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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Der 1993 von Brown et al. erstmals beschriebene Calcium Rezeptor (CaR), der zur
Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehort, besitzt eine Schliisselstellung
in der Regulation des Calciumhaushaltes, der bei der Entwicklung des renalen sekun-
déren Hyperparathyreoidismus (sHPT) empfindlich gestort wird. Bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz kommt es zu einem Calcitriol-Mangel durch die abneh-
mende Fahigkeit der Nieren zur Synthese des Calcitriols (10,25-Dihydroxyvitamin
D,). Zur Kompensation der resultierenden Hypocalcamie manifestiert sich eine patho-
logische Uberfunktion der Nebenschilddriisen (Parathyreoideae) mit einer erh6h-
ten Sekretion von Parathormon (PTH). Die molekularen Ursachen dieses patho-
physiologischen Phédnomens sind bis jetzt noch nicht vollstindig bekannt. In den
folgenden Abschnitten werden die Zusammenhénge und Aspekte der Pathogenese

des sHPT, die im Rahmen dieser Arbeit von Bedeutung sind, niher erldutert.

1.1 Die Nebenschilddriisen
1.1.1 Entwicklung und Histologie

Die Nebenschilddriisen, auch Epithelkorperchen oder Parathyreoideae genannt, ent-
wickeln sich aus der dritten und vierten Schlundtasche. Im Regelfall befinden sich
die paarig angelegten Nebenschildriisen beiderseits am oberen und unteren
Schilddriisenpol. Allerdings kommt es durch das Langenwachstum des Halses zu
einer ausgepragten Wanderung. Aberierende Nebenschilddriisen finden sich im ges-
amten Halsbereich bis ins obere Mediastinum und in Thymus-Né&he. Auch die Anzahl
der normalerweise vier Driisen kann bis zu 20 variieren. Sie sind endokrine Driisen,
die das PTH synthetisieren und sezernieren.

Der vorherrschende Zelltyp sind die Hauptzellen, die einem sekretorischen Zyklus
unterliegen, d.h. sie wechseln zwischen aktivem und inaktivem Stadium [Roth &
Raisz, 1996; Fitzpatrick, 1993; Sun et al., 1993]. Ein weiterer Zelltyp sind die mit-
ochondrienreichen oxyphilen Zellen, aulerdem existieren Intermediate zwischen bei-
den Zelltypen (transitionelle oxyphile Zellen) [Ubersicht in(Parfitt,1994)]. In gesun-

dem Nebenschilddriisengewebe sind diese Zellen von Fettgewebe umgeben. Bei
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Erkrankungen der Nebenschilddriisen wie primdrem und sekundédrem
Hyperparathyreoidismus nimmt die Menge des Fettgewebes zugunsten der proli-

ferierenden Nebenschilddriisenzellen ab.

1.1.2 Die Funktion der Nebenschilddriisen

Das in den Nebenschilddriisen produzierte PTH ist an der Regulation des
Calciumspiegels im Blutplasma beteiligt. Die Konzentration an extrazellulirem
Calcium wird individuell nahezu konstant im Bereich von 1,1 bis 1,3 mM gehalten,
was einer mehr als 10.000-fach héheren Konzentration im Vergleich zum intrazel-
luldren Calcium in den meisten Zellen entspricht [Brown, 1991; Kurokawa, 1994].
Abbildung 1.1 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung der Funktionsbe-
ziehung zwischen PTH, Calcium und Calcitriol.

Ein erniedrigter extrazelluldrer Calcium-Spiegel bewirkt eine Steigerung der PTH-
Sekretion. Dieses stimuliert die Calcium-Freisetzung aus dem Knochen und eine
Verminderung der Calcium-Exkretion der Niere. Hierdurch erhéht sich das Serum-
Calcium, welches seinerseits - vermittelt tiber den parathyreoidalen Calcium Rezeptor
(CaR; s. 1.2.3) - im erstem negativen Riickkopplungsmechanismus die Sekretion
(Kurzzeit-Effekt) und die Synthese (Langzeit-Effekt) des PTH supprimiert. Ein wei-
terer Effekt des PTHs ist die Aktivierung der renalen la-Hydroxylase, welche die
Umwandlung von 25-Hydroxyvitamin D3 in 1a,25-Hydroxyvitamin D, (Calcitriol)
katalysiert. Letzteres bewirkt eine Erhhung des extrazelluldren Calciums tiber eine
vermehrte intestinale Calcium-Absorption und die Freisetzung von Calcium aus den
Knochen (synergistische Wirkung mit PTH). Der zweite negative Riick-
kopplungsmechanismus besteht in der durch Calcitriol vermittelten Suppression der
Transkription des PTH-Gens.

Um die Darstellung zu vereinfachen, wird der Einfluf8 von Phosphat auf die Calcium-
Homdostase in Kapitel 1.2.5 getrennt diskutiert. Ein weiterer Faktor bei der Calcium-
Homdostase ist das in den C-Zellen der Thyreoidea gebildete Hormon Calcitonin,
ein PTH-Antagonist (Calcium-Konservierung). Es ist keine Erkrankung bekannt, die
auf einem Calcitonin-Mangel beruht. Folglich scheint die Regulation auch bei Fehlen
dieses Hormons ungestort abzulaufen. Daher wurde auf die Einbindung von

Calcitonin in den Regelkreis verzichtet.
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Abb. 1.1: Regulation des Calcium-Haushaltes. Vereinfachte schematische Darstellung der funktio-
nellen Beziehungen zwischen Calcium (Ca?*), PTH und Calcitriol [1,25(OH),D,] ohne Berticksichtigung

weiterer regulatorischer Faktoren wie Phosphat oder Calcitonin (Erlduterungen s. Text).
VDR = Vitamin D, Rezeptor; CaR = Calcium Rezeptor
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1.2. Regulation der Synthese und Sekretion von Parathormon

1.2.1 Das Parathormon

Das in den Nebenschilddriisen produzierte Parathormon [Ubersicht in Silver &
Naveh-Many, 1994; Silver & Kronenberg, 1996] ist ein Peptidhormon bestehend aus
84 Aminosduren und besitzt eine Masse von 9,6 kDa. Es wird aus einem grofieren
Vorldufer (PreproPTH) synthetisiert. Zwischen den verschiedenen Spezies besteht
ein hoher Homologie-Grad der Aminosdure-Sequenz von PTH, vor allem in der N-
terminalen Region. Das humane PTH-Gen [Vasicek et al., 1983] besitzt drei Exons
und ist auf Chromosom 11p15 lokalisiert [Zabel et al., 1985].

1.2.2 Einfluf§ des Serum-Calciums auf die Synthese und Sekretion von PTH
1.2.2.1 Die Calcium-PTH-Beziehung

Seit langem ist bekannt, daf§ der Plasmacalciumspiegel einer der Hauptregulatoren
der PTH-Sekretion ist: Ein Absinken der Konzentration der freien Calcium-Ionen sti-
muliert die PTH-Sekretion, wohingegen eine Erhohung sie hemmt. Hierbei genti-
gen geringe Verdnderungen der Serumkonzentration an ionisiertem Calcium
[Ubersicht in (Goodman, 1996)], um Anderungen der PTH-Sekretion zu bewirken.
Diese Beziehung 148t sich durch eine inverse sigmoidale Kurve beschreiben (Abb.
1.2). Vier Parameter kennzeichnen die Kurve (Brown et al., 1983): Ad eins die Plateau-
Ebene im minimalen PTH-Sekretionsbereich (PTHmin), die sich auch durch eine wei-
tere Steigerung der Calciumkonzentration nicht mehr supprimieren 148t [Mayer et
al., 1976]; die zweite Plateau-Ebene im Sekretionsmaximum des PTH (PTHmax), die
auch durch eine noch gréiere Hypocalcamie nicht mehr zu steigern ist. Der Calcium
setpoint der PTH-Sekretion ist definiert als die Calciumkonzentration, bei der die PTH-

Sekretion halbmaximal supprimiert ist [(PTH__ +PTH_. )/2]. Bei normalen

min
Nebenschilddriisengeweben liegt dieser im Durchschnitt bei 1,1 mM. Als Ma8 fiir
die Sensitivitdt der PTH-Sekretion dient der slope, die Steilheit der Kurve im setpo-
int (APTH /ACa?*). Die basale PTH-Sekretion liegt in normalen Geweben bei 25% der

maximalen Sekretion.
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Abb. 1.2: Calcium-PTH-Beziehung. Vier-Parameter-Modell der inversen sigmoidalen Beziehung zwi-
schen extrazelluldrer Calciumkonzentration und PTH-Freisetzung. Die vier Parameter sind: A = mini-
male PTH-Sekretion, B = maximale PTH-Sekretion, C = setpoint (Calciumkonzentration, die zu einer
halbmaximalen Suppression der PTH-Sekretion fiihrt), D = slope (Steilheit der Kurve im setpoint).

Aus der Abbildung ist ersichtlich, dafl eine Aussage tiber die PTH-Regulation bei
Bestimmung des PTH bei einer basalen Calciumkonzentration nicht méglich ist. Nur
eine mehrfache PTH-Messung unter kontrollierter, induzierter Hypo- und Hyper-

calcdmie gibt Aufschluf iiber das vorliegende Sekretionsverhalten.

Bei der Wirkung von Calcium auf die PTH-Sekretion lassen sich ein Kurzzeit- und
ein Langzeit-Effekt unterscheiden [Ubersicht in (Felsenfeld & Llach, 1993)]. Die direk-
te Wirkung eines akut absinkenden Serum-Calciums auf das Nebenschilddriisen-
gewebe wird einem unmittelbaren Effekt auf praformierte PTH-Sekretionsgranula
zugeschrieben. Innerhalb von 3 Minuten kann dies zu einer verstarkten PTH-Sekretion
fithren. Eine ldnger bestehende Hypocalcamie fiihrt zu Verdnderungen der intra-
zelluldaren PTH-Degradation, der Reutilisation von degradiertem Hormon sowie der
Mobilisierung von sekunddren Hormondepots. Eine langandauernde Hypocalcimie

bewirkt eine Hyperplasie der Nebenschilddriisen.
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Auch die Expression des PTH-Gens wird durch Calcium verdndert [Ubersicht in
(Silver & Naveh-Many, 1994; Silver & Kronenberg, 1996)]. In vitro und in vivo
Untersuchungen ergaben jedoch verschiedene Ergebnisse: Bei Ratten steigert eine
experimentelle Hypocalcdmie die Expression des PTH-Gens [Naveh-Many et al., 1989;
Naveh-Many & Silver, 1990a]. Allerdings bewirkt eine experimentelle Hypercalcimie
keine Suppression der Expression. Yamamoto et al. (1989) beobachteten jedoch einen
leichten Abfall der PTH-Expression. In vitro Untersuchungen ergaben gegenteilige
Ergebnisse: eine Verminderung der PTH-Expression wird durch eine Hypercalcamie
ausgelost, eine Hypocalcamie hat dagegen keinen Einfluf auf die Expression [Russel
et al., 1983]. Andere Autoren konnten einen Einfluf in beide Richtungen nachwei-
sen [Brookman et al., 1986]. Um die in vitro Ergebnisse zu beurteilen, muf8 man beach-
ten, daB sich diese erst nach langerer Inkubationszeit zeigen, wihrend gleichzeitig
der Gehalt des Calcium Rezeptors, der die Calciumeffekte vermittelt (1.2.3), stark
abnimmt [Mithal et al., 1995].

1.2.3 Der parathyreoidale Calcium Rezeptor (CaR)

Schon lange wurde postuliert, daf8 die Zellen tiber einen Mechanismus zur Messung
feinster Schwankungen des Serum-Calciumspiegels verfiigen miissen. 1993 wurden
von zwei Arbeitsgruppen zwei verschiedende Rezeptoren geklont. Der von der
schwedischen Arbeitsgruppe um Lundgren (1994) beschriebene Rezeptor gehort zur
Familie der LDL-Rezeptoren.

Aus bovinen Parathyreoideazellen klonte die Arbeitsgruppe um E. M. Brown in X.
laevis Oocyten einen extracelluldren Rezeptor, der mit hoher Spezifitit den Serum-
calciumspiegel mifit [Brown EM et al., 1993]. Dieser Calcium Rezeptor ist seit dem
in Nieren von Ratten [Riccardi et al.,, 1995], Menschen [Aida et al., 1995] und
Kaninchen [Butters et al., 1997], in humanen Nebenschilddriisen [Garrett et al., 1995a;
Hammeralnd et al., 1995], C-Zellen von Ratten [Garrett et al., 1995b] und ebenfalls
im Gehirngewebe von Ratten [Ruat et al., 1995] beschrieben worden. Sie alle sind
dem bovinen parathyroidalen CaR sehr dhnlich; ca. 90% der Aminoséduren sind iden-

tisch. Es handelt sich also um Spezies- und Gewebehomologe desselben Rezeptors.
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1.2.3.1 CaR-Gen und Struktur des CaR

Auf Chromosom 3p13.3-21 [Janicic et al., 1995] ist das etwa 45 kb umfassende Gen
des humanen CaR [Garrett et al., 1995a] lokalisiert. Die kodierende Region des CaR-
Gents ist 3234 bp lang und besteht aus 6 Exons. Die Exons 1 bis 5 und der 5'-Bereich
von Exon 6 codieren den extracelluldaren Anteil, der Rest von Exon 6 codiert den trans-
membrandren und intrazelluldren Anteil.

Die abgeleitete Struktur des CaR mit einer lipophilen Transmembrandoméne aus sie-
ben a-Helices charakterisiert ihn als G-Protein-gekoppelten Rezeptor [Chattopadhay;,
1996; Brown EM, 1998].

Die 613 Aminosduren lange extrazelluldre N-terminale Doméne enthilt 11 mogliche
Glykolysierungsstellen und bindet Ca?" [Brown E et al., 1993.; Hammerland et al.,
1995]. Weitere CaR-Agonisten sind divalente Kationen, wie Mg2+, trivalente, wie La3*
und Gd3*, und Polykationen, wie Neomycin. Bisher konnten keine genauen
Bindungstellen identifiziert werden. Ubereinstimmend mit der geringen Affinitét des
Rezeptors zu extrazelluldrem Calcium enthilt die extrazelluldre Doméne keine hoch-
affinen Calcium-Bindungsmotive, die fiir eine hohe Calcium-Sensitivitat hinderlich
wadren. Ein cluster aus negativ geladenen Aminosdureresten (AS 216-252 und 557-
611) ist vermutlich fiir die Bindung verantwortlich, dhnlich wie bei den niedrigaffi-
nen Calcium-bindenden Proteinen Calreticulin oder Calsequestrin [Brown et al., 1993].
Die 250 Aminosduren lange Transmembrandomane, bestehend aus sieben Trans-
membran-Helices, vermittelt vermutlich die Rezeptor-Effektor-Koppelung. Die drei
extrazelluldr liegenden Schleifen dieser Doméne, von denen die zweite eine weite-
re kurze saure Region aus vier oder fiinf aufeinander folgenden Glutamat- bzw.
Aspartat-Resten (ELEDE) enthilt, sind moglicherweise an der Agonist-Bindung
und/oder der Interaktion zwischen extrazelluldrer und transmembraner Domaéne
beteiligt.

Der intrazelluldre Anteil besteht aus 3 Schleifen der Transmembrandoméne und der
carboxy-terminalen Doméne. Die C-terminale Doméne enthélt fiinf mogliche
Proteinkinase C- und zwei mogliche Proteinkinase A-Phosphorylierungsstellen, die
vermutlich an der Kopplung des Rezeptors zu seinen G-Proteinen beteiligt sind
[Chattopadhyay et al., 1996; Bockaert 1991].
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1.2.3.2 Mechanismus der Signaltransduktion

Die von extrazelluldrem Calcium ausgehende Signaltransduktion ist nicht vollstandig
bekannt, die nachgewiesenen Teilschritte lassen jedoch folgenden Ablauf vermuten
[Ubersichten in (Brown EM et al. 1994; Herbert & Brown, 1995; Chattopadhyay et
al., 1996)]. Durch Bindung des Liganden (s.0.) werden tiber G-Protein-Kopplung zwei
wichtige second messenger-Systeme beeinfluSt. Erstens kommt es durch Aktivierung
der Phospholipase C zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP;) und Diacylglycerol
(DAG) aus Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,). IP; vermittelt die Freisetzung von
Calcium aus intrazelluldren Speichern. Gleichzeitig mit dem Anstieg der intrazel-
luldren Calciumkonzentration werden transmembrandre Kanile gedffnet, die zum
Einstrom von extrazelluldrem Calcium fiihren. DAG aktiviert die Proteinkinase C
(PKC). Zweitens wird - vermutlich tiber ein inhibitorisches G-Protein (Gi) - die Bildung
von cAMP und damit die Aktivitdt der Proteinkinase A (PKA) gehemmt. Diese
Verdanderungen fiithren letztendlich zu einer Hemmung der PTH-Sekretion und
Genexpression (Abb. 1.3).

