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Schilddrilsenhormone (THs) werden von der Schilddriise abgegeben.
Sie kontrollieren Fett-, Kohlenhydrat- und Proteinmetabolismus,
Herzfrequenz, neuronale Entwicklung sowie kardiovaskulire, renale
und neuronale Funktionen. Die Schilddriise produziert iiberwiegend
L-Thyroxin (T4), das als Prohormon fungiert. Durch 5'-Deiodierung,
katalysiert von lodthyronin-Deiodasen, wird aktives T3 gebildet, das
an den nukledren Schilddriisenhormon-Rezeptor bindet. In diesem
Aufsatz fassen wir sowohl die grundlegende Chemie und Biologie als
auch die neuesten Erkenntnisse zur TH-Biosynthese, zum Plasma-
transport und zur Internalisierung der THs in die Zielorgane, zur
Deiodierung und zu einer Vielzahl anderer Enzym-vermittelter
Stoffwechselwege zusammen. Zudem erortern wir Schilddriisenhor-
mon-Rezeptoren, verschiedene Schilddriisen-bedingte Krankheiten

und deren Therapien.

1. Einleitung

Schilddriisenhormone (THs) spielen eine Schliisselrolle
im menschlichen endokrinen System und kontrollieren
Grundumsatz, Proteinsynthese, Kohlenhydrat- und Fettme-
tabolismus, neuronale Entwicklung, Wachstum und Kno-
chenreifung sowie kardiovaskuldre und renale Funktionen.
THs werden von der Schilddriise sezerniert, die hauptséachlich
das Prohormon L-Thyroxin oder L-3,5,3",5"-Tetraiodthyronin
(T4) und einen kleinen Anteil des biologisch aktiven Hor-
mons  L-3,5,3-Triiodthyronin  (T3) produziert (Abbil-
dung 1).! Innerhalb des endokrinen Systems kontrollieren
Hypothalamus und Hypophyse die TH-Produktion durch die
Schilddriise. Neuronen im paraventrikularen Nukleus des
Hypothalamus sekretieren Thyreoliberin (TRH), das die
Hypophyse iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zur
Ausschiittung von Thyrotropin (TSH) anregt. Die Bindung
von TSH an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in
der Schilddriise stimuliert wiederum die Biosynthese von T4
und T3, die in das Plasma abgegeben werden und spezifische
Funktionen in den Zielorganen, wie in Abbildung 1 darge-
stellt, ausiiben. Der Sollwert des Plasma-TSH wird durch
negative Riickkopplung der THs auf der Ebene des Hypo-
thalamus und der Hypophyse (Abbildung 1) justiert. Die
gemeinsame Aktivitit von Hypothalamus, Hypophyse und
Schilddriise ist als Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-
Achse bekannt und reguliert die TH-Spiegel in Abhéngigkeit
vom physiologischen Zustand des Korpers.”!

Die Biosynthese von T4 in den Follikelzellen der Schild-
driise erfordert das Zusammenspiel einer Vielzahl von
Komponenten, wie Thyreoglobulin (Tg), Thyreoperoxidase
(TPO), Iodid und Wasserstoffperoxid. Nach abgeschlossener
Biosynthese wird T4 durch spezifische Transferproteine, wie
Thyroxin-bindendes Globulin (TBG), Transthyretin (TTR)
und Albumin, zu den unterschiedlichen Zielorganen trans-
portiert und dort durch Transmembrantransporter-Proteine,
wie Monocarboxylattransporter 8 (MCT8) und MCT10, in
die Zellen aufgenommen. In den Zielzellen wird T4 auf ver-
schiedene Arten metabolisiert, wobei der regioselektiven
Deiodierung des Phenol- und des Tyrosylrings eine heraus-
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gehobene Rolle bei der TH-Homoostase zukommt. Die
Deiodierungsreaktion wird durch Iodthyronin-Deiodasen
(DIOs) katalysiert, eine Gruppe von Selenoenzymen mit
unterschiedlicher Regioselektivitdt. Durch Monodeiodierung
am Phenolring wird T4 in T3, durch Deiodierung am Tyro-
sylring dagegen in den biologisch inaktiven Metaboliten L-
3,3",5-Triiodthyronin (rT3), umgewandelt. Die nukleidren
Schilddriisenhormon-Rezeptoren (TRo und TRf) binden T3
mit hoher und T4 mit niedriger Affinitdt. TRs binden als
Homo- und/oder Heterodimere, vorzugsweise mit dem Reti-
noid-X-Rezeptor (RXR) als TR/RXR-Komplex, an Schild-
driisenhormon-responsive Elemente (TREs), die als spezifi-
sche Nukleotidsequenzen in den Zielgenen definiert sind.
Die Bindung des TR/RXR-Komplexes an die TREs in-
duziert die Aktivierung von Corepressoren und Coaktivato-
ren, was letztlich zur Regulation der Genexpression fiihrt.
Aufgrund ihrer gewebsspezifischen Expression héngt die
Wirkung der TRs stark vom jeweiligen Gewebe ab. So hat
beispielsweise TRa Auswirkungen auf das Herz, wohingegen
TR den Lipid- und Fettmetabolismus in der Leber kon-
trolliert und die negative Riickkopplung von THs in der
Hypophyse vermittelt. Ein Ungleichgewicht der TH-Spiegel
fiihrt zu diversen Erkrankungen wie Hypothyreose, Hyper-
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von einer Schicht polarisierter Epithelzellen
bedeckt, deren basolaterale Oberfliche dem
Blutstrom und deren apikale Oberflidche
dem Follikellumen zugewandt ist. Das Fol-
likellumen ist mit einem Kolloid gefiillt, das
hauptsiachlich aus dem hochvernetzten

Leber \Dl) Q

/ erkung an Zielorganen \
CeII

Protein Thyreoglobulin (Tg), in einer Kon-
zentration von 100-750 mgmL~!, besteht."
Die Biosynthese von T4 erfolgt am Tg tiber
fiinf Hauptschritte: a) Transfer von anorga-
nischem Todid (I") aus dem Blut in die
Schilddriisenfollikel durch den Natrium-

b RXR
\4 A \\\0\@\’ \

Transkrlptlon

&) Todid-Symporter (NIS), b) Bildung von
Skelettmusko® l holasteriney G \ mRN Wasserstoffperoxid (H,0,) durch Peroxid-
Glucogenese Nukleus asen (DUOX1 und DUOX?2), c) Iodierung

roteinkatabolisml y N 10 —— _ze,,u,a,e, von Tyrosylresten des Tg durch die Schild-
Glucosenutzung S K Iznsporter / driisenperoxidase (TPO) unter Verwendung

Abbildung 1. TH-Wirkung in verschiedenen Zielorganen. TRH: Thyreoliberin, TSH: Thyreo-
tropin, TP: Transferprotein, DIO: lodthyronin-Deiodase, TR: Schilddriisenhormon-Rezeptor,
RXR: Retinoid-X-Rezeptor, TRE: Schilddriisenhormon-responsives Element.

thyreose, kardiovaskuldre Dysfunktionen, Arteriosklerose
und Diabetes. In diesem Aufsatz diskutieren wir sowohl die
grundlegende Chemie und Biologie der TH-Wirkung als auch
neueste Erkenntnisse im Bereich des TH-Metabolismus.

2. Biosynthese von Schilddriisenhormonen

T4 wird in den Schilddriisenfollikeln synthetisiert, welche
die funktionellen Einheiten der ausgereiften Schilddriise
darstellen (Abbildung 2). Die sphérischen Follikel werden
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von H,0, und Todid, d) Phenolkupplung der
Todtyrosinreste an Tg durch TPO zur Bil-
dung von T4 und e) proteolytische Freiset-
zung der THs aus Tg (Abbildung2).
Wihrend dieses Prozesses wird zudem ein
Anteil des biologisch aktiven T3 gebildet.

2.1. lodidaufnahme und -abgabe in die Follikel

Der Transport von anorganischem Iodid in die Follikel-
zellen bildet den ersten Schritt der TH-Biosynthese. Da die
Plasmakonzentration von lodid in Sdugetieren sehr niedrig ist
(50-300 nm), verfiigt die Schilddriise iiber ein einzigartiges
Transportsystem, um lodid effizient aus dem Blut anzurei-
chern.’! Der Natrium-Todid-Symporter (NIS) ist ein in der
basolateralen Membran der Schilddriisenfollikel lokalisiertes
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Abbildung 2. Biosynthese von Thyroxin (T4) in den Follikelzellen der Schilddriise. Dabei wird auch eine geringere Menge T3 produziert. Die Identi-
tit des Proteins, das fiir den Transport von lodid durch die apikale Membran der Thyreozyten verantwortlich ist, war Diskussionsthema der
letzten Jahre. Die wahrscheinlichsten Kandidaten als lodidtransporter sind Pendrin und neuerdings Anoctamin 1.

Transmembranprotein und vermittelt die Aufnahme von
Iodid aus dem Blut. Die Sekundarstruktur des NIS-Modells
impliziert, dass sich die 618 Aminosiduren des hydrophoben
Proteins zu 13 Transmembransegmenten (TMSs) falten. Der
N-Terminus ist extrazelluldr und der C-Terminus intrazelluldr
lokalisiert (Abbildung 3A).) Der NIS ist ein hochglykoli-
siertes Protein, und seine drei N-gekuppelten Glykosylie-
rungsstellen sind im extrazelluldren Abschnitt des Proteins
positioniert: einer in der Schleife zwischen TMS VI und VII
und die anderen beiden in der Schleife zwischen XII und XIII
(Abbildung 3 A). Es wurde gezeigt, dass der Iodidtransport
unabhiingig von der Glykosylierung des Proteins ist.°! Mit
Ky-Werten fiir lodid- und Natriumionen von 10-30 um bzw.
40-60 mw ist der NIS hochselektiv fiir Todid.”! Es ist jedoch
bekannt, dass der NIS auch die Translokation von anderen
Tonen, z.B. Thiocyanat (SCN~), Chlorat (ClO;"), Nitrat
(NO;") und Iodat (I0,7) vermittelt.®! Der NIS wird durch
Perchlorat inhibiert, das daher zu den endokrinen Disrupto-
ren gezdhlt wird. Die Funktion des NIS ist abhidngig von der
Na"K "-ATPase sowie vom Kaliumkanal KCNE2, die das
Membranpotential der Zelle aufrecht erhalten.’! Im Zuge
dieses Prozesses reichert der NIS 30-60-fach erhohte Iodid-
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konzentrationen in den Schilddriisenfollikeln im Vergleich
zum Blut an. Iodidtransportdefizienz, bedingt durch Muta-
tionen im NIS (V59E, G93R, T354P und G395R), verursacht
kongenitale Hypothyreose. Biochemische Studien lieferten
entscheidende Informationen iiber die Struktur und Funktion
des NIS"! und halfen bei der Identifizierung von Gly93 als
wichtiger Aminosiure fiir die Substratspezifitit des NIS.I
Fiir die Hormonbiosynthese wird Iodid im Follikellumen
benotigt. Pendrin (SLC26A4) wurde bisher als wahrschein-
lichster Iodidtransporter in der apikalen Membran der Thy-
reozyten beschrieben, da die Mutation des Gens mit dem
Pendred-Syndrom (PDS), einer erblichen Erkrankung mit
Taubheit, Kropf und herabgesetzter Organifikation von Iod
(Oxidation des Iodids und Bindung an Tyrosylreste des Thy-
reoglobulin), assoziiert ist."”) Taubheit durch PDS steht of-
fenbar nicht mit THs in Verbindung, sondern wird durch
Entwicklungsdefekte des Innenohrs hervorgerufen. Kiirzlich
wurde Anoctamin (ANO1, TMEM16A) als dominanter Io-
didtransporter an der apikalen Membran der Thyreozyten
vorgeschlagen.['! Dieses Protein wurde urspriinglich als Ca**-
aktivierter Chloridkanal aus acht Transmembransegmenten
charakterisiert, zeigt allerdings Spezifitit fiir Iodid.

www.angewandte.de

An dte

Chemie

7737


http://www.angewandte.de

<
(A) iy ©) -
+ 0 AH A
.+
- DI S T
ol
Verb. | -
s S
VS59E "~ T354P G395R Verb. lll
Intrazellulér Rl2gH "0,C HO HO erb.
(o]}
(B) & I 1
NH, HO % HO
Peroxidase- DUOXA2 _ puox2 = HN —_3 HN |
hnliche Domine 2 0, 0, to ol L0 co oL
Extrazellulér
QOO000
SO6DE0: o
Intrazelluldr .
® EF-Hand ® & )
A N-Glykosylierungs- -0 c— NABPH — ; \
(C) position 2 o O
¢ ‘ ~ I 1
HN~) ! o
+a ! coO €«— B
HN £ifi
1
° AN Go

7738

Aufsdtze

o

Abbildung 3. Sekundirstrukturmodell von A) NIS und B) DUOX2. Einige Mutationen im NIS fiihren zu lo-
didtransportdefizienz (ITD) und sind durch orange Kreise markiert. Die N-Glykosylierungsstellen des NIS sind N225,
N485 und N497. C) Das aktive Zentrum der humanen Myeloperoxidase (MPO) zeigt die kovalenten Bindungen zwi-
schen Ham und Enzym durch Asp 94, Glu242 und Met 243, das distale Histidin (His95) und ein proximales Histidin
(His 336). PDB-Code: 1CXP.P2 D) Mechanismus der Biosynthese von T4 an Thyreoglobulin (Tg) durch Thyreoperoxid-
ase. Gezeigt ist der Radikalmechanismus der Ringkupplung zwischen zwei lodtyrosinresten. Es wurde auch ein ioni-
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Die extrazelluldre
Peroxidase-dhnliche
Domine hat 43%
Ahnlichkeit mit TPO,
wobei die Peroxi-
daseaktivitdt dieser
Domine kontrovers
gesehen wird."® Die
intrazelluldre Schleife
zwischen Transmem-
branhelicesI und II
enthilt zwei Ca’*-
bindende EF-Hand-
Motive, und die Bin-
dung von Calcium an
DUOX2 erhoht die
H,0,-Produktion.[')
Die NOX2-dhnliche
Domine der DUOXs
enthilt eine
NADPH- und eine
Flavin-Adenin-Dinu-
kleotid(FAD)-Bin-
dungsstelle und um-
fasst alle Strukturele-
mente, die von der
Phagozyten-NOX2
fiir effektiven Elek-
tronentransfer  von
NADPH auf FAD
sowie die Bindung
von Him und mole-
kularem  Sauerstoff
bekannt sind.”” In-
teressanterweise  ist

scher Mechanismus beschrieben.*!

