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2. Einleitung

2 Einleitung

2.1 Der Stoffwechsel von Jodid und seine Bedeutung fur
die Schilddruse

Jod, als chemisch aktives Element im Periodensystem an 61. Stelle
verzeichnet, spielt im menschlichen Korper eine zentrale Rolle, ei-
nerseits als Bestandteil der Schilddrusenhormone Trijodthyronin
(T3) und Thyroxin (T4), anderseits als Regulator der Schilddrisen-
funktion. Die Bedeutung von Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4)
liegt vor allem in der Kontrolle zahlreicher Stoffwechselvorgange.
Ihr Wirkungsspektrum umfasst die Steigerung des Grundumsatzes
und Gesamtstoffwechsels. Desweiteren haben sie einen fordernden
Einfluss auf Wachstum und Entwicklung, eine Wirkung auf das Ner-
vensystem und an die Muskulatur, eine férdernde Wirkung auf den
Calcium- und Phosphatumsatz, sowie eine hemmende Wirkung auf
die Glykogen- und Proteinsynthese. Die Wirkungsweise der Hormo-
ne an den einzelnen Organen und Stoffwechselsystemen ist sehr
unterschiedlich und hangt entscheidend von der vorliegenden Hor-

monkonzentration ab.

Das Vorkommen von Jod variert regional stark. Dieser Unterschied
beruht zum einen auf dem exogenen Jodkreislauf als natirlicher
Jodquelle, ist andererseits aber auch abhangig von in zunehmen-
dem Male jodhaltigen Zivilisationsprodukten, wie zum Beispiel jo-
diertes Speisesalz, Fleisch- Wurst- und Backwarenprodukten.

Das mit der Nahrung aufgenommene Jod wird im Gastrointesti-
naltrakt resorbiert. Dabei wird Jod zu Jodid reduziert und erreicht
dann durch die Dinndarmschleimhaut das Blutplasma. Hier diffun-
diert Jodid durch die Membran der Erythrozyten und erreicht, zum
Teil als plasmatisches und zum Teil als intraerythrozytares Jodid,

die Zielorgane.
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2.2 Die thyreoidale Aufnahme, Verteilung und Bedarf von
Jodid im menschlichen Korper

Hauptort der Jodidaufnahme ist die Schilddrise. Die Schilddrise
besteht histologisch aus Follikeln, deren Zellen um eine kolloidhalti-
ge Matrix angeordnet sind. Die Thyreozyten sind durch eine struktu-
relle und funktionelle Polaritat (Bidey und Tomlinson, 1988) charak-
terisiert. FUr die selektive Aufnahme von Jodid in die Schilddrise
(Jodination) ist der Natrium-Jodid-Symporter (NIS) zustandig, der
sich an der basolateralen Membran der Thyreozyten befindet (Paire
et al., 1997). Bei diesem Prozess wird Jodid durch den NIS selektiv
in der Zelle um den Faktor 20 bis 40 angereichert. Wie andere nat-
riumabhangige Symporter benutzt der NIS als Energiequelle den
Natrium-Gradienten der Natrium-Kalium-ATPase (Na'-K*-ATPase)
(Chambard et al., 1983). Diese Energie wird an dem gleichzeitig
stattfindenden Transport von Jodid in die Zelle entgegen seines
elektrochemischen Gradienten gekoppelt. Zwei Natrium-lonen sind
erforderlich, um ein Jodid-lon in die Zelle zu transportieren (Cava-
lieri et al., 1997).

Im weiteren wird Jodid passiv durch die apikale Membran in das
Kolloid, dem eigentlichen Ort der Schilddrusenhormonsynthese, ver-
lagert. Dieser apikale Jodidtransport wird Uber Pendrin vermittelt,
welches zur Gruppe der Chlorid-Jodid-Transporter gehort (Scott et
al., 1999; Bidart et al.,, 2000). Im Gegensatz zum Natrium-Jodid-
Symporter erfolgt dieser Jodidtransport entlang eines Jodidgradien-
ten und bendtigt somit keine zusatzliche Energie. Erst kurzlich
konnten Rodriguez et al. (2002) einen weiteren apikalen Jodidtrans-
porter (AIT) identifizieren. Dieser Transporter ermoglicht einen pas-
siven Jodidtransfer in das Schilddrusenkolloid. Auf den Mikrovilli der
apikalen Membran, an der Grenze zwischen Kolloid und Zelle, wird
Jodid organifiziert. Diese Reaktion wird von der Schilddrisenperoxi-
dase (TPO) katalysiert. Jodid wird oxidiert und an Tyrosyl-Reste in-
nerhalb der Thyreoglobulin-Moleklile gebunden. Dieser Prozess
wird als Jodisation bezeichnet. Es entstehen 3-Monojodotyrosin
(MJT) und 3,5-Dijodotyrosin (DJT). Diese Reaktion wird durch 6-n-
Propyl-2-Thiouracil (PTU) und 1-Methyl-2-Mercaptoimidazole (MMI)
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blockiert. Aus MJD und DJT werden durch eine Kopplungsreaktion
die Schilddrusenhormone T3 und T4 synthetisiert, die extrazellular
im Kolloid gespeichert bleiben. Bei Bedarf wird das Thyreoglobulin
durch Endozytose aufgenommen, durch phagolysosomale Hydrolyse
werden T3 und T4 freigesetzt und ins Blut abgegeben. Das nicht
sezernierte Jodotyrosin wird von der Jodotyrosine-Dehalogenase zu
Jodid und Tyrosin metabolisiert, so dass Jodid wiederverwendet
werden kann. Alle diese Reaktionen kénnen durch TSH stimuliert
werden. Das schilddrisenstimulierende Hormon (TSH) wird in der
Hirnanhangsdruse gebildet und interagiert mit seinem spezifischen
Rezeptor an der basolateralen Membran der Follikel Uber den zykli-
schen Adenosinmonophosphatweg (cAMP-Weg). Das plasmatische
Jodid wird von der Niere filtriert und mehr als 90% des ausgeschie-
denen Jodids, das den Korper verlasst, ist im Urin zu finden. Durch
Schweifl® und Muttermilch werden ebenfalls gewisse Mengen an Jo-
did ausgeschieden. Der Stuhl enthalt auch Jodid, welches vom

Blutplasma in den Dickdarm sezerniert wird (Cavalieri et al., 1997).
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Kolloid

Schildriisen-
Hormon-

Synthese

Organifizierung
von Jodid

Schilddrisenfollikel
basolateral apikal

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Schliisselfunktionen des
Jodid-Transportes, der Biosynthese und der Organifizierung.

Modifiziert nach Spitzweg (2001c)

TSHR TSH-Rezeptor T3, T4 Schilddrisenhormone
TSH Thyrotropin NIS Natrium-Jodid-Symporter
AMP Adenosinmonophosphat TG Thyreoglobulin

cAMP Zyclisches AMP TPO Thyreoperoxidase
ATPASE Na'/K'ATPase Pendrin  Pendrin-Symporter

Der tagliche Jodbedarf eines erwachsenen Menschen betragt 150-
300 pg. Anhand der Jodkonzentration im Urin kann festgestellt wer-
den, ob eine ausreichende Menge an Jod durch die Nahrung zuge-
fahrt wird.

Eine unzureichende Jodaufnahme verursacht eine gutartige und
nicht-entzindliche Schilddrisenvergrof3erung. Im Jahr 1996 wurde
von der WHO verdffentlicht, dass ungefahr 30% der Weltbevolke-
rung an einer unzureichenden Jodversorgung leiden, weltweit 750

Millionen Menschen eine Struma haben und mehr als 5 Millionen an
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Kretinismus erkrankt sind (WHO, 1996). Besonders ausgepragt ist
das Problem in vielen Lander Afrikas, Asiens und Suidamerikas,

aber auch in einigen europaischen Lander. In Deutschland leidet ein
Drittel der Bevolkerung an einer euthyreoten Jodmangelstruma. Zur
Zeit wird in Deutschland die tagliche Einnahme von 100 ug Jodid als
Strumaprophylaxe empfohlen. Bei jungen Patienten mit diffuser
Struma ohne Autonomie werden taglich 200 pg Jodid zur Beseiti-
gung des intrathyreoidalen Jodmangels und zur konsequenten
Rackbildung der Hyperplasie der Thyreozyten empfohlen. Neueste
Daten deuten darauf hin, dass der Jodmangel die Epidemiologie der
Struma, aber nicht den Entstehungsmechanismus der Struma ver-
andert (Derwahl et al., 2000). Eine breit angelegte Studie konnte
beweisen, dass die Entstehung einer Struma zu 82% genetisch und
nur zu 18% durch Umweltfaktoren bedingt ist (Brix et al., 1999). Es
konnte auch ein Locus auf Chromosom 14q gefunden werden, wel-

cher mit der familiaren Struma assoziiert ist (Neumann et al., 1999).

Wie oben schon erwahnt wird das mit der Nahrung aufgenommene
Jod vor der Resorption im Darm zu Jodid reduziert. Nach der Re-
sorption verteilt sich das gebildete Jodid innerhalb von 2 Stunden
gleichmalig auf den Extrazellularraum. Intrazellular finden sich nur
geringe Mengen Jodid in den Erythrozyten und Knochen. Der Vertei-
lungsraum hangt im wesentlichen davon ab, in welchem Ausmal
andere Organe als die Schilddrise Jodid aus ihm entnehmen und in
sich anreichern. Neben der Schilddriuse vermogen weitere Organe
wie die Nieren, die Magenschleimhaut, die Brust- und Speicheldrise
Jodid aufzunehmen. Weiter findet man eine Jodidaufnahme im Kori-
oidplexus, im Ziliarkorper des Auges, in den Tranendrusen, im
Ddnndarm, in der Haut sowie in der Plazenta (Shen et al., 2001,
Jhiang et al., 1998, Filetti et al., 1999, Spitzweg et al., 1998).
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2.3 Struktur, Funktion, Regulation und Expression des
Natrium-Jodid-Symporters

2.3.1 Struktur

Obwohl die biochemischen Grundlagen des Natrium-Jodid-
Symporters auf zellularer Ebene schon seit langerer Zeit bekannt
sind, wurde die cDNA des Symporters erst vor kurzem kloniert (Car-
rasco et al., 1993; Dai et al., 1996; Smanik et al., 1996).

Die anschlielende molekulare Charakterisierung zeigte, dass das
hNIS-Gen auf dem Chromosom 9p12-13.2 lokalisiert ist und ein
Glykoprotein von 643 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
annahernd 70-90 kDa kodiert. Die Kodierungsregion des hNIS be-
steht aus 15 Exons, unterbrochen von 14 Introns und kodiert fur ein
3.9 kb groRes mRNA Transkript. Als ein Mitglied der Natrium-
abhangigen Transporterfamilie ist der NIS ein integrales Membran-
protein mit 13 Transmembrandomanen, einem extrazellularen Ami-
noterminus und einem intrazellularen Carboxylterminus. (Dohan et
al., 2000).
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Das NIS Protein besitzt drei N-glykolsidische Bindungsstellen; eine
befindet sich im siebten wahrend die zwei anderen innerhalb des

13. Loops lokalisiert sind (Levy et al., 1998).

Extrazellular

Intrazeliular B3 14

Abb. 2.2: Schematisches Modell des hNIS.

1-550 Sequenznummern (AS) 1 - XII Transmembrandomanen

1-14 Extramembrandomanen v N-glykosid. Bindungsstellen

Die von hNIS kodierte Aminoséaurensequenz zeigt eine 84% Uber-
einstimmung (92%ige Ahnlichkeit) mit dem NIS der Ratte. Die meis-
ten der nicht homologen Aminosauren des menschlichen und rNIS
befinden sich auf der Domane des Carboxylterminus.

Pinke et al. und Perron et al. klonierten im Jahr 2001 den Symporter
der Maus aus muriner Schilddrisen-cDNA sowie muriner Brustdri-
sen-cDNA. Hierbei handelt es sich auch um ein Protein aus 618 A-
minosauren mit einer hochgradigen Homologie zum NIS der Ratte

und des Menschen.
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2.3.2 Funktion

Bei intakter Funktion des NIS-Proteins wird Jodid in der Schilddruse
um den Faktor 20-40 konzentriert und fur die Schilddrisenhormon-
synthese bereitgestellt. Die treibende Kraft fir den Jodidtransport,
bei dem zwei Natriumionen zusammen mit einem Jodidion in die
gleiche Richtung transportiert werden, ist ein ins Zellinnere
gerichteter Natriumgradient, der durch eine Na*-K*-ATPase aufrecht
gehalten wird. Dementsprechend ist der vom NIS vermittelte Jodid-
transport durch den Na’-K*-ATPase-Hemmer Quabain inhibierbar.

Zusatzlich zu Jodid werden noch weitere Anionen, wie Chlorat
(Cl03 ), Thiocyanat (SCN), Selencyanat (SeCN'), Nitrat (NO3 ), Bro-
mat (Br), Borflorid (BF4), Jodat (JO;) und Bromat (BrOs;) vom
Symporter transportiert. Thiocyanat (SCN) und Perchlorat (CIOy4)

sind ,klassische® kompetitive Inhibitoren des Jodidtransports, wobei
Perchlorat NIS blockiert, ohne selbst Uber denselben in die Schild-

druse transportiert zu werden (Eskandari et al., 1997).

100 4 —

T

% |odid-induzierter Stromfluss
L

| 1 1 1 1
i [ =t = =t

C
=

_1 |:| 1

Cloy;
SCN-
CIOg

S
i
4]
Anionen (500 pM)

Abb. 2.3: Substratselektivitit des NIS. Modifiziert nach Eskandari

(1997).

Die induizierten lonenstrome von verschiedenen Anionen wurden
bei V,=-50mV erfasst. Die Werte sind auf Jodid normalisiert.
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2.3.3 Regulation

Bereits vor der Klonierung des NIS-Gens wurde die Regulation des
Jodidstransportes in die Schilddrise intensiv untersucht. Das von
der Hypophyse gebildete Thyreoidstimulierende Hormon (TSH) ist
der wichtigste Modulator, der den Jodidtransport uber den Adeny-
latzyklase-cAMP-Weg stimuliert. Die Behandlung von Ratten-
Schilddriasenzellen mit TSH, cAMP, Forskolin in vitro stimuliert ne-
ben dem Jodidtransport auch die NIS-Gen- und Proteinexpression
(Kogai et al., 1997). Neben einer verstarkten TSH-induziertem
H20,-Produktion scheint auch Adenosin ein Aktivator der NIS-
Expression eine wichtige Bedeutung zu besitzen (Spitzweg et al.,
2000a). Die im Schilddrisengewebe von Patienten mit Morbus Ba-
sedow im Vergleich zu normalen Schilddrisengewebe etwa 3 bis 4-
fach erhohte NIS-RNA- und Protein-Expression ist vermutlich die
Folge der pathologischen TSH-Rezeptor-stimulierenden Antikorper,
die Uber den TSH-Rezeptor die cAMP-Produktion und NIS-
Expression stimulieren (Saito et al., 1997b).

