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1. Einleitung

Proliferative Stérungen der Schilddrise sind sowohl in Regionen mit ausreichender
Joversorgung als auch in Gebieten mit Jodunterversorgung sehr haufig. Bis zum Alter von
65 Jahren hat etwa die Halfte der Bevolkerung der USA einen durch Ultraschall
diagnostizierbaren Knoten entwickelt (Mazzaferri 1993). Die Pravalenz von Strumen in
jodunterversorgten Gebieten kann, je nach Beurteilungsmethode (Langer 1999), sogar 80%
erreichen (Smyth, Darke et al. 1999). Die treibenden Krafte der Strumaentwicklung sind
noch nicht vollstandig bekannt. Obwohl der Jodmangel ein Hauptfaktor fur die
Strumabildung ist, konnten genetische Faktoren ebenfalls wichtig sein. In diesem
Zusammenhang werden zur Zeit die Rollen von Mutationen eines kirzlich klonierten
Natrium-Jodid-Symporters sowie von Veranderungen auf den Chromosomen 2 und 14
diskutiert (Schulte and Roher 2000). Durch eine Kohortenstudie, die 5479 Zwillingspaare
des gleichen Geschlechts umfalRte, konnte belegt werden, dal} die Erblichkeit der
Anfalligkeit fir die Entwicklung einer einfachen Struma bei Frauen 82% betragt, wahrend
Umweltfaktoren die verbleibenden 18% erklaren (Brix, Kyvik et al. 1999).

In modernen Staaten sind Schilddriisenkarzinome fir weniger als 1% der auf Krebs
zuritickzufiihrenden Todesfalle verantwortlich. Dennoch sind sie sehr haufige Erkrankungen.
Bei systematischen Autopsiestudien wurde das papillare Mikrokarzinom der Schilddriise mit
einer Haufigkeit von 3% bis 36% gefunden (Nasir, Chaudhry et al. 2000). Obgleich
Patienten mit papillarem Mikrokarzinom in der langfristigen Nachsorge eine exzellente
Prognose haben, wenn sie direkt durch beidseitige Lappenresektion behandelt werden
(Hay, Grant et al. 1992), gibt es bisher noch keine Mdglichkeit zu erkennen, welcher Knoten
sich zu einem manifesten Karzinom entwickeln wird. Bisher wurden verschiedene
Genveranderungen in menschlichen Schilddrisentumoren nachgewiesen. Bei der
Entwicklung von papillaren Schilddriisenkarzinomen scheint die mutationelle Aktivierung
von Tyrosin-Kinasen als Folge einer Verbindung des ret-Onkogens mit den Genen H4, R1a
oder ele-1 durch Inversion bzw. Translokation eine wichtige Rolle zu spielen, wahrend sich
bei follikuldaren Neoplasien ras-Mutationen finden (Schulte and Rdéher 2000) (Goretzki,
Simon et al. 2000) (Goretzki and Schulte 1998).

Die hohe Frequenz von papillaren Mikrokarzinomen bei niedriger Frequenz von manifesten
PTC legt die Vermutung nahe, dall diese Tumoren einer Form der Tumorkontrolle
unterliegen kénnten. Es stellt sich die Frage, ob es sich hierbei eher um eine Form der

Immunkontrolle, oder um die Steuerung durch einen parakrinen Wachstumsfaktor handelt.

Transforming growth factor-betal (TGF-f1) ist ein ubiquitar exprimierter parakriner

Wachstumsfaktor, der Teil einer Familie von Polypeptiden ist, zu der auch BMP (bone

1



morphogenic protein) und Aktivin gehéren (Massagué 1998). An der Signallibertragung sind
Rezeptoren mit Serin/Threonin-Kinasen und ihre Substrate, die SMAD-Proteine beteiligt, die
sich zum Zellkern bewegen, wo sie zusammen mit DNA-bindenden Partnern die
Transkription der Zielgene aktivieren. TGF-$ bindet an den membranstandigen TGF-p-
Rezeptor Typ Il (RIl), was wiederum zu dessen Bindung an Rezeptor Typ | (RI) und zu
dessen Phosphorylierung fiihrt. Die Phosphorylierung aktiviert die RI-Proteinkinasen, die
dann ihrerseits die Transkriptionsfaktoren SMAD 2 oder SMAD 3 phosphorylieren, welche
daraufhin an SMAD 4 binden. Der entstehende Komplex reguliert im Zellkern zusammen mit
anderen Transkriptionsfaktoren die Genexpression (Massagué 1998) (Blobe, Schiemann et
al. 2000). Kirzlich wurde ein Regulationsmechanismus der TGF-pB-Expression entdeckt, bei
dem das SnoN-Onkoprotein im Rahmen einer negativen Ruckkopplung beteiligt ist
(Stroschein, Wang et al. 1999).

Von TGF-B1 ist bekannt, da® er die Proliferation vieler verschiedener normaler und
transformierter tierischer und menschlicher Zellen inhibiert (Sporn and Roberts 1992)
(Arrick and Derynck 1992) (Derynck 1994) (Derynck and Feng 1997) (Miller, Pelton et al.
1990), seine Wirkung auf die Entwicklung verschiedener menschlicher Erkrankungen wurde
nachgewiesen (Blobe, Schiemann et al. 2000). In Schilddrisenzellen menschlichen
Ursprungs ist TGF-B1 ein sehr starker Proliferationshemmer (Grubeck-Loebenstein, Buchan
et al. 1989). Es inhibiert auRerdem die Reaktion von Schilddrisenzellen auf Thyreotropin
und zyklisches AMP (Taton, Lamy et al. 1993). Deswegen wurde ein Fehler in einem TGF-
B1-abhangigen Signalweg angeschuldigt, zur Strumabildung beizutragen (Grubeck-
Loebenstein, Buchan et al. 1989).

AulBerdem gibt es Belege fur eine Verwicklung von TGF-f1 in die Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen (Letterio and Roberts 1998). TGF-B1-null-Mause haben einen
autoimmunahnlichen Phanotyp mit Bildung von SLE-ahnlichen Autoanikérpern und Sjogren-
Syndrom-ahnlichen Lymphozyteninfiltrationen in einer Vielzahl von Organen entwickelt
(Dang, Geiser et al. 1995). Dies wirft die Frage auf, ob ein systemischer Mangel an
verfugbarem TGF-31 auch beim Menschen zu einer Autoimmunerkrankung fiihren konnte,
wie etwa zur Thyreoiditis beim Morbus Basedow.

TGF-B1 wurde auch mit der Entwicklung von malignen Tumoren in Zusammenhang
gebracht. Es verhalt sich als Tumorsuppressorgen mit echter haploider Insuffizienz (Tang,
Bottinger et al. 1998). In einem Rattenmodell der Schilddrisentumorprogression konnte
belegt werden, dal® ein Verlust der Ansprechbarkeit gegeniber TGF-Bf1 eng mit der
Tumoranfalligkeit verbunden ist (Blaydes and Wynford-Thomas 1996). Auf3erdem wurde der
maligne Phanotyp k-ras-transformierter Rattenthyreozyten durch Transfektion des

funktionsfahigen TGF-B1-Rezeptors Typ Il teilweise reduziert (Coppa, Mincione et al. 1997).
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Desweiteren wurde vor kurzer Zeit Uber eine verringerte Expression von mRNA und Protein
des TGF-B1-Rezeptors Typ Il beim papillaren Schilddrisenkarzinom berichtet (Lazzereschi,
Ranieri et al. 1997) (Matoba, Sugano et al. 1998).

Die mRNA- Expression des TGF-B1- Gens unterliegt der Transkriptionskontrolle durch
Regulationselemente in dessen Promotorregion (Kim, Jeang et al. 1989) (Kim, Denhez et al.
1989). Bei gesunden Individuen beeinfluRt hauptsachlich die genetische Konstitution den
TGF-B1-Serumspiegel (heritability estimate = 0,54) (Grainger, Heathcote et al. 1999). Durch
die molekulare Analyse des TGF-B1-Genpromotors konnte die Existenz eines C—T
Polymorphismus auf Position —509 stromaufwarts des Startkodons belegt werden. Dieser
Polymorphismus ist signifikant mit der Plasmakonzentration des aktiven sowie
bioaktivierbaren latenten (a+l) TGF-B1 assoziiert, was 8,2% der additiven genetischen
Varianz der (a+l) TGF-B1- Konzentration erklart (Grainger, Heathcote et al. 1999).
Wahrscheinlich ist der Polymorphismus auch an der unterschiedlichen Expression bei der
parakrinen Regulation beteiligt, denn Transfektionsstudien haben eine verminderte
Transkriptionsfahigkeit des C- Allels gegenlber dem T- Allel gezeigt (Luedecking, DeKosky
et al. 2000).

TGF-p1 ist also ein wichtiges Zytokin flir die Wachstumssteuerung des
Schilddrisengewebes. Es bleibt jedoch noch unklar, ob der Verlust der TGF-B1-Kontrolle in
klinischen Zusammenhangen hauptsachlich auf eine Endorganresistenz, oder eine
verminderte Verflgbarkeit des Liganden zurlckzuflihren ist. Bisher hat es noch keine
Méglichkeit gegeben, die langfristigen Auswirkungen von Veranderungen der TGF-B1-
Expression beim Menschen zu beurteilen. Die Entdeckung transkriptionsrelevanter
Variationen des oben genannten Promotors des TGF-B1-Gens erdffnet die Mdglichkeit, die
Hypothese zu Uberprifen, dal Unterschiede in der langfristigen Verfiigbarkeit von TGF-1
einen Teil der genetisch bestimmten Veranlagung zur Strumaentwicklung erklaren konnten.
Wir haben daher versucht herauszufinden, ob genetische Variationen der TGF-p1-
Expression unter der Bedingung eines chronischen leichten Jodmangels (WHO Grad I) bei
der Entwicklung von Strumen oder Schilddriisenkarzinomen eine Rolle spielen.

Zu diesem Zweck haben wir haben die Genotypen des C-509T- Polymorphismus in einer
Gruppe von 396 Patienten mit verschiedenen benignen und malignen
Schilddrisenerkrankungen sowie in einer Kontrollgruppe ohne Schilddriisenerkrankungen
(n=88) bestimmt. Die Gruppe der benignen Erkrankungen umfallte multinodulare
Knotenstrumen (MNG, n=175), follikulare Schilddrisenadenome (n=32), Morbus Basedow
(n=63), Struma diffusa (n=12) und Struma uninodosa (nicht naher bezeichnet, n=5), die
malignen  Erkrankungen  waren  Schilddrisenkarzinome (n=109) verschiedener

histopathologischer Typen.



Bei der endemischen Struma des Menschen wurde eine Anhaufung von Zellen monozytaren
Ursprungs wie Makrophagen und dendritische Zellen beschrieben (Wilders-Truschnig, Kabel
et al. 1989). Ahnliche Befunde wurden in Wistar-Ratten einige Wochen nach der
Induzierung eines Jodmangels nachgewiesen (Mooij, de Wit et al. 1993).
Antigenprasentierende dendritische Zellen sind negative Wachstumsregulatoren von
Thyreozyten der Wistar-Ratten. Die Zytokine Interleukin-1 und Interleukin-6 sind zwei
Hauptfaktoren in diesem Prozel} (Simons, Delemarre et al. 1998). Die Rolle von IL-6 bei der
Wachstumsregulation der Follikelepithelzellen der menschlichen Schilddrise kann noch
nicht vollstdandig eingeschatzt werden. Erhebliche Wirkungen von IL-6 auf die
Hormonsekretion und den Stoffwechsel der Schilddriise wurden bereits belegt (Yamazaki,
Yamada et al. 1996) (Torpy, Tsigos et al. 1998). Dartiber hinaus ist IL-6 beim Menschen an
einer Reihe von Dbiologischen Vorgangen Dbeteiligt, die Immunreaktionen,
Entzindungsreaktionen, die Hamatopoese, die Onkogenese und den
Intermediarstoffwechsel umfassen (Papanicolaou and Vgontzas 2000) (Hirano, Ishihara et
al. 2000). Die intrazelluldre Signallibertragung wird vom gp130/JAK/STAT- System
vermittelt. Die Bindung von Zytokinen der IL-6-Familie an ihre Rezeptoren fuhrt zur zur
Homodimerisierung der Rezeptoruntereinheiten gp130 oder zur Heterodimerisierung von
gp130 mit anderen, verwandten Rezeptoren, was zur Aktivierung der gp130- assoziierten
JAK (Janus-Kinasen)- Tyrosin-Kinasen fuhrt. Das an verschiedenen Thyrosinstellen
phosphorylierte gp130 aktiviert Signaltbertragungsmolekile wie SHP2 oder STAT 3 (signal
transducer and activator of transcription 3), das Homodimere bildet, oder Heterodimere mit
STAT 1 bildet, und im Zellkern die Expression einer Reihe von Genen reguliert (Hirano,
Ishihara et al. 2000).

Beim Morbus Basedow, einer Autoimmunerkrankung mit Beziehungen sowohl zur
humoralen als auch zur zellularen Immunantwort, konnte eine signifikant erhéhte
Serumkonzentration von IL-6 festgestellt werden (Salvi, Girasole et al. 1996) (Siddiqi,
Monson et al. 1999). Seit festgestellt wurde, dal3 die Konkordanzrate fur Morbus Basedow
bei monozygoten Zwillingen 22% und bei dizygoten Zwillingen 0% betrug (Brix, Christensen
et al. 1998), kann ein genetischer EinfluR vermutet werden. Die Untersuchung eines
transkriptionsrelevanten Polymorphismus des IL-6 Genpromotors eroffnet die Maoglichkeit,
eine eventuelle Assoziation des Morbus Basedow mit dem langfristigen Expressionsniveau
von IL-6 zu Uberprifen.

Wie oben beschrieben, treten papillare Mikrokarzinome haufig und manifeste PTC selten
auf. Es kann eine Form der Kontrolle durch das Immunsystem vermutet werden. Als
wesentliches Anzeichen flr eine solche Immunkontrolle kénnte die histopathologische

Beobachtung einer Gruppe von 631 Patienten gewertet werden, dal} eine lymphozytische
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Infiltration bei Patienten mit papilldrem Schilddrisenkarzinom ein wichtiger prognostischer
Faktor ist (Loh, Greenspan et al. 1999). IL-6 ist nicht nur ein ,endokrines Zytokin“
(Papanicolaou and Vgontzas 2000), sondern hat auch groRen Einflud auf die systemische
und lokale Immunantwort auf Entzindungen und Krebs (Hirano, Ishihara et al. 2000).
Deswegen kann die Hypothese abgeleitet werden, dald genetische Variationen, die das
Expressionsniveau des IL-6-Gens beeinflussen, EinfluR auf die Progression oder
Manifestation von unter Immunkontrolle stehenden Krebsarten nehmen kénnten.

Vor kurzer Zeit wurde ein neuer Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP) in der
Promotorregion des IL-6-Gens beschrieben. Es wurde belegt, dal® er die Transkriptionsrate
des Gens beeinflult und mit den IL-6-Plasmaspiegeln bei normalen Individuen assoziiert ist
(Fishman, Faulds et al. 1998). Dieser Polymorphismus ist mit dem klinischen
Erscheinungsbild und dem Verlauf bei verschiedenen menschlichen Erkrankungen
korreliert. Bei juveniler chronischer Polyarthritis mit systemischem Erkrankungsbeginn war
der glnstige CC-Genotyp, der mit verminderter IL-6-Freisetzung verbunden ist, in der
Untergruppe mit kompliziertem und frithem Ausbruch der Krankheit unterreprasentiert
(Fishman, Faulds et al. 1998). Die Ergebnisse legen einen genetisch bestimmten
Unterschied im Umfang der IL-6-Antwort auf Strefireize nahe. Die IL-6-Plasmaspiegel
hangen stark vom Expressionsniveau ab, weil IL-6 nicht standig gleichbleibend gebildet wird
und schnell wieder aus dem Kreislauf verschwindet (Castell, Geiger et al. 1988). Die
klinische Relevanz des —174 G/C - Polymorphismus ist mittlerweile in einer Reihe von
klinischen Zusammenhangen wie Osteoporose bei entzindlichen Darmerkrankungen
(Schulte, Goebell et al., submitted), Insulinempfindlichkeit (Fernandez-Real, Broch et al.
2000), und Fettstoffwechsel (Fernandez-Real, Broch et al. 2000) demonstriert worden.

Wir wollten die Rolle untersuchen, die IL-6 moglicherweise bei der Strumaentwicklung und
der Anfalligkeit fur differenzierte Schilddrisenkarzinome spielt. In dieser Studie haben wir
die Genotypen des transkripionsrelevanten —174 G/C- Promotorpolymorphismus in einer
Gruppe von 380 Patienten mit verschiedenen benignen und malignen
Schilddrisenerkrankungen sowie in einer Kontrollgruppe ohne Schilddriisenerkrankungen
(n=152) bestimmt. Die Gruppe der benignen Erkrankungen umfaldte multinodulare
Knotenstrumen (MNG, n=164), follikulare Schilddrisenadenome (n=28), Morbus Basedow
(n=63), Struma diffusa (n=13) und Struma uninodosa (nicht naher bezeichnet, n=6), die
malignen  Erkrankungen waren  Schilddrisenkarzinome (n=106) verschiedener

histopathologischer Typen.