2.2. Produktion von H,O, durch duale Oxidasen

Wasserstoffperoxid (H,0,) ist wichtig fiir die Organifi-
kation des lodids, d. h. den Einbau von lod in die Tyrosylreste
von Tg und die Phenolkupplung der Iodtyrosinreste durch
TPO. Die Bildung von H,0, in den Schilddriisenfollikeln
wurde bereits 1971 beschrieben.¥! Spiter fanden Bjorkman
et al. heraus, dass die Follikel H,O, mithilfe der in der api-
kalen Membran lokalisierten NADPH-Oxidase (NOX) pro-
duzieren."” Die Gene, die den beiden NADPH-Oxidasen —
duale Oxidase 1 (DUOX1) und duale Oxidase 2 (DUOX2) —
entsprechen, wurden in menschlichen Schilddriisen-cDNAs
identifiziert." Die humanen DUOXI- und DUOX2-Protei-
ne bestehen aus 1551 bzw. 1548 Aminosduren und haben eine
Ahnlichkeit von 83% in ihren DNA-Sequenzen. DUOXs
sind membrandurchspannende Glykoproteine aus sieben
Transmembranhelices, einer extrazelluliren Peroxidase-dhn-
lichen Domaine, einer langen extrazelluldren Schleife zwi-
schen Helix I und II sowie einer NADPH-Oxidase 2(NOX2)-
dhnlichen Domine, die sich von Helix II bis zum C-Terminus
erstreckt (Abbildung 3B).['*7
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die Bildung von H,0O,

durch DUOX2 unab-

hingig von TSH,?!
wird aber durch einen Anstieg der lodkonzentration redu-
ziert.” Dennoch ist die DUOX2-mRNA-Expression in der
Schilddriise 1.5-5-mal hoher als die Expression der DUOX1-
mRNA,?! und Mutationen in der DUOX2 oder in ihrem
Reifungsfaktor DUOXA?2 konnen wegen insuffizienter
H,0,-Produktion Hypothyreose auslosen. Aufgrund der
H,0,-Bildung in der Schilddriise wurde gemutmalt, dass
diese auf die Expression von Selen-abhédngigen Peroxidasen
angewiesen ist. Allerdings fiihrte die Inaktivierung der Bio-
synthese sdmtlicher Selenoproteine in den Thyreozyten der
Maus weder zur Zerstorung der Schilddriise noch zu ver-
minderter TH-Produktion.” Diese Beobachtungen lassen
darauf schlieen, dass die antioxidativen Selenoproteine
moglicherweise die Thyreozyten vor oxidativem Stress
schiitzen, jedoch nicht essenziell fiir deren Uberleben sind.

2.3. Die Hdm-abhdingige Thyreoperoxidase

Die Thyreoperoxidase (TPO) gehort, wie auch Lacto-
peroxidase (LPO), Myeloperoxidase (MPO) und eosinophile

Angew. Chem. 2016, 128, 7734—7759
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Peroxidase (EPO), zur Familie der Him-abhéngigen Sauge-
tier-Peroxidasen.” Sie spielt eine entscheidende Rolle bei
der Organifikation des ITodids (Iodierung von Tyrosin im Tg
bildet 3-Todtyrosin und 3,5-Diiodtyrosin, MIT bzw. DIT) und
bei der Phenolkupplung der Iodtyrosinreste im Tg zur Iod-
thyroninstruktur.?! Das TPO-Protein besteht aus 933 Ami-
nosiuren und bildet Homodimere.?! Der Hauptteil des TPO-
Molekiils, inklusive des aktiven Zentrums, befindet sich ex-
trazelluldr im Follikellumen, wohingegen eine kleine Trans-
membranregion am C-terminalen Ende (Aminosduren 847—
871) das Protein in der apikalen Thyrozytenmembran ver-
ankert.®™>! Im ausgereiften Protein ist die N-terminale
Propeptidsequenz, welche die Aminosduren 1-108 umfasst,
abgespalten.’”!. Mutationen, welche die TPO-Produktion
oder Reifung beeintridchtigen, reduzieren die TH-Bildung
und verursachen kongenitale Hypothyreose.”"!

TPO hat eine 47-prozentige Sequenzédhnlichkeit mit der
humanen MPO. Auf Grundlage der Rontgenstruktur der
MPO wurde ein Homologiemodell der TPO erstellt.F!! Die
MPO fungiert auch als geeignetes Modell zum Verstidndnis
der Hiam-Chemie der TPO. Die 1.8-A-Rontgenstruktur der
MPO identifizierte die Hdm-prosthetische Gruppe als ein
Derivat von Protoporphyrin IX, in dem die Methylgruppen
der Pyrrolringe A und C modifiziert sind, um die Bildung von
Esterbindungen mit den Aminosiauren Glu242 und Asp94 zu
ermoglichen (Abbildung 3 C).P Es wurde gezeigt, dass H,O,
die Modifikation der Methylgruppen an den Pyrrolringen (A
und C) des Hdam zu Hydroxymethyl- und Dihydroxymethyl-
gruppen vermittelt. Dies begiinstigt die Bildung von Ester-
bindungen zwischen Hdm und LPO, &hnlich wie bei der
MPO.™ Interessanterweise wurde in der Kristallstruktur der
MPO eine weitere kovalente Bindung zwischen einer der
Vinylgruppen des Him und dem Schwefelatom von Met243
der MPO beobachtet, die zur Bildung eines Sulfoniumions
fithrt (Abbildung 3C). Diese kovalente Bindung ist wahr-
scheinlich spezifisch fiir MPO, da Met243 in verwandten
Peroxidasen nicht vorkommt. Im Unterschied dazu sind
Asp94 und Glu242 in allen Peroxidasen konserviert, was
darauf schlieBen ldsst, das eine Esterbindung zwischen Ham
und Polypeptidkette in allen Peroxidasen auftritt.* Das
distale Histidin (His95) fungiert wihrend des katalytischen
Zyklus der Peroxidasen als ein allgemeiner Sdure-Base-Ka-
talysator. Es entzieht dem H,O, ein Proton und erméglicht
damit die Bindung an Fe' im aktiven Zentrum. Infolgedessen
durchliuft Fe eine Zwei-Elektronen-Oxidation und bildet
ein Oxo-Ferryl-n-Kationenradikal (VerbindungI, Verb.I,
Abbildung 3D) als Zwischenprodukt.® Wihrend dieses
Prozesses wird ein Elektron vom Metallzentrum und das
zweite Elektron vom Porphyrinring abgezogen. Verbindung I
kann ein Elektron von einer Vielzahl von aromatischen Al-
koholen oder Aminen (AH) abziechen und damit Verbin-
dung II bilden (Verb. II; Abbildung 3D). In einer nachfol-
genden Reaktion kann Verbindung II das aktive Zentrum des
Enzyms durch Oxidation eines weiteren AH-Molekiils rege-
nerieren.

Alternativ kann Verbindung I auch eine Zwei-Elektro-
nen-Peroxidation von I" vermitteln und damit eine Enzym-
gebundene, aktiv halogenierende Spezies, Verbindung III
(Verb. III; Abbildung 3D) bilden. Der Mechanismus der
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MPO-katalysierten Peroxidation von I" scheint komplex zu
sein, da H,0O, wie auch 1" als Inhibitoren fungieren. Aller-
dings wird vermutet, dass Verbindung III fiir die lodierung
der Tyrosylreste von Tg verantwortlich ist.*®! Die Phenol-
kupplung von Tg-gebundenen lodtyrosinen scheint, ange-
sichts der sterischen Sperrigkeit und Komplexitdt von
iodiertem Tg als Substrat, schwierig zu sein (siche Ab-
schnitt 2.4).

2.4. Thyreoglobulin und T4-Biosynthese

Mit der Hilfe von 1", H,O, und TPO findet die T4-Bio-
synthese an einem hochglykolisierten, homodimeren Tg-
Protein mit einer GroBe von 660 kDa pro Polypeptid statt.!
Tg ist das héufigste Protein im Follikellumen der Schilddriise,
und beinahe 10% seiner Masse machen Kohlenhydrate aus.
Strukturanalysen von Tg sind wegen seiner Grofe und
Komplexitdt anspruchsvoll. Glykosylierung und andere he-
terogene posttranslationale Modifikationen wie Phosphory-
lierung, Sulfatierung und Tyrosiniodierung verkomplizieren
die Strukturaufkldrung. Von insgesamt 134 Tyrosinresten
konnen nur 6-34 Tyrosinreste in vivo an ihrer 3- und 5-Posi-
tion iodiert werden. Es werden nur 1-4 T4-Molekiile pro Tg-
Molekiil gebildet, was zeigt, dass nicht alle Iodtyrosylreste
von Tg oxidative Ringkupplung durchlaufen und THs
bilden.® Im ausgereiften Tg sind nur vier Tyrosinreste an den
Positionen 5, 2553, 2746 und 1290 an der Hormonsynthese
beteiligt.”® Dementsprechend werden diese vier hormono-
genen Positionen als A, B, C und D bezeichnet. Bei den
meisten Arten entfallen auf Position A 40 % und auf Positi-
on B 25% der TH-Produktion. Dagegen ist Position C bei
manchen Arten wahrscheinlich eher mit der Produktion von
T3 assoziiert, und TSH scheint die Hormonogenese an Posi-
tion D zumindest bei Meerschweinchen und Kaninchen zu
begiinstigen.”” Eine detaillierte Studie unter Verwendung
isotopenmarkierter Peptidfragmente entlang der Peptidkette
von Tg zeigte, dass das iodierte Tyrosin an Position 130 mit
dem an Position A kuppelt, um T4 zu bilden.*”! Diese Er-
kenntnis wurde durch Mutationsanalysen an beiden Positio-
nen bestitigt.*!! Modellreaktionen der Biosynthese von T4
legten nahe, dass nur lIodtyrosylreste, die giinstig im Raum
orientiert sind, an Kupplungsreaktionen zur Bildung von T4
beteiligt sind.*?! Kinetische Analysen der Iodierung und oxi-
dativen Kupplung fithrten zur Schlussfolgerung, dass Tyro-
sylreste, die wihrend den frithen Phasen der Reaktionen
iodiert werden, bevorzugt die Phenolkupplung zur Bildung
von T4 durchlaufen. Interessanterweise wurde ein Zeitab-
stand zwischen lodierung und Kupplung beobachtet; die
Kupplung startet dabei 3-5 min nach dem Beginn der lodie-
rung.* Dies ldsst vermuten, dass Tg moglicherweise nach der
Iodierung Konformationsdnderungen durchlduft, um die ge-
eigneten lodtyrosylreste in einer fiir die Kupplung giinstigen
Orientierung anzuordnen.

In Abbildung 3D ist ein Radikalmechanismus der Kupp-
lungsreaktion gezeigt, jedoch wird auBler diesem auch ein
ionischer Mechanismus beschrieben.”! Der Hauptunter-
schied zwischen beiden Wegen ist, dass nach dem Radikal-
mechanismus ein Elektron von jedem der lodtyrosylreste
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wihrend der Kupplung abgezogen wird, wohingegen beim
ionischen Mechanismus zwei Elektronen von nur einem der
an der Kupplung beteiligten Iodtyrosylreste abgezogen
werden. Beide Mechanismen unterstiitzen die Bildung von
Dehydroalanin (DHA) in Tg zusammen mit der von T4
(Abbildung 3D). Auch wenn die Bildung von DHA allge-
mein akzeptiert ist, haben verschiedene Forschungsgruppen
das iibrige Produkt nach Ubertragung des Phenolrings auf T4
alternativ als Brenztraubensdure, Alanin, Serin, Hydroxy-
pyruvat oder Aminomalonat-Semialdehyd charakterisiert.!
Nach Iodierung und Phenolkupplung wird das Tg, gebunden
mit T4 und T3, im Follikellumen als Kolloid gespeichert.
Wenn die Plasma-TSH-Konzentration ansteigt, wird Tg durch
Endozytose an die Follikelzellen abgegeben. T4 und T3
werden durch die Proteolyse von Tg in Lysosomen freigesetzt.

Wihrend der Proteolyse werden ungekuppeltes DIT und
MIT vom Tg gelost und durch das Flavoprotein Iodotyrosin-
Dehalogenase (IYD), kodiert durch das Gen DEHALI,
deiodiert.* TYD wird in Schilddriise, Leber und Niere ex-
primiert und erfiillt die Funktion der Riickgewinnung von
Iodid fiir die De-novo-Biosynthese von THs. Mutationen in
DEHALL fithren zu Hypothyreose, wenn der lIodverlust
durch MIT und DIT nicht durch eine erhohte Iodaufnahme
kompensiert wird."*! Die Menge des riickgewonnenen Iodids
in der Schilddriise ist 3-5-mal hoher als die Menge der mit der
Nahrung aufgenommenen Iodidionen.™”!

3. Plasma-Schilddriisenhormon-Bindeproteine und
Transmembrantransporter

Nach der Biosynthese in der Schilddriise gelangen die
Schilddriisenhormone in den Blutstrom und binden an die
Plasmabinde(transfer)proteine: Thyroxin-bindendes Globu-
lin (TBG), Transthyretin (TTR) und humanes Serumalbu-
min (HSA). Die Kristallstrukturen der Komplexe zwi-
schen diesen Proteinen und ihrem Liganden T4 haben
verschiedene Arten der Ligandeninteraktion und -konfor-
mation offengelegt. Unter den drei Transferproteinen zeigt
TBG die hochste Affinitdat fiir THs. Allerdings ist die
Plasmakonzentration von TBG (0.27 um) wesentlich ge-
ringer als die von TTR (4.6 um) und HSA (640 um);>”
daher sind die TH-Bindungskapazititen von TTR und
HSA viel groBer als jene von TBG. Die Affinitit ist dage-
gen niedriger, sodass die Bindung von T4 an TTR und HSA
durch schnelle Dissoziation charakterisiert ist. Um genau
zu sein, tragen TBG, TTR und HSA 74, 11 bzw. 15% zur
Gesamtmenge des an Transferproteine gebundenen
Plasma-T4 bei.’™ Die hohe Affinitit der Transportprotei-
ne fiir T4 und T3 fiihrt zu einem langsameren Abbau und
einer erhohten Halbwertszeit der THs im Serum.