NIS ist auch im Brustgewebe exprimiert und wird durch Prolaktin
stimuliert, was einen wesentlichen Regulationsmechanismus fur die
Jodanreicherung in der Muttermilch darstellen durfte (Rillema et al.,
2000).

Bei Ratten wird die NIS-Proteinexpression in der laktierenden
Brustdrise durch Saugen stimuliert, nach 24h verschwindet dieser
Effekt wieder. Das durch Saugen freigesetzte Hormon Oxytocin
scheint somit ebenfalls das NIS-Expressionsniveau in der laktieren-
den Brustdruse zu regulieren. (De la Vieja et al., 2000).

Neben NIS-Stimulatoren wurden mittlerweile auch einige Inhibitoren
der Expression des Symporters am Rattenmodell identifiziert.
Sowohl der transformierende Wachstumsfaktor-p1 (TGF-p1), der
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), als auch Inter-
leukin-1a. (IL-1a), Interleukin-18 (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Ostra-
diol, Ceramid und Sphingomyelinase, T3z und Dexamethason (Kawa-
guchi et al., 1997; Ajjan et al., 1998a, 1998b, 1998c; Pekary et al.,
1998; Furlanetto et al., 1999; Spitzweg et al., 1999c und 2000b)



2. Einleitung

17

fuhrten in FRTL-5 Zellen zu einer Downregulation der NIS-
Expression. Thyreoglobulin scheint Uber den Mechanismus des ne-
gativen Feedback eine Supprimierung der TSH-induzierten NIS-
Promoter-Aktivitat zu bewirken, die sowohl in vitro als auch in vivo
die NIS-RNA- und Proteinexpression und die Jodaufnahmeaktivitat
inhibiert (Spitzweg et al., 2000a). Furlanetto et al. (1999) zeigten,
dass Ostradiol eine Proliferation der FRTL-5 Zellen bewirkt, im Ge-
gensatz dazu die NIS-RNA-Expression jedoch inhibiert wird. Diese
Tatsache koénnte die hdhere Strumapravalenz bei Frauen erklaren.
Neben den meisten Untersuchungen an FRTL-5 Zellen sind bis jetzt
nur die Interleukine IL-1B und IFN-y an menschlichen Schilddrisen-
zellen auf die NIS-Expression und Jodidaufnahmekapazitat hin un-
tersucht worden. Diese zeigen, wie von den FRTL-5 Zellen bekannt,
eine Inhibition der NIS-Expression und Jodidaufnahmekapazitat
(Spitzweg et al., 2000b).

Untersuchungen von hypothyreoten Hunden haben gezeigt, dass
Jodid sowohl die Expression von TPO, als auch von NIS hemmt,
was den Wolff-Chaikoff-Effekt (Hemmung der Jodid-Aufnahme we-
nige Stunden nach Jodidzugabe) erklaren wurde. (Uytterspot et al.,
1997).
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Die Gruppe Eng et al. (1999) ermittelten bei Untersuchungen von

Ratten eine Verringerung von NIS mRNA- und NIS Protein-Mengen

als Folge von chronischem und akutem Jodid-Exzess. Sie formulier-

ten die Hypothese, dass der Wegfall des akuten Wolff-Chaikoff-

Effektes durch eine Verringerung des Symporters verursacht wird.

Dadurch fallt die intrathyreoidale Jodidkonzentration unterhalb eines

kritischen Wertes, was wiederum eine Wiederaufnahme von Jodid in
die Schilddrise zur Folge hat (Eng et al., 1999).

Stimulatoren der NIS-Expression

Inhibitoren der NIS-Expression

TSH
cAMP
Forskolin
Adenosin
Prolaktin
Oxytocin

TGF-B1
TNF-a
IFN-y
IL-1a
IL-1B
IL-6
Ostradiol
Ceramid
Sphingomyelinase
Ts
Dexamethason
Thyreoglobulin
Jodid

Tab 2.1: Stimulatoren und Inhibitoren

der NIS-Expression bei FRTL5-

Rattenzelllinien.
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2.3.4 Intra- und extrathyreoidale Expression

Seit der Klonierung des humanen NIS-Gens ist es moglich, Expres-
sionsstudien durchzufihren, um Unterschiede und Gemeinsamkei-
ten zwischen Normalgewebe und erkranktem Gewebe, sowohl von
Schilddriusengewebe, als auch von extrathyreoidalem Gewebe zu
untersuchen.

Bei Untersuchungen mit hNIS Antikorpern stellt man fest, dass in
normalem Schilddrisengewebe die Schilddrusenfollikelzellen ein
heterogenes Muster aufweisen. Innerhalb eines Follikels sprechen
die Follikelzellen unterschiedlich auf das Immunsystem an. So zei-
gen Untersuchungen mit hNIS-Antikorpern, dass nur ca. 30% der
Follikelzellen nachweisbare Mengen an hNIS-Protein bilden, wel-
ches nur an der basolateralen Membran zu finden sind (Filetti et al.,
1999). Im Gegensatz dazu beobachtet man im Falle des TSH-
Rezeptors eine ubiquitare Expression in allen normalen Schilddri-
senfollikelzellen.

Stromazellen, Lymphozyten, intrafollikulare Makrophagen und Endo-
thelzellen reagieren nicht mit den hNIS-Antikérpern (Caillou et al.,
1998).

Neben der Schilddrise sind auch einige extrathyreoidale Gewebe,

wie die Speicheldrise, die Tranendrise, die Magenschleimhaut, die

Brustdrise und der Thymus in der Lage, Jodid mittels des Na'-I-
Symporters anzureichern. Geringere NIS-Expressionen findet man
in der Prostata, den Ovarien, der Nebenniere, der Lunge, des Her-
zens, dem Plexus choroideus und dem Ziliarkdorper des Auges
(Shen et al., 2001, Jhiang et al., 1998, Filetti et al., 1999, Spitzweg
et al., 1998, 1999b, 2001c, Tazebay et al., 2000). Berichte Uber eine
Verstoffwechslung von Jodid in diesen Geweben sind seit langerer
Zeit bekannt. Das Besondere in diesen extrathyreoidalen Geweben
ist, dass TSH nicht stimulierend wirkt, jedoch der Symporter durch

Perchlorat und Thiocyanat hemmbar ist (Carrasco et al., 1993).
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2.4 NIS und das Immunsystem

2.4.1 NIS und autoimmune Schilddrisenerkrankungen

Zweithaufigste Ursache fiur die Entwicklung einer Struma neben
dem alimentaren Jodmangel sind Autoimmunerkrankungen der
Schilddruse. Dies betrifft im besonderen die Autoimmunhyperthyre-
ose (Morbus Basedow, MB). Dabei kommt es zur Produktion von
Immunglobulinen, welche die Schilddrisenfunktion stimulieren und
gegen den TSH-Rezeptor gerichtet sind. lhre Bindung an den TSH-
Rezeptor fuhrt wie im Falle von TSH zu einer Stimulierung der Hor-
monsynthese und —sekretion. TSH-Rezeptorantikdrper stellen hete-
rogene Immunglobuline dar. Sie konnen unterschiedliche Effekte am
TSH-Rezeptor austben, wozu auch Effekte zahlen, die die Prolifera-
tion stimulieren. Eine weitere Autoimmunerkrankung der Schilddru-
se, die Struma lymphomatosa Hashimoto (HT), kann zu einer
SchilddrusenvergroRerung fuhren. Histologisch steht hier eine er-
hebliche Vermehrung des lymphatischen Gewebes mit Ausbildung
von Lymphfollikeln mit Keimzentren im Vordergrund.

Entsprechend der klinischen Beobachtung und der Radionuklidan-
reicherung zeigt wie oben erwahnt das Schilddrisengewebe von
Morbus Basedow-Patienten ein erhdhtes NIS-Expressionsniveau,
wahrend im Gegensatz dazu die NIS-Expression im Schilddrisen-
gewebe bei Hashimoto-Thyroiditis Patienten reduziert ist. Die Ursa-
che der reduzierten NIS-Expression mit der Folge der Hypothyreo-
seentwicklung bei der Hashimoto-Thyreoiditis ist moglicherweise auf
die Wirkung der durch die infiltrierenden T-Zellen produzierten Inter-
leukine zurlckzufihren (Weetman et al., 1996; Spitzweg et al.,
2000b, 2002). Neben diesen Autoimmunmechanismen, die zu den
fur die chronische HT typischen lymphozytaren und plasmazellula-
ren Infiltraten der Schilddrise fuhren, sind humorale Effektorme-
chanismen, Autoantikérper (TPO-Antikérper, TG-Antikdrper) im
Rahmen der zellvermittelten Zytoxizitat wahrscheinlich an der Hy-
pothyreoseentwicklung beteiligt. Wahrend TPO-Antikorper fur den

serologisch-diagnostischen Nachweis der Autoimmunthyreoiditis im
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Vordergrund stehen, ist die Rolle der Thyreoglobulinautoantikorper
insbesondere in der Initialphase der Erkrankung bis jetzt unklar. Die
erhohte NIS-Expression beim Morbus Basedow wird durch TSH-
Rezeptor-stimulierende Antikérper hervorgerufen (Saito et al.,
1997a; Spitzweg et al., 1997). Da NIS fur den Jodidtransport in die
Schilddruse verantwortlich ist und eine kritische Voraussetzung fur
die Schilddrisenhormonsynthese darstellt, wird NIS (neben TPO,
TG, und TSH-R-AK) als weiteres Autoantigen bei der Pathogenese
autoimmuner Schilddrisenerkrankungen vermutet (Endo et al.,
1996; Raspe et al.,1995; Spitzweg et al., 2000b, 2002).
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2.4.2 Die Interleukine IL-1a und IL-2

Wie schon erwahnt, spielen die Interleukine im Rahmen der zell-
vermittelten Zytoxizitat als Regulator der NIS-Proteinexpression und
Jodidaufnahmefahigkeit eine wichtige Rolle (Weetman et al., 1996;
Spitzweg et al., 2000b, 2002). Sie reagieren in Wechselwirkung mit
vielen anderen Immunmodulatoren und beeinflussen nahezu jedes
Gewebe und Organsystem. Im Folgenden werden die in unseren
Experimenten benutzten Interleukine IL-1a und IL-2 kurz definiert,
klassifiziert, und in ihren pathophysiologischen Wirkungsmechanis-

men sowie therapeutischen Strategien charakterisiert.

Der Begriff Zytokine leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeu-
tet soviel wie ,zwischen den Zellen bewegend®. Biologisch gesehen
sind Zytokine hormonahnliche regulatorische Mediatoren, die zwi-
schen verschiedenen Zellen wirken. Sie werden von zahlreichen
Zelltypen produziert und wirken auf eine Vielzahl von Zellen, die per
definition aus dem Immunsystem stammen. In der Regel werden sie
nach vorangegangener Stimulation produziert, sind hochaktiv (mi-
nimale Konzentrationen im Bereich von wenigen pg bis ng), binden
an hochaffine Rezeptoren und sind meist (im Gegensatz zu den
Hormonen, die endokrin wirken) in kurzer Distanz autokrin, parakrin
und juxtakrin aktiv. Es handelt sich meist um einfache Polypeptide
(5-100 kDa), deren Produktion transient (voribergehend) ist. In den
letzten Jahrzehnten ist eine groRe Zahl verschiedenster Zytokine
identifiziert worden. Diese Substanzen sind an der Regulierung der
Ontogenese, der Gewebereparatur, der Immunabwehr, der Entzin-
dung, der Kontraktilitdt des Herzens und der Gefalle, der Aufrecht-
erhaltung der Korperprozesse und des Zellsterbens beteiligt. Zyto-
kine werden nach ihrer Funktion, nach ihrer Struktur, und nach ih-
rem Zytokinrezeptor klassifiziert.

Die beiden Mediatoren IL-1 und IL-2 waren die ersten Zytokine, die
Ende der 70er Jahre als Interleukine (,Mediatoren zwischen den
Leukozyten®) bezeichnet wurden. Diese beiden Mediatoren wurden

urspruanglich durch Ihre Eigenschaft charakterisiert, die Lymphozy-
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tenproliferation zu stimulieren. IL-1 ist ein gutes Beispiel daflir, dass
ein Zytokin nicht nur eine, sondern ,unzahlige“ (Dinarello et al.,
1994) Funktionen besitzt (multifunktionell: pleiotrop). Dies hat zu-
nachst dazu gefiuhrt, dass IL-1 unter unterschiedlichen Namen, mit
verschiedenen Funktionen parallel von verschiedenen Arbeitsgrup-
pen beschrieben wurde, unter anderem als endogenes Pyrogen
(EP), Lymphozyten-aktivierender Faktor (LAF) oder als Leukozyten-
endogener Mediator (LEM). In der strukturellen Zytokinklassifikation
wird die IL-1-Familie zu den B-Faltblatt-Zytokinen, das IL-2 zu den
a-helikalen Zytokinen gezahlt.

IL-1 ist ein Peptid mit einem Molekulargewicht (MG) von 17 KDa, IL-
2 ein Peptid mit dem MG 15,4 KDa.

Zur IL-1-Familie gehoéren IL-a, IL-B, IL-1-Ra und die Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren. Diese bestehen aus 12 B-Ketten, die 3 Klee-
blatt- bzw. Y-Strukturen mit jeweils 4 B-Faltblattstrukturen ergeben.
Den verschiedenen strukturellen Zytokinklassen werden bestimmte
biologische Aktivitaten zugeordnet. Den helikalen Zytokinen wird
bevorzugt eine Rolle in der Hamatopoese sowie der erworbenen
und der angeborenen Immunitat zugeschrieben, wahrend den Falt-
blatt-Zytokinen bevorzugt Funktionen in Wachstum, Differenzierung
und Immunregulation zukommen. Aufgrund der Zuordnung von be-
stimmten Zytokinen zu bestimmten Hauptsignalwegen lasst sich
diese verallgemeinernde Zuordnung der Zytokine zu bestimmten

Funktionen verstehen (Theze et al., 1999).
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Abb. 2.4: Ablauf der Induktion biologischer Funktionen durch Zytokine.

Die Zytokine binden an hochaffine Rezeptoren, dadurch setzen sie unterschied-
liche intrazellulare Signalkaskaden in Gang, die, abhangig von ihrer Zusammen-
setzung, schlielllich unterschiedliche Gene aktivieren und damit verschiedene

biologischen Funktionen hervorrufen.