Es istim Vergleich zu anderen endokrinen Zellen sehr ungewohnlich, dafi ein Anstieg
der intrazelluldren Calciumkonzentration zu einer Hemmung der Hormon-Sekretion
fiihrt. Die genauen Mechanismen der Calcium-abhédngigen PTH-Sekretion sind bis-

her noch unklar.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der (potentiellen) Signaltransduktion von extrazellulirem
Calcium iiber den CaR. AC = Adenylatyclase, cAMP = cyclisches AMP; CaR = Calcium Rezeptor;
DAG = Diacylglycerol; ER = Endoplasmatisches Reticulum; Gi = inhibitorisches G-Protein; Gq = G-
Protein; IP, = Inositoltriphosphat; PIP, = Phosphatidylinositolbisphosphat; PKA bzw. PKC =

Proteinkinase A bzw. C; PLC = Phospholipase C.
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1.2.3.3 Expression des CaR

Der CaR wird nicht nur in Nebenschilddriisen- und C-Zellen exprimiert, die tiber
Hormonsekretion an der Regulation des Calciumspiegels beteiligt sind, sondern auch
in den hormonellen Zielzellen in Knochen, Intestinum und Nieren [Aida et al., 1995;
Brown, EM 1999 ]. Dies fiihrt zu einem erweiterten Riickkopplungssystem der
Calcium-Homoostase, das kurze feedback loops mit Calcium selbst als Regulator ent-
halt.

Aufierdem gibt es Hinweise auf eine Expression des CaR in weiteren Geweben wie
in verschieden Bereichen des ZNS, der Lunge [Ubersicht in (Pearce & Thakker, 1997;
Ott, 1998)], in Keratinozyten [Bikle et al., 1996] und in der Plazenta [Bradbury et al.,
1998].

1.2.3.4 Regulation der CaR-Aktivitit und -Genexpression

Die Regulationsmechanismen, die die Aktivitit des CaR steuern, sind kaum bekannt.
Eine mogliche negative Riickkopplung besteht in der von Aktivatoren der PKC ver-
mittelten Hemmung des durch hohe Calciumkonzentrationen ausgelsten Anstiegs
des IP, und des intrazelluldrem Calciums [Kifor et al., 1990; Brown, 1991; Racke &
Nemeth, 1993]. Mdoglicherweise ist dies ein Ergebnis der PKC-vermittelten
Phosphorylierung des Rezeptors [Bai et al., 1998]. Der Anstieg an Inositolphosphat
und intrazelluldrem Calcium wird durch Aktivatoren der cAMP-abhingigen PKA
nicht nachweisbar beeinfluf3t [Brown et al., 1984].

In Nebenschilddriisen und Niere konnte keine Regulation der CaR-Expression durch
extrazelluldres Calcium gezeigt werden [Zhong etal., 1994; Rogers & Fox, 1995; Rogers
et al., 1995; Brown et al., 1996]. Ein bis zu vierfacher Anstieg der CaR mRNA wird
in der Maus-Hirnanhangdriisen-Zellinie AtT20 durch eine Steigerung der extrazel-
luldren Calciumkonzentration ausgeldst [Emanuel et al., 1996].

Widerspriichliche Ergebnisse ergaben sich in verschiedenen Studien zur Regulation
der CaR-Genexpression durch Calcitriol. Zhong et al. (1994) und Brown et al. (1996)
wiesen bei Ratten, die sie mit Calcitriol behandelten, einen leichten Anstieg der CaR
mRNA nach, den Rogers et al. (1995) nicht bestédtigen konnten.

11
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1.2.4 Wirkung von 1a,25-Dihydroxyvitamin D, auf die Nebenschilddriisen

Das Prohormon Vitamin D, entstammt entweder der Nahrung oder wird von der
Haut unter Einflu8 von UV-Strahlung aus 7-Dehydrocholesterin gebildet. Die bio-
logisch aktive Form 1a,25-Dihydroxyvitamin D, (Calcitriol) entsteht bei
Hydroxylierung in Leber und Niere. Im Blut liegen Calcitriol und seine Metaboliten
gebunden an das Vitamin D, Bindungsprotein (DBP) vor. Die normale Plasma-
konzentration von Calcitriol liegt zwischen 30-60 pg/ml, was etwa 0,1 nM entspricht
[Reichel & Norman, 1989]. Calcitriol besitzt eine lipophile Struktur, die nach Losung
vom Bindungsprotein eine leichte Diffusion durch die Zellmembranen ermoglicht.
Im Zellkern bindet Calcitriol mit hoher Affinitit an seinen nukledren Rezeptor, den
Transkriptionsfaktor Vitamin D, Rezeptor (VDR), und {ibt dartiber einen direkten
Einfluf$ auf die Genregulation spezifischer Gene aus. Die klassische Funktion von
Calcitriol ist die Regulation des Serum-Calciums tiber die Zielgewebe Intestinum,
Knochen, Niere und Nebenschilddriisen [Reichel & Norman, 1989].

Die Nebenschilddriisen werden auf zwei Wegen von Calcitriol beeinflufit: Einerseits
wirkt es indirekt hemmend auf die Nebenschilddriisen tiber die Steigerung der
Calciumkonzentration im Serum. Andererseits besteht ein direkter inhibitorischer
Mechanismus in der down Regulation der PTH-Genexpression. Nachgewiesen wurde
die Verminderung der Expression sowohl in vitro als auch in vivo [Silver & Naveh-
Many, 1994; 1997; Silver & Kronenberg, 1996].

Eine indirekte Verstarkung der Wirkung von Calcitriol beruht vermutlich auf der
positiven Regulation seines eigenen Rezeptors [Naveh-Many et al., 1990b; Denda et
al., 1996]. Moglicherweise bewirkt vor allem die ansteigende Calciumkonzentration
in Nebenschilddriisen die up Regulation der VDR-mRNA [Russel et al., 1993; Brown
et al., 1995; Denda et al., 1996].

Uber den Einfluf von Calcitriol auf den Calcium-setpoint und die Calcium-Sensitivitit
der Nebenschilddriisen liegen widerspriichliche Ergebnisse vor [Ubersicht in
(Goodman et al., 1996)]. Dunlay et al. (1989) konnten einen downward shift der ges-
amten PTH-Calcium-Kurve ohne Einfluf§ auf den setpoint nachweisen. Delmez et al.
(1989) wie auch Malberti et al. (1993a) beobachteten eine Erniedrigung eines patho-
logisch erhchten setpoints nach Gabe von Calcitriol. Andere Autoren konnten diese

Normalisierung des setpoints nicht bestitigen [Ali et al., 1993; Ramirez et al.,1994].
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Auch die Ergebnisse zu einer Calcitriol-abhdngigen Regulation der Expression des

CaR sind stark umstritten. (s. 1.2.3.4)

1.2.5 Wirkung von Phosphat auf die Nebenschilddriisen

Phosphat hat einen direkten Effekt auf die Nebenschilddriisen: Eine steigende
Phosphatkonzentration steigert die Genexpression des PTH [Kilav et al., 1995; Yi et
al., 1995; Almaden et al., 1996] und bewirkt eine Proliferation des Gewebes [Naveh-
Many et al,, 1995; Hernandez et al.,, 1996b; Canalejo et al.,, 1998]. Der genaue
Mechanismus dieser Prozesse ist bisher nicht bekannt. Desweiteren tibt Phosphat
tiber die Hemmung der Aktivitit der renalen 1a-Hydroxylase und der hiermit ver-
minderten Calcitriol-Synthese einen indirekten Einfluf8 auf die Nebenschilddriisen
aus [Tanaka & DelLuca, 1973; Baxter & DelLuca, 1976].
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1.3 Erkrankungen der Nebenschilddriisen

1.3.1 Primdrer Hyperparathyreoidismus (pHPT)

Bei dieser Nebenschilddriisenerkrankung kommt es zu einer autonomen Produktion
von Parathormon, die zu einer Hypercalcidmie fiihrt [Ubersicht in (Hellman et al.,
2000)]. Es gibt sporadisch auftretenden und familidren pHPT, der z. T. mit multip-
ler erndokriner Neoplasie Typ 1 (MEN 1) assoziert ist. In 85% der sporadischen Fille
von pHPT ist ein solitdres Adenom fiir die Uberproduktion des PTH verantwort-
lich. Diese Erkrankung tritt hdufig bei postmenopausalen Frauen auf. Die familia-
re Form beginnt frither und wird héufiger durch eine multiglandulére Beteiligung
gekennzeichnet.

In den betroffenen Geweben ist die Regulation der PTH-Sekretion gestort. Es kommt
zu einer Rechtsverschiebung des Calcium-setpoints, als Ausdruck einer verminder-
ten Sensitivitit gegentiber Calcium [Larsson et al., 1984]. Die Schwere der
Rechtsverschiebung bestimmt zum grofien Teil den Serum-Calciumspiegel des indi-
viduellen Patienten [Wallfelt et al. 1988a,b]. Eine mogliche Ursache fiir diese ver-
minderte Calcium-Sensitivitit wire eine verminderte Expression des CaR. Inzwischen
wurde in mehreren Studien gezeigt, da8 es bei pHPT zu einer Verminderung der
Expression des CaR auf mRNA- und auf Proteinebene kommt [Farnebo et al., 1997;
Garner et al., 1997; Corbetta et al., 2000].

Verschiedene genetische Veranderungen sind bei pHPT beobachtet worden. Neben
dem MEN 1 Gen, dessen Inaktivierung fiir die MEN 1 assozierten familidren Falle
von pHPT als erwiesen gilt, wurden auch bei nicht MEN 1 assoziertem familidren
pHPT verdnderte Suppressorgene gefunden. Verdnderungen wie Allelverluste und
inaktivierende Punktmutationen des MEN 1 Gens lassen sich auch bei sporadischem
pHPT nachweisen [Hellman et al., 2000].

14
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1.3.2 Sekundarer Hyperparathyreoidismus
1.3.2.1 Pathogenese des sekundiren Hyperparathyreoidismus

Bei einer Erkrankung der Nieren kommt es zu einer Storung der Achse zwischen
Nebenschilddriisen und Nieren (vergl. Abb. 1.1). Die Folge ist eine Fehlfunktion der
Nebenschilddriisen, der sekundére oder renale Hyperparathyreoidismus [Ubersichten
in (Driieke, 1995; Slatopolsky & Delmez, 1995; Slatopolsky, 1998)]. Abbildung 1.4 stellt
die Pathogenese des sHPT dar. Die frithe Niereninsuffizienz ist durch eine
Phosphatretention gekennzeichnet. Dies fiihrt zu einer erhdhten Phosphat-
konzentration in den renalen Tubulus-Zellen, die wiederum die Aktivitit der la-
Hydroxylase und damit die Produktion des Calcitriols hemmt. Im Gegensatz zu frii-
heren Behauptungen bleibt wihrend dieser Phase der frithen Niereninsuffizienz ein
meflbarer Anstieg der Serum-Phosphatkonzentration aus. Die Hypocalcdmie wird
also zunéchst allein durch den Calcitriol-Mangel verursacht. Das Fortschreiten der
chronischen Niereninsuffizienz hat eine Abnahme des funktionsfdhigen Nieren-
gewebes zur Folge, wodurch die Produktion des Calcitriols weiter sinkt. Der Calcitriol-
Mangel fiihrt zu einer verminderten Suppression der PTH-Genexpression und einer
Hypocalcdmie, die ebenfalls durch die gestorte Calcium-Reabsorbtion bedingt sein
kann. Diese niedrige Calciumkonzentration im Blut stimuliert die PTH-Sekretion,
wodurch die Serumkonzentration des PTHs stark steigt (bis auf das 20fache).

Desweiteren kommt es zu einer Zunahme der Gewebsmasse der Nebenschilddriisen.

Der Knochenstoffwechsel und die Mineralhomoostase werden durch den sekundé-
ren Hyperparathyreoidismus stark verdandert. Deshalb gehort zur Therapie bei fort-
geschrittenen Stadien nicht nur die alleinige Wiederherstellung der Nierenfunktion
mittels Dialyse und Nierentransplantation sowie die didtetische Gabe von
Phosphatbindern und Calcium, sondern auch die forcierte Supplementation des
Calcitriols [Ubersicht in (Akizawa et al., 1993; Fukagawa et al., 1997; Slatopolski &
Brown, 1997)]. Durch einen frithen Beginn der Calcitriol-Therapie kann die
Zunahme des Nebenschilddriisengewebes vermindert und der sekundére
Hyperparathyreoidismus kontrolliert werden. Eine Begrenzung des therapeutischen
Einsatzes von Calcitriol ergibt sich durch die Nebenwirkungen, verursacht durch
den hypercalcamischen Effekt. Wiinschenswert ist deshalb die Entwicklung nicht-

calcamischer Calcitriol-Analoga.
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Es gibt verschiedene Modelle, die zur Untersuchung des sHPT dienen. In vitro
Versuche wurden an primédren bovinen und humanen Zellkulturen aus
Nebenschilddriisengewebe durchgefiihrt. Problematisch ist hierbei die kurze
Zeitspanne, liber die die Kulturen stabilisiert werden kénnen. Als in vivo Modelle
dienen meist Ratten, bei denen entweder durch eine 5/6 Nephrektomie oder durch
eine didtetisch verursachte Hypocalcimie bzw. einen Calcitriol-Mangel ein
Hyperparathyreoidismus hervorgerufen wird. Ex vivo Untersuchungen werden, oft
kombiniert mit der Erhebung klinischer Parameter, wie z. B. der Calcium-PTH-Kurve,
an Nebenschilddriisengewebe von sHPT-Patienten nach Parathyreoidektomien durch-

gefiihrt.

1.3.2.2 Proliferation der Nebenschilddriisen

Ein wichtiger Aspekt der Uberfunktion der Nebenschilddriisen bei chronischer
Niereninsuffizienz ist die Zunahme der Gewebsmasse [Ubersicht in (Parfitt, 1994)].
Das Volumen der Nebenschilddriisen steigt stetig mit dem Andauern der
Niereninsuffizienz an [Mendes, 1983], wobei die zunehmende Zellmasse an sich ver-
mutlich an der exzessiven PTH-Synthese und -Sekretion beteiligt ist [Brown et al.,
1982; Ramirez et al., 1993; Messa et al., 1994].

Die genaue Regulation und der Mechanismus der Nebenschilddriisen-Proliferation
sind bis jetzt nicht bekannt. In verschiedenen Rattenmodellen lief3 sich zeigen, daf3
die Zunahme der Proliferation der Nebenschilddriisen parallel zum Anstieg der
mRNA des PTH erfolgt und umgekehrt [Naveh-Many et al., 1995]. Deshalb wird dis-
kutiert, ob beide Prozesse durch die gleichen Mechanismen reguliert werden.
Mogliche Stimulationsfaktoren der Proliferation sind Verdnderungen im Stoffwechsel
wie Calcitriol-Mangel, Hyperphosphatdmie und/oder Hypocalcamie oder patho-
logische Verdnderungen wie z.B. Mutationen von Vermittlern der Signaltransduktion
oder Faktoren des Zellzyklus oder Fehlen eines Tumorsuppressorgens. In den meis-
ten Geweben herrscht ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose (pro-
gramierter Zelltod). Trotzdem konnte die Apoptose in sHPT-Geweben nicht nach-
gewiesen werden [Naveh-Many et al., 1995].
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1.3.2.2.1 Einfluf8 von Calcium auf die Proliferation

Wichtig fiir die Pravention einer Nebenschilddriisen-Proliferation ist die Bewahrung
einer normalen Serum-Calciumkonzentration. Neben der Entwicklung eines sHPT
mit deutlich erh6hter PTH-mRNA wirkt eine Hypocalcdmie bei Ratten stimulierend
auf die Proliferation der Nebenschilddriisenzellen [Naveh-Many et al., 1995].
Homozygote CaR knock out Méduse entwickeln eine starke Nebenschilddriisen-

Hyperplasie [Ho et al., 1995].