2. Material und Methoden

21 Blutproben

2.1.1 Herkunft der Blutproben

Die Blutproben der Patienten mit Schilddriisenerkrankungen stammten von 453 Personen,
die im Zeitraum von 5/1986 bis 9/1999 in der Abteilung fir Allgemeine Chirurgie und
Unfallchirurgie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf operiert wurden. Die Blutproben
der 152 Kontrollpatienten fur die IL-6-Studie und der 88 Kontrollpatienten fur die TGF-p1-
Studie wurden in der Klinik fur Innere Medizin der Universitdt Essen gewonnen. Sie
stammten von Patienten ohne Schilddrisenerkrankungen, die vor Kkurzer Zeit eine
Knochenmarktransplantation von gesunden Spendern zur Behandlung einer Leukamie
erhalten hatten. Hier wurde das Vorliegen einer Schilddrisenerkrankung durch
Anamneseerhebung, klinische Untersuchung durch einen Endokrinologen, einen normalen
Thyreotropinspiegel im Serum und Ultrasonographie der Schilddriise ausgeschlossen. Die
Diagnose der Patienten mit multinodularer Knotenstruma, follikularem Adenom, Morbus
Basedow, Struma diffusa, sowie der verschiedenen Schilddrisenkarzinome wurde durch
histopathologische Untersuchung der resezierten Schilddrisenproben durch das Institut fir
Pathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf gewonnen. Die Abnahme von
vendsem Blut und die Operation der Patienten erfolgte nach deren Information und
schriftichem Einverstandnis. Patienten mit erblichen Erkrankungen wie multipler endokriner
Neoplasie Typ | oder I, oder familiarem medullarem Schilddriisenkarzinom wurden von der
Studie ausgeschlossen. Ebenso wurden Patienten mit unklarer Diagnose ausgeschlossen.
Die Blutproben verteilten sich auf folgende Erkrankungsgruppen:

Morbus Basedow (n=66), Struma diffusa (n=16), Struma multinodosa (n=199), follikulares
Adenom (n=38), Struma uninodosa (nicht naher klassifiziert; n=6), FTC (follikulares
Schilddrisenkarzinom; n=15), PTC (papillares Schilddrisenkarzinom; n=59), PFTC
(papillar-follikulares Schilddrisenkarzinom; n=5), FOTC (follikular-onkozytares
Schilddrisenkarzinom; n=2), OTC (onkozytadres Schilddrisenkarzinom; n=5), MTC

(medullares Schilddrisenkarzinom; n=40), ATC (anaplastisches Schilddriisenkarzinom; n=2)



2.1.2 Vorbereitung der Blutproben zur DNA - Isolation

2.1.2.1 Vorbereitung der in Serumprobenréhrchen gesammeltem Blutproben

Die Blutproben mit den Bluthnummern 753 — 794 wurden in Serumprobenréhrchen
gesammelt. Aus dem Serumprobenrdhrchen (Vacutainer BD No. 367989 SST sterile 9M
305, Fa. Becton Dickinson Vacutainer Systems, Plymouth, UK) wurde das Blutkoagel
entnommen und mit Hilfe von Pinzetten auf einer Petrischale méglichst fein zerkleinert. 600
mg davon wurden in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal tberfihrt. Aus 2,6 mg (10000
Units) Streptokinase (Fa. Sigma, Steinheim), 150 ul FCS, sowie 10 ml PBS-Puffer, pH 7,4
(Fa. Gibco) wurde eine Streptokinaseldsung hergestellt, die 1 unit/ pl enthielt. 30 ul dieser
Lésung wurden in das 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefall gegeben und mit dem Blut mit Hilfe
eines Vortexgerates (VF 2, Fa. Janke & Kunkel) griindlich gemischt. Anschliefend wurde
das Gemisch in einem Thermomixer (Typ 5436, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) 24
h lang bei 37°C inkubiert. 200 pl des lysierten Blutes wurden fir die DNA-Isolation verendet.

2.1.2.2Vorbereitung der EDTA-Blutproben zur DNA —Isolation

Die in EDTA-Probenréhrchen (Vacutainer plus K2 EDTA: 7,2 mg 4 ml, Fa. Becton Dickinson
Vacutainer Systems, Plymouth, UK) gesammelten Blutproben wurden nicht besonders
vorbereitet, sondern konnten direkt flir die DNA-Isolation verwendet werden. Das betrifft alle

Blutproben mit Ausnahme der Proben mit den Blutnummern 753 — 794.



2.2

DNA-Isolation aus Blut

Die DNA-Isolation erfolgte mit dem QIAmp DNA Blood Mini Kit (250)'99 ,Cat.-Nr. 51106
(QIAGEN,Hilden) und erbrachte etwa 3-12 ug DNA aus 200 pl Blut. Die DNA-Qualitat und

Quantitat wurde durch Agarosegelelektrophorese mit Ethidiumbromidfarbung (wie in 2.5.2.2

beschrieben) Uberprift und ihre Eignung fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch

Benutzung in verschiedenen Amplifikationssystemen kontrolliert. Schematische Darstellung:

10.
11.

12.

13.
14.

15.

16.

Pipettieren von je 200 ul Blutprobe in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie.
Hinzufiigen von 20 pl Protease (QIAGEN).

Hinzufiigen von 200 ul Lyse-Puffer (Buffer AL, QIAGEN), sofortiges Mischen durch
Vortexgerat (Typ VF 2, Jahnke & Kunkel GmbH & Co. KG) fir 15 Sekunden.

Bei 56 °C fur 10 Minuten im Thermomixer (Typ 5436, Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg) inkubieren.

Hinzufiigen von 200 pl Ethanol 100% (Fa. Merck, Darmstadt), Mischen durch
Vortexgerat fir 15 Sekunden.

Uberfiihren der Mischung in eine ,QIAmp spin column, die in eine ,2-ml collection
tube” gesteckt wurde.

Zentrifugieren bei 6000 x g fur 1 Minute (Eppendorf Centrifuge 5403).

,QIAmp spin column® in eine saubere ,2-ml collection tube® stecken, anschliel’end
Verwerfen der ,collection tube® mit dem Filtrat.

In die , QIAmp spin collumn® 500 pl Waschpuffer 1 (Buffer AW1, QIAGEN)
pipettieren.

Zentrifugieren bei 6000 x g fir 1Minute.

,QIAmMp spin column® in eine saubere ,2-ml collection tube“ stecken, anschlieRend
Verwerfen der ,collection tube“ mit dem Filtrat.

Pipettieren von 500 pl Waschpuffer 2 (Buffer AW2, QIAGEN) in die , QIAmp spin
collumn®.

Zentrifugieren bei 20000 x g fur 3 Minuten.

,QIAmMp spin column® in ein sauberes 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® stecken,
Verwerfen der ,collection tube® mit dem Filtrat.

Pipettieren von 200ul Elutionspuffer (Buffer AE, QIAGEN) in die "QIAmp spin
collumn", anschlie®end 5 Minuten inkubieren lassen.

Zentrifugieren bei 6000 x g fur 1 Minute.



23 PCR

2.3.1 Oligonukleotidprimer

Tabelle 2.3-1
SEQUENZ AMPLIMER | GENBANK-NR. |BINDUNGSSTELLE
TGF 5°-TGT AAA ACG AGG GCC AGT 564 bp J04431 582-599
M13 F CGG ACA CCC AGT GAT GGG
TGF 1110-1093

M13 R |5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC
CTC CTG GCG GCC AAG CGC

IL-6 F |5-CTGCTTCTT AGC GCT AGC 151 bp AF039228 313-330
IL-6 R |5-CTT TGT TGG AGG GTG AGG 464-447

Legende zu Tabelle 2.3-1:

Angegeben sind die Oligonukleotidprimer mit der Sequenz des Vorwarts- und
Rickwartsstranges (5°-3"), die erwartete Amplimerldnge, Genbankidentifikationsnummer
und Bindungsstelle. Die Oligonukleotidprimer wurden von der Firma Pharmacia Biotech

synthetisiert und in der Konzentration 5 ymol/ | in die PCR eingesetzt.

2.3.1.1 Transforming Growth Factor beta M13 (TGF M13)

Der TGFR-1 Promotor ist in der Sequenz mit der Genbankidentifikationsnummer J04431
enthalten. Der Transkriptionsstartsite ist Position 1363 in J04431. Der Vor-wartsprimer TGF
M13 F bindet von Position 582 bis Position 599. Der Rickwarts-primer TGF M13 R bindet
von Position 1110 bis Position 1093. Die Lange des erwarteten Produktes betragt 564

Basenpaare.

2.3.1.2 Interleukin 6 (IL-6)

Der IL-6 Promotor ist in der Sequenz mit der Genbankidentifikationsnummer AF039228
enthalten. Der Transkriptionsstartsite ist Position 551 in AF039228. Der Vorwartsprimer IL-6

F bindet von Position 313 bis Position 330. Der Rickwartsprimer IL-6 R bindet von Position

464 bis Position 447. Die Lange des erwarteten Produktes betragt 151 Basenpaare.
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2.3.2 PCR-Ansitze
2.3.2.1 Ansatz fiir TGF M13

Jeder 15 pul- Ansatz enthielt folgende Reagentien:

Tag-Master- Mix (QIAGEN, Hilden) 7,5 1]
Vorwartsprimer TGF M13 F [ 10 pmol/ ul ] 0,75 pl
Rickwartsprimer TGF M13 R [ 10 pmol/ ul ] 0,75 ul
Wasser, PCR-grade (QIAGEN, Hilden) 3,0 1]
DNA 3,0
15,0 pl
2.3.2.2 Ansatz fur IL-6
Jeder 8 pl- Ansatz enthielt folgende Reagentien:
Tag-Master- Mix (QIAGEN, Hilden) 4,0 1]
Vorwartsprimer IL-6 F [ 10 pmol/ pl ] 0,5 i
Rickwartsprimer IL-6 R [ 10 pmol/ ul ] 0,5 i
Wasser, PCR-grade (QIAGEN, Hilden) 1,5 1]
DNA 1,5 ul
8,0 ul
2.3.2.3 Ansatz fir IL-6, Blut - Nr. 753 — 794
Jeder 8 pl- Ansatz enthielt folgende Reagentien:
Taqg-Master- Mix (QIAGEN, Hilden) 4,0 1]
Vorwartsprimer IL-6 F [ 10 pmol/ pl ] 0,5 Ml
Rickwartsprimer IL-6 R [ 10 pmol/ ul ] 0,5 i
DNA 3,0
8,0 1]
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2.3.3. Amplifikationsbedingungen

2.3.3.1 PCR-Bedingungen fiir TGF M13

Tabelle 2.3-2:

Schritt Temperatur Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung 94°C 5 min. 1
Denaturierung 94°C 30 sek.

Annealing 57°C 30 sek. 36
Synthese 72°C 90 sek.

Extension 72°C 10 min. 1

2.3.3.2PCR-Bedingungen fir TGF M13, Blut — Nr. 753 - 794

Tabelle 2.3-3:

Schritt Temperatur Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung 94°C 5 min. 1
Denaturierung 94°C 30 sek.

Annealing 57°C 30 sek. 41
Synthese 72°C 90 sek.

Extension 72°C 10 min. 1
2.3.3.3 PCR-Bedingungen fur IL-6

Tabelle 2.3-4:

Schritt Temperatur Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung 94°C 5 min. 1
Denaturierung 94°C 30 sek.

Annealing 60°C 30 sek. 36
Synthese 72°C 90 sek.

Extension 72°C 10 min. 1

2.3.3.4PCR-Bedingungen fiir IL-6, Blut — Nr. 753 - 794

Tabelle 2.3-5:

Schritt Temperatur Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung 94°C 5 min. 1
Denaturierung 94°C 30 sek.

Annealing 60°C 30 sek. 38
Synthese 72°C 90 sek.

Extension 72°C 10 min. 1
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Legende zu Tabelle 2.3-2 bis 2.3-5

Fir die Polymerasekettenreaktion wurde ein Gerat der Fa. Biometra, Gottingen, vom Typ
Thermocycler Whatman Biometra T Gradient genutzt. Die Reaktions-mischungen wurden
auf 96-well-Mikrotiterplatten (Whatman Biometra, Gottingen) aufgetragen und mit einer
Silikonabdeckung (Nr. 050-237, Fa. Whatman Biometra, Gottingen) versiegelt. Die
Amplifikationsbedingungen fur die beiden Oligonukleotid-primer sind in den Tabellen

angegeben.

24 Restriktionsverdau der PCR-Produkte

2.4.1 Restriktionsschritt: Verdau durch Bsu 36 |

Das Restriktionsenzym Bsu 36 | schneidet in der Sequenz CCATNAGG an Position 854 des
Abschnittes mit der Genbankidentifikationsnummer J04431. Es schneidet das 564 bp lange
TGF M13-Amplimer in zwei Teile der Langen 274 Basenpaare und 290 Basenpaare.

Schematische Darstellung:

1. Zu jeder Amplimerprobe (je 15 pl) wird eine Mischung aus folgenden Bestandteilen

gegeben:
NEBuffer 3, 10x, (New England Biolabs, www.neb.com) 4,5 I]
Bsu 36 I, 10000 U/ml, (New England Biolabs) 0,2 pl
BSA, 100 ug/ml, (New England Biolabs) 0,45 i
nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, WI, USA) 24,85 pl

30,00

2. Auftragen der Reaktionsmischungen auf 96-well-Mikrotiterplatten (Whatman
Biometra, Gottingen) und Versiegelung mit einer Silikonabdeckung (Nr. 050-237, Fa.
Whatman Biometra, Géttingen)

3. Inkubation in einem Memmert-Brutschrank bei 37°C flir 48 Stunden.

13


http://www.neb.com/

2.4.2 Restriktionsschritt: Verdau durch Hsp 92 I

Das Restriktionsenzym Hsp 92 |l schneidet in der Sequenz GTAC an Position 377 des
Abschnittes mit der Genbankidentifikationsnummer AF039228. Es schneidet das 151 bp
lange IL-6-Amplimer in zwei Teile der Langen 87 bp und 65 bp.

Schematische Darstellung:

1. Zu jeder Amplimerprobe (je 8 ul) wird eine Mischung aus folgenden Bestandteilen

gegeben:
Buffer K 10x (Promega, Madison, WI, USA) 2,4 Ml
Hsp 92 11 (Promega, Madison, WI, USA) 0,1 §]
nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, WI, USA) 13,5 ul

16,0 ul
2. Auftragen der Reaktionsmischungen auf 96-well-Mikrotiterplatten (Whatman
Biometra, Goéttingen) und Versiegelung mit einer Silikonabdeckung (Nr. 050-237, Fa.
Whatman Biometra, Goéttingen)
3. Inkubation in einem Memmert-Brutschrank bei 37°C fur 48 Stunden.

25 Gelelektrophoretische Auftrennung der Produkte des Restriktionsverdaus

2.5.1 Elektrophoresegerit

Stromquelle: Power Pack 300 (Fa. Bio-Rad, USA)

Pufferkammer: Sub-Cell-GT Wide Mini (Fa. Bio-Rad, USA)
Gelwanne: Sub-Cell-GT Wide Mini (Fa. Bio-Rad, USA)

Kamm : Sub-Cell-GT Wide Mini, 20 Zahne, (Fa. Bio-Rad, USA)

14



2.5.2 Herstellung der Agarosegele

2.5.2.1 Herstellung der 2,5 % Agarosegele

Aus 250 ml Tris-Borate-EDTA-Buffer (TBE-Buffer) 5x concentrate (Fa. Sigma, Steinheim),
und 250 ml Aqua dest. wurde eine 2,5 x konzentrierte TBE-Pufferlésung hergestellt. 100 ml
dieser Losung wurden in einem Erlenmeyerkolben mit 2,5 g GIBCO BRL ultra PURE
Agarose Electrophoresis Grade, 15510-027 (Fa.Life Technologies, Paisley, Scotland)
gemischt und in einem Microwellenherd 4 2 min. bei 800 W erhitzt. AnschlieRend wurden
2,5 yl Ethidium Bromid (10 mg/ml, Fa. Sigma, Steinheim) hinzugefligt und grindlich
untergemischt. Die Mischung wurde in die mit zwei Kdmmen bestlickte Gelwanne gegossen.
Nach 20 Minuten wurde die Gelwanne in die mit Laufpuffer gefiillte Pufferkammer eingesetzt

und die Kdmme konnten gezogen werden.

2.5.2.2 Herstellung der 0,8 % Agarosegele

Aus 250 ml Tris-Borate-EDTA-Buffer (TBE-Buffer) 5x concentrate (T-6400, Fa. Sigma,
Steinheim), und 250 ml Aqua dest. wurde eine 2,5 x konzentrierte TBE-Pufferldsung
hergestellt. 150 ml dieser Losung wurden in einem Erlenmeyerkolben mit 1,2 g GIBCO BRL
ultra PURE Agarose Electrophoresis Grade, 15510-027 (Fa.Life Technologies, Paisley,
Scotland) gemischt und in einem Mikrowellenherd 3 min. bei 800 W erhitzt. Anschlielend
wurden 2,25 ul Ethidium Bromid (E-1510,Fa. Sigma, Steinheim) hinzugefligt und griindlich
untergemischt. Die Mischung wurde in die mit zwei Kdmmen bestlickte Gelwanne gegossen.
Nach 20 Minuten wurde die Gelwanne in die mit Laufpuffer gefiillte Pufferkammer eingesetzt

und die K&mme konnten gezogen werden.

2.5.3 Verdiinnung des Laufpuffers
Aus 200 ml Tris-Borate-EDTA-Buffer (TBE-Buffer) 5x concentrate (Fa. Sigma, Steinheim),

und 800 ml Aqua dest. wurde eine 1 x konzentrierte TBE-Pufferlésung hergestellt. Die

Pufferkammer wurde bis 1 cm unter der ,max.“-Markierung mit dieser Losung gefullt.
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2.5.4 Vorbereitung der Restriktionsprodukte zu gelelektrophoretischen Auftrennung

und Probenauftrag auf das Gel

2.5.4.1 Vorbereitung der mit Bsu 36 | verdauten TGF M13-PCR-Produkte

Mit 45 pl Probe wurden jeweils 10 ul Gel Loading Solution, G-2526 (Fa. Sigma, Steinheim)

gemischt. Die Geltaschen wurden mit 35 pl beladen.

2.5.4.2Vorbereitung der mit Hsp 92 Il verdauten IL-6-PCR-Produkte

Mit 24 pl Probe wurden jeweils 5 ul Gel Loading Solution, G-2526 (Fa. Sigma, Steinheim)

gemischt. Es wurden 20 ul aufgetragen.

2.5.5 Laufbedingungen

Die Laufzeit wurde flr die mit Bsu 36 | verdauten TGF M13-PCR-Produkte auf 40 Minuten
bei 110 V und 0,4 A festgelegt. Bei den mit Hsp 92 |l verdauten IL-6-PCR-Produkten betrug
sie 50 Minuten bei 110 V und 0,4 A.

2.5.6 Standard

Eine Geltasche jeder Agarosegelplatte wurde mit einem Molekulargewichtsstandart (1Kb-
Plus, Fa. Gibco) beladen. 5 ul Standart wurden vor dem Auftragen mit 3 ul Gel Loading
Solution, G-2526 (Fa. Sigma, Steinheim) gemischt.