Die Rezeptoren der Zytokine stellen ein weiteres wichtiges Charak-
teristikum der Zytokine dar. Jedes Zytokin Ubt seine Wirkung durch
hochaffine Rezeptoren aus, die Uber unterschiedliche Strukturen
verfiigen, und demnach in einige wenige Gruppen eingeteilt werden
kdnnen. Die groflite Gruppe der Zytokinrezeptor-Familie umfasst die
Klasse-I-Zytokinrezeptoren (Hamatopoetin-Rezeptor-Familie; ,class
I cytokine receptor family®), an denen bevorzugt die Zytokine der a-
helikalen Klasse (IL-2) binden. Die Rezeptoren dieser Klasse zeich-
nen sich durch 2 extrazellulare Domanen aus, die jeweils etwa 100
Aminosauren lang sind.

Die Klasse-IV-Zytokinrezeptoren beinhalten die IL-1-Rezeptoren.
Diese Rezeptoren zeichnen sich durch die Anwesenheit von 3 ext-
razellularen Immunoglobin-ahnlichen Domanen aus.

Im menschlichen Kdrper sind unter aktivierten bzw. pathologischen
Bedingungen verschiedene Zytokine gleichzeitig anwesend, wobei
jedoch nur die Summe der Funktionen (protagonistisch und antago-

nistisch) fur uns sichtbar wird. Unter diesen Bedingungen wird die



2. Einleitung

25

Produktion neuer Zytokine initiiert, die Produktion anderer herunter-
reguliert oder die Funktion verschiedener Zytokine durch Antagonis-
ten oder Rezeptorregulation beeinflusst. Im Rahmen der Aktivierung
der Zytokinproduktion kann es zur Produktion weiterer Mediatoren
in einer sogenannten Zytokin-Kaskade kommen, in der z.B. Zytokine
wie IL-1 die Produktion weiterer Zytokine veranlasst (Loppnow et
al., 1990; 1998).

IL-1 besitzt z.B. pleiotrope Wirkungen: Fieber, Zytokinproduktion
und Proliferation. Neben IL-1 haben TNF und IL-6 einen EinfluR auf
eine redundante Fieberaktivierung. Diese redundante Funktion ist
der Grund dafiur, warum die Ausschaltung eines Zytokins in der The-
rapie in vielen Fallen noch keine ausreichende Wirkung verursacht,
da wahrscheinlich andere Zytokine diese Funktion Ubernehmen.

IL-1 aktiviert die Expression von Rezeptoren, ohne die IL-2 nicht
vermehrt in Aktion treten kann. Der IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1-
RA), der an den gleichen Rezeptor wie die IL-1-Agonisten bindet,
blockiert die Bindung der Agonisten (Eisenberg et al., 1990; Han-
num et al., 1990). Interessanterweise wird, im Gegensatz zur IL-1-
Produktion, die IL-1-RA-Produktion durch IL-10 stimuliert (Jenkins
et al., 1994).

Name Bildungsort Wirkung

Interleukin 1 [Makrophagen, B- und| induziert die Differenzierung von B-Zellen und
T-Zellen, Naturliche [Plasmazellen, férdert NK- und Makrophagenakti-

Killerzellen (NK), Gli- | vitat, alarmiert Helferzellen, lockt neutrophile
azellen, Hautzellen, | Granulozyten an, Induktion von IL-6, INF, IL-1B
Fibroblasten und GM-CSF, erzeugt Fieber und Akut-Phase-
Protein

Interleukin 2 | aktivierte T-Zellen |induziert Vermehrung und Differenzierung von B-
und T-Zellen, induziert Lymphokinproduktion in
T-Zellen, erh6ht Monozytenaggressivitat, aktiviert
Killerzellen

Tab 2.2: IL-1a und IL-2 mit ihren Bildungsorten und Wirkungsweisen.

IL-1 tritt als Interleukin 1o und 1B auf, wobei fur Interleukin 18 ein
direkter experimenteller Nachweis seiner arthritisauslésenden Wir-
kung existiert. Zusatzlich sind im Plasma und in der Synovialflissig-

keit von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) erhdhte Konzent-
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rationen von IL 1B festzustellen. Ein drittes Interleukin steht als Ge-
genspieler zu den beiden erstgenannten Interleukinen im Gleichge-
wicht. Es lagert sich an deren Rezeptorbindungsstellen an und blo-
ckiert sie kompetitiv. Dieser Interleukin 1-Rezeptorantagonist (IL-1-
RA) kommt bei RA im Gelenk nur in reduzierter Menge vor, und sei-
ne antagonistische Wirkung reicht nicht aus, um die beiden Inter-
leukin 1-Agonisten in Schach zu halten. Externe Zufuhr des huma-
nen Interleukin 1-Rezeptorantagonisten behebt diesen Mangel und
greift grundlegend in den Krankheitsprozess ein.

Aulerdem spielt IL-1 eine wichtige Rolle bei der Ausdifferenzierung
von sogenannten Osteoklasten aus Vorlauferzellen. Osteoklasten
sind Spezialzellen, die bei der normalen Erneuerung der Knochen-
substanz im Korper zunachst den alten Knochen ,abraumen®, bevor

dann der Osteoblast den Knochen wieder aufbaut.

[I-2 wird von aktivierten T-Zellen gebildet und dient als T-Zell-
Wachstumsfaktor (sog. T-cell growth factor, TCGF). Es stimuliert die
Produktion anderer Zytokine (z.B. Interferone), steigert aber auch
die Proliferation der B-Zellen und induziert die Zytotoxizitat aktivier-
ter Makrophagen. IL-2 wird als Immunmodulator v.a. bei malignem

Melanom und fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom angewendet.
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2.5 Fragestellung und Zielsetzungen

Seit der Klonierung des NIS-Gens im Jahre 1996 wird die NIS-
Expression hinsichtlich seiner Regulation in Bezug auf benigne und

maligne intra- und extrathyreoidale Erkrankungen untersucht.

Aufgrund der Tatsache, dass das Expressionsverhalten des Na'-J'-
Symporters bisher nur in FRTL-5-Zellen und Karzinomzelllinien un-
tersucht wurde, war es das primare Ziel dieser Dissertation den Ein-
fluss der Interleukine IL-1a und IL-2 auf das Expressionsmuster des
humanen Natrium-Jodid-Symporter (hNIS) aus menschlichem
Schilddrisengewebe zu untersuchen. Dabei sollte das Expressions-
verhalten des hNIS in Abhangigkeit von IL-1a und IL-2 auf RNA-
bzw. cDNA-Ebene mittels der modernen Methode der Quantifizie-
rung von Nukleinsauren, der ,Real-Time-PCR", durchgefuhrt wer-

den.

Da aus vorangegangenen Studien mit FRTL-5-Zellen der Ratte be-
kannt ist (Ajjan et al., 1998a), dass IL-1a zu einer dosisabhangigen
Downregulation der NIS-Expression fuhrt, soll in der vorliegenden
Arbeit Uberpruft werden, welchen Einflu® IL-1a auf die Expression
des Symporters in humanen Thyreozyten ausubt. Daruber hinaus
soll die Frage geklart werden, ob und in welchem Ausmal} IL-2, des-
sen Auswirkungen auf den NIS bis dato noch nicht untersucht

worden ist, einen Einfluss auf die Expression des Symporters hat.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Bezugsquellen

3.1.1 Reagenzien

¢ Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

-Dithiothreitol (DTT)
-First-strand cDNA Synthesis Kit

¢ Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland

-Dispase Il (neutrale protease)

-Insulin-Transferrin-Natrium-Selen Supplement

¢ Gibco Life Technologies, Weiterstadt, Deutschland

-Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlsg.
-Earle’s Balanced Salt Solution (10x) (EBSS)
-Natriumbicarbonat 7,5 %
-Penicillin/Streptomycin

-RPMI 1640 Medium

-Trypsin-EDTA

e Merck, Darmstadt, Deutschland

-Eosin G
-Ethanol
-Natriumchlorid

-Natriumphosphat

e Promega, Mannheim, Deutschland

-Nuclease-freies Wasser
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¢ Qiagen, Hilden, Deutschland

-Rneasy Mini Kit
-QlAshredder

¢ Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

-Deoxyribonuclease |, DNase |

-Dispase

-High Pure™ PCR Product Purifikation Kit
-Hybridisierungsproben (Hybridization Probes)
-LightCycler-FastStart DNA Master

-PCR Deoxynukleotide Mix

e Sigma, Deisenhofen, Deutschland

-Albumin vom Rind

-bovines TSH

-BSA

-3-Mercaptoethanol
-Diethylpyrocarbonat (DEPC)
-Dimethylsulfoxid (DMSO)
-Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA)
-Forskolin

-Fotales Kalberserum

-Humanes rekombinantes Interleukin-1a
-Humanes rekombinantes Interleukin-2
-L-Glutamin
-L-Glycyl-L-Histidyl-L-Lysin

-Minimum Essential Medium Eagle

-Somatostatin
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e Tib Molbiol, Berlin, Deutschland

-LightCycler Hybridisierungsproben
-LightCycler Oligonukleotidprimer

¢ Upjohn, Heppenheim, Deutschland

-Hydrocortison

3.1.2 Geriate

e Bochem, Wellburg, Deutschland

-Laborbrenner Gasprofi

e GFL, Burgwedel, Deutschland

-Schittelwasserbad

¢ Heidolph, Kelheim, Deutschland

-Magnetruhrwerk mit Silumin-Heizplatte

e Hettich, Tuttlingen, Deutschland
-Zentrifuge Rotixa 120 R
-Zentrifuge Mikroliter

o Leitz, Wetzlar, Deutschland

-Lichtmikroskop Flouvert

e Memmert, Schwabach, Deutschland

-Brutschrank
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e Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany

-Photometer Gene Quant Il

e Thermo-DUX, Wertheim, Deutschland

-Thermocycler Techne Genius

¢ UniEquip, Martinsried, Deutschland

-Vakuum-Konzentrator Univapo 150 H

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

e Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Filtertips (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

e Corning Costar, Bodenheim, Deutschland

-Einmal-Pipetten (1; 5; 10; 25 ml)
-Petrischalen

-Zellkulturflaschen

e Eppendorf, Kéln, Deutschland

-Einmal-Pipettenspitzen (10; 100; 1000 ul)
-Einmal-Reaktionsgefalte (0,5; 1,5 ml)
-Silanisierte Reaktionsgefafie (0,6; 1,5 ml)

e Greiner, Solingen, Deutschland

-Falcon-Rdéhrchen, 15 und 50 ml
-Gewebekulturflaschen, 250 ml, 75 cm?

-Gewebekulturplatten, 6 Well, mit Abdeckplatte
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-Gewebekulturschalen

-Kulturflaschenboden, mit Filter

e Sarstedt, Newton, USA

-Zellschaber 25 cm

e Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland

-Einmal-Filterhalter, Porendurchmesser 0,2 um
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3.2 Methoden

3.2.1 Anlage von Primarkulturen aus Frischpraparaten mensch-
licher Schilddrisengewebe

Die Isolierung von menschlichen Thyreozyten erfolgte direkt nach
der operativen Entnahme von euthyreoten Strumagewebe. Als
Transportmedium fungierte RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin ohne
Natriumbicarbonat. Um spatere Verunreinigungen durch
Fibroblasten und Fettzellen weitmdglichst zu verhindern, wurde das
Schilddrusenpraparat gro3zigig von der Organkapsel und dem Fett-
gewebe entfernt. Das Schilddrusengewebe wurde in moglichst
kleine Sticke (ca. 2 x 2 x 2 mm) zerkleinert und dreimal in Spinner-
I6sung gewaschen.

Die Spinnerlésung wird aus:

- ad 1 | aqua destillata,
- 100 ml Earle’s Balanced Salt Solution (10x) (EBSS),

- sowie 6 ml Natriumhydrogencarbonat

jedes Mal frisch zubereitet. AnschlielRend wurden die zerkleinerten
Schilddrusengewebestlicke mit 50 ml Spinnerldsung und 250 mg
Dispase flir 2 Stunden bei 37°C und 400 U/min in einem Trypsinier-
gefald inkubiert. Wahrend dieser Zeit erfolgte die enzymatische Dis-
soziation des Gewebes.

Nach 2 Stunden wurde die Suspension durch ein doppelt steriles
Sieb gefiltert. Die durch das Sieb aufgefangene Gewebemasse wur-
de erneut mit 50 ml Spinnerldsung und 250 mg Dispase inkubiert
und gefiltert. Dieser Vorgang wiederholte sich solange, bis die Ge-
webemasse eine bindegewebsahnliche Farbe aufzeigte.

Die durch das doppelte Sieb gefilterte Flussigkeit wurde mit Spin-
nerlésung so oft gewaschen, bis als Pellet ein weilles Sediment zu
beobachten war.

Das weilke Pellet wurde dann in 1 ml Nahrmedium (Basismedium
plus Serumzusatze plus FKS) resuspendiert und in Kulturflaschen a

20 ml eingebracht.
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3.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Aussaat der Zellen erfolgte auf 6 Well Platten (1 x 10°Zellen pro
Well). Als Kultivierungsmedium wurde Minimum Essential Medium
Eagle verwendet, das mit folgenden Serumzusatze supplementiert

wurde:

- Penicillin/Streptomycin (2,5 mg/ml)

- Insulin-Transferrin-Natrium Selen Supplement (10 mg/l)
- Hydrocortison (1ug/ml)

- L-Glutamin (200 mM/I)

- Somatostatin (10 ng/ml)

- L-Glycyl-L-Histidyl-L-Lysin (10 ng/ml)

3.2.3 Herstellung von Zellsuspensionen durch Trypsinbehand-
lung der Monolayer-Kulturen

Nach mikroskopischer Kontrolle zum Ausschluss von Kontaminatio-
nen und pathologischer Morphologie erfolgte das Absaugen der
Nahrlosung. Die Zellkulturen wurden dann einmal mit 37°C warmer
PBS-Lésung gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen durch
Zugabe von Trypsin/EDTA und nach 8 minitiger Inkubation bei 37°C
durch vorsichtiges Klopfen von der Kulturschale abgel6st. Die en-
zymatische Lyse wurde durch den Zusatz von %2 Volumenanteil
Nahrstoffmedium mit 10% FKS gestoppt.

Die Zellsuspension wurde zur Zentrifugation in 15 ml Falcon-
Roéhrchen dberfuhrt und 10 Minuten bei 1.300g zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstandes wurden die Zellaggregate durch Zusatz
von Nahrmedium resuspendiert. Pro Well wurde in 2 ml Medium 1 x
10° Zellen ausgesat und fiir 24 Stunden mit 10 mU/ml bTSH vorsti-
muliert, um anschliellende Inhibitionsversuche deutlicher nachwei-
sen zu kdénnen. Nach einem erneuten Mediumwechsel erfolgte die
Zugabe der jeweiligen zu untersuchenden Faktoren; Forskolin (10

uM), IL-1a und IL-2. Um zu Uberprifen, ob die eingesetzten Zytoki-
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ne die Expression des Symporters dosisabhangig beeinflussten,
wurden fur die IL-1a und IL-2 jeweils drei verschiedene Konzentra-
tionen ausgetestet (10, 100, 1000 U/ml). Zusatzlich zu den Stimula-
tionsansatzen wurde eine unstimulierte Probe mitgefuhrt, die als

Basalwert fungierte.