1.3.2.2.2 Einflufd von Calcitriol auf die Proliferation

Generell wird angenommen, daf Calcitriol einen inhibitorischen Einflul auf die
Zellproliferation hat. Der genaue Effekt auf die Proliferation der Nebenschilddriisen
ist noch nicht bekannt. Ein mdglicher Hemmechanismus ist die Inhibition der
Expression des Replikation-assoziierten Onkogens c-myc [Kremer et al., 1989].
VDR knock out Méduse entwickeln neben dem Anstieg der PTH-mRNA eine starke
Nebenschilddriisen-Hyperplasie [Li et al., 1997]. In Untersuchungen, bei denen ein
Hyperparathreoidismus hervorgerufen wurde, hatte Calcitriol keinen hemmenden
EinfluB auf die Proliferation [Naveh-Many et al., 1995]. Bei experimentell induzier-
ter Urdmie liefs sich bei friithzeitiger Gabe von Calcitriol eine antiproliferative Wirkung
beobachten [Szabo et al., 1989]. Vermutlich spielt der Zeitpunkt der Calcitriol-Gabe
eine wichtige Rolle fiir ihre Effektivitat. In vitro Untersuchungen zeigten eine
Hemmung der Proliferation durch pharmakologische Calcitriol-Dosen [Nygren et
al., 1988]. Hohe Calcitriol-Dosen haben sogar einen regressiven Effekt auf die
Nebenschilddriisen-Hyperplasie im Tierexperiment [Reichel et al., 1993] und bei chro-
nischen Hamodialyse Patienten [Fukagawa et al., 1990].

Ein steigender Anteil der Dialysepatienten mit langjahriger Niereninsuffizienz zeigt
- bei normalisierten Calcium- und Calcitriol-Konzentrationen - einen nicht mehr sup-
primierbaren Hyperparathyreoidismus mit extraossdren (Gefaf3-, perarikuldren, und
Haut-) Verkalkungen, Knochenschmerzen und / oder Frakturen. Bei diesen Patienten
wird eine subtotale oder totale Parathyreoidektomie (PTX) durchgefiihrt [Indikationen
zur PTX in (Fukagawa et al., 1995)]. Die Entstehungsmechanismen dieser , Resistenz”

sind bisher nicht bekannt. Intrinsische Abnormalitidten der Nebenschilddriisen und
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der Anstieg der Nebenschilddriisenmasse per se kommen als mogliche Ursachen in
Frage [Brown et al., 1982; Ramirez et al., 1993; Messa et al., 1994; Indriason & Quarles,
1995].

1.3.2.2.3 Nebenschilddriisenhyperplasie

Die vermehrte Gewebsmasse erhoht die Zahl der Zellen, die auf Hypocalcdmie und
Calcitriol-Mangel reagieren, und die basale (nicht supprimierbare) PTH-Sekretion
(PTHmin). Dies ist ausreichend, um die steigende PTH-Sekretion bei beginnender
Proliferation zu erkléren.

In den proliferierenden Geweben kommt es zu einem Wechsel vom zuerst diffusem
zu nodosem Wachstum [Ubersicht in (Driieke, 1995)]. In einer Studie von Arnold et
al. (1995) lief$ sich monoklonales Wachstum in iiber 60% der untersuchten Driisen
nachweisen. Dabei bestand allerdings keine Korrelation zwischen histologischem
Befund und dem Klonalitdtsstatus. Andere Autoren bestdtigten diese Ergebnisse
[Tominaga et al., 1996; Chudek et al.,, 1998]. Tominaga et al. (1996) zeigten die
Differenzierung von diffus hyperplastischen Driisen als polyklonal und noduldren
als monoklonal. Kennzeichnend fiir die nodgsen Bereiche ist eine aggressive proli-
ferative Aktivitdt; auch die Regulation der PTH-Sekretion durch Calcium ist in ihnen
starker gestort als in diffusen Bereichen [Tominaga et al., 1992; 1995; Yamaguchi et
al., 1997]. Diese tumorartigen Areale wachsen vermutlich autonom mit zunehmend
autonomisierender PTH-Synthese und -Sekretion. Dieses Stadium besteht auch nach
einer Nierentransplantation, die den Calcium-Stoffwechsel normalisiert, weiter ein
unzweifelhafter Hinweis fiir eine Autonomie der Nebenschilddriisenfunktion
[Ubersicht in (Felsenfeld & Llach, 1993)]. Es gibt eine Hypothese, wie diese
Verdnderung entsteht: In einer diffus hyperplastischen polyklonalen Driise entsteht
durch eine somatische Mutation, z.B. eines das Zellwachstum kontrollierenden Gens,
in zumindest einer Nebenschilddriisenzelle ein selektiver Wachstumsvorteil. Dieser
wird an die Tochterzellen weitergegeben, so daf sich eine monoklonale Driise ent-
wickelt. Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens somatischer Mutationen, wie z.B.
Rearrangements, Punktmutationen und Deletionen, erh6ht sich aufgrund einer ver-
minderten Fahigkeit zur DNA-Reparatur und des Proliferationsdrucks in urdmischem
Nebenschilddriisengewebe [Malachi et al., 1993].
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Normale Nebenschilddriise Nebenschilddriisen-
(polyklonales Wachstum) hyperplasie

c—@
o,

adenomattse Nebenschilddriise =~ Nebenschilddriisen-
(monoklonales Wachstum) hyperplasie
+ Adenombildung
(poly- + moloklonales
Wachstum)

(nach Driieke, 1995)

Abb. 1.4. Pathogenese der Adenomentstehung bei sekundirem Hyperparathyroidismus. Die dif-
fuse Hyperplasie entwickelt sich zu einer Hyperplasie mit noduldren Formationen, die Zellen mit
monoklonalem Wachstum enthilt. Diese monoklonalen Zellen kénnen sich tiber die gesamte betrof-
fene Nebenschilddriise ausbreiten.
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1.3.2.2.4 Verinderung der Calcium-Sensitivitit

Eine Verschiebung des Calcium setpoints zu hoheren Konzentrationen (Rechtsshift)
bzw. eine geringere Steilheit im sefpoint 146t sich teilweise bei Hyperpara-
thyreoidismus beobachten [Brown et al., 1982 u. 1983; Wallfelt et al., 1988; Delmez
etal., 1989; Ali et al., 1993; Felsenfeld & Llach, 1993; Malberti et al., 1993b]. Dies spricht
fiir eine verringerte Calcium-Sensitivitdt der Nebenschilddriisen.

Ursachen fiir diese verdnderte Calcium-Sensitivitit konnten in funktionellen
Veranderungen des CaR oder der sich anschlieenden Signalkaskade liegen. Eine
Abnahme des CaR-Gehaltes wiirde ebenfalls eine Verminderung der Calcium-
Sensitivitdt der Nebenschilddriisen bewirken. In vitro zeigt sich in kultivierten
Nebenschilddriisenzellen eine abnehmende Sensitivitdt gegentiber extrazelluldrem
Calcium bei gleichzeitiger Verringerung der CaR-Expression [Brown et al., 1995;
Mithal et al., 1995]. Auch bei sHPT ist eine Reduktion des CaR beschrieben [Kifor
et al., 1996; Gogusev et al., 1997].

Auflerdem ergibt sich aus der in 1.3.2.2.1 beschriebenen Beziehung zwischen Calcium
und Proliferation die Moglichkeit, dafl eine somatische Verdnderung des CaR-Gens
bei sHPT tumorig wirken konnte. Mehrere Mutationen des humanen parathyreoi-
dalen CaR-Gens bei erblichen Erkrankungen sind bekannt, die mit einem abnormalen
Calcium setpoint einhergehen. Eine verminderte Calcium-Sensitivitdt durch inakti-
vierende Mutationen des CaR liegt bei der familidren hypocaliurischen Hypercalcimie
(FHH) und deren homozygoter Form, dem neonatalen schwergradigen Hyperpara-
thyreoidismus (NSHPT), vor [Pollak et al., 1993; Pearce et al., 1995; Heath et al., 1996].
Eine aktivierende Mutation mit Verminderung des Calcium setpoints ist dagegen bei

der autosomal dominanten Hypocalcdmie vorhanden [Pollak et al., 1994].
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Anzahl der Patienten mit sekunddrem Hyperparathyreoidismus (sHPT), die in
der Klinik fiir Nephrologie und Rheumatologie der Heinrich-Heine-Universitit behan-
delt werden, ist sehr gro. Wenn die Standard-Therapie nicht mehr zu einer
Suppression des sHPT fiihrt, werden die Patienten zur subtotalen oder totalen
Parathyreoidektomie (PTX) in die chirurgische Klinik A tiberwiesen.

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen, die zur Entstehung des
therapierefraktiren sekunddren Hyperparathyreoidismus fiihren, sind noch nicht voll-
standig aufgekldrt. Auch die Rolle des 1993 von Brown et al. erstmals beschriebe-
nen Calcium Rezeptors (CaR) ist grofStenteils noch unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit soll anhand der durch PTX zur Verfiigung stehenden
Patienten-Gewebe die Expression des CaR auf mRNA-Ebene bei sHPT mit Hilfe der
in situ Hybridisierung und ihrer semiquantitativen Auswertung untersucht werden.
Die Methode der in situ Hybridisierung wurde gewd&hlt, weil sie eine gleichzeitige
Beurteilung von Expression und Gewebsmorphologie ermdglicht.

Die Arbeitshypothese besteht in der Annahme, da§ der sHPT mit einer verminder-
ten mRNA-Expression des CaR verbunden sein kénnte.

Eine weitere offene Frage ist, ob die bei zunehmender Monoklonalitit sich entwi-
ckelnde Autonomie eventuell zu einer weiteren Abnahme der Expression fiihrt. Daher
soll untersucht werden, ob sich die verminderte Expression der CaR mRNA mit dem
histologischen Befund der sHPT-Gewebe (diffus hyperplastisch oder nodulér) kor-

relieren 14£3t.
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2 MATERIAL

2.1 Gewebe

Untersucht wurden ein normales Nebenschilddriisengewebe, das von Herrn Prof.
Driieke (Paris) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde, und Nebenschild-
driisengewebe von fiinf Patienten mit pHPT (4 weibliche, 1 ménnliches) und acht
Patienten mit sHPT (6 weibliche, 2 ménnliche), die von 1995 bis 1997 in der Chirurgie
der Universitdtsklinik Diisseldorf operiert wurden.

Der sHPT resultierte in allen Fillen aus einer chronischen Niereninsuffizienz. Zwei
Patienten mit sHPT waren nierentransplantiert, zwei Patienten wurden durch CAPD,
weitere vier mit Himodialyse behandelt. Durch einen funktionellen Test wurden die
Nebenschilddriisen vor der operativen Entfernung charakterisiert (s. Tab. 2.1 und
2.2) und die Ergebnisse zur Indikationsstellung der Parathyreoidektomie mit hin-
zugezogen. Die histologische Einstufung erfolgte in hyperplastisch (diffus) oder nodu-
lar. Unmittelbar postoperativ wurden die Gewebe in bei -80° C gelagertem Isopentan
schockgefroren und bei -80° C aufbewahrt (Kiihlschrank, Bio Freezer, Forma

Scientific).

Tabelle 2.1: Klinische Charakterisierung der sHPT-Gewebe:

sHPT | Nieren-Ersatz- setpoint slope PTH PTH
Nr. Therapie Ca (mmol/1) [PTH pmol/0,01| Maximum |Minimum
mmol Ca (pmol/1) (pmol/1)

1 CAPD 1,22 2,61 192 14,1
2 NTX
3 HD 1,45 0 249 101,0
4 NTX nur Suppression 32,0
5 HD 1,14 6,8 263,25 117,0
6 CAPD 1,14 52,5 263,25 42,5
7 HD 1,17 2,2 61,9 22,2
8 HD 1,13 18,8 2455 57,5

CAPD = Kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse, HD = Himodialyse, NTX = Nierentransplantation;
setpoint = Calcium-Konzentration, die zu einer halbmaximalen Suppression der PTH-Sekretion fiihrt;
slope = Steilheit der Kurve im setpoint (s. Abb. 1.2; Kap. 1.2.2.1)

Normwerte: Calcium setpoint: 1,1 mM; PTH: 1,1 - 5,8 pmol/1
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2.2 Reagentien und Chemikalien

Anti-DIG-AP, Fab-Fragmente (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim )
Aquatex (Merck, Darmstadt)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat - BCIP (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim)

Dextransulfat (Sigma, Deisenhofen)

DIG Control Teststrips (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

DIG Oligonucleotide Tailing Kit (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
DIG Quantification Teststrips (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
EDTA - Ethylenediaminetetraacetid Acid (Sigma, Deisenhofen)

Ethanol 100 % (Merck, Darmstadt)

Ficoll (Sigma, Deisenhofen)

Formamid deionisiert (Sigma, Deisenhofen)

HeringsspermaDNA (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Levamisol (Sigma, Deisenhofen)

Lithiumchlorid 8M Lésung (Sigma, Deisenhofen)

Magnesiumchlorid (6H20) (Sigma, Deisenhofen)

Maleinsdure (Sigma, Deisenhofen)

Natriumchlorid (Sigma, Deisenhofen)

Natriumdihydrogenphosphat (Sigma, Deisenhofen)
Natriumhydrogenphosphat (Sigma, Deisenhofen)

Natriumzitrat (Sigma, Deisenhofen)

Nitrobluetetrazoliumchlorid - NBT (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Normales Schafserum (Sigma, Deisenhofen)

Paraformaldehyd (Sigma, Deisenhofen)

Pepsin (Sigma, Deisenhofen)

Poly (A) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Poly (dA) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Polyvinylpyrrolidon (Sigma, Deisenhofen)

Rinderserumalbumin / Bovine Albumin Fraction 5 (Sigma, Deisenhofen)
Salzsaure 37% (Merck, Darmstadt)

SDS 20% (Sigma, Deisenhofen)

Tris HCL - Trizma Hydrochloride (Sigma, Deisenhofen)

Triton X 100 (Sigma, Deisenhofen)

Yeast tRNA (Sigma, Deisenhofen)
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2.3 Standardlosungen

Phosphatpuffer 0,2 M, pH 7,4:

Na2HPO4 229¢
NaH2PO4 46 g
H20 ad 11

Losung vor Gebrauch autoklavieren

PBS (Phophate buffered saline):
Phosphatepuffer 0,1 M
NaCl 9¢g/1

4 % Paraformaldehydlosung (PFA):
4 g PFA pro 100 ml PBS

langsam auf 60° C erhitzen,

einige Tropfen 10 N NaOH zugeben,
vor Gebrauch filtern,

innerhalb von 8 Stunden verbrauchen

Prahybridisierungslésung

Gesamtvolumen: 1000 ul
Formamide deionisiert 100% 500 ul
20 X SSC 200 ul
Dextransulfat 50% (w/v) 200 ul
50 X Denhardt 20 ul
Heringssperma DNA (10 mg/ml) 10 ul
Yeast tRNA (20mg/ml) 10 ul
SDS 20% 10 ul
Poly (A) (100 pg/ml) 10 ul
Poly (dA) (5 ug/ml) 20 ul
bidestilliertes Wasser 20 ul
Hybridisierungslésung.:

Prahybridisierungslosung 100 ul

plus 150 ng Oligonukleotidsonde

Fiarbeldsung:

NBT (100mg/ml) 45 ul
BCIP (50 mg/ml) 35 ul
Levamisol 24 mg
Losung 2 ad 10 ml

20X SSC, pH 7:

Natriumzitrat (0,3 M) 882¢g
Natriumchlorid (3 M) 1755 ¢g
bidestilliertes Wasser ad 11

Loésung vor Gebrauch autoklavieren

Denhardt’s 50X:

1% Polyvinylpyrrolidon
1% BSA Fraktion 5

1% Ficoll

Dextransulfat-Stammlésung 50% (w/v)
Dextransulfat 50 g

bidestilliertes Wasser ad 100 ml
Losung 1, pH 7,5:

Tris HCI (100 mM) 1576 g
NaCl (150 mM) 876 g
bidestilliertes Wasser 11
Losung 2, pH 9,5:

Tris HCI (100 mM) 15,76 g
NaCl (100 mM) 584g
MgCl2(6H20) (50 mM) 10,16 g
bidestilliertes Wasser 11
Losung 3, pH 8:

Tris HCI (10 mM) 1,58 g
EDTA (1 mM) 0372 g
bidestilliertes Wasser 11

5 bis 30 min vor Gebrauch herstellen, filtrieren,

vor Lichteinfall schiitzen.
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2.4 Oligonukleotidsonden

Die synthetische Herstellung von Oligonukleotidsonden bietet die Moglichkeit, sehr
spezifische Markermolekiile fiir eine schon veroffentlichte DNA-Sequenz zu erhal-
ten. So lassen sich die Oligonukleotidsonden bei gewtinschtem mRNA-Nachweis spe-
zifisch fiir die kodierende Sequenz und damit nur spezifisch fiir die darzustellende
RNA erstellen. Die Spezifitit der Sonde kann durch einen Vergleich mit dem Bestand
bekannter Genbanken bestétigt werden. Ein weiterer Vorteil der synthetischen
Herstellung ist die Tatsache, dal das Markermolekiil in gereinigter Form und aus-
reichender Menge vorliegt.