Schilddriisenhormone sind beriichtigt fiir ihre Hydro-
phobie, und ohne Plasmabindeproteine wiirden THs sofort
an die Innenseiten der Blutgefdf3e binden, statt iiber den
Kreislauf verteilt zu werden. Dennoch handelt es sich bei
THs um Aminosdurederivate mit Carboxy- und Amino-
gruppen, weshalb sie Membrantransportproteine benoti-
gen, um die Zellmembran zu iiberwinden. Unter Medizi-
nern setzte sich dieses Konzept erst relativ spét durch, als
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2004 Patienten mit schweren geistigen Behinderungen und
ungewohnlichen TH-Funktionstests identifiziert wurden, die
Mutationen in Monocarboxylattransporter 8 (MCTS8), einem
Transmembrantransportprotein fiir THs, aufwiesen.” Nicht
nur der Transport in die Zelle, sondern auch der TH-Export
ist von Transportern abhingig. MCTS8 ist der wichtigste
Transporter, durch den THs die Thyreozyten nach der Syn-
these verlassen.™

3.1. Thyroxin-bindendes Globulin

Das 54 kDa gro3e TBG wird in der Leber produziert und
gehort wie das Cortisol-bindende Globulin der Serpinfamilie
von Protease-Inhibitoren an. Entsprechend hat TBG die
Struktureigenschaften einer reaktiven, zentralen Schleife
(RCL) mit dem reaktiven Zentrum in der als P1 bezeichneten
Position und dem Gelenk der Schleife an P17. Die Spaltung
der RCL fiihrt zu irreversiblen Konformationséinderungen
innerhalb des Proteins.’¥ Die proteolytische Spaltung der
RCL von TBG wihrend einer Sepsis resultiert auBerdem in
einer annihernd dreifach reduzierten Affinitit fiir T4.°* Im
Blut wird T4 hauptsichlich von TBG transportiert, wobei die
Dissoziationskonstante (K;) fiir den TBG-T4-Komplex bei
0.1 nm liegt.®™" Eine kiirzlich veroffentlichte Kristallstruktur
des TBG-T4-Komplexes zeigt, dass das Protein T4 in einer
Oberflachenspalte zwischen Helix H und A und den Strangen
3-5 des P-Faltblatts trigt (Abbildung 4 A).P! Die Kristall-
struktur zeigt zwei TBG-Molekiile mit zwei identischen T4-
Bindungsstellen (gekennzeichnet durch Pfeile in Abbil-
dung4A) in der Oberflichenspalte der asymmetrischen
Einheit. T4 wird hauptséchlich durch eine Reihe von hydro-
phoben Wechselwirkungen mit verschiedenen Aminosdure-
seitenketten gebunden, wobei wenige Wasserstoffbriicken

(A)

©)

1'= N1-C8-C7-C5
2= C8-C7-C5-C4
W = N1-C8-C9-04
@ =C1-C2-01-C1’
¢'=C2-01-C1'-C2'

Abbildung 4. A) Kristallstruktur des Thyroxin-bindenden Globulins (TBG)
komplexiert mit T4. Pfeile zeigen die beiden T4-Bindungsstellen (PDB-
Code: 2CEO).P® B) H-Briicken und entscheidende Aminosauren in der T4-
Bindungsstelle von TBG. C) Verschiedene Torsionswinkel zur Definition
der Konformationen von T4. D) Allosterischer Mechanismus und die be-
teiligten Aminosauren fiir die Abgabe von T4 aus TBG. Die RCL und die
s4B-5B-Schleife sind cyan bzw. griin geférbt.
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mit den Amino-, Phenol- und Carboxygruppen zur Spezifitét
beitragen (Abbildung 4 B). Die Amino- und Carboxygruppen
von T4 bilden H-Briicken mit der Carbonylgruppe von
Asn273 und der NH-Gruppe von Arg378 von TBG. Die
Seitenkette von Arg381 stapelt auf den Phenolring von T4.
Diese Bindungsart konnte die verringerte Bindungsaffinitt,
ausgelost durch eine S23T-Mutation, erkliren.”® Da Ser23
nahe an der T4-Bindungsstelle gelegen ist, konnte die Addi-
tion einer zusétzlichen Methylgruppe die T4-Bindung sterisch
behindern. Interessanterweise bindet T4 in der weniger sta-
bilen cisoiden Konformation in beiden Bindungsstellen von
TBG. In dieser Konformation liegen die Aminosdure-Sei-
tenkette und der Phenolring von T4 auf derselben Seite des
Tyrosylrings (Abbildung 4B). Obwohl das T4-Diethanol-
aminsalz sowohl cisoide als auch transoide Konformationen
einnimmt,””! wurde nur die transoide Konformation in der
zwitterionischen Form des freien T4 beobachtet.”®! Es wurde
gezeigt, dass T4 sowohl im festen Zustand als auch in Losung
verschiedene Konformationen einnehmen kann. Diese Kon-
formationsunterschiede konnen die physikalischen und
pharmakologischen Eigenschaften und vor allem die Reak-
tivitit der C-I-Bindung von T4 beeinflussen.” Ein Vergleich
verschiedener Konformationsparameter zwischen freiem T4
und TBG-gebundenem T4, dargestellt in Abbildung 4 C und
Tabelle 1, zeigt deutlich, dass TBG die Konformation von T4
verdandern kann, um es in die Bindungsstelle aufzunehmen.
Die Konformationen werden durch die Winkel %' und y* be-
schrieben.

Unter den T4-Transportproteinen funktioniert einzig
TGB nach einem allosterischen Mechanismus zur Bindung
und Freigabe von T4.>*! TBG wechselt zwischen zwei Zu-
stinden mit hoher oder niedriger T4-Affinitdt durch freie
Bewegung der RCL. Im Zustand hoher Affinitét ist die RCL
(cyanfarbene Schleife; Abbildung 4D) teilweise in die vierte
Strangposition des Faltblatts A eingelassen. Zunéchst ist die
RCL nur bis zu Thr341 (auch als P14Thr bezeichnet, weil
14 Aminosduren vor dem aktiven Zentrum P1 gelegen) in das
Faltblatt eingefiigt. Die weitere Insertion der Schleife ver-
schiebt Tyr241, was die H-Briicken in der Bindungstasche
stort, indem sich Asn244, Glu376, Arg378 und die s4B-5B-
Schleife (griinfarbene Schleife; Abbildung 4 D) nahe der T4-
Bindungsstelle verlagern. Die Bewegung der s4B-5B-Schleife
in die in Abbildung 4D angedeutete Richtung fiihrt letztlich
zur Verdrangung von T4. Dieser Mechanismus wurde besta-
tigt durch Deletion von vier oder Addition von drei zusétz-
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lichen Aminosduren in die RCL von TBG. Wihrend die
Deletion der vier Aminosduren die vollstindige Insertion der
RCL in das A-Faltblatt verhinderte und in einer stabilen,
hochaffinen Form von TBG resultierte, fiihrte die Addition
von drei Aminoséduren in die RCL zu einer stabilen Form mit
komplett ins A-Faltblatt eingelagerter RCL und reduzierter
Affinitit fiir T4.[

3.2. Transthyretin

Das Plasmaprotein TTR (auch bekannt als Praalbumin),
wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert. TTR wird vom
Plexus choroideus in die Gehirnfliissigkeit sekretiert, wo es
als einziges TH-Bindeprotein vorkommt.['l TTR bildet einen
stabilen Komplex mit dem Retinol-bindenden Protein (RBP),
das Vitamin A in einer Tasche innerhalb der Oberflidche des
Proteins transportiert.l"! Die Tertizrstruktur von TTR enthilt
vier identische Monomere (A-D), bestehend aus jeweils
127 Aminosduren, die ein achtstringiges (A-H) [3-Fass
bilden, das in zwei antiparallele $-Faltblitter zerfillt. Diese
bilden einen zentralen hydrophoben Kanal im Protein.*”
Jedes TTR-Molekiil enthélt zwei sterisch identische T4-Bin-
dungsstellen im zentralen Kanal zwischen den Stringen A
und C (AC-Stelle oder Bindungsstelle I) und zwischen den
Striangen B und D (BD-Stelle oder Bindungsstelle IT). Aller-
dings ist die Bindung von T4 an beiden Bindungsstellen un-
terschiedlich; die Bindungsaffinitit von Bindungsstelle I
(Kq=10"%m) ist 100-mal hoher als die von Bindungsstelle 11
(K;=10"°m). Es wird ein negativer kooperativer Effekt fiir
die Bindung von T4 und TTR angenommen, allerdings ist der
Mechanismus noch unklar.¥l Die deiodierten Metaboliten
von T4 binden ebenfalls an TTR, jedoch mit einer geringeren
Affinitdt. Wenn man die Bindung von T4 auf 100% setzt,
dann erhilt man 0.7 % fiir 3,3’-T2 und weniger als 0.01 % fiir
3-T1.%

Punktmutationen, die TTR destabilisieren, fithren zur
Aggregation des Proteins in Amyloidfibrillen und l16sen die
familidre amyloide Polyneuropathie (FAP) sowie die senile
systemische Amyloidose (SSA) aus. Die Akkumulation von
Amyloidfibrillen in verschiedenen Geweben fiihrt letztlich zu
Organversagen.™! Es sind mehr als 70 destabilisierende Mu-
tationen in TTR bekannt. Die Bindung von T4 an das TTR-
Tetramer verhindert die Amyloidbildung durch Stabilisierung
der nativen Struktur des Proteins. Zudem kann die Amy-

Tabelle 1: Konformationsparameter der hiufigsten Formen von freiem T4, TBG-gebundenem T4, an humanes TTR gebundenem T4, an Ratten-TTR
gebundenem T4, an Fisch-TTR gebundenem T4 und an HSA gebundenem T4.

[ freies T4l TBG-T4™ TTR-T4F TTR-T4P! TTR-T4E! HSA-T4H
(Mensch) (Ratte) (Fisch)

% —158.6, 64.0 73.2, 72.1 —166.3, —105.8 60.9, 178.8 —123.0, —83.1 142.6, —102.1

P —97.1, —92.1 83.2, 84.0 —91.3, —104.1 —88.3, —99.7 —72.1, 1643 67.5, —66.3

) 133.6, 169.2 175.1,174.7 —98.8,112.4 —-166.0, 118.3 —-131.1, —84.7 125.5, 126.5

@ 79.7,109.1 99.2, 100.1 13.6, 59.3 96.5, 104.4 105.4, 96.7 86.1, 102.5

@ 37.4, —35.5 -21.6, -21.6 60.9, 5.6 —8.6, —42.7 -16.6, —2.5 32.8, —19.7

[a] Werte der hiufigsten Formen von T4 (Form 1), reproduziert aus Lit. [58a]. [b] Zwei Werte fiir jeden Parameter entsprechen zwei unabhingigen
Konformeren von T4 in der asymmetrischen Einheit oder zwei Molekiilen von T4 in jedem Molekiil des Proteins. [c] Zwei Werte fiir jeden Parameter
entsprechen zwei T4-Molekiilen an den beiden Bindungsstellen Tr1 und Tr2.
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loidbelastung reduziert werden, indem man die Tetramere
durch Medikamente stabilisiert.[*> ]

Die Kristallstruktur des menschlichen TTR mit T4 (in
der monoklinen Form) zeigt T4 im zentralen Kanal des
TTR gebunden, wobei die a-Aminosiureeinheit zur Off-
nung und die Phenol-Hydroxygruppe zum Zentrum des
Kanals ausgerichtet sind.["”) Zusitzlich zu den Wasserstoff-
und Salzbriicken der a-Aminosdureeinheit von T4 mit den
benachbarten Lys15 und Glu54 an Stelle I geht eines der
Todatome des Phenolrings Halogenbriicken mit den Peptid-
Stickstoffatomen von Leull0 und Alal09 bei N--I-Ab-
stinden von 3.21 bzw. 3.06 A ein. Beide Abstinde sind
geringer als die Summe der Van-der-Waals-Radien von
Stickstoff und Tod (3.53 A; Abbildung 5A); allerdings sind
die N--I-Entfernungen an Stelle IT (Abbildung 5B) grofer
als die Summe der Van-der-Waals-Radien von Stickstoff
und Tod.” Daher konnte die Abwesenheit einer N--I-
Halogenbriicke auch zur schwachen Affinitdt der Bin-
dungsstelle II beitragen. Im Unterschied zur cisoiden
Konformation von T4 in TBG sind die Konformationen
von T4 in beiden Bindungsstellen des TTR transoid. Den-
noch sind die Werte fiir verschiedene Torsionswinkel,
welche die Konformation von T4 definieren, signifikant
unterschiedlich fiir TTR-gebundenes und freies T4 (Ta-
belle 1), obwohl beide eine transoide Ausrichtung von
Phenolring und a-Aminosiureanteil in Bezug auf den Ty-
rosylring aufweisen. Interessanterweise bindet das TTR
von anderen Spezies, z.B. von Ratte oder Fisch, T4 in an-
deren Konformationen als das humane Protein (Tabel-
le 1).¥ Diese Beobachtungen zeigen, dass Transferprotei-
ne die Konformation von T4 verindern konnen, um die
sterischen und nichtkovalenten Wechselwirkungen in der
Bindungsstelle zu optimieren, was wiederum zu unter-
schiedlichen Affinitdten der Transferproteine fiir T4 fiihrt.
Die Cokristallstrukturen von TTR aus Sparus aurata und
T3 oder T4 zeigen verschiedene Bindungsarten fiir T3 und
T4 (Abbildung 5 C). Obwohl die Iodatome des Tyrosylrings
von T3 und T4 dieselben Halogenbindungstaschen in §.-
aurata-TTR besetzen, nimmt das Iod des Phenolrings von
T3 eine Position ein, die normalerweise von der Phenol-
Hydroxygruppe von T4 belegt wird.[®®! In dhnlicher Weise
zeigt ein Vergleich der Cokristallstrukturen des humanen
TTR mit T4 (orthorhombische Form) und 3,3'-T2, dass die
Bindung von 3,3'-T2 im Kanal ca. 3.5 A tiefer liegt als die
von T4 (Abbildung 5D).*! Der 3-Todsubstituent von 3,3'-T2
besetzt die gleiche Position wie der 3'-Iodsubstituent von T4,
und das 3'-Iodatom besetzt eine Position, die im T4-Komplex
normalerweise durch Wassermolekiile eingenommen wird.

