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1 Einleatung

1.1 Das Schilddriusenkar zinom

Das Schilddriisenkarzinom liegt an 11. Stelle aller krebsbedingten Todesursachen und ist mit
einer Inzidenz von etwa 1-5/100.000 Einwohner im Vergleich mit anderen Malignomen ein

relativ seltener Tumor. Frauen sind 2-3mal haufiger betroffen als Ménner.

Die klassische Eintelung des Schilddrisenkarzinomes orientiert sich am
histomorphologischen Wachstumsmuster und dem zelluldren Ursprung. Unterschieden
werden papillére, follikulére, onkozytdre und anaplastische Karzinome, deren Ursprung in
thyroxinproduzierenden Follikelepithelzellen liegt. Davon abgegrenzt werden medulléare
Schilddrisenkarzinome mit Ursprung aus den parafollikuldren Zellen (Calcitonin
produzierende C-Zellen), Plattenepithel zelIkarzinome, Sarkome und maligne Lymphome.

Diese Klassfikation orientiert sich neben epidemiologischen und pathophysiologischen
Daten, wie regionale Verteilung, Patientenalter, Hormonsynthese und Jodaufnahme, auch an
tumorbiologischen Charakteristika, wie Wachstumsverhalten und Metastasierungswege, und

ist fir die Wahl der Therapie und fir die prognostische Einschétzung von Bedeutung.

Die haufigsten malignen Schilddrisentumore sind in 90 % der Félle differenzierte Karzinome
vom follikuldren oder papillaren Typ. Weitaus seltener sind mit 5% medullére und
anaplastische Karzinome und mit gleichfalls 5% Lymphome und andere seltene Tumore.
Klinisch treten die Tumore meist als tastbarer Knoten in Erscheinung. Malignitétsverdachtig
ist ein sonographisch echoarmer Knoten, der in der Szintigraphie keine Jodspeicherung zeigt
(sogenannter kalter Knoten). Eine préoperative Punktionszytologie kann in 98% der Félle ein
Malignom ausschlief3en oder nachweisen. Gesichert wird die Diagnose erst durch die

Beurteilung eines histopathol ogischen Préparates.

Unter den differenzierten Malignomen ist das papillére Karzinom mit 50-60% am haufigsten.
In Nicht —Strumaendemiegebieten ist es doppelt so haufig wie das follikuléare Karzinom. Es
beféllt bevorzugt Frauen im Alter von 30-50 Jahren. In 30% der Félle liegt eéin Rearrangement
des c-ret Onkogenes as somatische Mutation vor (ret/PTC-Onkogen). Das Malignom kann



sowohl as gekapselter hoch differenzierter, aber auch as grob invasiver, niedrig

differenzierter Tumor in Erscheinung treten. Es metastasiert primér lymphogen.

Bevorzugt in Strumaendemiegebieten tritt mit einer Haufigkeit von 20-30% der Falle das
follikulére Schilddriisenkarzinom auf. Frauen in der 4.-5. Lebensdekade sind meist betroffen.
Auch hier gibt es hther und niedrig differenzierte Subtypen. Es metastasiert in erster Linie
hadmatogen in Lunge, Skelett und Gehirn.

Die Behandlung der differenzierten Schilddriisenkarzinome stitzt sich im Wesentlichen auf
drei Therapiemodalitéten:

1. die chirurgische Entfernung der tumorbefallenen Schilddrise (die totale Thyreoidektomie)
mit Entfernung der zentralen paratrachealen Lymphknoten. Bei diagnostisch gesicherten
medulléren Karzinomen und bei grof3en differenzierten Karzinomen schliefdt sich eine Neck-
Dissektion mit, falls vorhanden, Entfernung von Fernmetastasen an.

2. die postoperative Radiojod-Therapie insbesondere fur die Behandlung von Fernmetastasen
bei den differenzierten Karzinomen.

3. die Therapie mit Schilddriisenhormonen zur Suppression des Wachstumsfaktors TSH.

Im Laufe ener Tumorprogresson kommt es be etwa enem Drittel der
Schilddrisenkarzinome zum Verlust spezifischer morphologischer und  funktioneller
Eigenschaften der differenzierten Tumorzelle (Goretzki et al., 1994; O"Doherty et al., 1998).

1.2 Tumor- und Differenzierungsmarker

In der gesunden Schilddriise produzieren Follikelepithelzellen Thyreoglobulin (TG), en
Tréger- und Speicherprotein, welches im Follikellumen unter Beteiligung der Schild-
drisenperoxidase (TPO) an Tyrosinreste jodiert wird. Ein TG- Anstieg im Blutplasma nach
Thyreoidektomie kann ein Indikator fur Metastasen oder fur eine Massenzunahme eines

Tumorrezidives eines differenzierten Karzinoms sain.

Als Differenzierungsmarker  fir  Schilddrisenkarzinome dient die Expression
unterschiedlicher schilddrisenspezifischer Gene wie Schilddrisenperoxidase (TPO), TSH-
Rezeptor (TSH-R), Thyreoglobulin (TG), Typ 1 5-Deiodinase (5'D1) und der Natrium-Jod-
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Symporter (HNIS). In Karzinomgeweben besteht eine positive Korrelation zwischen der
Expression von HNIS, TPO, TG und TSH-R (Lazar V. et a., 1999; Saito et al., 1997). Dabel
ist die Expression dieser Gene, ebenso wie die der 5-Deiodinase (Kohrle J. et al.),
herabgesetzt.

Klinische Differenzierungsmarker sind die histologische Tumormorphologie, die
Jodaufnahme in der Radiojod Szintigraphie und das Wachstumsverhalten des Tumors.

Eine  Tumorprogression wird neben einem histologisch nachweisbaren
Differenzierungsverlust, durch Zunahme des Tumorgradings mit Verlust der Jodaufnahme
und aggressiverem Tumorwachstum mit metastatischer Aussaat klinisch apparent.

Ein weiteres Differenzierungsmerkmal ist der Glukosemetabolismus, der in Tumorzellen
gegeniiber gesunden Zellen deutlich gesteigert ist. Das vermehrte Trapping des markierten
FDGs im Rahmen der gesteigerten Glykolyse kann mittels Positronenemissionstomographie

(PET) ermittelt und gemessen werden.

1.3 Der Natrium-Jod-Symporter (HNIS)

In der basolateralen Membran differenzierter Follikelepithelzellen befindet sich der Natrium-
Jod-Symporter, ein aus 643 Aminosauren bestehendes Protein, dessen Gen aus 15 Exons mit
einer Lange von 20 Kilobasen auf dem Chromosom 19 lokalisiert ist. Das HNIS-Protein
konzentriert Jodid aktiv entgegen eines elektrochemischen Gradienten in einer 20-40fach
hoheren Menge alsim Plasmain die Thyreozyten. Die Energie dieses Transportes stammt aus
einem zelleinwartsgerichteten Jodid-Natrium-Cotransport, der durch eine membranstandige
Na'-K*-ATPase aufgebaut wird. Der Jodid-Einstrom kann durch Thiocyanat, Pertechnat und
Perchlorat kompetitiv gehemmt werden.

Die Expresson des HNIS-Proteins wird ebenso wie die Expresson von TPO, TG und
Deiodinase durch TSH stimuliert. Durch einen an der basolateralen Membran gelegenen
TSH-Rezeptor wird die Information Uber die G-Protein- Adenylatzyklase-cAMP-Kaskade in
das Zellinnere Ubertragen. Dort bewirkt die TSH-Stimulation einen Anstieg der HNIS-RNA,
des HNIS-Proteins und der Jodaufnahme. Die genauen molekularen Mechanismen der
intrazelluldren HNIS-Stimulation sind bisher aber noch unbekannt (Ajjan R.A. et a. 1998
Dohan et a., 2000; Kohrle J. et a.1998; Filetti et a., 1999; Smanik et al., 1996; Carracsco et
al.1993; Saito et a., 1997).



1.4 Redifferenzierung durch Retinsdure

Ein Kennzeichen von Dedifferenzierung, Tumorprogression und Metastasierung sind Verlust
der Jodaufnahme und Verlust der Wachstumsregulation durch TSH. Bisher gibt es fur
solcherart fortgeschrittene Karzinome keine klinisch wirksame Behandlung, so dai
Mal3nahmen zur Induktion einer Redifferenzierung von Tumoren von besonderem Interesse
sind.

Wachstum und Differenzierung von malignen Zellen kdnnen durch Derivate der Retinsdure
inhibiert bzw. stimuliert werden. Diese Effekte wurden zu einem in Zellkulturen
verschiedener Tumore nachgewiesen, zum anderen werden Retinoide klinisch bei epithelialen
Tumoren der Haut (Sankowski A. et al., 1987) und Malignomen des hamatopoetischen
Systems eingesetzt. Als Model fir eine Redifferenzierungstherapie gilt die akute
Promyelozytenleukamie mit typischer Chromosomentranslokation t(15; 17) und daraus
resultierenden Veranderungen des Retinsdurerezeptors RARa. Hier zeigte die Behandlung
mit Tretinoin (all-trans-Retinsaure) bessere Ergebnisse al's eine konventionelle Chemotherapie
(Fenaux P. et a., 1992). Ihre Wirksamkeit entfalten Retinoide Uber nukledre Rezeptoren, die
zur Superfamilie der Steroid-Thyroidea-Hormonrezeptoren gehdren. Diese Rezeptoren
kontrollieren die Transkription bestimmter Gene Uber eine direkte Interaktion mit
spezifischen DNA-Sequenzen, den RARE (retinoic acid response elements). Von diesen
Genen induzierte mRNA kodiert Proteine, welche die differenzierungsférderden und die
antiproliferativen Effekte vermitteln (Ciguere et al., 1994).

Zur Zeit sind sechs unterschiedliche Retinsdurerezeptoren identifiziert worden. Sie werden in
zwel Unterklassen eingeteilt: den RAR- und den RXR-Rezeptoren, jeweils mit den Subtypen
a,b undg. Die Vertellung dieser Rezeptoren im Gewebe, ihre Affinitdt zu den verschiedenen
Liganden und ihre intrazelluldre Wirkung ist unterschiedlich. Die Rezeptorexpression ist in
Karzinomen der Haut, Lunge und Brust ist herabgesetzt und scheint mit den
tumorbiologischen Charakteristika zu korrelieren (Swisshelm et a., 1994).