3.2.4 Zellzahlung und Vitalitatskontrolle

Von der in 3.2.3 erhaltenen, gut durchmischten Zellsuspension wur-
den 50 pul entnommen und mit 20 pl Eosin und 430 ul Aqua dest. ge-
farbt. Eosin ist eine schnell agierende, alkoholische Gegenfarbung,
die eine Darstellung von zytoplastischen Bestandteilen mit Farbkon-
trast zwischen Nuklei und Zytoplasma bietet. Zur Zellzahlung in der
Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl von 4 groRen Eckquadra-
ten bestimmt.

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach der folgenden Formel:

Zellzahl/ml Zellsuspension = (X:4) « 10 « Verdlinnungsfaktor

3.2.5 Isolierung der Gesamt-RNA

Nach weiteren 48 Stunden Inkubation erfolgte eine RNA-Isolierung
gemal dem Protokoll des RNAeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland).

Nachdem die Uberstande des Kulturmediums abpipettiert worden
sind, wurden die kultivierten Zellen durch einen Lysis-Puffer, der 3-
Mercaptoethanol und das chaotrope Salz Guanidiniumisothyozyanat
(GTC) enthalt, lysiert. Das GTC denaturiert und inaktiviert dabei
gleichzeitig auch eventuell vorhandene RNAsen. Nach der Lyse
wurde das Zellmaterial in speziellen ,QlAshreddern® zerkleinert.
Zum Lysat wurde 70%iger Alkohol gegeben. Dieser vermag die Bin-

dungskapazitat der Nukleinsaure so zu erhdhen, so dass nach an-
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schlieBender Zentrifugation die Gesamt-RNA an die Membran des
,opin Columns® gebunden werden konnte. Nach einem Waschschritt
mit dem Puffer RW1 und erneuter Zentrifugation, wurden die ,Spin-
Columns“-Membranen mit alkoholhaltigem RPE-Puffer von Begleit-
substanzen wie z.B. Salze, Proteine, und andere zellulare Verunrei-
nigungen gewaschen. Durch Zentrifugation bei hochster Umdrehung
wurde das Lysat getrocknet und die RNA in RNAse-freiem Wasser
von der Saule eluiert.

Weil die Inaktivierung der RNAsen sofort nach der Lyse der Zellen
stattfindet, ist die Methode sehr stabil und liefert qualitativ hochwer-
tige RNA. Sie hat sich inzwischen zur wichtigsten Methode der
RNA-Isolierung etabliert. Um die vorliegende RNA-Konzentration zu
erhohen, erfolgte eine Einengung des Volumens auf 15 ul mittels
eines Vakuum-Konzentrators (Speed-vac). Dabei handelt es sich
um eine Tischzentrifuge, an die ein Vakuum angelegt wird. Das Va-
kuum fuahrt zu einer Siedepunkterniedrigung des Losungsmittels
(Wasser und Ethanol) und damit zu einem raschen Verdampfen der
Flussigkeit. Um zu verhindern, dass austretende Gasblasen die
DNA-L6sungen in der gesamten Apparatur verteilen, zentrifugiert
man gleichzeitig und verhindert so ein Schaumen. Gleichzeitig er-
folgte eine DNAse Behandlung der eingeengten RNA. Dazu wurde 4
ul einer 1:10 verdunnten DNAse | Losung in das Gesamtvolumen

von 50 ul isolierter RNA gegeben.

3.2.6 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung der
Gesamt-RNA

Die gewonnenen Menge an Gesamt-RNA wurde abschlieiend mit-
tels Messung der Absorption bei 260 nm am Gene Quant Il
(RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
photometrisch gemessen.

Unter Einbeziehung der Formel (Formel 1)

1Az60 = 40 pug/ml RNA
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konnte die Konzentration durch die Formel 2:

OD 260 x Verdunnung in der Kuvette x 40 = ng RNA/ul

errechnet werden. Die Nukleinsaurekonzentration errechnet sich
somit aus der Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm,
der Verdunnung und einem fur DNA/RNA bzw. Oligonukleotide spe-
zifischen Multiplikationsfaktor.

Aus der Tatsache, dass Nukleinsauren zwei Absorptionsmaxima bei
260 nm und 280 nm in einem Verhaltnis von 2:1 besitzen, und Ami-
nosauren ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm aufweisen, kann man
aus dem Verhaltnis der OD2gp nm und der ODg2g0 nm €ine Aussage
uber eine mogliche Proteinkontamination in der RNA-L6sung ma-
chen. Bei Verunreinigungen der RNA mit Proteinen ergibt sich eine
Ratio der OD 260 nm/ OD2go nm < 2.

Der in unseren Messungen ermittelte Wert von 21,9 ergibt fur unse-
re Zwecke einen guten Reinheitsgrad der Gesamt-RNA. Nach er-
folgter Berechnung der Gesamtmenge an isolierter RNA wurden 1-3

ug RNA in die cDNA-Synthese eingesetzt.

3.2.7 cDNA-Synthese gemaR dem Protokoll des first-strand
cDNA Synthesis Kit

Die Umschreibung der mRNA in komplementare DNA (cDNA) erfolgt
uber die Bindung der mRNA an Oligo-dT4g-Primer. Die Oligo-dTg-
Primer lagern sich an die Poly(A)-Sequenz der mRNA an und
schreiben diese mittels Reverse-Transkriptase in 5°—3" Richtung in
cDNA um. Die Reverse Transkriptase, das Schllisselenzym dieser
enzymatisch katalysierten Reaktion, ist in unserem Fall eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase aus dem Moloney murine leukemia vi-
rus (MMLV-RT). Diese MMLV-RT hat ihr Optimum bei 37°C. Die
Umschreibung erfolgt fiir 1 Stunde bei 37°C.
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Bevor die mRNA mit den Reagenzien des first-strand cDNA Synthe-
sis Kit zusammengebracht werden, wird das Reaktionsvolumen mit
RNase freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 8 ul aufgefllt.
Um restliche DNAsen zu zerstoren und die Sekundarstrukturen der
RNA aufzuschmelzen, wird der Ansatz dann fiir 10 Minuten auf 65°C
erhitzt. Dabei wurden 3 pg RNA-L6sung mit Nuklease-freiem Was-
ser auf ein Endvolumen von 8 ul gebracht und 10 min bei 65 °C er-
hitzt. Der fur die Synthese von cDNA bendtigte Mastermix setzte

sich wie folgt zusammen:

- 5 pul BULK reaction mixes [MMLV-RT, Rnase/DNAse-free BSA,
dATP, dCTP, dGTP, and dTTP in aqueous buffer]

-1 ul 200 MM DTT

- 1 ul Not I-Oligo-dT1g-Primer (1:25 verdunnt)

Nach erfolgreicher Denaturierung der RNA wurden je 7 ul des
Mastermixes zu der RNA-LOsung gegeben. In der Inkubationszeit
von 60 Minuten bei 37°C, dem Arbeitsoptimum der MMLV-Reverse
Transkriptase erfolgt die Reverse Transkription. Die so gewonnene
cDNA steht dann als Template fur die RT-PCR zur Verflugung.

3.2.8 Aufreinigung der cDNA mit dem High Pure PCR Product
Purification Kit

Die Reinigung der gewonnenen cDNA von Primern, restlichen
Nukleotiden und Proteinen geschieht mittels Glasmilch. Das Prinzip
beruht darauf, dass Glasmilch, bzw. Silica-Material in der Anwesen-
heit hoher Konzentrationen des chaotropen Salzes Guandinisothio-
cyanat DNA binden kann. Nach einem Waschschritt mit einem Salz-
Ethanol-Puffer, kann durch Lésungen mit geringen Salzkonzentrati-

onen die gereinigte cDNA wieder eluiert werden.
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3.2.9 Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR erfolgt eine Quantifizierung der revers transk-
ribierten mRNA als Genexpressionsergebnis eines Stimulationsver-
suches. Die modernste Methode der Quantifizierung von Nuclein-
sauren ist die ,Real-Time PCR". Eine mogliche Applikation fur diese
Methode ist der LightCycler (Fa. Roche, Mannheim, Deutschland).

Lufteinstrémung

Erwarmung und Kihlung
der Lufi fir einen
schnellen Temperaiurwechsel

Versiegelte 20 uL Probenkapillare
mit einem optimalen Verhaltnis
von Oberfidche zu Volumen

Heizspirale
Probenkarussel fir 32 Proben

U

Schrittmotor Thermal- == \3

Mikrovalumen-Fluorimeter
mit Optik in Rodenstock-Qualitat

zur Positionierung kammer ke s, Schrittmotor
der Probe Gber der Optik F B : | zur Positionierung
Geblése ¥ il des Fluorimeters
Fiter— %, S, B &5
T T T

]

Wartungsfreie ]
LED-Lichtquelle

Photohybride

Abb. 3.1: Schematische Ansicht des LightCyclers.
Modifizierte Darstellung der Fa. Roche (erganzt aus dem LC-Handbuch)

Der Lightcycler der Firma Roche Diagnostics besteht aus einer oberen und unte-
ren Einheit. Die obere Einheit enthalt die Heizspirale. Die untere Einhalt enthalt
die Thermalkammer, das Fluorimeter, Antriebseinheiten, elektronische Platinen
und die Stromversorgung. Die verschiedenen Komponenten sind auf einer 10mm
starken, gegossenen Grundplatte aus Aluminium befestigt. Dies garantiert Stabi-

litat, insbesondere fir die Thermalkammer und das Fluorimeter.



3. Materialien und Methoden

40

Der LightCycler der Fa. Roche, Mannheim, ermdéglicht die Durchfiih-
rung einer kompletten PCR in weniger als 30 Minuten. Den Verlauf
der PCR kann man Uber einen angeschlossenen PC direkt als quan-
titative ,Echtzeit®* PCR (online PCR) verfolgen. Die Temperierung
des Gerates erfolgt durch einen Luftstrom. Der Aufheizprozess er-
folgt durch Zufuhr von Luft, die mittels einer Heizwendel aufgeheizt
wird; der Abkuhlprozess erfolgt durch Zufuhr von Umgebungsluft mit
Raumtemperatur. Bedingt durch die geringe Masse von Luft kdnnen
sehr schnelle Temperaturwechsel innerhalb der rotationssymmetri-
schen Reaktionskammer erreicht werden. Durch den Einsatz von
speziellen Glaskapillaren als Reaktionsgefalle wird ein besonders
effizienter Temperaturtransfer ermdglicht, da diese Kapillaren ein
besonders gunstiges Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis besitzen.
Dadurch konnen extrem kurze Zyklus-Zeiten erreicht werden. Die
Glaskapillaren ermoglichen aber nicht nur den schnellen Tempera-
turtransfer, sondern dienen gleichzeitig als optisches Element. Ahn-
lich einer Glasfiberoptik wird die resultierende Fluoreszenz reflek-
tiert und konzentriert an die Spitze der Kapillare geleitet. Durch das
emittierte Licht der LED (Licht-emittierende Diode) des Fluorimeters
mit einer Wellenlange von 470 nm, welches Uber eine Linse auf die
Spitze der Kapillare fokussiert wird, wird ein entsprechender Fluo-
reszenz-Farbstoff in der Kapillare angeregt. Die von der Probe aus-
gesandte Fluoreszenz wird dann von derselben Linse wieder ge-
sammelt, Uber dichrotische Filter geleitet und an Photohybriddetek-
toren weitergeleitet. Die optische Einheit enthalt drei Filtersysteme
fur 530, 640 und 710 nm, so dass eine Detektion von drei verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen moglich ist. Die Fluoreszenz kann
entweder einmal pro Zyklus zu unterschiedlichen Zeitpunkten oder
in Form eines kontinuierlichen Messvorgangs, z.b. zum Aufnehmen

einer Schmelzkurve gemessen werden.
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Als Quantifizierungs-Messprinzip von hNIS und GAPDH wahlten wir
Primer und Hybridisierungssonden aus der Vorarbeit der Arbeits-

gruppe Seissler/Wagner.

Primer u. Sonden Sequenz

GAPDH 1 for 5’- ttg gta tcg tgg aag gac tca

GAPDH 1 rev 5’- tgt cat cat att tgg cag gtt t

GAPDH FL 5’- tgt ccc cac tgc caa cgt gtc ag -3’-Fluor
GAPDH LC 5’- LC Red640-ggt gga cct gac ctg ccg tct aga
hNIS F 5’- gcc tca cca gca cct acg ag

hNIS R 5’- cag aat gta tag cgg ctc ctc g

HNIS FL 5’- cac tta gca tca cca cga cct gga ac -3'-Fluor
HNIS LC 5’- LC Red640- cat cag ttc aga cca cag cct tca tg

Tab. 3.1: Oligonukleotidsequenz der Primer und Sonden fiir hNIS bzw. GAPDH.

Das resultierende PCR-Produkt ist ca. 200 bis 300 bp lang und liegt
innerhalb des klonierten Bereichs. Die ausgesuchten Primer hatten
eine Lange von 20 bis 25 Nukleotiden und einen GC-Gehalt (Gua-
nin-Cytosin-Gehalt) zwischen 50 und 60%.

Die Verwendung von markierten Sonden (Hybridisierungsproben)
ermoglicht die spezifische Detektion von PCR-Produkten. Die Lage
der Hybridisierungsproben wurde so gewahlt, dass sie innerhalb des
durch die Primer begrenzten Fragmentes liegen und somit zu einer
Erhdhung der Spezifitat fur das PCR-Produkt flihren.
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3. Kettenverlangerung 4. Ende vom Zyklus

Abb. 3.2: Schematischer Ablauf einer PCR mit Hybridisierungsproben.

Bei den Hybridisierungsproben handelt es sich um zwei sequenz-
spezifische, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Oligonukleotide.
Diese binden sich zwischen den beiden Primern an die Ziel-DNA.
Wahrend die erste Sonde, markiert mit dem Donorfarbstoff Fluores-
zein, sich an das 3’-Ende bindet, tragt die zweite Sonde an dem
5’Ende den Akzeptorfarbstoff LightCycler-Red (LC-Red 640). Auf-
grund der Kopf-an-Schwanz-Anordnung der Sonden befinden sich
beide in der Primerannealingphase in raumlicher Nahe zueinander.
Der Abstand zwischen den beiden Sonden sollte maximal ca. 5
Nukleotide betragen. Binden sich beiden Sonden an die Ziel-DNA
und regt man gleichzeitig den Donorfarbstoff Fluorescein der ersten
Sonde an, emittiert dieses keine Fluoreszenz, sondern Ubertragt die
Energie aufgrund der raumlichen Nahe auf die benachbarte zweite
Sonde. Dieser Energietransfer von Donorsonde auf die Akzeptor-
sonde basiert auf dem sogenannten Fluoreszenzresonanzenergie-
transfer-Prinzip (kurz: ,FRET"). Die Akzeptorsonde emittiert nun ro-

te Fluoreszenz, deren Intensitat in Summe direkt proportional der

(HHT L
THTHTHTTL]
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Menge an Amplifikat ist (De Silva et al., 1998; Caplin et al., 1999).
Die Detektion dieser bestimmten Wellenlange erfolgt durch eine op-

tische Einheit am LightCycler-Gerat.