3.3. Humanes Serumalbumin

HSA transportiert nichtveresterte Fettsduren, Bilirubin,
Gallenséduren, Steroide und verschiedene hydrophobe Arz-
neimittel im Plasma. Die Affinitdt von HSA fiir T4 (K =2 x
107%m) ist die niedrigste unter den drei Transportproteinen,
sodass eine fettreiche Mahlzeit voriibergehend die Konzen-
trationen freier THs erhohen kann.”” HSA ist ein monome-
res Protein mit drei homologen Dominen (I-111), die jeweils
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Abbildung 5. Nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen T4 und den
Aminosiureresten in A) Bindungstelle | und B) Bindungsstelle Il der mo-
noklinen Form des humanen TTR (PDB-Code: 1ICT).*"l N...|-Halogenbrii-
cke an Bindungsstelle |, wihrend an Stelle 2 die N---I-Abstinde gréfier
sind als die Summe der Van-der-Waals-Radien von N und I. C) Vergleich
der Bindungsarten von T4 und T3 in einer der Bindungsstellen von TTR
aus einem Fisch (PDB-Codes: 1SNO und 1SN5).°®" Zwei Elektronendichte-
karten fiir T3 entsprechen den beiden dquivalenten Positionen in der Bin-
dungsstelle. D) Vergleich der Bindungsarten von T4 (PDB-Code: 2ROX)
und 3,3'-T2 (PDB-Code: 1THA) in einer der Bindungsstellen in humanem
TTR. E) Verschiedene Subdominen in humanem Serumalbumin (HSA)
zeigen vier T4-Bindungsstellen (Tr1, Tr2, Tr3 und Tr4; PDB-Code: 1THK1)."
F) H-Briicken zwischen T4 und den Aminosiuren der Bindungsstelle Tr1

in der Subdomane [IA von HSA.

aus zwei Subdominen bestehen (Abbildung SE). Die Co-
kristallstruktur von HSA und T4 zeigt vier T4-Bindungsstel-
len in den Doménen IIA, IIIA und IIIB, die als Tr1, Tr2, Tr3
und Tr4 bezeichnet werden.”! In der hochaffinen Bindungs-
stelle Trl zeigt T4 eine cisoide Konformation (Abbil-
dung 5F), wohingegen es in den tibrigen drei Bindungsstellen
in transoider Konformation bindet. Obwohl T4 iiberwiegend
durch hydrophobe Wechselwirkungen an Trl gebunden ist,
stabilisieren auch H-Briicken zwischen der 4-OH-Gruppe
und Arg257/Tyr150 sowie dhnliche Wechselwirkungen zwi-
schen der Carboxylatgruppe von T4 und Lys199 die Li-
gandenbindung (Abbildung 5F). Die Pridsenz von Phe223,
Arg222, Arg218 und Trp214 mit langen Seitenketten zwingt
T4, in Trl eine cisoide Geometrie einzunehmen."”! Mutatio-
nen von Arg218 zu His oder Pro schaffen mehr Raum fiir den
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Liganden und erhohen so die Affinitdt fiir T4 um einen
Faktor 10-15. Die resultierende erhohte Plasmakonzen-
tration von T4 verwirrt oft die Arzte, ist jedoch mit keiner
bekannten Krankheit assoziiert. Dieses erbliche Syndrom
wird als familidre dysalbumindmische Hyperthyroxindmie
(FDH) bezeichnet.”" Die iibrigen Bindungsstellen fiir T4
ermoglichen tiberwiegend hydrophobe Wechselwirkungen
und werden in vivo wahrscheinlich durch andere hydro-
phobe Liganden besetzt.

3.4. p-Crystallin bindet T3 intrazellulér

p-Crystallin (CRYM) kommt in der Augenlinse von
Vertebraten vor, wo es die Transparenz und den Bre-
chungsindex der Linse aufrechterhédlt. CRYM findet sich
auch in Ohr, Herz, Muskel und Gehirn von Menschen und
Miusen.” Auch wenn CRYM nicht am extrazelluliren
Transfer von Schilddriisenhormonen mitwirkt, bindet es T3
in der Gegenwart von NADPH, und Uberexpression von
CRYM in Zellen kann die T3-Akkumulation erhohen.[
Die physiologische Funktion von CRYM fiir die TH-Si-
gnaltransduktion ist unklar, doch fithren Mutationen in
CRYM, welche die T3-Bindung inaktivieren, zu Taub-
heit."¥ Kiirzlich wurde die Kristallstruktur von homodi-
merem CRYM im Komplex mit NADPH und T3 gelost
(Abbildung 6 A)."! Das Binden von NADPH induziert
eine Konformationsdnderung, welche die Bindungstasche
fiir die Bindung von T3 optimiert.

Interessanterweise nimmt T3 in CRYM eine weniger
stabile, cisoide Konformation ein. Die Bindung wird
hauptsédchlich durch hydrophobe Wechselwirkungen ver-
mittelt, z. B. durch Phe 58, Phe 79, Val49 und den aliphati-
schen Teil von Arg228 (Abbildung 6 B). Arg47 und Ser228
bilden direkte H-Briicken mit den Carboxy- und Amino-
gruppen von T3. Lys75, Arg118 und Leu292 bilden iiber
Wasser vermittelte H-Briicken mit den geladenen Gruppen
von T3. Der Phenolring kann zwei verschiedene Konfor-
mationen in der Bindungsstelle von CRYM annehmen (Ab-
bildung 6B).[”! In diesen Konformationen kann das 3'-Iod-
atom von T3 zwei alternative Positionen einnehmen, eine
proximale sowie eine distale Position zum Tyrosylring, dhn-
lich wie in der Kristallstruktur von T3 beobachtet.["®

3.5. Monocarboxylattransporter 8 und andere Transporter

Transmembrantransportproteine sind notwendig, um THs
in Zellen hinein und aus Zellen heraus zu transportieren.””
Transportproteine fiir THs gehoren verschiedenen Protein-
familien an und arbeiten alle nach dem ,,Kippschalter*-Me-
chanismus, bei dem sie eine Abfolge von Konformationen
durchlaufen, die abwechselnd den Zugang zur zentralen
Substratbindungsstelle von der extra- oder intrazelluldren
Oberfliche ermoglicht.” Friesema et al. fanden, dass MCTS,
ein Transporterprotein mit bis dahin unbekannter Funktion,
dessen Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, ein aktiver
TH-Transporter ist.”) Kurz darauf wurden Patienten mit in-
aktivierenden Mutationen im MCT8(SLCI16A2)-Gen identi-

Abbildung 6. A) Dimer von CRYM mit den NADPH- und T3-Bindungsstel-
len der beiden Untereinheiten. Die Untereinheiten sind in verschiedenen
Farben dargestellt. PDB-Code: 4BVA.””! B) Eine Nahansicht der T3-Bin-
dungsstelle zeigt die H-Briicken und Aminosauren (griin C, blau N, rot O),
die fiir die hydrophobe Wechselwirkung mit T3 verantwortlich sind. Das in
der Nihe von T3 gebundene NADPH-Molekiil ist als Kugelmodell (grau C,
blau N, rot O), T3 als Stabmodell (gelb C, violett I, blau N, rot O) darge-
stellt.

fiziert.”"! Erst dann wurde klar, dass das Syndrom bereits 1944
als Erbkrankheit mit schwerer geistiger Behinderung be-
schrieben worden war, aber ohne Hinweis auf den verédnder-
ten TH-Transport.®” MCT8 wird in Neuronen exprimiert,
und seine Inaktivierung fiihrt zu ungewohnlichen TH-Spie-
geln im Mausmodell und bei Patienten.®! MCTS8 und
OATPIC1 (SLCOIC1) sind an der T3- und T4-Aufnahme
entlang der Blut-Hirn-Schranke beteiligt.®? MCT10 ist ein
mit MCTS8 verwandter T3-Transporter, der im Muskel und
anderen Geweben exprimiert wird, jedoch kein T4 transpor-
tiert.[sy

Fiir MCT8 wurde ein Homologiemodell erstellt, das es
anhand der Struktur erméglichte nachzuvollziehen, wie pa-
thogene Mutationen die Funktion des Transporters storen.[!
Das Modell lisst darauf schlieBen, dass THs durch eine zen-
trale, trichterartige Vertiefung an der extrazelluldren Ober-
fliche mit His415 und His192 wechselwirken.®” Auch
Arg301 und Arg445 sind an der Substratbindung beteiligt,
eine Erkenntnis, die an die T3-Bindung durch TRs erinnert
(siehe Abschnitt 5). Es wird angenommen, dass sich nach der
Substratbindung die beiden pseudosymmetrischen hexaheli-
kalen Doménen von MCTS8 um einige Grad neigen und ver-
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biegen, sodass der extrazellulire Zugang geschlossen
und die Substratbindestelle nach innen geoffnet wird.
Verschiedene pathogene MCTS8-Mutanten reagieren auf
chemische Chaperone (Chemikalien wie Dimethylsulf-
oxid, Genistein oder Phenylbuttersdure), die dazu bei-
tragen, dass mutierte Membranproteine die Qualitéts-
kontrollen umgehen und die Zelloberfliche trotz der
Aminosdure-Austdusche oder -Deletionen erreichen.
Interessanterweise sind einige dieser Mutanten bis zu
einem gewissen Grad funktionell, wenn sie in die Plas-
mamembran gelangen.™ Dasselbe therapeutische
Prinzip wurde mit einigem Erfolg bei Mukoviszidose
angewendet, einer schwerwiegenden Erkrankung, die
durch die Inaktivierung des membranlokalisierten
Chloridkanals CFTR ausgelost wird. Eine Nebenwir-
kung der Behandlung von Patienten mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren ist die Erhohung des TSH-Spiegels, ver-
mutlich durch die Blockierung von MCTS8.")

4. Schilddriisenhormon-Metabolismus
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Abbildung 7. Stoffwechselwege von Thyroxin (T4). UGT: Uridin-5'-diphosphat-

Glucuronyltransferase; SULT: Sulfotransferase; DIT: 3,5-Diiodtyrosin; PRD:

4.1. Verschiedene Stoffwechselwege

Phenolring-Deiodierung; TRD: Tyrosylring-Deiodierung; DIO: lodthyronin-Dei-

odase; ODC: Ornithin-Decarboxylase; LAO: L-Aminosiure-Oxidase; MAO:

Nach erfolgter Lieferung zu den Zielgeweben und
Aufnahme in die Zellen durchlaufen THs eine Reihe
metabolischer Reaktionen im Zytosol.® Diese Stoff-
wechselwege spielen unterschiedliche Rollen bei der TH-
Wirkung. Der bedeutendste Stoffwechselweg ist die Deio-
dierung von T4 durch Iodthyronin-Deiodasen (DIO1-3) zu
einer Vielzahl aktiver und inaktiver Metaboliten. Die regio-
selektive reduktive Eliminierung eines Iodids vom T4-Phe-
nolring ergibt das aktive Hormon T3. Die Eliminierung eines
Todatoms vom Tyrosylring fiihrt zur Bildung des biologisch
inaktiven Metaboliten L-3,3',5-Triiodthyronin (rT3; Abbil-
dung 7). Diese aktivierenden und inaktivierenden Wege
spielen eine wichtige Rolle beim Einstellen der lokalen T3-
Konzentrationen im gesamten Korper.

Die Konjugation der Phenol-Hydroxygruppe (4-OH) von
T4 mit Schwefel- oder Glucuronsédure fithrt zum entspre-
chenden sulfatierten (T4S) oder glucuronidierten Hormon
(T4G; Abbildung 7). Diese Metaboliten zeigen sehr ge-
ringe Affinitdt fiir die nukledren Rezeptoren, was dafiir
spricht, dass diese Stoffwechselwege die TH-Wirkung inak-
tivieren. Sulfatierung und Glucuronidierung erhohen die
Wasserloslichkeit vieler hydrophober Verbindungen und
verstirken deren Exkretion tiber den Urin und/oder die
Galle.™ Beide Stoffwechselwege sind umkehrbar, und durch
Hydrolyse der Konjugate kann T4 regeneriert werden. Daher
konnten T4S und T4G als Reservoir fiir biologisch aktive THs
fungieren. Die Sulfatierung von THs wird durch die cytoso-
lischen Sulfotransferasen (SULTs), unter Verwendung von 3'-
Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) als Sulfatdonor,
katalysiert.”!! SULTs finden sich in vielen Geweben wie
Leber, Niere und Gehirn. In Abhéngigkeit von Aminosiu-
resequenz und Substratspezifitit werden SULTS in vier Fa-
milien eingeteilt: SULT1, SULT2, SULT3 und SULT4. Einzig
SULT1 akzeptiert THs als Substrate und katalysiert die
Konjugation unterschiedlich gut fiir die verschiedenen Io-
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dthyronine.’ In #hnlicher Weise wird die Glucuronidierung
durch verschiedene Isoformen der Uridin-5'-diphosphat-
Glucuronyltransferase (UGTs) katalysiert,®™*) unter denen
nur UGT1A9, UGT2B7 und UGT1A1 an der Konjugation
von T4, T3 und 1T3 beteiligt sind.

Die Decarboxylierung der Carboxygruppe von THs pro-
duziert Iodthyronamine (TAMs; Abbildung 7). Kiirzlich
wurden 3-Iodthyronamin (3-T1AM) und Thyronamin
(TOAM) aus dem Blutplasma verschiedener Spezies iso-
liert.’*) TAMs mit einem hoheren Todgehalt konnten bisher
noch nicht in Plasma nachgewiesen werden. Da TAMs DIO-
Substrate sind,”™ ist es vorstellbar, dass TAMs mit einem
hoheren Iodgehalt unter Bildung von 3-T1IAM und TOAM
durch DIOs deiodiert werden. Die Aromatische-L-Amino-
sdure-Decarboxylase (AADC) wurde als Kandidat fiir die
Decarboxylierung der THs vorgeschlagen, akzeptiert jedoch
keine THs als Substrat.”®! Kiirzlich wurde die Konvertierung
von T4 iiber 3,5-T2 und 3,5-T2AM zu 3-T1AM ex vivo im
Diinndarm der Maus beobachtet. Ornithin-Decarboxylase
(ODC) findet sich im Darm, und rekombinante ODC war in
der Lage, 3,5-T2 zu decarboxylieren.””! 3-T1AM verhindert
die neuronale Wiederaufnahme der Neurotransmitter Dop-
amin und Noradrenalin durch den Dopamintransporter DAT
bzw. den Noradrenalintransporter NET.’® 3.T1AM konnte
zudem iiber die Modulation von a2-adrenergen Rezeptoren
wirken.”® 3-T1AM und TOAM haben einige interessante
pharmakologische Eigenschaften, wenn man sie in Méuse
injiziert. Intraperitoneale (i.p.) Injektion von 3-T1AM indu-
zierte Hypothermie (Senkung der Korpertemperatur), Bra-
dykardie (Verlangsamung des Herzschlags) und Hyperglyk-
dmie (Anstieg des Blutzuckerspiegels) in Miusen.”** Diese
potenziell (neuro)protektiven Effekte konnten zur Behand-
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lung von Schlaganfillen oder beim Transport von Organen zu
Transplantationszwecken eingesetzt werden. Interessanter-
weise werden TAMs auch von SULTSs als Substrate akzep-
tiert, weshalb die Sulfatierung der 4-OH-Gruppe ein wichti-
ger TAM-Stoffwechselweg sein konnte.['!