In Schilddriisenkarzinmomen werden alle Retinoidrezeptoren exprimiert (Schmutzler et al.,
1998) und bilden somit die Grundlage fur eine Redifferenzierungstherapie. Einige Arbeiten
zeigen bereits eine redifferenzierende Wirkung von Retinoiden auf Schilldrisenkarzinome. In
menschlichen Schilddriisenkarzinomzelllinien konnte die Expression von HNIS Schmutzler
et a., 1997) und der 5 -Deiodinase (Schreck et al., 1994) durch Retinoidstimulation gesteigert
werden. Als wetere redifferenzierende Effekte wurden die vermehrte Expression der
Zelladhdsionsmolekile E-Cadherin @ und ICAM-1, sowie die Suppresson des
Dedifferenzierungsmarkers CD97 beobachtet. (Hoang-Vu et a.,1998; Bussi et al., 1995). In
anderen Zellkulturversuchen wurde ein Anstieg von Differenzierungsparametern, wie
gesteigerte  Jodaufnahme und TSH-Bindungskapazitdt neben einer Anderung der
Extrazellul&rmatrix dokumentiert (van Herle et al., 1990; Havekes et a., 2000).

1.5 Zid der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die Expression des Natrium-Jod-Symporters in Normalgeweben und in
Geweben papilldrer und follikuldrer Schilddrisenkarzinome quantitativ mittels RT-PCR
bestimmt.

Erstmals wurde eine Therapiepilotstudie mit Retinsdure zur Redifferenzierung von
Schilddriisenkarzinomen durchgefihrt. In diese Studie wurden 50 Patienten eingeschl ossen.
Bel drei dieser Patienten wurde die HNIS-Expression in Geweben, die vor und nach der
Therapie durch eine Operation entommen wurden, untersucht.

Ziel der Arbelt ist es, in diesen Geweben die Wirkung von Retinsaure auf die Expression des

HNIS-Gens zu messen.



2 Material und Methoden

21 Materia

Unter suchungsgruppe

Die Untersuchungen umfassen 17 Gewebproben von 14 Patienten, die im Zeitraum von 1993
bis 1998 an Schilddrisen-Karzinomen operiert worden sind Aus dem ausgewahlten
Patientenkollektiv waren 2 Patienten an papillaren Karzinomen und 7 Patienten an
follikuldren Karzinomen in unterschiedlichen Tumorstadien erkrankt. Als Referenzgewebe
wurden 5 Gewebeproben aus Schilddrisenresektaten nach Operationen bei  benignen

Schilddriisenerkrankungen untersucht.

Im Rahmen ener Therapiepilotstudie wurden drel der Patienten mit fortgeschrittenen
follikuld&ren Karzinomen einer Redifferenzierungstherapie mit dem Retinsurederivat
Roaccutarl® (13-cis-Retinséure) unterzogen. Die Behandlung wurde (iber einen Zeitraum von
5 Wochen in einer Dosierung von 1,5 mg pro kg Kdrpergewicht durchgefiihrt. Diese Patienten
wurden vor Therapiebeginn am Priméartumor oder an Rezidiven und nach Therapieende an
erneuten Rezidiven operiert, so dal3 hier pr& und posttherapeutische Gewebe gewonnen

werden konnten.

Die Tumorgewebe wurden unmittelbar postoperativ bei —80° C eingefroren und gelagert.

Eine Ubersicht tiber die untersuchten Gewebe ist in Tabelle 1 zusammengefalit.



Gewebernr. Geschlecht | Histologie | TNM Grading
1 B.A. w Normal

Gewebe
2 SG. w Normal

Gewebe
3 ZM. w Normal

Gewebe
4 E.C. w Normal

Gewebe
5 ? Normal

Gewebe
6 H.P. m PTC k.A Solid

follikulér,hellzellig
7 H.K-W.|m PTC pT3Nx M1(pul) |k.A.
8 B.L. w FTC pT4 pNO pMx G2, teils onkozytar
9 HW. |m FTC pT4b p N2 Mx G2-3
10 KM. |w FTC T3 Nx Mx G2
11 P.J. m FTC PT3N1bM1(pul) |G2-3
Patient A
12 pra Z.| m FTC pTx Nx1bMO KA.
13 post Z. 1 " k.A.
Patient B
14 pra K.H w FTC pT1 N1 M1 (pul) [KA.
15 post K.H " " KA.
Patient C
16 pra HH |m FTC pTx Nx M1(pul,|kA.
0S)

17 post H.H. kKA.

Tab.1: Ubersicht untersuchter Gewebe; PTC= papillares Schilddriisenkarzinom, FTC=
follikuléres Schilddrisenkarzinom, k.A.= keine Angabe, pré= vor Retinsduretherapie, post=
nach Retinsauretherapie. Die Patienten A, B und C sind einer Redifferenzierungstherapie mit
Retinsdure unterzogen worden.




2.2 Methoden

2.2.1 RNA-Isolierung aus Nativgewebe

Verwendet wurde das RNeasy total purification Kitt (Fa. Qiagen)

Die bei —80°C gelagerten Gewebeblocke wurden mit einem sterilen Skalpell im gefrorenen
Zustand zerkleinert und die abgetrennten Gewebestiicke in vorgewogene Eppendorfgefale
Uberfihrt. Das Gewicht der Gewebsstlicke konnte so auf einer Feinwaage bestimmt werden
und sollte idealerweise maximal 50 pg betragen. Die kleingeschnittenen Gewebe wurden
anschlief?end in einer Teflonkapsel mit einer Wolframkugel in flissigem Stickstoff gekdhlt.
Die Kapsel wurdein einem Dismembranator eingespannt und das Gewebe bei 2000 rpm Gber
1 Minute zertrimmert. Die bis 30 pg schweren Gewebe wurden in 350 pl, die bis 50 pg
schweren Gewebe in 600 ul Lysispuffer aufgenommen.

Nachdem das Puffer-Gewebetrimmer-Gemisch aufgetaut war, wurde es 3 min bei 15.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tbertragen und im Verhdtnis
von 1:1 mit70% Ethanol gemischt. Das die Zelltrimmer enthaltene Pellet wurde verworfen.
Die Ethanolsuspension wurde nun in eine Filtersdule Ubertragen und 15 sec bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Dabel wird die RNA auf der Filtermembran fixiert. Das Filtrat wurde verworfen.
Um die RNA zu reinigen wurde anschlief3end nacheinander 700 ul wash Puffer und zweimal
500 ul RPE Puffer auf die Filtermembran aufgetragen und jeweils bei 10.000 rpm fir 15 sec
zentrifugiert. Das Filtrat wurde jeweils verworfen.

In einem letzten Schritt wurde 50 pl nukleasefreies Wasser auf die Membran aufgetragen,
1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und so die RNA aus der Membran ausgewaschen und in
einem Eppendorfgefald aufgefangen.



2.2.2 DiecDNA-Synthese

Mit Hilfe der cDNA-Synthese |&% sich aus eéinem RNA Gemisch gezielt zur mRNA
komplementdre DNA vervielféltigen. Dabei wird as Primer fUr die Reverse Transkriptase
eine poly T Sequenz verwendet, die sich in an das poly A Ende der mRNA anlagert. In der
anschlieffenden  Synthesephase  wird durch die Reverse Transskriptase aus
Nucleotidtriphosphaten ein der mRNA — Sequenz complementédrer DNA-Strang gebildet.

Verwendete Reagenzien

2,5 Wl pd T12-18 (Fa.Pharmacia Biotech)
2,5 pl 10x RT-Puffer (Biolabs, New England)
2,5 ul 10mM dNTP (Fa. Promega)
0,5ul Bovine Serum Albumin (5mg/ml) (Fa. AGS GMBH)
0,7 ul RNAse Inhibitor 40 u/pl (Fa. Promega)
2 Ul Reverse Transkriptase (Fa. Biolabs, New England)

9,3 pl nuklease freies Wasser (Fa. Promega)

Durchfiihrung der cDNA-Synthese

Die RT-PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25ul in autoklavierten 500pl
Eppendorfgefélden durchgefiihrt

Zunéchst wurden 5ul RNA mit 2,5u pd Tioag Oligonukleotid gemischt und zur
Denaturierung der RNA Strange fur 5 min auf 75°C erhitzt. Um eine Renaturierung zu
verhindern, wurde der Ansatz anschlief3end sofort auf Eis gelagert. Jedem Reaktionsgefald
wurden dann 2,5ul RT- Puffer, 2,5ul 10mM dNTP, 0,5 ul BSA, 0,7ul RNAse Inhibitor,
2ul Reverse Transkriptase und 9,3ul nukleasefreies Wasser hinzugegeben und die Reaktion
bei 37°C fur 1h gestartet. Um zu vermeiden, da3 die Proteine und das Enzym eine
anschlieffende  Polymerasekettenreaktion  beeinflussen  wurde  anschliefiend  zur
Proteindenaturierung fur 5 min auf 75°C erhitzt. Die cDNA wurde danach bei —20°C
eingefroren.



2.2.3 DiePolymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurden im Mastercycler 5330 (Fa. Eppendorf) und im DNA Thermal cycler 480
(Fa.Perkin Elmer) durchgefihrt.

Verwendete Oligonukleotide (Primer)

GAPDHz306

Sense Primer(Vorwarts Primer): CGG AGT CAA CGG ATT TGG TAT

Antisense Primer (Ruchwarts Primer): AGC CTT CTG CAT GGT GGT GAA GAC

Das cDNA Amplimer unter Verwendung dieser Primer ist 306 bp lang.

HNISg7c

Sense Primer: CGA GGA AGC CGC TATACATTC

Antisense Primer: TAC TGG TCT GGG GCA GAG ATG CGC

DascDNA Amplimer unter Verwendung dieser Primer ist 259 bp lang.

Die Oligonukleotidsynthese der Sense Primer erfolgte durch die Firma Pharmacia, die

Antisense Primer wurden von der Firma Gibco BRL geliefert.
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PCR Bedingungen

far GAPDH3g6

Denaturierung 94°C 5 Min.

Denaturierung 94°C 45 Sek

Annealing 55°C 45 Sek. 30 Zyklen
Synthese 72°C 1 Min.

Extension 72°C 10 Min.

fur HNI Sg76

Denaturierung 94°C 5 Min.

Denaturierung 94°C 30 Sek

Annealing 60°C 30 Sek. 35 Zyklen
Synthese 72°C 45 Sek

Extension 72°C 10 Min.

