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Referat und bibliographische Beschreibung

Der eukaryonte Zellzyklus umfal3t die Entstehung zweier Tochterzellen aus einer
Mutterzelle bis zur erneuten Teilung der beiden Tochterzellen. Kontrollpunkte im
Zellzyklus haben die Aufgabe, im Falle einer DNS-Schadigung die Weitergabe
der Erbsubstanz zu verhindern. P27, Cyclin E und Cyclin D3 steuern die Initiation
der DNS-Replikation und Zellzyklusprogression. Eine Deregulation dieses G1/S-
Kontrollpunktes, bedingt durch einen Mangel an Inhibitoreiweil3en wie p27
oder durch eine Cyclin-Uberexpression, fiihrt zu einer autonomen Proliferation
aberranter Zellen und damit zur Entstehung eines malignen Tumors.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Teilungsrate von 2 follikularen (FTC 133,
FTC 238) und 2 undifferenzierten Schilddriisenzellinien (UTC C643, UTC 8505C)
mittels MTT-Test ermittelt und mit der Expression von p27, Cyclin E und

Cyclin D3 in den thyroidalen Zellinien verglichen. Dabei ergab sich eine
positive Korrelation zwischen dem Cyclin E/ Cyclin D3-Spiegel und dem Wachs-
tumsverhalten der Schilddriisenzellinien, wahrend die p27-Expression keinen
Einflul3 auf die Proliferationsrate hatte.

Weiterhin wurden 5 thyroidale Normalgewebe, 21 papillare, 16 follikulare und
15 undifferenzierte Schilddriisenkarzinomgewebe auf ihre Expression von p27,
Cyclin E und Cyclin D3 untersucht. Die nicht-transformierten Schilddriisen-
gewebe zeigten ahnlich wie die anaplastischen Schilddriisenmalignome ein
geringes Vorkommen von p27. Im Vergleich dazu fand sich eine p27-
Uberexpression in den differenzierten Schilddriisenkarzinomen (PTC, FTC).
Cyclin E wurde von den thyroidalen Normalgeweben als auch von den
papillaren und undifferenzierten Schilddrisenkarzinomen nur in geringem
Male exprimiert. Dagegen wiesen die follikularen Schilddriisentumoren

sehr hohe Cyclin E-Spiegel auf. Alle Schilddriisennormalgewebe waren
negativ fur Cyclin D3. In der Mehrzahl der follikularen und undifferenzierten
Schilddriisenkarzinome wurde eine Uberexpression von Cyclin D3 gemessen,
wahrend nur in einer Lymphknotenmetastase eines papillaren Schilddriisen-
tumors ein hohes Cyclin D3-Level auffiel. Lediglich in den FTC fand sich ein
grenzwertig signifikanter Unterschied zwischen Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen hinsichtlich der Cyclin D3-Expression. Insgesamt
korrelierte die Expression der oben genannten Zellzyklusregulatoren nicht mit
dem pTNM-Stadium. Bezugnehmend auf die Theorie, dass sich
undifferenzierte Schilddriisenkarzinome aus praexistenten gut-differenzierten
Schilddriisentumoren entwickeln, 1al3t der signifikante Unterschied in der
p27-Expression zwischen den untersuchten papillaren und follikularen Schild-
driisenkarzinomen im Vergleich zu den anaplastischen Schilddriisentumoren
vermuten, dass p27 eine wichtige Rolle im Dedifferenzierungsprozess von
thyroidalen Malignomen spielt.
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1 Einleitung

Weltweit werden maligne Tumoren als zweithaufigste Todesursache nach Herz-
Kreislauf-Erkrankungen verzeichnet. Das Schilddriisenkarzinom macht weniger
als 1% aller bosartigen Neoplasien aus. Im endokrinen System stellt es das
haufigste Malignom mit der hochsten Mortalitat dar (Goerges, 2001). Die
jahrliche Inzidenz betragt 20 bis 50 Falle pro 1.000.000 Einwohner (Pfannenstiel
et Saller, 1992). Frauen sind hinsichtlich des Auftretens von Schilddrisen-
karzinomen 2 bis 5mal haufiger betroffen als Manner (Freitag et al., 1999). Da
aber die thyroidale Karzinogenese geschlechtsunabhangig ist, werden endogene
Hormone als Promotoren vermutet (Fink et al., 1996). Dieser Einfluf3 ist jedoch
nicht durch Literatur belegbar.

Wahrend der letzten Jahre haben die Erfolge in der Aufklarung der Regulation
des Zellzyklus das Verstandnis der Krebsentstehung revolutioniert. Dennoch
bleiben viele Fragen nach den komplexen Zusammenhangen der Tumorgenese
und Metastasierung als auch nach der Interaktion von Schliisselproteinen offen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Expression von Zellzyklusmolekiilen in
Schilddriisenzellinien und -geweben, um Aufschlisse tber Regulations-
mechanismen der Zellproliferation und thyroidalen Karzinogenese zu gewinnen.

