation zwischen organischem lodpool und der Leistung des Natrium-lodid-
Symporters. Bei einem lodmangel kommt es zu einer vermehrten, bei lod-
Uberschuss zu einer verminderten Aufnahme von lodid (Wolff-Chaikoff-Effekt, siehe
auch 1.3.1.3).

Abb. 1-1:  Regulation der Schilddriisenhormone: Stimulation der Synthese und Sekre-
tion durch TRH und TSH sowie Hemmung durch Ts, T4 und Somatostatin.

; :

Hypothalamus Hypophyse
T,->T, T > T,

Schilddrlse

L ow 65 8

Somatostatin

1.1.2 Schilddriisenhormonsynthese

Die iodhaltigen Schilddrisenhormone Tetraiodthyronin (Thyroxin, T4) und Triiod-
thyronin (T3) werden durch lodierung und Abspaltung aus Tg in der Schilddrise ge-
bildet. Das aus zwei identischen Untereinheiten bestehende Tg wird durch die Thy-
reozyten synthetisiert und im Follikellumen gespeichert. Dort findet auch die Thyreo-
peroxidase (TPO) vermittelte lodierung der Tyrosylreste statt. Die membranstandige
TPO ist im apikalen Bereich der Thyreozyten an den in das Follikellumen hineinra-
genden Mikrovilli lokalisiert. Sie oxidiert lodid unter H202-Verbrauch zum lodonium-
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lon (") und baut es anschlieBend in die Tyrosylreste des Tg ein. Die lodierung erfolgt
unter Bildung von Mono- (MIT) und Diiodtyrosin (DIT), welche dann durch eine intra-
molekulare Kopplungsreaktion zu T3 und T4 werden. Dabei bilden zwei DIT Molekule
T4 sowie jeweils ein MIT und DIT Molekul Ts. Das hierfur erforderliche lodid gelangt
aus dem Blut Uber den an der basalen Zelloberflache gelegenen Natrium-lodid-
Symporter (NIS) [4-6] zunachst in die Epithelzelle und von dort wahrscheinlich Gber
den Pendrin-Kanal [7-9] in das Follikellumen. Zur Sekretion der Hormone werden die
im Follikellumen gespeicherten an Tg gekoppelten Schilddrisenhormone durch Pi-
nocytose von den Epithelzellen aufgenommen. Intrazellular findet eine Fusion der
Vesikel mit Lysosomen unter Bildung von Phagolysosomen statt, in welchen durch
Cystein-Proteasen das Tg vollstandig abgebaut wird und die Schilddrisenhormone
freigesetzt werden. Diese werden in das Blutplasma sezerniert. Ebenfalls entstehen-
de MIT und DIT werden wahrscheinlich innerhalb der Thyreozyten durch die lodoty-
rosindehalogenase 1 (DEHAL1) zu Tyrosin und lodid deiodiert, welches zur Hormon-
synthese wieder verwendet wird [10]. Tyrosin und lodid stehen somit der Schilddrise

wieder fur die Hormonsynthese zur Verfugung.

Abb. 1-2: Ablauf der Schilddriisenhormonsynthese im Thyreozyten:

lodid (I') gelangt tiber den Natrium-lodid-Symporter (NIS) vom Blut in den Thy-
reozyten, Uber den Pendrin-Kanal ins Follikellumen, wird an der Thyreoperoxi-
dase (TPO) unter H,O,-Verbrauch zum lodonium-lon (I') aktiviert. I" reagiert
mit den Tyrosylresten des Tg zu MIT und DIT, durch Kopplungsreaktion zu Tg-
T5 und Tg-T4. Aufnahme in Thyreozyten durch Pinocytose, dort Abbau von Tg
durch Lysosomen und Sezernierung von Ts und T4 ins Blut. ATPase = Adeno-
sintriphosphatase, ADP = Adenosindiphosphat, MIT + DIT = Mono- und Diiod-
tyrosin, NADPH = Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, ThOx1/2 = Thyroid-
Oxidase, TSI-’I-R = Thyreotropin-Rezeptor, Tg = Thyreoglobulin.
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Im Blut werden die Schilddrisenhormone hauptsachlich, da sie sehr schlecht was-
serloslich sind, an Tragerproteine gebunden transportiert. Wichtigstes Protein hierbei
ist das Thyroxin-bindende Globulin (TBG). Die Serum-Konzentration von T4 betragt
etwa das Vierzigfache der T3 Konzentration. Die Halbwertszeit von T4 betragt sieben
Tage, von T3 nur einen Tag. Ungefahr 68% des gebundenen T4, und 80% des T;
werden an TBG gebunden transportiert. Der Rest bindet an das Transthyretin (TTR)
und an Albumin. Albumin hat dabei die geringste Affinitat fir Schilddrisenhormone,
kommt aber aufgrund seiner hohen Plasmakonzentration trotzdem fur fast 20% der
Hormonbindung auf. Nur 0,03% des T4 und 0,3% des T3 liegen im Plasma in freier
ungebundener Form vor. Dieser Unterschied entsteht im Wesentlichen durch die ca.
20-fach niedrigere Bindungsaffinitat von TBG fur Ts.

Nur die freien ungebundenen Schilddrisenhormone (fT3, fT4) stehen dem Stoffwech-
sel zur Verfugung. Die an Bindungsproteine gebundenen Mengen an T3 und T4 stel-
len ein Reservoir fur Schilddrisenhormone dar und sorgen dadurch fur gleichmallige

Plasma-Hormonspiegel.

Tabelle 1-1: Ubersicht iiber die humanen Schilddriisenhormon-Bindungsproteine,
TBG: Thyroxin-bindendes Globulin, TTG: Transthyretin.
(Tabelle nach P. Reed Larsen et al., Wiliams Textbook of Endo-
crinology, 2003, [11])

TBG TTG Albumin

Molekulargewicht (kDa) 54 000 54 000 66 000
Plasmakonzentration (umol/l) 0,27 4,6 640
T4-Bindungskapazitat (ugT4/dl) 21 350 50 000
Assoziationskonstanten der
Hauptbindungsstelle (/M)

T4 1x10" 7 x 107 7x10°

Ts 5x 10" 1,4 x 10’ 1x10°
Anteil an gebundenem Hormon (%)

T4 68 11 20

T3 80 9 11

Die zellulare Aufnahme der Schilddrusenhormone geschieht nicht wie friher ange-
nommen wurde durch Diffusion, sondern Uber einen energieabhangigen Transport.
In den letzten Jahren konnten zahlreiche Schilddrisenhormontransporter identifiziert
werden. Die meisten dieser Transporter sind nicht schilddrisenhormonspezifisch,
sondern transportieren eine Vielzahl verschiedener Liganden. Zu dieser Gruppe von
Transportern gehéren NTCPs (Familie Na*-abhangiger organischer Anionen Trans-
porter), verschiedene OATPs (Na'-unabhéngiger Transport amphipatischer organi-
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scher Verbindungen), L-Typ der HATs (heterodimerische Aminosaure Transporter)
und FAT. Aullerdem wurden bisher zwei auf Schilddrisenhormone spezialisierte
Transporter entdeckt: OATP-F (bevorzugter Ligand T4) und MCT-8 (bevorzugter Li-
gand T3) [12-14].

Im Cytosol der Zellen kann T4 durch die Dio1 oder Dio2 zu T3 aktiviert oder durch die
Dio3 in rTz umgewandelt und Tz kann durch die Dio3 zu T, inaktiviert werden. Die
Wirkung von T3 wird Uber den T3-Rezeptor (TR) vermittelt. Der TR ist normalerweise
als ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor an Ts-responsive Elements (TRE)
in der Promotorregion der Tz-abhangigen Gene gebunden und bewirkt im aktivierten
Zustand eine Regulation der Transkription [12].

Abb. 1-3: Regulation der biologischen Aktivitdt der Schilddriisenhormone und ihre
Wirkung:

Ts und T4 gelangen (ber Transporter (z. B. MCT-8, OATP-F) in die Zel-
le. T4 wird durch Dio1/2 zu Tj aktiviert oder durch Dio3 zu rTs; abgebaut.
T3 kann durch Dio3 zu T, inaktiviert werden. Ts bindet an TR, der als
Heterodimer mit RXR an TRE in der Promotorregion Ts-abhéangiger Ge-
ne gebunden ist. TR bewirkt im aktivierten Zustand eine Regulation der
Transkription. RXR = Retinoid-X-Rezeptor, rT; = 3,3’,5’-Triiodthyronin,
T, = 3,3™-Diiodthyronin, TRE = Ts-responsive Elements.

(Abbildung nach Friesema et al., 2005, [12])
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1.1.3 Ein genauerer Blick auf die Thyreoperoxidase

J

Die Thyreoperoxidase (TPO) gehort in die Familie der Peroxidasen und ist ein Typ | gly-
kolisiertes transmembrandses Hamprotein. Das Gen, welches fur die humane TPO ko-
diert, liegt auf Chromosom 2 und besteht bei einer Gesamtlange von 150 kbp aus 17
Exons und 16 Introns. Es kodiert fur ein Enzym, welches aus 933 Aminosauren besteht
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und eine Transmembrandomane besitzt. Die Expression der TPO wird durch thyreozy-
tenspezifische Transkriptionsfaktoren wie TTF-1, TTF-2 und Pax-8 gesteuert.

Das Bemerkenswerte an der TPO ist, dass sie drei vollig verschiedene Reaktionen
gleichzeitig katalysiert. Sie oxidiert einerseits lodid zum lodonium-lon und sorgt anderer-
seits fur die lodination der Tyrosylreste, was einer elektrophilen Substitutionsreaktion
entspricht. Aulderdem unterstutzt sie die intramolekulare Kopplungsreaktion von MIT und
DIT zu T3 und T4, was einer phenolischen Kondensationsreaktion entspricht [15].

"_Kern. Durch endo-

Als Hamprotein besitzt die TPO in ihrem aktiven Zentrum einen Fe
gen produziertes H,O, wird dieser durch Ubertragung von zwei Elektronen zu
Fe"-O oxidiert [16-18]. Diese Form wird als ,Compound I* bezeichnet. Es sind zwei I-
somere des ,Compound |“ bekannt. Zum einen gibt es das ,Compound I* als Oxoferryl-
m-Radikalkation |, in seiner anderen Form gibt der TPO-Fe-Kern das zweite
Elektron an eine nahe im Apoprotein gelegene Aminosaure ab und bildet eine Protein-
Radikal-Form aus [19]. Fur die TPO ist noch nicht restlos geklart, um welche Aminosau-
re es sich dabei handelt, wahrscheinlich ist es aber ein Tyrosin- oder Tryptophan-Rest,
der das Elektron aufnimmt. In Abwesenheit eines geeigneten Substrates wandelt sich
die instabile Oxoferryl--Kation-Radikal-Form schnell in die stabilere Protein-Radikal-
Form um. Das zweite Oxidationselektron wird dabei auf eine Aminosaure ubertragen.
Strittig und noch nicht vollstandig geklart ist dabei die Frage, ob die beiden Formen der
oxidierten TPO auch fur die zwei unterschiedlichen Aufgaben der TPO verantwortlich
sind oder ob lodination und Kopplungsreaktion beide von der Oxoferryl-r-Kation-
Radikal-Form katalysiert werden und ob es sich dabei um eine Ein- oder Zwei-
Elektronenubertragungsreaktion handelt [15, 19]. Dies ist relevant auch wegen der mog-
lichen Ausbildung eines Radikalzustandes wahrend der Reaktion.

Abb. 1-4:  Compound I Bildung der TPO:
Die Oxidierung des nativen Enzyms mit zwei Elektronen fiihrt erst zur Bil-
dung des Compound | in der Oxoferryl-r-Kation-Radikal-Form. In Abwe-
senheit eines geeigneten Substrats kommt es zur raschen Umwandlung in
die stabilere Protein-Radikal-Form. Das zweite Elektron der Oxidationsreak-
tion wird dabei auf eine im Apoprotein gelegene Aminoséure Uberfthrt. (Ab-
bildung nach Taurog et al., 1996, [19])

Resting Heme Compound I Compound I

H,0, isomerization
— + - >
.- Ar-H --- Ar-H f--- Ar’

n-Cation I Protein Radical I
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Die oxidierte Form der TPO reagiert in einem zweiten Schritt mit dem lodid im Folli-
kellumen zu einem lodierungszwischenprodukt, dessen genaues Aussehen noch
umstritten ist. Bei diesem Zwischenprodukt handelt es sich entweder um ein Ham-
TPO-I(+) lodinium lon oder um ein TPO-O-I(-) Hypoiodid [19, 20]. Das lodierungs-
zwischenprodukt reagiert anschlielend mit dem Tg und Ubergibt dabei das lod an die
Tyrosylreste. In der sich anschliefenden Kopplungsreaktion entsteht aus MIT und
DIT schlieBBlich T3 und T4 (siehe auch 1.1.2).

Abb. 1-5:  Durch Oxidation des Fe"-Kerns der TPO entsteht die m-Kation-Form (1).
In  Anwesenheit von lodid als Substrat entsteht das Hypoiodid-
lodierungszwischenprodukt (E-OI), von welchem schliel3lich das lod auf
die Tyrosylreste des Tg lbergeht (2+3). Die Kopplungsreaktion findet in
einem zweiten Schritt statt (4). Hohe lodidkonzentrationen scheinen
Uber eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen dem 1-Kation und
dem Protein-Radikal die Kopplungsreaktion zu hemmen. (Abbildung nach
Taurog et al., 1996, [19])
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DIT
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Coupling
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E(Fe'“)+Tg/ - EOr
N 3
DIT

1.1.4 Hormon-Aktivierung und -Inaktivierung durch Deiodasen

Der wichtigste Reaktionsweg fur T, ist die Umsetzung in seine aktive Form Ts. Dies
geschieht durch 5’-Monodeiodierung des ,aul’eren®, weiter von der Amid-Gruppe
entfernten, Phenol-Ringes. Diese Reaktion wird durch die lodothyronin Deiodasen
vom Typ 1 und Typ 2 (Dio1, Dio2) katalysiert. Die Deiodierung des ,inneren“ Phenol-
Ringes geschieht hauptsachlich durch die Deiodase Typ 3 (Dio3). Durch letztere Re-
aktion werden T4 und T3 inaktiviert [21, 22]. Daher kann Uber diese drei Reaktions-
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wege sowohl eine Aktivierung als auch eine Inaktivierung von T; stattfinden und die

Schilddrisenhormonspiegel kdnnen zellspezifisch reguliert werden.

Abb. 1-6: Reaktionswege zur Aktivierung und Inaktivierung von T4 und T, kataly-
siert durch Dio1, Dio2 und Dio3:
Die Nummern beziehen sich auf die Position der lodatome, welche ab-
gespalten werden. Die Klammer um Dio1 betont, dass Dio3 wahr-
scheinlich hauptséchlich das Enzym ist, welches die Deiodierung des
inneren Ringes katalysiert. (Abbildung nach P. Reed Larsen et al., Wil-
liams Textbook of Endocrinology, 2003, [11])
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Alle drei lodothyronin 5’-Deiodasen enthalten Selenocystein in ihrem aktiven Zentrum
[22-24]. Die nukleophilen Eigenschaften des Selenocysteins machen die Selenodei-
odasen zu idealen Katalysatoren von Redoxreaktionen wie der Deiodierung von
lodothyroninen. Das Selen der Deiodasen fungiert wahrend der Reaktion als lodid-
Akzeptor [25]. Siehe hierzu auch Abbildung 1-7.

Das aktive Zentrum besteht aus einem einzelnen Selenocystein, welches den kataly-
tischen Kern der Deiodasen bildet und von 15 in der Evolution hoch konservierten

Aminosauren umgeben ist. Die verschiedenen Subtypen der Deiodasen unterschei-
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den sich unter anderem in der Variation dieser Aminosauren. Die Deiodierung der

Schilddrusenhormone geschieht in zwei Teilschritten:

1. Transfer eines lodoinum-lons (I+) vom Substrat zum Selenolat-Anion (Se”) der
Deiodase unter Bildung eines Selenyliodid-Zwischenproduktes (Sel) und

2. Reduktion von Sel durch eine thiolgruppenhaltige Substanz (Cofaktor), wie z. B.
reduziertes Glutathion oder Dithiothreitol (DTT) [26].

Bisher ist es noch nicht gelungen, den naturlichen Cofaktor dieser Reaktion in vivo

nachzuweisen. Allerdings konnte eine Stimulation der Dio1-Aktivitat mit dem Glu-

tatredoxin-, Thioredoxin-System und mit Dihydroliponamid gezeigt werden [26, 27].

Ob eine Regenaration des Enzyms in vivo tatsachlich erfolgt, konnte bisher nicht

nachgewiesen werden.

Die Hemmung der Dio1 durch das Thyreostatikum 6-n-Propyl-2-thiouracil (PTU) wird

fur einen Teil der antithyreoidalen Wirkung dieser Substanz verantwortlich gemacht.

PTU reagiert dabei mit dem Sel-Zwischenprodukt der Dio1 und bildet unter Abspal-

tung des lodids als Endprodukt ein Selenylsulfid. Diese Verbindung ist sehr stabil

und stellt damit eine irreversible Hemmung der Dio1 dar. Siehe auch Abb. 1-7.

Die Deiodase Typ 1 (Dio1) kann sowohl die 5'- als auch die 5-Deiodierung von T4
katalysieren (Kmn: 10°mol/l), um T3 und rT3 zu bilden. Die favorisierten Substrate der
Dio1 sind rT3 (5-Deiodierung) und T3-SO4 (5-Deiodierung) mit einer K, von
10 mmol/l [28, 29]. Die Dio1 kann durch PTU selektiv gehemmt werden, da Dio2
und Dio3 erst bei sehr hohen Konzentrationen eine Hemmung zeigen. Die Halb-
wertszeit der Dio1 betragt 12 Stunden. Exprimiert wird die Dio1 hauptsachlich an der
Plasmamembran von Zellen der Leber, Niere, Schilddrise und euthyreoten Hypo-
physe [30]. Bei der Hyperthyreose steigt die Konzentration der Dio1 an und da PTU
die Dio1 hemmt, ist diese Substanz in der Behandlung besonders effektiv.

Die Deiodase Typ 2 (Dio2) favorisiert T, und rT3 als Substrat (Kn: 10° mol/l) und
kann nur eine Deiodierung des ,aul3eren” Ringes katalysieren. lhre Halbwertzeit be-
tragt 20 bis 30 Minuten, da sie rasch ubiquitinyliert und abgebaut wird, ein Prozess
der durch die Anwesenheit von T4 und rT3 noch beschleunigt wird (,negatives feed-
back®). Die Dio2 wird hauptsachlich im Endoplasmatischen Retikulum der Zellen von
ZNS, Haut, Skelett- und Herzmuskel, braunem Fettgewebe und der Hypophyse
exprimiert [31, 32].
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Die Deiodase Typ 3 (Dio3) findet sich vornehmlich in Plazenta und adulten ZNS und
in solchen Geweben, die wenig auf Schilddrisenhormone in ihrem entsprechenden
Differenzierungszustand reagieren [23]. Die Expression von Dio3 wird durch Steige-
rung der Transkription bei hoher T3 Konzentration reguliert. Dadurch ergibt sich ein
Ruckkopplungsmechanismus, der eine Tz Homoostase ermoglicht. Eine erhohte
Dio3-Aktivitat findet sich in der fotalen Entwicklung. Das bei schwer kranken Men-
schen vorkommende Low-T3-/Low-T4-Syndrom geht auf eine Kombination aus er-
hohter Dio3-Aktivitat im erwachsenen Korper mit Neoexpression von Dio3 in Gewe-
ben wie Leber, Niere und Herz sowie einer verminderten hepatischen und renalen
Dio1-Aktivitat zurick. Dadurch kommt es in der Peripherie zu einem vermehrten Ab-

bau von T3 und T4 bei erh6htem rT3; und normalem bis vermindertem TSH [33-35].

Ungefahr 40% des von der Schilddrise produzierten T4 wird peripher in T3 umgewandelt
und ebenfalls 40% in rTs. Insgesamt entstehen 40-85% des gesamten T3 durch Um-
wandlung aus T4. Nach Applikation von PTU wird die periphere Produktion um ca. 20%
(euthyreoter Zustand) bis 50% (hyperthyreoter Zustand) vermindert [36, 37].

Lange glaubte man durch die unterschiedliche Lokalisation der Dio1 (Plasma-
membran) und Dio2 (Endoplasmatisches Retikulum) in der Zelle kdme es zu einer
differenzierten Verteilung der Produkte. Dabei wurde davon ausgegangen, dass T3
aus Dio2-katalysierter Deiodierung vorwiegend die lokale Versorgung der Zelle Uber-
nimmt. T3, welches Dio1-katalysiert entstanden ist, sollte dagegen durch Sekretion
ins Plasma Uberwiegend zur Ts-Versorgung des Korpers beitragen [38].

Neueste Untersuchungen bei Nagetieren zeigten, dass die Ts-Produktion der Schild-
druse bei Selenmangel bis zu 80% der Gesamt-Ts:-Menge ausmachen kann. Ein-
drucksvoll konnte dies an einem Maus-Knockout-Modell gezeigt werden, bei dem alle
Selenoenzyme in den Hepatozyten fehlten [39, 40]. Die entsprechenden Mause hat-
ten eine morphologisch komplett unauffallige Schilddrise, normale Schilddrisen-
hormonspiegel und normale TSH-Werte. Die Schilddrise konnte die Funktion der
hepatischen Dio1 fast vollstandig Ubernehmen, aber es kam zu keiner Kompensation
durch erhohte Dio1 oder Dio2 Aktivitat in anderen Geweben. Dies legt zumindest die
Vermutung nahe, dass auch beim Menschen die Fahigkeit der Schilddrise zur Ts-
Produktion unterschatzt wird [33]. Untersuchungen zur Enzymaktivitat der Dio2 wie-

sen darauf hin, dass diese einen weitaus groReren Beitrag zum zirkulierenden T3
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leistete, als bisher angenommen [41]. Gerade im Zustand der Hypothyreose wird die
Expression der Dio2 gesteigert und tragt dann wesentlich zum Gesamt-T; bei.

Tabelle 1-2: Es werden 3 Selenodeiodasen unterschieden. Sie enthalten Selenocystein
in ihrem aktiven Zentrum und kdnnen lodothyronine deiodieren, unter-
scheiden sich aber hinsichtlich Vorkommen, Deiodierungsstelle und Funk-
tion (nach P. Reed Larsen et al., Williams Textbook of Endocrinology,
2003 [11] und Kéhrle et al., 2005 [42] und Bianco et al., 2006 [21]).

Parameter Dio 1 Dio 2 Dio 3
Deiodierungsstelle auRerer und innerer auRerer Phenol-Ring innerer Phenol-Ring
Phenol-Ring (5+5°) (5) (5)
Quelle des Plasma T3 Plasma Ts, intrazellul&- | Inaktivierung von T3 + T4,
Funktion speziell bei Hyper- res T3 in bestimmten Vermehrt in Schwanger-
thyreose Geweben schaft und Sepsis
Leber, Niere, SD, euthy- ZNS, hypothyreote Hy- Plazenta, ZNS, Ha-
Vorkommen reote Hypophyse, pophyse, braunes Fett- mangiome, fotale
nicht ZNS(?) gewebe, Plazenta, SD, Leber
Skelett- + Herzmuskel
:;]nglr'sza;:%n Plasmamembran / ER Ensgt?iif?n?t(lég])es Plasmamembran?
Bevorzugte Substrate rT; (5"), T3S (5) Ty, rT5 (5") T3, T4 (5)
K, (mol/l) 107" (rT5), 10° (T4) 10~ (T, and rT5) 10” (T; and T,)
Molekulargewicht (Da) 29.000 30.500 31.500
PTU Hemmung Hoch Keine Keine
Antwort auf erhdhtes Ty 1 ! 1
SD: Schilddriise, PTU: Propylthiouracil, rT;,: reverses T;, ZNS: Zentrales Nervensystem

Abb. 1-7:  lodothyronin Deiodase Typ 1 — Mechanismus der Deiodierung von T4
und Hemmung durch PTU:

Bei der Deiodierung von T4, kommt es zum Transfer eines lodoinum-
lons (I+) zum Selenolat-Anion (Se-) der Deiodase unter Bildung eines
Selenyliodid-Zwischenproduktes (Sel). Dieses wird anschlieRend durch
einen thiolgruppenhaltigen Cofaktor, wie z.B. Glutathion (GSH), wieder
zu Se reduziert. Dabei wird lodid (') freigesetzt. PTU bindet kovalent
an E-Sel und hemmt damit die Dio1 irreversibel. (Abbildung nach Kui-
per et al. [26] und Roy et al. [43])
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1.1.5 Die Schilddruse und Selen

Die Spurenelemente lod und Selen sowie die Mineralien Eisen, Calcium und Magnesi-
um sind fur den Schilddrisenstoffwechsel wichtig. Selen ist ein Halbmetall mit der
Ordnungszahl 34 und findet sich in der 6. Hauptgruppe und der 4. Periode im Perio-
densystem. Es wurde 1817 von Jons Jacob Freiherr von Berzelius im Bleikammer-
schlamm einer Schwefelsaurefabrik in Schweden entdeckt und nach der griechischen
Mondgottin Selene benannt. In der Natur kommt Selen vorwiegend als Metallselenit in
schwefelhaltigen Erzen zusammen mit Kupfer, Blei, Zink, Gold und Eisen vor. Selen ist
dem Schwefel in seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften sehr ahnlich,
zeichnet sich aber durch seine groRere Elektronenhulle und der daraus resultierenden
hoheren Nukleophilie aus.