2.6 Fotodokumentation

Die fotografische Darstellung der Banden auf dem Agarosegel erfolgte unter UV-Licht
(Gerat: Crosslinker Typ CL 1, Fa. Biometra, Gottingen) mit einem MP4+ Instant Camera
System (Fa. Bachofer, Reutlingen) mit einer Blendeneinstellung von 4,5 und einer
Belichtungszeit von 1 Sekunde. Als Film wurde ein Polaroid Instant Pack Film 8,5 x 10,8 cm
T 667 (Fa. Polaroid U.K. Ltd., Wheathampstead, England) benutzt.
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2.7 Statistische Auswertung

Die Analyse der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS fur Windows
(SPSS, Minchen) durchgefihrt. Die Allelfrequenzen wurden durch Division der Anzahl des
jeweiligen Allels durch die Anzahl aller Allele berechnet. Zur Untersuchung der Signifikanz
von Unterschieden der Allelhaufigkeiten und Genotypenverteilungen zwischen
verschiedenen Erkrankungsgruppen und der Kontrollgruppe wurde der Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrt. Als Signifikanz P wurde die asymptotische Signifikanz des Chi-Quadrat-Tests
nach Pearson angegeben. Eine Zusammenhang zwischen den untersuchten Variablen
wurde angenommen, wenn neben der asymptotischen Signifikanz P auch die Signifikanz
des wegen geringer Stichprobenanzahlen durchgeflihrten Exakten Tests nach Fisher einen
Wert von 0,05 oder weniger aufwies. Bei gegebenem Zusammenhang wurden die

Zusammenhangsmale Phi, Cramers V und Kontingenzkoeffizient C angegeben.
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3. Ergebnisse

31 Ergebnisse TGF-31

3.1.1 Allelfrequenzen und Genotypenverteilungen des C-509T-TGF-p1-

Polymorphismus bei Erkrankungen der menschlichen Schilddriise

Bei der Bestimmung des C-509T Polymorphismus der Promotorregion des TGF-B1 — Gens
wurden Blutproben von insgesamt 541 Patienten und Kontrollen verarbeitet. Nach
Durchfiihrung der Analyse lagen flr 484 Proben Ergebnisse vor, wahrend bei 57 Proben
(11%) der Genotyp mit dem vorliegenden Material nicht bestimmt werden konnte. Die
Genotypenverteilung der Kontrollgruppe war im Hardy-Weinberg-Equilibrium (Abschnitt
3.1.4). Das Durchschnittsalter in der Kontrollgruppe (n=88) betrug 36,6 + 11,0 Jahre, in der
Gruppe der multinodularen Knotenstrumen (n=174) lag es bei 54,4 + 14,1 Jahren, beim
Morbus Basedow (n=60) bei 37,9 + 11,5 Jahren, bei der Struma diffusa (n=12) bei 45,5 +
11,2 Jahren, beim follikularen Adenom (n=30) bei 45,6 + 11,8 Jahren; 50,8 + 19,8 Jahre
waren es in der Gruppe aller Schilddrisenkarzinome (TC, n=98), 48,4 + 20,6 Jahre in der
Gruppe der differenzierten Karzinome (DTC, n=65), 62,2 + 18,1 Jahre in der FTC-Gruppe
(n=11), 45,6 + 19,9 Jahre in der PTC-Gruppe (n=50), und 54,1 + 17,5 Jahre in der MTC-
Gruppe (n=26).

Der Vergleich durch Chi-Quadrat-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Genotypenverteilung in Bezug auf Geschlecht oder Alter (< 45 Jahre, > 45 Jahre), weder in
der Kontrollgruppe (P=0,54 bzw. P=0,31) noch in der Gesamtgruppe der
Schilddrisenerkrankungen (P=0,75 bzw. P=0,65). Eine Schichtanalyse jeder einzelnen
Patientensubgruppe, wobei sowohl die beiden Geschlechter (Tabellen 3.1-5 bis 3.1-8), als
auch die beiden Altersgruppen (Tabellen 3.1-9 bis 3.1-12) als separate Schicht betrachtet
wurden, erbrachte ahnliche Ergebnisse wie die Analyse der Gesamtgruppe (Tabellen 3.1-1
bis 3.1-4).

Keine der Patientengruppen mit multinoduldren Knotenstrumen, diffusen Strumen,
follikularen Adenomen, Morbus Basedow oder Schilddriisenkarzinomen hatte am C-509T -
TGF-B1 — Polymorphismus im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant unterschiedliche
Allelfrequenz (Tabelle 3.1-1).

Weder in der Gesamtgruppe aller differenzierten Schilddriisenkarzinome, noch in der
Gruppe der PTC gab es eine signifikante Abhangigkeit zwischen Tumorgrofe (T1/T2
gegenluber T3/T4) und Allelfreqenzen (Tabelle 3.1-3). Fir die FTC und MTC war eine

aussagekraftige statistische Analyse wegen zu kleiner Probenhaufigkeiten nicht méglich.
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Die Anwesenheit von Lymphknotenmetastasen zur Zeit der Operation war ebensowenig mit
Veranderung der Allelhaufigkeiten am C-509T-Polymorphismus assoziiert (Tabelle 3.1-3),
wenn knotenpositive mit knotennegativen Patienten mit Schilddrisenkarzinomen verglichen
wurden. Auch der Vergleich von Patienten mit Lymphknotenmetastasen mit der
Kontrollgruppe zeigte keine signifikant abweichenden Allelfrequenzen.

In Bezug auf die Fernmetastasierung konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem
Auftreten von Metastasen bei differenzierten Schilddrisenkarzinomen und TGF-p1-
Allelfreqenz festgestellt werden (Tabelle 3.1-3). Eine Untersuchung der Tumoruntergruppen

konnte hierbei wegen zu geringer Allelhaufigkeiten nicht durchgeflihrt werden.
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Tabelle 3.1-1 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei Patientengruppen
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppe n T gegen Kontrolle
(Allele) |Frequenz

Chi- P

Quadrat-

Wert
Kontrollgruppe 176 0,261 - -
Schilddriisenerkrankung | 792 0,309 1,58 0,21
Basedow 126 0,349 2,71 0,10
Struma diffusa 24 0,375 1,37 0,24
Struma multinodosa 350 0,311 1,41 0,24
Follikulares Adenom 64 0,313 0,62 0,43
TC 218 0,275 0,10 0,76
FTC 22 0,182 0,66 0,42
PTC 104 0,298 0,44 0,51
MTC 70 0,243 0,09 0,76
DTC 134 0,276 0,08 0,77

Legende zu Tabelle 3.1-1:

Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontroligruppe verglichen. Bei Struma
uninodosa, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu
geringer Haufigkeiten nicht durchgefihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkiirzungen:

(Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom, beinhaltet 52
Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1). DTC beinhaltet
jede Art von papillarem oder follikuldrem Schilddrisenkarzinom einschlief3lich intermediarer Typen. ( *
) = Summe aller in der Liste aufgefurten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-
seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares Schilddrisenkarzinom, MTC =
medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytéres Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-
follikuldres Schilddrisenkarzinom

20



Tabelle 3.1-2 Verteilung von TGF-B1 Genotypen bei Patientengruppen

mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Genotyp gegen Kontrolle
Gruppe n TT =
Y Patienten ccC CT T Frequenz gzladrat- p
Wert
Kontrollgruppe 88 50 30 8 0,091 |- -
Schilddriisenerkrankung * | 396 191 165 40 0,101 2,17 0,34
Basedow 63 29 24 10 0,159 2,40 0,30
Struma diffusa 12 4 7 1 0,083 |x X
Struma multinodosa 175 85 71 19 0,109 |1,60 0,45
Follikuldres Adenom 32 14 16 2 0,063 |x X
TC 109 57 44 8 0,073 10,88 0,65
FTC 11 8 2 1 0,091 X X
PTC 52 24 25 3 0,058 |x X
MTC 35 20 13 2 0,057 |x X
DTC 67 34 29 4 0,060 |1,58 0,45

Legende zu Tabelle 3.1-2:

Die Genotypenverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe verglichen. Die
asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben. Bei Struma uninodosa, OTC, ATC, FOTC
und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht
durchgefiihrt werden. Ein ,x" in der Spalte P hat die gleiche Bedeutung.

Abklirzungen:

(Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom, beinhaltet 52
Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1). DTC beinhaltet
jede Art von papillarem oder follikuldrem Schilddrisenkarzinom einschlief3lich intermediarer Typen. ( *
) = Summe aller in der Liste aufgefurten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-
seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares Schilddrisenkarzinom, MTC =
medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytéres Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-
follikuldres Schilddrisenkarzinom
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Tabelle 3.1-3 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei Patientengruppen
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

. . T gegen Kontrolle g:l?vtlen niedrigeres
ruppe i i-
i (Allele) | Frequenz gllladrat— P gllladrat- P
Wert Wert
Kontrollgruppe 176 0,261 - - - -
. pT1/pT2 76 0,224 0,40 0,53 - -
pT3/pT4 88 0,341 1,81 0,18 2,74 0,10
TC pNO 26 0,385 1,72 0,19 - -
pN+ 106 0,264 0,003 0,96 1,48 0,22
Tc MO 148 0,291 0,34 0,56 - -
M1 36 0,278 0,04 0,84 0,02 0,88
DTC pT1/pT2 54 0,259 0,001 0,98 - -
pT3/pT4 66 0,303 0,42 0,52 0,280 0,60
DTC pNO 22 0,409 2,13 0,15 - -
pN+ 68 0,265 0,003 0,96 1,65 0,20
DTC MO 104 0,288 0,24 0,62 - -
M1 22 0,227 0,12 0,73 0,34 0,56
pTC pT1/pT2 44 0,273 0,02 0,88 - -
pT3/pT4 50 0,320 0,67 0,41 0,25 0,62
pTC pNO 16 0,375 X X - -
pN+ 54 0,296 0,26 0,61 0,36 0,55
PTG MO 86 0,302 0,49 0,49 - -
M1 12 0,250 X X X X
MTC pT1/pT2 20 0,150 1,19 0,28 - -
pT3/pT4 14 0,357 X X X X
pNO 0 0 X X - -
MTC FoNe 34 0,235 0,10 0,75  |x X
MO 34 0,206 0,47 0,50 - -
MTC i 12 0,417 |x X X X

Legende zu Tabelle 3.1-3:

Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe und der entsprechenden
Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei OTC, ATC, FOTC, PFTC, FTC
konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefuhrt
werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen:

(Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom, beinhaltet 52
Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1). DTC beinhaltet
jede Art von papillarem oder follikularem Schilddrisenkarzinom einschlielich intermediarer Typen. ( *
) = Summe aller in der Liste aufgeflirten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-
seitig), FTC = follikulares Schilddriisenkarzinom, PTC = papillares Schilddrisenkarzinom, MTC =
medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-
follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.1-4 Verteilung von TGF-B1 Genotypen bei Patientengruppen
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

Genotyp '?':l?an niedrigeres
TT

Gruppe n Chi-
Patienten cC CT TT Frequenz Quadrat- | P

Wert
o [eTibT2 38 22 15 1 0026 |- -
oT3pTd |44 21 16 7 0159 |x X
< [N 13 4 8 1 0077 |- -
N 53 31 16 6 0113 |x x
< |[Mo 74 37 31 6 0081 |- -
M1 18 10 6 2 0111 |x x
o [PTURT2 |27 14 12 1 0037 |- .
oTapTa |33 16 14 3 0091 |x X
ONO 11 3 7 1 0091 |- 3
DTC N+ 34 19 12 3 0088 |x X
MO 52 25 24 3 0058 |- 3
DTC 1 11 7 3 1 0091 |x x
e [pTiRT2 |22 10 12 0 0000 |- -
oTalpTa |25 12 10 3 0120 |x x
ONO 8 2 6 0 0000 |- -
PTC N+ 27 14 10 3 0111 |x X
MO 43 19 22 2 0047 |- -
PTC w1 6 4 1 1 0167 |x X
e [Ttz |4 3 0 1 0250 |- -
pT3/pT4 5 3 2 0 0,000 X X
e [PT1eT2 |10 7 3 0 0000 |- -
oTapTa |7 4 1 2 0286 |x X
ONO 0 0 0 0 0000 |- -
MTC N+ 17 11 4 2 0118 |x X
MO 17 11 5 1 0059 |- -
MTC 6 2 3 1 0167 |x X

Legende zu Tabelle 3.1-4:

Die Genotypenverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe und der entsprechenden
Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei OTC, ATC, FOTC, PFTC, FTC
konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt
werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben. Ebenso zeigt ein ,x“ zu geringe
Haufigkeiten an.

Abkiirzungen:

(Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom, beinhaltet 52
Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1). DTC beinhaltet
jede Art von papillarem oder follikuldrem Schilddrisenkarzinom einschlief3lich intermediarer Typen. ( *
) = Summe aller in der Liste aufgefurten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-
seitig), FTC = follikuldres Schilddriisenkarzinom, PTC = papillares Schilddrisenkarzinom, MTC =
medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytéres Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-
follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.1-5 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei weiblichen Patientengruppen mit
verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n T gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe des anderen
weiblich : Geschlechts
Chi- P Chi- P
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 64 0,234 - - 0,38 0,54
Schilddriisenerkrankung | 546 0,306 1,40 0,24 0,10 0,75
Basedow 108 0,352 2,60 0,11 0,02 0,88
Struma multinodosa 240 0,308 1,34 0,25 0,03 0,85
Follikulares Adenom 40 0,275 0,22 0,64 0,70 0,40
TC 134 0,276 0,39 0,53 0,001 0,97
PTC 72 0,306 0,87 0,35 0,06 0,80
MTC 38 0,211 0,08 0,78 0,47 0,49
DTC 86 0,291 0,60 0,44 0,26 0,61
Legende zu Tabelle 3.1-5: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts verglichen. Bei Struma uninodosa,
Struma diffusa, FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test
wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird
jeweils als P angegeben.

Legende zu Tabelle 3.1-6: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe,
der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts sowie der entsprechenden Untergruppe
mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, MTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC
konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefuhrt
werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom,
beinhaltet 52 Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papilldrem oder follikuldrem Schilddrisenkarzinom einschlieRlich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefurten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.1-6 Verteilung von TGF-B1 Allelen bei weiblichen Patientengruppen

mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen entsprechende

Kontr gegen niedrigeres
Gruppen . T gegen Kontrolle TNM g;i?:ﬂfecdhiz anderen
_— (Allele) |Frequenz |Chi- Chi- Chi-
weiblich Quadrat- | P Quadrat- | P Quadrat- | P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 64 0,234 - - - - 0,38 0,54
. pT1/pT2 42 0,262 0,10 0,75 - - 0,79 0,37
pT3/pT4 58 0,328 1,32 0,25 0,50 0,48 0,13 0,71
Tc pNO 20 0,400 2,10 0,15 - - X X
pN+ 56 0,250 0,04 0,84 1,61 0,20 0,12 0,73
TC MO 90 0,278 0,37 0,55 - - 0,18 0,67
M1 22 0,364 1,40 0,24 0,63 0,43 X X
PTC pT1/pT2 30 0,300 0,46 0,50 - - X X
pT3/pT4 36 0,333 1,15 0,29 0,08 0,77 X X
PTC pNO 12 0,417 X X - - X X
pN+ 34 0,294 0,42 0,52 X X 0,002 0,96
PTC MO 60 0,317 1,05 0,31 - - 0,19 0,66
M1 8 0,250 X X X X X X
DTG pT1/pT2 36 0,306 0,61 0,44 - - X X
pT3/pT4 42 0,310 0,74 0,39 0,001 0,97 0,02 0,88
DTC pNO 16 0,438 X X - - X X
pN+ 40 0,275 0,22 0,64 1,38 0,24 0,05 0,82
DTG MO 68 0,309 0,92 0,34 - - 0,40 0,53
M1 12 0,250 X X X X X X

Legende zu Tabelle 3.1-6:

(siehe unter Legende zu Tabelle 3.1-5)
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Tabelle 3.1-7 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei mannlichen Patientengruppen
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n T gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe des anderen
ménnlich . Geschlechts
Chi- P Chi- P
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 112 0,277 - - 0,38 0,54
Schilddriisenerkrankung | 246 0,317 0,59 0,44 0,10 0,75
Basedow 18 0,333 0,24 0,62 0,02 0,88
Struma multinodosa 110 0,318 0,46 0,50 0,03 0,85
Follikulares Adenom 24 0,375 0,92 0,34 0,70 0,40
TC 84 0,274 0,002 0,96 0,001 0,97
PTC 32 0,281 0,002 0,96 0,06 0,80
MTC 32 0,281 0,002 0,96 0,47 0,49
DTC 48 0,250 0,12 0,73 0,26 0,61
Legende zu Tabelle 3.1-7: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts verglichen. Bei Struma uninodosa,
Struma diffusa, FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test
wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils
als P angegeben.