1.1 Zellzyklus
1.1.1 Genetische Stabilitat von Zellen

Zellulare DNS wird wahrend der normalen Zellteilung ununterbrochen durch
externe Stimuli wie UV-Licht, -Strahlung oder toxische Chemikalien beschadigt
(Molinari, 2000). Die genetische Stabilitat von Zellen basiert auf der adaquaten
Reaktion auf DNS-verandernde Einfllsse.

Eine Zelle hat drei Moglichkeiten auf die Schadigung ihrer Erbsubstanz zu
reagieren:

- Zellzyklusblock
- DNS-Reparatur
- Apoptose

Welcher Weg eingeschlagen wird, ist abhangig vom Zelltyp, Art und Intensitat
des Storfaktors sowie dem Zellzyklusstadium zum Zeitpunkt der Schadigung
(Funk et Kind, 1997). Maligne Tumoren bilden sich durch die klone Expansion
einzelner Zellen, die durch mindestens zwei Genmutationen einen Selektions-
vorteil erworben haben (,two hit hypothesis” nach Knudson, 1996). Diese
Veranderungen oder Verluste betreffen Gene, die an der Regulation des
Zellwachstums und der Differenzierung beteiligt sind. Wird eine Mutation in
einer normalen Zelle nicht repariert, sondern an die Tochterzellen weiter-



gegeben, entstehen aberrante Zellen, die eine erhdhte Teilungsrate aufweisen
konnen. Im Verlauf ihrer klonalen Proliferation erhalten Tumoren schrittweise
zahlreiche somatische Mutationen in verschiedenen Genen (klonale
Tumorheterogenitat: Fey, 1999). Einige Zellen verlieren den Zellkontakt und
konnen sich autonom, d.h. unabhangig von auf3eren Faktoren, teilen. Infiltration
des umgebenden Gewebes, des Blut- und Lymphsystems mit der Ausbildung
von Metastasen sind die Folge.

1.1.2 Grundlagen des Zellzyklus

Der eukaryonte Zellzyklus umfal3t die Entstehung zweier Tochterzellen aus

einer Mutterzelle bis zur erneuten Teilung der beiden Tochterzellen. Dieser
kontinuierliche Prozess gliedert sich in verschiedene Abschnitte (Weinberg, 1999),
die in Abbildung 1 dargestellt sind.

G2/M - Kontrollpunkt

G1/S - Kontrollpunkt

S

Abbildung 1: Phasen des Zellzyklus, modifiziert nach Funk et Kind, 1997

Durch den Einflul3 von Wachstumsfaktoren treten die Zellen aus dem
Ruhestadium (G0-Phase) in die G1-Phase ein. In dieser Zeit erreichen die
Tochterzellen die Grol3e der Mutterzelle und synthetisieren Proteine fiir die
anschlie3ende Replikation der DNS (S-Phase). Die G2-Phase dient der Vor-
bereitung der nachfolgenden Zellteilung (M-Phase).

Es existieren nun Kontrollpunkte an mindestens zwei Stellen des Zellzyklus, zum
einen am Ubergang der G1-Phase in die S-Phase und zum anderen vor Beginn
der M-Phase (Funk et Kind, 1997). Dabei handelt es sich um komplexe Signal-
transduktionssysteme. Sie haben die Aufgabe, im Falle einer DNS-Schadigung
die Weitergabe der Erbsubstanz zu verhindern. Die Wirksamkeit dieser
Kontrollpunkte sowie der Fortgang der Zelle durch den Zellzyklus wird von
Proteinkinasen gesteuert. Diese Enzyme sind als Monomere inaktiv. lhre



Aktivierung erfolgt durch die Bildung von heterodimeren Molekiilen mit ihren
regulatorischen Partnerproteinen, den Cyclinen (Pines, 1999). Daher werden
sie als Cyclin-abhangige Kinasen (cyclin-dependent kinases/ CDK) bezeichnet.
Cyclin-CDK-Komplexe verstarken ausgesendete Wachstumssignale durch
Phosphorylierungen an Serin- und Threonin-Stellen von Schliisselsubstraten.
Solche Zielproteine konnen beispielsweise das Retinoblastomaprotein (pRb)
und seine Familienmitglieder p107, p130 sein (Lundberg et Weinberg, 1999).
Eine geregelte Progression des Zellzyklus erfordert die Aktivierung von
verschiedenen Cyclin/CDK-Komplexen wahrend der einzelnen Kreislauf-
abschnitte (Abbildung 2).