Die Reaktionsprodukte wurden nach Abschlul? der Reaktion bei 4°C gelagert.



PCR-Ansatz

Jeder PCR-Ansatz wurde in einem Gesammtvolumen von 50ul durchgefihrt. Dieser enthielt

folgende Reagenzien:

48ul Ansatz:

35,75ul nukleasefreies Wasser (Fa.Promega)

5ul 10 x PCR Puffer (Fa. Perkin EImer) 15mM MgCl
5ul 2mM dNTP (Fa. Promega)

1l Sense Primer (50pmol/l)

1ul Antisense Primer (50 pmol/I)

0,25ul Taq Polymerase (250u/ul) (Fa. Perkin Elmer)

2ul DNA

50ul Reaktionsvolumen

Zum Ansatz wurden autoklavierte 500ul Eppendorf-Rohrchen (Fa. Perkin Elmer) und
nukleasefreie Pipettenspitzen (Fa. Biozym) verwendet. Fir alle Proben, die miteinander
verglichen wurden, wurde ein gemeinsamer Mastermix angesetzt und anschlief3end jeweils
48ul auf die einzelnen Eppendorfgefale verteilt. Nur die cDNA und die MIMIC DNA wurden
individuell zugegeben. Zuvor wurde die cDNA mit nukleasefreiem Wasser, die MIMIC-DNA
in1x TE-Puffer (Fa. Serva) individuell verdinnt. Um ein Verdunsten des Reaktionsgemisches

zu vermeiden, erfolgte die Uberschichtung mit je 2 Tropfen Mineraldl (Fa. Sigma).

2.24 Diekompetetive PCR

Mittels RT-PCR konnen geringe mRNA-Mengen aus sehr kleinvolumigen Untersuchungs-
proben nachgewiesen werden. Aufgrund der exponentiellen Reaktionsnatur der PCR
resultieren jedoch kleine Variationen in der Amplifikationsphase in grof3en
K onzentrationsschwankungen im Reaktionsprodukt, so dal3 quantitative Aussagen nur schwer
moglich sind (Siebert et al., 1992). Um dennoch quantitative mRNA Bestimmungen mittels
PCR durchzufihren, wurde in dieser Arbeit die Methode der kompetetiven PCR (nach
Gililand und Becker-Andre et a.) der Fa. Clontech Laboratories, Inc. angewendet.
12



Grundprinzip der kompetitiven PCR ist ein interner Standard innerhalb des Reaktionsgefélies,
der wéhrend der exponentiellen Amplifikationsphase der Reaktion unter identischen

Bedingungen mit der cDNA des zu untersuchenden Gens reagiert.

Als ein interner Standard wird ein synthetisiertes DNA Fragment verwendet (die MIMIC-
DNA), an welches die Primersequenz des zu untersuchenden Gens angehangt ist. Die
MIMIC-DNA und die cDNA des Zielgens besitzen somit identische Primerbindungsstellen.
In der Reaktion konkurrieren beide DNA um die Primer. Die Resktion findet in einem
Rohrchen statt und beide Fragmente werden gleichzeitig unter identischen
Reaktionsbedingungen exponentiell amplifiziert. Somit wirkt sich ein eventueller Tube-Effekt
identisch auf beide DNA aus. Im Reaktionsprodukt ist das Verhdltnis von MIMIC-DNA zur
cDNA des Zielgens identisch zum Verhdtnis der beiden Ausgangs DNA im Reaktionsansatz.
Somit &3t sich durch die bekannte Menge der MIMIC-DNA im Ausgangsreagenz die Menge
der cDNA bestimmen.

Synthese des PCR-MIMIC

Verwendet wird das 574 bp lange BamH I/EcoR | Fragment des V-erbB Gens (MIMIC DNA
Fragment). Aus diesem wird ein Fragment amplifiziert, welches sich in seiner Lénge nicht
mehr als 100 bp von dem Zielgen unterscheiden soll. Einerseits ist durch den nicht zu grof3en
Langenunterschied gewdhrleistet, dal3 sich die beiden Fragmente in ihrer Reaktionskinetik
gleichen, andererseits lassen sie sich in der Gelelektrophorese ausreichend welt zur

densitometrischen Auswertung voneinander auftrennen.

In einer ersten PCR wird ein sogenannter composite Primer verwendet, bei dem an eine ca
20 bp lange Sequenz fur das V-erB-Gen die Primersequenz des zu untersuchenden Gens
(Zid-Gen) angehangt ist. Das synthtetisierte Amplimer (PCR MIMIC) besitzt nun die
Sequenz des Ziel-Gens.
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In einer zweiten PCR mit dem Ziel-Primer wird PCR MIMIC verviefdtigt und anschlief3end
mit Hilfe des DNA-Purification Kitt (Fa. Qiagen) aus dem PCR-Ansatz isoliert. Die DNA
Konzentration wird photometrisch anhand der Absorption bei 260 nm bestimmit.

Zur Reinheitskontrolle der isolierten DNA wird das Verhdltnis der photometrischen
Absorption von 260 nm (DNA) zu 280 nm (Protein) bestimmt. Die Ratio sollte idealerweise
>15 san.

|
)

. PCR

2. PCR

Abb.: Prinzip der MIMIC-DNA Synthese
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Verwendete Oligonukleotide zur Synthese desPCR-MIMIC

Composite Primer fir GAPDH

Sense Primer: CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT CAA GTT
TCG TGA GCT GAT TG

Antisense Primer:  AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC GGG
ACA AGA TACTCA TCT GG

Composite Primer fur HNI Sg7c:

Sense Primer: CGA GGA GCC GCT ATA CAT TCC GCA AGT GAA
ATCTCCTCCG

Antisense Primer:  TAC TGG TCT GGG GCA GAG ATG CGC TCT
GTC AAT GCA GTT TGT AG

Ansatz der ersten PCR

98ul Ansatz:

74,50l nukl easefreies Wasser

10ul 10 x PCR Puffer (Fa. Perkin EImer)

10yl 2mM dNTP

2ul Sense composite Primer (50 pmol/l)

2ul Antisense composite Primer (50 pmol/l)

0,5ul Tag Polymerase (250u/ul) (Fa. Perkin EImer)

+1ul V-erbB DNA
100ul Reaktionsvolumen
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Ansatz der zweiten PCR

197ul Ansatz:

148l nukl easefreies Wasser

20pl 10 x PCR-Puffer

20l 2mM dNTP

4ul Sense Primer (50 pmol/Il)

4ul Antisense Primer (50 pmol/I)

ul Tag Polymerase (250u/ul) (Fa. Perkin Elmer)

3ul aus dem PCR Produkt der ersten PCR
200! Reaktionsvolumen

PCR Bedingungen s.o.

PCR-MIMIC-DNA-Isolierung aus dem PCR-Ansatz

Verwendet wurde das PCR Purification Kit (Fa.Qiagen).

Verwendete Reagenzien

Puffer PB (Fa. Qiagen)
Puffer PE (konzentriert) (Fa.Qiagen)
Ix TE-Puffer pH 7,4 (Fa. ?)

Dem 200pl Reaktionsansatz wurde durch Absaugen mit einer Pipette das Mineral¢l entfernt
und 1000ul PB-Puffer hinzugegeben. Nach mehrmaligen Durchmischen wurden nacheinander
jeweils 600ul der Suspension in eine Filtersaule (QIAspin column) Ubertragen und 1 min bel
13.000 rpm zentrifugiert; das Fltrat wurde verworfen. Anschlief3end wurden 750 pl PE-Puffer

in die Filtersaule pipettiert und wie oben zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut verworfen.
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Die in der Filtermembran fixierte DNA wurde mit 50 pl 1x TE-Puffer durch einminitiges
Zentrifugieren bei 15.000 rpm ausgewaschen und in einem 15 ml Eppendorfgefal
aufgefangen.

Die Reinheit der isolierten DNA wurde durch Auftragen von 2ul Probenvolumen auf ein
8% Polyacrylamidgel kontrolliert.

Die Konzentration der isolierten DNA wurde photometrisch bei 260 nm gemessen.

Zur Lagerung wurde die Probe bel —20° C eingefroren.

DieMIMIC-DNA Fragmente

Das PCR-MIMIC fir GAPDH ist 228 bp lang

Die GroRe des PCR-MIMIC fiir HNIS betragt 400 bp.

2.2.5 Durchfuhrung der kompetitiven PCR

Idealerweise liegt im Ausgangsreagenz und somit auch im PCR-Produkt eine identische
Konzentration an DNA des Zielgens und MIMIC-DNA vor, so dal3 man aus Konzentration
der MIMIC-DNA die Zielgen-DNA (cDNA) bestimmen kann.

Da die Menge der zu messenden DNA im Ausgangsreagenz jedoch unbekannt ist, wurde eine
Verdinnungsreihe der MIMIC-DNA in absteigender Konzentration angelegt. In einem PCR-
Ansatz reagierten mindestens vier verschiedene Konzentrationen an MIMIC-DNA mit einer
konstanten Menge an cDNA. Aufgrund der grof3en Verdinnungsschritte der MIMIC-DNA
wurde der aguimolare Bereich jedoch nur zufélig getroffen. Deshab wurden die
Verdinnungsschritte so gewahlt, dald die erwartete cDNA Menge zwischen der héchsten und
niedrigsten MIMIC-DNA Konzentration liegt.

Nach Abschluss der Reaktion wurden die beiden Amplimere der PCR-Produkte durch
Polyacrylamidgel elektrophorese aufgetrennt, so dal3 jedes Amplimer im Gel as einzelne
Bande vorliegt. Die einzelnen Banden wurden mittels Densitometrie quantifiziert. Durch
verrechnen der dabei erhaltenen Rohdaten a3t sich die Menge der in die PCR eingebrachte
cDNA bestimmen.
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2.2.6 DiePolyacrylamidgelelektr ophorese

Verwendet wurde ein System der Fa. Biorad

Pufferkammer : Bio Rad

Gelplatten Bio Rad Mini Protean Il Cell; Dicke 1 mm
Abstandhalter : Bio Rad Mini Protean I Spacer; Dicke Immm

Kamm : Bio Rad Mini Protean |1 ; Dicke 1mm ; Vertiefungen 10

Als Laufpuffer wurde 1 x TrisBorat-EDTA (TBE) Puffer verwendet, der durch eine
Verdinnung von 200ml 5 x TBE (Fa. Sigma) mit 800ml destilliertem Wasser hergestellt

wurde.