Legende zu Tabelle 3.1-8: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe,
der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts sowie der entsprechenden Untergruppe
mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, MTC- und PTC-pT-Stadien, OTC, ATC,
FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer H&aufigkeiten
nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom,
beinhaltet 52 Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddrisenkarzinom einschlief3lich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefiirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medulldres Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikuldres Schilddrisenkarzinom
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Tabelle 3.1-8 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei mannlichen Patientengruppen

mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen entsprechende

egen niedrigeres
Gruppen . T gegen Kontrolle '?'NQI‘VI 9 g;i?:ﬂfecdhiz anderen
T (Allele) |Frequenz |Chi- Chi- Chi-
mannlich Quadrat- |P Quadrat- | P Quadrat- | P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 112 0,277 - - - - 0,38 0,54
TC pT1/pT2 34 0,176 1,39 0,24 - - 0,79 0,37
pT3/pT4 30 0,367 0,92 0,34 2,96 0,09 0,13 0,71
. pNO 6 0,333 X X - - X X
pN+ 50 0,280 0,002 0,97 X X 0,12 0,73
TC MO 58 0,310 0,21 0,65 - - 0,18 0,67
M1 14 0,143 X X X X X X
DTC pT1/pT2 18 0,167 X X - - X X
pT3/pT4 24 0,292 0,02 0,88 0,02 0,88
DTC pNO 6 0,333 X X - - X X
pN+ 28 0,250 0,08 0,78 X X 0,05 0,82
DTC MO 36 0,250 0,10 0,75 - - 0,40 0,53
M1 10 0,200 X X X X X X
PTG pNO 4 0,250 X X - - X X
pN+ 20 0,300 0,05 0,83 X X 0,002 0,96
PTG MO 26 0,269 0,01 0,94 - - 0,19 0,66
M1 4 0,250 X X X X X X
MTC pNO 0 0 X X - - X X
pN+ 20 0,250 0,06 0,80 X X X X
MO 20 0,350 0,44 0,51 - - X X
MTC M1 4 0 X X X X X X

Legende zu Tabelle 3.1-8: (siehe Tab. 3.1-7)
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Tabelle 3.1-9 Verteilung von TGF-R1 Allelen bei Patientengruppen
unter 45 Jahren mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n T gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe der anderen
Altersgruppe
Altersgruppe <45 J Chic p Chic P
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 140 0,279 - - 1,05 0,31
Schilddriisenerkrankung | 282 0,301 0,24 0,63 0,21 0,65
Basedow 88 0,318 0,41 0,52 1,47 0,23
Struma multinodosa 82 0,256 0,13 0,72 1,33 0,25
Follikulares Adenom 26 0,269 0,01 0,92 0,48 0,49
TC 72 0,333 0,68 0,41 1,27 0,26
PTC 40 0,300 0,07 0,79 0,00 1,00
MTC 22 0,318 0,15 0,70 0,46 0,50
DTC 46 0,326 0,38 0,54 0,86 0,35
Legende zu Tabelle 3.1-9: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe verglichen. Bei Struma uninodosa,
Struma diffusa, FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test
wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils
als P angegeben.

Legende zu Tabelle 3.1-10:  Die Allelverteilung wurde fur jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe,
der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe sowie der entsprechenden Untergruppe
mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, MTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte
der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden.
Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom,
beinhaltet 52 Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlief3lich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefiirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medulldres Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikuldres Schilddrisenkarzinom
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Tabelle 3.1-10

mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

Verteilung von TGF-R1 Allelen bei Patientengruppen unter 45 Jahren

gegen entsprechende

egen niedrigeres
Gruppen . T gegen Kontrolle '?'NQI‘VI 9 g:tlg:;,geru?)ere anderen
Altersgruppe <45 J (Allele) Frequenz gzladrat— P gtladrat— P gllladrat- P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 140 0,279 - - - - 1,05 0,31
TC pT1/pT2 36 0,278 0,00 0,99 - - 1,46 0,23
pT3/pT4 28 0,393 1,46 0,23 0,95 0,33 0,35 0,55
. pNO 12 0,417 X X - - X X
pN+ 42 0,262 0,05 0,83 X X 0,07 0,79
TC MO 58 0,328 0,48 0,49 - - 0,33 0,57
M1 8 0,375 X X X X X X
DTG pT1/pT2 28 0,321 0,21 0,65 - - 1,65 0,20
pT3/pT4 18 0,333 0,24 0,63 0,01 0,93 0,05 0,82
DTC pNO 10 0,500 X X - - X X
pN+ 30 0,267 0,02 0,90 X X 0,01 0,92
DTC MO 40 0,325 0,33 0,57 - - 0,40 0,53
M1 6 0,333 X X X X X X
PTC pT1/pT2 24 0,292 0,02 0,90 - X X
pT3/pT4 16 0,313 X X X X 0,05 0,83
PTC pNO 8 0,375 X X - - X X
pN+ 26 0,269 0,01 0,92 X X 0,36 0,55
PTC MO 34 0,294 0,03 0,86 - - 0,03 0,86
M1 6 0,333 X X X X X X

Legende zu Tabelle 3.1-10: (siehe unter Tab. 3.1-9)
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Tabelle 3.1-11 Verteilung von TGF-B1 Allelen bei Patientengruppen
tiber 45 Jahren mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n T gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) |Frequenz 2&””3 der anderen
Altersgruppe > 45 J o 5 Chﬁ regrup ;
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 36 0,194 - - 1,05 0,31
Schilddrisenerkrankung 476 0,317 2,37 0,12 0,21 0,65
Basedow 32 0,438 4,69 0,03 a 1,47 0,23
Struma multinodosa 266 0,323 2,47 0,12 1,33 0,25
Follikulares Adenom 34 0,353 2,22 0,14 0,48 0,49
TC 124 0,258 0,61 0,43 1,27 0,26
PTC 60 0,300 1,30 0,25 0,00 1,00
MTC 30 0,233 0,15 0,70 0,46 0,50
DTC 84 0,250 0,44 0,51 0,86 0,35

Legende zu Tabelle 3.1-11:  Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe
und der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe verglichen. Bei Struma uninodosa,
Struma diffusa, FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test
wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils
als P angegeben.

Legende zu Tabelle 3.1-12:  Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe,
der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe sowie der entsprechenden Untergruppe
mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, MTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte
der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden.
Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrusenkarzinom,
beinhaltet 52 Patienten mit PTC, MTC (n=35), FTC (n=11), PFTC (n=4), OTC (n=4), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddrisenkarzinom einschlie3lich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgeflrten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.1-12

mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

Verteilung von TGF-B1 Allelen bei Patientengruppen iiber 45 Jahren

gegen entsprechende

egen niedrigeres
Gruppen . T gegen Kontrolle '?'NQI‘VI 9 g:tlg:;,geru?)ere anderen
Altersgruppe > 45 J (Allele) | Frequenz gzladrat— P gtladrat— P gllladrat- P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 36 0,194 - - - - 1,05 0,31
TC pT1/pT2 32 0,156 0,17 0,68 - - 1,46 0,23
pT3/pT4 58 0,328 1,97 0,16 3,10 0,08 0,35 0,55
. pNO 14 0,357 X X - - X X
pN+ 56 0,286 0,97 0,32 X X 0,07 0,79
TC MO 78 0,282 1,00 0,32 - - 0,33 0,57
M1 28 0,250 0,28 0,59 0,11 0,74 X X
bTC pT1/pT2 24 0,167 X X - - 1,65 0,20
pT3/pT4 46 0,304 1,28 0,26 1,57 0,21 0,05 0,82
DTC pNO 12 0,333 X X - - X X
pN+ 36 0,278 0,69 0,41 X X 0,01 0,92
DTC MO 60 0,267 0,64 0,42 - - 0,40 0,53
M1 16 0,188 X X X X X X
PTG pT1/pT2 18 0,222 X X - - X X
pT3/pT4 32 0,344 1,94 0,16 0,81 0,37 0,05 0,83
PTC pNO 8 0,375 X X - - X X
pN+ 26 0,346 1,82 0,18 X X 0,36 0,55
PTC MO 48 0,313 1,48 0,22 - - 0,03 0,86
M1 6 0,167 X X X X X X

Legende zu Tabelle 3.1-12: (siehe unter Tab. 3.1-11)
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3.1.2 Verteilung der TNM- Stadien in den
Schilddriisenkarzinomgruppen (TGFR1- Studie)

Tabelle 3.1-13:

n pT1 | pT2 | pT3 |pT4 | pTx |pNO | pN+ [pNx |[MO (M1 |Mx |I | i v
TC 1097 31 |8 36 |27 |13 |53 |43 |74 (18 [17 |26 |5 15 |24
FTC |11 |0 4 2 3 2 3 4 4 6 4 1 2 0 1 5
PTC |52 |6 16 |3 22 |5 8 27 |17 |43 |6 3 18 |4 5 10
MTC |35 |1 9 1 6 18 |0 17 |18 (17 |6 12 |2 0 9 5
DTC |67 |6 21 |5 28 |7 11 134 (22 (52 (11 |4 22 |4 6 16

Legende zu Tabelle 3.1-13:  Verteilung von TNM-  Stadien in den verschiedenen
Schilddriisenkarzinomgruppen. Die TGFR1- Studie umfallte insgesamt 109 Patienten mit
Schilddriisenkarzinom (TC). Dies beinhaltete neben den oben genannten Gruppen zusatzlich 4
Patienten mit einem intermedidren Karzinomtyp, der papillaren Variante des follikularen
Schilddrisenkarzinoms (PFTC), 4 mit onkozytdrem Schilddrusenkarzinom (OTC), 1 mit follikular-
onkozytarem Mischtyp (FOTC), und 2 mit anaplastischem Schilddrisenkarzinom (ATC). Die Gruppe
DTC (n=67) schlief3t alle Patienten mit PTC (n=52), FTC (n=11) und PFTC (n=4). I-IV bezeichnet die
Erkrankungsstadien nach UICC- Klassifikation von 1995 (Wittekind, 1997).

3.1.3 Verteilung von Geschlecht und Alter (TGFR1- Studie)

Tabelle 3.1-14:

N Geschlecht Alter bei OP

(Patienten) | weiblich | méanniich | feflende Jiﬁfe jaﬁf’e fehlende

Kontrollgruppe 88 32 56 0 70 18 0
Schilddrisen-
erkrankung 396 273 123 0 141 238 17
Basedow 63 54 9 0 44 16 3
Struma diffusa 12 8 4 0 6 6 0
Struma multinodosa 175 120 55 0 41 133 1
Struma uninodosa 5 4 1 0 1 4 0
Follikulares Adenom 32 20 12 0 13 17 2
Schilddriisenkarzinom | 109 67 42 0 36 62 11
FTC 11 6 5 0 1 10 0
PTC 52 36 16 0 20 30 2
MTC 35 19 16 0 11 15 9
OoTC 4 4 0 0 2 2 0
ATC 2 0 2 0 0 2 0
FOTC 1 1 0 0 0 1 0
PFTC 4 1 3 0 2 2 0
DTC 67 43 24 0 23 42 2
Legende zu Tabelle 3.1-14: Dargestellt sind die Anzahlen der Ergebnisse in jeder Untergruppe

(N), sowie deren Aufspaltung in die beiden Geschlechter und Altersgruppen. 17 Patienten mit
fehlender Altersangabe wurden in die Allelfrequenzanalysen mit einbezogen, um eine ausreichende
Probenhaufigkeit der Untergruppen zu gewahrleisten. Dabei wird eine leichte Ungenauigkeit der
Alterscharakterisierung der betroffenen Untergruppen in Kauf genommen.
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3.1.4 Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Genotypenverteilung der TGF-R1-
Kontrollgruppe

Die TGF-31- Kontrollgruppe bestand aus 88 Personen, von denen 50 den CC-Genotyp, 30
den CT-Genotyp und 8 den TT-Genotyp besal’en. Die Allelfrequenzen werden wie folgt
berechnet (Russel, 1996):

(2 x Anzahl der Homozygoten) +
(Anzahl der Heterozygoten)

p =
(2 x Gesamtanzahl der Individuen N) deswegen gilt:

(2 x 50) + (30)
p =f(C) = =130/176 ~ 0,738636
(2 x88)

qg=1-p=1-130/176 = 46/176 =~ 0,261364

Daraus ergeben sich die erwarteten Hardy-Weinberg-Verhaltnisse flr die Genotypen:

f(CC) = p? = (130/176)> ~ 0,545583; f(CT) = 2pq = 2 x (130/176) x (46/176) ~ 0,386105; f(TT)
= * = (46/176)*> ~ 0,068311; fur den Chi-Quadrat-Test werden jedoch die erwarteten
Genotypenzahlen bendotigt:

erwartet beobachtet
f(CC)=p?>xN
= (130/176)* x 88 ~ 48,01 50
f(CT)=2pgx N
=2x(130/176) x (46/176) x 88 ~ 33,98 30
f(TT)=g*>xN
= (46/176)* x 88 ~ 6,01 8

Der Chi-Quadrat-Wert ergibt sich als:

x> =2d*e =[(50-48,01)?/48,01]+[(30-33,98)/33,98]+[(8-6,01)*/6,01]
~ 1,21

Bei df = 1 Freiheitsgraden zeigt ein Chi-Quadrat-Wert von y*> = 1,21 einen
Wahrscheinlichkeitswert zwischen P = 0,30 und P = 0,20 an (Russel, 1996). Folglich ist die
Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dall der Unterschied zwischen den beobachteten und den
erwarteten Werten zufallig ist. Die beobachteten Genotypenanzahlen entsprechen also den
unter den Bedingungen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts erwarteten Anzahlen.
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3.2 Ergebnisse IL-6

3.2.1 Allelfrequenzen und Genotypenverteilungen des G-174C-IL-6-Polymorphismus

bei Erkrankungen der menschlichen Schilddriise

Blutproben von insgesamt 605 Patienten und Kontrollen wurden bei der Bestimmung des
Genotyps am —174 G—C Polymorphismus der Promotorregion des IL-6-Gens verarbeitet.
Nach Durchfiihrung der Analyse lagen fir 532 Proben Ergebnisse vor, wahrend bei 73
Proben (12%) der Genotyp nicht bestimmt werden konnte. Die Genotypenverteilung der
Kontrollgruppe war im Hardy-Weinberg-Equilibrium (Abschnitt 3.2.4). Die in unserer Studie
untersuchte Kontrollgruppe von 152 Patienten zeigte die gleiche Genotypenverteilung am
IL-6 —174 G/C — Polymorphismus wie die kaukasische Kontrollgruppe von 383 gesunden
Personen, Uber die von Fishman berichtet wurde (Fishman et al. 1998) (Tabelle 3.2-15).

Das Durchschnittsalter in der Kontrollgruppe (n=152) betrug 38,2 + 10,7 Jahre, in der
Gruppe der multinoduldren Knotenstrumen (n=163) lag es bei 53,6 + 14,3 Jahren, beim
Morbus Basedow (n=60) bei 37,8 + 11,6 Jahren, bei der Struma diffusa (n=13) bei 44,2 +
10,2 Jahren, beim follikularen Adenom (n=26) bei 46,2 + 11,9 Jahren; 51,1 + 19,3 Jahre
waren es in der Gruppe aller Schilddrisenkarzinome (TC, n=96), 48,8 + 19,8 Jahre in der
Gruppe der differenzierten Karzinome (DTC, n=64), 62,0 + 19,1 Jahre in der FTC-Gruppe
(n=10), 47,0 + 18,6 Jahre in der PTC-Gruppe (n=49), und 53,5 + 17,7 Jahre in der MTC-
Gruppe.

Der Vergleich durch Chi-Quadrat-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Genotypenverteilung in Bezug auf Geschlecht oder Alter (< 45 Jahre, > 45 Jahre), weder in
der Kontrollgruppe (P=0,58 bzw. P=0,79) noch in der Gesamtgruppe der
Schilddrisenerkrankungen (P=0,35 bzw. P=0,22). Eine Schichtanalyse jeder einzelnen
Patientensubgruppe, wobei sowohl die beiden Geschlechter (Tabellen 3.2-5 bis 3.2-8), als
auch die beiden Altersgruppen (Tabellen 3.2-9 bis 3.2-12) als separate Schicht betrachtet
wurden, erbrachte dhnliche Ergebnisse wie die Analyse der Gesamtgruppe (Tabellen 3.2-1
bis 3.2-4). Wegen der geringeren Fallzahlen wurde hier jedoch nicht jeder in der
Gesamtgruppe gefundene Unterschied signifikant.

Die Verteilung der Allelfrequenzen in der Gruppe der Patienten mit Schilddriisenkarzinomen
wies einen signifikanten Unterschied (P=0,04; Phi=0,09) zur Verteilung in der Kontrollgruppe
auf (Tabelle 3.2-1; Abbildung 3.2-1). Dieser Unterschied war auch bei weiterer Unterteilung
in differenzierte Schilddrisenkarzinome (DTC) und in papillare Schilddriisenkarzinome
(PTC) noch signifikant (P=0,04; Phi=0,098 bzw. P=0,03; Phi=0,11) (Tab. 3.2-1; Abb. 3.2-2).

Die Gruppe der DTC umfaldt hierbei jede Art von papillarem  oder follikularem
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Schilddrisenkarzinom einschlief3lich intermediarer Typen. In der Gruppe der follikularen
Schilddrisenkarzinome (FTC) und medulldren Schilddrisenkarzinome konnte zwar eine im
Vergleich zur Kontrolle erhéhte Frequenz des C-Allels festgestellt werden, die jedoch nicht
signifikant war.

In der Gesamtgruppe der Schilddrisenkarzinome gab es eine Assoziation zwischen
Tumorgrofe und —174 IL-6-Genotyp beziehungsweise —Allelfrequenz (P=0,002; Phi=0,389
bzw. P=0,002; Phi=0,241) (Tabellen 3.2-3 und 3.2-4; Abb. 3.2-3). Weiterhin wurde
statistische Signifikanz erreicht, wenn die Allelfrequenzen groRerer und kleinerer PTC
verglichen wurden (P=0,006; Phi=0,291) (Tabelle 3.2-3). In der MTC-Gruppe lag das
entsprechende Ergebnis knapp unter der Signifikanzgrenze, wahrend beim FTC wegen zu
kleiner Fallzahlen keine keine sinnvolle statistische Analyse durchgefiihrt werden konnte
(Tabelle 3.2-3). Bei Betrachtung aller differenzierten Schilddriisenkarzinome (DTC) kénnen
wiederum signifikant erhdhte C-Allelfrequenzen bei gréleren gegentber kleineren Tumoren
beobachtet werden (P=0,008; Phi=0,244) (Tabelle 3.2-3). Ebenso ergab der Vergleich der
pT3/T4 — Untergruppen mit der Kontrollgruppe hoch signifikant erhéhte C-Allelfrequenzen,
passend zu den Ergebnissen, die durch Vergleich mit den kleineren Tumoren von Patienten
derselben Untergruppe erhalten wurden (Tabelle 3.2-3). Ein Vergleich der verschiedenen
Untergruppen der kleineren Tumoren (T1 + T2) mit der Kontrollgruppe ergab keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der IL-6-Allelfrequenzen.

Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Operation war
ebenfalls mit einer erhéhten C-Allelfrequenz assoziiert. Beim direkten Vergleich der
lymphknotenpositiven mit den lymphknotennegativen Patienten mit Schilddriisenkarzinomen
lag die Assoziation zwar knapp unterhalb der Signifikanzgrenze, jedoch war sie bei
Vergleich der lympknotenpositiven Patienten (flir TC, DTC und PTC) mit der Kontrollgruppe
signifikant (fir PTC: P=0,01; Phi=0,13). Demgegeniber bestand zwischen den
Allelfrequenzen der lymphknotennegativen Patienten derselben Karzinomgruppen und
denen der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied (fir PTC: P=0,41) (Tabelle 3.2-3).
Hinsichtlich der Fernmetastasierung konnte keine signifikante Assoziation zwischen dem

Auftreten von Metastasen und IL-6-Allelfreqenz festgestellt werden (Tab. 3.2-3).
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Tabelle 3.2-1 Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppe n C gegen Kontrolle
(Allele) |Frequenz

Chi- P

Quadrat-

Wert
Kontrollgruppe 304 0,395 - -
Schilddriisenerkrankung * | 760 0,429 1,04 0,31
Basedow 126 0,381 0,07 0,79
Struma diffusa 26 0,385 0,01 0,92
Struma multinodosa 328 0,427 0,67 0,41
Follikuldres Adenom 56 0,357 0,28 0,60
TC 212 0,486 4,23 0,04 a
FTC 20 0,500 0,87 0,35
PTC 102 0,520 4,87 0,03 b
MTC 68 0,456 0,86 0,35
DTC 132 0,500 417 0,04 c
a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,05; Phi/ Cramer-V = 0,090;

Kontingenzkoeffizient = 0,090; Odds Ratio = 1,45
b: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi/ Cramer-V = 0,110;
Kontingenzkoeffizient = 0,109; Odds Ratio = 1,66

c: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,05; Phi/ Cramer-V = 0,098;

Kontingenzkoeffizient = 0,097; Odds Ratio = 1,53

Legende zu Tabelle 3.2-1: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe
verglichen. Bei Struma uninodosa, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-
Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische
Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papilldrem oder follikuldrem Schilddrisenkarzinom einschlieRlich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefiurten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-2 Verteilung von IL- 6 Genotypen bei Patientengruppen
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Genotyp cc gegen Kontrolle
Gruppe n i
PP Patienten | 6 GC cc FIeauenz | Qlagrat. |p
Wert
Kontrollgruppe 152 57 70 25 0,164 |- -
Schilddriisenerkrankung * | 380 116 202 62 0,163 |2,70 0,26
Basedow 63 23 32 8 0,127 10,63 0,73
Struma diffusa 13 4 8 1 0,077 |x X
Struma multinodosa 164 51 86 27 0,164 1,60 0,45
Follikuldres Adenom 28 12 12 4 0,143 |x X
TC 106 25 59 22 0,208 |5,59 0,06
FTC 10 2 6 2 0,200 |x X
PTC 51 10 29 12 0,235 |5,67 0,06
MTC 34 10 17 7 0,206 0,87 0,65
DTC 66 14 38 14 0,212 |5,57 0,06
Legende zu Tabelle 3.2-2: Die Genotypenverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der

Kontrollgruppe verglichen. Bei Struma uninodosa, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich
mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Ebenso zeigt
ein ,x“ zu geringe Haufigkeiten an. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Legende zu Tabelle 3.2-3: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe
und der entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC-pN-
und pM- Stadien, OTC, ATC, FOTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu
geringer Haufigkeiten nicht durchgefihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papilldrem oder follikuldarem Schilddrisenkarzinom einschlieRlich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefiirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom

37




Tabelle 3.2-3 Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

. . c gegen Kontrolle g;glj\;lan niedrigeres
ruppe i- i-
PP (Allele) | Frequenz gzladrat- P gzladrat- P
Wert Wert
Kontrollgruppe 304 0,395 - - - -
TC pT1/pT2 76 0,342 0,71 0,40 - -
pT3/pT4 84 0,583 9,52 0,002g |9,32 0,002 a
TC pNO 26 0,346 0,237 0,63 - -
pN+ 104 0,519 4,91 0,03 h 2,50 0,11
TC MO 150 0,487 3,47 0,06 - -
M1 32 0,500 1,33 0,25 0,02 0,89
DT pT1/pT2 54 0,333 0,730 0,39 - -
pT3/pT4 64 0,578 7,27 0,007 |7,05 0,008 d
DTC pNO 22 0,318 0,51 0,48 - -
pN+ 66 0,545 5,05 0,03m |[3,41 0,07
DTC MO 104 0,481 2,36 0,13 - -
M1 20 0,45 0,24 0,63 0,06 0,80
PTC pT1/pT2 42 0,333 0,59 0,44 - -
pT3/pT4 48 0,625 8,99 0,003i |[7,63 0,006 b
PTC pNO 14 0,286 0,67 0,41 - -
pN+ 52 0,577 6,05 0,01L 3,75 0,05f
PTC MO 86 0,488 2,42 0,12 - -
M1 10 0,600 X X 0,45 0,50
FTe pT1/pT2 10 0,400 0,00 0,97 - -
pT3/pT4 8 0,500 0,36 0,55 X X
MTC pT1/pT2 20 0,300 0,71 0,40 - -
pT3/pT4 14 0,643 3,42 0,07 3,93 0,05c
pNO 0 0 X X - -
MTC Ione 34 0,441 028 0,60 |x p
MTC MO 38 0,500 1,55 0,21 - -
M1 10 0,500 X X 0,00 1,00

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,003; Phi / Cramer-V = 0,241;

Kontingenzkoeffizient = 0,235; Odds Ratio = 2,69

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,007;Phi / Cramer-V = 0,291;

Kontingenzkoeffizient = 0,279; Odds Ratio = 3,33
Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,08

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,244;

Kontingenzkoeffizient = 0,237; Odds Ratio = 2,74
Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,07

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,003; Phi / Cramer-V = 0,157;

Kontingenzkoeffizient = 0,155; Odds Ratio = 2,15

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi/ Cramer-V =0,110;

Kontingenzkoeffizient = 0,109; Odds Ratio = 1,66

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,004; Phi / Cramer-V = 0,160;

Kontingenzkoeffizient = 0,158; Odds Ratio = 2,56

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,008; Phi / Cramer-V = 0,141;

Kontingenzkoeffizient = 0,139; Odds Ratio = 2,10
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k: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,140;Kontingenzkoeffizient = 0,138
L: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi/Cramer-V = 0,130;
Kontingenzkoeffizient = 0,129; Odds Ratio = 2,09
m: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi/ Cramer-V =0,117;
Kontingenzkoeffizient = 0,116; Odds Ratio = 1,84
n: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi/ Cramer-V = 0,128;Kontingenzkoeffizient = 0,127

Legende zu Tabelle 3.2-3: (siehe unter Legende zu Tab. 3.2-2)

Tabelle 3.2-4 Verteilung von IL- 6 Genotypen bei Patientengruppen
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen niedrigeres

Genotyp INM
Gruppe ;atienten I(::C Chi-
GG |GC |CC "eAUeNZ | Quadrat- | P
Wert
TC pT1/pT2 38 16 18 4 0,105 |- -
pT3/pT4 42 4 27 11 0,262 12,10 0,002 a
TC pNO 13 5 7 1 0,077 - -
pN+ 52 11 28 13 0,250 X X
TC MO 75 16 45 14 0,187 - -
M1 16 3 10 3 0,188 |x X
DT pT1/pT2 27 11 14 2 0,074 - -
pT3/pT4 32 3 21 8 0,250 X X
pNO 11 5 5 1 0,091 - -
DTC Fone 33 5 20 |8 0,242 |x X
MO 52 12 30 10 0,192 |- -
PTC 10 2 7 1 0,100 |x X
PTC pT1/pT2 21 8 12 1 0,048 - -
pT3/pT4 24 2 14 8 0,333 X X
pNO 7 4 2 1 0,143 - -
PTC Tone 26 3 16 |7 0,269 |x X
PTC MO 43 10 24 9 0,209 - -
M1 5 0 4 1 0,200 X X
FTC pT1/pT2 5 2 2 1 0,200 |- -
pT3/pT4 4 0 4 0 0 X X
MTC pT1/pT2 10 5 4 1 0,100 |- -
pT3/pT4 7 1 3 3 0,429 X X
pNO 0 0 0 0 0 - -
MTC one 17 6 7 4 025 |x X
MO 19 4 11 4 0,211 - -
MTC 5 1 3 1 0,200 |x X
a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,002; Phi / Cramer-V = 0,389;
Kontingenzkoeffizient = 0,362;
Legende zu Tabelle 3.2-4: Die Genotypenverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der

entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. X = Vergleich mit
dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht mdglich. Die asymptotische Signifikanz
wird jeweils als P angegeben.
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Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patienten mit Schilddriisenkarzinom

Legende zu Abb. 3.2-1

Die Gruppe ,Schilddrisenkarzinom®
beinhaltet 109 G-Allele und 103 C-
Allele, wahrend die Kontrollgruppe 184
G-Allele und 120 C-Allele umfafdt. Der
Chi-Quadrat-Wert betragt 4,23 und die
asymptotische Signifikanz 0,04.

Zusammenhangsmale:

Phi = 0,09
Cramer-V = 0,09
Kontingenzkoeffizient = 0,09

Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patienten mit PTC

Legende zu Abb. 3.2-2:

Die Gruppe ,PTC* beinhaltet 49 G-Allele
und 53 C-Allele, wahrend die Kontroll-
gruppe 184 G-Allele und 120 C-Allele
umfalt. Der Chi-Quadrat-Wert betragt
4,87 und die asymptotische Signifikanz
0,03.

Zusammenhangsmale:

Phi = 0,110
Cramer-V = 0,110
Kontingenzkoeffizient = 0,109



Abb. 3.2-3
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Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patienten mit Schilddriisenkarzinomen in

Legende zu Abb. 3.2-3:

Die Gruppe ,pT1 oder pT2“ beinhaltet 50 G-
Allele und 26 C-Allele, wahrend die Gruppe ,pT3
oder pT4“ 35 G-Allele und 49 C-Allele umfafdt.
Der Chi-Quadrat-Wert betragt 9,32 und die
asymptotische Signifikanz 0,002.

Zusammenhangsmale:

Phi = 0,241
Cramer-V = 0,241
Kontingenzkoeffizient = 0,235



Tabelle 3.2-5 Verteilung von IL- 6 Allelen bei weiblichen Patientengruppen
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n C gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe des anderen
weiblich : Geschlechts
Chi- P Chi- P
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 112 0,429 - - 0,85 0,36
Schilddriisenerkrankung * | 530 0,442 0,06 0,80 1,13 0,29
Basedow 106 0,377 0,59 0,44 0,04 0,85
Struma diffusa 20 0,400 0,06 0,81 X X
Struma multinodosa 230 0,452 0,17 0,68 2,02 0,16
Follikulares Adenom 34 0,324 1,20 0,27 0,43 0,51
TC 132 0,508 1,52 0,22 0,66 0,42
FTC 12 0,500 0,23 0,64 X X
PTC 70 0,514 1,27 0,26 0,03 0,87
MTC 38 0,500 0,59 0,44 0,68 0,41
DTC 86 0,500 1,00 0,32 0,00 1,00
Legende zu Tabelle 3.2-5: Die Allelverteilung wurde fur jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts verglichen. Bei Struma uninodosa,
OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer
Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkilirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlieRlich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgeflirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddrisenkarzinom
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Tabelle 3.2-6 Verteilung von IL- 6 Allelen bei weiblichen Patientengruppen

mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen entsprechende

egen niedrigeres
Gruppen . c gegen Kontrolle 'QI"N?VI g g;i?:lgfecdhiz anderen
. (Allele) |Frequenz |Chi- Chi- Chi-
weiblich Quadrat- | P Quadrat- | P Quadrat- | P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 112 0,429 - - - - - -
Tc pT1/pT2 42 0,381 0,29 0,59 - - 0,63 0,43
pT3/pT4 54 0,611 4,86 0,03 e 5,01 0,03 a 0,48 0,49
TC pNO 22 0,364 0,32 0,57 - - X X
pN+ 52 0,596 4,00 0,05f 3,35 0,07 2,47 0,12
Tc MO 92 0,511 1,38 0,24 - - 0,56 0,46
M1 18 0,556 1,01 0,31 0,12 0,73 0,51 0,48
DTG pT1/pT2 36 0,306 1,72 0,19 - - 0,38 0,54
pT3/pT4 40 0,600 3,47 0,06 6,61 0,01 c 0,21 0,65
0TC pNO 18 0,333 0,58 0,45 - - X X
pN+ 36 0,528 1,08 0,30 1,83 0,18 0,10 0,75
DTC MO 70 0,471 0,32 0,57 - - 0,08 0,78
M1 10 0,500 X X X X X X
PTC pT1/pT2 28 0,321 1,07 0,30 - - X X
pT3/pT4 34 0,618 3,74 0,05¢ 5,40 0,02 b 0,03 0,87
— pNO 12 0,333 0,40 0,53 - - X X
pN+ 30 0,567 1,82 0,18 1,87 0,17 0,03 0,86
BTC MO 60 0,483 0,47 0,49 - - 0,02 0,89
M1 6 0,667 X X X X X X
MTC pNO 0 0 X X - - X X
pN+ 14 0,714 4,09 0,04 h X X 7,20 0,007 |
MTC MO 16 0,688 3,78 0,051 - - 3,89 0,05 k
M1 6 0,500 X X X X X X
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a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,04; Phi/ Cramer-V = 0,228;Kontingenzkoeffizient = 0,223;
Odds Ratio = 2,55

b: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi/ Cramer-V = 0,295;Kontingenzkoeffizient = 0,283;
Odds Ratio = 3,41

C: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,295;Kontingenzkoeffizient = 0,283;
Odds Ratio = 3,41

d: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi/ Cramer-V = 0,248; Kontingenzkoeffizient = 0,241

e: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi/ Cramer-V = 0,171;Kontingenzkoeffizient = 0,169;
Odds Ratio = 2,10

f: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,06

g: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,08

h: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,05; Phi/ Cramer-V = 0,180;Kontingenzkoeffizient = 0,177;

Odds Ratio = 3,33
i Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,06

i: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,460;Kontingenzkoeffizient = 0,418;
Odds Ratio=7,5
k: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,10
Legende zu Tabelle 3.2-6: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe, der entsprechenden Untergruppe des anderen

Geschlechts sowie der entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, OTC, ATC, FOTC, PFTC und MTC-T-Stadien
konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom, beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10),
PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1). DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlieRlich intermediarer Typen. ( * ) =
Summe aller in der Liste aufgeflirten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC =
papillares Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-7 Verteilung von IL- 6 Allelen bei mannlichen Patientengruppen mit
verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n C gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe des anderen
mannlich . Geschlechts
Chi- P Chi- P
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 192 0,375 - - 0,85 0,36
Schilddriisenerkrankung * | 230 0,400 0,28 0,60 1,13 0,29
Basedow 20 0,400 0,05 0,83 0,04 0,85
Struma multinodosa 98 0,367 0,02 0,90 2,02 0,16
Follikuldres Adenom 22 0,409 0,10 0,76 0,43 0,51
TC 80 0,450 1,33 0,25 0,66 0,42
PTC 32 0,531 2,80 0,09 0,03 0,87
MTC 30 0,400 0,07 0,79 0,68 0,41
DTC 46 0,500 2,42 0,12 0,00 1,00
Legende zu Tabelle 3.2-7: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe des anderen Geschlechts verglichen. Bei Struma diffusa,
Struma uninodosa, FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test
wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils
als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlief3lich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgefiirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddriisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-8 Verteilung von IL- 6 Allelen bei mannlichen Patientengruppen
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen entsprechende

egen niedrigeres
Gruppen . c gegen Kontrolle 'QI"N?VI g g;i?:ﬂfecdhiz anderen
. (Allele) |Frequenz |Chi- Chi- Chi-
mannlich Quadrat- | P Quadrat- | P Quadrat- | P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 192 0,375 - - - - - -
TC pT1/pT2 34 0,294 0,82 0,37 - - 0,63 0,43
pT3/pT4 30 0,533 2,72 0,10 3,78 0,05 a 0,48 0,49
TC pNO 4 0,250 X X - - X X
pN+ 52 0,442 0,78 0,38 X X 2,47 0,12
Tc MO 58 0,448 1,00 0,32 - - 0,56 0,46
M1 14 0,429 0,16 0,69 0,02 0,89 0,51 0,48
DTG pT1/pT2 18 0,389 0,014 0,91 - - 0,38 0,54
pT3/pT4 24 0,542 2,48 0,12 0,962 0,33 0,21 0,65
DTC pNO 4 0,250 X X - - X X
pN+ 30 0,567 3,97 0,05d X X 0,10 0,75
DTC MO 34 0,500 1,89 0,17 - - 0,08 0,78
M1 10 0,400 X X X X X X
PTC pT1/pT2 14 0,357 0,02 0,89 - - X X
pT3/pT4 14 0,643 3,92 0,05b 2,29 0,13 0,03 0,87
pTC pNO 2 0,000 X X - - X X
pN+ 22 0,591 3,84 0,05 ¢c X X 0,03 0,86
BTC MO 26 0,500 1,50 0,22 - - 0,02 0,89
M1 4 0,500 X X X X X X
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gegen niedrigeres gegen entsprechende
Gruppen gegen Kontrolle TNM Gruppe des anderen
n C Geschlechts
snnlich (Allele) Frequenz | Chi- Chi- Chi-
mannlic Quadrat- |P Quadrat- |P Quadrat- |P
Wert Wert Wert

e PT1pT2 16 0188 [225 [013 |- - X X

pT3/pT4 4 0,500 X X X X X X
MTC pNO 0 0 X X - - X X

pN+ 20 0,250 1,22 0,27 X X 7,20 0,007 f
MTC MO 22 0,364 0,01 0,92 - - 3,89 0,05¢

M1 4 0,500 X X X X X X
a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,08
b: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,09
C: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,07
d: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,07
e: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,07
f: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,460; Kontingenzkoeffizient = 0,418;

Odds Ratio=7,5

g Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,10
Legende zu Tabelle 3.2-8: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe, der entsprechenden Untergruppe des anderen