Die Stabilitdt der Hybride wird nicht so sehr von ihrer Lénge, als vielmehr von dem
Gehalt an G-C beeinflufit. Vergleichende Studien zeigten, dal schon sehr kurze
Oligonukleotide mit 15 bis 20 Basen stabile Hybride ausbilden. Je mehr G-C-
Paarungen sich ausbilden konnen, desto mehr Wasserstoffbriickenbindungen sind
vorhanden, die die beiden komplementédren Nukleotidstrange verbinden, und desto
stabiler sind die gebildeten Hybride. Der optimale G-C-Gehalt liegt bei 55 bis 65%
(Fournier, Histologie moléculaire, Kp. 3, 5.21/22).

Folgende Oligonukleotidsonden wurden in dieser Studie verwendet:

PTH sense 30-mer Oligonukleotid
PTH S: 5-CGA TGG AGA GAG TAG AAT GGC TGC GTA AGA-3’,
korrespondierend zu den Basen 358 (5”) - 387 (3')

PTH antisense 30-mer Oligonukleotide

PTH AS: 5-TCT TAC GCA GCC ATT CTA CTC TTC CCA TCG-3/,
korrespondierend zu den Basen 387 (5) - 358(3")

PTH AS 1: 5- CAT TGT CTT CCT TTT TTC GGG GCC -3,
korrespondierend zu den Basen 480 (5”) - 457 (3')

Diese Oligonukleotide sind bezogen auf cDNA PTHhum. 1156 bp Acess.Nr. 6BJ00301.
Sie wurden tiber die Datenbank GenEmbl auf die Spezifitét fiir die kodierende
Sequenz des PTHs iiberpriift. In allen drei Féllen wurde diese und die angegebene
Lokalisation bestitigt und eine Ubereinstimmung mit anderen Gensequenzen aus-

geschlossen.
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CaR antisense 22-mer Oligonukleotide:

CAR 1: 5¥-TTGCGGAACTTGATGAAGACGA-3,
korrespondierend zu den Basen 2412 (5) - 2433(3")
CAR 2: 5-ATGCTGAAGGTGATGAACTTGG-3,
korrespondierend zu den Basen 2928 (5’) - 2949 (3')

Die Sequenz dieser Oligonukleotide wurde aus Gogusev et al. (1997) tibernommen.

Die antisense Oligonukleotide wurden als Gemisch verwendet, nachdem sich in den
Voruntersuchungen gezeigt hatte, daf jedes fiir sich ein spezifisches Signal erzeug-

te. Durch die Mischung lief3 sich die Sensitivitat erhéhen.

2.5 Software

Standard-Microsoft-Software: Excel 7.0, Powerpoint 7.0, WinWord 6.0 und 7.0
bzw. Word 97

2.6 Arbeitsplatzsituation

Die Arbeiten wurden 1996 in der INSERM-Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med.
Driieke am Hopital Necker (Paris) im Rahmen eines einjahrigen Forschungs-
aufenthaltes begonnen. Bei Wiederaufnahme meines Studiums an der HHU
Diisseldorf (SS 1997) wurde parallel ein Laborplatz in der Klinik fiir Nephrologie
eingerichtet. Nachdem dieser im November 1997 mit den notwendigen Gerdten und

Materialien ausgestattet war, wurden die Untersuchungen dort weitergefiihrt.
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3 METHODE

3.1 Prinzip der in situ Hybridisierung (s. Abb. 3.1)

Die in situ Hybridisierung ist eine Methode, die die Moglichkeit er6ffnet, sowohl
DNA- wie RNA-Sequenzen mit Hilfe von Nukleinsduresonden in Geweben und
Zellen sichtbar zu machen. Bedeutung hat diese Technik auch fiir die Untersuchung
raumlicher und zeitlicher Expressionsmuster erlangt.

Das Prinzip der in situ Hybridisierung beruht auf der Reassoziationskinetik von
Nukleinsduredoppelstrangen. Zwischen der Sonde und der nachzuweisenden
Sequenz sollen sich hierbei moglichst stabile Hybride ausbilden.

Der Erfolg einer in situ Hybridisierung hiangt nicht zuletzt von der Konservierung
des Ausgangsmaterials ab, bei der Zielsequenzen und Gewebemorphologie erhal-
ten bleiben sollen. Gleichzeitig muf3 das konservierte Gewebe fiir die Sonde und die
Nachweisreagentien permeabel sein. Wenn RNA-Sequenzen nachgewiesen werden
sollen, muf gleichzeitig eine Aktivierung von im Gewebe vorhandenen RNasen ver-
mieden werden. Deshalb sollten die Gewebe nach Entnahme so schnell wie mog-
lich schockgefroren und bis zur Fixierung nicht aufgetaut werden. Eine Kontamination
der Gewebe / Objekttrager durch RNasen, die sich an den Handen befinden, ist durch
die Benutzung von sauberen Handschuhen zu vermeiden.

Die Fixierung kann durch zwei verschiedene Gruppen von Fixiermitteln erfolgen.
Wihrend die eine Gruppe die Praparate quervernetzt (z. B. Glutaraldehyd, Formal-
dehyd, Paraformaldehyd), f4llt die andere Protein aus (z. B. Ethanol oder Methanol
im Verhiltnis 3:1 mit Essigsdure gemischt). Quervernetzende Mittel erhalten zwar
die Struktur des Gewebes und die in ihnen enthaltenen Nukleinsiduren, vermindern
jedoch die Permeabilitdt, so dafl Sonde und Nachweisreagentien schlecht eindrin-
gen konnen. In diesen Fallen kann es erforderlich sein, die Permeabilitdt des Gewebes
vor der in situ Hybridisierung durch zusétzliche Schritte, z.B. eine Inkubation mit
proteinabbauenden Enzymen (z. B. Pronase E, Proteinase K, Pepsin/HCI) zu erho-
hen. Prazipitierende Fixiermittel verringern die Gewebedurchlassigkeit kaum, kon-
nen aber die Morpholgie beeintrachtigen und zum Verlust der Nukleinsduren fiih-
ren. Schnittprdparate, vor allem fiir den Nachweis von mRNA und von
Virussequenzen, werden gewohnlich mit Glutaraldehyd und /oder Formaldehyd bzw.

Paraformaldehyd fixiert. Fiir jeden Gewebetyp muf8 Art und Dauer der Fixierung

28



METHODE

sorgfdltig ausgetestet werden. Die 30mintitige Fixierung in 4%iger Paraformal-
dehydlosung erwies sich fiir Nebenschilddriisengewebe als die giinstigste. Vor allem
nach einer Quervernetzung der Proteine mit Paraformaldehyd ist eine
Permeabilisierung erforderlich. Hierbei muf3 die optimale Konzentration, die das
Gewebe gut permabilisiert, ohne die Gewebsmorphologie zu beeintrédchtigen, gefun-
den werden. Fiir die Permeabilisierung des Nebenschilddriisengewebes erwies sich
als einziges Enzym das Pepsin als geeignet. Bei allen anderen wurde die Gewebe-
struktur zu stark beeintrachtigt oder sogar zerstort. Die Konzentration des Pepsins
wurde in einem Bereich zwischen 20 und 100 pg/ml getestet. Eine Konzen-tration
von 20 pg/ml reichte aus, um bei erhaltener Morphlogie eine gute Durchlassigkeit
zu gewdhrleisten.

Der Nachweis der Hybride erfolgt nicht-radioaktiv mittels Digoxigenin-markierter
Oligonukleotidsonden. Digoxigenin ist ein pflanzliches Steroid aus Digitalis purpura
und Digitalis lanata. In Form der modifizierten Nukleotide Digoxigenin-11-UTP bezie-
hungsweise Digoxigenin-11-dUTP wird es als Marker fiir die nicht-radioaktive in situ
Hybridisierung verwendet. Digoxigenin ist ein Hapten, gegen das spezifische
Antikorper-Fab-Fragmente erhiltlich sind. Diese Antikorper sind mit Enzymen
(z. B. AP) gekoppelt, die mit Hilfe von zugegebenen Reagentien einen Farbnieder-
schlag im Gewebe bewirken, durch den die Hybride sichtbar werden.

Die im weiteren angegebene Versuchsdurchfiithrung basiert auf dem von Gogusev
et al. (1997) entwickelten Versuchsprotokoll. Die vorgenommenen Anderungen sind

in Zusammenarbeit mit dieser Arbeitsgruppe in Paris erarbeitet worden.

3.2 Erstellung und Fixierung der Gewebsschnitte

Am Microtom (Slee Technik Mainz, Kry 220, MPE) wurden bei -20° C Schnitte von
10 ym Dicke gefertigt und auf SuperFrost*/Plus Objekttrager (Menzel-Glaser) auf-
gezogen. Gefrierschnitte ermdglichen eine hohe Nachweissensitivitat, jedoch ist die
Handhabung der Schnitte schwieriger als die von Paraffinschnitten. So wurden sie
bis zum Beginn der Fixierung bei -20° C gelagert, um eine Aktivierung der im Gewebe

vorhandenen RNase zu verhindern.

29



METHODE

Die Fixierung erfolgte 30 Minuten in 4%iger Paraformaldehydlosung. Nach drei
5mintitigen Waschungen in PBS-Losung wurden die Schnitte in einer Ethanolreihe
- 70, 80, 100%, jeweils 2 Minuten - entwéssert und an der Luft getrocknet. Um zu
vermeiden, daff die Schnitte wieder Wasser aufnehmen konnten, wurden die
Objekttrager in Aufbewahrungsbehilter, die durch eine Parafilmabdichtung luftdicht
abschlossen, verpackt und bei -20° C gelagert.

3.3 Markierung der Oligonukleotidsonden

Oligonukleotidsonden werden tiblicherweise durch die als Endmarkierung (englisch:
Tailing) bezeichnete Methode markiert. Hierbei wird an ihr 3’-Ende eine Kette aus
20 bis 100 Digoxigenin-11-dUTP geheftet. Dies geschieht mit Hilfe der Terminalen
Transferase.

In dieser Studie wurde der Tailing Kit von Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim verwendet. Der Reaktionsansatz wurde laut Herstellerangaben fiir 100
pmol einer Oligonukleotidsonde angesetzt. Die Tailing-Reaktion fand 45 Minuten
bei 37° C im Thermoblock (Eppendorf, Koln) statt. Durch Zugabe von 1 ul einer
Mischung aus 2 ul Glykogen und 200 u1 0,2 M EDTA (pH 8) wurde sie beendet. 2,5
ul4 M Lithiumchlorid und 75 ul 100%iges Ethanol, das auf -20° C gekiihlt war, bewirk-
ten die Ausféllung der Oligonukleotidsonde bei -20° C wihrend mindestens 2
Stunden. Anschlieend erfolgte eine 1stiindige Zentrifugation mit 12.000 g (x g) bei
4° C (Sigma Zentrifuge 2-15, Sigma, Osterode). Der Uberstand wurde abpippetiert
und das Pellet in der Vakuumzentrifuge (Bachhofer, Reutlingen) lyophilisiert. Durch
Zugabe von 100 ul sterilen bidestilierten Wassers entsteht eine Losung mit einer
Konzentration von 1 pmol/ ul.

Uberpriift wurde der Erfolg der Markierung mit Hilfe von dafiir entwickelten
Teststreifen und Kontrollstreifen, Boehringer Mannheim. Das Protokoll des

Herstellers wurde ohne Anderungen iibernommen.
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3.4 Protokoll der in situ Hybridisierung

Als erstes wurden die Gewebsschnitte 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur getrock-
net. Drei 5mintitige Waschungen mit PBS-Losung folgten. Vor Beginn der
Hybridisierung wurden die Gewebe durch eine Inkubation in 0,01 N HCl mit
20 pg/ml Pepsin bei 37° C permeabilisiert. Nach drei weiteren 5miniitigen
Waschschritten in PBS-Losung und zehn Minuten Inkubation in 2 X SSC erfolgte die
Prahybridisierung wéahrend drei Stunden bei Raumtemperatur mit 100 ul
Prahybridisierungslésung pro Gewebsschnitt. Diese Reaktion fand wie alle, aufSer
den Waschungen in einer von der Firma Welabo, Diisseldorf, gefertigten
Hybridisierungskammer aus Plexiglas statt. Fiir die Hybridisierungslésung wurden
die Prahybridisierungslosung und das markierte Oligonukleotid so gemischt, daf8
eine Endkonzentration der Oligonukleotidsonde von 150 ng/100 ul Hybridisie-
rungslosung entstand. Auf jeden Gewebsschnitt wurden 100 ul Losung gegeben. Nach
16 Stunden Hybridisierung bei 37° C im Hybridisierungsofen (Biometra OV1) folg-
ten mehrere Waschschritte: 2 mal 30 Minuten mit 2 X SSC, 2 mal 30 Minuten mit 1
X SSC, jeweils bei Raumtemperatur auf dem Schiittler (GFL 3005), 15 Minuten in 0,5
X SSC bei 37° C im Hybridisierungsofen, 15 Minuten in 0,25 X SSC bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler. Die immunhistochemische Visualisierung der
Hybride begann mit einer 5miniitigen Inkubation in Losung 1. Es folgte eine 30
Minuten dauernde Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen des Antikorkpers
durch Losung 1, die zusétzlich 2% normales Schafserum und 0,1% Triton X 100 ent-
hielt. Auf jeden Objekttrdger wurden 200 ul gegeben. Die Zugabe des Antidigoxigenin-
AP-Fab-Fragmentes erfolgte in einer Verdiinnung von 1:1000 in Lésung 1, unter Zusatz
von 1% normalem Schafserum und 0,1% Triton. Nachdem 100 ul dieser Losung auf
jeden Gewebsschnitt gegeben wurden, wurden sie bei 4° C tiber Nacht inkubiert. Auf
drei 5mintitige Waschungen in Losung 1 folgten zwei weitere 5Smintitige Waschungen
in Losung 2, jeweils unter Nutzung des Schiittlers. Nun folgte die Zugabe der
Farbelosung, 300 ul pro Objekttrager. Die Farbreaktion dauerte 2 bis 24 Stunden. Sie
mufSte ohne Lichtexposition stattfinden. Nach 4 bis 6 Stunden war in der Regel ein
eindeutiges Signal im Mikroskop erkennbar, so dafd die Farbung durch zwei 15minii-
tige Waschungen in Losung 3 und 2, plus eine weitere gleicher Dauer in bidestilliertem
Wasser beendet wurde. Auch diese Waschschritte fanden auf dem Schiittler statt.
Nachdem die Gewebsschnitte an der Luft getrocknet waren, wurden die Deckglédser
mit Aquatex aufgeklebt und es entstanden Dauerprdparate, die bis zur Auswertung

bei Zimmertemperatur, vor stindigem Lichteinfall geschiitzt, gelagert wurden.
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Legende zu Abb. 3.1: Schematische Darstellung der in situ-Hybridisierung

nachzuweisende mRNA | | | | | | | | | |

DIG-markierte
Oligonukleotidsonde

Hybrid aus Oligonukle-
otidsonde und mRNA

Alkalische Phosphatase (AP) o

Fab-Ak, lll

gekoppelt mit AP

weitere Erlduterungen siehe Kap. 3.1 und 3.4
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ISH

- Schema -

mRNA Sonde

AP

1A

Fab-Ak,
gekoppelt mit AP

Farbreagenz
(NBT + BCIP)

Nebenschilddriisenzelle

Zellkern Patches

(markierte mRNA)

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der in situ-Hybridisierung
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3.5 Kontrollen

Als interne Kontrolle bei der Durchfiihrung der ISH eignet sich ein sense
Oligonukleotid, das in seiner Basensequenz einem Ausschnitt der sense mRNA-
Sequenz entspricht. Deshalb kann keine Hybridbildung erfolgen, so daf in diesem
Fall nicht mit einem spezifischen Signal zu rechnen ist. Nach der Farbreaktion tritt
nur ein geringes unspezifisches Hintergrundsignal auf. Es beruht z.B. auf unspezi-
fischen Prézipitationen und auf wenigen in den Zellen verbliebenen Oligonukleotiden,
an die der Antikorper binden konnte.

Wenn die Waschschritte nicht ausreichen, um ungebundene Oligonukleotide nach
der Hybridisierungzu entfernen, kommt es zu einer stark ausgepragten Farbreaktion.
Diese ist in dem mit einem sense Oligonukleotid markierten Gewebsschnitt klar zu
erkennen.

Eine weitere Kontrolle ist die Negativprobe, bei der die Hybridisierungslésung ohne
Oligonukleotidsonde zugegeben wird. Auch hier kommt es nach Beendigung des
Versuches maximal zu einem leichten Hintergrundsignal.

In dieser Arbeit wurde in jeder Hybridisierungsserie ein PTH sense Oligonukleotid
und eine Negativprobe, der kein Oligonukleotid beigefiigt wurde, als Kontrollen mit-
gefiihrt.