Als Ladepuffer zum Probenauftrag wurde eine Gel loading solution der Fa. SIGMA benutzt.
Von dieser wurde ein Tropfen mit 10 ml des PCR-Reaktionsproduktes vermischt und in die

L adetaschen eingefillt.

Die Elektrophorese wurde bei 150V fir ca. 45min durchgefihrt. Als Spannungsquelle diente
das Elektrophoresegerét Biometra Minicell Power Pack P20.

Vorbereitung der Glasplatten

Bevor die Glasplatten zusammengebaut wurden, erfolgte eine Reinigung der Glasplatten,
Abstandhalter und K&mme mit Wasser und Behandlung mit einer Silikonlésung (FaaSERVA).

Ansatz einer Acrylamid/Bisacrylamid Stammlésung 30:0.5 v/iv

In einen 1 Liter Mef3zylinder wurden 300g Acrylamid (Fa. SIGMA), 59 Bisacrylamid
(Fa. SIGMA) und 4g Amberlite (Fa. SERVA) eingewogen. Nach Zugabe von 1l destilliertem
Wasser wurde der Ansatz fir 1 Stunde bel Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer belassen.
Nach Filtrierung der Losung Uber einen Schleicher-und Schllfilter folgte unter Lichtabschluf
die Lagerung bei 4°C.
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Ansatz einer 8% v/v Polyacrylamidstammldsung

Folgende Reagenzien wurden fUr eine 89 ml Stammldsung gemischt:

Acrylamid/Bisacrylamid 30:0.5 v/v 24ml
5x Tris-Borate-EDTA 18ml
Glycerol 40% v/v (Fa. SIGMA) 4,5ml
Aqua bidestillata 42,5ml

Herstellung eines 8% Polyacrylamidgels

Bendtigte Reagenzien:

8% PAA-Stamml 6sung
10% Ammoniumpersulfat (APS), (Fa. SIGMA)
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamid (TEMED), (Fa. SIGMA)

Zu 10 ml 8% PAA-Stamml6sung wurden 40ul 10 % Amoniumpersulfat und 2541 TEMED

hinzugegeben und durch Schitteln gemischt. Ca. 10 Minuten nach dem Eingief3en zwischen

die Glasplatten und Einschieben des Kammes war das Gel polymerisiert.

Ansatz einer Ethidiumbromidfarbelésung

Zur Farbung des Polyacrylamidgels wurden 30pl Ethidiumbromid (Fa. Sigma,10mg/ml) mit
200ml Aqua bidest verdinnt.

Farbung des Gels

Nach entfernen der Glasplatten und der Abstandhalter wurde das Gel fur 7min in der
Farbelosung auf einem Schittler geschwenk und anschlieffend in zwel 5Smindtigen

Waschgangen in destilliertem Wasser entfarbt.
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2.2.7 Photodokumentation

Die bildliche Darstellung des geférbten Polyacrylamidgels erfolgte unter UV-Licht (8mv/cm?)

mit einer Belichtungszeit von 1 Sekunde bei einer Blendeneinstellung von 4,5.

2.2.8 Die Quantifikation mittels Geldensitometrie

Die beiden Amplimere der Amplifikationsprodukte wurden durch
Polyacrylamidel ektrophorese getrennt und durch Ethidiumbromid geférbt. Dabei wurde Sorge
getragen, dal? die aufgetragene Produktmenge sich unter dem Bereich der optischen Séttigung
bei der nachfolgenden Photodok umentation und densitometrischen Analyse befand.

Zur densitometrischen Ausmessung wurde ein Dokumentationssystem der Firma Biorad
verwendet. Die Rohdaten wurden erzeugt, indem die sichtbaren Banden mittels eines
Standardkéstchens umfahren und die Leuchtdichte der Banden nach Abzug des Hintergrundes
ermittelt wurden. Der Leuchtdichtewert wird von der Software des Systems (Fa. Biorad) in
Volumenprozent angegeben und entspricht der Bandenintensitét. Die Bandenintensitét ist zur
DNA-Menge im Polyacrylamidgel und somit zur DNA-Konzentration im PCR-Produkt direkt
proportional.
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Foto: Foto einer Polyacryamidgelelektrophorese eines normalen SD-Gewebes
Die oberen Banden entsprechen den cDNA Amplimeren, die unteren Banden zeigen

MIMIC-DNA in von links nach rechts absteigender Konzentration

2.3 Auswerten der Leuchtdichtewerte

Aus den Leuchtdichtewerten der MIMIC-Bande und der cDNA Bande, die vom Densitometer

in Volumenprozent angegeben werden, wurde ein Quotient gebildet.
Q1=N1: N2
N1 = Leuchtdichtewert der MIMIC-DNA Bande, N>= Leuchtdichtewert der cONA Bande

Von diesem Quotient wurde der Logarithmus berechnet.

L ogQa
Um die weiteren Berechnungen zu vereinfachen wurde von dem Verdinnungsfaktor der

MIMIC-DNA ebenfalls der Logarithmus berechnet.

21



Vol%MIM [Vol%cDNA |[MIMIC/cDNA |LogMIMIC/cDNA |LogMIMIC-
Verdiinnung

19,37 0,98 19,77 1,30 -5

21,96 3,02 7,27 0,86 -5,7

11,83 3,59 3,30 0,52 -6,4

4,08 10,18 0,40 -0,40 -7.1

Tabelle: Auswertung der Leuchtdichtewerte einer GAPDH 306- PCR eines follikuléren

SD-Ca

In einem Koordinatensystem wurden die Werte von LogQ: gegen den Logarithmus der
MIMIC-DNA-V erdiinnung aufgetragen.

Log I\QII\/IIC/CDNA

15

RN

\ 875 | og MIMIC Verdinnung
|

Abb.: Im Koordinatensystem sind die Werte aus der oben dargestellten Tabelle aufgetragen.

X-Achse:=Logarithmus der MIMIC-DNA — Verdiunnung, Y -Achse:=Logarithmus von Q;

Das blaue Kreuz markiert den Schnittpunkt der Trendlinie mit der X-Achse mit dem

zugehorigen Wert des Logarithmus der MIMIC-DNA —Verdinnung. Bei diesem Wert ist das
Verhdtnisvon cDNA zu MIMIC-DNA gleich 1.
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Durch die einzelnen Punkte im Koordinatensystem wird vom Tabellenkal kulationsprogramm
(Microsoft Excel) eine Mittelwertlinie (Trendlinie) gezogen.

Der Schnittpunkt dieser Linie mit der X-Achse zeigt den Logarithmus der MIMIC-DNA-
Verdinnung bei LogQ1 = 0 an. Definitionsgemal3 entspricht Log O = 1. Das bedeutet, dal? hier
der Quotient aus cDNA zu MIMIC-DNA gleich 1 ist, die Menge der cDNA also der MIMIC-
DNA Konzentration im PCR-Produkt entspricht. An diesem Punkt &% sich somit indirekt
Uber die MIMIC-DNA Menge auf die cDNA Menge schliefen.

Der im Koordinatensystem angegebene Schnittpunkt liegt als Logarrithmus vor. Dieser Wert

wird exponiert und man erhdlt die Menge der cDNA als semiquantitiven Wert.

Fur die PCR wurde jede cDNA individuell mit nukleasefreiem Wasser verdinnt. Diese
Verdiinnung wurde bei der Berechnung der Leuchtdichtewerte durch Multiplikation mit dem

Verdunnungsfaktor mit berticksichtigt.

Mit jeder cDNA wurden mindestens drei PCR durchgefiihrt. Aus den einzelnen Werten jeder
PCR Auswertung wurde ein Mittelwert n bestimmt.

Diein dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben der Schilddriisentumore und Normalgewebe
lagen nur in sehr geringer Menge vor. Um die isolierte mRNA zu messen, wurde zundchst
mittels RT-PCR eine komplementéare cDNA synthetisiert. Da die cDNA-Synthese bel den
jewelligen Proben mit unterschiedlicher Effizienz reagiert, ist die RNA-Konzentration im
verschiedenen Reaktionsprodukten variabel.

Durch quantitative Messung des ubiquitar vorhandenden und konstant exprimierten
housekeeping Gens GAPDH30s mittels kompetetiver PCR wurde die Effizienz der cDNA-
Synthese ermittelt. Die Expression des HNIS-Gens wird bestimmt aus dem Verhdltnis der
HNISs7¢ Menge zur GAPDHsps Menge in der cDNA. Somit dient das housekeeping Gen as
interner Standard innerhalb der cDNA-Synthese. Je hoher der Anteil der HNIS-Menge an der
GAPDH306-Menge einer cDNA ist, desto héher ist auch seine Expression.
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Dementsprechend wurde fur jede Probe aus den semiquantitaven Werten fur HNIS und
GAPDH3p6 €in Quotient Q, bestimmit.

Q2=HNIS: GAPDH

Q2 ist der semiquantitative Wert fir die Expression von HNIS in den untersuchten Geweben.

Unter der Annahme von &ul3eren, nicht zu kontrollierenden Einflul¥faktoren auf die PCR
(sogenannter Tube-Effekt) wurden nur die Proben untereinander verglichen, welche
zusammen in einem Mastermix und gleichzeitig in einem Reaktionsgerédt reagierten.. So
wurde sichergestellt, dal? die eventuell vorhandenen Einflul¥faktoren sich in gleicher Weise
auf alle Proben eines Reaktionsansatzes auswirken. Der Mastermix wurde auf die einzelnen
Reaktionsrohrchen verteilt und anschlief3end die jewellige individuelle Menge an ¢cDNA und
MIMIC-DNA hinzupipettiert Wegen begrenzter Kapazitét der PCR-Reaktionsgerate konnten
jedoch nicht ale Gewebe in einem Ansatz untersucht werden. Deshalb wurden zwei
unabhéngige Untersuchungsreihen jewells fir GAPDH3ps und HNISs76 durchgefiihrt. Dabel
werden nur die Ergebnisse einer Untersuchungsreihe untereinander verglichen, es kdnnen

jedoch nicht die Ergebnisse der beiden Untersuchungsreihen miteinander verglichen werden.
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24 Retinoidtherapie

Die Behandlung der Patienten A, B und C erfolgte mit 13-cis-Retinsiure Roaccutar®) in
einer Dosierung von 1,5 mg/kg Koérpergewicht pro Tag tber 5 Wochen. Parallel hierzu wurde
Trijothyronin T3 (Thyborl®) verabreicht, welches 2 Wochen vor Beendigung der
Retinoidtherapie abgesetzt wurde.