TAMs koénnen auch durch Monoaminooxidase (MAO)
oxidativ desaminiert werden, was zur Bildung von Iodessig-
siuren fiihrt (Abbildung 7). Wihrend nachgewiesen
wurde, dass T4 und T3 eine oxidative Desaminierung durch
Transaminase und L-Aminosdure-Oxidase (LAO) unter Bil-
dung der entsprechenden Iodthyroacetate Tetrac (TA4) bzw.
Triac (TA3) durchlaufen, konnte ein solcher Metabolismus
fiir kein anderes Iodthyronin nachgewiesen werden.>!1%l
Tetrac (3,5,3',5-Tetraiodthyroacetat) und Triac (3,5,3'-Tri-
iodthyroacetat) binden an die nukledren TRs und iiben so
thyromimetische Funktionen aus. Sowohl In-vitro- als auch
In-vivo-Studien belegten, dass TA3 schnell in die Hypophyse
aufgenommen wird und die TSH-Sekretion hemmen kann.['*!
Triac hat gegeniiber T3 eine fast 3.5- bzw. 1.5-fach hohere
Affinitat fur die Schilddriisenhormon-Rezeptoren f3; (TRp;)
und TRa,. Die hohere Affinitdt von TA3 fiir TR, gegentiber
TRa, erklirt, weshalb TA3 effizienter als T3 zur Behandlung
von Schilddriisenhormon-Resistenz (RTH), verursacht durch
Mutationen im Gen fiir TRf,, eingesetzt werden kann.!'™!
TA3 wird bereits zur Behandlung von zentraler und hypo-
physirer TSH-Hypersekretion verwendet.'"”! Triac ist zudem
effektiver bei der Reduktion der Struma (Kropf) als T4, bei
geringeren Nebenwirkungen.'”! Die Verwendung von Triac
zur Behandlung von MCTS8-defizienten Patienten wird zur
Zeit klinisch getestet, da TA3 unabhingig von MCTS in die
Zellen gelangen kann.'"”? Ahnlich wie die TAMSs durchlaufen
auch TA4 und TA3 Konjugation durch SULTs und durch
UGTs, sodass der Korper die Medikamente verstoffwechseln
kann.® 1% Im Unterschied zu den erwihnten Modifikationen
erscheint die Spaltung der Etherbindung (ELC) von unter-
geordneter Bedeutung zu sein. ELC wird meist durch Per-
oxidasen, wie Meerrettichperoxidase (HRP) und MPO, ka-
talysiert, und selbst TPO kann die Konvertierung von T4 zu
DIT durch ELC katalysieren (Abbildung 7).1%!

Aufsitze

unmittelbar hinter dem UGA befindet, liegt es bei Euka-
ryoten weiter entfernt im 3’-untranslatierten Bereich. Das
UGA wird von der Sec-tRNAPS gelesen, einer UGA-de-
kodierenden tRNA, die ihren eigenen Translationselongati-
onsfaktor (SelB bei Bakterien und EF-Sec bei Sdugetieren)
benotigt. Das SECIS-Element wird durch SECISBP2 er-
kannt, ein Protein, das fiir die Rekodierung von UGA be-
notigt wird. " Mutationen in SECISBP2, welche die SECIS-
Bindung beeintrichtigen, fithren zu verdnderten Schilddrii-
senhormon-Funktionstests, weil die DIO-Aktivitdten herab-
gesetzt sind."?

DIO1 kann ein Iodatom vom Tyrosyl- wie auch vom
Phenolring von THs entfernen, wohingegen DIO2 und DIO3
selektiv entweder am Phenol- oder am Tyrosylring wirken
(Abbildung 8)."*" DIOL1 ist wichtig fiir die Aktivierung des
Prohormons T4 zu T3, wihrend DIO3 eine entscheidende
Rolle beim Schutz des Gewebes vor einem Uberschuss an
THs spielt, indem T4 in rT3 und T3 in 3,3'-T2 umgewandelt
werden.'31) 33" T2 kann zudem durch Deiodierung des
Phenolrings von rT3 mittels DIO1 und DIO2 produziert
werden. Tatsdchlich ist T3 gegeniiber T4 und T3 das bevor-
zugte Substrat fiir die Deiodierung des Phenolrings durch
DIO1.13<! 3 5.T2 zeigt selektive thyromimetische Aktivitit
und aktiviert TRs, allerdings ist die Biosynthese dieses De-
rivats noch unklar.!"® Obwohl T3 laut vieler Studien kein
potenzielles Substrat fiir die Deiodierung des Phenolrings
durch DIOL1 ist, wurde in Homogenaten von DIO1-expri-
mierenden NCLP-6E Affen-Hepatocarcinomzellen die en-
zymatische Umwandlung von T3 in 3,5-T2 nachgewie-
sen.7**! nteressanterweise wird 3'-T1 durch DIO1-vermit-
telte Deiodierung des Phenolrings in TO umgewandelt, wo-

4 é
T4, R= COH HR

T4AM, R=H

rT3, R= CO,H

H
T3, R= CO,H 1

An dte

rT3AM, R=H NH, 4 & T3AM,R=H NH,
4.2. Deiodierung von Schilddriisenhormonen R=CO,H/H | DIO01, DIO3 DIO1|R= COH
[}
Iodthyronin-Deiodasen (DIOs) sind membranassoziierte HOQO Ho@_o HO_O_O |
Selenoenzyme, welche die Deiodierung von THs katalysie- e VA \
ren.'™ In Abhingigkeit von der Aminosiuresequenz und der H R H R H R
Sub Fit heid drei Isof DIO1 3'5'T2, R= COH 3,3.T2,R=COH “— 3,5-T2, R= COH <
ubstratspezifitdt unterscheidet man dre1 Isoformen — , 3 5.T2AM,R=H NH,  33.T2AM, R=H NH,  35.72aM,R= H NH,

DIO2 und DIO3 -, die alle ein gewebespezifisches Expres-
sionsmuster aufweisen. Beispielsweise ist die DIO1 aktiv in
Leber, Niere, Schilddriise und Hypophyse, DIO2 in Gehirn,
Innenohr, Hypophyse, Schilddriise, Herz und Skelettmuskel
und DIO3 in Plazenta, Gehirn und sich regenerierenden
Geweben. Der cotranslationale Einbau von Selenocystein
(Sec) in DIOs ist ein komplizierter Prozess, da das Sec-Codon
UGA (sonst ein Terminationscodon) in ein Elongationscodon &e

DIO1, DIOSlR= COH/H

R=CO,H/ HlDIOL DIO2
HO—@—O q.”o HO—< >—o
| I
3'-T1, R= COH iR 3-T1, R= COH e
3'-T1AM,R=H 3-T1AM, R=H

NH,
H0—< >—o
Ry

0
umkodiert werden muss. Das dazu bendtigte Signal wird als UWy=Y. "R &
Selenocystein-Insertions-Sequenz(SECIS)-Element bezeich- T0, R= COH

net und befindet sich innerhalb der mRNA.[%*"% Wihrend TOAM, R=H NH,

sich das SECIS-Element bei Bakterien im offenen Leseraster  Abbildung 8. Deiodierung von lodthyroninen und TAMs durch DIOs.
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hingegen dies fiir 3-T1 nicht der Fall ist (Abbildung 8).'”!
Diese Beobachtung lédsst darauf schlieBen, dass die dreidi-
mensionale Struktur und Konformation von Hormonen durch
die Gegenwart von lodatomen in verschiedenen Ringen
festgelegt wird und so die Substratbindung an das aktive
Zentrum des Enzyms beeinflusst.

Ein signifikanter Anteil der Primérstruktur von DIO-
Isoenzymen ist dhnlich, insbesondere im Bereich des aktiven
Zentrums, was darauf hindeutet, dass der Grundmechanismus
der Katalyse fiir die Deiodierung des Tyrosylrings und des
Phenolrings vergleichbar ist. Die Position von Sec ist in allen
drei Isoformen konserviert, und Sec spielt eine Schliisselrolle
bei der Deiodierung. Entsprechende Cystein(Cys)-Mutanten
sind zwar funktionell aktiv, allerdings fallt ihre enzymatische
Aktivitdt um ein Vielfaches geringer aus als bei den Wildtyp-
Enzymen.!"® Viele Studien haben den Mechanismus mittels
Mutationen und kinetischen Studien untersucht, jedoch
konnten diese nicht vor dem Hintergrund einer Protein-
struktur interpretiert werden. Vor kurzem konnte die Ront-
genstruktur der katalytischen Doméne der murinen Dio3
(mDio3*") gelost werden."" Dem Konstrukt fehlen die N-
terminale, membranassoziierte Doméne und der Linker, der
sie mit der katalytischen Doméne verbindet, und das kataly-
tische Sec170 wurde durch Cys ersetzt, um die Expression in
Bakterien zu ermdoglichen.!? Die Kristallstruktur zeigt, dass
das Enzym die vorhergesagte Thioredoxin(Trx)-Faltung ein-
nimmt und ein fiinfstrangiges gemischtes (3-Faltblatt, flankiert
von vier a-Helices, enthilt. Ein kurzes N-terminales [3-Falt-
blatt, gefolgt von einer 3,,-Helix, verrdt eine evolutiondre
Verbindung zu Peroxiredoxinen (Abbildung 9A,B).'*") Die
Deiodasen-spezifische Insertion (DIO-Insertion; Aminosiu-
ren 201-225) umfasst eine groBe Schleife D, gefolgt von einer
Helix aD und einem kurzen Strang D, der das zentrale (3-
Faltblatt erweitert. Das entscheidende Sec170 ist in einer
Schleife zwischen 1 und ol lokalisiert, an der gleichen Po-
sition wie das primir aktive Cys im Thioredoxin. Die Sub-
stratbindungsstelle in mDio3*" wurde modelliert, indem die
His435-T3-Arg282-Klammer aus dem T3-TRp-Komplex!'?!l
mit His202 und Arg275 in mDio3*" iiberlagert wurde (Ab-
bildung 9C). Dieser Bindungsmodus platziert die 4'-OH-
Gruppe von T3 so neben His202, dass die Bildung einer H-
Briicke begiinstigt wird. Die Amino- und Carboxylatgruppen
von T3 konnten so mit den nahegelegenen Aminosiduren
Arg275 und Glu259 wechselwirken, von denen man weif,
dass sie wichtig fiir die katalytische Aktivitit sind."**?!l Die
Homodimerisierung von DIOs ist essenziell fiir die katalyti-
sche Aktivitit. Dazu tragen hauptsidchlich der N-terminale
Membrananker und der Linker sowie eventuell die katalyti-
sche Domine bei."”” Die jetzt geloste mDio3'-Struktur re-
préasentiert eine inaktive, monomere Konformation, in der
das Phe 258 in der 02/B3-Schleife das aktive Zentrum sterisch
blockiert und das Sec abschirmt. Die o2/$3-Schleife wird
deshalb als auto-inhibitorische Schleife bezeichnet, und es
wird angenommen, dass sie sich bei der Dimerisierung um-
lagert und dem Substrat den Zugang zum aktiven Zentrum
ermoglicht.!!

Die molekularen Mechanismen, durch die DIOs die
Deiodierung von THs katalysieren, sind seit mehreren Jahren
Gegenstand der Diskussion. Um den chemischen Mechanis-
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Abbildung 9. A) Réntgenkristallstruktur von mDio3“* (PDB-Code:
4TR4)."¥ B) Schematische Darstellung der Topologie von mDio3*
zeigt die an der Katalyse beteiligten Aminoséuren. C) Modellierter Sub-
stratkomplex in mDio3*". Wiedergabe aus Lit. [119] mit Genehmigung.

mus der Deiodierung besser zu verstehen, wurden nieder-
molekulare DIO-Mimetika entwickelt. Goto et al. zeigten,
dass ein sterisch abgeschirmtes Organoselenol bei erhohter
Temperatur und in organischem Losungsmittel selektiv Iod
vom Phenolring eines T4-Derivates eliminieren kann."?! Sie
schlugen vor, dass eine Keto-Enol-Tautomerie der 4-OH-
Gruppe von T4 wichtig fiir die Deiodierung ist (Abbil-
dung 10A). Allerdings ist der Mechanismus nicht auf die
Deiodierung des Tyrosylrings von T4 anwendbar. Bayse und
Rafferty haben einen alternativen Mechanismus vorgeschla-
gen, bei dem zwischen dem Selen- und dem lodatom eine
Halogenbriicke gebildet wird.'**'®! Kiirzlich wurde die
Deiodierung des Tyrosylrings von T4 und T3 durch ein En-
zymmimetikum veroffentlicht.! Das Naphthyl-basierte Di-
selenol 1 (Abbildung 10B) vermittelt die schnelle selektive
Deiodierung am Tyrosylring von T4 und T3 unter physiolo-
gisch relevanten Bedingungen, wobei T3 bzw. 3,3'-T2 gebil-
det werden. Wihrend der Austausch von Selen durch
Schwefel in 1 die Aktivitit als Deiodase reduziert, ohne die
Selektivitdt zu beeinflussen, hat der Austausch gegen Tellur
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Abbildung 10. A) Potenzieller Mechanismus der Deiodierung des Phenolrings von T4 durch
eine Keto-Enol-Tautomerie, die ein sperriges Selenol umfasst. B) Potenzieller Mechanismus
der Halogenbriicken-vermittelten Deiodierung von T4 durch DIO3-Mimetikum 1. C) Deiodie-

rung von Sulfokonjugaten der Schilddriisenhormone durch DIOT.

nicht nur eine erhohte Aktivitit, sondern auch den Verlust
der Selektivitit zur Folge." Die Naphthyl-basierten Se-
lenverbindungen vermitteln ebenfalls die Deiodierung von
TH-Metaboliten — TAMs und TH-Sulfat-Konjugaten — sowie
die Dehalogenierung von halogenierten Nukleosiden.!*"]
Dabei gibt eines der Selenatome Elektronendichte an das
(antibindende) o*-Orbital der C-I-Bindung ab und polarisiert
diese. Aulerdem stabilisiert die Bindung zwischen den beiden
Selenatomen die Se--I-Halogenbriicke, was zur Spaltung der
C-I-Bindung fiihrt (Abbildung 10B). Da viele der Amino-
sduren in allen drei Isoformen der Deiodasen hochkonser-
viert sind, konnte die Deiodierung des Phenol- und des Ty-
rosylrings einem &hnlichen Mechanismus folgen. Weil die
Keto-Enol-Tautomerie, die fiir die Deiodierung des Phenol-
rings postuliert wurde, beim Tyrosylring nicht moglich ist,
scheint eine iiber eine Halogenbriicke vermittelte Spaltung
der C-I-Bindung der einleuchtendste Mechanismus der
Deiodierung durch DIOs zu sein.'”® Dazu passt die Position
des 5-Iodatoms in 3-4 A Abstand vom katalytischen Selen-
atom im modellierten Substratkomplex von mDio3! mit T3,
die konsistent mit dem beobachteten Se--I-Abstand in der
theoretisch ~ vorhergesagten = Halogenbriickengeometrie
it [19:125-127]

Die Protonierung der 5-Position des Substrats konnte von
der abgewandten Seite des Tyrosylrings mithilfe eines Was-
serstoffbriicken-Netzwerks — stattfinden. Ausgehend von
His219 iiber Glu200 und Ser167 konnte das Proton vom
Losungsmittel ins hydrophobe aktive Zentrum weitergeleitet
werden, wobei Tyr197 und Thr169 die richtige Ausrichtung
der Seitenketten unterstiitzen.'"”! Cys168 und/oder Cys239
spielen vermutlich eine Rolle bei der Reduktion des oxi-
dierten Enzyms; der genaue Mechanismus muss allerdings
weiter aufgeklédrt werden.