Zunachst wurde Selen als hoch giftig und kanzerogen eingestuft. Heute ist bekannt,
dass Selen ein essentielles Spurenelement ist und im menschlichen Korper im Sele-
nocystein, der 21. proteinogenen Aminosaure vorkommt. Selenocystein, ein reaktives
Analogon des Cysteins, enthalt statt eines Schwefel- ein Selenatom. Es hat eine nied-
rigere Saurekonstante (pKs = 5,3), ist redoxaktiver als Cystein und Bestandteil einiger
Enzyme, wie den Glutathion-Peroxidasen, lodothyronin Deiodasen und einigen Thio-
redoxin-Reduktasen. Im aktiven Zentrum der Enzyme steuert Selenocystein Redox-

Reaktionen.

Selenocystein entsteht aus der Aminosaure Serin, indem diese an eine spezielle tRNA
mit dem Anticodon ACU bindet. AnschlieRend wird diese tRNA selenyliert, d. h. Serin
wird zu Selenocystein umgesetzt (Ersatz der Hydroxy- durch eine Selenol-Gruppe)
und es entsteht tRNA®®°. Diese hat das Anticodon ACU und paart mit dem Stopp-
Codon UGA. Fur den Einbau eines Selenocysteins anstelle eines Translationsstopps
mussen folgende Bedingungen erfullt sein. Der normale Elongationsfaktor muss durch
einen Sec-spezifischen (EFSec) ersetzt werden, die mRNA einen Stem-Loop (SECIS)
ausbilden und ein daran bindendes spezifisches Selenocysteine Insertion Sequence
Binding Protein (SBP2) vorhanden sein.

Der Thyreozyt exprimiert eine ganze Reihe verschiedener Selenoenzyme, dazu geho-
ren die beiden lodothyronin 5-Deiodasen Typ 1 und Typ 2, GPx-1, GPx-3, TrxR,
Sep15, SePP und SeW. Die Gluthation Peroxidase 3 (GPx-3) wird in das Schilddru-
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senfollikellumen sezerniert und sorgt dort vermutlich fir den TSH-abhangigen Abbau
von uberschussigem H2O2, welches nicht fur die Schilddrisenhormonsynthese beno-
tigt wird. Sep15 spielt moglicherweise beim Abbau von falsch glykolisiertem Tg eine

wichtige Rolle [5].

Die Schilddrise ist besonders reich an Selen. Dafur verantwortlich ist vermutlich der
hohe Gehalt an GPx-3, aber auch zum geringen Teil das Selenocystein der Deiodasen.
In Gegenden mit einem ausgepragten lod- und Selenmangel tritt der myxddematose
Kretinismus haufig auf (Zaire, China) [44]. Bei dieser Krankheit kommt es zur Ausbildung
einer kleinen atrophischen Schilddruse, die nur durch eine kombinierte rechtzeitige Sub-
stitution von Selen und lod behandelt werden kann [5, 45]. Durch den Selenmangel
kommt es zu einer verringerten GPx-Aktivitat, wodurch die wahrend der Schilddrisen-
hormonsynthese gebildeten Sauerstoff-Peroxide nicht hinreichend reduziert werden und
es zu Zellnekrosen kommt. Durch die Gabe von Selen normalisieren sich die GPx-

Aktivitat und die Schilddrisengrof3e, durch lodgabe ebenfalls die Hormonproduktion [5].

Ein milder Selenmangel scheint nach ersten Studien zu einer hoheren Inzidenz und Ak-
tivitat einer Autoimmunthyreoiditis beizutragen. Ausgehend von dieser Annahme wurden
inzwischen mehrere Studien durchgefuhrt. In einer prospektiven randominisierten
geblindeten Studie von Gartner et al. (2002) [46, 47] wurden Patienten mit einer floriden
Autoimmunthyreoiditis mit 200 ug Natriumselenit pro Tag versus Placebo behandelt.
Wahrend der Studienzeit von 3 Monaten wurden der Verlauf der TPO-Antikorper (TPO-
AK), der Thyreoglobulin-Antikorper und die Schilddrisenhormon-Konzentrationen im
Serum sowie Echomuster und Perfusion der Schilddrise in der Sonographie bestimmt.
In der Gruppe der Selensubstituierten verringerte sich die Konzentration der TPO-AK auf
64% des Ausgangswertes. Die Patienten fuhlten sich unter der Substitution wohler und
bei zusatzlich bestehenden Autoimmunerkrankungen oder Allergien kam es zu einer
Besserung der Symptomatik. Auch in einer zweiten 2002 von Duntas et al. [48] durchge-
fuhrten Studie kam es zu einem signifikanten Abfall der TPO-AK Konzentrationen im
Serum nach 3 Monaten um 46% und nach 6 Monaten um 55,5%. In einer 2007 verof-
fentlichten Studie von Mazokopakis et al. [49] konnte eine Reduktion der TPO-AK im
Serum um 13% nach 6 und 21% nach 12 Monaten festgestellt werden. Ahnlich positive
Effekte auf die TPO-AK Konzentration im Serum konnte auch fur die Selensubstitution

bei postpartaler Autoimmun-Thyreoiditis gezeigt werden [50-53].
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1.2 Schilddriisenerkrankungen

1.2.1 lodmangel und Struma

Fir die Bildung der normalen Schilddrisenhormonmenge werden taglich etwa 60 pg
lodid gebraucht. Nimmt man noch die Mengen, die taglich durch Darm oder Niere
ausgeschieden werden mit in die Berechnung, liegt die tagliche Mindestversorgung
bei ca. 100 pg lodid, um alle Anzeichen eines lodmangels auszugleichen. In
Deutschland wird von der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung eine Tageszufuhr
von 200 ug lodid fur Erwachsene empfohlen (siehe Tabelle 1-3). lodmangel ist ein
haufiges Problem und betrifft die Bevolkerung vieler Regionen dieser Erde. Es wird
geschatzt, dass weltweit ca. 1 Milliarde Menschen in mit lod unterversorgten Gebie-
ten leben [11]. Oft kommt es bei diesen Menschen zur Ausbildung einer TSH-
induzierten kompensatorischen Vergrof3erung der Schilddrise (endemischer Kropf).
Aber auch TSH unabhangig kann es bei Jodmangel zur Proliferation der Thyreozyten
und Schilddrisenfollikel kommen. Bei einem starken lodmangel unter der Schwan-
gerschaft kommt es durch einen Schilddrisenhormonmangel beim Feten zu Entwick-
lungsverzogerungen und zu einer irreversiblen Schadigung des sich entwickelnden
Zentralen Nervensystems sowie zu Missbildungen des Skeletts [54]. lodmangeler-
scheinungen stellen daher die haufigste Ursache fur Schilddrusenerkrankungen und
sogar den grofdten Teil aller Falle von Funktionsstorungen des Hormonsystems beim
Menschen dar.

Seit 2007 liegen die Ergebnisse der weltweit gro3ten epidemiologischen Erhebung
vor, die in Deutschland bei unter 100.000 vermeintlich gesunden Erwachsenen zwi-
schen 18 und 65 Jahren von der Schilddrisen-Initiative Papillon untersucht wurde.
Im Bundesdurchschnitt hatten dabei 33,2% krankhafte Schilddrisenveranderungen
(vergroRerte Schilddrise und/oder Knoten). Jahrlich werden 120.000 Patienten an
der Schilddruse operiert und weitere 60.000 mit einer Radioiodtherapie behandelt,
weil ihre Schilddrusenerkrankung zu spat diagnostiziert wurde [55].

lodid wird rasch und gut resorbiert. Im peripheren Blut hat lodid normalerweise eine
Konzentration von nur 10 bis 15 ug/l. Die normale Schilddrise ist mit 8000 ug der
grofdte lodpool des menschlichen Korpers. Das meiste lod findet sich dort gebunden
in Form von MIT und DIT [11]. Bei der Unterversorgung des Korpers mit lod kann die
Schilddrise die Schilddrisenhormone nicht in adaquater Menge produzieren und es

wird durch die Gegenregulation des Regelkreislaufes vermehrt TSH ausgeschuttet.
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Dies fuhrt zu einem Wachstum der Schilddrise und damit zur Ausbildung einer lod-
mangelstruma.

Tabelle 1-3: Von der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung e.V. empfohlene téagli-
che lodaufnahme sortiert nach Alter. Entnommen der Tabelle fiir ,Refe-
renzwerte flir die Néhrstoffzufuhr® online unter: http://www.dge.de

Alter lod: Deutschland, lod: WHO, Schweiz
Osterreich
ug/Tag | pg/MJ" (Nahr- | pg/Tag | pug/MJ" (Nahr-
stoffdichte) stoffdichte)
m | w m | w
Sauglinge
0 bis unter 4 Monate” 40 20 21 50 25 26
4 bis unter 12 Monate 80 27 28 50 17 17
Kinder
1 bis unter 4 Jahre 100 21 23 90 19 20
4 bis unter 7 Jahre 120 19 21 90 14 16
7 bis unter 10 Jahre 140 18 20 120 15 17
10 bis unter 13 Jahre 180 19 21 120 13 14
13 bis unter 15 Jahre 200 18 21 150 13 16
| Jugendliche u. Erwachsene
15 bis unter 19 Jahre 200 19 24 150 14 18
19 bis unter 25 Jahre 200 19 25 150 14 19
25 bis unter 51 Jahre 200 20 26 150 15 19
51 bis unter 65 Jahre 180 20 24 150 16 20
65 Jahre und alter 180 22 26 150 18 22
Schwangere 230 25 200 22
Stillende 260 24 200 19
"Berechnet fiir Jugendliche und Erwachsene mit Uberwiegend sitzender Tatigkeit (PAL-Wert 1,4)
Hierbei handelt es sich um einen Schatzwert

Tabelle 1-4: Té&gliche lodaufnahme in verschiedenen Léndern der Erde. (Tabelle nach
P. Reed Larsen et al., Williams Textbook of Endocrinology, 2003 [11] und
*Daten von Meng/Skriba, 2002 [56], ** Daten von Thamm et al., 2007 [57])

Durchschnittliche tatsachliche lodaufnahme Mg lod/Tag

Nordamerika (1992) 75-300
Chile (1981) <50 - 150
Belgien (1993) 50 - 60
Deutschland (1993) 20-70
Deutschland (1996)* 58 — 85
Deutschland (2000)* 112 - 126
Deutschland (2007)** 117
Schweiz (1993) 130 — 160

1.2.2 Hypothyreose

Die Hypothyreose wird Ublicherweise als verminderte Schilddrisenhormonwirkung
definiert. Dem hormonellen Defizit konnen atiologisch unterschiedliche Krankheitsbil-
der zugrunde liegen. Diese sind in Tabelle 1-5 zusammengefasst. Nach dem klini-
schen Ausmald der Unterfunktion werden folgende Stadien unterschieden: latente
oder subklinische Hypothyreose (TSH?, fT3 + fT4 noch normal), manifeste Hypothy-
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reose (TSH?, fT3|, fT4]) und die hypothyreote Krise (Myxddem, klinische Beurtei-
lung) [58]. Angeborene Hypothyreosen treten mit einer Pravalenz von 1:3000 Neu-
geborenen auf (Madchen/Jungen 2:1) und stellen somit die haufigste angeborene
Hormonstoffwechselstorung dar. Sie fuhren ohne sofortige Behandlung nach der
Geburt zu einem Wachstums- und Reifungsruckstand (Knochen- und Zahnalter) so-
wie zur geistigen Retardierung und Schwerhorigkeit der betroffenen Kinder. Um eine
bestehende Hypothyreose moglichst fruh zu entdecken, wurde 1980 in Deutschland
die Bestimmung des TSH-Spiegels im Rahmen des Neugeborenen-Screenings ein-
gefuhrt. Bekommen die Kinder frihzeitig und in adaquater Dosierung Schilddrisen-
hormone, so kdonnen sie sich in den allermeisten Fallen vollig normal entwickeln. Bei
verspatetem Therapiebeginn sind bis dahin aufgetretene Behinderungen irreversibel
[59, 60]. Von der erwachsenen europaischen Bevolkerung leidet ca. 1-2% an einer
Schilddrusenunterfunktion, wobei das Geschlechterverhaltnis von Frauen zu Man-
nern 4:1 betragt. Eine subklinische Hypothyreose haben ca. 7,5% der Frauen und
2,8% der Manner [61].

Die Beschwerden bei der Hypothyreose werden durch den Mangel an Schilddrisen-
hormonen an den verschiedenen Organen des Korpers hervorgerufen. Es kommt zu
einer Verlangsamung des Stoffwechsels mit Antriebsarmut, Madigkeit, Kalteempfind-
lichkeit, teigiger Haut und brichigem Haar, Obstipation, rauer heiserer Stimme, Bra-
dykardie, Hypotonie, Anamie sowie zur Einschrankung der Fruchtbarkeit, Libido und
Potenz. Die Therapie der Hypothyreose besteht in der lebenslangen Substitution mit
L-Thyroxin (ca. 1,5 — 2,0 pg pro kg KG/d) [62].

Tabelle 1-5: Ursachen der Hypothyreose (Modifiziert nach Steinbeck, Therapie Inne-
rer Krankheiten, 11. Auflage, 2005, [58])

Primére Hypothyreose Angeborene Fehlbildungen

Schilddrisenagenesie, -aplasie, -dysplasie, dystrophe Lage
lodverwertungsstérungen

Defekte von NIS, TPO, Tg, lodkopplungsreaktion

Transiente Hypothyreose bei Sauglingen
Bei M. Basedow der Mutter, durch diaplazentare Ubertragung
von TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern, lodmangel, lodexzess

Autoimmunthyreoiditis
Atrophische Form
Hypertrophische Form (Hashimoto-Thyreoiditis)

Andere Thyreoiditiden
Subakute Thyreoiditis de Quervain, Postpartumthyreoiditis, Si-
lent Thyreoiditis, Riedel-Struma, zytokininduzierte Thyreoiditis
latrogen
Z.n. Strumaresektion, Z.n. Radioiodtherapie, Z.n. Bestrahlung,
Medikamenteneinnahme (Thyreostatika, Lithium, Amiodaron)
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Strumige Substanzen

Extremer lodmangel

Seltene Erkrankungen der Schilddriise
Amyloidose, Sarkoidose, Lymphome, Neoplasien

Sekundére Hypothyreose | Erkrankungen der Hypophyse

HVL-Insuffizienz, Hypophysentumoren, Hypophysitis
Tertidre Hypothyreose Erkrankungen des Hypothalamus
Resistenzsyndrome Schilddriisenhormonresistenz-Syndrome
TSH-Rezeptor-Resistenz, TRB-Resistenz,
G-Protein-Defekt (z.B. McCune-Albright-Syndrom),
Mutationen im MCT-8-Transporter

1.2.3 Hyperthyreose

Bei der Hyperthyreose besteht ein Uberschuss von Schilddriisenhormonen an den
Zielorganen. Es kdénnen verschiedene Atiologien unterschieden werden. Am haufigs-
ten sind eine Autonomie der Schilddrise oder eine Autoimmunerkrankung wie der
Morbus Basedow (Graves disease). Beide kommen etwa gleich haufig vor und ma-
chen zusammen ca. 95% der Hyperthyreosen in Deutschland aus [58].

Tabelle 1-6: Ursachen der Hyperthyreose

Hé&ufige Ursachen Funktionelle Autonomie der Schilddrise
M. Basedow
Weniger hdufige Ursachen Subakute Thyreoiditis (de Quervain)

Postpartale Thyreoiditis
Hyperthyreosis factitia
Hashimoto-Thyreoiditis mit transienter hyperthyreoter Phase

Seltene Ursachen: Metastatisches SD-Ca

TSH-produzierender hypophyséarer Tumor

Hypophysare Resistenz gegen T3, T4

Ektope Bildung von T3, T4 (z.B. Struma Ovarii)
Blasenmole (HCG hat dieselbe a-Untereinheit wie TSH)

Beim Morbus Basedow handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung bei der vom
Korper Autoantikorper gegen den TSH-Rezeptor gebildet werden. Durch diese kommt
es zu einer Dauerstimulation der Schilddrise und zur Aktivierung der Schilddrisen-
hormonproduktion. In zwei Dritteln der Falle manifestiert sich der M. Basedow vor dem
35. Lebensjahr, dabei sind Frauen in etwa funfmal so haufig betroffen wie Manner.
Klinisch auffallig ist neben den Symptomen der Hyperthyreose die Merseburger Trias
mit Struma, Exophthalmus und Tachykardie sowie ein pratibiales Myxddem [62]. Die
Behandlung erfolgt beim M. Basedow fur 1 — 2 Jahre mit Thyreostatika, danach kann
ein Auslassversuch gewagt werden, da Spontanremissionen beschrieben sind. Kommt
es ohne Thyreostatika erneut zur Ausbildung einer Hyperthyreose, wird die Therapie
zunachst medikamentos fortgesetzt, dann kann eine Strumektomie oder Radioiodthe-
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rapie erfolgen. In Fallen von schwerer Ophthalmopathie kann eine langfristige medi-
kamentose Behandlung erwogen werden, da es haufig unter der Radioiodtherapie zur

deutlichen Verschlechterung der Augenbeschwerden kommt [63].

Die funktionelle Autonomie der Schilddrise ist eine Erkrankung der 2. Lebenshalfte.
Es werden 3 Formen unterschieden: die unifokale, die multifokale und die dissemi-
nierte Autonomie. Bei der funktionellen Autonomie kommt es zu einer TSH-
unabhangigen Schilddrisenhormonproduktion. Das autonome Gewebe unterliegt
nicht mehr der Steuerung durch den Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrisen-
Regelkreis. Trotz supprimierter TSH-Werte produziert dieses Gewebe weiterhin
Schilddrusenhormone in hohen Konzentrationen. Da diese Regionen bei der Szinti-
graphie vermehrt radioaktives lod einlagern, werden sie als ,heil3e Knoten® beschrie-
ben. Klinisch imponiert die Hyperthyreose durch ein Struma (70-90% der Patienten),
psychomotorischer Unruhe mit Tremor, einer Sinustachykardie, Haarausfall, Hyper-
metabolismus mit Gewichtsverlust, Warmeintoleranz sowie Diarrho [62]. Die Thera-
pie der Autonomie besteht in der Wiederherstellung der euthyreoten Stoffwechsella-
ge durch Gabe von Thyreostatika und der anschliellenden Strumektomie oder Radi-
oiodtherapie. Eine post-interventionelle Hypothyreose kann leicht durch Gabe von L-

Thyroxin behandelt werden.

1.3 Thyreostatika

Thyreostatika sind Stoffe, welche die Schilddrusenfunktion hemmen und zur Behand-
lung der Hyperthyreose eingesetzt werden. Zum einen gibt es die NIS-Blocker, welche
die Aufnahme von lod hemmen, zum anderen die Schilddriusenhormon-Synthese-
blocker, welche die Synthese von T3 und T4 unterbinden. Nach der Beobachtung, dass
verschiedene Kohlsorten in Folge ihres Gehaltes an schwefelhaltigen Verbindungen
bei Kaninchen Kropf erzeugten, wurde systematisch nach schwefelhaltigen Thyreosta-
tika gesucht. Ausgehend von Thioharnstoff wurde eine Reihe wirksamer Thiamide ge-
funden. Thyreostatika sind mittlerweile schon seit Uber 50 Jahren zur Behandlung der
Hyperthyreose im Einsatz und finden besonders bei der Therapie des Morbus Base-
dow weiterhin breite Anwendung [64]. Umfragen aus den 1990er Jahren zeigen, dass
viele Endokrinologen in den USA und Europa Thyreostatika als Behandlungsmethode
der ersten Wahl bei jungen Morbus Basedow Patienten sehen [65, 66]. Thyreostatika
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werden auch heute initial zur Behandlung des Morbus Basedow eingesetzt. Bei Per-
sistenz der Hyperthyreose uber 12 Monate, fehlendem Ansprechen auf die medika-
mentose Therapie oder einem Rezidiv wird je nach Risikoprofil und Wunsch des Pati-
enten eine Radioiodtherapie oder Thyreoidektomie vorgenommen. Auch bei der Be-
handlung anderer Hyperthyreoseformen finden sie haufig initial bis zum Erreichen ei-
nes euthyreoten Zustands Anwendung, bevor mit einer Operation oder Radioiodthera-
pie fortgefahren wird [67]. Zur langfristigen medikamentosen Behandlung einer Hy-
perthyreose haben sich im Wesentlichen drei verschiedene Praparate auf dem Markt
etabliert. Wahrend in Europa und Asien haufiger Methimazol (MMI) eingesetzt wird,
findet in den USA oft Propylthiouracil (PTU) Anwendung und in GroRbritannien und

den Landern des ehemaligen British Commonwealth hauptsachlich Carbimazol [20].

1.3.1 Funktionsweise der Thyreostatika

Um die Funktionsweise der unterschiedlichen Thyreostatika zu verstehen, ist es hilf-

reich, zwischen den verschiedenen Substanzgruppen zu unterscheiden.

Abb. 1-9:  Ubersicht iiber die Angriffspunkte der verschiedenen Thyreostatika:
PTU und MMI hemmen die TPO-vermittelte lodisation, Perchlorat hemmt
kompetitiv die lodaufnahme.
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1.3.11 NIS-Blocker

Die NIS-Blocker stellen eine Reihe einwertiger Anionen dar und konnen aufgrund
ihres ahnlichen lonenvolumens den aktiven Transport von lodid in die Schilddrise

am Natrium-lodid-Symporter kompetitiv hemmen, so dass die lodidaufnahme der
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Schilddrise vermindert wird. Zu dieser Gruppe gehoren die Pseudohalogenide SCN,
ClO4 und TcOy. Perchlorat (CIO4, Irenat®) wird nur verwendet, wenn Kontraindikati-
onen gegen die Synthesehemmer bestehen oder die Gabe von iodhaltigen Kon-
trastmitteln bei latenter oder manifester Hyperthyreose erforderlich wird. Durch die
vorherige Verabreichung von Perchlorat kann die unerwunschte Aufnahme von lodid
in die Schilddruse effektiv vermindert werden. Perchlorat hat dosisabhangig betracht-
liche Nebenwirkungen. Diese betreffen vor allem das blutbildende System (aplasti-
sche Anamien, Agranulozytosen, Thrombozytopenien), aber auch allergische Reak-
tionen, gastrointestinale Beschwerden sowie das nephrotische Syndrom sind be-
schrieben. Der strumige Effekt Iasst sich Uber die verminderte periphere Hormonkon-
zentration und deren Wirkung auf den Schilddrusenregelkreislauf erklaren: Es kommt
zu einem TSH Anstieg.

Zigarettenrauch enthalt neben vielen anderen giftigen Verbindungen Blausaure und
verschiedene Cyanide. Diese wirken ebenfalls als NIS-Blocker, so dass Rauchen die

lodidaufnahme der Schilddruse beeintrachtigen kann.