24.1 Pra- und posttherapeutische Diagnostik

Zur Dokumentation der Effekte der Retinsduretherapie wurden as Zielgrofen der
Thyreoglobulinspiegel im Plasma, die Radiojodaufnahme in der Szintigraphie, Grofde des
Tumorsin bildgebenden Verfahren und fakultativ der Glucosemetabolismus in der 18-FDG-

Positronenemissionstomographie gewahlt.

Vor Beginn der Therapie wurde ein diagnostisches Ganzkorper-Radi ojodszintigrsmm mit 75-
100 MBq zum Ausschlul3 der Radiojodspeicherung durchgefiihrt. Nach Abschlul3 der
Retinoidtherapie erfolgte eine Radiojodtherapie mit 1-3 GBq. Eine Jodkontamination wurde
durch Jodmessung im Urin ausgeschlossen. Vor Radiojodtherapie wurde die
Schilddriisenhormontherapie fristgerecht abgesetzt. Serum-Thyreoglobulin (TG) wurde im
Verlauf pré& und posttherapeutisch bestimmt. Die Tumorgrél’e wurde mittels
Computertomographie vor und frihestens 6 Monate nach Retinoidtherapie gemessen. Die
Positronenemissionstomographie  (PET) mit markierten FDG zur Messung der

Glukoseaufnahme des Tumors war eine fakultative Untersuchung.

25



3 Ergebnisse

3.1 DieExpression von HNIS

In alen untersuchten Geweben wurde die Expresson von HNIS quantitativ mittels
kompetetiver PCR untersucht. Unter der Annahme von auf3eren Einflul3faktoren (sogenannter
Tube-Effekt) auf die jeweiligen Reaktionen wurde die Expression nur zwischen den Proben
verglichen, die innerhalb eines Reaktionsansatzes miteinander reagierten. Aufgrund
begrenzter Kapazitdt der Reaktionsgerdte konnten jedoch nicht alle Proben gleichzeitig
untersucht werden.. Daher wurden zwel unabhéngige Versuchsrethen angelegt. Die
unterschiedliche HNIS-Expression der Gewebe darf nicht zwischen den Untersuchungen

verglichen werden.
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erste cDNA Untersuchungsreihe

Q2=HNIS/GAPDH
5

4,5

4 I

3,5 -

3 —

2,5 -

2 _—

1,5 _—

1 —

0,5 -

—— L1

Nr.4 normal Nr. 6 PTC Nr. 7 PTC Nr. 12 Patient A Nr. 13 Patient A Nr.14 Patient B Nr. 15 Patient B
pra FTC post FTC pra FTC post FTC Gewebe

In einer ersten Untersuchungsreihe wurde 1 normaes Gewebe (Nr.4), 2 papillare SD-
Karzinome (Nr. 6 u. 7) und 2 follikuld&re SD-Karzinome (Nr. 10 u. 11) miteinander
verglichen.

Die Gewebe Nr.12 und 13, sowie 14 und 15 stammen von denselben, an follikularen
Schilddriisenkarzinom erkrankten Patienten. Die Gewebe Nr. 12 und 14 sind in Operationen
vor einer Retinsaurebehandlung (préaGewebe), die Gewebe Nr.13 und 15 in Operationen nach
Abschlul? der Retinsaurebehandlung (post-Gewebe) gewonnen worden.

Bel den beiden follikularen SD-Karzinomen der Nr. 8 und der Nr. 9 konnte bel starker
GAPDH-Expression das HNIS-Gen nicht amplifizert werden, so dal3 hier eine fehlende
HNIS-Expression angenommen werden kann. Diese beiden Gewebe sind deshalb in diesem

Diagramm nicht aufgefhrt.

Die beiden papilléren Karzinome zeigen eine um den Faktor 5 erhdhte HNIS-Expression im
Vergleich zum normalen SD-Gewebe.

Bel Patient A ist die HNIS-Expression im post-Gewebe um den Faktor 5 hoher als im pr&
Gewebe.
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Bel Patient B liegt im post-Gewebe eine um den Faktor 21 erhhte HNIS-Expression als im
pré&Gewebe vor.
Beide Patienten A und B sind an follikuldren SD-Karzinomen erkrankt. Die Gewebe dieser

Patienten zeigen eine zweifach hthere HNIS-Expression al's das normale SD-Gewebe.

zweite cDNA Untersuchungsreihe

Q2=HNIS/GAPDH

25

15

05

A |

Nr.1 Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6 PTC Nr.8FTC Nr.9FTC nnorma Pat.C.16 Pat.C. 17
normal A norma B normal normal normal normal prAFTC  post FTC

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 5 verschiedene normale SD-Gewebe (Nr.1-5),

1 papillares SD-Karzinom (Nr. 6), 2 follikuldre SD-Karzinome (Nr.8 und 9) und das pra und
post Gewebe von Patient C (Nr.16 und 17) miteinander untersucht. Von dem Gewebe Nr. 1
wurden zwel verschiedene RNA A und B isoliert und dementsprechend zwel verschiedene
cDNA untersucht.

Der Mittelwert ,, der Expression aller normalen SD-Gewebe betrégt n =0,65

Das papillare SD-Karzinom zeigt eine um den Faktor 3,4 erhdhte HNIS-Expression als der

Mittelwert der Expression der normalen SD-Karzinome.
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Beide follikuléare SD-Karzinome exprimieren eine 11fach geringere Menge HNIS as der
Mittelwert der normalen SD-Gewebe.

Bel Patient C ist im post-Gewebe die Expression des HNIS-Gens um den Faktor 50 geringer
asim pr&Gewebe. Im Vergleich mit dem normalen SD-Gewebe zeigt sich im préaGewebe

eine 4fach niedrigere HNIS-Expression.

Vergleich beider cDNA-Untersuchungsreihen

In beiden Untersuchungsreithen ist die HNIS-Expression der papilléren Karzinome hoher as

die der normalen Schilddriisengewebe.

In der ersten Untersuchungsreihe ist die Expression in den follikuldren Karzinomen hoher, in

der zweiten Untersuchungsreihe niedriger als in den Normalgeweben.
Die Patienten A und B zeigen einen Anstieg der HNIS-Expression in den posttherapeutischen

Geweben. Bei Patient C ist im posttherapeutischen Gewebe die HNIS-Expression kaum noch
messbar.
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3.2 Klinische Daten der mit Retinsaur e therapierten Patienten

TU-
Patient Geschlecht Histologie TNM TG RI-SCAN FDG-PET |Gy ore
Pra post f-up |pra post f.-up | prd post
A M FTC PTxNx1pMO 2067 4290 - ) ) nd. |+ |+ Y
B w FTC PTINIM1(pul) | 128 3.8 64 - ? ) + |- p
C M FTC PTXNxM1(pul) |218.8 793.9 476.6 (+) nd|nd. |p

Tabelle: TG= Thyreoglobulin (ng/ml), pré&/post/f.-up= vor, nach Reti nsauretheraple follow-
up, RI-SCAN= Jodaufnahme in der Radiojodszintigraphie;, FDG—PET= Glukoseaufnahme
des Tumors in der Positronenemissionstomographie, TU-Grof3e= Progrel3 im CT oder MRT;
Y/ R/ b = Zunahme/ Abnahme/ gleichbleibend

+= positiv, (+)= schwach positiv, -= negativ, n.d. = nicht dokumentiert

3.3 Vergleich der experimentellen Ergebnisse mit klinischen Ergebnissen

Bel Patient A zeigt sich im post-Gewebe ein 4 facher Anstieg der HNIS-Expression. In der
Auswertung der klinischen Untersuchungen zeigen sich ein Anstieg des TG-Spiegels, eine
unverandert schwache Jodaufnahme, eine ebenfalls unverandert starker Glukoseverbrauch des

Tumors und eine Zunahme der Tumorgrof3e in bildgebenden Verfahren.

Petient B zeigt im post-Gewebe eine 21fach hdhere HNIS Expression als im praGewebe.
Klinisch zeigt sich ein voribergehender Abfall des TG-Spiegels und eine erneute Aufnahme
von Radiojod im follow-up, nachdem diese in der Untersuchung vor Therapiebeginn nicht
nachzuweisen war. Ebenfalls ist der Glukosemetabolismus in der posttherapeutischen
Untersuchung abgefallen und der Tumor zeigt in den bildgebenden Verfahren keine
Grolenprogredienz.

Im post-Gewebe von Patient C |a’t sich nur noch eine sehr geringe HNIS-Expression
nachweisen, die weit unter der Expresson im pr&Gewebe liegt. In den klinischen
Untersuchungen findet sich eine Zunahme des TG-Spiegels und eine geringe Zunahme der
Jodaufnahme in der posttherapeutischen Untersuchung, die jedoch in der follow-up
Untersuchung nicht mehr nachweisbar ist. In den bildgebenden Verfahren findet sich eine
gleichbleibende Grofde des Tumors; der Glukosemetabolismus im FDG-PET wurde nicht
bestimmt.
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4 Diskussion

4.1 Diequantitative PCR

In dieser Arbeit wurde die Expression des HNIS-Gens in Schilddriisengeweben durch ein
quantitatives Verfahren der RT-PCR. untersucht Die Anwendung der RT-PCR in
Expressionsstudien ist als schnelles und sensitives Verfahren etabliert. Allerdings ist die
Quantifizierung mittels PCR sehr anféllig, da durch die exponentielle Reaktionskinetik kleine
Variationen in der Amplifikationseffizienz zu grof3en Konzentrationsschwankungen in der
Reaktionsproduktmenge fuhren. Daher mufld ein interner Reaktionsstandard verwendet

werden, der unter identischen Bedingungen wie die zu untersuchende DNA reagiert.

In dieser Arbeit wurde die kompetitive PCR mit einem Reaktionskitt der Fa. Clontech
Laboratories, Inc. nach der Methode von Giliand und Becker-Andre angewendet, bei der die
zu untersuchende DNA mit einem zweiten DNA-Fragment (die MIMIC-DNA) um das selbe

Primerpaar konkurriert und dieses somit als interner Reaktionsstandard dient.