Modellstudien mit biomimetischen Verbindungen liefer-
ten wertvolle Informationen iiber den Deiodasemechanismus,
allerdings bleiben die Griinde fiir die Regioselektivitit der
Isoenzyme schwer fassbar. Mondal und Mugesh haben ge-
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zeigt, dass die Konformation von T4 im
aktiven Zentrum die relative Reaktivitit
des 5- und 5-lodatoms beeinflussen
kann.”®!  Rechnungen lieBen darauf
schlieBen, dass das 5-Iodatom in der na-
tiven Konformation (¢ ~90°, ¢’ ~0°) re-
aktiver als das 5'-Iodatom ist, was die
Moglichkeit einer selektiven Entfernung
des 5-lodsubstituenten eroffnet. Aller-
dings fiihren Anderungen bei der relati-
ven Orientierung der beiden aromati-
schen Ringe von T4 bei bestimmten
Konformationen (z.B. ¢ &~ 0°, ¢’ 290°) zu
nahezu identischer Reaktivitédt von 5- und
5’-lodatom. Da die beiden aromatischen
Ringe rechtwinklig zueinander stehen,
sind die 5- und 5-lodatome relativ weit
voneinander entfernt. Durch eine Ande-
rung der relativen Orientierung zwischen
beiden Ringen konnte das 5'-lodatom
nahe an das Sec in DIO1 heranriicken und
so die Deiodierung ermoglichen. Des
Weiteren hat die Konformation der Amino- und Carboxy-
latgruppen relativ zu den lIodatomen einen signifikanten
Effekt auf die Fahigkeit der lodatome, Halogenbriicken mit
Selen zu bilden. In bestimmten Konformationen kann das
5’-lodatom stidrkere Halogenbriicken als das 5-lodatom
bilden, was nahe legt, dass DIO2 das Substrat in einer der-
artigen Konformation bindet, um selektiv das 5’-Iodatom zu
eliminieren. Zur Priifung dieser Hypothese sind weitere
Studien notwendig, um den Bindungsmodus der Iodthyronine
an den aktiven Zentren aller drei Isoformen zu bestimmen.

Wie bereits in Abschnitt 4.1 beschrieben, werden einige
der TH-Metaboliten ebenfalls durch DIOs deiodiert. So sind
TAMs Isozym-spezifische Substrate der DIOs, lediglich
T4AM und T3AM werden nicht durch DIO1 am Phenolring
deiodiert (Abbildung 8)."! Die enzymatische Deiodierung
von TAMs ist langsamer als die von THs. Gleiches findet man
bei den Naphthyl-basierten Selenverbindungen, die ebenfalls
TAMs langsamer als THs umsetzen.'””! Die Iodatome aus
Tetrac und Triac konnen mittels Deiodierung wiedergewon-
nen werden. Tatsédchlich sind Tetrac und Triac bessere Sub-
strate von DIO1 als T4 und T3.®¥! Zum Beispiel ist die Ty-
rosylring-Deiodierung von Triac durch DIO1 fast 16-mal
schneller als die von T3.'”l Die Rolle von DIO1 als TH-
abbauendes Enzym wird auch dadurch gestiitzt, dass dieses
Enzym sehr gut sulfatierte THs umsetzt, wohingegen DIO2
und DIO3 diese Konjugate nicht als Substrate akzeptieren.!'"
Es ist auch interessant, dass DIO1 die Deiodierung des Phe-
nolrings von T4, aber nicht desjenigen von T4S katalysiert
(Abbildung 10C), den Tyrosylring von T4S aber annidhernd
200-mal schneller deiodiert als den von T4.["'* In #hnlicher
Weise sind die DIO1-vermittelte Deiodierung des Tyrosyl-
rings von T3S zu 3,3'-T2S und die Deiodierung des Phenol-
rings von 3,3'-T2S zu 3-T1S 40- bzw. 50-mal schneller als die
der unkonjugierten Todthyronine.'**! Die Deiodierung von
rT3 wird nicht durch Sulfatierung beeinflusst. Die Konjuga-
tion mit Glucuronsdure beeinflusst auch die Deiodierung.
Aus Rattenleber bzw. hypothyreotem Gehirn préiparierte

rT3s

H cozu

DIO 1

I . H, co,H
3,3-T28 NH,
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Mikrosomen mit DIO1- bzw. DIO2-Aktivitit katalysieren die
Deiodierung von T4-Glucuronat halb so schnell wie die von
T4;2 allerdings wurde wihrend der Reaktion auch etwas
Dekonjugation von T4 beobachtet.

5. Schilddriisenhormon-Rezeptoren

Schilddriisenhormon-Rezeptoren (TRs) gehoren zur Su-
perfamilie der nukledren Rezeptoren (NRs), welche die
Transkription von Genen abhidngig von der Bindung an
Hormone modulieren. Diese Rezeptoren binden an spezifi-
sche Nukleotidsequenzen in den Promotorregionen von
Zielgenen (nukledre responsive Elemente, NREs) und re-
krutieren verschiedene Coaktivator- und Corepressorprotei-
ne zum Promotor, die ihrerseits die Genaktivitit stimulieren
oder hemmen.®* AuBer Regulation auf Transkriptionsebene
werden zunehmend auch ,nichtgenomische* Wirkungen
durch TRs beobachtet.* Die beiden Gene (THRA und
THRB) fiir TRs kodieren fiir vier alternativ gespleiite Re-
zeptorisoformen, die als TRa;, TRa,, TRB; und TRf, be-
zeichnet werden.'* Die Expression von TR-mRNA ist ge-
websspezifisch: TRa, zeigt die hochste Expression in Herz
und Skelettmuskel; TR, die hochste Expression in Leber,
Gehirn und Niere; TR, ist spezifisch fiir den Hypophy-
senvorderlappen und bestimmte Regionen des Hypothala-
mus. Beide Rezeptoren sind an Knochenbildung und -umbau
beteiligt.® TRa, ist hauptsichlich mit der Aufrechterhal-
tung der kardiovaskuldren Funktionen assoziiert, wihrend
TRP; den Cholesterin- und Lipoproteinmetabolismus kon-
trolliert.** 13! Ahnlich wie bei anderen NRs unterteilt man
die Tertidrstruktur der TRs in vier Doménen: eine variable N-
terminale A/B-Domine (NTD), eine zentrale DNA-binden-
de Domine (DBD), eine C-terminale Ligandenbindungsdo-
méne (LBD) und eine Gelenkregion (Hinge) zwischen LBD
und DBD (Abbildung 11 A).l'** Die TR-vermittelte Regu-
lation der Genexpression beruht auf der abgestimmten Ak-
tivitdt aller Domédnen. Die LBD bindet den Liganden sowie
die Coregulatorproteine, und es wurde gezeigt, dass eine
ligandeninduzierte Konformationsidnderung zum Austausch
von Corepressorproteinen gegen Coaktivatorproteine fiihrt.
T3 ist der natiirliche hochaffine Ligand (Ky=10"°"-10"'""m)
aller TR-Isoformen, wenngleich auch T4 mit niedrigerer Af-
finitit binden kann.®” Rontgenstrukturen der LBDs beider
Rezeptorisoformen im Komplex mit T3 sind bereits gelost
worden. Die Kristallstruktur der LBD von humanem TR,
zeigt, dass T3 vollstdndig in einer hydrophoben Tasche der
LBD eingebettet ist (Abbildung 11B).l*! Diese Hormon-
bindungstasche wird durch einige Helices und Schleifen der
LBD gebildet, wie die Aminosduren von Helix 5-6 (H5-6,
Met256-Arg266), Helix 7-8 (H7-8), der Schleife aus
Leu287-11e299, Helix3 (H3, Phe215-Arg228), Helix 11
(H11, His381-His387) und Helix 12 (H12, Phe 401-Phe 405).
Sowohl bei TRa, als auch bei TR, befindet sich T3 dabei
weitgehend in einer hydrophoben Tasche, und spezifische
Wasserstoffbriicken zwischen der Carboxygruppe von T3 und
einem Arg sowie zwischen der 4-Hydroxygruppe und einem
His tragen zur Spezifitdt bei. Konservierte His- und Arg-
Reste, die solche His-Arg-Klammern in der Hormonbin-
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N-terminale direkte (DR4) Pali (Pal0)
LBD P — — —_—  —

A/B-Doméne DBD Hinge

AGGTCA nnnn{AGGTCA AGGTCA{ TGACCT,

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\§ TCCAGTInnnn TCCAGT|

TCCAGT ACTGGA

Ti und -rep {TGACCT, nnnnnn :AGGTCA: inverses
§ o 1 Palindrom
DNA-Bindung und Dimerisierung {ACTGGA nnnnnn! TCCAGT! (IP6)
Rotation von DBD beziiglich LBD; (D)
D Erkennung verschiedener TREs. ZBS . RXR

- . . \ TRB
\\ Ligandenbindung: Homo- oder .
& 9 9

Heterodimerisierung; Bindung von
Coakti oder Corep protei

(8)

@ DR4-Basenpaare
. trennende Basenpaare

Abbildung 11. A) Schematische Darstellung verschiedener Dominen
des Schilddriisenhormon-Rezeptors und deren Rolle bei der Rezeptor-
vermittelten Genregulation. B) Cokristallstruktur von humanem TRa,
und T3 zeigt die Helices und Schleifen, die fiir die Ligandenbindung
verantwortlich sind (PDB-Code: 2H77)."*8 T3 ist als Kugelmodell dar-
gestellt, und die Helices sind verschieden eingefirbt. C) Verschiedene
Schilddriisenhormon-responsive Elemente (TREs) haben unterschiedli-
che Orientierungen und Abstinde der hexameren Sequenz 5'-AGGTCA-
3’ (Halbseite). Halbseiten sind durch Rechtecke hervorgehoben, und
trennende Basenpaare sind als ,,n“ bezeichnet. D) Kristallstruktur
eines Heterodimers aus DBDs von TR und RXR, gebunden an ein
TRE mit direkter Wiederholung, getrennt durch vier Basen (DR4; PDB-
Code: 2NLL)." Die Zink-Bindungsstellen in den DBDs von RXR und
TRP sind als ZBS bezeichnet. Zn**-lonen sind als Kugelmodelle und
umgebende Cysteine als Stabmodelle dargestellt. Die C-terminale Er-
weiterung von TR ist als CTE abgekiirzt. Die DBDs von RXR und
TRP, sind orange bzw. violett gefirbt. Die Basenpaare der Halbseiten
in DR4 und die trennenden Basenpaare sind griin bzw. magenta einge-
farbt.

dungsstelle bilden konnten, finden sich auch in MCTS8 und
DIOs.

T3 nimmt im Komplex eine transoide Geometrie an, und
das Todatom am Phenolring befindet sich in der distalen Po-
sition.!*¥! Die Bindung von T3 an LBD induziert eine Kon-
formationsédnderung in H12, was zu einer kompakten An-
ordnung von Ligand und Rezeptor fiihrt."*! Die Umlagerung
von H12 ermoéglicht die Exposition eines Coaktivator-Prote-
in-Bindungsmotivs LXXLL an der Oberfliche des liganden-
gebundenen TR, was die transkriptionelle Aktivitdt der Ak-
tivierungsfunktion-2(AF-2)-Domaine des TR erhoht. In Ab-
wesenheit des Liganden hingegen werden Corepressoren zu
den TRs rekrutiert. Die ligandeninduzierte Umlagerung der
H12 bestimmt also die Wirkung des Liganden auf die Gen-
expression.[““] Es ist zu beachten, dass, anders als Steroidre-
zeptoren, TRs nicht in einer ligandenabhidngigen Weise zwi-
schen Cytosol und Nukleus pendeln, sondern dass nukledre
TRs ihre Coregulatoren als Antwort auf eine Bindung von T3
lediglich austauschen.
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Die DBD der TRs ist eine zentrale Doméne des Rezep-
tors und stellt die am hochsten konservierte Doméne bei den
Mitgliedern der NR-Superfamilie dar.'"*! Sie enthilt zwei
»Zinkfinger*, DNA-bindende Motive aus vier hochkonser-
vierten Zn**-koordinierenden Cys-Resten.'"!! Die DBD
bindet an eine spezifische Nukleotidsequenz, genannt TH-
responsives Element (TRE), das in den Promotorregionen
von Zielgenen vorkommt. Die Konsensussequenz 5'-
AGGTCA-3 bildet eine ,,Halbseite“, die von einem TR er-
kannt wird. Funktionelle TREs enthalten immer zwei Halb-
seiten und binden ein Dimer von NRs. Die TREs konnen
unterschiedlich aufgebaut sein: in einer direkten Wiederho-
lung (DRs) wie in DR4, einer palindromischen Anordnung
(Pal) wie in Pal0 oder als inverses Palindrom (IP) wie in IP6
(Abbildung 11 C). Die Halbseiten kénnen durch eine Anzahl
von dazwischenliegenden Basenpaaren getrennt sein, die
durch eine Nummer am Ende der TRE-Klassifizierung ver-
merkt wird."®?! Unter den drei Klassen von TREs sind DRs
am héufigsten. Auler Homodimeren findet man auch regel-
maBig Heterodimere von TRs mit dem 9-cis-Retinsdure-X-
Rezeptor (RXR)." Die Kristallstruktur des Komplexes aus
den DBDs von RXR und TRf;, gebunden an ein DR4-TRE,
istin Abbildung 11D dargestellt."* Diese Struktur offenbart,
dass die a-helikale C-terminale Verlingerung (CTE) von
TR, eine wichtige Rolle bei der DNA-Bindung und Posi-
tionierung der TRB3;-DBD im Komplex spielt. Die CTE geht
umfassende Kontakte mit dem Phosphatriickgrat des Nu-
kleotids zwischen den Halbseiten ein und definiert dadurch
den Abstand zwischen den Halbseiten, die durch DBDs er-
kannt werden konnen.* Die ebenfalls wichtige Kommuni-
kation zwischen LBD und DBD wird durch die Gelenkregion
vermittelt, die verschiedene Konformationen einnehmen
kann und es dadurch den NRs ermdoglicht, sich einer Vielzahl
von TREs anzupassen.!'**!3! Coaktivatoren und Corepres-
soren regulieren die Transkription durch die Rekrutierung
Histon-modifizierender Proteine, welche die Chromatin-
struktur z. B. durch Acetylierung von Lysinresten in Histonen
offnen oder schlieBen konnen.*!