1.3.1.2 Schilddriisenhormon-Synthesehemmer

Zu den Synthesehemmern gehoren die Substanzen PTU, MMI und dessen Prodrug
Carbimazol. Diese gehoren zur Gruppe der Thioamide und bestehen aus einer hete-

rozyklischen Verbindung mit einer Sulfhydryl-Gruppe sowie einem Thioharnstoffrest.
S
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Abb. 1-10: Chemische  Strukturen
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PTU, MMI und Carbimazol hemmen die Schilddrisenhormonsynthese durch Stérung
der TPO-vermittelten lodination von Tyrosin. Sie haben weder einen Effekt auf die
lodidaufnahme noch auf die Abgabe von Schilddrisenhormonen. Der genaue Funk-

tionsmechanismus der Hemmung ist noch nicht bekannt. Diskutiert werden zurzeit
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hauptsachlich zwei verschiedene Theorien (siehe dazu auch die Beschreibung der
lodidoxidation durch die TPO unter 1.1.3).

"".Kern der TPO durch endogenes H-0O; zum Compound

Im ersten Schritt wird der Fe
| oxidiert, welches in zwei Isomeren vorkommt: Oxoferryl-11-Radikalkation und Prote-
in-Radikal. Das m-Kation wird durch Bindung von lodid zum lodierungszwischenpro-
dukt TPO-O-I Hypoiodid und reagiert anschlielend mit dem Tg und Ubergibt dabei

das lod an die Tyrosylreste [19].

Bei der Theorie nach Aragoni et al. agieren MMI und PTU als alternatives Substrat
fur das lodierungszwischenprodukt und binden das lod, so dass es fur eine Reaktion
mit den Tyrosylresten des Tg nicht mehr zur Verfugung steht. Es wird vermutet, dass
unter Bildung eines Zwischenproduktes das lodid zunachst an das Schwefelatom der
Thioharnstoffgruppe des Methimalzols bindet. Im nachsten Schritt entsteht aus zwei
MMI-Molekulen ein MMI-Disulfit, welches dann weiter zu Sulfaten, Sulfiten und ande-
ren Endprodukten abgebaut wird [68, 69].

Abb. 1-11: Schematische Darstellung der Hemmung der TPO-Funktion durch MMI:
Unter Einwirkung von MMI wird TPO-aktiviertes lodid weggefangen und
steht nicht fiir die lodierung der Tyrosylreste zur Verfiigung. Zwei MMI Mo-
lekiile werden zum Disulfid und schlie3lich zu Sulfaten, Sulfiten und ande-
ren Produkten abgebaut. TPO Hypoiodid (TPO-Fe'V-O-I) = Activated lodine.
(Abbildung nach: Aragoni et al., 2002, [68])
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Eine andere Theorie geht ursprunglich auf Untersuchungen von Basosi et al. [70] zu-
ruck. Hier wird davon ausgegangen, dass MMI und PTU Uber ihre Thioamidgruppe mit
dem Eisenkern der TPO interagieren und so die Funktion des Enzyms wirkungsvoll sto-

ren. Roy et al. [43] beschreiben das heute als kompetitive Koordination der Thioa-
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midgruppe mit dem Fe"-Kern der TPO. Unterstutzt wird dieser Prozess zusatzlich durch

Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen mit einem Histidin-Rest des Enzyms.

Abb. 1-12: Hypothese der kompetitiven Hemmung der TPO:
Durch Koordination der Thioharnstoffderivate MMI und PTU zum Fe(lll)-
Kern der TPO kommt es zur kompetitiven Inhibition der Hormonsynthese.
Unterstiitzt wird dieser Prozess zusétzlich durch Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen mit einem Histidin-Rest der TPO. (Abbildung nach:
G. Roy et al., 2005, [43])
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Einen Teil der antihyreoidalen Wirkung des PTU geht auf die Inhibition der Dio1 zu-
ruck. Dieses Enzym sorgt fur die periphere Deiodierung von T4 in das biologisch akti-
ve Ts. Insbesondere bei Hyperthyreose steigt die Dio1 Aktivitat und folglich die Bil-
dung von T3. Die Hemmung der Dio1 durch PTU wirkt dem effektiv entgegen. PTU
reagiert mit dem Sel-Zwischenprodukt der Dio1 und bildet unter Abspaltung des lo-
dids als Endprodukt ein Selenylsulfid. Diese Verbindung ist sehr stabil und fuhrt da-
mit zur irreversiblen Hemmung der Dio1. Fur weitere Informationen siehe auch Ab-
schnitt 1.1.4 und Abbildung 1-7.

1.3.1.3 lodid

lodid fuhrt in hohen Dosen zur sofortigen Hemmung der lodorganifizierung und damit
zur Reduktion der Schilddrisenhormonsynthese. Zusatzlich wird die Freisetzung der
Schilddrisenhormone kurzfristig blockiert (Hemmung der Thyreoglobulinproteolyse). Der
genaue Funktionsmechanismus ist bisher noch nicht bekannt. Denkbar ist eine Blockie-
rung der Freisetzung von T3z und T4 durch Hemmung der Proteasen oder die Beeintrach-
tigung des lodeinbaus in die Tyrosylreste des Tg. Dieser Mechanismus wird nach den
Erstbeschreibern als Wolff-Chaikoff-Effekt bezeichnet. Zusatzlich kommt es Uber eine

verminderte Genexpression des Natrium-lodid-Symporters zur Blockierung der lodidauf-
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nahme in die Schilddrise [71]. Anwendung findet die auch als ,Plummern® bekannte
Gabe von hohen lodiddosen nur noch selten in der Operationsvorbereitung bei konser-

vativ nicht beherrschbarer Hyperthyreose.

1.31.4 Lithiumionen

Lithium in Form einiger seiner Salze wird haufig in der Therapie manischer und bipolarer
Erkrankungen eingesetzt. Zur Rezidivprophylaxe wird es oft Uber Jahre hinweg von den
Patienten eingenommen. Lithium wird in der Schilddrise angereichert und inhibiert in
der Folge die lodidaufnahme des Thyreozyten. Zusatzlich hemmt Lithium die Kopplung
von lodid an den Tyroslyrest des Tg, verandert die Struktur des Tg und hemmt die Sek-
retion der Schilddrisenhormone [72]. Die Sekretionshemmung stellt hierbei den wich-
tigsten Effekt dar. Die niedrigen Schilddrusenhormonwerte fuhren zu einem TSH-
Anstieg und zur Ausbildung einer hypothyreoten Struma [73]. Vor Beginn einer Lithium-
therapie sollten daher die Serumwerte von TSH, T3, fT4 und TPO-AK bestimmt und eine
Sonographie der Schilddrise durchgefuhrt werden. Jahrlich sollten im Anschluss zu-
mindest die TSH Serumspiegel kontrolliert werden. Auflerdem kann mit Lithium-Salzen
bei iodinduzierter Thyreotoxikose der Versuch unternommen werden, die Freisetzung

von Thyroxin aus Tg zu hemmen, falls andere Therapiemalinahmen fehlschlagen [74].

1.3.1.5 Benzophenon-2

Benzophenone werden als chemische UV-Filter in Sonnenlotionen, Lippenstiften, Cre-
mes und Haarpflegemitteln eingesetzt. Diese Substanzen ziehen im Gegensatz zu phy-
sikalischen UV-Filtern wie Titandioxid oder Zinkoxid in die Haut ein und absorbieren auf-
grund ihrer 1-Bindungssysteme die UV-Strahlung. 12 Derivate der Grundstruktur Ben-
zophenon (BP-1 bis BP-12) sind als UV-Filter im Gebrauch. Im europaischen Raum wird
2,2' 4 4'-Tetrahydroxybenzophenon (BP-2) zum Produktschutz Plastik- und Gummier-
zeugnissen beigefugt und darf im asiatischen Raum als UV Schutz mit bis zu 10% Ge-
halt benutzt werden. In Europa ist BP-2 nicht auf der Positivliste fur Sonnenschutzmittel
(Council Directive 76/768/EEC) aufgefuhrt, darf aber Kosmetika zum Produktschutz bei-
gefugt werden. Neuere Untersuchungen in vitro und an Ratten zeigen, dass BP-2 in der
Lage ist, die TPO zu hemmen. In der Folge kam es zu einem signifikanten Abfall der Ts-
Konzentration und Anstieg der TSH-Konzentration im Serum [75]. Aul3erdem wurde fur
BP-2 eine estrogene Wirkung festgestellt [76, 77].
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1.4 Fragestellung

Die Behandlung der Hyperthyreose stutzt sich heute auf die drei therapeutischen
Saulen: Thyreostatika, Radioiodtherapie und die operative Entfernung der Schilddru-
se. Die relativ geringe biologische Wirksamkeit der Thyreostatika macht eine hohe
Dosierung erforderlich, welche allerdings die Ursache des ungunstigen Nebenwir-
kungsprofils darstellen konnte. Fur eine lebenslange Therapie werden sie daher nur
ungern eingesetzt. Bei einigen Patienten erweisen sich die Substanzen zudem als
komplett unwirksam. Besteht keine Hoffnung mehr auf Remission wird als Therapie
der Wahl die Thyreoidektomie bzw. die Radioiodtherapie der Thyreostatikagabe vor-

gezogen.

Wunschenswert ware es daher ein Thyreostatikum zu entwickeln, welches eine bes-
sere Wirksamkeit bereits in niedrigerer Konzentration besitzt und bei weniger Ne-
benwirkungen ohne Bedenken lebenslang verabreicht werden kann. Die medikamen-
tose Behandlung mit diesem Thyreostatikum ware dann den invasiven Methoden
vorzuziehen. Ein erster entscheidender Schritt in diese Richtung war die Entdeckung
durch das Forschungsteam um Dietrich Behne [78] im Jahr 1990 und Marla J. Berry
[25] im Jahr 1991, dass die Typ | 5’-Deiodase (Dio1) ein Selenoenzym ist und in ih-
rem aktiven Zentrum Selenocystein anstelle von Cystein enthalt. Vorarbeit wurde
hierzu bereits 1990 durch Arthur et al. [79] geleistet. Daher wurde vermutet, dass
selenhaltige Thyreostatika leichter als schwefelhaltige Derivate Bindungen mit dem
aktiven Zentrum der Deiodasen eingehen und in der Folge zu einer verstarkten Inhi-
bition fuhren konnten. Grundlage dieser Annahme ist, dass Selen durch seine hohere
Nucleophilie eine ,Enzym-Se—Se-R"“-Bindung bereitwilliger eingehen koénnte als
Schwefel eine ,Enzym-Se—S-R*-Bindung.

Es wurde damit begonnen, selenhaltige Derivate der bekannten Thyreostatika zu
entwickeln und auf Ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen [25, 80].

Visser et al. berichteten in einer in vitro durchgefuhrten Studie von 1992 Uber eine 2-
fach hohere Potenz des Propylselenouracils (PSeU) auf die Hemmung der Dio1 im
Vergleich zum klassischen schwefelhaltigen PTU [81]. Auch fur Methyl-2-
Selenoimidazol (MSel) wurde eine hohere Potenz der Hemmung der Dio1 in vitro im
Vergleich zum klassischen MMI gefunden. Allerdings konnten diese Ergebnisse von
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Taurog et al. [80] in vivo fur die beiden Substanzen nicht bestatigt werden. Hier sind
die klassischen schwefelhaltigen Derivate klar uberlegen. PTU hemmt in vivo die
Dio1 viel potenter als PSeU und auch MMI und MSel hemmen die Dio1 nur in sehr
hohen Konzentrationen [82]. In der Wirksamkeit hinsichtlich der Hemmung der TPO
konnte in vivo kein Unterschied zwischen den Selen- und Schwefelderivaten gefun-
den werden [19].

Ziel dieser Arbeit war, neue schwefel- und selenhaltige Derivate der bekannten Thio-
harnstoff-Thyreostatika (MMI und PTU) hinsichtlich ihrer Wirkung auf die humane
TPO und die Typ | 5’-Deiodase (Dio1) zu untersuchen. Die bisher eingesetzten Thy-
reostatika MMI und PTU inhibieren die Schilddrisenhormon-Biosynthese durch
Hemmung der TPO. Zusatzlich inhibiert PTU den Schilddrisenhormon-Metabolismus
durch Effekte auf die Dio1.

Es sollte festgestellt werden, in welcher Weise sich die chemische Modifikation die-
ser Substanzen, insbesondere das Ersetzen von Schwefel durch Selen, auf deren
inhibitorische Eigenschaften auswirkt. Das langfristige Ziel ist, Medikamente mit einer
optimierten anti-thyreoidalen Wirkung zu erhalten. Zusatzlich ist eine gegen die TPO
gerichtete Wirkung von einer gegen die Dio1 gerichteten zu trennen, um auf diese
Weise gezielt gegen die unterschiedlichen Symptome der Hyperthyreose vorgehen
zu konnen. AuRerdem konnte durch chemische Modifikation der Substanzen (z. B.
Ersetzen der Schwefel- durch eine Selengruppe), welche zu einer besseren biologi-
schen Aktivitat fihrt, Nebenwirkungen eliminiert oder zumindest minimiert werden.
Anhand von Proteinextrakten aus den humanen Zelllinien FTC-238/TPO und Hep-
G2, welche enzymatisch aktive TPO bzw. Dio1 enthalten, sollten anhand verschie-
dener Assays die inhibitorischen Eigenschaften der neuen Thioharnstoff-Derivate
uberpruft und mittels Dosis-Wirkungskurven die IC50-Werte bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Die untersuchten Thioharnstoff- und Selenoharnstoffderivate

Die Thioharnstoff- und Selenoharnstoffderivate wurden durch Prof. G. Mugesh vom ,In-
dian Institute of Science” aus Bangalore in Indien synthetisiert und dem Institut fur Ex-
perimentelle Endokrinologie der Charité freundlicherweise fur die weiteren Untersu-
chungen zur Verfugung gestellt. Die Substanzen wurden zunachst mit den Bezeichnun-
gen c1 bis ¢10 durchnummeriert, so dass im weiteren Text die Substanzen unter diesen
Bezeichnungen gefuhrt werden. Die Derivate gelangten in teils fester, teils flissiger
Form zu uns. Da eine Losung in H2O nicht bei allen Substanzen maoglich war, wurden
alle zunachst in DMSO in einer Konzentration von 100 mM geldst. Die weiteren Ver-
dinnungen wurden in H2O im Verhaltnis von 1:10 bis zu einer Minimalkonzentration von
100 nM durchgefluhrt. Ausnahmen von dieser Regel bildeten die beiden Substanzen c2
(6-BTU) und c4. Bei der Substanz c2 wurde die Verdunnung bis zu 10 mM in DMSO
durchgefuhrt, da eine Losung in H2O erst ab einer Endkonzentration von 1 mM mdglich
war. Die Substanz c4 konnte als hochste Konzentration nur als 25 mM Ldsung in
DMSO hergestellt werden, die Verdinnung auf 10 mM fand dann in H,O statt.

Tabelle 2-1: Namen, Aggregatzustdnde, Molekularmassen und Strukturformeln der
untersuchten Substanzen.

: Aggregatzustand | Molekular-
Nr. Chemischer Name bei 20°C masse (Da) Strukturformel
c1 5-Methyl-2-thiouracil | Fest 142,2 )k
5-MTU | CsHgN20S K(&
c2 6-Benzyl-2-thiouracil | Fest 218,3 )L
6'BTU C11H1ONZOS HN\ NH
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Nr. Chemischer Name Aggreg_atztjstand e Strukturformel
bei 20°C masse (Da)
c3 5-Carboethoxy-2- Fest 200,2 )K
thiouracil N NH
5-CETU “
C7HsN203S igo
kCH3
c4 CgH1oN4Se, Fest 320,1 N/ﬁ
N\
(MSel) Y
H3C\N)§N
\—/
c5 CsHgNLS Flissig 128,2 S/CHs
e A
\—/
cb CsHsN2Se Flussig 175,1 Se/CH3
e A
\—/
c/ C11H12N28 FIUssig 204,3 gj
e A
\—/
c8 C11H12N2Se Flassig 251,2 gj
HiC\N)%N
\—/
c9 C16H18N4S2 Flassig 330,5 S‘<N]
q Wl
HSC\N)%N
\—/
c10 CieH18N4Ses Flassig 4243 ‘<Nj
?/\Ge \
/
e A
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: Aggregatzustand | Molekular-
Nr. Chemischer Name bei 20°C masse (Da) Strukturformel
PTU | 6-n-Propyl-2- Fest 170,2 s
sulfanyl-pyrimidin-4- PIS
Ol HN NH
N
C7H10N20S Hi“c/\)\/go
MMI | 1-methyl-3H- Fest 114,2 SH
imidazole-2-thione ch\N)\N
C4HsN2S \_/
2.1.2 Chemikalien fur die Zellkultur
Tabelle 2-2: Chemikalien fur die Zellkultur
Chemikalien Firma Artikelnummer | Menge
Iscoves Medium Biochrom FG 0465 500 ml
HBSS Gibco 14175-046 100 ml
Trypsin / EDTA Biochrom L 2143 100 ml
Hematin Sigma H 3281 250 mg
Penicillin / Streptomycin 10000pg/ml | Biochrom A 2213 100 ml
FCS (fotales Kalberserum) Biochrom S 0115 500 ml
Geneticin G 418 Calbiochem 3458 12 20 ml
DMEM / F-12 (1:1) Gibco 31330 500 ml
+ L-Glutamin + 15mM HEPES
Natrium-Selenit (Na;SeO3) Sigma S 5261 100 g

2.1.3 Materialien fur die Zellkultur
Tabelle 2-3: Materialien fur die Zellkultur

Materialien Firma Artikelnummer
Zellkulturflaschen T 75 Biochrom P 90750
Zellkulturflaschen T 150 ,peel off* | Biochrom P 90551
Sterile Einmal-Pipetten 2 ml Biochrom P 94002
Sterile Einmal-Pipetten 5 ml Biochrom P 94005
Sterile Einmal-Pipetten 10 ml Biochrom P 94010
Sterile Einmal-Pipetten 25 ml Biochrom P 94025
Zellschaber Biochrom P 99030
15 ml Réhrchen Biochrom P 91015
50 ml Réhrchen Biochrom P 91050
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2.1.4 Gerateliste fur die Zellkultur

Folgende Gerate wurden fur die Durchfuhrung der Aufzucht und Ernte der FTC-
238/TPO und Hep-G2 Zellen verwendet:

* Brutschrank (Fa. Heraeus, Typ: HB 2448 K GS) 37°C, 5% CO.
- Aufzucht der Zellen -
» Sterilwerkbank mit Absaugvorrichtung (Fa. Heraeus: Laminair HB 2448)
- steriles Arbeiten mit Zellen -
» Wasserbad (Fa. GFL 1083), 37°C
- zum Temperieren der Zellkulturmedien -
* Routine-Mikroskop (Fa. Hund, Wetzlar, Typ: Wilovert 30)
- visuelle Kontrolle der Zellen -
» Zentrifuge (Fa. Heraeus: Megafuge 1,0 R, Rotor: BS 4402/A
- zum Abzentrifugieren der geernteten Zellen -

2.1.5 Chemikalien und Materialien fiir die Extraktpraparation

Tabelle 2-4: Materialien fur die Extraktpraparation

Materialien Firma Artikelnummer
Digitonin Sigma D 5628
Hematin Sigma H 3281
Kaliumiodid Merck 1.05043
TrisHCI Merck 1.08382.2500
Ultrazentrifugen-Rohrchen, Beckmann 347287

Typ: 11 x34 mm

2.1.6 Gerateliste fur die Extraktpraparation

* Tischzentrifuge (Fa. Eppendorf 5417R)
- fur Zentrifugationsschritte -
* Ultrazentrifuge (Fa. Beckmann: Optima MAX 130.000 rpm)
und Rotor fur Ultrazentrifuge: MLA-130
- Ultrazentrifugation zur Gewinnung des TPO-Extraktes -
» Ultraschallprozessor (Fa. B. Braun: Labsonic M)
- zum Homogenisieren der geernteten Zellen -
* Photometer (Fa. Eppendorf: BioPhotometer)
- far die Proteinbestimmung -
* Pipetten: 0,5-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 ul Eppendorf Research-Pipetten

*  PC mit Software
- fur die Auswertung: Microsoft Exel, Eppendorf BioPhotometer-PC-online -

Tiefkiihler -20°C:  Lagerung von Probenmaterial
Tiefkiihler -80°C:  Lagerung von Probenmaterial
Kihlschrank 4°C: Lagerung von Reagenzien und Medien
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2.1.7 Chemikalien fur den Guaiacol Assay
Tabelle 2-5: Chemikalien fur den TPO Assay

Chemikalien Firma Artikelnummer | Menge
Guaiacol Sigma G 5502 250 g
H»0, Merck 1.88597.1000 |11
DMSO Sigma D 5879 250 ml
KoHPO4 Roth 6875 1 kg
KH,PO4 Merck 1.04873.1000 | 1 kg

2.1.8 Gerateliste fur den Guaiacol Assay

* Photometer HITACHI Typ: U-2001
- fur die Messung der TPO-Enzymaktivitat -
* Pipetten: 0,5-10 ul, 10-100 pl und 100-1000 ul Eppendorf Research-Pipetten
* PC mit Software: Microsoft Exel 2004, Hitachi UV-Solutions, GraphPad Prism 4.0

2.1.9 Chemikalien fur den Deiodase-1 Assay

Tabelle 2-6: Chemikalien flir den Deiodase-1 Assay

Chemikalien Firma Artikelnummer
L-3,3’,5"-[*°I']-Triiodthyronin PerkinElmer NEX109250UC
("*°IrT3)
Sephadex LH20 Amersham 17-0090-01
Biosciences
Salzsaure (HCI) Merck 1.09063.1000
Stickstoff (N2) Linde
Essigsaure 100% (Eisessig) Merck K32910263405
Dowex BioRad 142-1241
Ethanol 100% J. T. Baker 0629006006
Amminiumhydroxyd-Losung Fluka 09856
(NH4OH)
D(+)-Saccharose Roth 4661.1
Hepes Merck 1.10110
EDTA-Na-Dihydrat Sigma E-5134
Dithiothreitol (DTT) Sigma D-9779
KoHPO4 Roth 6875.1
KH,PO4 Merck 1.04873.1000
NaOH Merck OC 332254
6n-Propyl-2-thiouracil (PTU) ICN Pharma 102748
3,3’,5’-Triiodthyronin Formula Bestellung Gber
Dr. Thoma
Sephadex LH20 Amersham 17-0090-01
Biosciences
BSA Serva 11930
Trichloressigsaure Fulka 91232
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2110 Materialien fiuir den Deiodase-1 Assay

Tabelle 2-7: Materialien fiir den Deiodase-1 Assay

Materialien Firma Artikelnummer
Filter, 10 pl Porengrof3e MoBiTec M2210
Sarpettenspitze 2ml, PP Sarstedt 91.778.003
Roéhrchen 15 ml TPP 91015
Glasrohrchen (Borosilikatglas) Corning Inc. 99445-16
16x100 mm

Zahlrbhrchen, 5 ml, 75x12 mm Sarstedt 55.476

2.1.11 Gerateliste fur den Deiodase-1 Assay

Gammazéhler (LKB - Wallac, 1277 Gammamaster, automatic gamma counter)
Zentrifuge fir Eppendorf Tubes (Eppendorf Zentrifuge 5415C)

Vortex-Mixer (NeoLab, 7-2020)

Heizplatte (A. Hartenstein, L32)

Zentrifuge fir 16x100 mm Glasréhrchen (Heraeus Sepathech, Cryofuge 5000)

2112 Losungen fiir den Deiodase-1 Assay

1. Dowex-50 WX-2-S&ulen:
300 ml Dowex wurden mit 10%iger Essigsaure auf 500 ml aufgefullt und gut verrihrt.

Die Saulen wurden luftblasenfrei mit einer Pipette so beflllt, dass fur ein Volumen von
2,0 ml Platz blieb.

2. Essigséure (10%):
Fur die 10 %ige Essigsaure wurden 100 ml Eisessig (100%) mit destilliertem H,O auf
1000 ml aufgefullt.

3. EtOH:NH,OH (49:1) — Elutionslésung ftir den Tracer:
Fir die Elutionslosung wurden 98,0 ml Ethanol mit 2,0 ml Ammoniumhydroxid-Losung
(NH4;OH) gemischt.
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4. Homogenisationspuffer:

21,39¢ D(+)-Saccharose (250 mM)

1,19¢g HEPES (20mM)

0,50 ml 0,5 M EDTA-L6sung pH 8,0 (1 mM)
249.5 ml H-O
=300 ml Gesamtvolumen

Saccharose und HEPES wurden in destilliertem H,O gel6st, der pH-Wert bei 7,4 einge-
stellt, die Losung auf ein Volumen von 249,5 ml gebracht und mit 0,5 ml der EDTA-
Losung versetzt. Der Puffer wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Jeweils kurz
vor Gebrauch wurde 1ul DTT (1 mol/l) je ml Homogenisationspuffer frisch dazugege-

ben, um eine Endkonzentration von 1 mM zu erreichen.