Wachstumsfaktoren

\ p15

/—\ CDK6 p16
M

CDK1 Cyclin D1-3
Cyclin A,B CDK4 pi8
pl19
. LP]
Freigabe <« pRb «+— pRb G1
von E2F
l p21 <— p53
Transkription von CDK2
CDK1 S-Phase-Regulator- Cvelin E p27
G2 o proteinen Y
S {wie Cyclin A)
p57
l R
CDK2
Cyclin A
S

Abbildung 2: Regulation des Zellzyklus, modifiziert nach Funk et Kind, 1997

In den frihen 80er Jahren sind die Cycline und ihre Schwankungen wahrend
des Zellzyklus erstmals in Seeigeleiern entdeckt worden (Evans et al., 1983).
Wie in Abbildung 2 gezeigt, steuern D-Cycline die G1-Phase und den G1/S-
Ubergang. Sie stellen die regulatorischen Untereinheiten von CDK4 und CDK6
dar. Der Eintritt in die S-Phase steht unter Kontrolle von Cyclin E, das mit
CDK2 einen Komplex bildet. Fir den korrekten Ablauf der DNS-Replikation
sind Cyclin A/CDK2-Molekule verantwortlich. Die G2-Phase und der Start der
Mitose wird schlie3lich durch Heterodimere aus Cyclin B oder A und CDK1
reguliert (Pestell et al., 1999; Musunuru et Hinds, 1997a). Durch die variierenden
Cyclin-Konzentrationen sind wahrend der einzelnen Zellzyklusphasen nur ganz
bestimmte Kinasen aktiv. Diese Kontrollvorgange gewahrleisten, dass nur



ein geringer Anteil der normalen Follikelzellen in der Schilddrise proliferiert.
Feedback-Mechanismen verhindern ein vorzeitiges Eintreten in die nachste
Phase des Zellzyklus, bevor nicht die notwendigen makromolekularen Ereignisse
vollstandig abgeschlossen sind (Toyoshima et Hunter, 1994).

1.1.3 Regulation der Aktivitat der Cyclin-abhangigen Kinasen

Die CDK-Spiegel bleiben wahrend des Zellzyklus konstant. Ihre enzymatische
Aktivitat wird durch posttranslationale Modifikation auf drei verschiedenen
Ebenen reguliert (Sherr, 1996).

1. Durch die Bindung des Cyclins an das N-terminale Ende des CDK-
Molekils kommt es zu strukturellen Veranderungen innerhalb der
Substratbindungsregion, der sogenannten T-Schleife. Somit ist eine
Interaktion mit dem Zielprotein moglich (McDonald et El-Deiry, 2000).

2. Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen der Kinasen kdnnen zu
ihrer Aktivierung oder Inhibition beitragen (Pestell et al., 1999).

3. CDK-Inhibitoren (CKI) hemmen speziell Cyclin/CDK Komplexe, die den
Eintritt in die S-Phase steuern (Pines, 1999).

1.1.4 Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinasen

CDK-Inhibitoren sind inaktivierende Proteinuntereinheiten der Kinasen. Sie
werden in der Regel aufgrund ihres Molekulargewichts benannt (Fey, 2000).

Man unterscheidet zwischen zwei Gruppen, die sich biochemisch und funktionell
ahneln.

Zur ink4-Familie gehdren p15, p16, p18 und p19, die eine homologe ankyrin-
verwandte Sequenz aufweisen. Sie inhibieren speziell CDK4- und CDK6-
Komplexe (Sherr, 1996). Dieser Sachverhalt ist in der Abbildung 2 dargestellt.
Die cip/kip-Familie wird durch p21, p27 und p57 gebildet. Diese Proteine gleichen
sich in ihrer amino-terminalen Domane (Musunuru et Hinds, 1997b). Sie konnen
in vitro Cyclin/CDK-Komplexe unselektiv hemmen, zeigen aber eine bevorzugte
Effizienz gegenliiber CDK2- und CDK4-Komplexen (Toyoshima et Hunter, 1994;
Abbildung 2). Die Regulation der Kinaseaktivitat erfolgt am S-Phase-Eintritt
hauptsachlich durch p27 und wahrend der restlichen Zellzykluspassage primar
durch p21 (Nourse et al., 1994). Trotz ihrer strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeit unterscheiden sich die Proteine in ihrer Aktivierung (Grana et Reddy,
1995). P21 wird im Falle einer DNS-Schadigung durch p53 induziert und ist flir
den p53-vermittelten G1-Block verantwortlich (El-Deiry et al., 1993). Dagegen
beeinflussen extrazellulare Signale den p27-Spiegel (Slingerland et Pagano, 2000).

CDK-Inhibitoren fungieren als Tumorsuppressorproteine. Durch ihre Uber-
expression verbleiben Zellen mit verandertem Erbgut bis zur DNS-Reparatur in



der G1-Phase, gehen in GO-Phase (iber oder sterben apoptotisch (Pestell et al.,
1999). Somit wird eine erneute Zellteilung der aberranten Tochterzellen
verhindert (Kassen et Hofmockel, 2000).