Ein weiteres etabliertes Verfahren zur quantitativen Messung von RNA in Expressionsstudien
ist die Methode des Northern-Blotting. Nachteil dieser Methode ist der Bedarf an grofien
Mengen des zu untersuchenden Gewebes (Chung et al., 2001). Die in dieser Arbeit
untersuchten Gewebe wurden jedoch aus den fur die histopathologische Untersuchung
bestimmten Operationspraparaten entnommen und hatten die Masse von nur wenigen
Milligramm.

Durch die RT-PCR kann im Vergleich zum Northern-Blotting mRNA in sehr kleinen
Gewebemengen bestimmt werden; eine um den Faktor 1000-10.000 hdhere Sensitivitét ist
beschrieben (Mocharla et al., 1990; Wang et al., 1989). Somit konnte in dieser Arbeit nur
diese Methode als adaquates V erfahren verwendet werden.

Eine adternative quantitative RT-PCR Methode ist die Multiplex-PCR, in der zwei
verschiedene Primerpaare reagieren. Als interner Standard dient hier das zweite Primerpaar,
welches neben dem Primer des Zielgens ein konstant exprimiertes Housekeeping-Gen
synthetisiert. Die Expression des Zielgens wird aus dem Quotient Zielgen zu Housekeeping-
Gen ermittelt.
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Jedoch missen diese Daten wéahrend der exponentiellen Phase der PCR erhoben werden.
Haufig hat die Reaktion jedoch schon die Plateauphase erreicht, wenn PCR-Produkte in den
notigen Mengen vorliegen, um sie auf einem Ethidiumbromid-Gel nachzuweisen. Daher
mussen sensitivere und aufwendigere Nachweismethoden, wie zum Beispiel radioactive-
labelled Nucleotide, verwendet werden.

Weiterhin ist die gegenseitige Behinderung mehrerer Primerpaare wahrend der
Amplifikationsphase mit Einflufd auf Konzentrationen im PCR-Produkt beschrieben (Siebert
et a., 1992; Clontech Laboratories Handbuch).

Grundprinzip der kompetetiven PCR ist die Verwendung eines internen Standard, der die
selben Primerbindungssequenzen und eine dhnliche Lénge wie das Zielgen hat. Damit sind
die Voraussetzung fur eine anndhernd identische Reaktionskinetik beider Amplimere erfillt
und die Amplifikation des Standards und des Zielgens ist Uber den gesamten Verlauf der
Reaktion einheitlich (Chung et a.; Porcher et al.; Pannetier et al.). Es leitet sich ab, dal3 das
Konzentrationsverhdltnis beider Amplimere im Reaktionsprodukt gleich zu dem im
Ausgangsreagenz ist. Somit kann bel bekannter Menge des Standards die Menge des Zielgens

errechnet werden.

Wahrend der Etablierung der PCR-Bedingungen und der Austestung der verschiedenen
Konzentrationsverhdtnisse von cDNA zu MIMIC-DNA stellte sich heraus, dal3 die hoch
verdinnten MIMIC-DNA Loésungen sehr instabil waren und nicht eingefroren werden
konnten und somit nicht fir mehrere Reaktionsansétze geeignet waren. Daher wurde fir jede
Reaktion eine neue Verdinnungsreihe angelegt. So wurde nach dem Protokoll der
Arbeitsgruppe von Ryu et a. (1999) verfahren, die ebenfals Expressionsstudien mit
kompetetiver PCR durchfuhrte und von der gleichen Problematik berichtete.

Um die einzelnen Proben quantitativ untersuchen zu konnen, wurden zwei Versuchsreihen
angelegt, in denen die einzelnen Proben in demselben Mastermix und derselben MIMIC-
DNA-Verdiunnungsreihe als Mef3standard reagieren. Fur jede Reaktion wurden jeweils eine
neue Verdinnungsreihe und ein neuer Mastermix erstellt. Da so die einzelnen Proben unter
moglichst identischen Bedingungen reagierten, koénnen die Ergebnisse innerhalb ener
Versuchsreihe aufeinander bezogen werden. Ebenfalls konnte so sichergestellt werden, dal3
eventuell vorhandene aul3erliche Einflul¥faktoren sich in gleicher Weise auf allen Proben

auswirken.
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4.2 Die HNIS-Expression in menschlichen Schilddr Gisenkar zinomgeweben

In dieser Arbeit wurden 5 normale Gewebe, 2 papilldre und 7 follikuldre Karzinomgewebe

quantitativ auf ihre Expression von HNIS-RNA untersucht.

In einer ersten Untersuchungsreithe waren bei zwei follikulé&ren Karzinomen bei voller
Expression des Housekeeping Gens GAPDH eine HNIS Expression nicht nachwel sbar.
Die zwei follikuldren Karzinome der retinséuretherapierten Patienten zeigen eine zweifach

hohere Expression als das Normal gewebe.

Beide papillaren Karzinome zeigen eine funffach hohere HNIS-Expression as das

Normalgewebe.

In der zweiten Versuchsreihe zeigen die finf Normalgewebe Schwankungen in ihrer HNIS
Expression. Beide follikuldren Karzinome exprimieren eine 11fach geringere Menge HNIS
als der Mittelwert der Expression der Normalgewebe. Das follikuldre Karzinom des
retinsduretherapierten Patienten zeigt eine 4fach geringere Expression.

In dem papillaren Karzinom ist eine 3,4fach hthere Menge an HNIS-RNA as in den
Normal geweben mef3bar.

In beiden Versuchsrethen zusammengefaldt beobachten wir eine generell geringere HNIS-
Expression in den follikuléren Karzinomen und eine hohere Expression in den papilléren

Karzinomen im Vergleich zum Normalgewebe.

Der Verlust und die Verminderung der HNIS-Expression in den follikuldren Karzinomen
entspricht der Vorstellung, da3 im Rahmen der malignen Entartung und der
Entdifferenzierung die spezifische Fahigkeit des Thyreozyten, den Natrium-Jod-Symporter zu
bilden, verloren geht (Filleti et a., 1999). Mehrere Arbeitsgruppen zeigten in ihren Arbeiten
ebenfalls eine Verminderung der HNIS-Expression in maigne entarteten Geweben und
Zélkulturen (Smanik et al.,1996 u. 1997; Arturi et al., 1998; Caillou et a.,1998; Jhiang et al.,
1998; Laazar et al., 1999; Liou et a., 2000; Lin et a., 2000). In diesen Arbeiten wurden neben
guantitativen RT-PCR Methoden auch Northern-Blotting, nicht quantitative PCR und
Immunfarbungen angewendet.
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Bel genauerer Durchsicht der Arbeiten der Gruppen, die PCR-Methoden anwendeten (Arturi
et a., 1998; Laazar et ., 1999; Liou et a., 2000) zeigten sich unterschiedliche Auspragungen
der HNIS-Expression, so dal3 einige Gewebe ein starkes HNIS-Signal aufwiesen. In der
Arbeit von Venkataraman et al. zeigten beide follikul&ren Karzinomgewebe sogar eine dem
Normalgewebe dhnlich starke Expression. Diese unterschiedlichen Auspragungen der HNIS-
Expression beobachten wir auch in unseren Geweben.

Eine Erklarung fur diese Variabilitédt konnte der komplexe Regulationsmechanismus der
HNIS-Genexpression sein. So wird die Bildung von HNIS-RNA, HNIS-Protein und dessen
Funktion durch TSH stimuliert (Carrasco et al., 1993; Saito et al., 1997; Schmutzler et
al.,1998; Spitzweg et al., 1999; Dohan et a., 2000). Die Expression ist somit stark Abhangig
von Serum-TSH-Spiegeln und vom TSH-Rezeptorstatus, dessen Haufigkeit und TSH-
Affinitét in Karzinomen herabgesetzt ist. Hemmend auf die Genexpression wirken Cytokine
wie TNF, IFN und TGF, deren Expression in malignen Prozessen deutlich verdndert ist
(Schmutzler et al., 1998; Ajjan et al., 1998). Venkataraman beschreibt die Methylierung der
Promotorregion und eine hieraus resultierende verminderte Transkription des HNIS-Gens in
follikul&ren und papilldren Karzinomen. Inwieweit diese Faktoren sich auf die von uns
untersuchten Gewebe auswirken, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Ebenso ist die genaue Regulation der HNIS-Expression in gesunden und deren Dysfunktion in

benignen und malignen Erkrankungen unbekannt und bedarf noch weiterer Klérung.

Die in dieser Arbeit gefundene im Vergleich zum Normalgewebe erhthte Expression von
HNIS-RNA in den papilldren Karzinomen ist unerwartet, da auch hier eine Entdifferenzierung
der Thyreozyten vorliegt. Neben den oben genannten Arbeitsgruppen untersuchten mehrere
Gruppen nur papillare Karzinome (Ryu et a., 1999; Arturi et a., 2000; Park et al., 2000) und
fanden herabgesetzte oder fehlende HNIS-Expression. Jedoch waren auch in diesen
Untersuchungen papillére Karzinomgewebe, die in nicht-quantitativen eine deutliche
Expression und in quantitativen Verfahren eine stérkere Expression als die Normalgewebe
zeigten.

Unsere Ergebnisse stimmen auch mit den Ergebnissen von Saito et a. Uberein, die in einer
Northern-Blotting Analyse eine um den Faktor 2,8 hohere HNIS Expression in den papilléren
Karzinomen als in den normalen Referenzgeweben fand.

Immunoblot Analysen und immunhistochemische Farbungen zeigten ebenfalls hohere Level

von HNIS-Protein in Karzinomen.
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Ein Grund fir diese erhdhte Expression kénnte neben den oben genannten Mechanismen eine
erhdhte basale Aktivitét der Adenylatcyclase in Schilddrisenkarzinomen sein. Die HNIS-
RNA und das HNIS-Protein werden Uber den TSH-Adenylatcyclase-Messenger stimuliert
((Saito et d., 1997)).

Zu bedenken ist auch, dal3 die as Referenzgewebe verwendeten Normalgewebe aus
Operationspréparaten von benignen Schilddriisenerkrankungen, zum Beispiel einer Struma
nodosa, entnommen wurden. Diese Schilddrisenerkrankungen werden héufig durch eine
Suppressiontherapie mittels Schiddrisenhormonpréparaten anbehandelt, so dal3 die TSH-
Spiegel im Serum wesentlich niedriger als bei Schilddrisen-Gesunden sind. Allerdings stehen
als menschliche Referenzgewebe keine Gewebe von Gesunden zu Verfiigung.