5. KPO4-Puffer + 10 mM EDTA, pH 6.8:
Puffer A (pH 9,04): Fur diesen Puffer wurden 43,55 g KoHPO,4 und 0,93 g EDTA-Na-
Dihydrat gemischt und in destilliertem H,O gel6st. Das Gesamtvo-

lumen betrug 250 ml.
Puffer B (pH 4,40): 34,03 g KH2PO4 wurden mit 0,93 g EDTA-Na-Dihydrat gemischt
und mit destillierten H,O auf 250 ml aufgefullt.
Zur Herstellung des KPO4-Puffers wurden 200 ml von Puffer A vorgelegt und anschlie-
Rend durch Titrieren mit Puffer B auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt.

6. NaOH-L6sung (40 mM):
Es wurden 1,6 g NaOH mit destilliertem H2O auf 1000 ml aufgefullt.

7. NaOH-L&sung (100 mM):
Es wurden 4,0 g NaOH mit destilliertem HO auf 1000 ml aufgefullt.

8. PTU-Stammlésung (100 mM):
Zur Herstellung der PTU-Stammlosung wurden 1,7 g PTU (6-n-Propyl-2-thiouracil) in

80 ml 40 mM NaOH fur 2 Stunden geldst und anschliel3end solange tropfenweise mit
0,1 M NaOH-Losung versetzt bis die Losung klar wurde. Es wurde darauf geachtet,
dass der pH-Wert der Losung unter 9,0 lag. Verdunnungen der Stammlosung fanden in
40 mM NaOH statt.
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9. rTs-Stammlbsung
Es wurde durch Losen von rT; (M, 651,0) in 40 mM NaOH eine 10 mM rTs-
Stamml6sung hergestellt.

10. Sephadex LH20 (fiir 100 ml)
20 g Sephadex LH20 wurden mit ca. 80 ml 0,1 N HCI gemischt und auf ein Volumen

von 100 ml gebracht.

11. Stopp-Lésung (ftir 100 mi)
Fir die Stopplosung wurden 10 g BSA mit 10 ml 100 mM PTU-Stamml6sung gemischt

und mit destilliertem H>O auf 100 ml aufgefullt.

12. TCA-Lbsung (10%)
100 g Trichloressigsaure wurden durch Zugabe von H,O auf ein Gesamtvolumen von
1000 ml gebracht.
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung der FTC-238/TPO Zelllinie

Die fur diese Untersuchungen verwendete FTC-238/TPO Zelllinie wurde von Petra
Ambrugger et al. (2003) etabliert und mir freundlicherweise flir meine Versuche Uber-
lassen [75, 83].

Die humane follikulare Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-238 wurde aus dem Gewebe
einer Lungenmetastase eines follikularen Schilddrisenkarzinoms eines 42-jahrigen
Mannes isoliert und als Zelllinie etabliert. Die FTC-238 Zellen konnen endogen keine
TPO mehr exprimieren. Ambrugger et al. bezogen diese Zellen von P. Goretzki, Stad-
tische Kliniken Neuss - Lukaskrankenhaus GmbH, Neuss, Deutschland.

Mit dem Ziel, die FTC-238 Zellen humane TPO exprimieren zu lassen, wurde zunachst
der eukariotische high copy number Vektor pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land) von Ambrugger et al. mit einer cDNA, welche fur humane TPO kodiert, ligiert und
in Escherichia coli vermehrt. Anschlieend wurden die FTC-238 Zellen mit diesem Kon-
strukt transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion fur drei Tage in Selektions-
medium mit 700ug/ul G418 (PAA Laboratories, Coelbe, Deutschland) inkubiert. 12 Ein-
zelklone wurden isoliert, ausgesat und im Guaiacol Assay [84] auf ihre TPO-Aktivitat
untersucht. Der Klon mit der hochsten Aktivitat wurde fur die weiteren Untersuchungen

ausgewahlt, expandiert und in Aliquots bei -80°C gelagert.

2.2.2 Kultivierung der FTC-238/TPO Zellen

Die kryokonservierten FTC-238/TPO Zellen wurden aufgetaut und in einer T75-
Zellkulturflasche in 15 ml Iscoves Selektions-Zellkulturmedium ausgesat. Dieses enthielt
neben 10% FCS auch 2 mg/ml Penicillin / Streptomycin sowie 1,4 mg/ml G 418. Die
Zellen wurden in einem Brutschrank vom Typ HB 2448 K GS der Firma Heraeus bei
37°C und 5% CO; inkubiert und taglich mikroskopisch untersucht, um Kontaminationen
auszuschlielen. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Zellen konnten nach
dreitagigem Wachstum jeweils im Verhaltnis 1:8 gesplittet werden. 48 Stunden vor der
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Ernte wurde zu den Zellen Hematin gegeben. Dafur wurden 0,25 mg/ml Hematin in 1M

NaOH gel6st und 20 pl davon in 500 ml Medium gegeben.

2.2.3 TPO Extraktpraparation

Zum Ernten der Zellen wurde zunachst das Medium abgesaugt, die Zellen auf Eis ge-
bettet und zweimal mit 10 ml eiskaltem PBS gewaschen. Alle weiteren Arbeiten wurden
auf Eis durchgefuhrt. Nach Zugabe von 3 ml eiskaltem PBS wurden die Zellen mit ei-
nem Zellschaber der Firma Biochrom abgeschabt und in 50 ml Rohrchen vereinigt.
Dann wurden sie in einer Zentrifuge (Fa. Heraeus, Rotor Typ: BS 4402/A) bei 4°C und
1000 rpm fiir 10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Der
Niederschlag wurde anschlieend in jeweils 3,5 ml einer Losung aus 50 mM TrisHCI
und 1 mM KI bei pH 7,2 resuspendiert. Die Suspensionen wurden gleichmallig portio-
niert und mit einer Ultraschallnadel mit 20 Impulsen von je 0,6 sec. Dauer und einer
Amplitude von 100% sonifiziert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspensio-
nen als Zeichen fur die Zerstorung der Zellmembran maoglichst klar wurden. Anschlie-
Rend wurden die Proben vereinigt und auf zehn 1,5 ml Ultrazentrifugen-Rohrchen (Fa.
Beckmann) aufgeteilt. Die Zellsuspensionen wurden dann bei 4°C fur eine Stunde bei
31.000 rpm (100.000 x g) zentrifugiert. Spater wurde der Uberstand abgenommen und
verworfen. Der Niederschlag wurde in je 1,3 ml 1%igem Digitonin resuspendiert und
24 h bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte die zweite Zentrifugation bei 4°C und 31.000
rpm fiir eine Stunde. Die Uberstande mit den solubilisierten Zellmembranbestandteilen,
also auch der TPO, wurden entnommen und vereinigt. Die enthaltene Proteinmenge
wurde mit Hilfe des BioRad Protein Assays nach der Methode von Bradford [85] be-
stimmt. Die Extrakte wurden anschliel3end aliquotiert und zur Lagerung bei -80°C ein-
gefroren.

2.2.4 Beschreibung des Guaiacol Assays

Der Guaiacol Assay ist ein klassisches Verfahren zur Untersuchung von verschiedenen
Peroxidasen [84, 86]. Bei dem hier verwendeten Versuchsaufbau wurde die Aktivitat der
Schilddrisen-Peroxidase (TPO) durch den Umsatz von Guaiacol gemessen. Guaiacol
fungiert in diesem Fall als Substrat fur die TPO. Die TPO oxidiert Guaiacol, als Co-
substrat dient dabei H2O,. Bei der Reaktion entsteht dann aus jeweils zwei Guaiacol-



Material und Methoden 36

Molekulen 3,3’-dimethoxy-4,4’-biphenoquinon. Diese Verbindung besitzt konjugierte
Doppelbindungen und stellt damit chemisch gesehen einen Farbstoff dar. Der Umsatz
der TPO kann daher durch Messung der photometrischen Absorptionsanderung bei

einer Wellenlange von 470 nm bestimmt werden.

Abb. 2-1: Umsatz von Guaiacol durch die humane TPO unter Entstehung eines
Farbstoffes und messbarer Anderung des Absorptionsspektrums mit ei-
nem Maximum bei 470 nm. (nach Doerge et al., 1997, [86])

OH O Q
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3,3-dimethoxy-4.4-biphenoquinone

Alle Messungen fanden bei einer Wellenlange von 470 nm statt. Die Proteinmenge
wurde so gewahlt, dass wahrend der Reaktion eine Delta optische Dichte (AOD) von ca.
0,1/min erreicht wurde und die Reaktion wahrend der zur Auswertung verwendeten Zeit
(20 — 50 sec.) linear verlief. Die eingesetzte Proteinmenge unterschied sich entspre-
chend der spezifischen Aktivitat der eingesetzten Extraktpraparationen. Die Aktivitat der
Extrakte war aber innerhalb der Aliquote einer Zellaufzucht und Extraktpraparation kon-
stant.

In jede Kuvette wurden 500 pl 100 mM KPOg4-Puffer und 400 pl 100 mM Guaiacol ge-
geben. Bei den Kontrollgruppen wurden jeweils 10 yl H,O oder 10 pl DMSO hinzuge-
geben. Zu allen anderen Kuvetten wurden 10 pyl Stammldsung der zu untersuchenden
Substanz in den entsprechenden Konzentrationen gegeben, um die gewlnschte End-
konzentration zu erreichen. Destilliertes H,O wurde zum Erreichen des bendtigten Ge-
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samtvolumens von 1 ml entsprechend dazugegeben. Es konnten jeweils 2 Proben
gleichzeitig gemessen werden. Die beiden Kivetten wurden in die Kammern eins und
zwei des Photometers (HITACHI Typ: U-2001) gegeben und die Reaktion durch die Zu-
gabe von 25 pl H2O, gestartet. Vor Beginn der Messung wurden die Proben moglichst
zugig und ausreichend gemischt. Die Messung fand Uber einen Zeitraum von 120 sec.

statt, wobei die beiden Proben wechselweise alle 10 sec. gemessen wurden.

Tabelle 2-8: Reagenzien fiir den TPO Assay

Substanz Menge

100 mM KPO4-Puffer (pH 7,4) 500 pl

100 mM Guaiacol 400 pl

TPO-,Inhibitor (c1-c10) 10 pl

100-200 pg TPO-Extrakt (auf Eis) Variiert je nach eingesetztem Extrakt
H>O ad 1 ml

30%iges H»02 1:1000 25 ul

Gesamtvolumen pro Kiivette 1000 pl

Die gemessenen Absorptionswerte wurden mit der Software ,UV Solutions® der Firma
HITACHI aufgezeichnet und anschlieRend in ,Microsoft Excel® exportiert. Zur Berech-
nung der einzelnen AOD zwischen 20 und 50 sec. sowie des durchschnittlichen AOD in
dieser Zeit wurde das von mir programmierte AppleSkript-Programm ,TPO Auswertung®
benutzt, welches die Daten entsprechend formatiert und die notwendigen Formeln in
Microsoft Exel automatisch einfugt.

Die durchschnittichen AODs der einzelnen Proben mit den unterschiedlichen Sub-
stanzkonzentrationen von c1 bis ¢10 und die Duplikate wurden mit den jeweiligen Ta-
geskontrollen verglichen und in Teilen von Hundert dargestellt. Zur Auswertung wurden
die Daten von Microsoft Excel in GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, California,
USA) dberfahrt. Mit GraphPad Prism 4.0 wurden dann sigmoidale Dosis-
Wirkungskurven erstellt und die IC50-Werte fur die einzelnen Substanzen berechnet.

2.2.5 Kultivierung der Hep-G2 Zellen

Hep-G2 Zellen sind humane Leberzellen, welche unter anderem auch die humane Dio1
exprimieren. Die Zelllinie wurde 1975 aus Tumorgewebe eines hepatozellularen Karzi-
noms eines 15-jahrigen argentinischen Jungen etabliert (ATCC® Nummer: HB-8065™).
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Die Hep-G2 Zellen wurden in DMEM / F-12 - Medium mit 10% FCS und 100 nM Selen
in einem Brutschrank vom Typ HB 2448 K GS der Firma Heraeus bei 37°C und 5 %
COz angezuchtet und taglich mikroskopisch untersucht. Ein Mediumwechsel erfolgte
alle 2-3 Tage. Die Wachstumszeit bis zur Konfluenz betrug ca. 5 Tage, die Zellen konn-
ten dann im Verhaltnis 1:4 gesplittet werden.

2.2.6 Hep-G2 Extraktpraparation

Fur die Versuche wurden rund 120 groRe Zellkulturflaschen T150 mit Hep-G2 Zellen
angezuchtet. Die Zellen wurden dann trypsiniert und in 3 ml Homogenisationspuffer ge-
erntet und in einem Reagenzglas gesammelt. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durch-
gefuhrt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 rpom und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde in Homogenisationspuffer re-
suspendiert und 5- bis 10-mal durch eine 20 G Kanule gezogen. Die Suspension wurde
auf 2 ml Tubes (Fa. Eppendorf) portioniert und mit einer Ultraschallnadel mit 25 Impul-
sen von je 0,6 sec. Dauer, 200 W und einer Amplitude von 100% sonifiziert und an-
schlieend bei 10 000 x g bei 4°C fur 10 Minuten in einer vorgekuhlten Zentrifuge (Fa.
Eppendorf Typ 54172) zentrifugiert. Der Niederschlag wurde erneut in Homogenisati-
onspuffer mit 1 mM DTT aufgenommen, mit einer 20 G Kanule gemischt und ein zwei-
tes Mal mit 25 Impulsen von 0,6 sec. Dauer sonifiziert. Die Proben wurden zusammen-
gefuhrt, eine Proteinbestimmung nach Bradford [85] durchgefuhrt und abschlielfend
durch Zugabe von Homogenisationspuffer mit 1 mM DTT auf die gewunschte Protein-
konzentration von 1,25 pg/ul (=50 pg in 40 pl) eingestellt, aliquotiert und zur Lagerung
bei -20°C eingefroren.

2.2.7 Beschreibung des Deiodase-1 Assays

Es sind drei verschiedene Deiodasen im menschlichen Korper beschrieben. Mit dem
hier eingesetzten Assay kann parallel die Aktivitat der Dio1 und Dio2 bestimmt werden.
Durch Zugabe von PTU wird spezifisch die Dio1 gehemmt. Beim Vergleich der Proben
mit und ohne PTU kann sowohl die Einzelaktivitat der Dio1 als auch der Dio2 bestimmt
werden. Die Aktivitat der Dio2 entspricht dabei der nach Hemmung durch PTU verblei-
benden Restaktivitat.
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Die Grundidee des Assays beruht auf der Fahigkeit der Deiodasen, vom T4 ein lodatom
abzuspalten, um es so in die biologisch aktive Form T3z umzuwandeln [87]. Die Deioda-
sen sind auch in der Lage, vom rT3 ein lodatom abzuspalten. Um diese Umwandlung
detektierbar zu machen, wird radioaktiv markiertes rT; verwendet. Nach verschiedenen
Aufreinigungs- und Auftrennungsschritten wird das abgespaltene radioaktive *°lod mit-
tels eines Gamma-Zahlers nachgewiesen. Anhand des gemessenen Zerfalls, der ein-
gesetzten Proteinmenge und der Inkubationszeit lasst sich dann die Enzymaktivitat

rechnerisch bestimmen.

Abb. 2-2:  Die Dio1 spaltet sowohl vom T4 als auch vom rT3 jeweils das lodatom an
der 5-Position ab. Durch Verwendung eines radioaktiv markierten lodthy-
ronins lasst sich die Enzymaktivitat bestimmen.
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Die Messung der Proben erfolgte als Triplikat, d. h. fur jede Bestimmung im Assay wur-
den gleichzeitig drei identische Proben gemessen und deren Messwerte flr die Berech-
nung des Endwertes in diesem Versuch gemittelt. Der Assay wurde fur jede gemessene

Konzentration jeder Substanz mindestens dreimal wiederholt.

Da die Hep-G2 Zellen keine Dio2 exprimieren, konnte auf die Messung eines zusatzli-
chen Triplikates je Probe mit PTU verzichtet werden. In die Eppendorf Tubes wurden
jeweils 40 pl Hep-G2 Extrakt, entsprechend ca. 50 ug Protein und 10 yl Stammlésung
der zu untersuchenden Substanz in den entsprechenden Konzentrationen gegeben. Fir
die Kontrolle ohne Inhibitor wurde statt der Substanz 10 yl H,O verwendet. Fur die Posi-
tivkontrolle wurde 40 ul (entsprechend ca. 20 ug Protein) Mauseleberextrakt verwendet.
Zur Negativkontrolle wurde destilliertes H,O verwendet, welches erst nach Stoppen der
Reaktion mit 40 pl Proteinextrakt vermischt wurde.



Material und Methoden 40

1. Aufreinigung des Tracers:

Als Tracer wurde radioaktiv markiertes rT5; verwendet:

L-3,3’,5’-['®I1-Triiodothyronin (**°I''T5)

Molekularmasse: M= 649

Spezifische Aktivitat: 800 pCi/ug [750-1250 uCi (27,8-46,3 MBq)/ul]
(310 uCi/ml = 310 pCi/380 pmol; 100 ul =38 pmol)

Konzentration: 11,9 MBg/ml (321 pCi/ml)

Der Tracer wurde vor dem Versuch durch Adsorptionschromatographie Uber eine
Sephadex-LH20-Saule aufgereinigt, um mdoglicherweise angefallene Abbauprodukte
und spontan abgespaltenes lodid zu entfernen. Dazu wurde eine Sarpette mit einem
Filter (PorengrofRe 10 um) versehen und anschlieRend 600 ul Sephadex (LH-20 in 0,1 N
HCI) luftblasenfrei eingefullt. Es folgte ein Spulvorgang mit 3,0 ml 0,1 N HCI bevor der
Tracer direkt auf die Saule gegeben wurde. Die Menge des eingesetzten '?I'rTs richtete
sich nach seiner Aktivitat und lag bei frischer Aktivitat bei 0,2 pl / Probe. Im weiteren
Verlauf wurde die Menge dahingehend angepasst, dass der Messwert fur 100% bei
30.000 bis 80.000 cpm / 50 pl lag. Es folgte je ein Spulvorgang mit 3,0 ml 0,1 N HCI und
3,0 ml H20. Der Durchfluss wurde in einem 15 ml Rohrchen aufgefangen und verworfen.
AnschlieRend wurde ein Glasréhrchen unter die Sarpette mit dem gebundenen "ITT;
gestellt und der Tracer mit 1,0 ml EtOH:NH4OH (49:1) eluiert. Um den Eluierungspro-
zess zu unterstutzen wurde das Glasrohrchen samt Sarpette bei 1000 rpm 5 Minuten
lang zentrifugiert (Heraeus Sepatech Cryofuge 5000). Das Glasrohrchen samt Tracer
wurde nun in ein ca. 60°C warmes Wasserbad gestellt und der Inhalt unter kontinuierli-

chem N2-Strom eingedampft.

2. Substrat-Mix herstellen:

Der Substrat-Mix wurde fur die Anzahl der zu messenden Proben fur jeden Versuch
frisch angesetzt. Die einzusetzende Menge an nicht-radioaktivem ,kaltem® rT3 ist dabei
abhangig vom Gewebe, welches untersucht wird. Fur die Hep-G2-Zellen wurde 1,0 pl
0,1 mM rT3 verwendet. Fur jede Probe wurden 50,0 pl Substrat-Mix benotigt.
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Tabelle 2-9: Auflistung der Inhaltsstoffe zur Herstellung des Substrat-Mixes.

Zusammensetzung Substrat-Mix (50,0 yl pro Probe):
x-10,00 ul 1 M KPO, - Puffer + 10 mM EDTA, pH 6,8
x: 2,00 ul 1 M DTT

x+ 0,41 ul 40 mM NaOH

X

X

- 1,00 ul 0,1 mM 1T,
36,59 ul ddH,O0

Abb. 2-3: Vorbereiten des "°IrTs-Tracers
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3. Messen des Tracers

Der eingedampfte Tracer wurde mit dem Substrat-Mix resuspendiert und sorgfaltig ge-
mischt. Es wurden dreimal 50,0 pl des Tracer-Substrat-Mixes entnommen und in jeweils
2,0 ml 10%iger Essigsaure gelost und fur 10 Min. im Gamma Counter gemessen, um den
absoluten Zerfall des Tracers zu bestimmen (=100%-Wert). Dieser sollte im Toleranzbe-
reich von 30.000 bis 80.000 cpm pro Reaktionsansatz (= 50 pl) liegen.
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4. Starten der Reaktion
Es wurden jeweils 50 ul des Tracer-Substrat-Mixes nacheinander zu den Proben gegeben,
durch Auf- und Abpipettieren gemischt und bei 37°C im Wasserbad fur 120 Min. inkubiert.

5. Stoppen der Reaktion

Die Proben wurden in der gleichen Reihenfolge nach 120 Min. aus dem Wasserbad ge-
nommen und die Aktivitdt der Deiodasen durch Zugabe von 50,0 ul 4°C kalter Stopp-
Losung (1 g BSA+ 1 ml 0,1 M PTU + 9 ml H,O) gestoppt. Die Proben wurden dann auf
Eis gestellt und den Kontrollen 40 ul Proteinhomogenat hinzugefugt. Anschliel3end wurde
zur Ausfallung der enthaltenen Proteine zu jeder Probe 400,0 ul eiskalte 10%ige Trichlor-
essigsaure (TCA) gegeben. Die Proben wurden durch Vortexen gemischt und fir 5 Min.
bei 14.000 rpm zentrifugiert (Fa. Eppendorf Typ 5415C).

6. Auftrennungq tiber Dowex-Sé&ulen

Die Dowex-50 WX-2-Saulen wurden mit 2 x 2,0 ml 10%iger Essigsaure gespult und der
Durchfluss verworfen. Es wurde darauf geachtet, dass die Saulen alle gleich hoch befullt
waren. Unter die Dowex-50 WX-2-Saulen wurden dann die ZahIrohrchen gestellt.

480,0 ul des Uberstandes der zentrifugierten Proben wurden auf die Dowex-S&ulen gege-
ben und dann mit 2,0 ml 10%iger Essigsaure zur Abtrennung der freien "2 ~onen eluiert.
Der Durchfluss wurde in den Zahlréhrchen aufgefangen, gut gemischt und zur Messung

der radioaktiven Aktivitat im Gamma Counter fur 600 sec. gemessen.

7. Berechnunq der Enzymaktivitat

Der gemessene radioaktive Zerfall ist ein Mal} fur die Aktivitat der Deiodasen. Zur Berech-
nung der Enzymaktivitat wird zunachst der ,Background®, welcher dem radiolytischen Zer-
fall von "[T5 entspricht, von der gemessenen Aktivitat subtrahiert und zur Menge und
Aktivitat des eingesetzten kalten rT; (aus dem Substrat-Mix) bezogen auf Reaktionszeit
und Proteinmenge ins Verhaltnis gesetzt.
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2 (Cmerobe - CmeaCkground) an3 Substrat-Mix 480
Apo = i ]
CpmrT3 Substrat -Mix 1’nProtein t
(cpm - cpm)- mol mol
[ADIO] = . = .
Cpm-mg - min mg - min

2 nmol, 3 - 1000 1000 (€PMyp, . ~ CPMy o

spez. Aktivitét [ fmol ]=
mg- min 480

CmeOO%—Wert ) mgProtein "min- 550

Erlduterunqg zur Berechnung:

Der phenolische Ring von rTs kann sich um die Diphenylether-O-C+-Bindung frei drehen,
daher kénnen Dio1 und Dio2 sowohl das 5°- als auch das 3'-lodatom abspalten. Da rTz nur
in 5°-Position radioaktiv markiert ist, kommt statistisch auf ein '?°I" ein nicht markiertes lod-
Atom. Dies ist in der Formel mit dem Faktor 2 berucksichtigt. In die Berechnung geht zu-
dem nur die Menge an ,kaltem® (nicht radioaktiv markiertem) rT3, die dem Substratmix zu-
gegeben wurde, mit ein. Die Menge an radioaktivem rT3 ist im Vergleich zum ,kalten® rT;
verschwindend gering und kann vernachlassigt werden. Weiter wird der Faktor 480/550
einbezogen, weil vom Gesamtvolumen von 550 ul des Versuches nur 480 pl auf die Dowex
50-Saulen aufgetragen werden.