1.1.5 G1/S-Ubergang

Durch das Einwirken von Wachstumsfaktoren (Mitogenen) tritt die Zelle in
den Zellzyklus ein. Dieser Vorgang wird durch die Induktion von einem oder
mehreren D-Cyclinen gesteuert, die gebunden an CDK4 oder CDK6, pRb und
seine verwandten Proteine phosphorylieren (Weinberg, 1995). Zusatzlich
beeinflu3t der Faktor E2F die Initiation der DNS-Replikation. Es handelt sich
hierbei um ein Protein, das die Transkription von Genen reguliert, die an der
Verdopplung der Erbsubstanz beteiligt sind (Pines, 1999). Wie in Abbildung 2
gezeigt, hebt die oben beschriebene Phosphorylierung die pRb-vermittelte
Hemmung der E2F-Genexpression auf. Der Transkriptionsfaktor E2F bindet an
die DNS und l6st die Synthese von Regulatorproteinen aus, die fliir Passage des
R-Punktes notwendig sind (Molinari, 2000).

Dieser Prozess wird initial getriggert durch Cyclin D/CDK-Komplexe und dann
beschleunigt durch Cyclin E/CDK2-Komplexe, die das pRb an verschiedenen
Seiten phosphorylieren. Dabei stellt die komplette pRb-Phosphorylierung das
Signal fiir den S-Phase-Eintritt dar (Lundberg et Weinberg, 1998). Die Aktivitat
des Cyclin E-Gens ist gleichzeitig Ziel und Regulator der E2F-Faktoren. In

Form eines positiven Riickkopplungsmechanismus fordern pRb und E2F die
Transkription des Cyclin E-Gens (Geng et al., 1996; Botz et al., 1996). Die

Cyclin E-Proteinexpression erreicht am G1/S-Ubergang ihr Maximum. Mit dem
Beginn der DNS-Replikation wird Cyclin E durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse
abgebaut. Cyclin A- und B-abhangige Kinasen halten den phosphorylierten
Zustand von pRb aufrecht, bis die Zelle die Mitose beendet hat und wieder in
die G1- oder G0-Phase eingetreten ist.

1.1.6 Der Begriff des Restriction-Point

Der G1/S-Ubergang ist ein wichtiger Kontrollpunkt in Saugetierzellen. Arthur
Pardee (1974) entdeckte, dass normale Zellen exogene mitogene Signale nur in
der mittleren und spaten G1-Phase aufnehmen. Uberschreitet eine Zelle diesen
R-Punkt, so tritt sie unwiderruflich in die nachste Phase des Zellzyklus tber
(Malumbres et Barbacid, 2001). Es kommt zur Verdopplung der DNS in der
S-Phase. Werden wahrend dieser Zeit keine mitogenen Stimulantien oder gar
antiproliferative Signale empfangen, geht die Zelle in einen Ruhezustand tber
(Evan et Vousden, 2001). Zellen, die nicht in die GO-Phase wechseln konnen,
stoppen an sekundaren Stellen des Zellzyklus und sterben (Pardee, 1974).



1.1.7 Deregulation der Kontrollpunkte

Eine Deregulation der Kontrollpunkte fihrt dazu, dass sich Zellen unabhangig
von exogenen Wachstumssignalen teilen. Ursache flir diesen Kontrollverlust
konnen eine vermehrte Expression von positiven Schliisselproteinen (Cycline)
oder ein Funktionsverlust bzw. Unterexpression von negativen Regulatoren
(CDK-Inhibitoren) sein (Sherr, 1996). In verschiedenen humanen Malignomen
sind Defekte im Bereich des G1/S-Ubergangs mit Tumorentwicklung und
progression assoziiert (Orr-Weaver et Weinberg, 1998; Pestell et al., 1999).
Dagegen werden Alterationen des G2/M-Kontrollpunktes selten gefunden
(Molinari, 2000).

118 p27

P27 wird durch ein Tumorsuppressorgen auf dem Chromosom 12 kodiert.
Neuordnungen, Deletion und Mutationen innerhalb des p27/ Kip1-Gens
kommen sehr selten vor (Kawamata et al., 1995; Ponce-Castaneda et al., 1995).
Daher reflektiert die p27-Expression in vivo seine inhibitorische Aktivitat.

Im Zellzyklus findet sich ein enger Zusammenhang zwischen den einzelnen
Regulatorproteinen. P27 kann mit Cyclin E/CDK2-Komplexen in Form von zwei
Arten interagieren. Auf der einen Seite bindet es bevorzugt an Cyclin E/CDK2-
Molekiile und steuert durch deren Inhibition den Eintritt in die S-Phase am
R-Punkt (Steeg et Abrams, 1997). Zum anderen ermoglicht die Phosphorylierung
von p27 an seinem Threonin 187-Rest durch Cyclin E-abhangige Kinasen seine
Proteolyse (Slingerland et Pagano, 2000). Die Fahigkeit von p27 entweder als
Inhibitor oder Substrat flir CDK2-Holoenzyme zu fungieren, scheint von der
umgebenden ATP-Konzentration abhangig zu sein (Sheaff et al., 1997).