Donor Acceptor

Excitation Excitation

Emission

K ) T |

Abb. 3.3: Zeitlicher Ablauf einer PCR mit Hybridisierungsproben.

Donor: Spender

Acceptor: Empfanger
Excitation: Anregungszustand
Emission: Emissionszustand

Neben den gewahlten spezifischen Primer und Hybridisierungsson-
den bendtigen wir zur Quantifizierung des Expressionsverhaltens
mit dem humanen Symporter einen externen Standard.

Das Prinzip beruht darauf, dass das Zielgen Uber einen bekannten
Orientierungspunkt bzw. externen Standard, dessen Kopienzahl be-
kannt ist, bezogen und somit quantifiziert werden kann. In unserem
Fall haben wir als externen Standard das Haushaltsgen (,house-
keeping“-gen) Glycerinaldehyd-3-phosphat-hehydrogenase
(GAPDH) gewahlt. Von diesem nimmt man an, dass es in den un-
tersuchten Ansatzen in einer konstanten Menge exprimiert wird
(Bustin et. al., 2000). Die Menge an spezifischem Produkt, in unse-
rem Fall des Natrium-Jodid-Symporters (NIS) wird dann auf die
konstante Menge des Haushaltsgen bezogen. Als Standard fungier-
ten sowohl fur das Target-Gen hNIS als auch fur das ,house-

keeping“-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-hehydrogenase
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(GAPDH) die klonierten PCR-Fragmente aus der Arbeitsgruppe
Seissler/Wagner (Wagner et al., 2002).

Die PCR-Fragmente sind aus isolierter RNA der Schilddrusenkarzi-
nomlinie FTC133 Uber eine Reverse Transkription in eine komple-
mentare DNA (cDNA) und Einbau in einen Klonierungsvektor mit
Hilfe der Gen-Datenbank (unter Anwendung des Winstar Quickprime
Programm) Oligonukleotidprimer Gber eine Polymerasekettenreakti-
on amplifiziert worden. Damit sowohl eine optimale Effizienz in der
PCR erreicht wird, als auch einen Vergleich der zu messenden
cDNA-Proben zu ermdglichen, wurden die Plasmidstandards lineari-
siert und der DNA-Gehalt spektrophotometrisch bestimmt. Die vor-

liegende Kopienzahl wurde Uber folgende Formel berechnet:

Kopienzahl/ul = Konzentration (g/ul) / PlasmidgroRe (nt)*660 g/mol

Die Konzentration des entsprechenden Standard wurde auf 10'°
Kopien/2 ul eingestellt, zu je 10 ul in silanisierten Einmal-
Reaktionsgefallen aliquotiert und bei -80°C gelagert. Bei Bedarf
wurde eine serielle Verdunnung in Zehnerschritten hergestellt und 2

ul der jeweiligen Verdunnungsstufen in die PCR eingesetzt.

Fur einen Real-Time-PCR-Ansatz auf GAPDH bendétigte man fol-

gendes Reaktionsgemisch:

Matrizen-DNA (cDNA-GAPDH-Standard) 2,0 pl
FastStart DNA Master Hybridization Probe 2,0 ul
MgCl; (25 mM) 1,6 ul
Primer sense (5 uM) 1,0 pl
Primer antisense (5 uM) 1,0 ul
GAPDH-Sonde FL (2 uM) 2,0 ul
GAPDH-Sonde LC (2 uM) 2.0 ul

PCR-H30 ad 20 pl
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Im Fall von hNIS wurde folgendes Reaktionsgemisch vorgelegt:

Matrizen-DNA (cDNA-hNIS-Standard) 2,0 pl
FastStart DNA Master Hybridization Probe 2,0 ul
MgCl, (25 mM) 2,0 pl
Primer sense (5 uM) 1,0 ul
Primer antisense (5 uM) 1,0 pl
NIS-Sonde FL (2 uM) 2,0 ul
NIS-Sonde LC (2 uM) 2.0 ul
PCR-H20 ad 20 pl

Die eingesetzten Primerpaar-Kombinationen und Primerkonzentrati-
onen mit der dazugehdrigen Annealingtemperatur, die Magnesium-
chlorid-Konzentration fir die eingesetzten DNA-Polymerasen der
jeweiligen GAPDH- bzw. hNIS-Reaktionsgemische, sowie die Ermitt-
lung der Inter- und Intra-Assayvariationskoeffizienten zur Real-Time
PCR auf hNIS wurden in den Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe
Seissler/Wagner optimiert und etabliert (Wagner et al., 2002).

Alle Lésungen werden in speziellen Zentrifugenadaptern gekuhlten
Glaskapillaren pipettiert, fur 15 Sekunden bei 2.900 rpm zentrifu-
giert und in das Caroussel des LightCyclers gegeben und das PCR-
Programm gestartet. Auf den Abbildungen 3.4 und 3.5 sind die op-
timierten Real-Time-PCR Profile fur die GAPDH- bzw. hNIS-Laufe
aus der LightCycler Software abgebildet.
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Abb. 3.4: Optimiertes Real-Time-PCR Profil fiir GAPDH (LC-Software).
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Abb. 3.5: Optimiertes Real-Time-PCR Profil fiir hNIS (LC-Software).
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3.3 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Messergebnisse wurde mit Hilfe
von Origin (MicroCal/OriginLab) und Excel (Microsoft) durchgefuhrt.
Der ungepaarten Student’ t-test wurde angewandt, dabei galten p-

Werte, die kleiner als 0,05 waren, als statistisch signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung, PCR-Effizienz und PCR-Fehler

Wie im Material und Methodenteil beschrieben, erfolgte direkt nach
der operativen Entnahme von menschlichen euthyreoten Strumae
colloides nodosa die Isolation von Thyreozyten. Nach entsprechen-
der Kultivierung und Inkubation innerhalb von ca. 2 Wochen, wurden
die Thyreozyten auf eine definierte Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro
Well ausgesat, und nach einer Adaptionszeit von ca. 24 Std. 10
mU/ml bTSH zugesetzt. Nach 24-stindiger Vorinkubation mit bTSH
wurde nach einem Wechsel des Kulturmediums die Stimulation der
Zellen mit Forskolin als Positivkontrolle (10 umol), IL-1a, und IL-2
(1000, 100 und 10 U/ml) durchgefluhrt. Nach weiteren 48 Stunden
Inkubation erfolgte die RNA Isolierung, wie unter Punkt 3.2.5 be-
schrieben. Die isolierte RNA wurde aufgereinigt, in die cDNA umge-
schrieben und abschliellend als Template in den Real-Time-PCR-
Lauf eingesetzt. Im Gegensatz zur herkdmmlichen semiquantitativen
PCR hat die Real-Time-PCR den Vorteil, innerhalb der log-lineraren
Phase des PCR-Laufes eine visuelle Bestimmung der PCR-
Produkte zu ermdglichen. Durch den Vergleich der PCR-Profile der
einzelnen cDNA-Proben mit denen der Verdlinnungsreihe des ho-
mologen, externen Standards kann die Anzahl der vorliegenden
cDNA-Kopien mit einer Genauigkeit und Schnelligkeit bestimmt
werden, wie sie innerhalb der herkdbmmlichen PCR nicht erreicht

werden kann.

Zur Berechnung der GAPDH-Kopienzahl wurden 40 ng cDNA in die
Real-Time-PCR gegeben. Zur Bestimmung der hNIS-Amplifikation
wurden 200-250 ng cDNA bendtigt. Parallel zu jedem PCR-Lauf
wurde eine Wasserkontrolle (,ntc“) und eine Verdinnungsreihe des
jeweiligen, homologen Standards mitbestimmt. Im Fall von hNIS um-
fasste die Standardkurve 10° bis 102 Kopien, von GAPDH von 10’
bis 10° Kopien.
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Abb. 4.1: Real-Time-PCR Lauf; Dargestellung mittels der LightCycler-Software.

Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zykluszahl wahrend ei-
ner Real-Time-PCR. Die GAPDH-Standardkurven umfassen 10’ bis 10° Kopien,
in dessen Bereich spater die Stimulationskurven erwartet werden.

ntc ist die mitgeflihrte Wasserkontrolle.
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Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der LightCycler Software LCDA
(Version 3.1.102) mit dem Analysemodul der ,Fit Points“-Methode.
Aus der Eichgerade kann die Konzentrationen der vorliegenden
Proben bestimmt werden. Die resultierenden Kopienzahlen fur hNIS
wurden auf GAPDH normalisiert, in dem sie mit einem Korrekturfak-
tor verrechnet wurden, so dass als Ergebnis die hNIS-Kopienzahl
pro 1 Mio. GAPDH-Kopien angegeben wurde.

Alle durchgefihrten Real-Time-PCR-Laufe sind wie in der Abbildung
4.2 und 4.1 als ,Echtzeit® PCR (online PCR) mit Hilfe der LightCyc-
ler Software wahrend des Laufes zu beobachten.
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Abb. 4.2: Real-Time-PCR Lauf; dargestellt mittels der LightCycler-Software.
(Legende s. Abb. 4.3)

Oberes Fenster: Dargestellt ist der PCR-Lauf mit der Temperaturveranderung
uber die Zeit.

Unteres Fenster: Dargestellt ist der Anstieg der Fluoreszenz (F2 /F1) Uber die
Zykluszahl. Diese kann als ,Echtzeit* PCR (online PCR) verfolgt werden.
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Exemplarisch fur alle durchgefihrten Real-Time-PCR-Laufe ist in
der Abb. 4.3 die Auswertung der Real-Time-PCR uber die ,Fit
Points“-Mehode dargestellt. Diese Methode kommt vor allem dann
zum tragen, wenn die Quantifizierung in einem Kopienbereich von

weniger als 1000 Kopien erfolgt.
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Abb. 4.3: ,,Analysis Mode“ Auswertung iiber die ,Fit Points“-Methode.

Oberes Fenster:
Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zykluszahl wahrend

einer Real-Time-PCR mit der Darstellung der ,Noise Band*.

Unteres Fenster:
Standardkurve dargestellt als Logarithmus der Kopienzahl lber die Zykluszahl.

Angabe der Steigung; Schnittpunkt mit der Y-Achse und des PCR-Fehlers.
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Aus dem ,Analysis Modul“ der LightCycler Software kann aus der
Steigung der Geraden (Y-Achse) im weiteren die PCR-Effizienz be-
rechnet werden. Hierbei wird der Schnittpunkt der log-linearen Pha-
se mit der ,Noise Band“ festgelegt. Dieser Schnittpunkt wird als C+-
Wert angegeben und bezeichnet den Punkt, an dem ein PCR-Signal
klar vom Hintergrund getrennt werden kann. Aus der Steigung der
linearen Regression Uber die Auftragung der Ct-Werte gegen den
dekadischen Logarithmus der Kopienzahl lasst sich die PCR-

Effizienz nach folgender Formel errechnen:
PCR-Effizienz = Iog1 0 1/Steigung der linearen Regression (Slope)

Die optimale PCR-Effizienz liegt zwischen 1,8 und 2,0. In dem ab-
gebildeten PCR-Lauf liegt sie bei 1,8.

Ein weiterer Parameter, als Mal} fur die Qualitat der Real-Time-
PCR, ist der PCR-Fehler ("error"). Im Falle einer optimalen PCR
sollte er kleiner 0,3 sein. In dem abgebildeten PCR-Lauf betragt er
0,04.
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4.2 Darstellung der Stimulationskurven IL-1a und IL-2

Nachfolgend sind die Stimulationskurven eines ausgewahlten Real-
Time-PCR Laufes dargestellt. Zur Quantifizierung der Symporte-
rexpression fuhrten wir eine Normalisierung der hNIS-PCR Resulta-
te auf das "house keeping"-Gen GAPDH durch.

Aus insgesamt 14 Laufen wurden die Kopienzahlen ermittelt und un-
ter Beziehung auf eine Million GAPDH-Kopien die Gesamtmengen
an hNIS errechnet. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet

und gemass dem Abschnitt 4.3 zusammengefasst.
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4.2.1 Stimulationskurven GAPDH und NIS mit IL-1a
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—a+— 107 Kopien
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—a— 100 1ml IL-1a
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Abb. 4.4:

Zyklusanzahl I

Stimulationskurven GAPDH mit IL-1a.

Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zykluszahl
wahrend einer Real-Time-PCR. Die GAPDH-Standardkurve um-

fasst 107 bis 10° Kopien. ntc ist die mitgefiihrte Wasserkontrolle.

Die Stimulationskurven fir den Basalwert, 10 U/ml, 100 U/ml,

1000 U/ml von IL-1a, sowie von der Positivkontrolle Forskolin lie-

gen um den Bereich von 10° GAPDH-Standard-Kopien.
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Abb. 4.5:

10 20 30 410
ZyKlusanzahl .

Stimulationskurven hNIS mit IL-1qa.

Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklus-
zahl. Die hNIS-Standardkurve umfasst 10° bis 102 Kopien.

ntc ist die mitgeflihrte Wasserkontrolle.

Die Stimulationskurven fir den Basalwert, 10 U/ml, 100 U/ml,
1000 U/ml von IL-1a, sowie von der Positivkontrolle Forskolin lie-

gen um den Bereich von 10* hNIS-Standard-Kopien.
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4.2.1 Stimulationskurven GAPDH und NIS mit IL-2
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Zyklusanzahl I
Abb. 4.6: Stimulationskurven GAPDH mit IL-2.

Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklus-
zahl. Die GAPDH-Standardkurve umfasst 10’ bis 10° Kopien.

ntc ist die mitgefiihrte Wasserkontrolle.

Die Stimulationskurven fir den Basalwert, 10 U/ml, 100 U/ml,
1000 U/ml von IL-2, sowie von der Positivkontrolle Forskolin lie-
gen zwischen den Bereich von 10° und 10° GAPDH-Standard-

Kopien.
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Abb. 4.7: Stimulationskurven hNIS mit IL-2.

Dargestellt ist die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklus-
zahl. Die hNIS-Standardkurve umfasst 10° bis 102 Kopien.

ntc ist die mitgeflihrte Wasserkontrolle.

