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Biologische Molekiile bestehen aus einer bemerkenswert
kleinen Anzahl an chemischen Elementen. Substrate und
Reaktionsprodukte fast aller lebensnotwendigen Reaktionen
sowie die daran beteiligten Enzyme, Coenzyme und Cofak-
toren enthalten im Wesentlichen die Elemente Kohlenstoff,
Wasserstoff, Stickstoff, Sauerstoff, Phosphor, Schwefel sowie,
in Spuren, Metalle.

Das Spurenelement Iod wird im Menschen ausschlieflich
fiir zwei miteinander verwandte Substanzen bendétigt, ndmlich
fiir das Schilddriisenhormon L-Thyroxin (T4, Abbildung 1)
und seinen biologisch aktiveren Metaboliten T3 (Abbil-
dung 1). Die Schilddriisenhormone enthalten nicht nur zwei
iodierte aromatische Ringe, sondern diese sind zudem iiber
eine Diphenyletherbindung verkniipft — die einzige derartige
Verkniipfung, die man in der Biochemie des Menschen bisher
kennt. Die Biosynthese des T4 erfolgt in einem spezialisierten
Organ, der Schilddriise (oder ihrer Vorgidngerstruktur bei
niederen Vertebraten und Chordatieren). Die Umwandlung
des Prohormons T4 zum biologisch aktiven T3 wird durch 5'-
Deiodierung am AuBenring erreicht (Abbildung 1). Kataly-
siert wird die Reaktion durch zwei der drei Isoformen der
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Abbildung 1. Strukturen und Nummerierung des Prohormons Thyroxin
und seines aktiveren Metaboliten T3. Die Affinitdt des nukledren T3-
Rezeptors zu T3 ist mehr als zehnmal héher als die zu T4. Der Tyrosyl-
ring, der die 3- und 5-lodatome trégt, wird oft als ,innerer Ring“ be-
zeichnet, wihrend der Phenolring ,dufRerer Ring* genannt wird.
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Todthyronin-Deiodasen (Dio), Diol und Dio2. 5-Deiodierung
am Innenring wird vorwiegend iiber Dio3 vermittelt. Dabei
entstehen aus T4 und T3 die inaktiven Metabolite reverses T3
und 3,3'-T2. Alle Deiodase-Isoenzyme sind homologe Sele-
noenzyme: Sie weisen dieselbe Grundstruktur auf und ent-
halten Selenocystein in ihren aktiven Zentren.!'! Die Griinde
fiir die unterschiedlichen Regioselektivititen der Isoenzyme
(5'- versus 5-Deiodierung) sind noch nicht bekannt. Die
zelltyp- und entwicklungsspezifische Expression der Deiod-
asen stellt die lokale T3-Konzentration ein, und diese Enzyme
sind somit zentrale Regulatoren der Hormonwirkung.

Ein Mangel an Schilddriisenhormon fiithrt zu Verzoge-
rungen oder Storungen wihrend der Entwicklung des Ge-
hirns, der Augen, des Innenohrs, der Knochen und vieler
anderer Organe. Bis zur Einfilhrung des Neugeborenen-
Screenings in den 1970er Jahren war kongenitale Hypo-
thyreose die Hauptursache fiir geistige Behinderungen.”
Bereits geringe Abweichungen der individuellen Schilddrii-
senhor monwerte wirken sich negativ auf das korperliche
Wohlbefinden aus. Eine T4-Ersatztherapie ist fiir Tausende
Patienten notwendig, denen jedes Jahr die Schilddriise ent-
fernt wird, sowie fiir Millionen hypothyreote Patienten, die
T4 zur TSH-Suppression benotigen. L-T4 wird in Tabletten-
form verabreicht. Dabei wird stillschweigend angenommen,
dass das schlecht wasserlosliche Molekiil irgendwie aus der
Tablette freigesetzt und wéhrend der Darmpassage aufge-
nommen wird. Arzte wissen, dass ihre Patienten mit Nach-
druck an einem einmal verordneten T4-Prédparat festhalten.
Obwohl man sich nicht erkldren kann, weshalb 100 pg von
synthetisch reinem Thyroxin der einen Marke nicht mit
100 pg reinem Thyroxin einer anderen Marke dquivalent sein
sollten, beriicksichtigen gegenwirtige Richtlinien den
Waunsch der Patienten.”!