Cyclin D/CDK-Komplexe dienen als Reservoir fiir p27. Neben der N-terminalen
Region, die fur die CDK-Inhibition verantwortlich ist, besitzt p27 eine
C-terminale Domane, mit der es in vitro direkt an Cyclin D1-Molekile binden
kann (Toyoshima et Hunter, 1994). In Abwesenheit von Mitogenen oder bei
Einwirkung von antiproliferativen Substanzen, wie TGF-R3, steigt nicht nur die
p27-Synthese an, sondern p27 wird auch von Cyclin D/CDK-Komplexen mit
deren Abbau freigesetzt und fihrt zum G1-Block (Reynisdottir et al., 1995).

Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass p27-Knockout-Mause zur
Entwicklung von Tumoren neigen (Nakayama et al., 1996). Die Unterexpression
von p27 in verschiedenen Malignomen (Cheville et al., 1998; Takata et al., 1999;
Wau et al., 1999; Ohashi et al., 1999; Kim et al., 2000; Hommura et al., 2000;
Kapranos et al., 2001; Kamai et al., 2001; Shibata et al., 2001; Li et al. 2002; Migita
et al., 2002), 1a3t vermuten, dass sein Verlust auch eine bedeutende Rolle bei der
Tumorentstehung und -progression im menschlichen Organismus spielt.



1.1.9 CyclinE

Cyclin E ist ein wichtiges Regulatorprotein des G1/S-Ubergangs in Saugetier-
zellen. Es besteht aus 395 Aminosauren und wird durch ein Gen auf dem
Chromosom 19 kodiert (Donnellan et Chetty, 1999). In humanen benignen und
malignen Schilddrisentumoren (Lazzereschi et al., 1998) sowie in kolorektalen
Karzinomen (Li et al., 2001) fanden sich keine Alterationen oder Amplifikationen
des Cyclin E-Gens. Uberexpression von Cyclin E ist also das Ergebnis
translationaler und posttranslationaler Mechanismen.

Cyclin E hat eine onkogenahnliche Wirkung. Bei Nacktmausen, die Cyclin E
Uberexprimierten, konnte durch die Verwendung eines brustgewebsspezifischen
Promotors die Entwicklung von Mammakarzinomen beobachtet werden (Bortner
et Rosenberg, 1997). Im Tierexperiment veranlal3te somit die Transkription von
Cyclin E die Entstehung von Krebszellen im Brustdriisengewebe.

Onkogen transformierte Rattenschilddriisenzellen, die unabhangig von TSH
wachsen, zeigten eine Uberexpression von Cyclin E verbunden mit einer
erhohten Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lazzereschi et al.,
1998). Der molekulare Mechanismus der Cyclin E-vermittelten Tumorgenese ist
aber noch nicht vollstandig geklart. Eine Hypothese beinhaltet, dass die
onkogene Aktivitat von Cyclin E sich auf seine Funktion als positiver Zellzyklus-
regulator griindet. Bei diesem Modell wiirde eine Cyclin E-Uberexpression,
gleichgesetzt mit einer hohen CDK2-Kinaseaktivitat, zum Kontrollverlust und
unablassiger Zellproliferation fiihren.

Cyclin E hat neben der G1/S-Steuerung noch andere Funktionen, die zur
malignen Transformation beitragen kdnnen:

1. Cyclin E beeinflu3t wahrscheinlich noch andere Kinasen, da die
onkogene Wirkung nicht auf die Aktivierung von CDK2 beschrankt ist
(Geisen et Moroy, 2002).

2. Im Gegensatz zu Cyclin D1 ist Cyclin E in der Lage, den G1/S-Ubergang
unabhangig von pRb und E2F zu steuern (Lukas et al., 1997).

3. Zu Beginn der S-Phase wird Nucleophosmin/B23 an seinem Threonin199-
Rest durch Cyclin E/CDK2 phosphoryliert. Dadurch zerfallt die Zentrosom-
Nucleophosmin-Bindung und die Zentrosom-Duplikation wird initiiert
(Lacey et al., 1999; Okuda et al., 2000; Tokuyama et al., 2001).

4. Cyclin E spielt beim Mitoseaustritt eine Rolle (D’Angiolella et al., 2001).

5. Die Verbindung zwischen einer Uberexpression von Cyclin E (Hedberg
et al., 2002a) und Aneuploidie lal3t vermuten, dass hohe Cyclin E-Spiegel
einen potentiellen Einflul3 auf die genetische Stabilitat haben. Dabei
resultiert die Chromosomensatzveranderung moglicherweise aus der
Beeinflussung von Dauer und Genauigkeit der DNS-Replikation (Spruck
et al., 1999).