Die Stimulationskurven fiir den Basalwert, 10 U/ml, 100 U/ml,
1000 U/ml von IL-1a, sowie von der Positivkontrolle Forskolin lie-

gen um den Bereich von 10* hNIS-Standard-Kopien.
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4.3 Der EinfluB der Interleukine 1o und 2 auf die hNIS-Expression

Nach Auswertung der Real-Time-PCR-Laufe mit 14 frisch operierten
euthyreoten Strumen, die parallel mit IL-1a und IL-2 stimuliert wur-
den, kann als Ergebnis formuliert werden, dass die hNIS-Expression
nach Zugabe von IL-1a und IL-2 inhibiert wird.

Fur die bessere Erfassung der Inhibitionseffekte wurden die Zellen
fir 24h mit bTSH vorinkubiert. bTSH bindet an seinen spezifischen
TSH-Rezeptor und bewirkt intrazellular die Freisetzung von cAMP,

welches die Energie fir den Symporter bereitstellt.

Die Downregulation wurde nach 48 Stunden Stimulation untersucht;
bei beiden Interleukinen folgt sie einer Konzentrationsabhangigkeit
(s. Abb. 4.8, 4.9, 4.10). Wahrend die Zugabe von 10 U/ml IL-1a die
Expression des hNIS bezogen auf den Basalwert um 60,3 % redu-
ziert, so betragt sie bei 100 U/ml IL-1a 81,4 % und bei 1000 U/ml
90,9 %. Fur IL-2 findet sich nach Zugabe von 10 U/ml eine 64,7 %
Reduktion, bei 100 U/ml eine 75,1 %, und bei 1000 U/ml eine 80,1
% Reduktion.

Die Positivkontrolle in unseren Stimulationsversuchen zur Untersu-
chung der Wirkungsweise der potenten Inhibitoren IL-1a und IL-2 ist
Forskolin. Dieses stimuliert Uber die Adenylatcyclase-cAMP-
Kaskade die Exprimierung des TSH-Rezeptors und fuhrt somit zu
einer erhohten Expression des humanen Symporters. In unseren
Versuchen wahlten wir eine Dosierung von 10 uM. Bei dieser Dosie-
rung hat sich in den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Wagner/Seissler
mit menschlichen Thyreozyten und in der Literatur mit FRTL-5 Zel-
len (Ajjan et al, 1998a) die maximale Stimulation gezeigt. Eine Er-
hohung der Dosierung fuhrt zu einer Sattigung der humanen
Symporter-Expression. In unseren Stimulationsversuchen erreichten
wir eine Hochregulation des hNIS von bis zu 80% gegenuber dem

Basalwert, dies entspricht einem Stimulationsfaktor von 1,8.
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Abb.4.8: Inhibition der hNIS -Expression nach Zugabe von IL-1a.

Angegeben ist die hNIS-Kopienzahl bezogen auf 1 Mio. GAPDH-Kopien (n = 14);
* p< 0,05 vs. Basalwert, ** p< 0,005 vs. Basalwert
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Abb.4.9: Inhibition der hNIS -Expression nach Zugabe von IL-2.

Angegeben ist die hNIS-Kopienzahl bezogen auf 1 Mio. GAPDH-Kopien (n = 14);
* p< 0,05 vs. Basalwert, ** p< 0,005 vs. Basalwert
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Angegeben sind die mRNA-Werte des hNIS in % vom Basalwert (n = 14);
* p< 0,05 vs. Basalwert.
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5 Diskussion

Im Jahr 1996 wurde von Dai et al. das Gen des sogenannten ,Natri-
um-Jodid-Symporters® (NIS) kloniert. NIS ist als integrales Memb-
ranprotein mit 13 Transmembrandomanen in der basolateralen
Membran der Schilddrisenfollikelzellen verankert und ermdglicht
den Jodidtransport in die Schilddrise, welches fur die Schilddri-
senhormonsynthese T3 und T4 bereitgestellt werden muf}. Die trei-
bende Kraft fir diesen Transport entgegen seines elektrochemi-
schen Gradienten ins Zellinnere wird durch eine Na'-K*-ATPase
aufrecht erhalten. Bereits vor der Klonierung des NIS-Gens wurde
die Regulation des Jodidstransportes in die Schilddruse intensiv un-
tersucht.

Aufgrund der wichtigen Rolle des Symporters in der Physiologie der
Schilddrise haben viele Autoren die Hypothese aufgestellt, dal} ei-
ne Veranderung der NIS-Expression bzw. Funktion, infolge von Mu-
tationen, Ursache eines breiten Spektrums an Schilddrisenerkran-
kungen sein konnte. Schon vor der Klonierung des hNIS wurden 37
Falle von Hypothyreosen (aus 22 Familien) einem Defekt in der Jo-
didaufnahme zugeschrieben (Matsuda et al., 1997; Wolff et al.,
1983). Nach der Klonierung des humanen NIS konnten 6 unter-
schiedliche Mutationen der Keimbahn identifiziert werden, die zu ei-
ner gestorten Jodidaufnahme fuhrten (Fujiwara H. et al.; 1997; Mat-
suda et al., 1997; Pohlenz et al., 1997; Pohlenz et al., 1998). In
nicht verwandten Familien wurden Substitutionen von einem einzel-
nen Nukleotid (T354P) innerhalb der neunten transmembranen
Domane gefunden (Fujiwara et al., 1997; Fujiwara et al., 1998).
Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dalR eine Mutation an dieser
Stelle zum Funktionsverlust fihren kénnte. Im Falle von homozygot
auftretenen Mutationen, manifestiert sich das klinische Bild der
Hypothyreose besonders ausgepragt (Fujiwara et al., 1997; Pohlenz
et al., 1997; Matsuda et al., 1997). Von den Autoren wurde
beschrieben, dall Patienten bei einer sehr hohen Jodidversorgung
euthyreot werden. Dies kann darauf hindeuten, dass
Kompensationsmechanismen einen Jodidtransport ermoglichen

(Pohlenz et al., 1997); auf zellularer Ebene ist der Mechanismus



5. Diskussion

62

zellularer Ebene ist der Mechanismus dafur bisher unbekannt. Mat-
suda et al. beschrieben 1997 in einer der erkrankten Schilddrusen
eine gesteigerte Expression der NIS mRNA. Daher wurde diskutiert,
daR das mutierte NIS eine Restfunktion hat und eine Uberexpressi-
on des NIS-Proteins zu einer ausreichenden Jodidaufnahme fihren
kann (Matsuda et al., 1997).

Seit der Klonierung des NIS-Gens und der Verfugbarkeit von NIS-
Antikdrpern sind Untersuchungen zur NIS-Expression in verschie-
denen benignen und malignen Schilddrisengeweben maoglich. Nor-
males Schiddrusengewebe zeigt eine heterogene NIS-Expression
an der basolateralen Membran einzelner Schilddrisenfollikelzellen.
Schilddrisengewebe von Patienten mit Morbus Basedow zeigt eine
um den Faktor 3 bis 4 gesteigerte basolaterale NIS Expression in
nahezu allen Schilddrisenfollikeln entsprechend der klinischen Be-
obachtung einer diffus erhdhten Radiojodaufnahme bei florider Ba-
sedow-Hyperthyreose (Saito et al., 1997a; Joba et al., 1999). Die
Hashimoto-Thyreoiditis (HT) zeigt ein  niedrigeres  NIS-
Expressionsniveau mit ahnlicher Verteilung wie in der normalen
Schilddriuse, wobei NIS-exprimierende Zellen aufffallend haufig in
der Nahe von lymphozytare Infiltraten lokalisiert sind (Caillou et al.,
1998). NIS ist auch als mogliches Antigen bei Autoimmunerkran-
kungen der Schilddruse (autoimmune thyroid disease; AITD); vor al-
lem bei der Hashimoto-Thyreoditis und beim Morbus Basedow un-
tersucht worden. AITD sind durch Antikérper gegen Thyreoglobulin
(TG), Schilddrisenperoxidase (TPO) und den TSH-Rezeptor
(TSHR) charakterisiert. In Knotenstrumen ist die NIS-Expression
ebenfalls heterogen, aber hdher als im normalen Schilddrisenge-
webe (Lazar et al., 1999).

In autonomen Adenomen der Schilddrise mit erhéhtem Technetium-
Uptake ist die NIS-Expression lokal vermehrt, wahrend kalte Schild-
driasenknoten mit vermindertem Technetium-Uptake den NIS kaum
exprimieren (Spitzweg et al., 1998). Mittels RT-PCR wurden von Ar-
turi und Mitarbeitern (1998) gutartige Schilddrisenknoten auf die
Expression der NIS mRNA untersucht. Alle autonomen Adenome

und 10 von 11 kalten Knoten exprimierten das NIS-Gen. Eine Quan-
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tifizierung wurde in dieser Studie nicht durchgefuhrt. Hingegen
quantifizierten Deleu und Mitarbeiter die NIS mRNA in autonomen
Adenomen im Vergleich zum paranodularen Gewebe. Die Expressi-
on ist in Thyreozyten aus autonomen Adenomen 5,6 mal starker als
in Thyreozyten aus dem umliegenden Gewebe (Deleu et al., 2000).
Untersuchungen an heilen und kalten Schilddrusenknoten zeigten
eine verminderte wachstumshemmende Wirkung von appliziertem
Jod auf kalte Schilddrisenknoten, die nur eine geringe NIS-
Expression aufwiesen. Die wachstumhemmende Wirkung von Jod
auf Schilddrisenknoten durfte demnach zumindest teilweise vom
NIS-Expressionsniveau abhangen (Derwahl et al., 1998).

Ein Vergleich der Expression der NIS-mRNA zwischen benignen
,kalten“ Knoten und normalem Schilddrisengewebe wurde von der
Gruppe von Filetti (1999) durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dal} die
Expression der NIS-mRNA in den ,kalten® Knoten 2 bis 700 mal
niedriger als in normalen Schilddrisengewebe war.

Eine ahnlich aufgebaute Studie (Neumann et al., 2000) fand die Ex-
pression der NIS mRNA in ,kalten® Knoten 20 mal niedriger als im
umliegenden Gewebe. Auf Proteinebene wurde die Expression des
NIS von einer franzdsischen Arbeitsgruppe mittels Immunohisto-
chemie untersucht (Caillou et al., 1998). Wahrend in Schnitten aus
normal speichernder Struma nodosa mehr Zellen sich positiv dar-
stellten, waren die Zellen aus ,kalten“ Knoten entweder negativ oder

nur geringflgig positiv fir das NIS-Protein.

Aufgrund der Tatsache, dal} ein funktionsfahiges NIS die Grundvor-
aussetzung fur eine effiziente Behandlung von Schilddriusenkarzi-
nomen und ihren Metastasen mittels Radiojod darstellt, wurden
auch Schilddrisenkarzinome auf die Expression von NIS unter-
sucht. Northern Blot und RT-PCR Untersuchungen haben gezeigt,
dass in entdifferenzierten Schilddriusenkarzinomen im Vergleich zu
normalem Schilddrisengewebe die Expression von NIS deutlich re-
duziert ist. Die verminderte NIS Expression wird als Grund fur die
verminderte Radiojodaufnahme in entdifferenzierten Schilddriusen-

karzinomen angesehen (Arturi et al., 1998; Saito et al., 1998). An-
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dererseits beschrieben Saito und Mitarbeiter (1998) bei japanischen
papillaren Schilddrisenkarzinomen eine vermehrte NIS-mRNA und

—Proteinexpression im Vergleich zu normalem Schilddrisengewebe.

Der Natrium-Jodid-Symporter bildet die Grundlage einiger diagnos-
tisch relevanter Schilddrusentests (Radiojodaufnahme- und Perchlo-
rat-Test) sowie der Schilddrusenszintigraphie. Aufgrund seiner Ei-
genschaft, Jod aus dem Blut in die Schilddrise zu transportieren, ist
der Symporter Grundlage fur die hochwirksame und routinemafRig
zum Einsatz kommende Radiojodtherapie bei benignen und malig-
nen Schilddrisenerkrankungen. Der therapeutische Nutzen der Ra-
diojodtherapie von Schilddrisenkarzinomen und ihren Metastasen
ist dabei entscheidend von der Jodaufnahme und damit von dem
charakteristischem Expressionsmuster eines funktionsfahigen Sym-
porters abhangig. In verschiedenen Tumorzellmodellen wurde das
NIS-Gen fur Gentherapieexperimente benutzt (Shimura et al., 1997,
Mandell et al., 1999). Das NIS-Gen der Ratte wurde in Krebszellen
aus Melanomen, Ovarialkarzinomen und Kolonkarzinomen transfi-
ziert, die dann mit '??| behandelt wurden: in vitro wurde eine signifi-
kante selektive Reduktion der Tumormasse erreicht (Mandell et al.,
1999). Diese Experimente zeigten, dass das NIS-Protein neben der
Schilddriuse auch in anderen Organen exprimiert wird. Die hoch
spezialisierte Jodidpumpe tritt auler in der Schilddrise auch in
Speicheldrusen, in der Magenmukosa, im Kolon und in den Ovarien
auf. In diesen Organen findet eine geringfligige Jodidaufnahme
statt, aber keine Organifizierung von Jodid (Spitzweg et al., 1998).
Klonierung und Charakterisierung des NIS-Gens er6ffnen daher die
Moglichkeit, Gber den experimentellen Einbau des Transportproteins
thyreoidale und auch nicht thyreoidale Tumoren mittels Radiojodthe-
rapie zu behandeln. Durch gezielten NIS-Gentransfer kann in Tu-
morzellen eine Radiojodakkumulation induziert und mit der dadurch
moglichen Radiojodtherapie eine sichere und im Rahmen von
Schilddriusenerkrankungen heute routinemafig eingesetzte Behand-
lungsmoglichkeit geschaffen werden (Spitzweg et al., 1998, 1999d,
2001a, 2001c).
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Um mit dem Natrium-Jodid-Symporter eine gentherapeutische Be-
handlung zu ermdglichen, mussen zuvor unter anderem funktionelle
Stimulatoren und Regulatoren der NIS-Expression genauer unter-
sucht werden.

Der grolite Teil der bis dato verfugbaren Daten Uber die Stimulation
und Regulation des NIS stammen jedoch aus Versuchen mit prima-
ren Zellkulturen oder Zelllinien der Ratte, insbesondere aus FRTL-5
Zelllinien und Tumorzelllinien.

Das primare Ziel der vorliegenden Arbeit liegt nun darin, die be-
kannten Ergebnisse, insbesondere die Regulation der Genexpressi-
on des Symporters durch Interleukine, dahingehend zu untersuchen,
ob diese auch auf humane Thyreozyten Ubertragen werden kdnnen.
Zum ersten Mal ist es in der vorliegenden Arbeit gelungen, das Ex-
pressionsverhalten des humanen NIS unter Einflu® der Interleukine
1a und 2 aus frisch operativ entferntem euthyreoten Strumagewebe
zu untersuchen. Um das Wachstum der Schilddruse besser zu ver-
stehen, wurden in vitro Modelle entwickelt. Vorteil dieser Modelle
ist, dal® man das Kultursystem soweit simplifizieren kann, dal® ein-
zelne Schritte einer Wachstumsregulation erkennbar sind; ein Nach-
teil ist, da® man die gewonnene Erkenntnis nicht ohne weiteres auf
die in vivo Situation Ubertragen kann.