Mutationen im THRB-Gen verursachen beim Menschen
Schilddriisenhormon-Resistenz, ein Syndrom, das vor vierzig
Jahren entdeckt wurde. Die Patienten zeigen eine erhohte
TSH-Sekretion und erhohte TH-Plasmaspiegel wegen einer
gestorten Riickkopplungs-Regulation in der Hypophyse.
Wihrend einige Organe wie die Leber und das Herz Zeichen
von Hyperthyreose aufweisen, scheinen andere Organe und
Gewebe wie Hypophyse und Innenohr ,.resistent” gegen T3
zu sein. Die zugrundeliegende Mutation beeintrachtigt meist
die T3-Bindungsstelle oder die Bindung von Coaktivato-
ren."! Erst kiirzlich wurden Patienten mit Mutationen im
THRA-Gen identifiziert. Diese Patienten haben keine ver-
anderten TH-Werte, da die Riickkopplung in der Hypophyse
iiber TRP, vermittelt wird, sondern zeigen einen Wachs-
tumsdefekt der langen Rohrenknochen, andauernde Ver-
stopfung und meist einen verringerten 1Q. Diese Symptome
korrelieren mit dem Expressionsmuster des TRa.[*
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6. Schilddriisenbedingte Erkrankungen

Schilddriisenhormone kontrollieren viele Aspekte von
Wachstum und Entwicklung, Regeneration und Metabolis-
mus. Hypo- und Hyperthyreose betreffen daher viele Or-
gansysteme und sind mit kardiovaskuldaren Erkrankungen,
Adipositas und Typ-II-Diabetes assoziiert.!41314] Abwei-
chungen von normalen TH-Spiegeln sind hiufig, sehr unan-
genehm fiir die Patienten und ein Hauptproblem bei Auto-
immun-Schilddriisenerkrankungen und Schilddriisenkrebs.
Medikamente, die in der Lage sind, eine iibermiBige TH-
Funktion zu ddmpfen oder THs zu ersetzen, gehoren daher zu
den meistverschriebenen Arzneimitteln. Diese haben jedoch
Nebenwirkungen und sind seit Jahrzehnten auf dem Markt,
weshalb ein aktuelles Interesse an neuen Leitsubstanzen und
therapeutischen Prinzipien besteht.

6.1. Hypothyreose und Hyperthyreose

Wihrend TH-Ersatztherapie bei Hypothyreose unkom-
pliziert ist, bleibt die Behandlung von Hyperthyreose we-
sentlich schwieriger. So fiihrt beispielsweise Morbus Basedow
zur Bildung von agonistischen Autoantikorpern gegen den
TSH-Rezeptor, die die Schilddriise unkontrolliert stimulieren
und dadurch erhohte T4- und T3-Plasmaspiegel bewirken.
Selbst wenn die Hypophyse ihre TSH-Ausschiittung redu-
ziert, bleibt die Uberproduktion an THs unter der Kontrolle
der Antikorper bestehen.'*] Ein Ubermaf3 an THs fiihrt zu
erhohter Herzfrequenz, Herzwachstum, Schwitzen, Muskel-
schwund, Osteoporose und Miidigkeit. Es kann zu Kropfbil-
dung kommen, und die TSH-dhnliche Stimulation der retro-
orbitalen Fibroblasten fiihrt zu deren Proliferation, was
letztlich Druck von hinten auf die Augen erzeugt — die en-
dokrine Orbipathie, die zur Beschidigung des Sehnervs
filhren kann. Eine weitere héufige Schilddriisen-Autoim-
munerkrankung ist die Hashimoto-Thyreoiditis. Dabei atta-
ckieren und zerstoren T-Zellen die Schilddriise, und Phasen
der Hyperthyreose, ausgelost durch den Angriff des Immun-
systems, werden spiter durch Funktionsverlust abgelost.

Hyperthyreose wird mit Thiocarbamid-basierten Arznei-
mitteln wie Carbimalzol (CBZ), Methimazol (MMI) und 6-n-
Propylthiouracil (PTU) behandelt, die die Schilddriise
hemmen (Abbildung 12 A)."**1 Da CBZ im Korper schnell
in MMI umgewandelt wird, sind Dosen und Wirkungen von
CBZ und MMI éhnlich.'™"! Die Nebenwirkungen der meist-
verwendeten Thyreostatika umfassen Hautausschlag, Ar-
thralgie, Magenbeschwerden und Verdnderungen des Ge-
schmacks- und Geruchssinns.'”! Es wurden verschiedene
molekulare Mechanismen fiir die Wirkung von Thyreostatika
vorgeschlagen. Beispielsweise konnten die Thiocarbamid-
basierten Verbindungen die aktiven iodierten Spezies vom Tg
ableiten, was zur bevorzugten lodierung des Schwefelatoms
des Medikaments anstatt der Tyrosylreste von Tg fiihren
wiirde. Die Iodierung von MMI resultiert in der Bildung eines
instabilen Sulfenyliodids, das Disproportionsreaktionen unter
Bildung eines entsprechenden Disulfids durchlaufen kann.
Das MMI-Disulfid wird spontan zersetzt und ein desulfu-
riertes Molekiil, N-Methylimidazol, gebildet."” Ein alterna-
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Abbildung 12. A) Chemische Struktur von Thyreostatika. B) Die Kristall-
struktur von an PTU gebundener LPO zeigt, dass TPO mit dem Him-
Eisen der Substratbindungsdomine wechselwirkt (PDB-Code:

[154]

4qyq)

tiver Mechanismus der thyreostatischen Wirkung umfasst
eine kompetitive Hemmung der TPO durch Koordination des
Thionrests am Fe'-Zentrum.">

Eine kiirzlich veroffentliche Cokristallstruktur der Lac-
toperoxidase (LPO) mit PTU zeigt, dass PTU an LPO in der
Substratbindungsstelle an der distalen Hamposition bindet
(Abbildung 12B), und stiitzt damit den zweiten Mechanis-
mus. Wihrend die Entfernung zwischen dem PTU-Molekiil
und dem Him 2.7 A betrégt, liegt der Abstand zwischen PTU
und dem distalen Histidin (His109) bei 2.8 A. Die Orientie-
rung des PTU-Molekiils ermoglicht Van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen mit GIn105, His109, Phe 113, Ala114, Arg255,
Glu258 und Arg248. Die Aminosduresequenz neben der
Substratbindungsstelle von TPO und LPO ist, bis auf Ala114
in LPO (Thr205 in TPO), identisch. Es wird vermutet, dass
Thr205 stidrkere Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit PTU
eingeht, was mit dem berechneten I1Cs,-Wert fiir PTU tiber-
einstimmt (37 uM fiir TPO und 47 um fiir LPO).Y

Die Selenanaloga der Thyreostatika erregten besondere
Aufmerksamkeit wegen der hoheren Nukleophilie des Se-
lenatoms gegeniiber der von Schwefel. Das Selenanalogon
von MMI, MSel (Abbildung 12 A), liegt in einer Zwitterio-
nenform vor, wobei das Selenatom die negative Ladung
triagt.'> Dennoch zeigten In-vivo-Studien, dass die Inhibition
von TPO-katalysierten Oxidations- und Iodierungsreaktio-
nen durch MSel 50-mal schwécher ist als im Fall von MMI.
Die lasst darauf schlieBen, dass MMI und MSel unterschied-
liche Mechanismen zur Inhibition von TPO nutzen. Die
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Hemmung der LPO-katalysierten Iodierung von L-Tyrosin
durch MSel ist reversibel, und die Enzymaktivitdt wird durch
Erhohung der H,0O,-Konzentration vollstiandig wiederherge-
stellt. Diese Befunde legen nahe, dass das Selenanalogon von
MMI eher als H,O,-Fénger statt als wirklicher Enzyminhibi-
tor fungiert. Im Gegenteil fithrt im Fall von MMI eine erhchte
Konzentration von H,0O, nicht zur Wiederherstellung der
Enzymaktivitidt, was vermuten ldsst, dass MMI LPO durch
Wechselwirkung mit dem Himzentrum hemmt.*>!>) Wenn-
gleich die Fihigkeit der Selenanaloga, H,O, abzufangen,
unter oxidativem Stress potenziell vorteilhaft ist, konnte die
schlechte Akkumulation der Selenverbindungen in der
Schilddriise ihre Anwendbarkeit begrenzen.[*7-15%]

Wihrend bei ineffektiver Medikation letztlich eine Thy-
roidektomie zur Kontrolle des Morbus Basedow notwendig
ist, bietet die Radioiod(RAI)-Therapie eine Alternative.['””)
RAI wird in den USA haufiger als in Europa oder Asien zur
Behandlung von M. Basedow angewendet.!'®”) Diese Therapie
nutzt die NIS-vermittelte Akkumulation von “'I", die zur
Strahlenexposition der Schilddriise fiihrt und dabei andere
Gewebe schont.'"!! RAI-Behandlung wird in 20% der Fille
mit der Entwicklung von Orbitopathie in Verbindung ge-
bracht, die aber nur bei 5% der Thyreostatika-behandelten
Patienten auftritt.'® Des Weiteren wurde ein erhohtes
Risiko fiir Darmkrebs bei Patienten mit einem multinodula-
ren Kropf im Falle einer RAI-Behandlung registriert.l®’]

6.2. Schilddriisenhormone bei kardiovaskuléren Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen gehoren weltweit zu den
hiufigsten Todesursachen und werden oft mit Statinen be-
handelt. Statine inhibieren die Hydroxymethyl-Glutaryl-Co-
enzym-A(HMGCo-A)-Reduktase, welche die De-novo-
Cholesterinbiosynthese katalysiert. Cholesterin-defiziente
Zellen induzieren daher die Expression von LDL-Rezepto-
ren (LDL =Lipoprotein niederer Dichte), was letztlich zu
einer Reduktion der Blutcholesterinspiegel fiihrt.'*! THs
beeinflussen den Lipidstoffwechsel in der Leber, weshalb in
den letzten Jahrzehnten verschiedene TH-Analoga und
Thyromimetika entwickelt wurden, um den Lipidstoffwechsel
zu modulieren. Verschiedene Thyromimetika, welche die
Plasmacholesterinspiegel kontrollieren koénnen, sind in kli-
nischen Studien.'® Wie bereits in Abschnitt 5. diskutiert,
vermitteln THs ihre biologische Wirkung durch Kupplung an
die Ligandenbindungsdomine von TRa und TR, von denen
hauptsichlich der TR mit dem Lipidstoffwechsel assoziiert
ist.1¥81] THs fordern die Eliminierung von LDL durch ver-
mehrte Expression von LDL-Rezeptoren (LDLRs) in der
Leber.'"”) Erhohtes Plasma-LDL ist verantwortlich fiir die
Ablagerung von Cholesterin in den Arterienwanden in Form
von arteriosklerotischen Plaques. THs unterstiitzen die Her-
absetzung von Cholesterin- und Triglyceridspiegeln im Blut
durch Hemmung der Transkription des das Sterol-regulato-
rische Element bindenden Proteins-1 (SREBP1), eines
Transkriptionsfaktors, der die Fettsdurebiosynthese und die
Herstellung von Lipoprotein sehr geringer Dichte (VLDL)
reguliert."® Cholesterin wird durch reversen Cholesterin-
transport (RCT) unter Einbindung von Lipoprotein hoher
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Dichte (HDL) aus der Zirkulation entfernt. Eine Erhohung
von HDL kann somit eine Strategie zur Verringerung des
Risikos einer kardiovaskulidren Erkrankung sein.*”

THs induzieren die Expression des HDL-Rezeptors
(Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ 1, SRB1) in der Leber und
erhohen so die Geschwindigkeit des HDL-Riicktransports.
Dariiber hinaus steigern sie die HDL-Biosynthese durch
vermehrte Produktion von Apolipoprotein A1 (APOA1),
einem Bestandteil der HDL-Partikel.'** ") THs induzieren
zudem die Expression von Cholesterin-7-a-Hydroxylase
(CYP7A1), dem Enzym, das die Konvertierung von Choles-
terin in Gallensduren einleitet, denn Cholesterin kann nur in
Form von Gallensduren ausgeschieden werden (Abbil-
dung 13 A).l181

Die Entwicklung von Thyromimetika fiir therapeutische
Anwendungen, z.B. zur Behandlung von Dyslipiddmie, ist
anspruchsvoll, weil Nebenwirkungen wie erhohte Herzfre-
quenz, Knochenabbau und Muskelschwund auftreten
konnen.'®™ Das p-Enantiomer von T4 (D-Thyroxin) wurde
getestet, um die Uberlebenschance von Patienten nach einem
Herzinfarkt zu erhohen. Allerdings wurde das Arzneimittel
wegen eines Anstiegs der Sterblichkeit abgesetzt, obwohl bD-
T4 die Blutcholesterinwerte verbesserte.”’”!! Der endogene
TH-Metabolit Triac wurde fiir die Behandlung von Dysli-
piddamie eingesetzt, jedoch wurden weitere Studien wegen der
unerwiinschten Nebenwirkungen auf Herzfrequenz, Sauer-

(A)

| callen-
| ginge

HMG-CoA-
Reduktase

Cholesterin in Plaque

(B)

Abbildung 13. A) Cholesterinmetabolismus und Effekte von Thyromimeti-
ka. Die rotgefirbten Pfeile zeigen die Stoffwechselwege, die durch Thyr-

omimetika beeinflusst werden, und die Richtung der Pfeile gibt Aufschluss

tber Hoch- und Herunterregulation (adaptiert aus Lit. [165]). B) Die Lig-

andenbindungsdomine (LBD) von TRa (PDB-Code: 3jzb) und TR (PDB-

Code: 3jzc) zeigt, dass von den ligandenwechselwirkenden Aminosauren
nur jeweils eine Aminosiure unterschiedlich ist (Ser277 bei TRa ent-
spricht Asn331 bei TRpB)."*"d

Angew. Chem. 2016, 128, 7734—7759

Aufsitze

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

stoffverbrauch und Knochenumsatz abgebrochen.” Eine
Zusammenfassung der synthetischen thyromimetischen Ver-
bindungen, die klinische Erprobungen durchlaufen haben, ist
in Tabelle 2 dargestellt.