Der kiirzlich erschienene Artikel von Mondal und Mu-
gesh iiber molekulare Eigenschaften des Thyroxins liefert
eine erstaunlich einfache Antwort auf dieses Mysterium."!
Die Autoren kristallisierten synthetisches Thyroxin aus ver-
schiedenen Losungsmitteln und fanden zweierlei Kristallfor-
men: eine trikline (Form I) und eine monokline (Form II).
Beide Polymorphe enthielten jeweils zwei Molekiile T4 in der
asymmetrischen Einheit, die zudem in verschiedenen Kon-
formationen vorlagen und unterschiedliche intra- und inter-
molekulare Wechselwirkungen im Kristallgitter eingingen.
Die Unterschiede betrafen insbesondere die Orientierung der
Amino- und Carboxygruppen zum Diphenyletherrest sowie
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die Kristallkontakte, die ein Netzwerk von Halogenbindun-
gen (XB) mit einschlossen. In beiden Kristallformen wurden
starke Wechselwirkungen zwischen einem lodatom am Phe-
nolring und der Carboxygruppe eines benachbarten Molekiils
beobachtet. Eine Konformationsanalyse ergab, dass die
grofiten Unterschiede zwischen den Polymorphen die Kon-
formation der Aminosiduregruppe am inneren Ring betrafen.
Die verschiedenen Geometrien in den Polymorphen spie-
gelten sich in unterschiedlichen FT-Raman- und Festphasen-
BC-NMR-Spektren wider.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die polymorphen
Formen unterschiedliche Loslichkeiten aufwiesen. Form I
(kristallisiert aus Methanol) zeigte eine viel geringere spezi-
fische optische Aktivitdt in Methanol als Form II in Aceto-
nitril (kristallisiert aus Acetonitril). Diese Beobachtung ldsst
darauf schlieBen, dass die Konformation des T4 vom Lo-
sungsmittel abhdngt. Bei pH 4 wies Form I eine signifikant
hohere Loslichkeit als Form II auf, letztgenannte hingegen
l16ste sich besser bei pH9. T4 unterschiedlicher Firmen
konnte demzufolge in verschiedenen polymorphen Formen
vorliegen und sich daher im Losungsverhalten unterscheiden.
Die intestinale Freisetzung wire demnach vom verwendeten
T4-Polymorph und weniger von der galenischen Rezeptur
oder den Zusitzen der Tablette abhiingig.”! Bemerkenswer-
terweise ist T4 bereits in geloster Form fiir Patienten erhalt-
lich, die gleichzeitig Protonenpumpenhemmer zur Senkung
der Magensiureproduktion einnehmen.”! Der Artikel von
Mondal und Mugesh™ stellt einen groBen Fortschritt dar, da
er Arzten und Patienten eine rationale Grundlage fiir die
Suche nach einer optimalen T4-Therapie liefert. Diese Arbeit
setzt Thyroxin auf die Liste der pharmazeutisch aktiven In-
haltsstoffe mit unterschiedlichen Kristallformen. Und Poly-
morphe beeinflussen nicht nur die pharmazeutische Wirkung,
sondern haben auch ernsthafte patentrechtliche Bedeutung.!