Das Wachstum der Thyreozyten unterscheidet sich in der Zellkultur
vom Thyreozytenwachstum im physiologischen System. Es mul} be-
racksichtigt werden, dald Thyreozyten in einer gesunden Schilddri-
se die Fahigkeit aufweisen, sich 5 bis 15 mal zu teilen, wahrend
dies Thyreozyten in Zellkultur nur 3 bis 5 mal tun (Coclet et al.,
1989). Um das Problem der kurzen Lebensdauer und der ar-
beitsaufwendigen Gewinnung der Thyreozyten zu umgehen, wurde
die FRTL-5-Zelllinie entwickelt (Ambesi-Impiombato et al., 1980),
die als Modell differenzierter Schilddrisenzellen dient. Es handelt
sich hierbei um eine Zelllinie, die aus einer Rattenschilddruse her-
vorgegangen ist und viele Funktionen differenzierter Schilddriusen-
zellen, wie Thyreoglobulinsynthese und die Fahigkeit zur Jodidauf-
nahme Dbesitzt. FRTL-5-Zellen exprimieren zelleigene TSH-

Rezeptoren und die Proliferation dieser Zellen ist TSH-abhangig.
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Die in vitro Perfusion und das ,Slide“-System sind den in vivo Be-
dingungen am ahnlichsten, obwohl auch hier die neurologischen
und parakrinen Regulationen nicht intakt sind. Die kurze Lebens-
dauer der Zellen macht diese differenzierten Systeme flir langere
Experimente unbrauchbar (Ubersicht bei Dumont et al., 1992). Eine
andere wichtige Methode besteht in der Isolierung von Follikeln.
Wenn die follikulare Struktur wahrend der Kultur erhalten bleibt,
wird der physiologische interzellulare Kontakt aufrechterhalten. Ein
Teil der Basalmembran umgibt die Follikel und die Polaritat der Zel-
len wird bewahrt. Diese Zellen konnen ohne Serum gehalten werden
und zeigen ohne Stimulus kein Wachstum. Eine dreidimensionale
Follikelstruktur kann sich unter bestimmten Kulkturbedingungen neu
bilden, z.B. bei Kultur in Kollagen-Matrix (Bidey und Tomlinson,
1988). Eine andere Methode um die Polaritat der Zellen aufrechtzu-
erhalten ist die Zweiabteil-Kulturkammer, wo die apikalen und basa-
len Oberflachen der Zellen unterschiedlichen Medien ausgesetzt
werden kdnnen (Mauchamp et al., 1987).

Thyreozyten konnen als primare Zellkulturen im Monolayer wach-
sen. Um eine solche Kultur anzulegen, werden sie mit Kollagenase
und Dispase vom Gewebe als Follikel oder Halbfollikel geldst, haf-
ten an der Kulturschalen und wachsen aus der Follikelstruktur als
Monolayer, wenn das Kulturmedium fotales Kalberserum enthalt.
Ohne Serum sind diese Zellen nicht lebensfahig (Roger et al.,
1984).

Das Wachstum der Thyreozyten kann mittels TSH stimuliert werden.
TSH gilt als der wichtigste physiologische Regulator der Schilddrise
(Dumont et al., 1971). Eine Stimulierung mit TSH fahrt in Schilddru-
senfollikeln der meisten untersuchten Spezies, auch der des Men-
schen, zu einer verstarkten DNA-Synthese und Proliferation (Ambe-
si-Imbiombato et al., 1980; Roger et al., 1988). Wahrend in nahezu
allen Kultursystemen, die Monolayer-Kulturen von isolierten Thyreo-
zyten als in vitro-Modell verwenden, TSH die Proliferationsrate der
Thyreozyten steigert, ist dies in Systemen, die Follikelsegmente o-
der intakte Follikel verwenden, nicht der Fall (Gaertner et al., 1992).

Bei der Stimulierung von normalen Schilddriasenzellen mit TSH wird
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auch die Differenzierung der Zellen aufrechterhalten und die Ex-
pression von schilddrisenspezifischen Genen wie Schilddrisen-
Peroxidase und Thyreoglobulin gesteigert; aulerdem verstarkt die
Stimulierung mit TSH die Jodidaufnahme (Ambesi-Impiombato et
al., 1980; Chazenbalk et al., 1987; Raspe et al., 1995). Die Daten
uber die Effekte von Jodid auf das Wachstum der Schilddruse sind
noch umstritten. Wahrend die meisten Studien (Ubersicht in Dugril-
lon und Gartner, 1992) eine Verminderung der Zahl lebender und
proliferierender Zellen nach Stimulation mit Jodid demonstrieren,
konnten andere Studien keinen Beweis fur eine Wachstumshem-
mung erbringen (Gerber et al., 1981). Die wachstumsregulierende
Wirkung kann sich jedoch nur entfalten, wenn Jodid in der Zelle

aufgenommen wird und organifiziert wird (Many et al., 1992).

Um maogliche Inhibitionseffekte besser erfassen zu konnen, wurden
die Thyreozyten mit bTSH fir 24 Stunden vorinkubiert. Das hNIS-
Expressionsverhalten in Abhangigkeit von IL-1a und IL-2 Stimu-
lation ist von uns mittels quantitativer Real-Time PCR auf cDNA-
Ebene erfasst worden. Konventionelle semiquantitative RT-PCR-
Methoden wie die kompetive PCR bzw. Quantifizierungen durch
Kombination mit Blot-Verfahren sind zeitaufwendig, arbeitsintensiv
und erfordern weitere post-PCR-Schritte, welche die Gefahr einer
Kontamination erhéhen (Nitsche et al, 1999). Quantitative Real-
Time PCR ist schneller, reproduzierbarer und genauer als die kon-
ventionelle semiquantitative PCR (Altria et al., 1996; Seissler et al.,
2000, Bustin et al., 2000). Das Arbeiten mit toxischen (z.B. Acryla-
miden, Ethidiumbromid) oder radioaktiven Substanzen ist bei der
quantitativen Real-Time PCR im Vergleich zur herkdbmmlichen Gel-
elektrophorese nicht mehr notwendig. Noch wahrend der Amplifizie-
rung erfolgt der direkte Nachweis der PCR-Produkte. Der Beginn
der exponentiellen Produkt-Zunahme (loglineare Phase der PCR),
der als crossing point bezeichnet wird, ist der anfanglichen PCR-
Zielproduktmenge proportional (Pfaffl et al., 2000; Yin et al., 2001).
Die Real-Time PCR benotigt keine post-PCR-Schritte, wodurch das

Kontaminitatsrisiko deutlich reduziert wird. Die Zyklusdauer ist rela-
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tiv kurz, da die Amplifizierung in speziell angefertigten Glaskapilla-
ren erfolgt, welche schnelle Temperaturanderungen ermaoglichen.
Durch die Minimierung der Denaturierungs- und Amplifizierungszeit
wird die Schnelligkeit, Spezifitat und Effizienz der Reaktion verbes-
sert. Der Nachteil ist jedoch die schwierige Handhabung der leicht
zerbrechlichen Glaskapillaren und der geringe Platz von nur 32
Proben pro Lauf. In dieser Arbeit wurde als Real-Time-PCR-Gerat
der LightCycler der Firma Roche Diagnostics verwendet. Es wurden
die fur dieses Gerat vom Hersteller empfohlenen Fluoreszenz-
Detektionsmethoden mit Fluorophor-markierten Hydridisierungsson-
den (Hybridisierungsproben, kurz HybProbes) verwendet. Diese De-
tektionsmethode hat den Vorteil, dass man gegenuber anderen Me-
thoden (wie z.B. mit dem SYBR Green-System) ein hoheres Mal} an
Spezifitat erreicht, indem man zusatzlich sequenzspezifische Detek-
tionsformate verwendet.

Zur Quantifizierung der Symporterexpression fuhrten wir eine Nor-
malisierung der hNIS-PCR Resultate auf das "house keeping"-Gen
GAPDH durch. GAPDH ist fur die durchgefuhrten Experimente am
besten geeignet, da das Genprodukt konstitutiv exprimiert wird und
kaum durch Regulationsmechanismen beeinflusst wird.

GAPDH als "house keeping"-Gen ist insbesondere flir solche Expe-
rimente geeignet, in denen stimulatorische bzw. inhibitorische Ein-
flisse untersucht werden soll (Gorzelniak et al., 2001). Die ver-
schiedenen frisch operierten Gewebe zeigten eine basale hNIS-
Expression, die sich in einem Kopienbereich von 123-476 Ko-
pien/10° GAPDH-Kopien bewegten. Der unterschiedliche mRNA-
Gehalt ist am ehesten auf lokale Inhomogenitaten des Schilddri-
sengewebes zurickzufihren. Bei einer Vorinkubation mit 10 mU/ml
bTSH fir 24 Stunden wurde fir die geplanten Suppressionsversu-
che die maximale Expressionsrate beobachtet. Die Positivprobe
Forskolin hatte bei unseren Versuchen eine maximale Expressions-
rate bei 10 uM. Diese Daten korrelieren mit den Stimulationsversu-

chen von Kogai et al., 1997 und Ajjan et al., 1998a.
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Das von der Hypophyse gebildete Thyreoidea-stimulierende Hormon
(TSH) ist der wichtigste Modulator, der den Jodidtransport Uber den
Adenylatcyclase-cAMP-Weg stimuliert. Die Behandlung von Ratten-
Schilddrisenzellen mit TSH und cAMP in vitro stimuliert, neben dem
Jodidtransport auch die NIS-Gen- und Proteinexpression (Kogai et
al., 1997). Adenosin scheint Uber den Weg des TSH-Stimulation als
ein Aktivator der NIS-Expression eine Bedeutung zu besitzen (Harii
et al., 1999). Unter Umgehung des Rezeptors und des G-Proteins
aktiviert Forskolin (aus der Wurzel von Coleus Forskohlii) direkt die
katalytische Untereinheit der Adenylatzyklase und steigert damit die
Produktion von cAMP und hNIS. Das Schilddrisengewebe von Pati-
enten mit Morbus Basedow zeigt im Vergleich zu normalen Schild-
drisengewebe etwa eine 3 bis 4-fach erhdhte hNIS-RNA- und Pro-
tein-Expression. Als Ursache der NIS-Expressions-Stimulation wer-
den pathologische TSH-Rezeptor-stimulierende Antikorper, die Uber
den TSH-Rezeptor wiederum die cAMP-Produktion erhéhen, vermu-
tet (Saito et al., 1997). Die gesteigerte NIS-Expression als Vorraus-
setzung fur die erhohte Schilddriusenhormonsynthese stellt somit
einen wichtigen Mechanismus in der Pathogenese der Immunhy-

perthyreose dar.

Prolaktin, ein Peptidhormon aus dem Hypophysenlappen, fordert die
Milchsekretion in den Mammae. Die Forderung der Milchsekretion
manifestiert sich sowohl in der Vermehrung des Mammagewebes
als auch in der erhdhten Milchproduktion. Prolaktin stimuliert NIS,
welches auch im Brustgewebe vorzufinden ist. Dieser wichtige Re-
gulationsmechanismus sorgt fur eine ausreichende Jodidanreiche-
rung in der Muttermilch (Rillema et al., 2000).

Bei Ratten wird die NIS-Proteinexpression in der laktierenden
Brustdrise durch Saugen stimuliert, nach 24h verschwindet dieser
Effekt wieder. Das durch Saugen freigesetzte Peptidhormon Oxyto-
cin aus dem Hypophysenhinterlappen scheint somit ebenfalls das
NIS-Expressionsniveau in der laktierenden Brustdrise zu regulie-
ren. (De la Vieja et al., 1997).
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Neben den erwahnten NIS-Stimulatoren wurden mittlerweise auch
einige Inhibitoren der Expression des Symportes identifiziert.

Der transformierende Wachstumsfaktor-f1 (TGF-B1) ist als potenter
Inhibitor von Wachstum und DNA-Synthese in Schilddrisenzellen
bekannt. Er fungiert als Signalvermittler bei der Entstehung euthy-
reoter Strumen und des ,euthyroid sick syndrome®“. TGF-B1 hat eine
suppressive Wirkung auf die NIS-Expression und Jodidaufnahme in
Schildrisenzellen von Ratten (FRTL-5 Zellen) (Kawaguchi et al.,
1997). Der Signaltransduktionsweg hierfur ist bisher unbekannt. In
einer Vorarbeit von S.Wagner (Wagner et al., 2002) konnte diese
Reduktion der NIS-Expression am humanen NIS bestatigt werden.
Die Inhibition folgt einer Konzentrationsabhangigkeit und bewirkt bei
1 ng/ml auf 1x10° Zellen/2 ml Medium mit einer Reduktion der NIS-
Expressionsrate auf 73% der basalen Rate. Der nach Endotoxinsti-
mulation von Makrophagen gebildeter Tumornekrosefaktor-a. (TNF-
a) aktiviert die Granulozyten zur Phagozytose-Reaktion und Eikosa-
noidbildung. Er wird insbesondere bei autoimmunen Schilddrisen-
erkrankungen freigesetzt. TNF-a besitzt wie TGF-B1 die Fahigkeit
der konzentrationsabhangigen  NIS-Expressions-Reduktion in
Schiddrisenzellen von FRTL-Zellen (Ajjan et al., 1998a; Pekary et
al., 1998). Auch diese Befunde konnten von S. Wagner (Wagner et
al.,, 2002) an humanen Thyreozyten bestatigt werden. Interferon-y
(IFN-y), das von antigenstimulierten T-Lymphozyten und naturliche
Killerzellen gebildet wird, reduziert die NIS-Expression ebenfalls in
FRTL-5 Zellen (Ajjan et al., 1998a). Weitere NIS-
Expressionsinhibitoren an FRTL-5 Zellen sind Interleukin-1p (IL-1pB)
und Interleukin-6 (IL-6) (Spitzweg et al., 2000b). T; und Dexa-
methason inhibieren die NIS-Expression und die Jodaufnahmefa-
higkeit in FRTL-5 Zellen (Spitzweg et al., 2000a). Dieser Effekt
konnte eventuell den Erfolg der Kortikosteroidbehandlung bei der
amiodaroninduzierten Thyreoiditis, dem eine jodinduzierte Schadi-
gung von Schilddrusenfollikeln zugrunde liegt, erklaren. Thyreoglo-
bulin scheint Uber den Mechanismus des negativen Feedback im
Sinne einer Autoregulation die Supprimierung der TSH-induzierte

NIS-Promoter-Aktivitat zu bewirken. Hierzu sind Experimente mit ei-
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ner reduzierten NIS-RNA- und Proteinexpression in vitro, sowie die
Jodaufnahmeaktivitat in vitro und in vivo durchgefuhrt worden
(Spitzweg et al., 2000a). Ceramid und Sphingomyelinase, wichtige
Faktoren in der Pathogenese des ,euthyroid sick syndrome®, der
Thyreoiditis vom Typ de Quervain und der altersassoziierten Hy-
pothyreose reduzieren die NIS-Expression in FRTL-Zellen (Spitzweg
et al., 2000b). Furlanetto et al., 1999 zeigten, dass Ostradiol eine
Proliferation der FRTL-5 Zellen bewirkt, die NIS-RNA-Expression
jedoch inhibiert.