6. Es wurden verschiedene splice-Varianten von Cyclin E identifiziert, denen
die Proteinsequenz fiir die CDK-Interaktion fehlt (Keyomarsi et al., 1995).

Eine aberrante Expression von Cyclin E korreliert sowohl mit einem fortge-
schrittenem Stadium als auch Malignitatsgrad und hat eine prognostische
Bedeutung in vielen Tumoren (Nielsen et al., 1996; Porter et al., 1997; Scott et
Walker, 1997; Erlanson et al., 1998; Del Pizzo et al., 1999; Kamai et al., 2001; Li et
al., 2001; Mueller-Tidow et al., 2001; Hedberg et al., 2002a).

1.1.10 Cyclin D3

Das Cyclin D3-Gen ist auf dem Chromosom 6 lokalisiert (Xiong et al., 1992). Alle
D-Cycline zeigen ahnliche Sequenzen, die Fahigkeit zur Aktivierung derselben
CDK-Gruppen und kénnen durch ihre N-terminale Region mit pRb interagieren
(Weinberg, 1995). Trotz ihrer strukturellen Verwandtschaft gibt es Hinweise

auf differente, gewebsspezifische Funktionen. Sie unterscheiden sich zum
einen durch das Maximum ihrer m-RNS- und Protein-Expression wahrend des
Zellzyklus (Musunuru et Hinds, 1997a):

- Cyclin D1: frihe G1-Phase
- Cyclin D2: spate G1-Phase
- Cyclin D3: G1/S-Ubergang

Zum anderen kommen hohe Cyclin D3-Spiegel seltener als eine Cyclin D1-
Uberexpression vor (Bartkova et al., 1996). Die fehlende Kopplung von Cyclin
D1 und D3 hinsichtlich ihrer Beziehung zu Apoptose und Zellproliferation a3t
ebenfalls auf verschiedene Rollen bei der Tumorprogression schliel3en (Wong
et al., 2001). Wahrend des Differenzierungsprozesses von Myoblasten fand
sich eine starke Expression von Cyclin D3. Im Gegensatz dazu stieg der Cyclin
D2-Spiegel nur voriibergehend an und das Cyclin D1-Level blieb konstant
(Kiess et al., 1995). In einer anderen Studie wurde der Zellzyklusaustritt und die
Differenzierung von Myeloblasten zu neutrophilen Granulozyten durch Cyclin
D2- oder Cyclin D3-Uberexpression gehemmt (Kato et Sherr, 1993).

Eine aberrante Expression von Cyclin D3 konnte in verschiedenen Karzinomen
nachgewiesen werden (Mammakarzinome: Bartkova et al., 1996; Pankreas-
karzinome: Ebert et al., 2001; kolorektale Karzinome: Watson et al., 1999).

1.2 Maligne Schilddriisenneoplasien
1.2.1 Pathogenese und Einteilung der malignen Schilddriisenneoplasien

Bei der Pathogenese von Schilddrisentumoren spielen neben einer genetischen
Disposition (Carlisle et McDougall, 2001) auch ionisierende Strahlung eine
Rolle. Kinder, die beispielsweise aufgrund einer unspezifischen Lymphadenitis
im Halsbereich radiologisch behandelt wurden, entwickelten dosisabhangig
papillare Schilddriisenkarzinome (Schmid, 1998). Die Untersuchungen



von Williams (1994) zeigten, dass bei Kindern in Weil3ruf3land und der
nordlichen Ukraine nach der Reaktorkatastrophe von Tschernobyl vermehrt
Schilddriisenkarzinome, insbesondere PTC, auftraten. Auch praexistente
Schilddriisenerkrankungen wie Strumen und Knoten, die liber viele Jahre
bestehen, zahlen zu den atiologischen Faktoren (Reiners et Farahati, 1999).

Etwa 95 % der bosartigen Schilddriisentumoren sind Karzinome, von denen
wiederum zwei Drittel den differenzierten Formen, wie dem papillaren und

dem follikularen Schilddrisenkarzinom, zugeordnet werden. Undifferenzierte
Karzinome machen einen Anteil von 5-10% aus (Pfannenstiel et Saller, 1992).
Auf die medullaren Schilddriisenkarzinome und andere, seltener vorkommende
Neoplasien in der Schilddrise, soll in dieser Arbeit nicht eingegangen werden.