Die spezifische Aktivitat der ungehemmten Ansatze entspricht der Aktivitat der Dio1, da die
Hep-G2-Zellen nur diese exprimieren. Ware zusatzlich Dio2 enthalten, musste die spezifi-
sche Aktivitat der durch PTU gehemmten Ansatze (=Dio2-Aktivitat) von Ersteren subtra-
hiert werden, um ein Mal} fur die Dio1-Aktivitat zu bekommen.
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Tabelle 2-10: Pipettierschemata fiir die Proben mit den Substanzen c1-c10, die Kon-
trollen mit H>O sowie die Kontrollen mit den Protein-Standards aus
Méuse-Leber fiir den Deiodase-1 Assay.

Pipettierschema ,,Probe“ fiir den Deiodase-1 Assay

@ Hep-G2 Extrakt (50 pg) 40,00 pl
Qo
o Substanz c1 — ¢10 in unterschiedlichen 50,00 pl
o . 10,00 pl
Konzentrationen
1 M KPOs-Puffer + 10 mM EDTA, pH 6,8 10,00 pl
X
= 1MDTT 2,00 pl
g 40 mM NaOH 0,41 l
2 |otmmrm, 1,00 pl 50,00 ul
g H,0 36,59
F | Beifrischer Aktivitat 0,2 pl Tracer je Probe (*2°I'rTs)
aufgereinigt und eingedampft (Trockensubstanz)
Start der Reaktion: Inkubation fiir 120 Min bei 37°C
Stopp der Reaktion: Zugabe von Stopp-Lésung und TCA
BSA 5mg
a2
83 | 0,1MPTU 5ul 50 ul
n35
H>O 45yl
<
|C_> 4°C kalte 10%ige Trichloressigsaure 400 pl 400 pl
Gesamtvolumen 550 pl

Pipettierschema ,,H,O-Kontrolle“ fiir den Deiodase-1 Assay

c 2
S 9 | H0 10,00 pl 10,00 pl
1 M KPOs-Puffer + 10 mM EDTA, pH 6,8 10,00 pl
X
= 1MDTT 2,00 ul
g 40 mM NaOH 0,41 l
2 |[o1mmm, 1,00 pl 50,00 ul
g H,0 36,59
| Bei frischer Aktivitat 0,2 pl Tracer je Probe ('%°I'rT3)
aufgereinigt und eingedampft (Trockensubstanz)
Start der Reaktion: Inkubation fiir 120 Min bei 37°C
Stopp der Reaktion: Zugabe von Stopp-Lésung und TCA
BSA 5 mg
AP
83 | 0,1MPTU 5 ul 50 ul
® 3
H.O 45yl
2§ | Hep-G2 Extrakt 40 pl 40 pl
<
|C_) 4°C kalte 10%ige Trichloressigsaure 400 pl 400 pl
Gesamtvolumen 550 pl
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Pipettierschema ,,Protein-Standard“ fiir den Deiodase-1 Assay

B2 Maus-Leber Extrakt (20 ug)
© = . 40,00 pl
g = Protein-Standard 50,00 pl
0 H>O 10,00 pl
1 M KPOs-Puffer + 10 mM EDTA, pH 6,8 10,00 pl
X
= 1MDTT 2,00 pl
g 40 mM NaOH 0,41l
o)
2 | 01 mMITs 1,00 ul 50,00 pl
g H,0 36,59 pl
~ | Beifrischer Aktivitit 0,2 ul Tracer je Probe ("%I'Ts)
aufgereinigt und eingedampft (Trockensubstanz)
Start der Reaktion: Inkubation fiir 120 Min bei 37°C
Stopp der Reaktion: Zugabe von Stopp-Lésung und TCA
BSA 5mg
a2
g3 | 0,1 MPTU 5ul 50 ul
n35
H>O 45yl
<
|C_> 4°C kalte 10%ige Trichloressigsaure 400 pl 400 pl
Gesamtvolumen 550 pl

2.2.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde durch einen modifizierten Bradford-
Proteinassay von Bio-Rad bestimmt [85]. Die Messung erfolgte am Photometer bei ei-
ner Wellenlange von 595 nm. Anhand der Standardkurve aus einer IgG-
Proteinstandardlosung (unterschiedliche Konzentrationen von ca. 1,3 bis 1,9 mg/ml)

wurde die Proteinkonzentration bestimmt.

2.2.9 Software

Zur Erstellung dieser Dissertation und Verarbeitung der ihr zugrunde liegenden Daten
wurden folgende Programme benutzt:

- Microsoft Excel 2004 fur Mac (Microsoft Corporation, USA)

- Microsoft Excel fur Windows (Microsoft Corporation, USA)



Material und Methoden 46

- Microsoft Word 2004 fur Mac (Microsoft Corporation, USA)

- Microsoft FormelEditor 2004 fur Mac (Microsoft Corporation, USA)

- EndNote 9.0 (Thomson Reuters Corporation, USA)

- Marvin Sketch a molecule (ChemAxon Ltd., Ungarn)

- AppleSkript-Programm , TPO-Auswertung“ erstellt mit AppleSkript (Apple Inc., USA)

- GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, California, USA)

- Adobe lllustrator CS3 (Adobe Systems, Inc., USA) zur Erstellung der zahlreichen
Grafiken und Schaubilder

2.210 Statistik

2.210.1 ZielgroBen (target variables)

Zur Beurteilung der inhibitorischen Potenz der untersuchten Substanzen auf die Schild-
drisenhormone wurden die humane TPO und die Dio1 als Zielgré3en ausgesucht, da
sie die beiden zentralen Enzyme des Schilddrisenhormonstoffwechsels darstellen und
als Angriffspunkte der klassischen Thyreostatika bekannt sind. Mit dem Guaiacol und
dem Deiodase-1 Assay stehen aulRerdem zwei etablierte Verfahren zur Untersuchung
der Aktivitat dieser beiden Enzyme zur Verfugung. Die Funktionsweise der Thyreostati-
ka und deren Wirkung auf die TPO und Dio1 ist im ersten Kapitel dieser Arbeit bereits
ausfuhrlich beschrieben worden.

2.2.10.2 Statistisches Modell

Die photometrisch bzw. durch radioaktiven Zerfall gemessenen Werte wurden zur Aus-
wertung zunachst mit Microsoft Excel aufgezeichnet und zur weiteren Bearbeitung in
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, California, USA) uberfuhrt. Mit GraphPad
Prism 4.0 wurden dann sigmoidale Dosis-Wirkungskurven durch nichtlineare Regressi-
on (,curve fitting“) erstellt. Sie zeigen die Aktivitat des jeweiligen Enzyms als Funktion
des Logarithmus der Konzentrationen der untersuchten Substanzen. Hierfir wurde fol-

gende Drei-Parameter-Gleichung verwendet:

(Top — Bottom)

Y = Bottom + 13 QeEEcRx
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Topf-=---
Abb. 2-4: Beispiel einer Dosis-
Wirkungskurve
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Die Variable ,Bottom* steht bei dieser Gleichung fur den Y-Wert auf Hohe des unteren
Plateaus der Kurve, wahrend die Variable ,Top“ den Y-Wert des oberen Plateaus an-
gibt. Log(EC50) entspricht dem X-Wert bei genau halbmaximaler Wirkung, also genau
auf halben Wege zwischen ,Top“ und ,Bottom®. ,Log(EC50)“ ist der Logarithmus des
EC50, welcher in dieser Arbeit der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) ent-
spricht. Allgemein wird als IC50 die Konzentration eines Inhibitors angegeben, bei der

eine halbmaximale Hemmung zu beobachteten ist.

Bei der hier verwendeten Formel fur logistische Regression entsprechen ,Top",
,Bottom“ und ,Log(EC50)“ den drei Parametern. Durch Variation der drei Parameter
wird der Kurvenverlauf der Dosis-Wirkungskurve den gemessenen Datenpunkten mog-

lichst genau angepasst.

R? ist ein MaR fiir die Giite der Kurvenanpassung. Der Wert fur R? kann zwischen 0 und
1,0 liegen und bleibt ohne Einheit. Je hoher der Wert ist, desto besser entspricht die
Kurve dem tatsachlichen Datenverlauf. Die Methodik der nichtlinearen Regressionsana-
lyse stellt fur die hier ermittelten Datensatze ein hinreichend zutreffendes Modell dar, da
bei den inhibitorisch wirksamen Substanzen fiir R* Werte zwischen 0,8 und 1,0 ermittelt
wurden. Uberwiegend wurden sogar Werte von 0,96 bis 1,0 erreicht.

In einzelnen Fallen wurden aus experimentellen Grunden nicht genugend Datenpunkte

zur exakten Berechnung des ,Bottom“-Plateaus der Dosis-Wirkungskurve bestimmit.
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Dies betrifft vor allem diejenigen Substanzen, welche erst in hohen Konzentrationen
eine Hemmung auf die untersuchten Enzyme zeigten. Eine Untersuchung von Sub-
stanzkonzentrationen dber 10 mM fand aus Grunden der Loslichkeit, Toxizitat und
Auswirkungen auf den pH-Wert nicht statt. Auch Uberlegungen, dass solch hohe Sub-
stanzkonzentrationen in vivo normalerweise nicht zu erreichen und wahrscheinlich mit
einer hohen Toxizitat verbunden waren, fuhrten zur Begrenzung der Untersuchungen
auf die angegebenen Konzentrationen. Die berechneten IC50-Werte sind in diesen Fal-

len nur als Trendgrofe zu verstehen.

2.210.3 Vergleich und statistische Tests

Die im Kapitel ,Ergebnisse® dargestellten Dosiswirkungskurven und die damit verbun-
denen Angaben zur inhibitorischen Potenz der untersuchten Substanzen wurden durch
Paarvergleiche nach der Methode von Bonferroni Uberpruft und in ihrem Ergebnis
bestatigt. Bei der Bonferroni-Korrektur wird die Alphafehler-Kumulierung bei multiplen
Paarvergleichen neutralisiert.

Allgemein wurde bei einem p < 0,05 von statistischer Signifikanz ausgegangen. Bei
multiplen Vergleichen wurde eine entsprechende Alphafehler-Korrektur vorgenommen.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, neue selen- und schwefelhaltige Derivate der bekannten
Thyreostatika zu untersuchen und hinsichtlich ihrer Wirkung auf humane TPO und
auf humane Dio1 zu testen. Insgesamt wurden dafur zehn Thioharnstoff- bzw. Sele-
noharnstoffderivate ausgewahlt. Hintergrund fur die Auswahl der hier eingesetzten
Assays war die Wirkungsweise der klassischen Thyreostatika. MMI und PTU inhibie-
ren die Schilddrisenhormonsynthese durch Hemmung der TPO und PTU inhibiert
zusatzlich den Schilddrisenhormon-Metabolismus durch Effekte auf die Dio1. Es war
zu erwarten, dass auch die Derivate dieser Substanzen am ehesten Effekte auf diese
beiden Enzyme zeigen wurden.

Der Guaiacol Assay ist ein klassisches Verfahren zur Untersuchung von Peroxida-
sen. Guaiacol dient den Peroxidasen als Ersatzsubstrat fur nattrliche Substrate und
stellt Uber einen Farbumschlag einen Indikator dar. Es wurden bereits zahlreiche Er-
gebnisse mit diesem Verfahren fur die Inhibition der TPO durch Thyreostatika sowie
durch endokrine Disruptoren veroffentlicht [75, 84, 86].

Der Deiodase-1 Assay ist ein radioenzymatischer Assay, bei dem mit Hilfe von radio-
aktiv markiertem rT3 die Aktivitat der Dio1 ermittelt werden kann. Dies ist moglich, da
die Dio1 von rT3 ein lodatom abspaltet, um 3,3’-T, zu bilden. Das abgespaltene
'2%|lod kann nach relativ einfachen Aufreinigungs- und Auftrennungsschritten mittels
Gammazahler detektiert und die Enzymaktivitat rechnerisch bestimmt werden. Der
Deiodase-1 Assay ist hoch sensitiv und spezifisch. Durch seinen funktionsbasierten
Aufbau spiegeln die Ergebnisse weitestgehend die Deiodasefunktion in vivo wieder.

Alle beschriebenen Versuche wurden im Zeitraum von Mai 2006 bis Februar 2007 im
Institut fir Experimentelle Endokrinologie der Charité in Berlin durchgefuhrt.

3.1 Guaiacol Assay

Ziel dieses Experiments war es, bei den untersuchten zehn Substanzen, mogliche
hemmende Effekte gegenuber der humanen TPO aufzudecken. Daflr wurden jeweils
100 pyg TPO-Extrakt (aus FTC-238/TPO Zellen) mit den Substanzen c1 bis ¢10 ver-
setzt. Als Substrat fur die TPO wurde Guaiacol eingesetzt, welches durch die TPO so
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umgesetzt wurde, dass es zu einem Farbumschlag der Losung kam. Dieser konnte
durch Messung der photometrischen Absorption bei 470 nm mit einem Photometer
bestimmt werden. Eine Hemmung der TPO bewirkte also eine Anderung in der Ge-
schwindigkeit des Farbumschlages der Losung und wurde somit berechenbar. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von H,O, gestartet und Uber einen Zeitraum von 120

sec. aufgezeichnet.

Jede Substanz wurde in 6 bis 9 verschiedenen Konzentrationen von 1 mM bis
1 nM Uberpruft. Dabei wurde jede Konzentration mindestens sechsmal im Assay un-
tersucht und die gemessenen Werte anschlieend gemittelt. Als Kontrolle fungierte
im Assay ein ungehemmter TPO-Ansatz, bei dem anstelle der Substanzen einmal
H20 und zum anderen DMSO in gleicher Menge eingesetzt wurde. So wurden je
sechs Kontrollen mit H,O und je sechs Kontrollen mit DMSO vor Beginn, wahrend
des Verlaufs und am Ende des Versuchs gemessen. Die Kontrollmessungen mit
DMSO erfolgten dabei, um zu zeigen, dass DMSO keinen Einfluss auf das Ergebnis
des Assays hat. Dies war notig, da die zu untersuchenden Substanzen in unter-
schiedlichen Konzentrationen DMSO enthielten.

Aus den gemessenen Absorptionswerten wurden die durchschnittlichen AOD zwi-
schen 20 und 50 sec. berechnet. Anschlieliend wurden die durchschnittichen AODs
der einzelnen Proben mit den unterschiedlichen Substanzkonzentrationen von c1 bis
c10 und die Duplikate mit den jeweiligen Tageskontrollen verglichen und in Teilen
von Hundert dargestellt. Mit GraphPad Prism 4.0 wurden dann sigmoidale Dosis-
Wirkungskurven erstellt und die IC50-Werte fur die einzelnen Substanzen berechnet.

3.1.1 Ubersicht iiber die Ergebnisse im Guaiacol-Assay

In Abbildung 3-1 ist die gemessene Aktivitat der TPO unter zunehmender Konzentra-
tion der Substanzen c1 bis ¢10 dargestellt. In diesem Versuch wurden jeweils 100 pg
TPO-Extrakt mit den jeweiligen Substanzen in ansteigenden Konzentrationen von
10" bis 10 mol/l versetzt. Unter Einwirkung von 5-MTU (c1), 6-BTU (c2) und MSel
(c4) fand sich oberhalb von 10 mol/l eine deutliche Hemmung der TPO-Aktivitat im
Vergleich zur Kontrolle und damit in einem ahnlichen Konzentrationsbereich wie bei

den klassischen Substanzen PTU und MMI. Bei den Derivaten ¢3 und c5 - ¢10 konn-
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te in den untersuchten Konzentrationen keine signifikante Hemmung der humanen
TPO festgestellt werden.

Die Hemmung der TPO erfolgte durch MMI etwa 3,4-, 6- bzw. 13-mal potenter als
durch die Substanzen MSel (c4), 5-MTU (c1) und 6-BTU (c2). Allerdings hemmten
die gleichen Substanzen die TPO effektiver als PTU. Die Substanz MSel (c4) etwa 4-
mal, 5-MTU (c1) etwa 2,3-mal und 6-BTU (c2) ungefahr genauso potent wie PTU.

Abb. 3-1: Ubersicht iiber die Ergebnisse im Guaiacol-TPO Assay:

Gemessen wurde hier die Aktivitat der TPO unter Einfluss ansteigender
Konzentrationen der Substanzen c1 bis ¢10 im Vergleich zur Kontrolle.
Wéhrend bei den Substanzen c¢3 sowie ¢5-c10 keine signifikante Hem-
mung bei den untersuchten Konzentrationen festgestellt werden konnte,
wurde bei c¢1, c2 und c4 eine signifikante Hemmung der TPO durch
Substanzkonzentrationen oberhalb von 10°M festgestellt. Fiir c1 wurde
ein IC50-Wert von 55 uM, fiir c2 von 121 uM und fiir c4 von 31 uM fest-
gestellt. Der IC50-Wert gibt hierbei die Konzentration an, welche eine
50%ige Hemmung der TPO in vitro bewirkt.

1204 e 5-MTU (1)
8 % 100+ e 6-BTU (C2)
=< go- = MSel (c4)
“ O
o < — 3,c5-c10
T ¢ 604
® =
:vo: C 40-1
> N
ks 20+
< o

> ®» A o 5 X B a
204 8 O O O O Q8 ®

Konzentration [in mol/l]
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In Tabelle 3-1 sind die gemessenen IC50-Werte der Substanzen 5-MTU (c1), 6-BTU
(c2) und MSel sowie im Vergleich dazu von PTU und MMI dargestellt. Die 1C50-

Werte wurden anhand der Ergebnisse im Guaiacol-Assay berechnet.

Tabelle 3-1: Ubersicht iiber die im Guaiacol-TPO-Assay bestimmten IC50-Werte der
wirksamen Substanzen c1, ¢2 und c4 sowie PTU und MMI.

Thyreoperoxidase (TPO)

Substanz IC50-Wert
5-MTU (c1) 5,49 x 10° M 54,9 uM
6-BTU (c2) 1,213 x 10* M 121,3 uM
MSel (c4) 3,12x 10° M 31,2 uM
PTU 1,25 x 10* M 125 uM
MMI 9,20 x10° M 9,2 uM
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3.1.2 Einzeldarstellungen der Ergebnisse im Guaiacol-Assay

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Guaiacol-Assays nach Erstellung von sigmoi-
dalen Dosis-Wirkungskurven und Berechnung der IC50-Werte mit dem Programm
GraphPad Prism 4.0 als Einzeldarstellung fur jede untersuchte Substanz abgebildet.

Abb. 3-2: Einzeldarstellung der Ergebnisse des Guaiacol-TPO Assays mit den

Substanzen c1 bis ¢10.

5-MTU (c1)

_120- i
O S 100- [
a = !
= 5 80-
@ <
T o 60-
T
E: c  40-
> N
ks 20+
< c

— 0 ¥ T ¥ T ¥ T |

.20~ 10° 10°® 107 10° 10° 10+ 3 102

Konzentration von 5-MTU (c1)
[in mol/1]

A: Die Substanz 5-MTU (c1) wurde in den Konzentrationen von 10 bis 10> M
gemessen. Dabei konnte eine deutliche Hemmung der TPO-Aktivitat bei Kon-
zentrationen liber 10° M gemessen werden. Rechnerisch ergab sich ein IC50-
Wert fur 5-MTU (c1) von 54,9 uM.
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B

6-BTU (c2)
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T ' ¥ '
10° 10® 107 10°¢ 10° 10* 107

Konzentration von 6-BTU (c2)
[in mol/l]

X )
e 9

B: Die Substanz 6-BTU (c2) wurde in den Konzentrationen von 10° bis 10 M
gemessen. Eine deutliche Hemmung der TPO-Aktivitét fand sich bei Konzen-
trationen tiber 10° M. Der IC50-Wert fiir 6-BTU (c2) liegt bei 121,3 uM.
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D

MSel (c4)
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D: Die Substanz MSel (c4) wurde in den Konzentrationen von 107 bis 2,5 x
10* M gemessen. Eine deutliche Hemmung der TPO-Aktivitit konnte bei Kon-
zentrationen tiber 10° M nachgewiesen werden. Aus den vorliegenden Daten
ergab sich ein IC50-Wert von 31,2 uM fiir die Substanz MSel (c4).
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F: Die Substanz c6 wurde in den Konzentrationen von 10° bis 10° M gemes-
sen. Eine signifikante Hemmung der TPO-Aktivitdt konnte nicht festgestellt
werden.
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C + E + G-K: Die Substanzen 5-CETU (c3), ¢5 und c¢7-c10 wurden in den Konzentra-
tionen von 10 bis 10* M gemessen. Die Hemmung der TPO-Aktivitat durch diese

Substanzen war nicht signifikant.
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3.1.3 Ergebnisse der statistischen Analyse des Guaiacol Assays

Die Tabelle 3-2 gibt eine Ubersicht Uber die Ergebnisse der statistischen Berechnun-

gen zur nichtlinearen Regression der im Guaiacol Assay gemessenen Datenpunkte

unter Verwendung der im Kapitel ,Material und Methoden“ beschriebenen Drei-

Parametergleichung. Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fur die Erstellung der

Dosis-Wirkungskurven.

Tabelle 3-2: Ergebnisse der nichtlinearen Regression ausgehend von den Daten
des Guaiacol Assays.

Sigmoidal dose-response
Best-fit values
Bottom
Top
LogEC50
EC50
Std. Error
Bottom
Top
LogEC50
95% Confidence Intervals
Bottom

-16,08
99,78
-4,261
5,49E-05

9,901
3,192
0,131

-36,20 to 4,030

-129,6
108,7
-3,917
1,21E-04

113
3,563
0,3625

-357,9 to 98,71

104,2
112,7
-6,531
2,94E-07

6,423
6,543
2,349

90,86 to 117,6

6,115
107.9
-4,507
3,11E-05

10,61
3,803
0,1763

-15,27 to 27,50

Not converged

Top 93,30to 106,3 [101,5t0 115,9 |99,05t0 126,3 |100,2to 115,5
LogEC50 -4,527 t0 -3,994 | -4,649 to -3,185 |-11,42to-1,645 |-4,862 to -4,151
EC50 2,973E-05 to 2,244E-05 to 3,833E-12 to 1,374E-05 to
1,013E-04 6,538E-04 0,02263 7,055E-05
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 35 41 21 45
R? 0,8771 0,8045 0,04429 0,7822
Absolute Sum of Squares 7314 14161 6564 15820
Sy.x 14,46 18,58 17,68 18,75
Number of points Analyzed | 38 44 24 48 24
Sigmoidal dose-response Not converged Not converged
Best-fit values
Bottom 102,6 72,43 106,1
Top 120,6 83,71 100,6
LogEC50 -6,542 -5,654 -7,702
EC50 2,87E-07 2,22E-06 1,99E-08
Std. Error
Bottom 6,784 11,92 13,86
Top 6,959 7,543 6,682
LogEC50 1,17 2,506 5,186

95% Confidence Intervals
Bottom
Top
LogEC50
EC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
RZ
Absolute Sum of Squares
Sy.x
Number of points Analyzed

38

88,8110 116,4
106.,4 to 134,7
-8,925 to 4,160
1,189E-09 to
6,914E-05

33
0,1061
17381
22,95
36

47,64 to 97,21
68,02 to 99,40
-10,87 to -0,4429
1,362E-11 to
0,3606

21
0,03645
12804
24,69
24

12

74,7510 1374
85,48 to 115,7
-19,43 t0 4,029
3,684E-20 to
10702

9
0,02005
2464
16,55
12
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3.2 Deiodase-1 Assay

Der Deiodase-1 Assay wurde verwendet, um eine hemmende Wirkung der unter-
suchten Substanzen auf die Dio1 nachzuweisen. Es wurde 50 ug Hep-G2-Extrakt als
Deiodase-Quelle verwendet. Gemessen wurde die Dio1-Aktivitat unter Einfluss an-
steigender Konzentrationen der Substanzen c1 bis c10.