Weiterhin konnte eine vermehrte HNIS-Expression in den papilléren Karzinomen durch
gewlnschte erhdhte TSH-Serumwerte, wie zum Beispiel vor Radiojodtherapie, bedingt sein.
Des Welteren zeigt sich, dal3 vorhandene oder erhthte RNA-Level in Thyreozyten nicht
unbedingt in einer vermehrten HNIS-Protein Expression mit konsekutiv gesteigerter
Jodaufnahme resultieren. In mehreren Studien wurde eine fehlende Korrelation von RNA-
und Proteinexpression zur Jodaufnahme gezeigt (Saito et al., 1998; Arturi et al., 1998; Ajjan
et a., 1998; Venkataraman et al., 1999; Park et a., 2000). Vielmehr spielt auch die Verteilung
des Proteins und dessen Ausrichtung in der Zelle und in den Geweben, dessen
Aktivierungsstatus und die Zellformation im Gewebe (Kogai et al., 2000) neben anderen
unbekannten Faktoren eine entscheidende Rolle fur die Jodaufnahme (Arturi et al., 1998;
Caillou et a., 1998; Jhiang et al., 1998, Castro et a., 1999; Park et a., 2000).

Daher liegt die Begrindung fur die verminderte Jodaufnahme in Schilddrisenkarzinomen
nicht aleinein der reduzierten HNIS-Expression, sondern in der komplexen Kombination von
post-transkriptionellen Faktoren, Protein-targeting, unbekannten Aktivierungsfaktoren und
Kofaktoren.

Die Dedifferenzierung bei erhthter RNA-Expression in den von uns untersuchten papilléren

Karzinomen kénnte auf der Basis einer dieser gestorten Mechanismen stattfinden.
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4.3 Redifferenzierungstherapie bei dre Patienten mit follikularen

Schilddr tisenkar zinomen

Bel einem Drittel der Patienten mit Schilddrisenkarzinomen findet eine Dedifferenzierung im
Tumorgewebe statt (Goretzki et al., 1993). Dieses manifestiert sich in einem aggressiveren
Tumorwachstum, einem Verlust der TSH-Rezeptoren und in enem gestorten Jod-
Metabolismus mit Verlust der Jodaufnahmeféhigkeit. Chirurgische Therapie, welche die
technische Operabilitdt von Tumorrezidiven voraussetzt und bei diffuser Metastasierung
onkologisch nicht sinnvoll ist, kann als standardisierte Behandlungsmethode nicht mehr
angewendet werden. Ebenfalls entfdllt die Option der Radiojodtherapie, fir die eine effiziente
Jodaufnahme der Thyreozyten obligat ist. Daher besteht ein Bedarf an Therapiealternativen

fUr Patienten mit entdifferenzierten und inoperablen Tumoren.

Retinsaurederivate modulieren Proliferation und Differenzierung von malignen Geweben. Sie
werden daher erfolgreich in der Therapie von Malignomen eingesetzt. Als Modell fur die
Redifferenzierungstherapie gilt die akute Promyelozytenleukamie, bei der eine vollstéandige
Remission erreicht wird (Castaigne et a., 1990; Chomienne et al., 1996). Auch an soliden
Tumoren der Haut, der Brust, der Lunge und des Magen-Darm Traktes sind
redifferenzierende Effekte beschrieben (Hong et al., 1994; Love et al., 1994; Napoli et al.,
1999).

M ehrere Beobachtungen an Schilddrisenzellkulturen und Geweben zeigten redifferenzierende
Effekte mit Wiederaufnahme des Jod-uptake (van Herle et al., 1990), gesteigerte Expression
des Differenzierungsmarkers 5 -Deiodinase (Schreck et al., 1994), verminderte Expression
von Dedifferenzierungsmarkern CD97 (Huang-Vu et a., 1999), positive Effekte auf die
Zelladhasion, Cytokinbildung und Extarzelluléarmatrix Havekes et al., 1999; Bass et al.,
1995; Kurebayashi et a., 2000).

Drei  Patienten A, B und C, die im Rahmen ener Pilotstudie an ener
Redifferenzierungstherapie mit Retinsdure teilnahmen, wurden nach Therapieende an
Rezidiven operiert, so dald in diesen Geweben die HNIS-RNA Expression experimentell
bestimmt werden konnte und mit prétherapeutisch entnommenen Geweben verglichen werden
konnte. Die experimentellen Ergebnisse wurden mit den Daten der pr& und

posttherapeutischen klinischen Untersuchungen verglichen.
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Die Korrelation von experimentell bestimmter HNIS-Expression und den Klinischen
Parametern ist sehr unterschiedlich.

Patient A zeigt im posttherapeutischen Gewebe einen 4fachen Anstieg der HNIS-Expression
im Vergleich zum prétherapeutischen Gewebe.

Bel diesem Patienten ist zu bedenken, dal3 das untersuchte posttherapeutische Gewebe durch
eine Operation wadhrend laufender Retinsauretherapie gewonnen wurde. Die gesteigerte
HNIS-Expression kénnte hier ein frihzeitiger Effekt der Retinsaure sein. In Experimenten mit
Zdlkulturen von Mamma-Karzinomen konnte eine zunehmende retinsaureinduzierte HNIS-
Expressionssteigerung schon nach wenigen Stunden gezeigt werden (Kogai et a., 2000). Ein
Angstieg innerhab von Tagen des Differenzierungsmarkers 5'-Deiodinase in
retinsaurestimulierten Zelllinen von Schilddriisenkarzinomen wurde von Schreck et al. (1994)
beobachtet. Ein kurzzeitiger Wirkungseintritt auf zelluldrer Ebene ist also anzunehmen. Der
langfristige Verlauf der HNIS-Expression wurde jedoch bisher weder in vitro noch in vivo
untersucht.

Die klinischen Parameter wurden hier ebenfalls unter Therapie erhoben. In der
Radiojodszintigraphie zeigt sich ene unverandert schwache Jodaufnahme. In  den
bildgebenden Verfahren stellt sich eine Zunahme der Tumorgréf3e dar. Insgesamt kommt es
bei diesem Patienten zu einer Tumorprogression unter Retinsduretherapie, ein frihzeitiger
klinischer Effekt lasst sich hier nicht nachweisen. Da eine follow-up Untersuchung nicht
durchgefihrt wurde, ist unbekannt, ob es im weiteren Verlauf zu einer klinischen Wirkung als
lang oder mittelfristigen Effekt gekommen ist.

Der Anstieg der HNIS-Expression brachte hier keine Verbesserung der klinischen Parameter.
Ursdchlich koénnten hier durch eine Dedifferenzierung bedingte Stérungen von post-
trandationellen und posttransskriptionellen Faktoren, Symporteraktivitdt, TSH-Rezeptorstatus
und anderen unbekannten Aktivierungs und Kofaktoren sein.

Retinsdure kénnte hier auch einen Selektionsdruck auf therapieresistente Tumoranteile im
Sinne einer klonalen Tumorselektion ausgelibt haben, so da? HNIS-RNA exprimierende
Zellen eines Tumors unter weiterer Entdifferenzierung zu einer Tumorprogression fuhren.
Tumoranteile mit einem anderen Differenzierungsgrad, die auf Retinsduretherapie
ansprechen, konnten somit nicht mehr Kklinisch apparent erscheinen. Ein variabler
Retinsaurerezeptorstatus sowie unterschiedliche Effekte der Retinsdure an Geweben und
Zellkulturen verschiedener Differenzierungsstadien konnte experimentell bereits gezeigt
werden (Schmutzler et al., 1998; Schreck et al., 1994, Havekes et a,. 2000). Da Retinsaure

zur Redifferenzierung von Schilddriisenkarzinomen erstmals in einer Pilotstudie eingesetzt
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wurde, liegen dementsprechende klinische Erfahrungen jedoch noch nicht vor. Eine
Tumorselektion bel der Behandlung der akuten Promyel ozytenleukdmie und von Tumoren der
Haut, des Halsbereichs und der Lunge, bei denen Retinsauretherapie therapeutisch eingesetzt

werden, ist bisher nicht beschrieben.

Patient B zeigt im posttherapeutischen Gewebe ein 21 fach hthere HNIS-Expression als im
pratherapeutischen Gewebe. Ebenfalls findet sich eine erneute Aufnahme von Radiojod in der
follow-up Untersuchung, nachdem diese in der Untersuchung vor Therapiebeginn nicht
nachzuweisen war. Der Glukosemetabolismus ist in der posttherapeutischen Untersuchung
abgefallen und der Tumor zeigt in den bildgebenden Verfahren keine Grof3enprogredienz.
Neben dem deutlichen Anstieg der HNIS-RNA ist hier posttherapeutisch eine erneute
Jodaufnahme aufgetreten, eine Fahigkeit des differenzierten Schilddriisengewebes. Hier hat
also ein redifferenzierender Prozef3 stattgefunden.

Zusétzlich ist es zum Stillstand der GroRenprogredienz des Tumors gekommen, was as
antiproliferative Wirkung der Retinsaure gewertet werden kann. Die posttherapeutische
Operation sowie die follow-up Untersuchung sind 14 Monate nach Therapieende
durchgefuhrt worden, hier kann also ein langfristiger Effekt der Redifferenzierungstherapie
dokumentiert werden.

Die Erklarung fir das positive Ansprechen auf die Therapie konnte in dem signifikant
erhdhten Anstieg der HNIS-Expresson liegen, der neben dem Einfluld auf den

Glukosemetabolismus eine gute Korrelation mit dem Kklinischen Verlauf aufweist.

Im posttherapeutischen Gewebe von Patient C 183t sich eine wesentlich geringere HNIS-
Expression as im préatherapeutischen Gewebe nachweisen. In der posttherapeutischen
Untersuchung ist eine voribergehend geringe Zunahme der Jodaufnahme festzustellen, die
jedoch in der follow-up Untersuchung nicht mehr nachweisbar ist. In der Bildgebung ist eine
gleichbleibende Grof3e des Tumors zu dokumentieren.