Die Hybridisierung mit PTH antisense Oligonukleotid diente neben der Analyse der
PTH-Expression dem Nachweis, daf$ es sich bei den bearbeiteten Gewebsschnitten

um Nebenschilddriisengewebe handelt.

3.6 Auswertung

Bei der ISH kommt es durch die verschiedenen Reaktionsschritte, z.B. die
Antikdrperbindung und die anschlielende enzymatische Farbreaktion, zu einer viel-
fachen Verstarkung des Signals. Diese ist nur ungefdhr quantifizierbar. Ein
Riickschluf$ auf die tatsdchliche Menge der markierten mRNA-Molekiile ist nicht mog-
lich, somit entfdllt die Moglichkeit einer quantitativen Auswertung.

Die Auswertung der ISH erfolgte semiquantitativ durch Auszdhlung markierter und
nicht markierter Zellen als Mag fiir die Expression der nachgewiesenen mRNA. Die

Einarbeitung in die Analyse der ISH erfolgte durch Frau Duchambon in der
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Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Driieke (Paris). Das Konzept der semiquanitativen
Auswertung war ebenfalls Ergebnis dieser Zusammenarbeit.

Bei Beginn der Auswertung (1. Zdhlung der CaR mRNA) wurden die Ergebnisse der
Zahlung stichprobenartig von Frau Duchambon auf ihre Reproduzierbarkeit tiber-
priift.

Fir die Auszdhlung wurde die 640er Vergroflerung gewdhlt. Bei dieser starken
Vergroflerungsstufe sind die Zellen leicht von einander abzugrenzen. Durch
Benutzung der Mikrometerschraube ist klar zu erkennen, ob es sich um ein spezi-
fisches Signal im Zytoplasma der Zelle handelt oder um ein unspezifisches Prézipitat.
Pro markiertem Gewebsschnitt wurden in 10 unterschiedlichen, durch Blind-
einstellung zuféllig ausgewahlten Gesichtsfeldern jeweils 100 Zellen, markierte und
nicht markierte, ausgezahlt. Weil in jedem Fall die gleiche Anzahl von 10 x 100 Zellen
bewertet wurde, konnte die Grofle des Gewebsschnittes keinen Einflufl auf die
Ergebnisse nehmen. Um Doppelzdhlungen der Zellen zu vermeiden, erfolgte die
Zahlung im zentralen Bereich des Gesichtsfeldes mdanderférmig.

Da diese Auswertung sehr arbeits- und zeitintensiv war, gelang es aus
arbeitsorganisatorischen Griinden nicht, die Zdhlung von einem zweiten Beobachter
wiederholen zu lassen. Dies hitte fiir den zweiten Beobachter eine griindliche
Einarbeitung in die Analytik der mikroskopischen Schnitte vorausgesetzt. Denn nicht
immer sind unspezifische Prazipitationen einfach vom spezifischen Signal in den
Zellen zu unterscheiden. Diese Unterscheidung gelingt nur nach eingehender Ubung
und durch intensiven Einsatz der Mikrometerschraube, mit der beurteilt werden kann,
ob sich das Prazipitat in der Zelle befindet oder tiber /unter dem Niveau der Zelle.
Weil in der zur Verfligung stehenden Zeitspanne kein zweiter Beobachter zur
Verfligung stand, erfolgte mit einer zeitlichen Verzogerung von mindestens 14 Tagen
eine weitere Zdhlung, bei der erst nach Beendigung des Zdhlvorganges festgestellt

wurde, um welches Prédparat es sich handelte.

Der Prozentsatz der positiv markierten Zellen diente als Maf3 fiir die Expression der
CaR bzw. PTH mRNA. Diese Auswertung wurde fiir die Hybridisierung der CaR
mRNA und der PTH mRNA durchgefiihrt.

Eine computergestiitzte Auswertung des Signals stand bei dieser Arbeit nicht zur

Verfiigung.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der ISH der CaR mRNA

Die Tabelle 4.2 stellt die Rohdaten samtlicher Z&hlungen beider Auswertungsreihen
der ISH fiir die CaR mRNA dar. Eine Zusammenfassung bietet Tabelle 4.1:

Tab. 4.1: Gesamtergebnisse der ISH CaR mRNA - % markierte Zellen

gesamtes Gewebe | noduldre Hyperplasie | diffuse Hyperplasie
pHPT 1 49,2 - -
pHPT 2 41,4 - -
pHPT 3 45,6 - -
pHPT 4 40,5 - -
pHPT 5 47,9 - -
sHPT 1 47,2 40,8 50,0
sHPT 2 46,1 - -
sHPT 3 44,2 - -
sHPT 4 47,3 50 48,9
sHPT 5 45,3 - -
sHPT 6 36,6 31,7 41,6
sHPT 7 43,7 - -
sHPT 8 49,1 39,6 49,9
Normalgewebe 49,3 - -

4.1.1 Expression der CaR mRNA im Normalgewebe

Im Normalgewebe waren 49,3% der Zellen fiir die CaR mRNA positiv markiert (s.
Tab. 4.2). Im mikroskopischen Bild eines ISH-Préaparates ergab sich eine felder- oder
gruppenférmige Anfarbung der Zellen. Dies war in allen Geweben beim Nachweis
der mRNA des CaR ausgeprdgter als bei der des PTHs. Hier erschien die
Signaldichte homogener.

Diese war im Normalgewebe besonders stark ausgeprégt, wodurch die Anzahl der
positiven Zellen von Gesichtsfeld zu Gesichtsfeld stark schwankt (s. Tab. 4.2). Dies
1463t sich gleichfalls den Differenztabellen (Tab. 4.3 u. 4.4) entnehmen.
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ERGEBNISSE

Abb. 4.1: ISH CaR mRNA - Normalgewebe - Ubersicht (100fache VergréBerung). Dieses Foto zeigt
die Struktur des gesunden parathyreoidalen Gewebes: Gruppen von Hauptzellen sind umgeben von

Fett- und Bindegewebe, das nicht durch die Oligonukleotidsonde markiert wurde.

Abb. 4.2: ISH CaR mRNA - Normalgewebe - Detailaufnahme (640fache VergrofSerung). In dieser
Vergroflerungsaufnahme 146t sich gut erkennen, dafl die Hauptzellen gruppenférmig angefarbt sind.
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4.1.2 Expression der CaR mRNA in pHPT-Geweben

Die Ergebnisse der ISH der CaR mRNA in den pHPT-Geweben wiesen eine Streuung
von 48,7% bis 40,2% positiv markierten Zellen auf. Damit lagen zwei der pHPT-
Gewebe (Nr. 1 u. 5) im Bereich des Normalgewebes, eines im mittleren Bereich (Nr.

3), wahrend die Gewebe Nr. 2 u. 4 etwa 10% darunter lagen.

Expression der CaR mRNA in pHPT-Geweben

50
45 - ]
40 - — W pHPT 1
8 35- — I pHPT 2
g 301 — [ pHPT 3
£ ;g i ] I pHPT 4
g 20+ |
£ 15 B I pHPT 5
% 10 - - Il Normalgewebe
S
5 |
0-

Abb. 4.3. Ergebnisse ISH der CaR mRNA in pHPT-Geweben im Vergleich zum Normalgewebe.
Aus dem Diagramm ist ersichtlich, daf die CaR-Expression in den pHPT-Geweben variabel ist, mit
einer Tendenz zur Verminderung, (weitere Erlduterungen s. o., Standardabweichungen s. Tab. 4.2).
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!. wa? ."‘.o ~#ns® 20

Abb. 4.4: THS CaR mRNA - pHTP - Ubersicht (100fache VergréBerung) Dieses Foto zeigt den spe-
zifischen CaR mRNA-Nachweis in den parathyreoidalen Hauptzellen. Das in der Bildmitte vorhan-
dene Bindegewebe ist negativ.
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Abb. 4.5: ISH CaR mRNA - pHPT - Detailaufnahme (640fache Vergrofierung) Auf diesem Foto ist
die gruppenformige Anfirbung der Hauptzellen gut erkennbar. Eindeutig positive Zellen befinden
sich in der rechten oberen Ecke und in der Bildmitte.
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4.1.3 Expression der CaR mRNA in sHPT-Geweben

Die Ergebnisse der ISH fiir die CaR mRNA der sHPT-Gewebe schwankten von 36,6%
bis 49,1% positiv markierte Zellen (s. Tab. 4.1 u. Abb. 4.2). Damit lag die CaR mRNA-
Expression in allen sHPT-Geweben , aufSer im Gewebe Nr. 8, unterhalb der Expression

der CaR mRNA im Normalgewebe. Am ausgeprédgtesten war die Reduktion im
Gewebe Nr. 6.

Expression der CaR mRNA in sHPT-Geweben

50 —

45 — M sHPT 1

40 - [ sHPT 2
§ 35 M sHPT 3
E 30 - W sHPT 4
£ 254 []sHPT 5
2 20 W sHPT 6
g 154 B sHPT 7
< 101 [] sHPT 8

g 7 B Normalgewebe

Abb. 4.6: Gesamtergebnisse der ISH CaR mRNA der sHPT-Gewebe im Vergleich zum
Normalgewebe. Die sHPT-Gewebe zeigen eine variable Expression der CaR mRNA, wobei bis auf
das Gewebe Nr. 8 alle Gewebe eine reduzierte Expression aufweisen. Diese Reduktion ist im Gewebe
Nr. 6 am stirksten ausgeprégt (Standardabweichungen s. Tab. 4.2).

Die ISH erméglicht es, die Morphologie der Gewebe und die markierte mRNA gleich-
zeitig zu beurteilen. Bei den sHPT-Geweben war es in vier Féllen moglich, nodose
Formationen von Regionen mit diffuser Hyperplasie zu unterscheiden (Abb. 4.9).
Bei der getrennten Auszidhlung dieser Zonen konnte in drei dieser vier Gewebe (sHPT
1, 6 u. 8) ein Unterschied von 10% festgestellt werden. In den noddsen Arealen waren
10% weniger Zellen positiv fiir die mRNA des CaR als in Regionen mit diffuser
Hyperplasie (s. Tab. 4.1 u. Tab. 4.2).
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Expression der CaR mRNA in nod6sen und diffus

hyperplastischen Arealen von sHPT-Geweben

— | Il gesamt
— | [l nodos
— | [] diffus

% markierte Zellen
)
)
L

sHPT 1 sHPT 4 sHPT 6 sHPT 8

Abb. 4.7: Ergebnisse der ISH CaR mRNA der sHTP-Gewebe mit noddsen und diffus hyperplas-
tischen Arealen. Die Expression der CaR mRNA ist in drei der vier Félle in den noddsen Arealen
um 10% vermindert. (Standardabweichungen s. Tab. 4.2)

Abb. 4.8: ISH CaR mRNA - sHPT - Ubersicht (100fache VergréBerung): Dieses Foto illustriert sehr
gut, dal man das Signal und die Gewebsmorphologie gleichzeitig beurteilen kann. Die linke Bildhélfte
zeigt eine Zone mit diffuser Hyperplasie der Hauptzellen. Rechts ist ein nodulédres Areal zu erken-
nen.
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Im mikroskopischen Bild eines ISH-Préparates ergibt sich eine felder-/ gruppenfor-
mige Anfiarbung der Zellen. Dies war beim Nachweis der mRNA des CaR ausge-
pragter als bei der des PTHs. Hier erschien die Signaldichte homogener. Dies 148t
sich an den Differenztabellen (Tab. 4.3 u. 4.4), die die Schwankungsbreite zwischen
der ersten und der zweiten Zihlung darstellen, ablesen. Der Median der prozentu-
alen Schwankung - gemittelt tiber alle Zdhlungen - liegt fiir die mRNA des CaR bei
16, 3 und bei der des PTH bei 9,6.

p - o

T A /"' ,
he® “ 2

Abb. 4.9: ISH CaR mRNA - sHPT - Detailaufnahme (640fache Vergrofierung) - In diesem Foto ist
zu erkennen, dafl im Bindegewebe und in dem Gefaf kein Signal vorhanden ist. Hier liegt eine inter-
ne Negativkontrolle vor, die zeigt, da8 durch die ISH ein spezifisches Signal, in diesem Fall fiir die
CaR mRNA, erzeugt wird.
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4.2 Ergebnisse der ISH der PTH mRNA

Die Tabelle 4.6 stellt die Rohdaten aller Zdhlungen beider Auswertungsreihen der
ISH fiir die mRNA des PTH dar. Eine Zusammenfassung bietet Tabelle 4.5:

Tab. 4.5: Gesamtergebnisse der ISH PTH mRNA

gesamtes Gewebe | noduldre Hyperplasie | diffuse Hyperplasie
pHPT 1 65,5 - -
pHPT 2 63,0 - -
pHPT 3 57,5 - -
pHPT 4 64,9 - -
pHPT 5 54,6 - -
sHPT 1 63,8 66,0 63,2
sHPT 2 74,9 - -
sHPT 3 65,1 - -
sHPT 4 58,8 - -
sHPT 5 55,4 - -
sHPT 6 66,5 64,3 60,8
sHPT 7 63,3 - -
sHPT 8 68,6 69,1 67,7
Normalgewebe 58,8 - -
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4.2.1 Expression der PTH mRNA im Normalgewebe

Im Normalgewebe waren 58,8% der Zellen fiir die PTH mRNA positiv markiert (s.
Tab. 4.6). Die gruppenférmige Anfiarbung der Zellen war hier besonders stark aus-
gepragt, wodurch die Anzahl der positiven Zellen von Gesichtsfeld zu Gesichtsfeld
stark schwankte (s. Tab. 4.6). Dies 148t sich gleichfalls den Differenztabellen (Tab.
4.3 u. 4.4) entnehmen und fiihrt zu einer hohen Standardabweichung (s. Tab. 4.6).

e A5
i‘o

Abb. 4.10: ISH PTH mRNA - Normalgewebe - Ubersicht (400fache Vergroferung) - Dieses Foto
zeigt die felderférmige Anfarbung der parathyreoidalen Hauptzellen. Diese Art der Markierung ist
im Normalgewebe stark ausgepréagt.

49



ERGEBNISSE

4.2.2 Expression der PTH mRNA in pHPT-Geweben

Die Ergebnisse der ISH der PTH mRNA der pHPT-Gewebe sind heterogen und lie-
gen zwischen 54,6% und 65,5% positiv markierte Zellen. Im Vergleich zum Ergebnis
des Normalgewebes - 58,8% positiv markierte Zellen- waren in drei Geweben (pHPT
1, 2 u. 4) mehr Zellen positiv markiert. Das Gewebe pHPT 3 wies ebenso viele und
das Gewebe pHPT 5 weniger markierte Zellen als das Normalgewebe auf (s. Tab.
4.6 und Abb. 4.11).

Expression der PTH mRNA in pHPT-Geweben

80
: M pHPT 1
= 60 — W pHPT 2
P [ pHPT 3
3 40 I pHPT 4
g 20 W pHPT 5
S Il Normalgewebe
0

Abb. 4.11: Ergebnisse der ISH PTH mRNA der pHPT-Gewebe im Vergleich zum Normalgewebe.
In drei der pHPT-Gewebe (Nr. 1, 2 u. 4) lag die PTH-Expression hoher als im Normalgewebe. Gewebe
Nr. 3 exprimierte die PTH mRNA ebenso stark wie das Normalgewebe, u. im Gewebe Nr. 5 lag eine
reduzierte Expression vor (Standardabweichung s. Tab. 4.6).

=

5 ‘ >y K .~ - " . —_ y “ 3 3 - \ A
Abb. 4.12: ISH PTH mRNA - pHTP - Ubersicht (400fache VergréBerung). Im Streifen aus Bin-

degewebe (oben rechts) ist kein ISH-Signal zu erkennen. Die parathyreoidalen Hauptzellen sind deut-
lich angeféarbt.
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4.2.3 Expression der PTH mRNA in sHPT-Geweben

Die Ergebnisse der ISH der PTH mRNA in den sHPT-Gewebe waren heterogen und
schwankten zwischen 55,4% und 74,9% positiv markierte Zellen. Verglichen mit dem
Normalgewebe, das 58,8% positiv markierte Zellen aufwies, lagen sechs der acht
sHPT-Gewebe tiber dem Normalgewebe. Zwei der sHPT-Gewebe lagen im Bereich

des Normalgewebes (s. Tab. 4.6 u. Abb. 4.13).
Expression der PTH mRNA in sHPT-Geweben

80
_ 70 _ WsHPT 1
= 60 - H sHPT 2
E 50 - B sHPT 3
s W sHPT 4
E 407 [sHPT 5
4 304 W sHPT 6
g 20- M sHPT 7
® 104 [ sHPT 8
0- B Normalgewebe

Abb. 4.13: Gesamtergebnisse der ISH der PTH mRNA in sHPT-Geweben im Vergleich zum
Normalgewebe. Die Expression der PTH mRNA lag in sechs der sHPT-Gewebe geringfiigig tiber
der Expression im Normalgewebe (Standardabweichung s. Tab. 4.6).