Alle Substanzen zeigten eine hemmende Wirkung auf die Dio1 in Konzentrationen
iber 10 mol/l. Unter Einwirkung der Substanzen 5-MTU (c1), 6-BTU (c2) und
5-CETU (c3) ist diese Hemmung auch schon in wesentlich geringeren Konzentratio-
nen zu beobachten. Die Substanzen 5-MTU (c1) und 6-BTU (c2) hemmen bei glei-
cher Konzentration die Dio1 potenter und 5-CETU (c3) gleich gut wie PTU.

Der ermittelte IC50-Wert fiir 5-MTU (c1) liegt bei 7,03 x 10”7 mol/l, fiir 6-BTU (c2) bei
1,24 x 107 mol/l, fiir 5-CETU (c3) bei 1,74 x 10® mol/l und fiir PTU bei 1,72 x 10

mol/l.

Von den weniger potenten Substanzen hat MSel (c4) (IC50: 414,3 uM) den
niedrigsten und c10 (IC50: 21,3 mM) den hochsten IC50-Wert.
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3.2.1 Ubersicht iiber die Ergebnisse im Deiodase-1 Assay

In Abbildung 3-3 ist die gemessene Aktivitat der Dio1 unter zunehmender Konzentra-
tion der Substanzen c1 bis c10 dargestellt. In diesem Versuch wurden jeweils wie
unter 3.2 beschrieben 50 ug Hep-G2-Extrakt mit den jeweiligen Substanzen in an-
steigenden Konzentrationen von 10™° bis 102 mol/l untersucht.

Abb. 3-3: Ubersicht iiber die Ergebnisse im Deiodase-1 Assay:
Gemessen wurde hier die Aktivitéat der Typ | 5’-Deiodase in 50 ug Hep-
G2-Extrakt unter Einfluss ansteigender Konzentrationen der Substan-
zen c1 bis c10.

Wirkung von c1-c10 + PTU auf die Dio1-Aktivitat
in 50ug Hep-G2-Extrakt

; —— 5-MTU (c1)
——6-BTU (c2)
g i 5-CETU (c3)
Fle 4 —PTU
gls ™ —c4-¢10
£ 2+
1-
0 T T T T T
1 10 107 10° 103 10

Konzentration [in mol/I]
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In Tabelle 3-3 sind die gemessenen IC50-Werte aller gemessenen Substanzen so-
wie im Vergleich dazu von PTU dargestellt. Die IC50-Werte wurden anhand der Er-
gebnisse im Deiodase-1 Assay berechnet.

Tabelle 3-2: Ubersicht iiber die im Deiodase-1 Assay bestimmten IC50-Werte der
Substanzen c1 bis ¢10 sowie PTU.

Typ | 5’-Deiodase (Dio1)

Substanz IC50-Wert
5-MTU (c1) 7,0x 107 M 704 nM
6-BTU (c2) 1,2x 107 M 124 nM
5-CETU (c3) 1,7 x 10° M 1,74 uM
MSel (c4) 41x 10" M 413 uM
c5 2,0x10°M 2,00 mM
c6 3,4x10°M 3,39 mM
c7 2,9x10° M 2,94 mM
c8 52x10*M 518 yM
c9 1,4 x10° M 1,41 mM
c10 2,1x 102 M 21,3 mM
PTU 1,7 x 10° M 1,72 uM
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3.2.2 Einzeldarstellungen der Ergebnisse im Deiodase-1 Assay

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Deiodase-1 Assays nach Erstellung von sig-
moidalen Dosis-Wirkungskurven und Berechnung der IC50-Werte mit dem Pro-
gramm GraphPad Prism 4.0 als Einzeldarstellung fur jede untersuchte Substanz ab-

gebildet.

Abb.: 3-4:  Einzeldarstellung der Ergebnisse des Deiodase-1 Assays mit den Sub-
stanzen c1 bis ¢10. Gemessen wurde die Aktivitat der Dio1 in 50 ug
Hep-G2-Extrakt unter ansteigenden Substanzkonzentrationen.
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fmol '35
mgProteln * mln

00

fmol |-

. .
Protein min

mg

Wirkung von 5-MTU (c1) auf die Dio1-Aktivitat

|} )
10-° 107 105 1073 10
Konzentration [in mol/]

Wirkung von 6-BTU (c2) auf die Dio1-Aktivitat

T v i
10°° 107 105 103 101

Konzentration [in mol/]

-1-

A-B: Die Substanzen 5-MTU (c1) und 6-BTU (c2) wurden in
Konzentrationen von 107° bis 10° M gemessen. Eine deutliche
Hemmung der Dio1 fand sich bei Konzentrationen iiber 10° M. Der
IC50-Wert fiir 5-MTU (c1) wurde mit 7,0 x 107 M und fiir 6-BTU (c2) mit
1,2 x 107 M berechnet.
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Wirkung von 5-CETU (c3) auf die Dio1-Aktivitat

fmol 25]-
Protein *min

mg

0 '

)
106 104 10-2
Konzentration [in moin

v
108

C: Die Substanz 5-CETU (c3) wurde in Konzentrationen von 107 bis
10% M gemessen. Eine deutliche Hemmung der Dio1 fand sich bei
Konzentrationen iiber 10° M. Der ermittelte IC50-Wert fiir 5-CETU (c3)
liegt bei 1,7 x 10° M.
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D

Wirkung von MSel (c4) auf die Dio1-Aktivitat

fmol 23|
Protein * min

mg

v |} L} L}
106 105 10+ 103 102
Konzentration [in mol/

D: Die Substanz MSel (c4) wurde in Konzentrationen von 1,0 x 10°® bis
2,5 x 10° M gemessen. Eine deutliche Hemmung der Dio1 fand sich bei
Korzzentrationen (iber 10° M. Der IC50-Wert fiir MSel (c4) liegt bei 4,1 x
10° M.
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Wirkung von c5 auf die Dio1-Aktivitat Wirkung von c6 auf die Dio1-Aktivitat

6+
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5+ 5
c 4 c 4
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S| 2 S| £
Elg 24 Elg 24
£ £
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c L] lJ J Al J A c L) L) L ] L}
1 10 10* 10¢ 10° 102 107 1 10°¢ 10% 10¢ 10° 102 107
Konzentration [in mol) ) Konzentration (in mou
Wirkung von ¢7 auf die Dio1-Aktivitst Wirkung von c8 auf die Dio1-Aktivitét
6 81
5 "
64 i L
L E “ i E 5
& . 34 :i .c 44
5| S| £
o| s 2
E 5 5 <o 34
g 2 £ 5
1+ 14 ™
c L] L] ] L) L) L] c L) L) L) J ‘. lJ
1 10€ 10 10* 10° 102 10" 1 10¢ 10 10¢ 10° 102 107
i Konzentration [in moi Konzentration fin moin
Wirkung von c9 auf die Dio1-Aktivitat Wirkung von c10 auf die Dio1-Aktivitat
6 6
51 54
s H s 4
=|E =|€
IR Tl 3
Sl 24 Elgs 24
£ £
14 14
c L) L) L) L) L] c \J L] LJ A Al 1
1 10¢ 105 10* 10° 102 107 1 10€ 10% 10* 10° 102 10°

Konzentration (in moui) Konzentration (in mol1)

E-K: Die Substanzen c5 - ¢10 wurden in Konzentrationen von 10° bis
10? M gemessen. Eine signifikante Hemmung der Dio1 fand sich bei
Konzentrationen iiber 10 M. Die rechnerisch ermittelten IC50-Werte
sind der Tabelle 3-2 zu entnehmen.
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3.2.3 Ergebnisse der statistischen Analyse des Deiodase-1 Assays

Die Tabelle 3-4 zeigt die Ergebnisse der statistischen Berechnungen zur nichtlinea-

ren Regression der im Deiodase-1 Assay gemessenen Datenpunkte unter Verwen-

dung der

im  Kapitel

,Material

und

Methoden®

beschriebenen

Drei-

Parametergleichung. Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fur die Erstellung der

entsprechenden Dosis-Wirkungskurven.

Tabelle 3-4: Ergebnisse der nichtlinearen Regression ausgehend von den Daten
des Deiodase-1 Assays.

Sigmoidal dose-response
Best-fit values
Bottom
Top
LogEC50
EC50
Std. Error
Bottom
Top
LogEC50
95% Confidence Intervals
Bottom

0,05354
4,974
-6,153
7,035E-07

0,06884
0,09386
0,0501

-0,08674 to 0,1938

-8,19E-04
5,200
-6,908
1,24E-07

0,06142
0,1169
0,04875

-0,1274 10 0,1257

0,01547
4,825
-5,759
1,74E-06

0,06428
0,09756
0,04816

-0,1182 to 0,1492

-0,5608
5,253
-3,386
4,11E-04

0,4426
0,1734
0,1429

-1,525t0 0,4038

-0,2296
5,026
-2,699
2,00E-03

0,4653
0,152
0,1409

-1,24410 0,7844

-1,566
5,118
-2,471
3,38E-03

0,7688
0,1558
0,1609

-3,24110 0,1092

Top 4,783 to 5,166 4,959 t0 5,440 | 4,622 t0 5,028 4,875 t0 5,631 | 4,694 to 5,357 4,779 to 5,458
LogEC50 -6,255 to -6,051 -7,009 to -6,808 | -5,859 to -5,659 | -3,697 to -3,074 | -3,006 to -2,392 | -2,822t0-2,120
EC50 5,561E-07 to 9,800E-08 to 1,383E-06 to 2,009E-04 to 9,871E-04 to 1,508E-03 to
8,899E-07 1,556E-07 2,193E-06 8,428E-04 4,060E-03 7,578E-03
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 32 25 21 12 12 12
R? 0,9843 0,9873 0,9899 0,9702 0,9519 0,9595
Absolute Sum of Squares | 2,382 1,442 0,9246 1,989 2,134 2,31
Sy.x 0,2728 0,2402 0,2098 0,4071 0,4217 0,4388
Number of points Analyzed | 35 28 24 15 15 15
Sigmoidal dose-response
Best-fit values
Bottom -1,006 -0,5052 -0,5921 -10,16 0,1019
Top 4,970 6,473 5,025 5,393 5,124
LogEC50 -2,531 -3,289 -2,850 -1,672 -5,761
EC50 2,94E-03 5,14E-04 1,41E-03 0,02127 1,73E-06
Std. Error
Bottom 0,5094 0,7248 0,3624 34,74 0,06405
Top 0,1200 0,4204 0,1447 0,3238 0,0895
LogEC50 0,1245 0,2193 0,1084 1,421 0,04719
95% Confidence Intervals
Bottom -2,116t00,1044 |-2,219t0 1,209 |-1,382t00,1975 |-95,17 to 74,86 |-0,07594 to 0,2796

Top
LogEC50
EC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
RZ
Absolute Sum of Squares
Sy.x
Number of points Analyzed

4,709 to 5,231
-2,802 to -2,260
1,576E-03 to
5,496E-03

12
0,9717
1,36
0,3367
15

5,479 to 7,467
-3,808 to -2,770
1,657E-04 to
1,697E-03

7
0,9319
5,145
0,8574
10

4,710 to 5,340
-3,086 to -2,614
8,199E-04 to
2,434E-03

12
0,9665
1,877
0,3955
15

4,601 to 6,186
-5,149 to 1,804
7,104E-06 to
63,67

6
0,8589
3,446
0,7578
9

4,875 t0 5,372
-5,892 to -5,630
1,283E-06 to
2,345E-06

4
0,9983
0,05203
0,114

7
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3.2.4 Auswirkungen der Dithiothreitol-Konzentration auf den

Deiodase-1 Assay

Dithiothreitol (DTT) wurde dem Deiodase-1 Assay zugesetzt, um eine Oxidation des
Selenozysteins im aktiven Zentrum der Dio1 zu verhindern. Jene Struktur ist unter
aeroben Bedingungen besonders empfindlich gegenuber einer Reaktion mit Sauer-
stoff. DTT kann als Reduktionsmittel aggressive Sauerstoffverbindungen effektiv ab-
fangen und schutzt somit die Dio1. AuRerdem wird durch DTT das Selenyliodid-
Zwischenprodukt (E-Sel) wieder zu E-Se™ reduziert und dadurch die Funktionsfahig-
keit der Dio1 aufrechterhalten (siehe auch Abschnitt 1.1.4 und Abb. 1-7). Es konnte
bisher noch nicht endgultig gezeigt werden, welcher Cofaktor im Korper fur die Re-
generation der Dio1 verantwortlich ist. Vermutet wird, dass Glutathion oder ein ver-
gleichbares Redoxsystem diese Aufgabe ubernimmt. Glutathion selbst wird dabei
oxidiert und geht von seiner monomerischen Form GSH in das Dimer GSSG uber.
Durch das Enzym Glutathion-Reduktase konnen aus einem GSSG-Dimer unter
Verbrauch von NADPH wieder zwei reduzierte GSH hergestellt werden. Im Deioda-
se-1 Assay ubernimmt DTT die Funktion des Glutathions. Da aber in vitro die Fahig-
keit der Regeneration fehlt, wird ein Uberschuss an DTT verwandt, um eine einwand-
freie Funktion der Dio1 sicherzustellen. Konzentrationsabhangig kann es durch DTT
selbst jedoch auch zu einer Hemmung der Enzymfunktion der Dio1 kommen und
damit eine Inhibition im Deiodase-1 Assay vorgetauscht werden. Um diesen Effekt zu
zeigen und eine deutliche Beeinflussung der Ergebnisse durch selbigen auszu-

schliel3en, wurden die folgenden Experimente durchgefuhrt.

T, T,
Abb. 3-5: Funktion des DTT im Deiodase-1 Assay: >—<
Die Reduktion des Selenyliodid-Zwischen- Ese E-Sel

produkts (E-Sel) der Dio1 zum E-Se" findet
durch Oxidation von DTT unter Abspaltung ><
von lodid statt.

DTTOX DTT
+1I

red

Der Deiodase-1 Assay ergab fur alle zehn der untersuchten Substanzen einen
inhibitorischen Effekt auf die Dio1. Bei vier der Substanzen gelang dies schon in
niedrigen Konzentrationen, aber auch die verbleibenden sechs Verbindungen zeigten

eine Inhibition der Dio1 in hohen Konzentrationen. Eine mdogliche Erklarung dafur
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hibition der Dio1 in hohen Konzentrationen. Eine mdgliche Erklarung dafur ware,
dass bei hohen Substanzkonzentrationen die DTT-Konzentration relativ erniedrigt ist
und eine reaktionsbedingte Inaktivierung der Dio1 stattfindet. Zur Bestatigung dieser
Hypothese wurden exemplarisch die potenteste (c4) und die schwachste Substanz
(c9) der weniger potenten Verbindungen ausgewahlt und die Messung im Deiodase-
1 Assay unter Verwendung verschiedener DTT-Konzentration wiederholt. Eine Erho-

hung der DTT-Konzentration sollte dann zur Veranderung der IC50-Werte fuhren.

3.2.4.1 Variation der DTT-Konzentration im nativen Deiodase-1 Assay

Bei dieser Versuchsreihe wurde den Proben im Deiodase-1 Assay kein Inhibitor zu-
gesetzt, sondern es wurde analog 10 pl H2O verwendet. Der Ubrige Ablauf der Ver-
suche erfolgte wie unter Material und Methoden zum Deiodase-1 Assay beschrieben.
Die DTT-Konzentration wurde im Substratmix auf 20, 40, 100 und 200 mM einge-
stellt. Daraus ergab sich eine Gesamtkonzentration im Deiodase-1 Assay fur DTT
von 10, 20, 50 und 100 mM, da zu 50 pl des Substratmixes jeweils 40 pl Hep-G2-
Extrakt und 10 yl H,O gegeben wurden und sich somit eine 1:1 Verdlinnung ergab.

Abb. 3-6: Variation der DTT-Konzentration im nativen Deiodase-1 Assay:
Die jeweilige DTT-Endkonzentration betrug dabei 10, 20, 50 und 100 mM.

8_
DTT 10mM
DTT 20mM
- *
E3 DTT 50mM
—= IO DTT 100mM

fmol 125

L)
HZO-KontroIIe

Wie erwartet zeigte DTT eine inhibitorische Wirkung auf den Deiodase-1 Assay. Al-
lerdings ergab sich eine signifikante Hemmung erst oberhalb von 50 mM und damit
bei mehr als der doppelten Konzentration von der in den Hauptversuchen eingesetz-
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ten Menge DTT. Auf der anderen Seite erbrachte die Halbierung der eingesetzten
DTT-Konzentration auch keine weitere Steigerung der Dio1-Aktivitat im Deiodase-1
Assay. Somit zeigte sich, dass durch die in den Versuchen eingesetzte DTT-
Konzentration keine signifikante Beeinflussung der Ergebnisse zu erwarten war. Der
Ku-Wert der Dio1 liegt in menschlichen Leberzellen bei 2,0 mM, damit lagen alle un-

tersuchten Konzentrationen im gesattigten Bereich.

3.2.4.2 Variation der DTT-Konzentration unter Verwendung unterschiedlicher

Konzentrationen der Substanz c4.

Bei dieser Versuchsreihe wurde den Proben im Deiodase-1 Assay die Substanz c4 in
unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefugt. Diese wurden so gewahlt, dass eine
maximale Inhibition durch diese Substanz erreicht wurde. Anschliel3end wurden die-
se Proben mit verschiedenen Substratmixen versetzt. Diese unterschieden sich hin-
sichtlich ihrer DTT-Konzentrationen. In den Substratmix-Stammldsungen wurden je-
weils Konzentrationen von 20, 40, 100 und 200 mM far DTT eingestellt. Daraus er-
gab sich eine Gesamtkonzentration im Deiodase-1 Assay fur DTT von 10, 20, 50 und
100 mM.

Abb. 3-7: Variation der DT T-Konzentration (10 bis 100 mM) im Deiodase-1 Assay
unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen der Substanz c4
(2,5 mM bis 1 uM).
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Tabelle 3-3: Im Deiodase-1 Assay bestimmte IC50-Werte fiir die Substanz c4 unter
Einfluss verschiedener DTT-Konzentrationen (10, 20, 50 und 100 mM).

Substanz c4
DTT-Konzentration IC50-Wert
10 mM 2,1x 10" M
20 mM 3,9x 10" M
50 mM 2,4x 10" M
100 mM 3,7x 10" M

Die Ergebnisse zeigten, dass sich unter Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen
an DTT, die berechneten IC50-Werte nur geringflgig andern. Diese Varianz ist si-
cherlich auch als Ausdruck der kleineren Fallzahl im Vergleich zu den Hauptversu-
chen zu interpretieren. Grol3e Veranderungen, wie sie bei einem deutlichen Einfluss
der DTT-Konzentration auf die Ergebnisse im Deiodase-1 Assay zu erwarten waren,
konnten nicht bestatigt werden.

3.2.4.3 Variation der DTT-Konzentration unter Verwendung unterschiedlicher
Konzentrationen der Substanz c9.

In dieser Versuchsreihe wurde den Proben im Deiodase-1 Assay die Substanz c9 in
verschiedenen Konzentrationen hinzugefugt. Diese wurden so gewahlt, dass eine
maximale Inhibition durch diese Substanz erreicht wurde. Anschliel3end wurden die-
se Proben mit verschiedenen Substratmixen versetzt. Diese unterschieden sich hin-
sichtlich ihrer DTT-Konzentrationen. In den Substratmix-Stammldsungen wurden je-
weils Konzentrationen von 20, 40, 100 und 200 mM far DTT eingestellt. Daraus er-
gab sich eine Gesamtkonzentration im Deiodase-1 Assay fur DTT von 10, 20, 50 und
100 mM.
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Abb. 3-8: Variation der DTT-Konzentration (10 bis 100 mM) im Deiodase-1 Assay
unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen der Substanz c9
(10 mM bis 1 uM).
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Abb. 3-9: Variation der DTT-Konzentration (10 bis 100 mM) im Deiodase-1 Assay
unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen der Substanz c9
(10 mM bis 1 uM).
Darstellung der Ergebnisse als Fraktion der jeweiligen H>O-Kontrollen.
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Es zeigte sich, dass bezogen auf die jeweiligen Kontrollen ohne Inhibitor mit einer
DTT-Konzentration von 20 mM keine signifikante Anderung der Fahigkeit der Hem-
mung der Dio1 durch die Substanz c9 unter verschiedenen DTT-Konzentrationen
stattfand. Damit konnte, insbesondere unter Miteinbeziehung der Ergebnisse aus
Abschnitt 3.2.3.1, fur c4 ausgeschlossen werden, dass die DTT-Konzentration fur die
gezeigte Inhibition der Dio1 in hohen Konzentrationen durch die Substanzen c4 bis

¢10 verantwortlich war.

Da alle Substanzen, wie im Abschnitt 2.1.1 beschrieben, zunachst in DMSO gel6st
und anschlielfiend mit H>.O auf die erforderlichen Endkonzentrationen verdunnt wur-
den, musste eine Beeinflussung der Versuche durch DMSO ausgeschlossen werden.
Hierfur wurden bei allen Versuchen routinemafig Kontrollen, welche entweder nur
H20 oder ausschlief3lich DMSO enthielten, mit untersucht. DMSO wurde diesen Kon-
trollen unverdunnt zugefugt. Die Endkonzentration von DMSO lag in den Kontrollen
damit hoher als in den Proben. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die in den
Testsubstanzen enthaltenen DMSO-Konzentrationen konnte so ausgeschlossen wer-

den.
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4. Diskussion

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass vier der zehn untersuchten neuen
schwefel- und selenhaltigen Derivate der bekannten Thioharnstoff-Thyreostatika
gleich gute oder sogar eine bessere Wirkung im Hinblick auf die Hemmung der zwei
Schlusselenzyme TPO und Dio1 im Vergleich zu den klassischen Verbindungen MMI
und PTU haben. Die beiden schwefelhaltigen Substanzen 5-MTU (c1) und 6-BTU
(c2) sind im Vergleich zu PTU in vitro effizientere Inhibitoren der Dio1. Obwohl 5-
MTU (c1), 6-BTU (c2) und MSel (c4), die Selenovariante des MMI, weniger effiziente
Inhibitoren der TPO als das MMI sind, zeigten sie trotzdem eine bessere Inhibition fur
die TPO als PTU. Besonders hervorzuheben ist die Substanz 5-CETU (c3), die eine
exklusive Hemmung der Dio1 zeigte. Die Hemmung der Dio1 war dabei ebenso po-
tent wie mit PTU. Damit ist 5-CETU (c3) die erste bekannte Substanz, die nur eine
inhibitorische Wirkung auf die Dio1, nicht jedoch auf die TPO zeigte. Dadurch ist zu-
mindest in vitro die Moglichkeit gegeben, eine selektive Hemmung der Dio1 ohne
gleichzeitige Hemmung der TPO zu erreichen.

4.1 Evaluation der schwefelhaltigen Derivate

Die klassischen Thyreostatika MMI und PTU stellen die bekanntesten klinisch rele-
vanten Derivate der Thioharnstoffe dar. MMI und PTU inhibieren die Schilddrusen-
hormonsynthese durch Hemmung der TPO, PTU inhibiert zusatzlich den Schilddru-
senhormon-Metabolismus durch Effekte auf Dio1. Von den untersuchten Thio-
harnstoffderivaten zeigten 5-MTU (c1) und 6-BTU (c2) den groften inhibitorischen
Effekt auf die TPO und waren sogar in vitro effizientere Inhibitoren als MMI und PTU.
Die Substanz 5-CETU (c3) zeigte keine Hemmung der TPO, konnte aber in vitro die
Dio1 ebenso potent inhibieren wie PTU. 5-MTU (c1) und 6-BTU (c2) wiesen die effi-
zienteste Hemmung der Dio1 auf. Die Ubrigen untersuchten Thioharnstoffderivate
zeigten keine signifikante Inhibition der TPO und nur eine schwache hemmende Wir-

kung auf die Dio1 in sehr hohen Konzentrationen (IC50: 1,4 bis 3 mM).
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4.1.1 Wirkung der schwefelhaltigen Derivate auf die TPO

Der Mechanismus der Inhibition der TPO durch die schwefelhaltigen Thyreostatika ist
noch nicht vollstandig geklart. Es existieren jedoch mehrere Theorien zur genauen
Funktionsweise, wovon die zwei gelaufigsten in der Einleitung dieser Arbeit in Ab-
schnitt 1.3.1.2 genauer beschrieben sind.