Geschlechts sowie der entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, OTC, ATC, FOTC, PFTC konnte der Vergleich
mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom, beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10),
PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1). DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlieBlich intermediarer Typen. ( * ) =
Summe aller in der Liste aufgefiurten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC =
papillares Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytadres Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikuldres Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-9 Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen unter 45 Jahren
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n C gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) Frequenz Gruppe der anderen
Altersgruppe
Altersgruppe <45 J Chi- p Chi- p
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 220 0,386 - - 0,23 0,63
Schilddriisenerkrankung * | 282 0,401 0,11 0,74 1,61 0,21
Basedow 88 0,364 0,14 0,71 0,01 0,91
Struma diffusa 14 0,357 0,05 0,83 X X
Struma multinodosa 84 0,429 0,45 0,50 0,002 0,96
Follikulédres Adenom 20 0,250 1,46 0,23 1,33 0,25
TC 72 0,472 1,66 0,20 0,50 0,48
PTC 38 0,526 2,63 0,11 0,01 0,93
MTC 24 0,458 0,47 0,49 0,66 0,42
DTC 46 0,478 1,34 0,25 0,14 0,71
Legende zu Tabelle 3.2-9: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe

und der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe verglichen. Bei Struma uninodosa,
FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu
geringer Haufigkeiten nicht durchgefuhrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlieBlich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgeflirten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikuladr-onkozytares
Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom

48




Tabelle 3.2-10

Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen unter 45 Jahren
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen Kontrolle gegen niedrigeres gﬁg::een;?:rzﬂir;gﬁ
Gruppen n C TNM Altersgruppe
Altersgruppe <45 J (Allele) | Frequenz gzladrat— P (Cltladrat— P gzladrat- P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 220 0,386 - - - - - -
TC pT1/pT2 32 0,281 1,32 0,25 - - 1,26 0,24
pT3/pT4 28 0,607 5,00 0,03 e 6,46 0,01 a 0,08 0,77
. pNO 10 0,500 X X - - X X
pN+ 42 0,429 0,26 0,61 X X 3,85 0,05i
TC MO 62 0,484 1,90 0,17 - - 0,12 0,73
M1 6 0,500 X X X X X X
DTC pT1/pT2 24 0,292 0,83 0,36 - - 0,25 0,62
pT3/pT4 20 0,650 5,27 0,02 g 5,65 0,02 c 0,58 0,45
DTG pNO 8 0,500 X X - - X X
pN+ 30 0,467 0,71 0,40 X X 1,47 0,23
DTC MO 42 0,452 0,64 0,42 - - 0,22 0,64
M1 4 0,750 X X X X X X
PTC pT1/pT2 20 0,300 0,58 0,45 - - 0,11 0,74
pT3/pT4 16 0,750 8,15 0,004 f |7,20 0,007 b (1,51 0,22
pTC pNO 6 0,500 X X - - X X
pN+ 24 0,542 2,17 0,14 X X 0,28 0,60
PTC MO 34 0,500 1,58 0,21 - - 0,04 0,85
M1 4 0,750 X X X X X X
pNO 0 0 X X - - X X
MTC Fone 12 0,333 |x X X X 233 |03
MTC MO 18 0,556 1,99 0,16 - - 0,02 0,88
M1 2 0 X X X X X X
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a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi / Cramer-V = 0,328;Kontingenzkoeffizient = 0,321;
Odds Ratio = 3,95

b: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi / Cramer-V = 0,447;Kontingenzkoeffizient = 0,408;
Odds Ratio = 7,00

C: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi / Cramer-V = 0,358; Kontingenzkoeffizient = 0,337;
Odds Ratio = 4,51

e: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,04; Phi / Cramer-V = 0,142;Kontingenzkoeffizient = 0,141;
Odds Ratio = 2,46

f: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,007; Phi / Cramer-V = 0,186; Kontingenzkoeffizient = 0,183;
Odds Ratio = 4,77

g: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,03; Phi / Cramer-V = 0,148; Kontingenzkoeffizient = 0,147;

Odds Ratio = 2,95
i Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,06

Legende zu Tabelle 3.2-10: Die Allelverteilung wurde fir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe, der entsprechenden Untergruppe der anderen
Altersgruppe sowie der entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, OTC, ATC, FOTC, PFTC und MTC-T-Stadien
konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom, beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10),
PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1). DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikuldrem Schilddriisenkarzinom einschliellich intermediarer Typen. ( * ) =
Summe aller in der Liste aufgefiirten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC =
papillares Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddrisenkarzinom, ATC = anaplastisches
Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-11 Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen iber 45 Jahren
mit verschiedenen Schilddriisenerkrankungen

Gruppen n C gegen Kontrolle gegen entsprechende
(Allele) |Frequenz 2;; uppe der anderen
Altersgruppe > 45 J Chic P Chﬁ [eqrup Ie,
Quadrat- Quadrat-
Wert Wert
Kontrollgruppe 84 0,417 - - 0,23 0,63
Schilddriisenerkrankung * | 446 0,448 0,29 0,59 1,61 0,21
Basedow 32 0,375 0,17 0,68 0,01 0,91
Struma diffusa 12 0,417 0,00 1,00 X X
Struma multinodosa 242 0,426 0,02 0,89 0,002 0,96
Follikulares Adenom 32 0,406 0,01 0,92 1,33 0,25
TC 120 0,525 2,32 0,13 0,50 0,48
FTC 18 0,500 0,42 0,52 X X
PTC 60 0,517 1,41 0,24 0,01 0,93
MTC 28 0,571 2,03 0,15 0,66 0,42
DTC 82 0,512 1,52 0,22 0,14 0,71

Legende zu Tabelle 3.2-11:  Die Allelverteilung wurde fur jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe
und der entsprechenden Untergruppe der anderen Altersgruppe verglichen. Bei Struma uninodosa,
FTC, OTC, ATC, FOTC und PFTC konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu
geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird jeweils als P
angegeben.

Abkilirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddriisenkarzinom,
beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC (n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1).
DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikularem Schilddriisenkarzinom einschlie3lich
intermediarer Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgeflrten Einzelerkrankungsallele. P =
Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddrisenkarzinom, OTC = onkozytares
Schilddriisenkarzinom, ATC = anaplastisches Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares
Schilddriisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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Tabelle 3.2-12

Verteilung von IL- 6 Allelen bei Patientengruppen iiber 45 Jahren
mit Schilddriisenkarzinomen in Bezug auf das TNM- Stadium

gegen gegen entsprechende
Gruppen . o gegen Kontrolle \é(::f;)e;gehende Zrtt;;rasgeru(:)ere anderen
Altersgruppe > 45 J (Allele) | Frequenz gzladrat- P gllladrat- P gzladrat- P
Wert Wert Wert
Kontrollgruppe 84 0,417 - - - - - _
. pT1/pT2 36 0,417 0,00 1,00 - - 1,36 0,24
pT3/pT4 54 0,574 3,26 0,07 2,14 0,14 0,08 0,77
. pNO 16 0,250 1,57 0,21 - - X X
pN+ 54 0,630 5,96 0,02 ¢ 7,17 0,007 a |3,85 0,05d
TC MO 76 0,513 1,49 0,22 - - 0,12 0,73
M1 26 0,500 0,56 0,45 0,01 0,91 X X
bTC pT1/pT2 28 0,357 0,31 0,58 - - 0,25 0,62
pT3/pT4 42 0,548 1,93 0,16 2,45 0,12 0,58 0,45
DTC pNO 14 0,214 2,07 0,15 - - X X
pN+ 34 0,618 3,92 0,05¢c 6,45 0,01b 1,47 0,23
DTC MO 58 0,500 0,96 0,33 - - 0,22 0,64
M1 16 0,375 0,10 0,76 0,79 0,38 X X
PTG pT1/pT2 20 0,350 0,30 0,59 - - 0,11 0,74
pT3/pT4 30 0,567 2,01 0,16 2,26 0,13 1,51 0,22
PTC pNO 8 0,125 X X - - X X
pN+ 26 0,615 3,15 0,08 X X 0,28 0,60
PTC MO 48 0,479 0,48 0,49 - - 0,04 0,85
M1 6 0,500 X X X X X X
MTC pNO 0 0 X X - - X X
pN+ 16 0,625 2,36 0,13 X X 2,33 0,13
MTC MO 12 0,583 1,19 0,28 - - 0,02 0,88
M1 8 0,625 X X X X X X
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a: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,01; Phi/ Cramer-V = 0,320;Kontingenzkoeffizient = 0,305;
Odds Ratio = 5,10

b: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi/ Cramer-V = 0,367;Kontingenzkoeffizient = 0,344;

Odds Ratio = 5,92

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,07

Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,06

e: Exakte Signifikanz nach Fisher = 0,02; Phi/ Cramer-V = 0,208; Kontingenzkoeffizient = 0,204;
Odds Ratio = 2,38

[o RN e}

Legende zu Tabelle 3.2-12: Die Allelverteilung wurde fiir jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe, der entsprechenden Untergruppe der anderen
Altersgruppe sowie der entsprechenden Untergruppe mit niedrigerem T, N oder M- Stadium verglichen. Bei FTC, OTC, ATC, FOTC, PFTC und MTC-T-
Stadien konnte der Vergleich mit dem Chi-Quadrat-Test wegen zu geringer Haufigkeiten nicht durchgefiihrt werden. Die asymptotische Signifikanz wird
jeweils als P angegeben.

Abkiirzungen: (Zahlen beziehen sich auf die Patientengesamtgruppe) :TC = Schilddrisenkarzinom, beinhaltet 51 Patienten mit PTC, MTC (n=34), FTC
(n=10), PFTC (n=5), OTC (n=3), FOTC (n=1). DTC beinhaltet jede Art von papillarem oder follikuldarem Schilddrisenkarzinom einschlie8lich intermediarer
Typen. ( * ) = Summe aller in der Liste aufgeflrten Einzelerkrankungsallele. P = Asymptotische Signifikanz (2-seitig), FTC = follikuldres
Schilddriisenkarzinom, PTC = papillares Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddriisenkarzinom, OTC = onkozytares Schilddrisenkarzinom, ATC =
anaplastisches Schilddrisenkarzinom, FOTC = follikular-onkozytares Schilddrisenkarzinom, PFTC = papillar-follikulares Schilddriisenkarzinom
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3.2.2 Verteilung der TNM-Stadien in den Schilddriisenkarzinomgruppen (IL-6-

Studie)
Tabelle 3.2-13:
n pT1|pT2 | pT3 | pT4 | pTx |pNO |pN+ [pNx (MO (M1 |Mx |I | 1] v

TC 1067 |31 36 [26 [13 [52 [41 [75 |16 |15 |26 |4

FTC (10 5 3 |1 4 (3 [3 [5 [4 |1 2

PTC (51 |6 15

MTC (34 |1 9

1

1
21 |6 |7 |26 (18 [43 [5 [3 [18 |3 |6 |9
6 |17 17 (17 [19 |5 [10 |2 9
28 |7 (11 |33 [22 [52 |10 |4 |23 |3 |7

N ENIRYEN T

DTC |66 |6 |21

Legende zu Tabelle 3.2-13:  Verteilung von TNM- Stadien in den verschiedenen
Schilddriisenkarzinomgruppen. Die IL- 6 Studie umfallte insgesamt 106 Patienten mit
Schilddriisenkarzinom (TC). Diese beinhaltete neben den oben genannten Gruppen zusatzlich 5
Patienten mit einem intermediaren Karzinomtyp, der papillaren Variante des follikularen
Schilddrisenkarzinoms (PFTC), 3 mit onkozytdrem Schilddrisenkarzinom (OTC), 1 mit follikular-
onkozytarem Mischtyp (FOTC), und 2 mit anaplastischem Schilddrisenkarzinom (ATC). Die Gruppe
DTC (n=66) schlielt alle Patienten mit PTC (n=51), FTC (n=10) und PFTC (n=5). I-IV bezeichnet die
Erkrankungsstadien nach UICC- Klassifikation von 1995 (Wittekind, 1997).

3.2.3 Verteilung von Geschlecht und Alter in den Patientengruppen (IL-6-Studie)

Tabelle 3.2-14:

N Geschlecht Alter bei OP

(Patienten) | weiblich | méanniich | feflende Jiﬁfe jaﬁf’e fehlende

Kontrollgruppe 152 56 96 0 110 |42 0
Schilddriisen-
erkrankung 380 265 115 0 141 223 16
Basedow 63 53 10 0 44 16 3
Struma diffusa 13 10 3 0 7 6 0
Struma multinodosa 164 115 49 0 42 121 1
Struma uninodosa 6 4 2 0 2 4 0
Follikuldres Adenom 28 17 11 0 10 16 2
Schilddriisenkarzinom | 106 66 40 0 36 60 10
FTC 10 6 4 0 1 9 0
PTC 51 35 16 0 19 30 2
MTC 34 19 15 0 12 14 8
oTC 3 3 0 0 1 2 0
ATC 2 0 2 0 0 2 0
FOTC 1 1 0 0 0 1 0
PFTC 5 2 3 0 3 2 0
DTC 66 43 23 0 23 41 2

Legende zu Tabelle 3.2-14:  Dargestellt sind die Anzahlen der Ergebnisse in jeder Untergruppe
(N), sowie deren Aufspaltung in die beiden Geschlechter und Altersgruppen. 16 Patienten mit
fehlender Altersangabe wurden in die Allelfrequenzanalysen mit einbezogen, um eine ausreichende
Probenhaufigkeit der Untergruppen zu gewahrleisten. Dabei wird eine leichte Ungenauigkeit der
Alterscharakterisierung der betroffenen Untergruppen in Kauf genommen.
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3.24 Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Genotypenverteilung der IL-6-
Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 152 Personen, von denen 57 den GG-Genotyp, 70 den GC-
Genotyp und 25 den CC-Genotyp besallen. Die Allelfrequenzen werden wie folgt berechnet
(Russel, 1996):

(2 x Anzahl der Homozygoten) +
(Anzahl der Heterozygoten)

p =
(2 x Gesamtanzahl der Individuen N) deswegen gilt:

(2 x 57) + (70)
p=1(G)= = 184/304 ~ 0,605263
(2 x 152)

q=1-p=1-184/304 = 120/304 ~ 0,394737

Daraus ergeben sich die erwarteten Hardy-Weinberg-Verhaltnisse fur die Genotypen:

f(GG) = p? = (184/304)* ~ 0,366343; f(GC) = 2pq = 2 x (184/304) x (120/304) ~ 0,477839;
f(CC) = g> = (120/304)* ~ 0,155817; fur den Chi-Quadrat-Test werden jedoch die erwarteten
Genotypenzahlen bendtigt:

erwartet beobachtet
f(GG) =p?x N
= (184/304)*> x 152 ~ 55,68 57
f(GC)=2pgx N
=2 x(184/304) x (120/304) x 152 ~ 72,63 70
f(CC)=g®>xN
= (120/304)* x 152 ~ 23,68 25

Der Chi-Quadrat-Wert ergibt sich als:

x> = 2d*e = [ (57— 55,68)?/ 55,68] + [ (70 — 72,63)*/ 72,63] + [ (25 — 23,68)* / 23,68]
~ 0,20

Bei df = 1 Freiheitsgraden zeigt ein Chi-Quadrat-Wert von y*> = 0,20 einen
Wahrscheinlichkeitswert zwischen P = 0,70 und P = 0,50 an (Russel, 1996). Folglich ist die
Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dal® der Unterschied zwischen den beobachteten und den
erwarteten Werten zufallig ist. Die beobachteten Genotypenanzahlen entsprechen also den
unter den Bedingungen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts erwarteten Anzahlen.
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Tabelle 3.2-15 Verteilung von IL-6-Genotypen in Kontrollgruppen

n Genotyp C
Pat. GG GC CC Frequenz
Eigene 152 57 70 25 0,395
Kontrollen (38%) (46%) (16%)
(Fishman et al.| 383 144 169 70 0,403
1998) (38%) (44%) (18%)

Legende zu Tabelle 3.2-15: Die Bestimmung des —174 G/C IL-6-Polymorphismus wurde bei 152
Patienten ohne Schilddrisenerkrankungen durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden denen
gegenubergestellt, die in einer Gruppe von 383 gesunden kaukasischen Kontrollpersonen mit
unbekanntem Schilddrisenstatus aus Grof3britannien (Fishman et al. 1998) gewonnen wurden. Die
Genotypenverteilung in beiden Gruppen befindet sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
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4, Diskussion
4.1 TGF-p1

Die Ergebnisse, die bei der Untersuchung der grofsen Gruppen von benignen und malignen
Schilddrisenerkrankungen erzielt wurden, erbringen keinen Beweis flr einen Einflufd von
genetischen Variationen der TGF-B1-Expression auf die Entwicklung von Strumen oder
differenzierten Schilddrisenkarzinomen. Sie deuten ebensowenig an, dafl3 die Progression
von Schilddriisenkrebs von einer systemischen Kontrolle durch TGF-B1 beeinflult wirde.
Die Kontrollgruppe von 88 kaukasischen Patienten, die in unserer Studie analysiert wurde,
zeigte mit 26% T-Allelfrequenz am C-509T - TGF-B1-Polymorphismus eine &hnliche
Allelverteilung wie die kaukasischen Normalkollektive anderer Autoren, deren T-
Allelfrequenzen 24% (Awad, ElI-Gamel et al. 1998) oder 31% (Grainger, Heathcote et al.
1999) waren.

Wir haben den C—T Polymorphismus in Position —509 stromaufwarts des Startcodon des
TGF-B1-Gens untersucht, weil er signifikant mit der Plasmakonzentration von aktivem und
bioaktivierbarem latenten (a+l) TGF-B1 assoziiert ist. Er erklart 8,2% der additiven
genetischen Varianz der (a+l) TGF-f1-Konzentration (Grainger, Heathcote et al. 1999).
Dieser Polymorphismus ist wahrscheinlich auch an parakrinen Kontrollmechanismen
beteiligt, da die durch Transfektionsexperimente gemesseneTranskripionsfahigkeit beim T-
Allel héher war als beim C-Allel (Luedecking, DeKosky et al. 2000).