Aus den Kristallstrukturen der TRs (TRa und TRf) weil3
man, dass sich die hochhomologen Ligandenbindungsstellen
von TRa und TR in nur einer Aminoséure (Ser277 bei TRa
und Asn331 bei TRpP) unterscheiden, die einen direkten
Kontakt mit T3 eingeht (Abbildung 13B). Da TRf} haupt-
sédchlich den Lipidstoffwechsel reguliert, besteht die Aufgabe
darin, ein TRp-selektives Thyromimetikum zu entwickeln,
das keine iiber TRa vermittelten Nebenwirkungen auf-
weist.'””! Thyromimetika mit TRp-Spezifitit und Leberse-
lektivitdat konnten die Absorption von Plasma-LDL durch die
Expression von LDL-Rezeptoren fordern und den Blutcho-
lesterinspiegel durch Beschleunigung des RCT-Wegs senken,
indem sie die Expression von SRB1 und APOA1 erhohen
(Abbildung 13B).151%1  TRB-spezifische ~Thyromimetika
konnten auch die Cholesterin- und Triglyceridspiegel herab-
setzen, ohne Tachykardie und Arrhythmie zu induzieren, die
durch TRa vermittelt werden.'*>1! TRB- und Leber-selek-
tive Thyromimetika sind GC-1 (5-20-fach selektiver fiir
TRp), GC-24 (40-100-fach selektiver fiir TRB), KB141 (14-
fach selektiver fir TRf), KB2115 (TRp-Selektivitdt nicht
bekannt), MB07811 (10-fach selektiver fiir TRp) sowie
MGL3196 (28-fach selektiver fiir TRB) (Tabelle 2), die in

klinischen Studien gepriift werden.['®®]

Die Selektivitidt von Thyromimetika fir TR} hangt mit
Wechselwirkungen mit Aminosidureseitenketten zusam-
men. Zum Beispiel interagiert Arg282 in TR mit GC-
1 und KB141 unter Bildung von stabilen Wasserstoffbrii-
cken-Netzwerken.'®1l Ein weiterer Grund fiir die Se-
lektivitat fiir TRP konnte in der Verschiebung von Helices
liegen. Verbindungen mit groen Substituenten am dufle-
ren Ring (z. B. GC-24) konnen direkt mit den Aminosduren
nahe der Ligandenbindungsstelle wechselwirken und zu
umfangreichen Verschiebungen von Helices fithren. Die
Strukturumlagerungen in der Region (H3 und H11), um
eine sperrige Phenylgruppe aufzunehmen, konnen im TRf3
besser realisiert werden als im TRl Der dritte Grund
fiir die TRP-Selektivitat konnte sich auch aus dem Beitrag
der Entropie ergeben. Im Fall von Triac konnte die TRf3-
Selektivitdt an der Gegenwart einer Carboxygruppe liegen,
die es mehr Wassermolekiilen ermdoglicht, in die Ligan-
denbindungsstelle zu gelangen. Die resultierenden Ligan-
den-Wasser-Wechselwirkungen konnten eine erhohte Li-
gandenmobilitit begiinstigen."*>174

Die Selektivitét fiir die Leber wurde zunéchst auf First-
Pass-Metabolisierung zuriickgefiihrt. Dies bedeutet, dass
das aus dem Darm im Blut anflutende Arzneimittel direkt
von der Leber aufgenommen wird. So wird das Pro-
pharmakon MB07811 von der Leber extrahiert und durch
Cytochrom P450 in Methylphosphonsdure und MB07344
gespalten, welches das aktive Thyromimetikum ist.'*":17]
Alternativ kann die Leberselektivitdt auch durch eine se-
lektive Aufnahme durch spezifische Transporter erreicht
werden. SLC10A1, ein luminaler Gallensduretransporter
(Natriumtaurocholat transportierendes Polypeptid,
NTCP), der selektiv in der Leber exprimiert wird, trans-
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Tabelle 2: Thyromimetische Verbindungen, Indikationen und Ergebnisse
aus Humanstudien. 116166

Verbindung Indikation klinische Studien
(o]
HOD\IJQ/\)LOH
NH, endogenes N
| 0 | Hormron entfallt
L-Triiodothyronin
X Dyslipidami
HO o yslipidamie,
OH hohe Cholesterin- Phase la, LDL-
o werte, Obesitas,  Cholesterinl
GC-1 (Sorbetirom) NAFLD
H
HO Br Nyt o Phase II, LDL-
Ojg/ o o Dyslipidamie, X Cholesterind, LPA
hohe Cholesterin- .
Br und TG, Statin-
werte, FH .
KB2115 (Eprotirom) Synergie
HO cl OH
SOy
o ) keine, eingestellt  entfillt
KB141
©/CI
O/Ej Dyslipiddmie, Phase Ib, LDL-
HO O\‘,‘,I:’\o hohe Cholesterin- Cholesterind,
\(\©\\/©/ o werte TGl
(o)
MB07811
oM. c X
N QA: NH - Dyslipidamie, Phase Ib, LDL-
o Q‘/go hohe Cholesterin- Cholesterind,
c 1l werte, NAFLD, FH TG{
MGL3196
o
HO. I oH Dyslipiddmie, Phase Ib, LDL-
\©\ hohe Cholesterin- Cholesterind,
© i werte, Herzinsuf- TG, Statin-Syn-
DITPA fizienz ergie

[a] NAFLD: Nichtalkoholisches Fettlebersyndrom, FH: Familidre Hyper-
cholesterindmie, LPA: Apolipoprotein(a), LDL: Lipoprotein niederer
Dichte, TG: Triglycerid.

portiert KB2115 selektiv in die Leberzellen. Im Herzen wird
NTCP nicht exprimiert, und der dort exprimierte MCT8 ak-
zeptiert KB2115 als Substrat, sodass keine kardialen Neben-
wirkungen auftreten sollten.!"®!

6.3. Schilddriisenhormone und Adipositas

Schilddriisenhormone fiithren zu einer Senkung des Kor-
pergewichts durch Erhohung des Grundumsatzes, des Sauer-
stoffverbrauchs und der Korpertemperatur sowie durch ver-
mehrten Fettsiureabbau.l'”® Diese Effekte werden iiber den
TRo vermittelt, weshalb ein Riickgang des Korpergewichts
an eine erhohte Herzfrequenz und einen vermehrten Abbau
von Muskeln und Knochen gekuppelt ist. Der Beitrag von
TRf zur Regulation der Korpertemperatur und des Grund-
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umsatzes ist geringer.!"”” TRs aktivieren die Thermogenese in
braunem, beigem und weillem Fettgewebe durch Induktion
der Transkription des Entkopplerproteins (UCP).'®! D102
ist ein Zielgen der cAMP-abhingigen Transkription in brau-
nem Fett und wird durch adrenerge Stimulation iiber das
autonome Nervensystem aktiviert. DIO2 konvertiert danach
lokal T4 in T3, das iiber TRs seinerseits das UCP2-Gen in-
duziert. UCP entkoppelt den mitochondrialen Elektronen-
transport von der ATP-Synthese und fiihrt damit zu erhohter
Wirmeproduktion.'”®! THs steigern auch die Biogenese von
Mitochondrien und die oxidative Phosphorylierung.!"™ Die
Erzeugung von Wirme wird weiterhin durch die TH-ver-
mittelte Induktion von Substratzyklen bei Glucose- und
Fettstoffwechsel gesteigert.””] Es ist bekannt, dass TRp-se-
lektive Verbindungen den Sauerstoffverbrauch von mit
Cholesterin gefiitterten Mausen (GC-1) und Ratten (GC-
1 und KB141) erhohen. Die Dosen sind hoher als die fiir die
Cholesterinreduktion bendétigten, aber niedriger als die er-
forderliche Dosis fiir schidliche Effekte.'”!* Die Nichtal-
koholische Fettlebererkrankung (NAFLD) oder hepatische
Steatose wird durch Fetteinlagerung in der Leber hervorge-
rufen, und es wurde gezeigt, dass Thyromimetika (wie GC-1)
und T3 in Cholin/Methionin-defizient erndhrten Ratten
NAFLD verhindern und umkehren konnten. In &hnlicher
Weise reduzierte auch MB07811 die Fettleber bei normal und
mit Cholesterin gefiitterten Mzusen.!'s!]

6.4. Schilddriisenhormone und Typ-2-Diabetes

Im Jahr 2010 litten weltweit tiber 285 Millionen Menschen
an Typ-2-Diabetes,"™ einer Stoffwechselstorung, die auf-
grund von Insulinresistenz zu erhohten Blutglucosespiegeln
fiihrt."® THs steigern die Glucoseaufnahme in Hepatozyten
und in nichthepatischem Gewebe durch gesteigerte Expres-
sion von Glucosetransportern wie dem Glucosetransporter
Typ4 (GLUT4).'™ Die Glucoseaufnahme wird durch
Wechselwirkung von TR und PI3-Kinase vermittelt.'" Die
pankreatische [(-Zellmasse wird durch das Gleichgewicht
zwischen Zellproliferation und -tod kontrolliert, und Diabe-
tes tritt auf, wenn die Anzahl der (3-Zellen unter den Bedarf
sinkt. Die Anzahl der pankreatischen 3-Zellen wird durch
THs iiber Proliferation erhoht und kann die Insulinsekretion
erhdhen sowie die Glucosetoleranz in diabetischen Méusen
wiederherstellen. Dieser Effekt wird tiber TRo-abhéngige
Aktivierung des Cyclin-D1/CDK/Rb-Wegs vermittelt.'"
TRp ist beteiligt an der T3-induzierten Proliferation von
Hepatozyten und pankreatischen Acinuszellen.®” Die Glu-
cosedynamik wurde bei Pferden verbessert, wenn diese mit
THs behandelt wurden, ein Effekt, der mit einer Reduktion
von Fettmasse assoziiert war.'® Ein Polymorphismus im
DIO2-Gen (Thr92Ala) verringert die enzymatische Aktivitét
von DIO2 und ist mit der Entwicklung von Insulinresistenz
assoziiert."™ Es ist bekannt, dass die Thyromimetika KB141
und MBO07811 den Blutglucosespiegel reduzieren, ein Effekt
von dhnlicher GroBe wie bei der Therapie mit Metformin
oder Rosiglitazon.""
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Abbildung 14. A) Reaktionen von Thyreostatika GTG mit Enzymen mit
den enzymatisch aktiven Zentren Selenol und PTU/PEsU mit Selenylio-
did. B) Literaturbekannte DIO-Inhibitoren.

6.5. Deiodasen als potenzielles therapeutisches Ziel

Eine Hyperthyreose konnte entweder durch die Hem-
mung der TH-Produktion in der Schilddriise oder durch die
Blockade der peripheren Konversion von T4 zu T3 durch
DIOL1 oder DIO2 kontrolliert werden. Unter normalen Be-
dingungen produziert die Schilddriise nur 6 % T3, aber bei
schwerer Hyperthyroeose kann dieser Anteil auf 57 % an-
steigen. DIO1 und DIO2 sind in der Schilddriise hoch
exprimiert. Das DIO1-Gen ist positiv durch T3 reguliert, was
bedeutet, dass DIO1 durch eine positive Riickkopplung T3
weiter steigert und somit selbstverstirkend wirkt.'”?! Eine
Inhibition von DIO1 kénnte diesen Zyklus unterbrechen und
so eine Moglichkeit zur Behandlung von Hyperthyreose
bieten. Das Thyrostatikum PTU inhibiert nicht nur TPO,
sondern auch auch DIO1, wahrscheinlich durch Reaktion mit
einer oxidierten Zwischenstufe des Enzyms (Abbil-
dung 14A). Die entsprechende Selenverbindung PSeU
hemmt ebenfalls die DIO1-Aktivitét (ICsy: 1.7 um in Gegen-
wart von 20 mm DTT). Es wird vermutet, dass die inhibito-
rische Wirkung von PTU und PSeU auf der Bildung eines
kovalenten Selenenylsulfid- bzw.eines Diselenidkomplexes
mit dem Enzym beruht, der aufgrund von H-Briicken zwi-
schen den Amino- und Carbonylgruppen des Inhibitors und
Seitenketten im aktiven Zentrum der Enzyms erméglicht
wird.'"””! Die Einfiihrung eines aromatischen Ringes in PTU
erhohte die Inhibition von DIO1 um mindestens das 10-
Fache "1 st die Konzentration von DTT niedrig (0.2 mm),
kann PTU die DIO2 schwach inhibieren."™ Im Unterschied
zu PTU sind die Imidazol-basierten Verbindungen MMI und
MSel keine effektiven Inhibitoren von DIOI. Ein neu auf-
kommendes Konzept ist die Rolle von DIO3 beim Schutz
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proliferierender Zellen (Stammzellen, wihrend der Wund-
heilung oder in Tumoren) vor der differenzierenden Wirkung
von THs. Stammzellen und Tumoren iiberexprimieren oft-
mals DIO3, und die Inhibition der Expression von DIO3 in
bosartigen Tumoren schwicht das Tumorwachstum ab.!*)
Daher ist DIO3 ein vielversprechendes neues Ziel fiir Arz-
neimittel.

Goldkomplexe wie Goldthioglucose (GTG; Abbil-
dung 14B) inhibieren sowhl die DIO1- als auch die DIO2-
Aktivitdt durch Wechselwirkung mit dem katalytischen Sec
unter Bildung von stabilen Gold-Selenolat-Komplexen.[''*
Amiodaron, ein Medikament gegen Herzrhythmusstorungen,
ist ein schwacher nichtkompetitiver Inhibitor von DIO1 und
DIO2, und sein Metabolit Desethylamiodaron ist ein starker
Inhibitor dieser Enzyme. lopansédure, ein iodhaltiges Kon-
trastmittel, inhibiert ebenfalls alle drei DIO-Isoformen durch
Kompetition mit dem Substrat.'”! Viele weitere Verbindun-
gen wurden als DIO-Inhibitoren beschrieben, wie haloge-
nierte Farbstoffe,”” Pflanzenmetaboliten wie Phloretin,[®!
Flavonoide wie Genistein"” und endokrine Disruptoren wie
polychlorierte Biphenyle (PCBs) und polybromierte Diphe-
nylether (PBDEs; z. B. 5-OH-BDE-99)™! (Abbildung 14 B).
Es scheinen strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen diesen
Verbindungen und THs zu bestehen, da manche auch an TH-
Transferproteine, Plasmamembrantransporter oder TRs
binden.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Schilddriisenhormone (THs) — Triiodthyronin (T3) und
sein Prohormon Thyroxin (T4) — regulieren fundamentale
biologische Prozesse wie Entwicklung und Metabolismus. Die
normale Entwicklung des Gehirns, der Cochlea, der Retina,
der Knochen und des Darms héngt von T3 ab. Ebenso regu-
liert T3 die Herzfrequenz, die Korpertemperatur und die
basale Stoffwechselrate. Dariiber hinaus aktiviert T3 den
Lipid-, den Kohlenhydrat- und den Proteinstoffwechsel. Wir
haben hier verschiedene Aspekte der Chemie und der Bio-
logie der TH-Biosynthese und TH-Wirkung diskutiert. Beide
Aspekte haben wir hinsichtlich genetischer Erkrankungen
erldutert, die in spezifischer Art einzelne Schritte der TH-
Biosynthese und -Wirkung betreffen. Sowohl Hypo- als auch
Hyperthyreose stellen schwerwiegende Beschwerden dar, die
TH-Ersatztherapie ist jedoch in der Praxis einfacher als das
Blockieren der Schilddriisenfunktion bei Hyperthyreose. Wir
haben daher verschiedene pharmakologische Grundkonzepte
von thyreostatischen und thyromimetischen Arzneistoffen
erklirt. Neuere Erkenntnisse lassen darauf schlieBen, dass die
Modulation von TH-metabolisierenden Enzymen, z.B. von
Deiodasen (DIOs), eine neue Strategie zur Behandlung von
Schilddriisenfunktionsstorungen sein konnte. Besonders
DIO3 ist ein neues pharmakologisches Ziel fiir eine Vielzahl
von Erkrankungen, einschlieflich Krebs, und zukiinftige
Forschungen sollten sich auf die Entwicklung von Isoenzym-
spezifischen Inhibitoren fiir DIOs konzentrieren. Die Be-
stimmung von Kristallstrukturen der DIOs konnte Aufschluss
iiber die Selektivitdt und biochemischen Mechanismen der
regioselektiven Deiodierung geben. Die Entwicklung und die
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chemische Synthese von physiologisch relevanten Schwefel-
und Selen-basierten DIO-Mimetika konnten dabei helfen, die
Chemie der TH-aktivierenden und -inaktivierenden Stoff-
wechselwege besser zu verstehen.
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