Bei der Theorie nach Aragoni et al. [68] wird davon ausgegangen, dass MMI und
PTU als alternative Substrate fur das lodierungszwischenprodukt agieren und dabei
das aktivierte lod an das Schwefelatom der Thioharnstoffgruppe bindet und nicht
mehr fur die Reaktion mit den Tyrosylresten zur Verfigung steht. AnschlieRend bildet
sich unter lodidabspaltung ein Methimazoldisulfid.

Die zweite Theorie geht von einer Interaktion der Thioharnstoffgruppe mit dem
Eisenkern der TPO aus. Durch diese kompetitive Koordination kommt es zu einer
Storung der Enzymfunktion [43, 70].

In beiden Theorien scheint fur die Funktionsweise der Thyreostatika die Thio-
harnstoffgruppe von essentieller Bedeutung zu sein. Alle sechs der hier untersuchten
schwefelhaltigen Derivate (5-MTU (c1), 6-BTU (c2), 5-CETU (c3), ¢5, ¢7 und c9) ha-
ben eine solche Thioharnstoffgruppe. Jedoch zeigten nur zwei der Substanzen (c1

und c2) eine Hemmung der TPO in den untersuchten Konzentrationen.

Betrachtet man die chemische Struktur der Substanzen fallen einige Unterschiede
auf. Von den Substanzen MMI, PTU, 5-MTU (c1), 6-BTU (c2) und 6-CETU (c3)
existieren jeweils zwei Tautomere, die einer Thion- und einer Thiolform entsprechen.
Das Thion ist dabei das energetisch deutlich favorisierte Tautomer [88, 89]. Beim
MMI entspricht die Energiedifferenz zwischen dem Thion- und dem Thiol-Tautomer
13,2 KJ/mol [89].
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Abb. 4-1:  Darstellung der Strukturformeln der Tautomere des Methimazols (MMI)
und des Propylthiouracils (PTU):
Das Thion-Tautomer ist dabei die energetisch favorisierte Form und fiir
das inhibitorische Potenzial der Substanzen verantwortlich.

Thion-Tautomer Thiol-Tautomer
S SH
MM' H3C\N)kNH - H3C\N/KN
S SH
HN)kNH - HN)QN
PTU e
/\M /\M
(o] (o]
H,C H.C

Bei der Analyse der Strukturformeln der Substanzen fallt auf, dass die beiden Sub-
stanzen 5-MTU und 6-BTU, welche die TPO in den untersuchten Konzentrationen
signifikant hemmen, ebenfalls in der Thionform vorkommen. Die Verbindungen c5, c7
und c9 kommen dagegen nicht als Thion vor und zeigten erwartungsgemalf auch
keine Inhibition der TPO.

Allerdings zeigte 5-CETU (c3) entgegen der Erwartung keine Inhibition der TPO im
Guaiacol Assay, obwohl es eine Thioharnstoffgruppe besitzt und auch als Thion- und
Thiol-Tautomer existiert. Bei der Betrachtung der Unterschiede in der Molekulstruktur
fallt auf, dass 5-CETU eine Estergruppe an Position 5 des Pyrimidinringes als Substi-
tuenten besitzt. Der Pyrimidinring zeigt durch sein delokalisiertes Tr-Elektronen-
system eine Mesomerie, bei Substitution des Pyrimidinrings mit einer ,—COOR"-
Gruppe kann diese an der Mesomerie teilnehmen. Da die Estergruppe eine Doppel-
bindung besitzt, entzieht sie dem mesomeren System Elektronenpaare. Durch die-
sen —M-Effekt auf den Pyrimidinring, konnte es sein, dass 5-CETU bevorzugt als
Thiol-Tautomer auftritt. Die Thiolform zeigt jedoch keine ausreichende kompetitive
Koordination zum Eisenkern der TPO.
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Abb. 4-2:  Auswirkungen der chemischen Struktur auf die inhibitorische Wirkung
gegentiber der humanen TPO:
Strukturformeln der Thioharnstoffderivate 5-MTU (c1), 6-BTU (c2), 5-
CETU (c3), ¢5, c7 und c9. Die Substanzen 5-MTU und 6-BTU zeigen im
Gegensatz zu 5-CETU, c¢5, c7 und c9 eine Inhibition der TPO im Guaia-
col Assay. Vermutung der fehlenden Inhibition von 5-CETU aufgrund
eines —M-Effektes durch die Estergruppe und dadurch Beglinstigung
der Thiolform, welche keine ausreichende Koordination zum Eisenkern
der TPO zeigt.
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4.1.2 Wirkung der schwefelhaltigen Derivate auf die Dio1

5-MTU (c1), 6-BTU (c2) und 5-CETU (c3) zeigten eine gleich gute oder potentere
Inhibition der Dio1 als PTU. Diese Inhibition geht wahrscheinlich auf die gleiche ,En-
zym-Se-S-R“-Bindung zurlck, uber die auch PTU die Dio1 irreversibel hemmt [26,
90, 91]. 6-BTU hemmte die Dio1 etwa 14-mal besser, 5-MTU mehr als doppelt und 5-
CETU genauso effektiv wie PTU. Die Substanzen c5, c7 und c9 zeigten ebenfalls
eine Hemmung der Dio1 im Deiodase-1 Assay. Jedoch waren fur diese Substanzen
erheblich hohere Konzentrationen notwendig bis es zu einer Hemmung kam. Die
entsprechenden IC50-Werte lagen in einem Bereich zwischen 1,4 und 2,9 mM und
hemmten damit die Dio1 ca. 1.000-mal weniger potent als PTU.

Da die Substanzen c5, ¢7 und c9 Uber kein endstandiges Schwefelatom verfugen, ist

ein anderer Reaktionsmechanismus verglichen mit den anderen schwefelhaltigen
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Verbindungen wahrscheinlich. Moglich ware eine Reaktion mit einer anderen SH-
Gruppe der Dio1 oder auch kovalent mit einer anderen funktionellen Gruppe des En-

zyms. Denkbar ware ebenfalls eine Interaktion mit freien lodid-lonen.

4.2 Evaluation der selenhaltigen Derivate

4.2.1 Wirkung der selenhaltigen Derivate auf die TPO

Die selenhaltigen Derivate c6, c8 und c10 zeigten im Guaiacol Assay keine Hem-
mung der humanen TPO in den untersuchten Konzentrationen. Einzig MSel (c4), die
selenhaltige Variante des MMI zeigte eine signifikante Inhibition der TPO. Dabei
hemmte MMI die TPO etwa 3,4-mal besser als MSel.

Taurog et al. berichteten 1994 fur MSel im Guaiacol Assay etwa 20% der inhibitori-
schen Potenz von MMI gefunden zu haben [82]. Die dieser Dissertationsschrift
zugrunde liegenden Daten zeigen, dass MSel etwa 30% der hemmenden Wirkung
von MMI hat. Dabei ist anzumerken, dass Taurog et al. TPO von Schweinen verwen-
det haben. In dem hier beschriebenen Guaiacol Assay wurde hingegen ausschliel3-

lich humane TPO verwendet (siehe hierzu auch 2.2.1).

Da MSel in wassriger Losung vermutlich recht schnell hauptsachlich in die Selenol-
form Uberfuhrt wird, welche keine Koordination zum Eisenkern der TPO zeigt [43],
sowie aufgrund der unterschiedlichen inhibitorischen Potenz von MMI und MSel ge-
genuber der TPO, postulierten Roy und Mugesh (2005), dass der Hemmung durch
MSel ein anderer Reaktionsmechanismus zugrunde liegen muss [91]. Zur Bestati-
gung dieser Hypothese wurden Vergleichsexperimente mit Ebselen und Selenazol
durchgefuhrt. Durch die Abwesenheit einer Thiongruppe, welche fur die hemmende
Wirkung der Thyreostatika verantwortlich gemacht wird, sollten diese Substanzen
eigentlich keine inhibitorische Wirkung zeigen. Roy und Mugesh fanden jedoch fur
MSel, Ebselen und Selenazol ahnliche IC50-Werte fur die Hemmung der Lactopero-

xidase (LPO), einem engen Verwandten der TPO. In einem weiteren Experiment
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konnten sie zeigen, dass die Hemmung bei diesen Substanzen Uber eine GPx-
ahnliche Wirkung funktioniert [91]. Roy und Mugesh haben fur ihre Experimente aus-
schliel3lich LPO verwendet. Diese diente ihnen als Mitglied der gleichen Peroxidase-
familie zu der auch die TPO und die Myeloperoxidase (MPO) gehoren, als Modell fur
die TPO. Versuche mit der eigentlichen TPO haben Roy und Mugesh nicht durchge-
fuhrt. Im Gegensatz dazu wurde in den fur diese Dissertationsschrift durchgeflhrten

Versuchen ausschliel3lich humane TPO verwandt.

Die Schilddrisenhormonsynthese wirde demnach Uber eine Reduktion der H20O-
Konzentration durch MSel gehemmt werden. H,O, wird im ersten Schritt der Schild-
drisenhormonsynthese gebraucht, um den Eisenkern der TPO zu oxidieren (siehe
auch 1.3.1.2). Reagiert nun MSel mit H,O2, indem es durch dieses oxidiert wird, steht
das H,O, fur die Aktivierungsreaktion der TPO als Cosubstrat nicht mehr ausrei-
chend zur Verfugung und es kommt zu einer indirekten Hemmung der Hormonsyn-
these. Das oxidierte MSel wird durch reduziertes Glutathion wieder in seine reduzier-
te Form Uberfuhrt und steht fur eine erneute Reaktion mit H.O, zur Verfugung.

Abb. 4-3: Mechanismus der Inhibition der TPO durch MSel:

Die Substanz c4 wandelt sich in wéssriger Lésung unter Einwirkung von
H>0, durch Reduktion in zwei Molekile MSel um. MSel reagiert mit
dem im ersten Schritt der Schilddriisenhormonsynthese gebrauchten
H»0,, welches nun nicht mehr flir die Aktivierungsreaktion der TPO zur
Verfligung steht. Dadurch kommt es zu einer indirekten Hemmung der
Hormonbiosynthese. M(SeOH)! wird durch zwei Molekiile GSH wieder
zu MSel reduziert und steht danach fiir eine erneute Reaktion zur Ver-
figung. GSH/GSSH = reduziertes/ oxidiertes Glutathion, TPO = Thyre-
operoxidase. (Abbildung abgewandelt nach G. Roy and G. Mugesh,
2005, [43])

GSSG 2 GSH

Se CH, NH NH
| NH [ SeH [ Se— OH
H3C\N ‘<5 . 2x[ }SQH N/>> N/>-
\ N
g/'\' MSel

H,0

TPO-(Fe'") — 22—~ TPO-(Fe')*



Diskussion 80

Es ist auRerdem bekannt, dass hohe H;O,-Konzentrationen im Thyreozyten zur
Schadigung der Schilddruse fuhren konnen und mit der Entstehung des myxddema-
tosen Kretinismus in Verbindung gebracht werden [92, 93]. MSel konnte hierbei als
Antioxidans fungieren und die Thyreozyten zusatzlich vor oxidativem Stress schut-

zen.

In einer aktuelleren Arbeit von 2006 beschrieben Mishra et al. [94], dass MSel haupt-
sachlich weder als echtes Selenon noch in der Selenolform vorliegt, sondern eher als
Zwitterion existiert, in welchem das Selenatom eine Uberwiegend negative Ladung
tragt. Die hemmende Wirkung des PTU auf die TPO scheint wesentlich von der An-
wesenheit einer n-Propylgruppe abzuhangen, bei den Selenderivaten hingegen fin-
det sich keine Abhangigkeit der Inhibition durch diese Gruppe. Dies kann als weiterer
Hinweis auf einen alternativen Reaktionsmechanismus der selenhaltigen Thyreosta-

tika verstanden werden.

Eine Entwicklung von Medikamenten auf Basis der Selenoharnstoffderivate hatte den
entscheidenden Vorteil, dass diese die TPO reversibel inhibieren. Sie waren in ihrer
Wirkung kontrollierbarer und somit von grof3er Bedeutung fur die gezielte Therapie

der Hyperthyreose.

Die Blockierung der Schilddrisenhormonsynthese wirkt sich immer auf den gesam-
ten Korper aus. So muss berucksichtigt werden, dass eine starke Inhibition der Hor-
monsynthese mit nachfolgend niedrigen Schilddrusenhormonkonzentrationen im Se-
rum durchaus das Wachstum der Schilddrise mit Ausbildung einer Struma bedingen
kann. Gerade die optimale Einstellung auf gleichmalige TSH-Werte im normalen
Referenzbereich gestaltet sich oft schwierig. Es kann daher durchaus sinnvoll sein,
die Schilddrisenhormonsynthese durch hohe Thyreostatika-Konzentrationen kom-
plett zu hemmen und dem Patienten lieber gleichzeitig Hormone in Form von L-
Thyroxin per os zuzufuhren. Diese Form der Behandlung eignet sich besonders bei
Patienten die langfristig medikamentos behandelt werden mussen, etwa weil Kontra-
indikationen gegen oder strikte Ablehnung fur Operation und Radioiodtherapie be-

stehen.
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4.2.2 Wirkung der selenhaltigen Derivate auf die Dio1

Die Entdeckung, dass die Dio1 ein Selenoenzym ist, fihrte zu der Vermutung, dass
selenhaltige Derivate der bekannten Thyreostatika eine verstarkte inhibitorische Wir-
kung auf die Dio1 zeigen konnten [25, 95]. Dabei wurde davon ausgegangen, dass
sich durch die hohere Nucleophilie des Selens im Vergleich zum Schwefel eine ,En-
zym-Se-Se-R"“-Bindung leichter und bereitwilliger einstellt als eine ,Enzym-Se-S-R*-
Bindung [95]. Erste Untersuchungen in diese Richtung fanden in den 1990er Jahren
statt. Visser et al. berichteten 1992, dass nach ihren Untersuchungen die Selenova-
riante des PTU ein doppelt so potenter Inhibitor der Dio1-Aktivitat sei wie das klassi-
sche schwefelhaltige PTU [81]. Allerdings konnten Taurog et al. drei Jahre spater in
ihren Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Sub-
stanzen in Bezug auf ihre hemmende Wirkung finden [80]. Uberlegungen, diesen
Unterschied zu erklaren, waren die unterschiedlichen Konzentrationen mikrosomaler
Proteine (5 pg/ml vs. 25 pug/ml) in den Assays sowie Unterschiede im Herstellungs-
verfahren der Selenvariante des PTU. Die gleiche Arbeitsgruppe berichtete jedoch
auch, dass MMI die Dio1 nicht hemmt, wahrend das selenhaltige MSel einen signifi-
kanten inhibitorischen Effekt in hohen Konzentrationen (100 bis 300 uM) zeigte [82].

Auch bei den hier getesteten selenhaltigen Derivaten (c4, c6, c8 und c10) konnte
eine signifikante inhibitorische Wirkung auf die Dio1 festgestellt werden. Diese lag
jedoch in einem Bereich von 0,41 bis 21,3 mM und reichte damit, entgegen anfangli-
cher Erwartung, bei weitem nicht an die Potenz schwefelhaltiger Thyreostatika heran.
Der Austausch der Schwefelatome durch Selen brachte also nicht die gewunschte

Steigerung der inhibitorischen Wirkung mit sich.

In dem hier verwendeten Deiodase-1 Assay wurde ausschliel3lich humane Deiodase
verwendet. Die Ergebnisse durften also relativ gut Ruckschlusse auch auf das Ge-
schehen in menschlichen Schilddrisenzellen und anderen Dio1 positiven Geweben

in vivo zulassen.

Die Substanz c4 wandelt sich in diesem Assay vermutlich unter Einwirkung des Re-
duktionsmittels DTT in zwei Moleklile MSel um, welche dann eine inhibitorische Po-
tenz auf die Dio1 zeigen. DTT ist ein Reduktionsmittel, welches im Deiodase-1 As-
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say die Regeneration der Dio1 durch Reduktion ermdglichen und die Oxidierung des
Selenocysteins im aktiven Zentrum der Dio1 verhindern soll. Es wird jedoch auch
haufig verwendet, um Disulfidbindungen zwischen Cysteinresten zu spalten. Dadurch
lasst sich auch die Fahigkeit zur Spaltung von Diselenidbindungen erklaren.

Zwar konnte die inhibitorische Potenz von PTU mit den hier getesteten Seleno-
harnstoffderivaten nicht erreicht werden, allerdings zeigte MSel (c4) im Gegensatz zu
MMI sehr wohl eine signifikante Inhibition. Auch wenn diese etwa um den Faktor 240
niedriger lag als fur PTU. Daraus lasst sich ableiten, dass die Theorie von der Ent-
stehung einer ,Enzym-Se-Se-R"-Bindung richtig ist. Allerdings sind weitere Experi-
mente notig, um MSel zum Beispiel durch Anderung der Seitengruppen so zu opti-
mieren, dass es eine noch starkere inhibitorische Wirkung zeigt. Ebenso muss der
Frage nachgegangen werden, ob eine ahnliche inhibitorische Wirkung auch in vivo

erreicht werden kann.

4.2.3 Chemische Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Seleno-
harnstoff-Derivate und mogliche Auswirkungen auf ihre inhibitori-
sche Wirkung

Bei Betrachtung der Selenoharnstoff-Derivate fallt auf, dass nur MSel (nach Spaltung
in wassriger Losung) ein freies endstandiges Selenatom besitzt. Bei den Substanzen
c6, c8 und c10 ist dieses innerhalb des Molekuls gelegen. Eine mogliche Reaktion
konnte in diesem Fall also Uber die zwei freien Elektronenpaare des Selens stattfin-
den. Allerdings zeigten diese Substanzen im Guaiacol Assay keine Inhibition der
TPO. Verantwortlich fur die fehlende Wirkung kdnnte die beschriebene Lage des Se-
lens innerhalb des Molekuls sein.

Im Deiodase-1 Assay fand sich dagegen eine Hemmung durch c6, ¢8 und ¢10 in ho-
hen Konzentrationen. Ursachlich fur diese inhibitorische Wirkung konnte sein, dass
sich hier trotz der intramolekularen Lage des Selens eine Koordination zwischen den
freien Elektronenpaaren des Selens der Substanzen und der Dio1 ausbilden. Es
konnte alternativ auch zu einer Bindung uber eine SH- oder andere funktionelle

Gruppe zwischen der Dio1 und den Substanzen kommen. Die weniger potente Inhi-
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bition wirde sich dann Uber eine energetisch schlechter ausbildende Bindung der
Substanzen im Vergleich zu MSel und seinem endstandigen ,reaktiveren Selenatom

erklaren. Der Beweis hierfur bleibt aber noch zu erbringen.

Die Selenoharnstoff-Derivate haben au3erdem gemeinsam, dass sie unter Einfluss
von Sauerstoff im Gegensatz zu den Thioharnstoff-Derivaten langsam oxidieren.
Dies hat nach Berechnungen von Roy et al. jedoch keinen Einfluss auf die Ergebnis-
se in den benutzten Assays, da diese Oxidation im Verhaltnis zu den Versuchszeiten

zu langsam ablauft [43].

Abb. 4-4: Strukturformeln der Selenoharnstoff-Derivate MSel, c¢6, ¢8 und ¢10 mit
Darstellung der freien Elektronenpaare der Selenatome als mégliche
Stellen zur Ausbildung einer ,Enzym-Se-Se-R“-Bindung.
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4.3 Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen der Thyreostatika

Die Behandlung der Hyperthyreose stutzt sich auf drei therapeutische Saulen: die
medikamentdse Therapie durch Thyreostatika, die Radioiodtherapie und die Thyre-
oidektomie. Die Thyreostatika MMI und PTU konnen die Schilddrisenhormonbiosyn-
these effektiv inhibieren und wirken damit einer bestehenden Hyperthyreose entge-
gen. Dabei werden die Thyreostatika meist zur Vorbereitung einer geplanten Opera-
tion oder Radioiodtherapie gegeben, da diese Eingriffe zur Vermeidung einer thyreo-
toxischen Krise in euthyreotem Zustand erfolgen sollten. Auch bei der Intervallthera-
pie nach einer Radioiodbehandlung werden zur Uberbriickung der Zeit bis zum vol-
len Wirkungseintritt nach etwa 4 bis 6 Monaten Thyreostatika eingesetzt. Eine Dau-
ertherapie erfolgt jedoch nur in seltenen Fallen, in denen definitive Therapiemal3-
nahmen wegen des Allgemeinzustandes oder aus personlichen Grinden nicht durch-
fuhrbar sind oder vom Patienten abgelehnt werden. Der Grund dafur liegt in dem
vergleichsweise ungunstigen Nebenwirkungsprofil bzw. der teilweisen unzureichen-
den Wirksamkeit der Thyreostatika.

Beim M. Basedow werden zur anfanglichen Behandlung fast immer Thyreostatika
und gegen die Tachykardie Beta-Blocker eingesetzt. Sollte bereits innerhalb dieser
ersten Behandlungsphase eine Rezidivhyperthyreose auftreten oder starke Neben-
wirkungen der thyreostatischen Therapie beklagt werden, ist eine alternative ablative
Schilddrisentherapie zu erwagen. Andernfalls betragt die regulare Therapiedauer ca.
12 Monate, danach folgt ein Auslassversuch [96]. In 30-50% der Falle kommt es zu
einer Remission, die restlichen Patienten werden zunachst erneut thyreostatisch be-
handelt und dann der Radioiodtherapie bzw. der Thyreoidektomie zugefuhrt [97].
Dabei wird in der Regel einseitig total und kontralateral subtotal reseziert mit dem
Belassen eines kleinen Schilddrisenrestes. Postoperativ kommt es dann immer zu
einer permanenten Hypothyreose mit lebenslanger Substitutionspflicht fur die Schild-
drisenhormone [96]. Eine deutliche Steigerung der Remissonsrate unter thyreostati-
scher Therapie ist erstrebenswert.

Eine Nebenwirkung ist eine beobachtete oder unbeobachtete Wirkung eines Arznei-
mittels, die nicht zu seinen beabsichtigten (Haupt-) Wirkungen gehort. Einige dieser
Nebenwirkungen konnen dabei durchaus erwunscht sein, im Allgemeinen handelt es

sich jedoch um unerwiunschte Arzneimittelwirkungen (UAWSs).
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In Tabelle 1-4 sind die wichtigsten UAWSs der Thyreostatika MMI und PTU aufgelistet.
Sehr haufig kommt es zu allergischen Hauterscheinungen bzw. zur vorubergehenden
Erhéhung der Serumtransaminasen. Haufig treten eine Neutropenie oder auch Uber-
empfindlichkeitsreaktionen auf. In 0,1% bis 1% der Falle kommt es zu Geruchs- und
Geschmacksstérungen, Agranulozytose und Odemen, selten zu Leber- und Nieren-
schaden, weshalb regelmafige Blutuntersuchungen nicht nur zur Kontrolle der
Schilddrusenfunktion, sondern auch zum fruhzeitigen Erkennen von Nebenwirkungen

unter der Therapie unerlasslich sind.

Auch sind Falle von ANCA positiver Vaskulitis verbunden mit Myalgien und Arthral-
gien unter Einnahme von PTU beschrieben sowie ein systemischer Lupus erythema-
todes (SLE) induziert durch Carbimazol.

Unter der Einnahme von 2-Benzylthiouracil (2-BTU), welches in Frankreich unter
dem Namen Basdéne®© (Bouchara-Recordati) im Handel erhaltlich ist, kam es in sel-
tenen Fallen ebenfalls zu einer ANCA positiven Vasculitis, einer ANCA positiven
Glomerulonephritis [98-100] und in mindestens einem Fall zu hamorrhagischen Lun-

genschaden [101].