Die Wachstumssteuerung der Schilddrise ist ein sehr langfristiger Vorgang. Zur
Strumabildung ist ein exzessives Wachstum Uber einen langen Zeitraum notig, wobei
unbehandelte Strumen Uber Jahrzehnte leicht 3-10 mal so schwer werden kdnnen wie
normal grofle Schilddrisen. Es koénnte daher vermutet werden, daf® wichtige
pathogenetische Faktoren Uber lange Zeit hinweg anwesend sein missen. Wir haben
versucht, einen konstitutiven Faktor zu finden, der das Schilddrisenwachstum lebenslang
bestimmt. Die TGF-B1-Genexpression haben wir als Ziel unserer Analyse gewahlt, weil
TGF-B1 ein gut untersuchter inhibitorischer Wachstumsregulator der Schilddrise ist. Als ein
Hauptgrund der Strumaentstehung wird ein Ausfall der TGF-p1-vermittelten
Wachstumskontrolle angesehen. Belegt wird diese Aussage haupsachlich durch
Experimente mit TGF-B1 auf Thyreozytenkulturen. Diese In-vitro-Modelle zeigen eine
vielseitige Wirkung dieses Wachstumsfaktors auf die Kontrolle der Epithelproliferation in der
Schilddrise. In Schilddrisenfollikelzellen menschlichen Ursprungs ist TGF-B1 ein sehr
starker Proliferationsinhibitor (Grubeck-Loebenstein, Buchan et al. 1989). Auflerdem
inhibiert es die Reaktion von Schilddriisenzellen auf Thyreotropin und cAMP (Taton, Lamy
et al. 1993). Eine Interaktion von p53 und TGF-B1 ist fur die Wachstumskontrolle der
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Schilddrisenepithelzellen wichtig (Wynford-Thomas 1993) (Wynford-Thomas 1993). Bei
Strumen wurde eine Unempfindlichkeit gegen TGF-f1 beschrieben (Grubeck-Loebenstein,
Buchan et al. 1989) (Asmis, Kaempf et al. 1996) von der angenommen wird, daf sie zu der
insuffizienten Wachstumskontrolle in diesem Zusammenhang flihrt. In-vitro-Modelle
erlauben es jedoch nicht, die tatsachliche Wirkung von TGF-B1 auf die Manifestation der
Schilddrisenerkrankung zu beurteilen. Unsere Ergebnisse bestatigen die vermutete Rolle
von TGF-B1 als Hauptfaktor der Strumabildung nicht (Tabelle 3.1-1).

TGF-B1 wird von allen Leukozytenlinien produziert, und dient sowohl in autokriner als auch
in parakriner Weise der Kontrolle des Aktivierungszustandes dieser Immunzellen. Es ist in
der Lage, Leukozyten und andere an der Entzindungsreaktion beteiligte Zellen zu
inhibieren, wenn diese aktiviert wurden (Letterio and Roberts 1998). Viele Anzeichen
belegen eine Verwicklung von TGF-B1 in die Pathogenese von Autoimmunerkrankungen.
Studien mit experimenteller allergischer Enzephalomyelitis (EAE) und kollageninduzierter
Arthritis (CIA) bei Mausen und Ratten haben gezeigt, da® systemische Verabreichung von
TGF-B die Symptome der Erkrankung unterdricken (Kuruvilla, Shah et al. 1991)
(Thorbecke, Shah et al. 1992) (Letterio and Roberts 1998). TGF-B1-null-Mause haben einen
autoimmunahnlichen Phanotyp mit Bildung von SLE-ahnlichen Autoantikorpern und Sjogren-
Syndrom-ahnlichen Lymphozyteninfiltrationen in einer Vielzahl von Organen entwickelt
(Dang, Geiser et al. 1995). Dies hat die Frage aufgeworfen, ob ein systemischer Mangel an
verfligbarem TGF-31 auch beim Menschen zu einer Autoimmunerkrankung fiihren konnte,
wie etwa die Thyreoiditis beim Morbus Basedow.

Eine Assoziation von Morbus Basedow und Allelfrequenz am C-509T - TGF-p1-
Polymorphismus konnte in unserer Studie jedoch nicht festgestellt werden. Der Grund
konnte in der Vielfaltigkeit der Rollen dieses Zytokins bei der Regulation von
Immunfunktionen liegen. So hat TGF-B1 nicht nur inhibitorische Funktionen, sondern wurde
auch als antiapoptotischer Uberlebensfaktor fir T-Lymphozyten erkannt (Cerwenka and
Swain 1999) (Chen and Wahl 1999).

Schilddrisenkarzinome sind fir weniger als 1% der Krebstoten in modernen Landern
verantwortlich. Dennoch sind sie eine sehr haufige Erscheinung. In systematischen
Autopsiestudien wurde das papillare Mikrokarzinom mit einer Haufigkeit von 3% bis 36%
gefunden (Nasir, Chaudhry et al. 2000). Obgleich Patienten mit papillarem Mikrokarzinom in
der langfristigen Nachsorge eine exzellente Prognose haben, wenn sie direkt durch
beidseitige Lappenresektion behandelt werden (Hay, Grant et al. 1992), gibt es bisher noch
keine Madglichkeit zu erkennen, welcher Knoten sich zu einem manifesten Karzinom
entwickeln wird. Die hohe Frequenz von papillaren Mikrokarzinomen bei niedriger Frequenz

von manifesten PTC zeigt, dall diese Tumoren Gegenstand einer Tumorkontrolle sein
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konnten. TGF-B1, der kirzlich als eine neue Form von Tumorsuppressor mit echter
haploider Insuffizienz identifiziert wurde, kdnnte dabei eine wichtige Rolle spielen. In einem
Knock-out-Modell betrugen die exprimierten Proteinspiegel bei Mausen, die fir die Deletion
des TGF-B1- Gens heterozygot waren, nur 10-30% der Proteinspiegel der Mause mit
Wildtyp-TGF-p1-Gen. Zudem war der Zellumsatz ehdht und die Tumorbildung gesteigert
(Tang, Bottinger et al. 1998). Wahrend der Entwicklung von Schilddriisenkarzinomen wird
die TGF-B1-Kontrolle zunehmend aufer Kraft gesetzt. TGF-B1 vermittelt seine Wirkung,
indem es an Rezeptoren vom Typ Il bindet, die mit Rezeptoren vom Typ | Heterodimere
bilden, was zur Aktivierung von Serin / Threonin- Kinasen fuhrt (Cheifetz, Hernandez et al.
1990) (Wrana, Attisano et al. 1992) (Yingling, Wang et al. 1995). In jliingster Zeit wurde Uber
eine Reduktion der mRNA und Proteinexpression des TGF-B-Rezepors Typ Il beim
menschlichen papillaren Schilddriisenkarzinom berichtet (Lazzereschi, Ranieri et al. 1997)
(Matoba, Sugano et al. 1998). All das deutet in die Richtung der Wichtigkeit von TGF-B1 bei
der Progression des Schilddrisenkrebses. Die Tatsache, dal3 keine Assoziation beziglich
Vorhandensein (Tabelle 3.1-1) oder Ausmafl® der Krebserkrankung (GrdlRe,
Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, (siehe Tabelle 3.1-3) und Anwesenheit von
transkriptionsrelevanten Variationen des TGF-1-Promotors festgestellt werden kann, macht
es unwahrscheinlich, da® TGF-f1 in diesem Umfeld eine solche Tumorsuppressorrolle
spielt.

Die in diesem Bericht gelieferten Resultate tragen dazu bei, die in vitro erhaltenen
experimentellen Ergebnisse der Situation in vivo anzupassen. Die in dieser Studie erzielten
Resultate argumentieren nicht zu Gunsten einer groRen Wichtigkeit maRiger Anderungen in
der TGF-B1-Verfugbarkeit fur die Entwicklung von Strumen oder Schilddrisenkarzinomen.
Diese Aussage muf} mit Vorsicht aufgenommen werden, weil verschiedene Aspekte bei der
Interpretation der Ergebnisse stéren. Es gibt eine Reihe anderer Polymorphismen, die fir
die unterschiedliche TGF-B1-Genexpression wichtig sind (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-
post/Omim/dispmim?190180) (Grainger, Heathcote et al. 1999) (Awad, El-Gamel et al.
1998) (Suthanthiran, Li et al. 2000). Weil organspezifische Genexpressionskontrolle
wahrscheinlich bei der parakrinen Wachstumsregulation eine Rolle spielt, ist nicht klar, in
wie weit der Genotyp am C-509T Genort die lokale Verflugbarkeit von TGF-B1 beeinfluft. Es
fehlt an systematischen Studien Uber die Wichtigkeit von systemischen gegenuber lokalen
TGF-B1-Spiegeln bei der Wachstumskontrolle der Schilddriise. Die Beobachtungen, die im
Zusammenhang mit der Alzheimerschen Erkrankung gemacht wurden, zeigen, dal3 die
Korrelation zwischen TGF-p1-Genotyp am C-509T-Polymorphismus und der klinischen
Manifestation bei manchen Krankheitsformen schwach sein kann. Deshalb miften extrem

grol’e Patientengruppen untersucht werden, um eine derartige Korrelation festzustellen
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(Luedecking, DeKosky et al. 2000). Die beindruckende Reihe von Anzeichen flr eine
Wirkung von TGF-f1 auf die Wachstumskontrolle der Schilddrise kann durch die
Ergebnisse dieser Studie in Frage gestellt werden. Die genetische Variabilitdt einer
polymorphen Region, welche die TGF-B1 Expression kontrolliert, ist in keiner Weise mit der
Entwicklung oder Manifestation von Strumen oder Schilddriisenkarzinomen korreliert. Wir
kénnen mit einiger Vorsicht vermuten, da® eher Endorganresistenz als verminderte
Verflgbarkeit des Liganden das flihrende Ereignis beim exzessiven Schilddriisenwachstum
ist. Mechanismen zur Uberwindung der Endorganresistenz sollten Gegenstand zukiinftiger

Untersuchungen sein.

42 IL-6

Die Ergebnisse weisen auf eine Assoziation zwischen der Manifestation oder Progression
von Schilddriisenkarzinomen und der Expression des IL-6- Gens hin. Diese Assoziation ist
auf eine signifikant erhdhte Haufigkeit des C- Allels zurlickzufiihren. Bei Patienten mit
papillarem Schilddriisenkarzinom war die TumorgréRe signifikant mit den Genotypen und
Allelfrequenzen an der Stelle des —174 Polymorphismus assoziiert. Ein ahnlicher Trend war
bei den Patienten mit follikularem oder medullarem Schilddrisenkarzinom festzustellen,
obwohl diese Resultate nicht signifikant waren. Das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen war nur schwach mit erhéhten C- Allelfrequenzen assoziiert. Die
Anwesenheit von Fernmetastasen korrelierte nicht mit dem -174 Genotyp oder den
Allelhdufigkeiten. Es gab keine Assoziation zwischen dem —174 Genotyp und einer der
untersuchten benignen Schilddrisenerkrankungen.

Die Analyse des Genotyps wurde durch Restriktionsenzymverdau des G—C
Polymorphismus in Position -174 stromaufwarts des Startkodons des IL-6-Gens
durchgefihrt. Es wurde ausschlielllich aus venésem Blut isolierte DNA benutzt, um einen
Einflul® von genetischer Instabilitdt des Tumors auf die Ergebnisse auszuschlieRen. Das IL-6
Gen ist auf Chromosom 7p21 lokalisiert. Nach unserem Wissen wurde fir Strumen und
Schilddrisenkarzinome die Haufigkeit des Verlustes der Heterozygotie in diesem Areal
bisher nicht systematisch aufgeklart. Die Verwendung von aus dem Tumor gewonnener
DNA wirde daher die Moglichkeit unerkannter hemizygoter Konstellationen beinhalten.
Schilddrisenerkrankungen in der Kontrollgruppe wurden durch klinische Untersuchung
durch einen Endokrinologen, eine Sonographie sowie einen normalen TSH- Wert
ausgeschlossen. Die Kontrollgruppe umfalite 152 kaukasoide Patienten aus dem selben
Gebiet, um eventuellen Inhomogenitaten des genetischen Hintergrundes vorzubeugen. Sie

wies mit 0,395 C-Allelfrequenz am G-174C- Polymorphismus eine dhnliche Allelverteilung
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auf wie das Normalkollektiv der Arbeitsgruppe von Fishman et al., deren C-Allelfrequenz
0,403 (95% CI: 0,37- 0,44) betrug (Fishman, Faulds et al. 1998).

Der EinfluR genetischer Faktoren auf die Strumabildung wurde vor kurzer Zeit durch die
Beobachtungen in einer groRen Zwillingsstudie belegt (Brix, Kyvik et al. 1999). Die in der
vorliegenden Studie gezeigten Daten erweisen es jedoch als unwahrscheinlich, dal} eine
genetische Variation der IL-6- Expression eine Schllsselrolle in der Strumaentwicklung
spielt, zumindest unter der Bedingung eines maRigen Jodmangels. Die Allelverteilungen in
den Gruppen der Patienten mit Struma multinodosa, follikularem Adenom oder Struma
diffusa entsprechen beinahe denen in der Kontrollgruppe (Tabelle 3.2-1). Indirekt konnte
daraus geschlossen werden, daf IL-6 bei der Entstehung von Strumen keine wichtige Rolle
spielt. Diese Beobachtung pal’t zu Resultaten aus verschiedenen In-vitro-Experimenten, die
keinen direkten Wachstumsmodulationseffekt von IL-6 auf Kkultivierte humane
Follikelepithelzellen der Schilddrise zeigten.

Der Morbus Basedow ist eine Autoimmunerkrankung, die sowohl Beziehungen zur
humoralen als auch zur zellularen Immunreaktion hat. Diese richten sich gegen
Schilddrisenepithelzellen, ein eigentimliches Merkmal, das durch Lymphozyteninfiltration
reprasentiert wird, die zur Autoantikdrpersynthese und autoreaktiver T-Zell-Akkumulation
fuhrt (Bartalena, Brogioni et al. 1995). Es konnte bereits eine signifikant erhohte
Serumkonzentration von IL-6 bei Patienten mit Morbus Basedow festgestellt werden (Salvi,
Girasole et al. 1996) (Siddigi, Monson et al. 1999), wobei jedoch die Frage offen bleibt, ob
es sich hierbei um eine Ursache der Erkrankung oder um eine Folge der
Entzindungsreaktion handelt. Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen Kkeine
signifikante  Assoziation des Morbus Basedow mit der Allelfrequenz am
transkriptionsrelevanten G—-174C- Polymorphismus, wodurch die Annahme einer wichtigen
atiologischen Wirkung einer langfristigen Erhéhung der systemischen IL-6-Expression nicht
bestatigt werden kann.

Die mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen erzielten Resultate argumentieren
zugunsten eines Einflusses genetischer Variationen der 1I-6 Expression auf die
Manifestation von Karzinomen, wobei die Zahlen fir das PTC (Tabelle 3.2-1) am meisten
Uberzeugen. Bei den FTC und MTC gibt es eine Tendenz zu héheren C- Allelfrequenzen
verglichen mit den normalen Kontrollen (Tabelle 3.2-1) oder der Struma multinodosa, die
aber keine Signifikanz erreichen. Tabelle 3.2-3 zeigt, da® das fur die niedrige Expression
von IL-6 verantwortliche C- Allel in groReren Tumoren (T3 oder T4) und solchen mit
Lymphknotenmetastasen Uberreprasentiert ist. Unsere Studie beantwortet keine Frage nach
dem Mechanismus der Verbindung zwischen genetisch festgelegter Genexpression und der
Manifestation von Krebs. Trotzdem scheint vor dem Hintergrund friherer Beobachtungen

das folgende Konzept einige Plausibilitdt zu besitzen: Papilldare Mikrokarzinome der
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Schilddrise sind sehr haufig. Sie kdénnen entweder unaufféllig bleiben, oder sich zu
manifesten papillaren Karzinomen entwickeln. Genetische Faktoren, welche die
Immunkontrolle von Malignomen bestimmen, koénnten selektive Vorteile fiur die
Tumorbildung bieten. Es ist bekannt, dal} IL-6 die Expression von MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) und CSFs (colony-stimulating factors) in Follikelepithelzellen der
menschlichen Schilddriise reguliert (Matsumura, Banba et al. 1999). Diese Zytokine sind an
der Erzeugung einer Lymphozyteninfiltration der Schilddrise beteiligt. Die klinische
Relevanz einer solchen Lymphozyteninfiltration wurde kirzlich anhand einer sehr grof3en
Patientengruppe mit papillarem Schilddrisenkarzinom bewiesen. Die Patienten mit
lymphozytischer Thyreoiditis hatten eine geringere Haufigkeit von extrathyreoidaler
Infiltration, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, Tumorgrofle und Tumorrezidiven
(Loh, Greenspan et al. 1999). Eine solche Lymphozyteninfiltration lal3t eine Immunabwehr
gegen den Tumor vermuten, die Uber verschiedene Mechanismen ablaufen kann. Einer von
diesen ist wahrscheinlich die Apoptose, ein zunehmend verstandener Mechanismus der
Kontrolle der Integritat von Schilddriisengewebe (Bretz, Arscott et al. 1999) (Baker 1999).
Die Wirkung eines solchen immunmodulierten Mechanismus der Kontrolle von
Schilddrisenkarzinomen wurde mittlerweile auf verschiedenen Ebenen untersucht. Der Fas-
Ligand (FasL) induziert Apoptose, indem er an den Fas- Rezeptor bindet, und wird von
Zellen des Immunsystems exprimiert. Interessanterweise wurde kirzlich die FaslL-
Expression in menschlichen Schilddriisenkarzinomen demonstriert, wo sie mit aggressiver
Histologie und unglnstigem klinischen Erscheinungsbild korreliert (Mitsiades, Poulaki et al.
1999). In  Cokultivierungsexperimenten haben solche FasL- exprimierenden
Schilddriisenkarzinomzellen die Apoptoserate in Fas- exprimierenden Zielzellen erhéht
(Mitsiades, Poulaki et al. 1999). Deswegen koénnte die FasL-Expression als ein Weg zur
Umgehung der Immunabwehr betrachtet werden, seit bekannt ist, daf} sie besondere Stellen
mit reduzierter Immunantwort (,immune privileged sites“) vor Lymphozyten schiitzt (Baker
1999).