1.2.2 Papillares Schilddriisenkarzinom

Das von den Follikelzellen ausgehende papillare Schildriisenkarzinom ist mit
50-80% der haufigste Schilddrisentumor (Schmid, 1998). Es tritt bevorzugt
bei jungen Menschen auf, 80% der Patienten sind unter 40 Jahren (Hoffmann
et al., 1999). Im Gegensatz zum FTC und UTC ist das PTC durch langsames,
haufig multifokales Wachstum charakterisiert (Rosai et al., 1992b). Die Tumor-
zellen formen sogenannte Papillen, d.h. sie bilden ein einreihiges Epithel

um einen gefalBhaltigen Bindegewebsstock (Rosai et al., 1992b). Weitere
histologische Merkmale sind die dachziegelartige Uberlappung der Zellkerne
sowie das Vorkommen von Edinger-Milchglaskernen und umschriebenen
Verkalkungsherden im Zytoplasma, die als Psammomkorperchen bezeichnet
werden (Hofstaedter, 2001). Die Metastasierung erfolgt lymphogen in die
zervikalen und supraklavikularen Lymphknoten. Erst im Spatstadium kommt es
zur hdmatogenen Aussaat. Die mittlere 10-Jahres-Uberlebensrate betragt
85-90% (Reiners et Farahati, 1999).

1.2.3 Follikulares Schilddriisenkarzinom

Follikulare Schilddriisenkarzinome entstammen wie die PTC den Thyreozyten
und finden sich bevorzugt in Regionen mit endemischem Jodmangelstruma.
Der Altersgipfel liegt bei 40-60 Jahren (Coburn et Wanebo, 1995). Sie zeichnen
sich durch bindegewebige Abkapselung und ein invasives, oft bereits tiber

die Organgrenzen hinausgehendes Wachstum aus. Histologisch stellt sich

das FTC als organoide maligne Neoplasie mit soliden, mikrofollikularen oder
trabekularen Wachstumsformen dar (Rosai et al., 1992a). Charakteristisch ist die
schon friih auftretende hamatogene Metastasierung, hauptsachlich in Lunge
und Skelettsystem (Schmid, 1998). Regionare Lymphknoten sind seltener
befallen. Minimal-invasive FTC zeigen eine bessere Prognose (10-Jahres-Uber-
lebensrate: 97,6 %) im Vergleich zu den hoch-invasiven FTC mit einer 10-Jahres-
Uberlebensrate von 66,7 % (Chow et al., 2002).



1.2.4 Undifferenziertes Schilddriisenkarzinom

Undifferenzierte oder anaplastische Schilddriisenkarzinome treten hauptsachlich
bei alteren Menschen tiber 55 Jahren auf (Coburn et Wanebo, 1995). Gleichzeitig
vorkommende gut-differenzierte Karzinomareale in 35-55% der UTC-Schnitte
lassen einige Autoren vermuten, dass diese Geschwulst von praexistenten gut-
differenzierten Schilddriisentumoren ausgeht (Ordonez et al., 1991; Venkatesh

et al., 1990; Goerges, 2001). Es handelt sich um hochmaligne Tumoren, die
rasch das perithyroidale Gewebe infiltrieren (Reiners et Farahati, 1999). Das
mikroskopische Bild wird gepragt durch polymorphe Zellen mit ausgedehnten
Nekrosen und zahlreichen Mitosen (Rosai et al., 1992c). Kennzeichnend ist die
frihe lymphogene und hamatogene Metastasierung (Hoffmann et al., 1999).
Trotz Therapie sterben mehr als die Halfte der Patienten mit diesem Tumor
innerhalb der ersten 6 Monate nach Diagnosestellung an den Folgen des lokalen
Tumorwachstums. Die 5-Jahres-Uberlebensrate wird mit < 5% angegeben
(Schmid, 1998).

1.25 pTNM-Klassifikation

Zur Definition der Stadien von Krebserkrankungen wurden Richtlinien von der
Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) festgelegt. Die Einteilung in die
einzelnen Kategorien erfolgt nach Ergebnissen aus bildgebenden Verfahren und
klinischer Untersuchung.

Fir die Schilddrise gilt folgende Klassifikation (Wittekind et al., 2002):

T Primartumor

T X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt flr Primartumor

T1 Tumor 2cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf die
Schilddrise

T2 Tumor mehr als 2cm, aber nicht mehr als 4cm in grof3ter Ausdehnung,
begrenzt auf die Schilddriise

T3 Tumor mehr als 4cm in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf die Schild-
driise oder mit minimaler extrathyroidaler Ausbreitung

T4 Tumor mit Ausbreitung jenseits der Schilddrisenkapsel und Invasion
der umgebenden Gewebe

N regionare Lymphknoten

N X  regionare Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
N O kein Anhalt fir regionare Lymphknotenmetastasen
N1 regionare Lymphknotenmetastasen
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Die histologische Untersuchung nach selektiver Halsausraumung erfolgt an
6 oder mehr Lymphknoten. Wenn die Lymphknoten tumorfrei sind oder die
Zahl der ublicherweise beurteilten Lymphknoten nicht erreicht wird, soll pNO
klassifiziert werden.