Die Interleukine IFN-y, TNF-a und IL-1 stimulieren die Aktivierung
und anhaltende Expression verschiedener Adhasionsmolekule wie
ICAM-1, ICAM-2, ELAM-1, VCAM-1, LFA-3 und CDu44, die bei der
Rekrutierung bestimmter Makrophagen- und T-Zell-Populationen in
das Schilddrisengewebe von Bedeutung sind (Heufelder et al.,
1997). Patienten mit immunologisch aktivem M.Basedow weisen
haufig erhohte Serumkonzentrationen des zirkulierenden interzellu-
laren Adhasionsmolekul-1 (ICAM-1) auf (Heufelder et al., 1993; Lee
et al., 1997).

Zur IL-1 Familie gehoéren die beiden Agonisten (IL1a und IL-13) und
der IL-1 Rezeptor-Antagonist IL-1-Ra. IL1a und IL-1p sind essentiel-
le Mediatoren von entzundlichen Reaktionen. Dabei reagieren sie
mit anderen Zytokinen synergistisch oder antagonistisch (Bendtzen,
1994). Fast jedes Gewebe und Organsystem steht unter den Ein-
flissen von IL1a und IL-1B. Ein Ungleichgewicht in diesem sensib-
len Zytokinsystem spielt nicht nur eine Rolle bei entzindlichen Er-
krankungen, sondern auch in der Pathogenese von autoimmunen
Schilddrusenerkrankungen. Viele widerspruchliche Ergebnisse sind
zum Einfluss von IL-1 auf das Wachstum von Threozyten publiziert
worden. Dabei ist von wesentlicher Bedeutung, welche Kultivie-
rungsmethoden, Wachstumsbedingungen und Zellarten bei den je-
weiligen Experimenten gewahlt wurden. IL-1 scheint sowohl inhibito-
rische, als auch stimulatorische Effekte auf das Thyreozyten-
Wachstum zu besitzen. Die meisten Autoren demonstrierten eine

vermehrten Einbau von (*H)-Thymidin in Thyreozyten von Patienten
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mit Morbus Basedow (Kawabe et al., 1989; Yamashita et al., 1989)
unter Stimulation mit rekombinanten humanen IL-1a/p (rhlL-1a/pB).
Diese Ergebnisse sind auch bei den FRTL-5 Zellen bestatigt worden
(Mine et al., 1987; Zeki et al., 1991). Eine Inhibition des Wachstums
von Schilddrisen-Karzinomzellen unter dem EinfluR von rekombi-
nantem humanem IL-1 o/p zeigten einen zytotoxischen EinfluR von
IL-1B auf Pankreas p-Zellen, wahrend Thyreozyten nicht zytotoxisch
reagieren (Kimura et al., 1992; Zeki et al., 1993 und Yip et al., 1995,
Bendtzen, 1988). Ohne zytotoxischen Einflisse auf das Wachstum
verandert IL-1a die tight junctions Proteine zwischen den Thyreozy-
ten (Nilsson et al., 1998). IL-1B inhibiert die Funktion von TSH-
stimulierten Thyreozyten in vitro (Rasmussen et al., 1997). IL-1a/$
inhibiert die Genexpression von Thyreoglobulin (TG) (Yamashita et
al.,, 1989), von Schilddrisenperoxidase (TPO) (Ashizawa et al.,
1989), von | 5’ deiodinase (Pekary et al., 1994), und zuletzt auch
den NIS (Ajjan et al., 1998a). Ajjan untersuchte den Einflu} von IL-
1o (TNFa und IFNy) auf die NIS Genexpression von FRTL-5 Zellen
mit Hilfe einer semiquantitativen RT-PCR. IL-1a inhibiert die NIS-
Genexpression von basal und TSH-stimulierten FRTL-5-Zellen. Die
Inhibition erfolgt konzentrationsabhangig und bewirkt bei 1000 U/ml
IL-1a0 eine 65-80 % Downregulation der NIS-Genexpression. Durch
rhiL-1-Ra kdnnen diese Einflisse aufgehoben werden, da rhilL-1-Ra
den IL-1 Rezeptor besetzt, ohne jedoch die Signalkaskade zu akti-
vieren (Rasmussen et al., 1997). Der IL-1 Rezeptor wurde von Ka-
sai et al.,, 1990 in kultivierten Schweine-Thyreozyten, von Svenson
et al., 1991 in menschlichen Sekundarkulturen nachgewiesen.
Prostaglandin E2, welches einen direkten Einflull auf die entzindli-
chen Reaktionen besitzt, wird durch rhlL-1a/p in Thyreozyten ver-
mindert aussgeschuttet (Kawabe et al., 1989; Kasai et al., 1990).
Jedoch kommt es bei exogen zugefuhrten Prostaglandinen oder
durch Indometacin (einem Cyclooxygenase—Hemmer, durch den die
Prostaglandin-Synthese katalysiert wird) zu einer fehlenden Hem-
mung des Signaltransduktionsweges der IL-1-Rezeptor Stimulation
(Kennedy & Jones, 1991). Die intrazellularen second messenger

cAMP und cGMP scheinen im Signaltransduktionsweg des IL-1 Re-
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zeptors eine wichtige Rolle zu spielen (Rasmussen et al., 1997).
Das Stickoxid (NO), ein potenter Stimulator von cGMP, wird durch
IL-1 o/ in menschlichen Thyreozyten stimuliert (Rasmussen et al.,
1994; Kasai et al., 1995). Der Einflu® von IL-2 auf Schilddrisenzel-
len ist bisher noch sehr wenig untersucht worden. Lediglich die Ar-
beitsgruppe um Schumm-Draeger (1992) demonstrierten eine Hy-
pothyreoseentwicklung in  xenotransplantierten  menschlichen
Schilddrusengewebe nach Gabe von IL-2. Da IL-2 durch infiltrieren-
de T-Lymphozyten produziert wird, scheint es aufgrund dessen eine
grof3e Rolle in der Modulation von Autoimmunprozessen, insbeson-
dere der Hashimoto-Thyroiditis und des Morbus Basedow, zu spie-
len.

Die supprimierte NIS-Expression bei der Hashimoto-Thyroiditis ist
am ehesten auf den Einflull von Zytokinen, die stark an der Patho-
genese beteiligt sind, zurickzufuhren (Spitzweg et al., 2000b und
2002). Die erhohte NIS-Expression beim M. Basedow wird durch die
TSH-Rezeptorstimulierenden Antikorper erklart. Die Inhibition der
NIS-Expression beim M. Basedow durch die Zytokine findet ihren
Ausdruck in der fehlenden Korrelation zwischen dem TSH-Rezeptor-
Antikorper Konzentration und den klinischen Symptomen einer Hy-
perthyreose (Spitzweg et al., 1999d und 2000Db).

Das Anliegen dieser Arbeit war es, die IL-1a Dosis-abhangige
Downregulation der NIS-Expression an humanen Thyreozyten zu
uberprifen und den Einfluld von IL-1a bzw. IL-2 an humanen Thyre-
ozyten genauer zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass
durch Zugabe von IL-1a und IL-2 die Expression des humanen NIS
deutlich reduziert wird. Dabei folgt die Inhibition einer Konzentrati-
onsabhangigkeit. Die Downregulation wurde nach einer 48-
stundigen Stimulation untersucht. IL-1a vermag bei einer Dosierung
von 10 U/ml die Expression des hNIS um 60,3 %, bei 100 U/ml um
81,4 % und bei 1000 U/ml um 90,9 % zu reduzieren. Die suppressi-
ve Wirkung von IL-1a auf die NIS-Expression in der Studie von Aj-
jan et al., 1998a an FRTL-5 Zellen kdnnen somit auch auf der Ebe-
ne von humanen Thyreozyten bestatigt werden. Durch die Zugabe
von IL-2 findet sich bei 10 U/ml eine 64,7 %, bei 100 U/ml eine 75,1
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%, und bei 1000 U/ml eine 80,1 % Reduktion der hNIS Expression.
Diese Befunde korrelieren sehr gut mit den Ergebnissen von
Schumm-Draeger et al. (1992), bei denen durch IL-2 eine Hypothy-
reose in xenotransplantierten menschlichen Schilddrisengewebe
hervorgerufen wurde. Die geringere Inhibition von IL-2 gegenuber
IL-1a in hdherer Dosierung kann eventuell mit dadurch erklart wer-
den, dass IL-1a die Expression von Rezeptoren aktiviert, ohne die
das IL-2 weniger effektiv in Aktion treten kann (Plaetinck et al.,
1990; Falk et al., 1989). Die Signaltransduktionswege von IL-a und

IL-2 sind bisher unbekannt.

Somit spielen die Interleukine 1o und 2 nicht nur in der pathophy-
siologischen Regulation der Schilddrise eine Rolle, sondern sind
auch an der physiologischen Regulation der Schilddrisenfunktion
beteiligt. Ausdruck findet dies in der Beeinflussung der NIS-
Expression. Die Fahigkeit der Schilddrusenfollikelzellen selbst IL-1
sowie andere Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone zu bilden
und zu binden ermdéglicht der Schilddrise eine komplizierte Wech-
selwirkung zwischen immunkompetenten Zellen, Thyreozyten, En-
dothelzellen, Fibroblasten und extrazellularen Matrixkomponenten.
Welche genauere Bedeutung die beiden untersuchten Interleukine
mit ihrer Suppression der hNIS-Expression in der Pathogenese von
thyroidalen und extrathyroidalen Erkrankungen besitzen, muss in

weiteren Experimenten geklart werden.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung des Einflusses von Interleukin-1a und Interleukin-2 auf die Expres-
sion des humanen Natrium-Jodid-Symporter (hNIS) in primaren humanen Thyreo-
zytenkulturen mittels der quantitativen Real-Time-PCR

Van-Dung Dan BUI

Zielsetzung:

Die selektive Aufnahme von Jod in die Schilddrise erfolgt Uber den Natrium-Jodid-
Symporter (NIS). Seit der Klonierung des humanen NIS-Gens im Jahre 1996 ist es
maoglich, Expressionsstudien hinsichtlich der Regulation des hNIS durchzufiihren. Die
meisten Daten Uber das Expressionsverhalten des NIS sind jedoch bisher
Uberwiegend in Ratten- und Karzinomzellinien untersucht worden. Das Ziel dieser
Dissertation ist es zu Uberprifen, inwieweit die Ergebnisse der NIS-Expression unter
EinfluR von IL-1a auf primdre humane Thyreozytenkulturen aus operativ entfernten
euthyreoten Struma colloides nodosa Gewebe ohne weiteres Ubertragen werden
kann. Darlber hinaus soll die Frage geklart werden, ob und in welchen Ausmaf IL-2,
dessen Auswirkungen auf den Symporter bis dato noch nicht untersucht worden sind,
einen Einfluss auf die Expression des humanen NIS hat.

Methodik:

Das Expressionsverhalten des hNIS in Abhangigkeit von IL-1a und IL-2 soll auf
cDNA-Ebene mittels der quantitativen Real-Time-PCR Methode untersucht werden.
Zur Quantifizierung der Symporterexpression erfolgt eine Normalisierung der hNIS-
PCR-Resultate auf das Haushaltsgen GAPDH. Als Quantifizierungs-Messprinzip
wahlten wir die Nachweismethode mittels Hybridisierungsproben, die Detektion
basiert auf dem Fluoreszenzresonanzenergietransfer-Prinzip.

Ergebnisse:

Die Expression des hNIS wird nach Zugabe von IL-1a und IL-2 inhibiert. Die
Suppression wurde nach 48 Stunden Stimulation untersucht, bei beiden Interleukinen
folgt sie einer Konzentrationsabhangigkeit. Wahrend die Zugabe von 10 U/ml IL-1a
die Expression des hNIS um 60,3 % reduziert, so betragt sie bei 100 U/ml IL-1a 81,4
% und bei 1000 U/ml 90,9 % vom Basalwert. Im Falle von IL-2 findet sich bei 10 U/ml
eine 64,7 %, bei 100 U/ml eine 75,1 %, und bei 1000 U/ml eine 80,1 % Inhibition.

Schlussfolgerung:

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-1a eine
konzentrationsabhangige Inhibition auf die NIS-Expression an primaren humanen
Thyreozytenkulturen bewirkt. Somit kann der vom Rattensymporter bekannte Einfluf3
jetzt auch auf menschliche Thyreozyten Ubertragen werden. Erstmals kann ein
konzentrationabhangiger Inhibitionseffekt von IL-2 auf NIS, in unserem Fall sogar auf
den humanen Symporter nachgewiesen werden. Die Tatsache, dal bei
Autoimmunerkrankungen eine gesteigerte Zytokinproduktion vorliegt, zeigt die
wichtige Beziehung zur veranderter NIS-Expression beim M.Basedow bzw.
Hashimoto-Thyroiditis. Entsprechend der klinischen Beobachtung und der
Radionuklidanreicherung besitzt das Schilddrisengewebe von Morbus Basedow-
Patienten ein erhdhtes NIS-Expressionsniveau, wahrend im Gegensatz dazu die NIS-
Expression im Schilddrisengewebe bei Hashimoto-Thyroiditis Patienten reduziert ist.
Die erhdhte NIS-Expression beim Morbus Basedow wird durch TSH-
Rezeptorstimulierende Antikérper hervorgerufen. Die NIS-Inhibition durch IL-1a und
IL-2 kdnnte eine Bedeutung bei der Hypothyreosesntwicklung bei der Hashimoto-
Thyreoditis haben. hNIS kommt auch extrathyroidal, wie z.B. in der Brustdrise,
Prostata und Lunge vor. Durch gezielten NIS-Gentransfer kann hNIS prinzipiell auch
bei nicht-thyroidalen Malignomen einer Radiojodtherapie zuganglich gemacht werden.
Besonders in Bezug auf kinftige Studien fir den Einsatz von hNIS in einer
gentherapiebasierten Radiojodtherapie fir die Behandlung von extrathyroidalen
Tumorerkrankungen kann die vorgelegte Arbeit Grundlagen liefern.
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