Weiterhin ist eine Wechselwirkung von IL-6 mit Apoptosewegen der Tumorkontrolle in der
Schilddrise wahrscheinlich. Eine Vorbehandlung mit anderen proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-1 und Tumornekrosefaktor a (TNFa) ist notwendig, um eine massive Fas-
vermittelte Apoptose von Schilddriisenzellen zu ermdglichen, weil der Fas- Signalweg
normalerweise in der Uberwiegenden Zahl der Thyreozyten blockiert ist (Bretz, Arscott et al.
1999). Es wurde in vielen Artikeln gezeigt, welche direkte Rolle IL-6 bei der Regulation der
Apoptose spielt. Wichtig ist hier das IL-6 / I16slicher IL-6 Rezeptor- System (,trans signaling®)
der IL-6 Signalubertragung, das die Apoptoseresistenz von T- Zellen vermittelt (Atreya,

Mudter et al. 2000). Folglich kénnte die niedrige oder fehlende Expression von IL-6 in die
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intratumorale T- Zell- Apoptose verwickelt sein, indem die Apoptoseresistenz herabgesetzt
wird.

Ein anderer wichtiger Punkt ist die Rolle von IL- 6 beim Zusammenspiel der Zytokine. Der in
der vorliegenden Studie untersuchte —174 G/C- Polymorphismus des IL-6 Promotors ist
nicht nur fur die basalen IL-6-Serumspiegel verantwortlich, sondern auch fur die
Induzierbarkeit der Transkription des IL-6- Gens durch Immunstimulatoren oder IL-1
(Fishman, Faulds et al. 1998). Deshalb koénnte der CC- Genotyp verschiedene, fur die lokale
Immunkontrolle des Tumors wichtige, Signalkaskaden storen. Der direkte Nachweis fur die
Wichtigkeit von beiden, sowohl IL-1 als auch IL-6, auf das Wachstum von
Schilddriisenzellen stammt aus Experimenten mit Thyreozyten und antigenprasentierenden
Zellen von Wistar- Ratten. In diesem Modell verhindert das Zugeben von inaktivierenden IL-
6-Antikérpern die durch cokultivierte dendritische Zellen bewirkte Wachstumsinhibition der
Thyreozyten (Simons, Delemarre et al. 1998). In diesem Zusammenhang macht unser
Befund einer Korrelation zwischen IL-6-Promotorgenotyp und der Manifestation und GroRle
von Schilddrisenkarzinomen die Notwendigkeit von In-vitro-Experimenten deutlich, welche
die Rolle von IL-6 bei der Kontrolle des Krebswachstums betrachten. Darin kdnnten
Thyreoideakarzinome schlieRlich wegen ihrer wichtigen Immunkontrollmechanismen als ein
Modellsystem dienen.

Wir mochten unterstreichen, dall die durch Untersuchung der IL-6- Promotorvarianten
erhaltenen Resultate kaum mit solchen vergleichbar sind, die durch Messung zirkulierender
IL-6- Serumspiegel gewonnen wurden, weil sie im Gegensatz zu den Serumspiegeln
weniger anfallig sind, das Ausmal der Erkrankung und der Gewebezerstérung im Tumor
oder das Ausmal des Entziindungsprozesses wiederzugeben. Eine solche Korrelation
wurde schon friiher bei Schilddrisenerkrankungen erkannt. Der IL-6-Serumspiegel stieg
signifikant an, wenn eine Feinnadelaspirationsbiopsie der Thyreoidea durchgefuhrt wurde.
Noch deutlicher war der Effekt nach Gewebezerstorung durch perkutane, intranodulare
Ethanolinjektion. (Bartalena, Brogioni et al. 1994). Folglich geben IL-6-Serumspiegel
wahrscheinlich nicht die Immunantwort gegen den Tumor, sondern eher den Umfang der mit
der Tumorerkrankung verbundenen Gewebezerstorung wieder. Hinzu kommt, da® manche
Tumoren selber IL-6 produzieren (Fiore, Pollina et al. 1997).

Die Beobachtung einer Assoziation von genexpressionsrelevanten [L-6-Promotorvarianten
mit der Manifestation von Schilddriisenkarzinomen beweist keine mechanistische Beziehung
irgendeiner Art. Im Gegensatz zur Untersuchung von IL-6-Serumspiegeln, die das Ausmaf
der Tumorerkrankung wiedergeben, erlaubt sie es, sich der Frage zu nahern, ob die IL-6-
Expression in irgend einer Weise signifikant an der parakrinen Tumorkontrolle beteiligt ist.

Die Resultate richten unsere Aufmerksamkeit auf die Notwendigkeit detaillierter in-vitro-
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Experimente, um die Rolle von IL-6 bei der Immunkontrolle von Schilddriisenkrebs und als

Faktor der Tumoranfalligkeit aufzuklaren.
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5. Zusammenfassung

Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Regelung des
Wachstumsverhaltens, der Gewebeintegritdt und der Immunreaktionen bei benignen und
malignen Schilddriisenerkrankungen. Eine Untersuchung genetischer Veranderungen,
welche die H6he der Serumspiegel dieser Stoffe lebenslang beeinflussen, erméglicht sowohl
eine Betrachtung der Botenstoffe als Ursache der Erkrankung, als auch eine Identifikation
genetischer Risikofaktoren. In der vorliegenden Arbeit wird die Frage untersucht, ob es
einen Zusammenhang zwischen der Ausprdgung von transkripionsrelevanten
Polymorpismen in den Promotorregionen des Interleukin-6 (IL-6) - Gens und des
Transforming Growth Factor- R1 (TGF-B1) - Gens und dem Auftreten von
Schilddrisenerkrankungen gibt. Die Bestimmung der Genotypen an diesen Polymorphismen
erfolgte durch  DNA-Isolation aus vendsem Blut, Polymerase-Kettenreaktion,
sequenzspezifischen Restriktionsenzymverdau der Amplimere, und
Agarosegelelektrophorese.

TGF-R1 ist der starkste Proliferationsinhibitor von normalen Follikelepithelzellen der
Schilddrise in vitro. Am C-509T- Polymorphismus ist das T-Allel mit einer signifikant
héheren TGF-R1-Expression verbunden als das C-Allel. Keine der Patientengruppen mit
multinodularen Knotenstrumen, diffusen Strumen, follikularen Adenomen, Morbus Basedow
oder Schilddrisenkarzinomen hatte am C-509T-TGF-B1 — Polymorphismus im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant unterschiedliche Allelfrequenz. Die Ergebnisse erbringen
keinen Beweis fur einen Einflul® von genetischen Variationen der TGF-1-Expression auf die
Entwicklung von Strumen oder differenzierten Schilddriisenkarzinomen.

In der Promotorregion des IL-6-Gens liegt ein —174 G/C- Polymorphismus, wobei das C-Allel
mit einer verminderten IL-6-Expression verbunden ist. In der Gruppe der differenzierten
Schilddrisenkarzinome und der papilldaren Schilddrisenkarzinome (PTC) wurde eine
gegenltber der Kontrollgruppe signifikant erhdhte Haufigkeit des C-Allels beobachtet,
ebenso bei grélReren Karzinomen gegenuber kleineren Karzinomen. Auch in der Gruppe der
Karzinompatienten mit Lymphknotenmetastasen war die C-Allel-Frequenz gegenlber der
Kontrollgruppe erhéht, wahrend beim Vergleich der lymphknotennegativen Patienten mit der
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt wurde. Die benignen
Schilddrisenerkrankungen zeigten keine signifikante Assoziation mit der G-174C-
Allelfrequenz. Die Ergebnisse zeigen eine Assoziation zwischen der Manifestation oder
Progression von Schilddriisenkarzinomen und der Expression des IL-6- Gens. Dies weist
auf die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen der Rolle von IL-6 bei der Immunkontrolle

von Karzinomen der Schilddrise hin.
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6. Glossar

Allel Eine von zwei oder mehr alternativen Formen eines einzigen Genortes.
Verschiedene Allele eines Gens haben jeweils eine eigene Nukleotidsequenz, und
ihre Aktivitat bezieht sich auf denselben biochemischen Prozel, obwohl ihre
individuellen Phanotypen sich unterscheiden konnen.

Allelfrequenz  Die Haufigkeit eines Allels an einem bestimmten Genort, die bei den
Individuen einer Population auftritt.

AMP Abk. f. Adenosinmonophosphat

Amplifikation  Vervielfaltigung eines DNA-Abschnittes mit Hilfe der - PCR

Amplimer DNA-Abschnitt, der mit Hilfe der -PCR vervielfaltigt wurde

Annealing (engl. f. kuhlen, ausglihen) Vorgang des Bindens eines
Oligonukleotidprimers an eine spezifische Sequenz eines DNA-Einzelstranges
wahrend des Abkihlungsschrittes der -PCR.

ATC Abk. f. anaplastic thyroid carcinoma, anaplastisches Schilddriisenkarzinom

C-509T-TGF-p1-Polymorphismus Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus in
Position —509, also 509 Basenpaare stromaufwarts des Transkriptionsstartsite des
TGF-B1-Gens. Es liegt ein Basenaustausch von C zu T vor, wodurch eine
Restriktionsschnittstelle zerstort wird.

Chromosom Das genetische Material der Zelle, in einem Komplex mit
Proteinen, organisiert in einer Anzahl von linearen Strukturen. Woértlich bedeutet es
Jfarbiger Koérper®, weil die fadenartigen Strukturen unter dem Mikroskop nur nach
Anfarbung sichtbar sind.

Codon  Eine Gruppe von drei benachbarten Nukleotiden in einem mRNA-Molekill, die
entweder eine Aminosaure in einer Polypeptidkette, oder das Ende der
Polypeptidsynthese festlegen.

DNA Abk. f. deoxyribonukleic acid, Desoxyribonukleinsaure, polymeres Molekdl,
das aus Desoxyribonukleotid-Bausteinen besteht, und in Form einer
doppelstrangigen Doppelhelix das genetische Material der meisten Organismen
bildet.

DTC Abk. f. differentiated thyroid carcinoma, differenziertes Schilddrisenkarzinom
EDTA Abk. f. ethylene diamine tetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsaure
Expression —Genexpression

FOTC Abk. f. follicular-oxiphilic thyroid carcinoma, follikullar-onkozytares
Schilddrisenkarzinom

FTC Abk. f. follicular thyroid carcinoma, follikulares Schilddriisenkarzinom

G-174C- IL-6-Polymorphismus Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus in
Position —174, also 174 Basenpaare stromaufwarts des Transkriptionsstartsite des
IL-6-Gens. Es liegt ein Basenaustausch von G zu C vor, wodurch eine
Restriktionsschnittstelle entsteht.

Gen Der bestimmende Faktor eines Charakteristikums eines Organismus.
Genetische Information wird in Form von DNA kodiert, die fir die Unterschiedlichkeit
der Arten und Individuen verantwortlich ist. Die Nukleotidsequenz eines Gens
spezifiziert ein Polypeptid oder ein RNA-Molekil und unterliegt der Veranderung
durch Mutation.

Genetische Varianz Genetische Quelle phanotypischer Variationen zwischen
Individuen einer Population. Additive genetische Varianz: Genetische Varianz, die
sich durch den additiven Effekt von verschiedenen Genen auf den Phanotyp ergibt.

Genexpression Der Grad, in welchem ein bestimmter Genotyp im Phanotyp
ausgedrickt wird.

Genotyp Die vollstandige genetische Zusammensetzung eines Organismus.
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Haploid Die einfach vorhandene Erbanlage.

Haploide Insuffizienz Bei Deletion eines Allels wird nur ein Bruchteil der
Proteinmenge exprimiert wie bei Vorhandensein beider Allele.

Hardy-Weinberg-Equilibrium (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, Hardy-Weinberg-
Gesetz) Eine Weiterflihrung der Mendel schen Gesetze der Vererbung, die das
erwartete Verhaltnis zwischen Genhaufigkeiten in natlirlichen Populationen und den
Haufigkeiten von Individuen verschiedener Genotypen in derselben Population
beschreibt.

Hemizygot Zustand bei Individuen, die ein Chromosom mit einem Allel eines
bestimmten Gens haben, aber kein weiteres Allel dieses Gens besitzen (z.B.: X-
chromosomale Gene bei Mannern)

Heritability (Erblichkeit) Der Anteil der phanotypischen Variationen in einer
Population, der auf genetische Faktoren zurlckzuflhren ist.

IL-6 Abk. f. Interleukin-6

Inversion Eine chromosomale Mutation, bei der ein Segment eines Chromosoms
herausgeschnitten, und dann in einer Orientierung von 180° zur urspringlichen
Orientierung wieder eingesetzt wird.

Knock-out-Modell (Knockout-Maus) Tiermodell, bei dem ein bestimmtes Gen nur
in einen funktionslosen Zustand vorhanden ist. Diese Tiere zeigen einen Null-
Phanotyp flr dieses Gen, d.h. einen Phanotyp, der aus der vollstandigen
Abwesenheit des Genproduktes resultiert.

mRNA  (messenger RNA) Das RNA-Molekiil, das die kodierte Information flr die
Aminosaurensequenz eines Proteins enthalt.

MTC Abk. f. medullary thyroid carcinoma, medullares Schilddrisenkarzinom

Mutation Jede feststellbare und erbliche Veranderung des genetischen Materials, die
nicht durch genetische Rekombination verursacht wurde.

Oligonukleotidprimer —Primer

Onkogen Ein Gen, dessen Aktivitat die Zellproliferation férdert. Onkogene sind
veranderte Formen von Proto-Onkogenen.

OoTC Abk. f. oxyphilic thyroid carcinoma, onkozytares Schilddriisenkarzinom
PCR Abk. f. polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion, Methode, die
benutzt wird, um aus einer DNA-Mixtur definierte DNA-Sequenzen selektiv und

wiederholt zu replizieren.

PFTC Abk. f. papillary-follicular thyroid carcinoma, papillar-follikulares
Schilddrisenkarzinom

Polymorphismus — Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Primer eine vorgeformte Polynukleotidkette, zu welcher bei der DNA-Replikation
neue Nukleotide hinzugefiigt werden kénnen

Promotor Eine spezifische regulatorische Nukleotidsequenz in der DNA, an welche die
RNA-Polymerase zur Initiation der Transkription bindet.

PTC Abk. f. papillary thyroid carcinoma, papillares Schilddriisenkarzinom

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus Aus der unterschiedlichen
Verteilung von Schnittstellen (z.B. durch Punktmutationen entstanden) fiir
Restriktionsenzyme resultierende unterschiedliche Fragmentlangen der
geschnittenen oder nicht geschnittenen DNA-Teilstiicke. Restriktionsfragmente
verschiedener Lange werden mit Hilfe von Elektrophoresegelen nachgewiesen.

Restriktionsenzym (Restriktionsendonuklease) Enzyme, die fir die DNA-Analyse
und die Konstruktion rekombinanter DNA-Molekiile wegen ihrer Fahigkeit,
doppelstrangige DNA-Molekile an spezifischen Nukleotidpaarsequenzen zu
schneiden, wichtig sind.

Restriktionsverdau Vorgang des Schneidens doppelstrangiger DNA-Molekile an
spezifischen Nukleotidpaarsequenzen durch Restriktionsenzyme.
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RFLP Abk. f. restriction fragment length polymorphism
—Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

RNA Abk. f. ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

Riickwartsprimer Bei der PCR verwendeter Primer fir den Riickwartsstrang, zu
dem bei der Extension des komplementaren Stranges neue Nukleotide entgegen der
Leserichtung des Gens hinzugefligt werden. Wird zusammen mit einem
Vorwartsprimer verwendet.

SLE Abk. f. systemischer Lupus erythematodes

SMAD  Abk. f. SMA/MAD related (MAD und SMA gehéren zu den ersten, bei
Drosophila bzw. C. elegans entdeckten Mitgliedern der SMAD-Familie) Gruppe von
Proteinen, die der intrazellularen Signallibertragung der TGF-B-Familie dient.

Startcodon Gruppe von drei benachbarten Nukleotiden (AUG) in der mRNA, die
das Startsignal fiir die Polypeptidsynthese bildet.

STAT Abk. f. signal transducer and activator of transcription, Proteingruppe, die der
intrazellularen Signallbertragung und der Regulation der Genexpressivitat der IL-6-
Familie dient.

TC Abk. f. thyroid carcinoma, Schilddrisenkarzinom

TGF-B1  Abk. f. transforming growth factor-51

Transfektion Kinstliches Einbringen von DNA-Sequenzen in eine Zelle.

Transformation (a) Der Vorgang, bei dem genetische Information mit Hilfe
extrazellularer DNA-Teile bei Bakterien Ubertragen wird. (b) maligne Entartung von
eukaryontischen Zellen durch chemische oder physikalische Noxen oder onkogene
Viren.

Transkription  Der Transfer von genetischer Information von einem doppelstrangigen
DNA-Molekul auf ein einzelstrangiges RNA-Molekul. Sie wird auch RNA-Synthese
genannt.

Transkriptionsfaktoren Spezifische Proteine, die von jeder der drei eukaryotischen
RNA-Polymerasen flr die Initiation der Transkription bendétigt werden. Jede
Polymerase benutzt inren eigenen Satz Transkriptionsfaktoren.

Transkriptionsstartsite Auf den Promotor folgende DNA-Region, an der die RNA-
Synthese beginnt.

Translokation (a) Eine chromosomale Mutation, die einen Wechsel in der Position
eines Chromosomensegments (oder mehrerer Segmente) und der Gensequenz die
es beinhaltet, umfaldt. (b) Bei der Polypeptidsynthese versteht man unter
Translokation die Bewegung des Ribosoms, Codon fir Codon, entlang der mRNA in
Richtung des 3" Endes.

Tumorsuppressorgene Gene, deren Produkte die Fahigkeit haben, die
charakteristische unkontrollierte Zellproliferation von Krebszellen zu unterdriicken.

Vorwartsprimer Bei der PCR verwendeter Primer flr den Vorwartsstrang, zu dem bei
der Extension des komplementaren Stranges neue Nukleotide in Leserichtung des
Gens hinzugefugt werden. Wird zusammen mit einem Ruckwartsprimer verwendet.

Zytokine Von einer Vielzahl von Zellarten gebildete und sezernierte Substanzen, die
als interzellulare Mediatoren den Aktivierungszustand von Zellen beeinflussen.
Hierzu gehdren z.B. Lymphokine, Interleukine, Monokine, Wachstumsfaktoren.

Literatur: (Russel, 1996), (Pschyrembel, 1994)
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