Das zweite faszinierende Ergebnis der Autoren ist, dass
sich die chemischen Verschiebungen der Iod-substituierten
Kohlenstoffatome C3, C5, C3’, C5 in den aromatischen
Ringen bemerkenswert zwischen den Polymorphen unter-
scheiden. Die Autoren interpretieren dies als Hinweis auf
eine unterschiedliche Reaktivitidt der assoziierten C-I-Bin-
dungen.”! Die Kristalle zeigten gerichtete XB entlang der
Achse der C-I-Bindung, was zu Wechselwirkungen zwischen
dem Donor und dem positiven elektrostatischen Potential (o-
Loch) des Iods fiihrt. Die Bindungsstirke wird auBerdem si-
gnifikant von der Konformation des Molekiils beeinflusst.
Dieser Aspekt ist wahrscheinlich von hoher biochemischer
Relevanz, da das katalytische Selenolat wéahrend der De-
iodierungsreaktion vermutlich das o-Loch des Iods linear
iiber eine Halogenbindung angreift und dadurch die C-I-
Bindung schwiicht.®! Die Autoren fiihrten Dichtefunktional-
theorie(DFT)-Rechnungen durch, um diesen Punkt genauer
zu erforschen und berechneten die XB-Energien der ver-
schiedenen T4-Konformere mit Methylselenoat als Akzeptor
der Halogenbindung. Im Allgemeinen waren I---Se-Bindun-
gen der 3- und 5-lodatome stérker als Halogenbindungen an
3’- und 5’-Position. Diese Befunde stimmen mit fritheren Er-
gebnissen aus dem Mugesh-Labor iiberein, in denen die ef-
fiziente 5-Deiodierung von T4 mithilfe eines kleinen, De-
iodase nachahmenden Molekiils untersucht wurde.”! Eine 4'-
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Sulfatierung von Iodthyroninen verstarkt das o-Loch des 5'-
Iods und erleichtert die 5'-Deiodierung von T4S durch das
gleiche kleine Mimetikum."” Mondal und Mugesh zeigten
daraufhin, dass die Anderung der Torsionswinkel, die die
Konformation der substituierten T4-Phenylringe entlang der
Diphenyletherverkniipfung definieren, die I--Se-Wechsel-
wirkungen mit den 3'’- und 5'-Iodatomen verstidrkt und so den
3- und 5-Iodatomen annidhert.

Die faszinierenden Ergebnisse der DFT-Rechnungen
zeigen zudem, dass die Konformation des Thyroxin-Amino-
sdurerestes die XB-Energien ebenfalls auffallend beeinflusst
und in manchen Konformationen die 5'-Deiodierung gegen-
iiber der 5-Deiodierung bevorzugt wird. Die Autoren stellten
fest, dass die Bindung der lodthyronine in leicht unter-
schiedlichen Konformationen der Weg sein konnte, wie die
drei ansonsten sehr dhnlichen Deiodasen ihre verschiedenen
Regioselektivititen erreichen.

Die Kristallstruktur der katalytischen Domidne der mu-
rinen Dio3 (mDio3“") wurde kiirzlich gelost, leider ohne ge-
bundenes Substrat.'!! Basierend auf der Bindung des Sub-
strates im T3-Schilddriisenhormonrezeptor-Komplex!'” sowie
in Ubereinstimmung mit Mutationsanalysen wurde das Sub-
strat mit seiner Aminosduregruppe nahe den Aminosiuren
Arg”” und Glu* modelliert (Abbildung 2). Interessanter-

Abbildung 2. Modell der Bindung von T3 in Dio3“* basierend auf PDB:
4TR3. Die beteiligten Aminosiuren His202, Sec170, Glu259 und
Arg275 sind beschriftet.

weise unterscheiden sich die Deiodase-Isoenzyme rund um
die Substratbindestelle nur in wenigen Aminosiuren. Glu®’
ist innerhalb der Deiodasen von Siugetieren konserviert.
Arg®” wird hingegen in Dio2 durch Lys ersetzt. In Diol ist das
betreffende Lys um eine Position in Richtung des N-Terminus
verschoben. Unter Beriicksichtigung der Arbeit von Mondal
und Mugesh konnte man sich vorstellen, dass die kleinen
Unterschiede in dem Bereich des Enzyms, der die Carboxy-
gruppe des Substrates erkennt, moglicherweise die Regiose-
lektivitat beeinflussen, indem sie das Substrat in leicht un-
terschiedlichen Konformationen fixieren.

In ihrer inspirierenden Arbeit begannen die Autoren da-
mit, ihre Verbindung aus verschiedenen Losungsmitteln zu
kristallisieren, um zunichst Kristalle und Konformationen
sorgfiltig zu analysieren. In einer Zeit, die von hochentwi-
ckelten Geréten und groBen Datenmengen geprégt ist, wid-
meten sie sich zuerst dieser alten Kunst. Erst mit der richtigen
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Fragestellung im Hinterkopf setzten sie dann ausgefeilte in-
strumentelle Analytik bis hin zu DFT-Rechnungen ein. Fast
nebenbei l6sten sie das Ritsel der Nichtdquivalenz von ver-
schiedenen T4-Pridparaten und lieferten eine attraktive Hy-
pothese zur Frage, wie Deiodasen ihre Regioselektivitét
kontrollieren: indem sie die Substratkonformation in einiger
Entfernung von der reaktiven Bindung steuern.
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