Bei der Auszdhlung der ISH fiir die mRNA des PTH ergab sich kein Unterschied

i 5 v' ; . o .
R e L L
. 3 duf SR euie W . . Ve BN e e ¥ ] Sy
(e 7 (o v - T & % Vi e ;“R» b o g

Abb. 4.14: ISH PTH mRNA - sHPT - Ubersichtsaufnahme (100fache VergréBerung) - Auf der lin-
ken Bildseite befindet sich eine Zone mit diffuser Hyperplasie. Auf der rechten Bildseite ist eine nodu-
lare Formation zu erkennen.
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5 DISKUSSION

5.1 Verinderung der CaR-Expression bei sHPT

Der 1993 von Brown et al. erstmals beschriebene CaR, der zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren gehort, besitzt eine Schliisselstellung in der Regulation des

Calciumhaushaltes.

Seine grof3e extrazelluldre Domé&ne umfafit etwa 700 Aminosduren. In ihr liegen die
potentiellen Ca?*-Bindungsstellen. Der CaR besteht aus sieben die Membran durch-
spannenden Segmenten und einer zytosolischen Carboxyl-terminalen Doméne aus
ca. 200 Aminosduren. Er reagiert auf sehr schwache Schwankungen der extrazellu-
laren Calciumkonzentration, die in der Extrazellulérfliissigkeit um 1 mM liegt. Der
CaR stimuliert tiber G-Proteine die Phospholipase C (PLC). Hieraus resultiert ein
ansteigender IP,-Spiegel, der Ca?* aus unterschiedlichen intrazelluléren Speichern
mobilisiert. Die zweite durch den CaR aktivierte Signalkaskade hemmt die Bildung
von intrazellulirem zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP). In den
Nebenschilddriisen vermindert sich bei Aktivierung des CaR die PTH-Sekretion. Die
Antwort auf verdnderte Calciumspiegel im Blut erfolgt Sekunden spéter durch ein

verandertes Sekretionsmuster [Brown et al., 1991; 1999].

Diese physiologische Antwort auf Calcium wird bei Entwicklung des sHPT gestort.
Zuerst ist es die Einschrankung der Nierenfunktion, die die Calcium-Homdostase
stort. Spater kann sich eine Automomie der Nebenschilddriisen, oft kombiniert mit

einer Zunahme der Gewebsmasse, entwickeln.

Zumindest bei einem Teil der Patienten 146t sich in Funktionsuntersuchungen eine

verdanderte Calcium-Sensitivitdt und/oder ein verdnderter setpoint feststellen.
Pathophysiologisch kommen neben somatischen Mutationen oder einer reinen
Funktionsstorung des Rezeptors, z.B. durch verdnderte Glykolisierung und damit

eingeschriankter Ca?*-Bindung, auch eine gestdrte Expression des CaR als Erklarung
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in Frage. Ziel dieser Arbeit war es, die Expression des CaR auf mRNA-Ebene zu unter-
suchen und festzustellen, ob es bei sHPT-Patienten zu einer Verminderung der
Expression des CaR kommt. Hieriiber lagen zu Beginn dieser Arbeit keine

Erkenntnisse vor.
In der Zeit, in der die in dieser Arbeit dargestellten Daten ermittelt wurden, erga-

ben sich erste Hinweise auf eine verminderte Expression des CaR [Kifor et al., 1996;

Gogusev et al., 1997].
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5.2 Untersuchung der CaR-Expression mittels ISH

Die in situ Hybridisierung ist eine sensitive und aussagekraftige Methode zum mRNA-
Nachweis. Im Gegensatz zur reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) bietet sie die
Moglichkeit, die Gewebsmorphologie und die mRNA-Expression gleichzeitig zu beur-

teilen.

Die radioaktive ISH erméglicht eine direkte Messung der Radioaktivitdt des Gewebs-
schnittes, was die Auswertung vereinfacht. Hierbei wird das Signal jedoch nur in
bezug zur Gesamtfldche des Gewebschnittes gesetzt. Deshalb sind die beurteilten
Ausschnitte so zu wihlen, dafd der Anteil unspezifischen Bindegewebes moglichst
gering bleibt. Die in dieser Arbeit gewadhlte Methode der nicht-radioaktiven, digo-
xigenin-markierten ISH und der Auswertung mit Hilfe des Mikroskops ermdglicht
es, die markierte mRNA in den parathyreoidalen Zellen zu beurteilen, ohne daf3
unspezifische Prézipitate oder Gefédfle bzw. Fett- und Bindegewebe das Ergebnis ver-
falschen. Die Auswertung der radioaktiven wie der nicht-radioaktiven in situ
Hybridisierung ist semiquantitativ, weil es in beiden Féllen nicht mdglich ist, von
der Signalstdrke auf die tatsachlich vorhandene mRNA-Menge zu schlielen. Die
Mehrzahl der Studien, die die CaR-Expression untersuchten, lieferten semiquanti-
tative Ergebnisse [Kifor et al., 1996; Farnebo et al., 1997; 1998; Garner et al., 1997;
Gogusev et al., 1997; Kaneko et al., 1999; Corbetta et al., 2000]. Als einzige entwi-
ckelten Garner et al. (1997) ein quantitatives RT-PCR-Essay zur Messung der CaR
mRNA.

Bei einer Methode wie der ISH ist eine 100%tige Markierungsrate nicht zu erwar-
ten, weil es aus technischen Griinden bei einigen Zellen zu einem RNA-Verlust
kommt. So gibt es in jedem Gewebsschnitt angeschnittene Zellen, aus denen die RNA
leicht ausgewaschen werden kann oder die von Beginn an keine der beiden nach-
zuweisenden RNA-Arten enthalten. Desweiteren schwankt der Gehalt von mRNA
in Abhdngigkeit vom Funktionszyklus der Zellen. Bei der ISH ist der freie Anteil der
mRNA, an den sich die Oligonukleotidsonde anlagern kann, entscheidend. Wenn
also viel mRNA zur Translation an Ribosomen gebunden vorliegt, kénnen viele
Bindungstellen fiir die Sonde blockiert sein. Im Extremfall kann dann eine Zelle als

negativ erscheinen.
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Die in dieser Arbeit gewdhlte Auswertung von zwei unabhingigen
Auswertungsreihen, die die Bewertung von 10 x 100 Zellen umfassen, ist sehr umfang-
reich und erméglicht eine umfassende Auswertung der Gewebsschnitte unabhén-
gig von ihrer Grofe. In der Regel liegt die Grofle der sHPT und der pHPT-Gewebe

um ein Vielfaches tiber der des normalen Nebenschilddriisengewebes.
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5.3 Verinderung der gewebssinternen Expressionsmuster

Durch die grofSe Anzahl der analysierten Gesichtsfelder ermdglicht diese Arbeit auch
einen Einblick in die gewebsspezifische Expression des CaR, die sich als ebenso hetero-
gen erweist wie die ebenfalls in anderen Studien beschriebene Variabilitat der

Expression in den untersuchten Geweben.

Interessant ist, dal die Schwankung der gewebsinternen CaR-Expression im
Normalgewebe recht hoch ist. Hier findet sich ein Minimum von 35% und ein
Maximum von 62% positiv markierte Zellen (s. Tab. 4.1). Diese Schwankung ist bei
der Analyse der PTH-Expression im Normalgewebe noch hoher: Hier liegt das
Minimum bei 35% und das Maximum bei 70% markierten Zellen. Im Mikroskop zeigt
sich diese Heterogenitit in einer felder- bzw. gruppenformigen Anfarbung der Zellen,
die schon in der Ubersichtsvergrofierung erkennbar ist. Diese gewebsinternen
Schwankungen der CaR- und der PTH-Expression zeigen einen deutlichen
Unterschied zwischen der Expression im Normalgewebe und der im sHPT- bzw.
pHPT-Gewebe: Die PTH-Expression im Normalgewebe ist heterogener als in den
anderen beiden Gewebsgruppen, was sich u. a. an der mit 9,48 hochsten Standar-
dabweichung wiederspiegelt (s. Tab.4.6). Wie Tabelle 4.4 zeigt, ist die Schwankung
der PTH-Expression mit einem Mittelwert des Medians von 9,5 Verglichen zu einem
Mittelwert von 16,5 fiir die Expression des CaR gemittelt iiber alle Gewebe insge-
samt geringer. Bedeutsam ist festzustellen, dafl die Mehrzahl der sHPT und pHPT-
Gewebe eine hohere PTH-Expression aufweisen als das Normalgewebe. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der fiir den sHPT und den pHPT bekannten
Funktionsstérungen der Nebenschilddriisen. Es konnte ein Hinweis auf eine abneh-

mende Zahl von Zellen, die sich in der Ruhephase befinden, sein.
Die Expression des CaR zeigt sowohl in den sHPT- wie in den pHPT-Geweben eine

erhebliche gewebsinterne Schwankung (Tab. 4.3 u. 4.4). Fraglich bleibt, ob hieraus

ein zumindest in einigen Zellgruppen erhchter CaR mRNA turnover abzuleiten ist.
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5.4 Expression des CaR im Normalgewebe

Die Expression der CaR mRNA im Normalgewebe ist verglichen mit allen anderen

untersuchten Geweben am hdchsten.

Die Studien zur CaR-Expression, die auf das schwer erhiltliche Normalgewebe
zurtickgreifen konnten, zeigen, daf8 die CaR-Expression auch in Normalgeweben sehr

variabel ist [Gogusev et al. 1996, Garner et al., 1997; Corbetta et al., 2000].

Farnebo et al. (1997) zeigten in einem direkten Vergleich von pHPT-Geweben und
den zugehdrigen Normalgewebsbiopsien, daf8 es durch die Hypercalcdmie nicht zur
down Regulation der CaR mRNA kommt, verglichen mit dem Normalgewebe nor-

mocalzidmischer Patienten.

Die von Garner et al. (1997) entwickelte quantitative Messung der CaR mRNA mittels
eines RT-PCR-Assays bestétigt die Untersuchungsergebnisse der semiquantitativen
ISH-Studien. Bei den zwei histologisch normalen Geweben, die mit der quantitati-
ven RT-PCR untersucht wurden, lagen die gemessenen CaR mRNA-Mengen inner-
halb der Streuung der Adenome (pHPT-Gewebe). Die Untersuchung boviner
Normalgewebe zeigte eine variable CaR-Expression, die im Bereich der humanen

Normalgewebe lag.
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5.5 Expression des CaR in pHPT-Geweben

Die in dieser Arbeit untersuchten pHPT-Gewebe wiesen eine unterschiedlich star-
ke CaR mRNA-Expression auf: zwei der fiinf Gewebe exprimierten fast ebenso stark
wie das Normalgewebe, wihrend eines eine geringe und zwei andere eine deutlichere

Reduktion zeigten. Dies stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien tiberein.

So wiesen die von Farnebo et al. (1997) mittels radioaktiver ISH untersuchten
Adenome eine Streuung der CaR mRNA von 98% bis 41%, bezogen auf die zuge-
horigen Biopsien normaler Nebenschilddriisen auf. Auch in der Studie von
Corbetta et al. (2000) exprimierten einige der untersuchten pHPT-Gewebe, die CaR
mRNA genauso stark wie die untersuchten Normalgewebe. Hierbei handelt es sich
jeweils um semiquantitative Ergebnisse. Die einzige Studie, die quantitative
Ergebnisse erhob [Garner et al., 1997], wies sehr variable Mengen an CaR mRNA in
den untersuchten Adenomen nach. Die normalen Gewebe, die mit der gleichen
Methode untersucht wurden, lagen beziiglich der gemessenen CaR mRNA-Menge
innerhalb der Streuung der untersuchten Adenome. In der Diskussion wird die inter-
essante Frage aufgeworfen, ob die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener
Studien, die die in situ Hybridisierung einsetzten, durch die Benutzung unter-
schiedlicher Oligonukleotidsonden begriindet werden kann. Die von Gogusev et al.
(1997) und in dieser Arbeit benutzten Oligonukleotide binden an den Teil der mRNA,
der fiir die transmembranidre und die zytoplasmatische Doméne codiert, wahrend
die von Garner et al. (1997) benutzten Oligonukleotide spezifisch sind fiir den Bereich
der mRNA, der das aminoterminale Ende des CaR codiert. Garner et al. (1997) stell-
ten zur Diskussion, ob durch die unterschiedlichen Oligonucleotide mRNAs fiir ver-
schiedene Molekiile nachgewiesen werden. Hieraus ergibt sich die Frage, ob wei-

tere Calcium messende Rezeptoren existieren.

Die Studien der letzten Jahre lieferten keinen Hinweis fiir die Existenz anderer als
der beiden bekannten Calciumrezeptoren [Brown et al., 1993; Lundgren et al., 1994],
die sich im Hinblick auf ihre molekulare Struktur und ihre Expression deutlich unter-

scheiden:
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Die von Farnebo et al. (1998) durchgefiihrte Studie zur Expression des CAS, des puta-
tiven calcium-sensing Proteins, eines zur Familie der LDL-Rezeptoren gehorigen ein-
fach transmembrandren, groen Glykoproteins, zeigt eine starker verminderte mRNA
ftir CAS als fiir den CaR, wobei keine Korrelation zwischen der Expression des CAS
und der des CaRs feststellbar war. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dafs die
Expression des CaRs generell weniger anfllig fiir Veranderungen ist als die des CAS.
Es gibt Hinweise, daf$ die Expression des CAS abhéngig ist vom Differenzierungsgrad
der Zellen: Untersuchungen der CAS-Expression in verschiedenen Zellkulturen (Maus
F9 embryonale Carcinomzellen, Ratten IRPTC-Zellen des proximalen Nierentubulus
und die humane Chorioncarcinom JEG-3-Zellline), zeigten, daf8 die Expression des
CAS mit der Entdifferenzierung der Zellen zurﬁckgeht [Czekay et al., 1998; Liu et
al., 1998]. Fiir den CaR ist der Verlust des Rezeptors in boviner Nebenschilddriisen-
kultur ebenfalls beschrieben [Mithal et al. 1995].

Fiir beide mRNA-Level, die des CaRs ebenso wie die des CAS, konnte keine
Korrelation mit dem Serum-Calcium, dem PTH-Spiegel im Blut oder dem Gewicht

des Adenoms festgestellt werden. [Farnebo et al., 1998; Corbetta et al., 2000]

Die Expression des CaR wurde auch auf der Proteinebene untersucht: Mit CaR-spe-
zifischen Antikorpern untersuchten Kaneko et al. (1999) die CaR-Protein-Expression
in pHPT-Geweben (Adenomen). Dies wurde mit einer prdoperativen Analyse der
Ca-PTH-Beziehung (Nebenschilddriisen-Funktion) gekoppelt. Die Ergebnisse der
CaR-Protein-Expression fielen unter den adenomatdsen Geweben sehr variabel aus.
Eine Korrelation zum sefpoint lie sich nicht herstellen. Allerdings zeigte sich: Je hther
die basale bzw. minimale PTH-Sekretion ausfiel, desto geringer war der CaR-Protein-
Nachweis. Patienten mit einem stark erh6hten Maximum der PTH-Sekretion wie-
sen eine besonders geringe CaR-Expression auf. Die CaR-Expression war jedoch bei
Patienten mit normaler maximaler PTH-Sekretion vermindert. Eindeutige
Zusammenhidnge zwischen verdnderten Funktionsparametern und der CaR-

Expression auf Proteinebene konnten nicht hergestellt werden.
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Die Studie von Corbetta et al. (2000) liefert keine neuen Erkenntnisse beztiglich der
Expression des CaRs auf mRNA- oder Proteinebene. Zellkulturen von Adenomen,
die eine unterschiedliche Sensitivitit auf die Calciumkonzentration im
Umgebungsmedium ([Ca2+]0) zeigten - von durch normale [Ca2+]0 supprimierbar
bis resistent gegentiber Calcium - wiesen identische CaR-Protein-Spiegel auf. Die CaR
mRNA war in den kultivierten Nebenschilddriisenzellen vermindert. Wiederum lief3
sich keine Korrelation zwischen in vivo erhobenen Ergebnissen, z.B. praoperativen
PTH-Spiegeln, und in vitro Ergebnissen herstellen. So korrelieren die Reduktion der
CaR mRNA und des CaR Proteins nicht mit der Sensitivitat fiir Ca?".