Tabelle 4-1: Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen der bekannten Thyreostatika Pro-
pylthiouracil (PTU), Carbimazol und Methimazol (MMI)

PTU Carbimazol / MMI
Sehr héufig Voriibergehende Erhéhungen der Allergische Hauterscheinungen (Pruri-
(= 10%) Serumtransaminasen tus, Exanthem, Urtikaria)
Neutropenie, Uberempfindlichkeits-
Héufig reaktionen, allergische Hauterschei-
(21% - < 10%) nungen (Pruritus, Exanthem, Urtika-
ria)

Agranulozytose (0,3-0,6%), Arzneimittel-
fieber, Odeme, Geschmacksstérungen
(Dysgeusie, Ageusie),
Geruchsstérungen

Agranulozytose, Geschmacks-
und Geruchsstérungen
(Dysgeusie, Ageusie)

Gelegentlich
(20,1% - <1%)

Medikamentenfieber, Leberschadi-

Selten gung (Cholestasen, hepatozelluldre
(20,01% - <0,1%) | Nekrose), Schwindel, neuromuskula-
re Stérungen

Thrombopenie, Panzytopenie, generali-
sierte Dermatomyositis, induzierter Lu-
pus erythematodes, cholestatischer
Ikterus, toxische Hepatitis, Arthralgien,
Myalgien, Lymphadenopathie, Arthriti-
den, Nephritiden, akute Speicheldriisen-
schwellung, Vaskulitiden, Neuritiden,
Polyneuropathien, Insulin-
Autoimmunsyndrom

Arthralgien, Vasculitis, Lupus-
ahnliches Syndrom, Periarteriitis
Sehr selten nodosa, periphere Odeme, Auftreten

(<0,01%) von MPO-ANCA verbunden mit My-
algien, Arthralgien, Strumabildung
beim Neugeborenen, Horverlust
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Der Abbruch der Thyreostatikatherapie ist aufgrund der Unvertraglichkeiten gerade
beim Morbus Basedow haufig. Neben Juckreiz und allergischen Hauterscheinungen
kann es anfanglich auch zu einer Verschlechterung einer bestehenden endokrinen
Orbitopathie kommen. In der Praxis wird dadurch haufig die optimale Hormoneinstel-
lung der Patienten erschwert. Kommt es unter Thiamazol/Methimazol oder Carbima-
zol zu allergischen Nebenwirkungen wird PTU eingesetzt, da Kreuzallergien zwi-
schen beiden Substanzgruppen selten sind. Bei Patienten mit Agranulozytose sollte
allerdings kein Wechsel stattfinden. Hier ist eine andere definitive Therapie, wie Ra-

dioiodtherapie oder Operation, indiziert.

Die Entscheidung, welches Medikament zu bevorzugen ist, gestaltet sich schwierig.
MMI hat eine lange Wirkdauer und braucht nur einmal taglich gegeben zu werden,
wodurch die Compliance der Patienten erhoht wird. Bei einer Dosis unter 40 mg tag-
lich tritt eine Agranulozytose unter MMI seltener auf, wahrend es unter PTU in jeder

Dosierung dazu kommen kann.

Da PTU viel weniger als MMI die Plazentaschranke Uberschreitet, ist es das bevor-
zugte thyreostatische Medikament, wenn wahrend einer Schwangerschaft eine Thy-
reostase notwendig wird. Eine mutterliche Hyperthyreose wahrend der Schwanger-
schaft geht einher mit erhdhten Abort-, Totgeburt- und Fehlbildungsraten. Eine mut-
terliche Hypothyreose fuhrt ebenfalls zu erhohten Abortraten. Daher ist eine engma-
schige Kontrolle und exakte moglichst niedrige Dosierung von PTU wahrend der
Schwangerschaft wichtig. Die Fehlbildungsrate unter PTU unterscheidet sich nicht

von der spontanen Rate.

In der Stillperiode darf nicht Methimazol, wohl aber Carbimazol und PTU verwendet
werden. Dabei ist PTU das Mittel der Wahl, da die Konzentration in der Muttermilch
hochstens ein Zehntel der mutterlichen Serumkonzentration betragt. Eine besondere
Uberwachung des Kindes ist jedoch erforderlich, da Einzelfélle von Hypothyreosen
beschrieben wurden.

Die TSH-Rezeptor stimulierenden Antikorper sinken in ihrer Konzentration normaler-
weise im Rahmen einer Schwangerschaft mit einer naturlich entstehenden Remissi-
on bis in das letzte Trimenon. Diese Spontanremission ist auf eine Immunsuppressi-

on wahrend der Graviditat zurickzufuhren [96]. Die thyreostatische Medikation kann
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deshalb in der Regel frih reduziert oder abgesetzt werden. Es sollte immer die nied-
rigste mogliche Dosis zur Aufrechterhaltung der Euthyreose gewahlt werden [102].
Da die Thyreostatika im Gegensatz zu den oral eingenommenen Schilddrisenhor-
monen transplazentar Ubertragen werden, ist eine Kombination von PTU und L-

Thyroxin in der Schwangerschaft und Stillzeit obsolet.

PTU wird auch bei der thyreotoxischen Krise bevorzugt, da mit Dosierungen von
800 — 1200 mg/Tag die periphere Konversion von T4 nach T3 durch Inhibition der

Dio1 blockiert werden kann.

Vor allem im Bereich der Nebenwirkungen ware eine deutliche Verbesserung der
Thyreostatika wunschenswert. Eine solche Verbesserung lieRe sich zum einem uber
potentere Derivate der bekannten Thyreostatika erreichen, da eine niedrigere Dosie-
rung die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von und die Starke der Nebenwirkungen
verringern wirde. Zum anderen konnte das Nebenwirkungsprofil durch Veranderung

der Molekulstruktur und dadurch der Wirkmechanismen gunstig beeinflusst werden.
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4.4 Thyreostatika und Endokrine Orbitopathie

Bei der Endokrinen Orbitopathie (EO) handelt es sich um eine im Verlauf eigenstan-
dige Autoimmunerkrankung des extraokularen Orbitalgewebes, die in den meisten
Fallen mit einer Immunthyreopathie vom Basedow-Typ assoziiert ist. Bei rein klini-
scher Diagnose sind uber 60% der Basedow-Patienten betroffen, schwere Verlaufs-
formen finden sich in 3-5%. Die EO manifestiert sich meist innerhalb von 6 - 12 Mo-

naten vor oder nach dem Auftreten einer autoimmunen Hyperthyreose.

Lidodem und konjunktivale Injektion gelten als Frihsymptome. Ebenfalls typisch sind
eine Konvergenzschwache (Moebius-Zeichen), das Sichtbarwerden eines weillen
Sklerensaumes oberhalb des Limbus beim Geradeausblick (Dalrymple-Phanomen),
die Oberlidretraktion beim Blick nach unten (Graefe-Zeichen), das Glanzauge und ein
seltener Lidschlag (Stellwag-Zeichen). Das Sichtbarwerden von Ansatzen der latera-
len Augenmuskulatur beim Geradeausblick wird Bonampursches Zeichen genannt.
Das Leitsymptom der EO ist der Exophthalmus. Zusatzlich kdnnen Fremdkorperge-
fuhl, Photophobie, Xerophthalmie oder vermehrter Tranenfluss auftreten.

Die typischen Symptome der EO sind Folge der Volumenzunahme des retrobulbaren
Binde- und Fettgewebes sowie der interstitiellen Verdickung der Augenmuskeln. Die
Diagnostik der EO beruht auf der charakteristischen Anamnese, dem typischen Lo-
kalbefund und dem klinischen und laborchemischen Nachweis einer Immunthyreo-
pathie. In diagnostisch unklaren Situationen und bei schweren Verlaufsformen einer

EO liefern bildgebende Verfahren wertvolle Zusatzinformationen.

Die Therapie der EO gehort zu den schwierigsten und anspruchsvollsten bei Patien-
ten mit Schilddrisenerkrankungen. Im Einzelfall ist der Verlauf schwer abschatzbar
und kann von der Spontanremission bis hin zum kompletten Sehverlust trotz maxi-
maler konservativer und chirurgischer Therapie variieren. Selten ist die EO auch in
unbehandelten Fallen langer als zwei Jahre aktiv und geht dann in ein inaktives Sta-
dium mit unterschiedlich stark ausgepragten Residualzustanden tber [103].

Ohne spontane Besserung ist bei einer aktiven oder fortschreitenden EO nach Errei-
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chen der euthyreoten Stoffwechsellage eine antientzindliche bzw. immunsuppressi-
ve Therapie erforderlich. Bringt diese nicht den gewulnschten Erfolg, kann entweder
eine Retrobulbarbestrahlung oder eine operative Behandlung indiziert sein. Aller-
dings kommt es bei der Mehrzahl der Patienten mit subklinischer oder unkomplizier-
ter EO unter Thyreostatika-Behandlung nach Erreichen der euthyreoten Stoffwech-
sellage zu einer Stabilisierung oder Ruckbildung des Orbitabefundes. Die strikte Ein-
haltung der Euthyreose ist dabei besonders wichtig, dafur sind regelmalige Labor-
kontrollen erforderlich. Die kombinierte Dauerbehandlung mit einem Thionamid (Car-
bimazol, Thiamazol) plus L-Thyroxin erleichtert das Vermeiden hyper- oder hypothy-
reoter Funktionslagen.

Bei der EO werden ein oder mehrere gemeinsame Antigene des Orbita- und Schild-
drisengewebes (z.B. TSH-Rezeptor oder Teile davon) vermutet. Bei der Antigenpra-
sentation retroorbitaler Fibroblasten kommt es zu einer Interaktion mit antigenspezi-
fischen T-Lymphozyten. Danach setzen Lymphozyten ihrerseits Zytokine frei, die die
benachbarten Fibroblasten zur Expression von Adhasionsmolekilen aktivieren.
Durch diese Aktivierung der Fibroblasten kommt es zur Produktion von Glykosami-
noglykanen und Kollagen. Fibrose und das durch sekundare Wassereinlagerung in
die Glykosaminoglykane entstandene Odem fiihren zur EO [104].

Zigarettenrauchen gilt als wesentlicher, den Immunprozess verschlimmernder Faktor
bei Patienten mit EO, d. h. das Vorkommen einer EO unter Rauchern ist signifikant
hoher als bei Nichtrauchern. Auch eine Radioiodtherapie fuhrt haufig zur Verschlech-
terung einer bestehenden EO oder zur Auslosung, daher sollte diese immer unter
Kortisonschutz stattfinden [105, 106].

Aus diesen Erfahrungen schliet man unter anderem, dass oxidativer Stress eine
wesentliche Rolle in der Entwicklung und Verschlechterung der EO darstellt. Neueste
Untersuchungen legen den Verdacht nahe, dass Antioxidantien wie Selen eine posi-
tive Wirkung Uber Immunmodulation auf die EO haben. Genauere kontrollierte klini-
sche Studien stehen zurzeit jedoch noch aus. Dennoch scheint die Therapie mit An-
tioxidantien auf Grund der vorliegenden Ergebnisse und des geringen Nebenwir-
kungsprofils als sinnvolle unterstitzende Mal3inahme.

Bei der Hashimoto-Thyreoditis konnte gezeigt werden, dass die 12-monatige Thera-
pie mit L-Selenomethionin zu einer Verringerung der Anzahl von TPO-Antikorpern im
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Serum (13% nach 6 Monaten, 21% nach 12 Monaten) der Patienten fuhrte [49]. Auch
in Studien von Gartner et al. [46, 47], Duntas et al. [48], Turker et al. [50-52] und
Negro et al. [53] konnten ahnlich positive Effekte auf die TPO-Antikorper-
Konzentration im Serum durch Substitution von Selen (Natriumselenit oder L-
Selenomethionin) bei der Hashimoto- und der postpartalen Thyreoiditis gezeigt wer-
den (siehe hierzu auch Abschnitt 1.1.5). Ergebnisse zu Auswirkungen der Selensub-

stitution auf TSH-Antikorperlevel beim M. Basedow bleiben dagegen abzuwarten.

Moglicherweise konnten auch neue selenhaltige Thyreostatika einen positiven Ein-
fluss auf die EO haben. So ware eine genauere Dosierbarkeit und damit langfristige
Aufrechterhaltung der Euthyreose wunschenswert, was folglich auch zu einer verrin-
gerten Aktivitat der EO fuhren wurde. Ebenfalls denkbar ware ein verandertes peri-
pheres Wirkspektrum mit Einfluss auf die EO. Eine immunmodulatorische Wirkung
durch das Selen in den Thyreostatika ist nicht anzunehmen, da dieses gebunden
und nicht elementar als Spurenelement vorliegt. Allerdings kdnnte auch das gebun-
dene Selen antioxidative Eigenschaften besitzen und daruber die EO verbessern.

Zu klaren bleibt der Metabolismus der selenhaltigen Substanzen. Es musste unter-
sucht werden, welcher Anteil der Substanzen resorbiert und anschlieend verstoff-
wechselt wird. Sollte dabei elementares Selen entstehen, bestinde neben positiven
Effekten auch die Gefahr einer Selenintoxikation. Die therapeutische Breite des Se-
lens ist relativ gering. Wahrend bei einer Zufuhr von unter 20 yg pro Tag ein chroni-
scher Mangel zu erwarten ist, besteht bei einer Zufuhr von mehr als 400 ug pro Tag
langfristig die Gefahr eine Selenosis zu verursachen. Zu den typischen Symptomen
einer Selenosis gehoren neben dem charakteristischen Knoblauchgeruch gastroin-
testinale Beschwerden, Mudigkeit, Erschopfung, Selenrhinitis, Hautekzeme, Onycho-
lysis, Kopfschmerzen, Haarausfall und Gewichtsabnahme.

Gerade in Selenmangelgebieten konnte hingegen eine Selensubstitution durch die
selenhaltigen Thyreostatika erwunscht sein. So wurde dem Korper Selen fur andere
Selenoproteine zur Verfugung gestellt werden. Auch die oben erwahnten positiven
immunmodulatrorischen Effekte waren bei Entstehung von elementarem Selen zu

erwarten.
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4.5 Selektive Dio1-Hemmung durch 5-CETU in vitro

Von den klassischen Thyreostatika zeigt nur PTU eine ausgepragte Inhibition der
Dio1. Dabei beruht die antithyreoidale Wirkung von PTU sowohl auf der Hemmung
der TPO als auch in hdheren Konzentrationen der Dio1. Bisher ist kein Thioharnstoff-
Derivat beschrieben, welches ausschlie3lich die humane Dio1 hemmt ohne gleichzei-

tig eine Wirkung auf die humane TPO zu zeigen.

Von den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen zeigte allerdings 5-CETU im Dei-
odase-1 Assay eine signifikante Inhibition der Dio1 mit einem IC50-Wert von 1,74
MM. Im Guaiacol Assay konnte hingegen keine signifikante hemmende Wirkung auf
die humane TPO festgestellt werden. 5-CETU nimmt damit eine Sonderstellung unter
den Thioharnstoff-Derivaten ein. Es ist die erste Substanz, die eine alleinige Inhibiti-

on der Dio1 zeigt und dass ahnlich potent wie PTU.

Mit 5-CETU konnte eine gezielte Blockade der peripheren Hormonwirkung durch
Hemmung der Dio1 und damit Inhibition der Umwandlung von T4 in T3 an den Zielor-
ganen erreicht werden, ohne gleichzeitig einen direkten Einfluss auf die Hormonsyn-
these in der Schilddrise zu zeigen. Es ist bekannt, dass einige Patienten trotz gut
eingestellter TSH-Werte unter thyreostatischer Behandlung immer wieder kardiale
oder psychomotorische Beschwerden angeben. Ein Vorteil von 5-CETU kdnnte darin
bestehen, dass es bei zusatzlicher Verabreichung die periphere Wirkung der Schild-
drisenhormone abschwacht und zu der Reduktion dieser Symptome fuhrt. Der Vor-
teil lage dabei in der getrennten Steuerbarkeit von ,zentraler® Hormonproduktion und

,peripherer” Hormonwirkung.

Ein weiterer interessanter Einsatzbereich von 5-CETU konnte in der Amphibien-
Forschung liegen. Die Dio1 wurde fruh in Saugetieren und Vogeln nachgewiesen
[107, 108] und erst einige Jahre spater auch in Fischen [109]. Die Dio1 der Amphi-
bien zeigt entgegen der Dio1 der Saugetiere und Vogel keine Hemmung durch PTU
[110]. Dies fuhrte zu der Annahme, dass Amphibien gar keine Dio1 besal3en [111].
Der erste Nachweis, dass auch die Amphibien eine Dio1 besitzen und diese in der
Entwicklung eine wichtige Rolle spielt, gelang Kuiper et al. im Jahre 2006. Sie mach-
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ten die Substitution der Dio1 der Amphibien mit einer Aminosaure fur ihre Unemp-
findlichkeit gegenuber PTU verantwortlich [112].

Es ware nun zu Uberprifen, ob durch 5-CETU eine Hemmung der veranderten Dio1
der Amphibien zu erzielen ware. Hierdurch konnte vielleicht mehr Uber Funktion und

Relevanz der Dio1 bei den Amphibien herausgefunden werden.
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4.6 Welche Fragestellung bleibt offen?

Mit den dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten konnte gezeigt werden, dass sowohl
einige der untersuchten schwefel- als auch selenhaltigen Substanzen die gewunsch-
te inhibitorische Wirkung auf die TPO und/oder Dio1 hatten. Die inhibitorische Potenz
der Substanzen scheint dabei entscheidend von ihrer chemischen Struktur abhangig
zu sein und durch Seitengruppen beeinflusst zu werden. Allerdings konnte dies bis-
her nur in vitro gezeigt werden. Somit mussten weitere tierexperimentelle

Untersuchungen durchgefuhrt werden, um diese Effekte auch in vivo zu bestatigen.

Des Weiteren waren noch die Wirkungen dieser Substanzen auf die beiden anderen
Deiodasen zu untersuchen. Die Dio2 und Dio3 wirken ebenfalls wie die Dio1 auf den
peripheren Schilddrisenhormon-Metabolismus. Bis heute existiert jedoch kein Medi-
kament, welches eine direkte Wirkung auf die Dio2 und Dio3 zeigt. Dieser Effekt wa-
re aber durchaus wunschenswert.

Ein moglicher Ansatz ware auch, die hier getesteten Substanzen hinsichtlich ihrer
Wirkung auf GPx zu untersuchen und mogliche antioxidative Eigenschaften speziell

der selenhaltigen Derivate weiter zu erforschen.

Insbesondere 5-CETU, welches eine sehr gute Inhibition der Dio1 in dieser Arbeit
zeigte ohne dabei gleichzeitig eine signifikante hemmende Wirkung der humanen
TPO aufzuweisen, sollte im Tierexperiment weiter untersucht werden. Sollten sich
dabei die Ergebnisse bestatigen lassen, wurde endlich eine Substanz zur Verfigung
stehen, welche ausschlieRlich peripher am Zielorgan wirkt. So lieRe sich eine Ent-
kopplung in der Therapie von zentraler Hormonproduktion und peripherer Wirkung

erreichen.
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5. Zusammenfassung

Die Schilddruse reguliert mit ihnren Hormonen Wachstum, Entwicklung, Energiehaushalt,
Stoffwechsel, Nervensystem und Herzaktivitat. Dies erklart die vielfaltigen Symptome bei
Erkrankungen der Schilddrise. Eine ausreichende Versorgung mit den beiden Spuren-
elementen lod und Selen ist zur Pravention von Schilddrisenerkrankungen wichtig. Eine
haufige Erkrankung der Schilddriise ist die Hyperthyreose. Bei dieser besteht ein Uber-
schuss von Schilddrisenhormonen an den Zielorganen. Hiervon sind in Deutschland ca.
550.000 Menschen betroffen [113]. In 95% der Falle liegt der Erkrankung eine Autono-
mie von Schilddriusengewebe oder eine Autoimmunerkrankung wie der Morbus Base-
dow zugrunde. Zur Behandlung konnen drei unterschiedliche Therapieverfahren ange-
wendet werden: Medikamente zur Hemmung der Hormonproduktion, die operative Ent-

fernung von Schilddrisengewebe und die Radioiodtherapie.

Die bekannten Thyreostatika Propylthiouracil (PTU), Methimazol (MMI) und Carbimazol
sind Thioharnstoffderivate. Sie hemmen die Thyreoperoxidase (TPO), welche eine zent-
rale Rolle bei der Schilddrisenhormonsynthese spielt. PTU inhibiert in hohen Konzentra-
tionen zusatzlich die Dio1, welche T4 in biologisch aktives T3 umwandelt. Die Entde-
ckung, dass Dio1 ein selenocysteinhaltiges Enzym ist, fuhrte zu der Vermutung, dass
selenhaltige Thioharnstoffderivate durch ihre hohere Nucleophilie bereitwilliger eine Bin-

dung mit der Dio1 eingehen und folglich eine potentere Inhibition zeigen wirden.

Ziel dieser Arbeit war, zehn neue schwefel- und selenhaltige Derivate der bekannten
Thioharnstoff-Thyreostatika hinsichtlich ihrer Wirkung auf die humane TPO und die Dio1
zu untersuchen. Dabei sollte festgestellt werden, in welcher Weise sich die chemische
Modifikation dieser Substanzen, insbesondere das Ersetzen von Schwefel durch Selen,
auf deren inhibitorische Eigenschaften auswirkt. Das langfristige Ziel ist, Medikamente
mit einer optimierten antithyreoidalen Wirkung zu entwickeln. Zusatzlich ist eine gegen
die TPO gerichtete Wirkung von einer gegen die Dio1 gerichteten zu trennen, um auf
diese Weise gezielt gegen die unterschiedlichen Symptome der Hyperthyreose vorge-
hen zu konnen. Auflerdem sollen durch die Veranderungen Nebenwirkungen eliminiert

oder zumindest minimiert werden.
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Anhand von Proteinextrakten aus den humanen Zelllinien FTC-238/TPO und Hep-G2,
welche TPO bzw. Dio1 enthalten, wurden die inhibitorischen Eigenschaften der neuen
Thioharnstoff-Derivate Uberpruft und mittels Dosis-Wirkungskurven die 1C50-Werte be-
stimmt. Die Wirkung der Substanzen auf die humane TPO wurde im Guaiacol Assay
durch Anderung des Absorptionsspektrums bei 470 nm photometrisch bestimmt. Die
Hemmung der TPO erfolgte durch MMI dabei etwa 3,4- , 6- bzw. 13-mal potenter als
durch die Substanzen MSel, 5-MTU und 6-BTU. Allerdings hemmten diese die TPO ef-
fektiver als PTU. Die Substanz MSel etwa 4-mal, 5-MTU etwa 2,3-mal und 6-BTU unge-
fahr genauso potent wie PTU. Die Ergebnisse fur MSel stehen damit in Einklang mit den
Untersuchungen von Taurog et al. [82]. Bei den Derivaten 5-CETU und ¢5 - ¢10 konnte
in den untersuchten Konzentrationen keine signifikante Hemmung der TPO festgestellt
werden. Zur Untersuchung der Wirkung der Substanzen auf die Dio1 wurde deren Akti-
vitat Uber den Umsatz von radioaktiv-markiertem rT; bestimmt. 5-MTU und 6-BTU
hemmten bei gleicher Konzentration die Dio1 potenter und 5-CETU gleich gut wie PTU.
Der ermittelte 1C50-Wert fur 5-MTU lag bei 0,7 pM, far 6-BTU bei 0,1 yM und fur 5-
CETU sowie PTU bei 1,7 uM. Von den weniger potenten Substanzen zeigte MSel mit
414 pyM den niedrigsten und ¢10 mit 21 mM den hochsten IC50-Wert.

Es konnte gezeigt werden, dass vier der zehn untersuchten Substanzen eine, im Ver-
gleich zu den klassischen Verbindungen MMI und PTU, gleich gute oder sogar bessere
Hemmung der zwei Schlusselenzyme TPO und Dio1 besitzen. Die beiden schwefelhal-
tigen Substanzen 5-MTU und 6-BTU sind in vitro effizientere Inhibitoren der Dio1 als
PTU. Obwohl 5-MTU, 6-BTU und MSel weniger effiziente Inhibitoren der TPO sind als
das MMI, zeigten sie trotzdem eine bessere Inhibition fur die TPO als PTU. Besonders
hervorzuheben ist die Substanz 5-CETU, die eine exklusive Hemmung der Dio1 zeigte.
Die Inhibition der Dio1 fand dabei ebenso potent wie mit PTU statt. Damit ist 5-CETU die
erste bekannte Substanz, die ausschlieRlich die Dio1 hemmt. Entgegen den Erwartun-
gen waren die meisten selenhaltigen Derivate den schwefelhaltigen in ihrer inhibitori-
schen Wirkung nicht Uberlegen. Allerdings zeigte MSel im Gegensatz zu MMI eine Inhi-
bition der Dio1. Diese war jedoch um den Faktor 240 schwacher als die von PTU. Es
sind daher weitere Experimente ndtig, um MSel, zum Beispiel durch Anderung der Sei-
tengruppen, so zu optimieren, dass es eine noch starkere inhibitorische Wirkung zeigt.
Ebenso sollte der Frage nachgegangen werden, ob ahnliche inhibitorische Wirkungen

auch in vivo erreicht werden kdbnnen.
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7.3 Lebenslauf
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