Hier wurden die klinische posttherapeutische Untersuchung wéhrend Therapie und die
follow-up Untersuchung zwei Jahre nach Therapieende durchgefihrt, das untersuchte Gewebe
wurde vier Monate nach Therapieende gewonnen. Zu diesem Zeitpunkt ist ein HNIS-
expressionssteigernder Effekt nicht darstellbar. Es kann vermutet werden, dal3 es dhnlich wie
bei Patient A zu einer kurzfristigen HNIS-Expressionssteigerung gekommen ist, diese aber
schon abgeklungen ist. Die Steigerung der Jodaufnahme als kurzzeitiger rediffernenzierender
Effekt ist zumindest voriibergehend darstellbar.
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Basierend auf der Hypothese einer kurzzeitigen Wirkung der Retinsaure wurde bei einigen
Studienpatienten eine Langzeittherapie durchgefthrt und hierunter persistierende
redifferenzierende Effekte beobachtet (bisher unverdffentlichte Daten).

Welche Faktoren die Effektivitat und Wirkungsdauer der Retinsdure beeinflussen, sind bisher
unbekannt. Ebenfalls ist die genaue Wirkung der durch Retinsaurerezeptoren gesteuerten
Transkriptionsfaktoren auf die Expression des HNIS-Gens nicht untersucht.

Will man die Kinetik der retinsdureinduzierten HNIS-Expressionssteigerung untersuchen,

sind mit der Retinsaureapplikation zeitlich enger korrelierte RNA-Messungen notwendig.

In Summa kdnnen wir beobachten, dal? esin einem Fall zu einem klinisch redifferenzierenden
Effekt der Retinsdure auf den Tumor mit deutlicher Zunahme der RNA-Expression und den
schilddriisenspezifischen Eigenschaften gekommen ist. In einem zweiten Fall kommt es zu
einem Anstieg der HNIS-Expression, jedoch ohne Wirkung auf den Tumorprogref3.

In einem dritten Fall kommt es zu einem entgegengesetzten Verhalten von Expression und

Jod-uptake, jedoch nicht zu einem redifferenzierenden Effekt im Tumor.

In die Pilotstudie wurden 50 Patienten eingeschlossen, von denen nur die hier untersuchten
drei Patienten posttherapeutisch operiert werden mufdten. Von den tbrigen Patienten liegen
dementsprechend keine Gewebe vor, so dal3 eine HNIS-Bestimmung nicht durchgefihrt
werden konnte. Aus den unterschiedlichen Verldufen der untersuchten Patienten lassen sich
keine Aussagen Uber einen Zusammenhang von HNIS-Expression und der Wirksamkeit der
Retinsduretherapie schlieffen. Das bei den Ubrigen Patienten nach Therapie kein
Operationsbedarf bestand, kdnnte allerdings Ausdruck eines Therapiebenefits sein.

4.4 Korrelation von experimentellen Parametern und klinischen Verlauf

Diese Arbeit zeigt, dal’3 Retinsauretherapie durch die Expressionsteigerung von HNIS-RNA

eine Wirkung auf zelluldrer Ebene in Geweben von Schilddriisenkarzinomen haben kann.

Inwieweit die vermehrte Bildung von HNIS-RNA jedoch in Zusammenhang mit dem Jod-
uptake steht, ist unklar. So zeigt Patient A, dal3 trotz vermehrter HNIS-RNA Bildung keine
Anderung der Jodaufnahme resultiert.
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Dies wurde auch von Schmutzler et al.(1998) an stimulierten Zellkulturen beobachtet.

Wie zuvor schon beschrieben, bedeutet eine RNA Zunahme nicht immer eine vermehrte
HNIS-Protein Expression. Ebenfalls bedingt eine hohe Proteinexpression nicht unbedingt eine
hohe Jodaufnahme, da der Symporter in verschieden Aktivitdtsformen vorliegen kann.
Hierbei ist zu beachten, dal3 die Aktivitdt des Symporters vom TSH-Spiegel und dem TSH-
Rezeptorstatus abhangig ist. Dessen erniedrigte Expression in Karzinomgeweben wurde
bereits gezeigt (Brabant et al., 1991; Huang-Vu et a., 1992). Die Aktivitédt des Symporters
wird auch durch dessen Ausrichtung in der Zelle und durch die Zellformation im Gewebe
beeinflul® (Kogai et a. 2000). Die gestorte Gewebsmorphologie in entdifferenzierten
Tumoren kann somit auch unabhéngig von der Transskription und Trandation die
Jodaufnahme beeinflussen.

Umgekehrt kann bei erniedrigter RNA-Expression klinisch ein Jod-Uptake imponieren
(Patient C). So konnten Lin et al. (2000) in Geweben szintigraphisch diagnostizierter
Metastasen, also Gewebe mit aktiver Jodaufnahme in vivo, eine HNIS-RNA Expression nicht
nachweisen. Lazar et a. (1999) demostrierten eine verminderte HNIS-RNA Expression in
jodaufnehmenden Tumorgeweben. Ursachen fir dieses Phénomen sind bisher nicht bekannt.
Aus einer weiteren Diskrepanz von RNA-Level und klinischen Jod-uptake in Metastasen, wie
von einer weiteren Arbeitsgruppe (Park et al., 2000) dokumentiert, wurde gefolgert, dal3
HNIS-Level in Geweben nicht die therapeutische Ansprechbarkeit einer Radiojodtherapie
vorhersagen koénnen.

Auch an den Drei in dieser Arbeit untersuchten Patienten deutet sich an, dal3 bei
unterschiedlichem Verhaten von HNIS-Expression zu klinisch messbaren Parametern HNIS-

RNA-Messungen als Effizienzparameter einer Retinsaretherapie ungeeignet sind.

Wirkungen von Retinsaure auf andere Differenzierungsmarker wurden jedoch bereits
beschrieben. Das Enzym 5 Deionidase wurde ebenfalls unter Retinsaurestimulation vermehrt
gebildet (Schreck et al. 1994). Weitere Effekte, wie Abnahme von CD97, positive Wirkungen
auf die Synthese von Adhasonsmolekilen (ICAM) und Cytokinen, verminderte
Degradierung der Extrazelluldrmatrix, bestétigen die Beeinflussung der Tumorbiologie durch

Retinsdure.

Ob diese Marker as Alternative zu HNIS die klinische Ansprechbarkeit einer

Retinsauretherapie vorhersagen konnen, sollte in weiteren Studien untersucht werden.
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Die klinische Wirkung von Retinsdure auf Schilddrisenkarzinome ist jedoch deutlich. Eine
Zunahme der Jodaufnahme beschreibt Grinwald et al. (1998) in 5 von 12 Féllen. In einem
Case Report beschreibt er die Abnahme von histopathomorphologische Entdifferenzierungs-
paramtern in eéinem Gewebe nach Retinsauretherapie. Koerber et al. (1999) berichtet Gber die
Wiederaufnahme von Jod in Metastasen nach Retinsauretherapie eines Patienten mit

Redifferenzierungszeichen in der Feinnadel aspirationszytol ogie.

Im Rahmen der Pilotstudie, in der diese Arbeit durchgefiihrt wurde, zeigten 42% der Patienten
einen Anstieg, und 13% einen deutlichen Anstieg des Jod-uptake in der Szintigraphie. (Simon
eta., 2002).

Zur Beurteilung des Therapieeffektes wurden die untersuchten Patienten in drel Gruppen
eingeteilt:

1.Responder mit angestiegender Jodaufnahme, abgefalenen TG Serumspiegel oder
abnehmender Tumorgrolie,

2. Stable disease mit nicht signifikanten Anderungen der Parameter;

3. Progressive disease mit abfallender Jodaufnahme, zunehmendem TG-Spiegel oder
Tumorgrofe.

Entsprechend dieser Einteilung zeigten sich 20% responder, 18% mit stabilen Verlauf und
62% mit weiterer Tumorprogression.

Neben molekularbiologischen Effekten ist aso auch eine klinische Wirkung von Retinsaure
auf Schilddrisenkarzinome festzustellen. Ob ein Benefit fur Patienten besteht, wird in einer
laufenden follow-up Studie untersucht

Die geringen Nebenwirkungen und gute Tolerabilitdt der Retinsduretherapie sowie die
positiven Ergebnisse der Pilotstudie rechtfertigen weitere experimentelle Untersuchungen
Uber den Mechanismus von Retinsauren in Schilddriisenkarzinomen sowie weitere klinische
Studien mit gednderten Einschlusskriterien und kdnnten die Retinsduretherapie als Altenative

fr fortgeschrittene und entdifferenzierte Karzinome attraktiv machen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Natrium-Jod-Symporters (HNIS) in
Schilddriisenkarzinomgeweben quantitativ untersucht. Im Rahmen einer Therapiepilotstudie
wurde bel Patienten mit fortgeschrittenen, wenig differenzierten Schilddrisenkarzinomen eine
Redifferenzierungstherapie mit 13-cis-Retinsdure durchgefiihrt. Bel drei Patienten dieses
Kollektives wurde die Expression von HNIS in pr& und posttherapeutischen follikuléren
Schilddriisenkarzinomgeweben untersucht.

Die Expressionsandyse von HNIS-RNA wurde mittels kompetetiver RT-PCR quantitativ
durchgefuihrt, bel der ein zweites primerspezifisches Fragment als reaktionsinterner Standard
dient.

Die untersuchten papillaren Schilddusenkarzinome zeigten eine hthere HNIS-Expression as
die Referenznormalgewebe. Die HNIS-Expression der follikuléren Karzinome war niedriger
alsin den Normalgeweben.

Bel zwei Studienpatienten zeigt sich ein Anstieg der HNIS-Expression nach Therapie, nur bel
einem dieser Patienten findet sich jedoch auch ein positiver Effekt in den klinischen
Parametern Jodaufnahme und Grolenprogress. Neben einer klinischen Tumorprogression

kommt es bel einem Patienten zu einer verminderten posttherapeutischen HNIS-Expression.

Wie andere Analysen Uber die komplexe Regulationsmechanismen der HNIS-Expression in
gesunden und krankhaften Schilddrisengeweben und Zellkulturen zeigen, sind Rickschllsse
von der RNA-Expression auf Tumorprogression und Jodaufnahme der Schilddriise nicht
zuldssig. Jedoch l&sst sich hier in zwel Féllen ein deutlicher Effekt der Retinsdure auf die

RNA-Expression von HNIS nachweisen.

Die positiven Ergebnisse der Pilotstudie, im Rahmen derer die experimentelle Anayse
durchgefuhrt wurde, rechtfertigen weitere klinische und experimentelle Studien, um die
Retinsduretherapie als Alternative in der Behandlung von fortgeschrittenen Schild-

drusenkarzinomen valide zu Uberprifen.
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