Diese Studie geht jedoch tiber die Analyse der Expression hinaus und bezieht die
Untersuchung der Signalkette, die vom CaR ausgel6st wird, mit ein. So konnte erst-
malig gezeigt werden, dafs die Signalkette, die vom CaR in pHPT-Geweben ausge-
16st wird, qualitativ identisch ist mit der in Normalgewebe. Denn in beiden Fallen
waren die selben G-Proteine, Gqo. und Glla, nachweisbar und es kam zu einer
Verminderung der cAMP-Spiegel (s. 1.2.3.2). In der Mehrzahl der untersuchten pHPT-
Gewebe war die Expression der G-Proteine vermindert. Diese reduzierte Expression
der G-Proteine lief} sich allerdings nicht mit einer verminderten Ca?*-Sensitivitat kor-
relieren. Es handelt sich hier jedoch um einen mdoglichen zweiten Weg, der zur
Beeintrdchtigung des Ca?*-Sensing fiihrt. In jedem Fall ist die reduzierte CaR-

Expression nicht allein fiir die verdnderte [Ca2+]O-SensitiVitét verantwortlich.
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5.6 Expression des CaR in sHPT-Geweben

Die in dieser Arbeit untersuchten sHPT-Gewebe wiesen eine unterschiedlich starke
Reduktion der CaR mRNA auf (36,6% bis 49,1% markierte Zellen; s. Tab. 4.1). In vier
dieser Gewebe lielen sich noddse von diffus hyperplastischen Arealen unterschei-
den. Drei dieser vier Fille wiesen in den noddsen Formationen eine um 10% gerin-

gere CaR-Expression auf als in den diffus hyperplastischen Arealen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von Gogusev et al. (1997), die eben-
falls eine reduzierte Expression in sHPT-Geweben nachwiesen. Auch hier war die
Reduktion in noddsen Arealen stirker als in hyperplastischen Arealen. Sie war bei
der manuellen lichtmikroskopischen Analyse der Gewebsschnitte festzustellen, nicht
jedoch mit der computergestiitzten Bildanalyse. Hier ging dieser feine Unterschied

verloren.

Diese Studie legt wie die von Kifor et al. (1996) einen Schwerpunkt auf die Expression
des CaR-Proteins, nachgewiesen mit Hilfe der Inmunhistochemie. In beiden Studien
fallt die Reduktion des Proteins deutlich aus.

Kifor et al. (1996) beschreibt jedoch auch eine gewebsintere Variabilitdt der Protein-
expression. So gibt es in den hyperplastischen Nebenschilddriisen cluster mit einem
immunhistochemischen Signal, das quantitativ dem der Normalgewebe entspricht.
Auch die Studie von Akizawa et al. (1999) bestitigt die down Regulation des CaR in
Nebenschilddriisen von Patienten mit sHPT. Bei der Untersuchung der mRNA-
Expression des CaR mittels quantitativer RT-PCR und Northern Bloting fanden sich
reduzierte mRNA-Spiegel. Diese Reduktion war in Arealen mit nodulédrer
Hyperplasie starker ausgepragt. Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen CaR
mRNA und dem Gewicht der untersuchten Nebenschilddriise sowie der Ca?'-
Sensitivitdt. Die Analyse der Proteinexpression ergab eine inverse Korrelation der
CaR-Expression mit der Expression von Proliferationsmarkern. Der gleichzeitige
Nachweis von CaR und VDR zeigte eine tibereinstimmendes Expressionsmuster die-

ser beiden Rezeptoren.
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Im Gegensatz zu den bisher aufgefiihrten Studien konnten Rogers et al. (1995) in
urdmischen Ratten keine Reduktion der mRNA des CaR nachweisen. Weder lief8 sich
eine Korrelation zwischen unterschiedlichen Ca?*-Spiegeln und der CaR mRNA-
Expression in Nebenschilddriisen und Niere zeigen, noch hatte die unterschiedlich
starke Calcitriol-Substitution in Vitamin D-Mangel-Ratten einen Einflufs auf die CaR
mRNA-Spiegel. Demnach scheinen Ca?"-Ionen und Calcitriol nicht direkt an der
Regulation der CaR-Expression beteiligt zu sein, bzw. ihr Einfluf8 war mit Hilfe die-

ses Modells nicht nachweisbar.

Brown et al. (1996) fanden ebenfalls keine Korrelation zwischen CaR mRNA-
Expression, Serum Ca?*- und PTH-Spiegel. Hyperparathyreoidismus und chronische
Hypocalcdmie hatten keinen Einfluf§ auf die Expression des CaR. Es konnte jedoch
gezeigt werden, daf$ die CaR-Expression umso niedriger war, je grofser das Calcitriol-
Defizit wurde. Eine Substitution von Calcitriol bewirkte eine vermehrte CaR-
Expression. Dieser Unterschied zu Rogers et al. (1995) kann durch die unterschied-
liche Verabreichung des Calcitriol oder durch methodische Unterschiede in der

RNA-Bestimmung bzw. Normalisierung der CaR mRNA erkldrt werden.

Eine unverdnderte Expression der CaR mRNA bei Ratten mit Niereninsuffiezienz
oder unter Calcium-armer Diit fand sich ebenfalls in der Studie von Rogers & Fox
(1995). Auch eine phosphatreiche Erndhrung beeinfluSte die Expression des CaR-
Gens in Nebenschilddriisen weder in normalen Ratten noch in Ratten mit
Niereninsuffizienz. Bekanntermaflen induziert eine phosphatreiche Didt sowohl bei
nierengesunden wie bei niereninsuffizienten Ratten einen Hyperparathyreoidismus.
Die Expression der CaR mRNA bleibt jedoch unverdndert [Hernandez et al., 1996].
Damit ergibt sich fiir die Thematik der CaR-Expression wie auch fiir andere Themen,
beispielsweise der Verdnderung des setpoint in sHPT-Patienten, die Situation, dafs
verschiedene Arbeitsgruppen zu unterschiedlichen, teilweise widerspriichlichen
Ergebnissen kommen. Da es sich beim sHPT um ein komplexes Krankheitsbild han-
delt, das in jedem Patienten eine Eigendynamik besitzt, wird es womdglich keine
generellen Antworten geben. Insgesamt ist von einer multifaktoriellen Pathogenese
auszugehen, bei der verschiedene Verdnderungen, somatische Mutationen oder eine
verdnderte CaR-Expression bzw. Storungen seiner Funktion, letztlich zu den glei-

chen pathologischen Verdanderungen fiihren.
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Gestiitzt wird diese These auch durch die Ergebnisse der Studie von Autry et al. (1997).
Sie zeigte, da8 der mRNA-Gehalt fiir den CaR bei Ratten im Alter zwischen 6 Wochen
(jung) und 24 Monaten (alt) im Nebenschilddriisengewebe zunimmt. Gleichermafien
nimmt die Menge des CaR-Proteins zu. Parallel zur Zunahme der Expression des
CaR steigt auch die PTH-Sekretion. Die altersbedingte vermehrte PTH-Sekretion konn-
te nicht durch eine Verdnderung der CaR-Expression erkldrt werden. Hier miissen
andere Verianderungen vorliegen. Denkbar wire eine gestorte Ca?"-Bindung an den
Rezeptor oder eine gestorte Signaltransduktion entweder an der Zellmembran oder
vom CaR zu nachgeschalteten Effektoren, also dem cAMP-System oder dem

Phospholipase C-pathway.

Um festzustellen, ob auf diesen Ebenen Verdnderungen vorliegen, wiren u. a.
Funktionsanalysen des CaR in vitro geeignet. Die Kultivierung von Nebenschild-
driisenzellen ist jedoch sehr schwierig, und es gelang lange nicht, die Funktionalitt
der Zellen in Kultur zu erhalten: Der Verlust der Calcium-Sensitivitit in priméren
Zellkulturen boviner Nebenschildriisenzellen ist gekoppelt an den Verlust der CaR-
Expression. Nach 24 Stunden war eine Calcium-vermittelte Suppression der PTH-
Sekretion noch nachweisbar, zeitgleich fiel die CaR mRNA um 75% ab. Schon in den
ersten 4 Stunden der Kultivierung fielen die CaR mRNA-Spiegel stark ab. Nach sechs
Tagen in Kultur lief sich die PTH-Sekretion nicht mehr durch Calcium supprimie-
ren. Die Verminderung der CaR mRNA-Expression lief sich weder vom
Kulturmedium, noch vom Calcium oder Calcitriol-Gehalt beeinflussen. [Brown AJ
et al. 1995b].

Das gleiche Problem beschrieben auch Mithal et al. (1995) mit ihrer kultivierten bovi-
nen Nebenschilddriisenzellen. Sie konnten zeigen, daf§ eine 50%ige Reduktion der
Anzahl der Rezeptoren ausreichend ist, um die Sensitivitt fiir die Verdnderung der
extrazelluldre Calciumkonzentration ([CaZ*] o) signifikant zu vermindern. Dies ergibt

eine inverse Korrelation der PTH-Suppression durch [Ca?*], zur Anzahl der CaR.

Roussanne et al. (1998) gelang die Entwicklung einer long term-Zellkultur humaner
Nebenschilddriisenzellen, die bis zu 5 Monate lang eine funktionelle Aktivitat auf-
weisen. Diese Zellkulturen sind durch Zell-cluster gekennzeichnet und bestehen aus

unterschiedlichen Zelltypen, die sowohl epithelialen wie endothelialen Ursprungs
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sind. Die in den clustern erhaltene Interaktion der Zellen scheint fiir die Erhaltung
der Funktionalitdt ebenso entscheidend zu sein wie die gemischte Zusammensetzung
der cluster. Uber einen Zeitraum von bis zu 5 Monaten bleibt die Sensitivitit gegen-
iber Schwankung des extrazelludren [Ca?'], meflbar an der verdnderten PTH-
Sekretion, erhalten. Der CaR ist iiber diesen Zeitraum sowohl auf Proteinebene nach-
weisbar, als auch auf mRNA-Ebene. Durch einen inhibitorischen Antikdrper liefs sich
die PTH-Sekretion blockieren. Hiermit steht erstmals ein in vitro Modell zur
Verfligung, an dem es moglich ist, tiber einen lingeren Zeitraum an humanen

Nebenschilddriisenzellen in Kultur zu forschen.

Vielleicht gelingt es hiermit, durch weitere Funktionsanalysen des CaR seine exak-
te Funktionsweise, die nachgeschaltete Signalkette bis zur PTH-Sekretion und even-

tuelle Fehlfunktionen auf einer oder mehreren Ebenen nachzuweisen.

Neuere Studien zeigten, dafs der CaR tiber Disulfidbriicken verbundene Dimere bil-
det [Ward, Brown & Harris, 1998; Bai, Tivedi & Brown, 1998b].

Die intermolekulare Interaktion zwischen den im Dimer verbunden CaR-Monomeren
ist wichtig fiir die normale Rezeptorfunktion. In ihrer Studie wiesen Bai et al. (1999)
nach, da§ die Kotransfektion spezifischer Paare mutierter CaRs zur Rekonstituierung
der Calcium-Sensitivitdt fiihrt. Die durch die Mutation hervorgerufene Fehlfunktion
des jeweiligen CaRs wurde in dieser neuen Kombination offensichtlich aufgehoben,
da die Zellen auf extrazelluldres Calcium reagierten. Gleichzeitig zeigte die Studie
die Bildung von Heterodimeren an der Zelloberfldche, die wahrscheinlich die mole-
kulare Basis fiir die wiedererlangte Calcium-abhéngige Funktionsfihigkeit der Zellen

sind.

Diese Ergebnisse bieten einen weiteren Ansatzpunkt fiir eine moglicherweise in sHPT-
Geweben gestorte Ca?*-Sensitivitdt. Eine gestorte Interaktion der CaR-Monomere
konnte zu einer verianderten Ca%*-Sensitivitit fithren, obwohl sich das Protein nach-

weisen 1a{3t.

Einen therapeutischen Ansatz, der sich aus der Entdeckung des CaR fiir Patienten

mit sHPT und pHPT ergibt, bietet die Entwicklung von Calcimimetika.
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Hierbei handelt es sich um Substanzen, die den CaR selektiv aktivieren, also den
Effekt von Calcium nachahmen [Nemeth et al., 1998; Nemeth & Bennet 1999; Coburn
et al., 1999]. Sie , verstarken” die Sensitivitidt des CaR fiir Calcium und vermindern
die PTH-Sekretion [Hammerland et al., 1998]. Zwei ,,calcimimetische” Substanzen,
NPS R-467 or NPS R-568, entwickelt von Wissenschaftlern bei NPS Pharma-
zeutika, sind bekannt [Nemeth et al., 1998; Nemeth & Bennet 1999].

NPS R-568 wurde bislang am intensivsten getestet. Im Tierversuch hemmte NPS R-
568 die Proliferation der Nebenschilddriisen in niereninsuffizienten Ratten [Wada,
Furuya & Sakiyama 1997], senkte dosisabhingig die PTH- und Calcium-Spiegel im

Blut und verbesserte die Osteitis fibrosa in uramischen Ratten [Wada M et al., 1998].

Die Effektivitit einer oder auch zweier an einem Tag verabreichten Dosen von NPS
R-568 zur Reduktion der PTH-Spiegel bei Patienten mit sHPT bzw. pHPT konnten
sowohl Antonsen, Sherrard & Andress (1998) als auch Silverberg et al. (1997) nach-
weisen. Die Calcium-Spiegel im Blut verminderten sich erst bei hheren Dosen und
traten erst nach einem PTH-Abfall auf.

All diese Kurzzeituntersuchungen weisen darauf hin, daf$ das Calcimimetikum NPS
R-568 effektiv die PTH-Spiegel in Patienten mit mildem pHPT und unterschiedlich
stark ausgepragten sHPT senkt. Dieser Effekt war unabhingig von den vor Beginn
der Behandlung gemessenen PTH-Spiegeln [Antonsen, Sherrard & Andress 1998;
Silverberg et al. 1997]. Die deutliche und konsistent auftretende Reduktion des PTH
nach calcimimetischer Behandlung bei Patienten mit breit gestreuten PTH-Spiegeln
deutet darauf hin, daf8 die in einigen Nebenschilddriisen beobachtete verminderte

CaR-Expression moglicherweise weniger bedeutsam ist, als zuerst angenommen.

Eine Einzelfallstudie zur Langzeitbehandlung eines Patienten mit einem inoperablen
Nebenschilddriisencarcinom mit NPS R-568 tiber mehr als 20 Monate bewirkte eine
Verbesserung der Symptome ohne den Nachweis von schweren Nebenwirkungen.
Herz, Niere, Leber und Pankreas zeigten keine Funktionseinschrénkungen und das
Blutbild sowie alle anderen gemessenen Parameter blieben wihrend der Behandlung
stabil [Collins et al., 1998]. Obwohl es sich hier um eine Einzelfallstudie handelt, zeigt
sie, dafs NPS R-568 offensichtlich problemlos tiber einen lingeren Zeitraum verab-
reicht werden kann. Nun miissen kontrollierte Langzeitstudien zeigen, ob NPS R-

568 wirklich eine risiko- und nebenwirkungsarme Behandlung erméglicht.
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5.7 Ausblick

Zusammenfassend 1483t sich feststellen, daf3 der in dieser Arbeit erbrachte Nachweis
einer erniedrigten Expression des CaR in einer Subpopulation von sHPT-Geweben,
speziell in solchen mit noduldren Anteilen, mit den Ergebnissen anderer Autoren
tibereinstimmt. Mit verschiedenen Methoden, wie RT-PCR, in situ Hybridisierung
und Immunhistochemie, bzw. Western blot wurden unterschiedlich stark ausgeprégte,
aber nachweisbare Reduktionen der CaR-Expression auf mRNA- wie auf Proteinebene
gefunden [Kifor et al., 1996; Farnebo et al., 1997; 1998; Garner et al., 1997; Gogusev
etal., 1997; Kaneko et al., 1999; Corbetta et al., 2000]. Dies gilt gleichermafien fiir pHPT
wie fiir sHPT-Gewebe.

Bei der verdnderten CaR-Expression in beiden Krankheitsbildern handelt es sich wohl
um sekundére Phianomene, da die Mutationsanalysen des CaR keine Mutationen bei
Patienten mit primdrem oder sekunddrem Hyperparathyreoidismus nachweisen
konnten [Degenhardt et al., 1998; Hosokawa et al., 1995].

Auflerdem ergaben sich in letzter Zeit Hinweise auf eine gestorte Signalkette [Corbetta
etal.,, 2000]. In pHPT-Geweben wurden erniedrigte Spiegel der G-Proteine, G11a und

Gqa, die das Signal vom CaR weiterleiten, nachgewiesen.

In den letzten zwei Jahren konnte gezeigt werden, daf8 der CaR tiber Disulfidbriicken
verbundene Dimere bildet, deren intermolekulare Interaktion wichtig fiir seine nor-
male Funktion ist [Ward, Brown & Harris 1998; Bai, Tivedi & Brown 1998b; Bai et
al., 1999]. Eine gestorte Interaktion der Dimere konnte ebenfalls zu einer Funktions-

storung des CaR und damit zu einer verminderten Calcium-Sensitivitét fithren.

Denkbar wire es, daf$ urdamische Gifte bei einem Teil der sHPT-Patienten durch eine
Storung der Dimer-Bildung oder -Interaktion eine Funktionsstérung des CaR her-
vorrufen. Fiir den VDR wurde gezeigt, da8 Substanzen im urdmischen Serum seine

Bindung an die Zielgene vermindern [Patel et al., 1995; Toell et al., 1999].

In jedem Fall ist hier von einem multifaktoriellen Geschehen auszugehen. Abbildung
5.1 stellt zusammenfassend die verschiedenen Ebenen, auf denen es zu pathologi-

schen Verdnderungen kommen kann, dar.
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1) Calcium Sensing

2) Interaktion der dimerisierten CaR-Monomere

3) G-Protein Kopplung

4) Produktion der second messanger

5) Stimulation / Inhibition
der PTH-Sekretion

a) Transkription der RNA
b) Reifung der mRNA

c) Stabilitit der mRNA
d) Translation (Proteinsynthese)
e) Modifikation und Einbau des Proteins in die Membran
f) Dimerisation der CaR (Bildung von Disulfidbriicken)
g) Turnover des Rezeptors

Abb. 5.1 Pathophysiologie des CaR: Die Expression des CaR in Nebenschilddriisenhauptzellen kann
an vielen Punkten reguliert werden. Die steady state Konzentration der CaR mRNA kann beeinflufst
werden durch die Transkription der DNA (a), das Processing zur reifen mRNA (b) oder durch die
Stabilitdt der mRNA im Zytoplasma (c). Von der mRNA ausgehend muf8 das Protein synthetisiert
werden (d). Dieses wird durch Glykolisierung modifiziert und in die Membran eingebaut (e), wo
durch Disulfidbriickenbildung CaR-Dimere ausgebildet werden (f). Die Verweildauer an der
Zelloberflache wird durch den Turnover der Rezeptoren bestimmt (g) und hat ebenfalls Einflu8 auf
den Expressionsstatus. Die Anwesenheit des CaR an der Zelloberfliche ist notwendig, um
Verdnderungen der extrazelluldren Ca?*-Konzentration zu messen (1). Uber eine Interaktion zwischen
den CaR, als Dimer, der vermuteten funktionellen Einheit (2), und die an den Rezeptor gekoppelten
G-Proteine (3) wird das Signal an die intrazelluldren Signalkaskaden weitergegeben. Ein inhibitori-
sches G-Protein (Gi) hemmt die Aktivitit der Adenylatcyclase (AC) und vermindert so die
Konzentration des intrazelluldren cAMP (4). Die Phospholipase C (PLC) wird aktiviert, so dafi es zur
vermehrten Bildung von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-Triphospahte (IP;) (4) kommt. Diese bei-
den second messenger-Systeme fiithren bei ansteigenden [Ca?] o zur Inhibition, sonst zur Stimulation
der PTH-Sekretion (5). Die hellrot gekennzeichneten Bereiche b u. ¢ wurden in dieser Arbeit unter-
sucht, zu den blau gekennzeichneten Bereichen liegen nur wenige bis keine Daten vor. Sie miifiten
in weiteren Studien genauer untersucht werden.
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Obwohl alle Studien der letzten Zeit feststellten, daf8 die Expression in sHPT-Geweben
vermindert ist und die Reduktion in Zonen noduldren Wachstums grofer ist als in
Arealen mit diffuser Hyperplasie, gentigt die alleinige Analyse seiner Expression nicht,
um die Physiologie des CaR und vor allem seine pathophysiologische Rolle bei der
Entwicklung des sHPT zu verstehen. Die durchgefiihrten Analysen der CaR
Expression auf mRNA-Ebene, wie in dieser Arbeit, waren wichtig und notwendig,
um die Verdnderungen festzustellen und deren pathophysiologische Bedeutung ein-
schitzen zu kénnen. Heute ist klar, da8 der schwere autonome sHPT pathophysio-
logisch nicht allein durch die verminderte CaR-Expression zu erklédren ist. Dies ist
ein Baustein in einem Krankheitsgeschehen, daf aller Wahrscheinlichkeit nach mul-

tifaktoriell bedingt ist.

Auf der Proteinebene ist nun zu klaren, ob die Dimerisation des CaR von der Urdamie
beeinflufit wird. Moglicherweise ist auch hier ein Unterschied zwischen diffus hyper-
plastischen und noduldren Arealen festzustellen. Wie Bai et al. (1999) zeigen konn-
ten, sind die Dimere fiir die Funktion des Rezeptors entscheidend. Eine gestorte
Dimerisation konnte das morphologische Korrelat fiir die bei einem Teil der sHPT-

Patienten feststellbare verminderte Calcium-Sensitivitat darstellen.

Desweiteren ist es auch von Interesse zu tiberpriifen, ob die von Corbetta et al. (2000)
in pHPT-Geweben gefundene Verminderung der G-Proteine auch in sHPT-Geweben
vorliegt. Eine starke Verminderung der G-Proteine konnte unter Umstinden zum
Abbruch der Signalkaskade fiihren.

Auch die genauen molekularen Abldufe, die zur PTH-Sekretion fiihren, sind noch
nicht bekannt, ebenso ob die autonome PTH-Sekretion bei schwerem sHPT durch

Verdanderungen dieser Prozesse mit bedingt sein kann.
Unabhingig von der Kldrung all dieser offenen Fragen bietet sich in den

Calciummimetika, die noch im Stadium der Entwicklung sind, eine mogliche neue

Behandlungsstrategie fiir den sHPT und ebenso fiir den pHPT.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Der Calcium Rezeptor (CaR) spielt eine wichtige pathophysiologische Rolle bei der
Entwicklung des sekunddren Hyperparathyreoidismus (sHPT). Dieser G-Protein
gekoppelte transmembrandre Rezeptor besitzt extrazellulire Doménen, an die freie
Ca?*-Ionen binden kénnen. Er vermittelt {iber zwei unterschiedliche Signalkaskaden
bereits geringe Schwankungen der extrazelluldren Calciumkonzentration an die para-
thyreoidalen Hauptzellen und 16st so ein verdndertes PTH-Sekretionsmuster aus
[Brown et al., 1991, 1999].

Dieser physiologische Regelkreis wird durch eine Niereninsuffizienz nachhaltig
gestort: Zum Ausgleich, der bei chronischer Niereninsuffizienz durch die abnehmende
renale Bildung von Cacitriol hervorgerufenen Hypocalcamie, entwickelt sich eine
Uberfunktion der Nebenschilddriisen. Bei langer Krankheitsdauer ist der sHPT auch
durch eine Normalisierung des Calciumhaushalts, z. B. nach Nierentransplantation,
nicht mehr reversibel. Die genauen molekularen Mechanismen, die zum sHPT fiih-
ren, sind bis jetzt nicht im Detail bekannt. Seit der Erstbeschreibung des CaR durch
Brown et al. [1993] gilt dieser Rezeptor jedoch als Schliissel zum weiteren
Verstdandnis des sHPT.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die CaR-Expression auf mRNA-Ebene in nor-
malen Nebenschilddriisengeweben, in Geweben mit priméaren (pHPT - als Kontroll-
gruppen) und sekunddrem Hyperparathyreoidismus (sHPT). Unsere Arbeitshypo-
these war, dafl die andauernde Stimulation bei bestehendem sHPT zu einer down
Regulation der mRNA Expression des Rezeptors fithren kénnte. Fiir die Proteinebene
war eine Verminderung des CaR in sHPT-Gewebe gezeigt worden. Zu Beginn die-
ser Arbeit lagen tiber das Expressionsverhalten der CaR mRNA kaum Daten vor
[Gogusev et. al., 1997]. Bei sHPT kommt es nicht nur zu einer erh6hten PTH-Sekretion,
sondern auch zu einer Zunahme des Nebenschilddriisengewebes, einer Hyperplasie,
bei langer Krankheitsdauer sogar zu monoklonalem nodésem Wachstum mit der
Entwicklung von Adenomen. Diese gelten als das morphologische Aquivalent fiir
den autonomen, nicht mehr zu regulierenden sHPT [Driieke, 1995]. Ein weitere
Hypothese dieser Arbeit war, daf$ in diesen noddsen Arealen die Expression der CaR
mRNA starker down reguliert sein konnte, als in hyperplastischem Nebenschild-
driisengewebe. Um diese Hypothese zu tiberpriifen, mufite die Gewebsmorphologie

und die CaR mRNA Expression gleichzeitig beurteilt werden kénnen. Daher wurde
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die in situ Hybridisierung (ISH) als Nachweismethode gewahlt: Markierte Oligonu-
kleotidsonden binden an die nachzuweisende mRNA direkt im Gewebe. Dieses
Hybrid wird durch eine Farbreaktion in den Zellen nachgewiesen. Die Auswertung
erfolgte semiquantitativ. In zwei voneinander unabhéngigen Zdhlungen wurden pro

Gewebe 10 Gesichtsfelder mit jeweils 100 Zellen ausgezahilt.

Folgende Ergebnisse zur Expression der CaR mRNA wurden in dieser Arbeit erho-

ben:

e Die Ergebnisse der ISH der CaR mRNA in den pHPT-Geweben wiesen eine
Streuung von 48,7% bis 40,2% positiv markierte Zellen auf. Damit lagen zwei der
pHPT-Gewebe mit ihrer CaR mRNA Expression im Bereich des Normalgewebes,
die drei anderen zeigten eine bis zu 10% verminderte Expression auf.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit den aktuellen Studien der letzten Zeit,
beispielsweise mit den Ergebnissen von Corbetta et al. (2000) oder Farnebo et al.
(1997) so zeigt sich auch in diesen Arbeiten bei oft hoherer Fallzahl, daf3 die
Expression von Gewebe zu Gewebe stark schwankt. Eine generelle Tendenz zur
verminderten Expression der CaR mRNA lief sich nicht nachweisen, weil eine
dhnliche Schwankungsbreite in den untersuchten Normalgeweben ebenfalls nach-

weisbar war.

e Die Ergebnisse der ISH fiir die CaR mRNA der sHPT-Gewebe schwanken von
36,6% bis 49,1% positiv markierte Zellen. Damit liegt die CaR mRNA-Expression
in den meisten sHPT-Geweben unterhalb der Expression der CaR mRNA im
Normalgewebe. Drei der sHPT-Gewebe exprimieren die CaR-mRNA ebenso stark
wie das Normalgewebe. Die Genexpression des CaR ist demnach nicht grundle-

gend durch die Entstehung des sHPT verdndert.

e Im Vergleich der gewebsinternen Expressionsmuster ist die felderférmige
Anfiarbung der Hauptzellen im Normalgewebe starker ausgepragt als bei pHPT-
und sHPT-Geweben. Diese beiden Gruppen zeigen eine homogenere Expression
der CaR-mRNA. Dies konnte auf eine abnehmende Zahl von Zellen, die sich in

der Ruhephase befinden, hindeuten.
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e Vier der sHTP-Gewebe wiesen noddse und diffus hyperplastische Areale auf. Die
Expression der CaR mRNA war in drei dieser vier Félle in den noddsen Areale
um 10% vermindert. Dieser Trend zu einer verminderten Expression der CaR
mRNA in noduléren Arealen stiitzt die Hypothese einer Reduktion der Ca?" gesteu-
erten Kontrolle der PTH-Synthese und -Sekretion sowie der Entwicklung eines
nicht supprimierbaren renalen Hyperparathyroidismus als Ausdruck einer
besonders schweren Stérung in den monoklonal wachsenden Zellen der nodu-

laren Areale.

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich ausschlieflich mit der Erforschung der
mRNA-Expression des CaR bei sHPT und steht in Ubereinstimmung mit der
Untersuchung von Akizawa et al. [1999] zur CaR-Expression bei sHPT, die ebenfalls
eine Verminderung der CaR mRNA in noduldren Arealen beschreibt. Die vermin-
derte CaR mRNA-Expression in noduldren Arealen, die als morphologisches Korrelat
ftir den nicht supprimierbaren sHPT gelten, ist ein Hinweis fiir eine Beteiligung der
mRNA-Ebene in diesem fortgeschrittenen Krankheitsstadium.

Fiir den pHPT ist die Expression des CaR auf mRNA-Ebene gut untersucht, wobei
die Ergebnisse hier erniichtern [Farnebo et al., 1997; Garner et al., 1997; Corbetta et
al., 2000]. Denn auch hier ist - trotz monoklonalem Zellwachstums - die mRNA-
Expression nicht generell an der Pathogenese des pHPT beteiligt.

Vielleicht bieten funktionelle Ansétze, z. B. Untersuchungen der Interaktion der CaR-
Dimere oder ndhere Untersuchungen der Signalkaskade, weitergehende Einblicke
in die Pathogenese des sHPT.

Das komplexe und wahrscheinlich multifaktorielle Krankheitsbild des sHPT, von dem
in dieser Arbeit nur ein wichtiger Baustein untersucht werden konnte, sollte durch

weitere Studien auf molekularer und klinischer Ebene erforscht werden.
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ABSTRACT

Untersuchung der Bedeutung der Calcium Rezeptor Expression im

Verlauf des sekundidren Hyperparathyreoidismus

Einleitung: Der Calcium Rezeptor (CaR) spielt eine in der Pathophysiologie des
sekunddren, renalen Hyperparathyreoidismus eine Schliisselrolle. Die genauen mole-
kularen Mechanismen und die Regulation des CaRs sind noch nicht vollstindig
erforscht. Einige Studien zeigten eine verminderte Expression des CaR, v. a. auf
Proteinebene. Diese Arbeit sollte die Hypothese tiberpriifen, dal eine reduzierte
Expression auch auf der mRNA-Ebene nachzuweisen sein konnte. Zusétzlich wurde
untersucht, ob es in noduldren Arealen mit monoklonalem Zellwachstum verglichen
mit der diffusen Hyperplasie mit polyklonalem Zellwachstum in sHPT-Geweben zu

einer verminderten CaR mRNA Expression kommt.

Methodik: Verglichen wurde die Expression der CaR mRNA in Geweben mit pri-
mérem (pHPT; n = 5), mit sekunddrem Hyperparathyreoidismus (n = 8) und nor-
malem Nebenschilddriisengewebe, mittels in situ Hybridisierung. Die mRNA des
CaR und des Parathormons (PTH) wurde durch spezifische, Digoxigenin (DIG-11-
dUTP) markierte Oligonukleotide nachgewiesen. Die Visualisierung des Signals
erfolgte mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt mit anti-DIG-Antikorpern. Es
folgte eine semiquantitative Analyse durch Ermittlung der Relation zwischen mar-
kierten und nicht markierten Zellen in jedem Gewebe unter Ausschlufl von Binde-

und Fettgewebe.

Ergebnisse: Die CaR mRNA wird in allen drei Gruppen pHPT- ,sHPT- und norma-
lem Nebenschilddriisengewebe exprimiert. Sowohl in den pHPT- wie in den sHPT-
Geweben ist eine Tendenz zur Verminderung der Expression zu erkennen, wobei in
beiden Gruppen die Streuungsbreite bis in den Expressionsbereich des Normal-
gewebes reicht. Eine Reduktion der CaR mRNA Expression lief§ sich in noduldren
Arealen feststellen. Diese Verminderung lief$ sich in 3 der 4 sHPT-Gewebe, in denen
nodulére Areale von Zonen mit diffuser Hyperplasie zu unterscheiden waren, nach-

weisen.
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ABSTRACT

Diskussion: Die verminderte CaR mRNA Expression in noduldren Arealen, die als
morphologisches Korrelat fiir den nicht supprimierbaren sHPT gelten, ist ein Hinweis
fiir eine Beteiligung der mRNA-Ebene in diesem fortgeschrittenen Krankheitsstadium.
Generell handelt es sich beim pHPT wie beim sHPT vermutlich um Krankheitsbilder
mit multifaktorieller Pathogenese. Denn auch andere Studien, die meisten zum pHPT,
konnten - auch bei teilweise hoheren Fallzahlen - keine generelle Verminderung der
CaR mRNA, also eine Pathogenese auf mRNA-Ebene feststellen [Corbetta et al.,
2000 ; Farnebo et al., 1997]. Fiir ein weiterfithrendes Verstindnis der Pathogenese

des sHPT sind weitere Studien auf molekularer wie klinischer Ebene notwendig.
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