M Fernmetastasen

M X  Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

1.3 Aufgabenstellung

P27, Cyclin E und Cyclin D3 haben eine Schliisselrolle bei der Verbindung
zwischen Wachstumssignalen, Passage des G1/S-Kontrollpunktes und
Zellzyklusprogression.

Die p27-Expression nimmt von den normalen Thyreozyten, lber die benignen
Neoplasien bis hin zu den Karzinomen der Schilddriise deutlich ab (Lloyd et al.,
1997; Erickson et al., 2000; Troncone et al., 2000). Uber die Assoziation des
p27-Spiegels mit den Differenzierungsgraden von malignen Schilddriisen-
tumoren liegen sehr unterschiedliche Ergebnisse vor: Tallini et al. (1999) und
Lloyd et al. (1997) fanden eine signifikante Differenz in der p27-Expression
zwischen differenzierten (FTC und PTC) und undifferenzierten (UTC) thyroidalen
Karzinomen. Untersuchungen von Resnick et al. (1998) ergaben maximale
p27-Level in FTC, die Gber PTC bis hin zu UTC weiter abfallen. Dagegen

wiesen Erickson et al. (1998) konkordante Werte zwischen den einzelnen
Schilddriisentumoren nach.

Die Expression von Cyclin E und Cyclin D3 in normalen und transformierten
thyroidalen Geweben ist bisher kaum erforscht. Ahnliche Cyclin E-Spiegel
wurden in follikularen Adenomen und follikularen Varianten von PTC ermittelt
(Wang et al., 1998). Wahrend in der Studie von Brzezinski et al. (2004) die

Cyclin E-Expression mit dem T-Stadium von papillaren Schilddriisenkarzinomen
korrelierte, beobachtete Motti et al. (2003) in Strumen nur teilweise eine Cyclin
D3-Expression. Im Vergleich dazu zeigten die von ihnen untersuchten follikularen
Adenome hohe Cyclin D3-Spiegel.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, weitere Kenntnisse Giber die Expression und
Bedeutung dieser Zellzyklusfaktoren in der Schilddriise zu gewinnen.

Vier Schwerpunkte lassen sich zusammenfassen:

1. Expression von p27, Cyclin E und Cyclin D3 in Schilddriisenzellinien
(Westernblot)

2. Korrelation zwischen der Expression der Regulatorproteine und der
Wachstumsrate der Schilddriisenzellinien (MTT-Test)
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Expression von p27, Cyclin E und Cyclin D3 in normalen und malignen
Schilddrisengeweben (Westernblot) unter Berlicksichtigung von:

- pTNM-Stadium

- Differenzierungsgrad

- Vergleich zwischen Expression in Primartumoren versus Metastasen-
geweben

Koexpression einzelner Zellzyklusproteine

Folgende Ausgangshypothesen konnen formuliert werden:

1.

Da p27, Cyclin E und Cyclin D3 gemeinsam die Initiation der
DNS-Replikation regulieren, miif3te die Expression der untersuchten
Zellzyklusproteine mit der Wachstumsrate in den Schilddriisenzellinien
korrelieren.

Entsprechend des Zellzyklusverstandnis ist von der hochsten p27-
Expression in den nicht-transformierten Geweben auszugehen, die in den
differenzierten Schilddriisenkarzinomgeweben (PTC, FTC) abnimmt und
Minimalwerte in den undifferenzierten Schilddriisentumoren erreicht, da
diese durch ihr aggressives Wachstumsverhalten und die geringste Uber-
lebensrate charakterisiert sind.

Basierend auf der Rolle von Cyclin E beim Proliferationsvorgang sowie
aufgrund seiner vielfaltigen Funktionen bei der malignen Transformation
waren niedrige Cyclin E-Spiegel in den Normalgeweben im Vergleich zu
den Schilddriisentumoren zu erwarten. Dabei konnten sich die
undifferenzierten Karzinome durch besonders hohe Cyclin E-Spiegel
auszeichnen.

Cyclin D3 ist zusatzlich am Differenzierungsprozess beteiligt. Somit ist mit
einer unterschiedlichen Expression des Zellzyklusproteins in Normal-
geweben, differenzierten und undifferenzierten Schilddriisenkazinomen
zu rechnen.

Aufgrund der gegensatzlichen Aufgaben von p27 und Cyclin E bzw.
Cyclin D3 im Zellzyklus miiBte eine p27-Uberexpression mit einer
Cyclin E- oder Cyclin D3-Unterexpression und umgekehrt verbunden
sein.

12



2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid PAGE 40%

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bromphenolblau, Natriumsalz

BSA (Rinderserumalbumin)
Dinatriumhydrogen-phosphat-hydrat
ECL-Substrat

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
EGTA (Ethylenglykol-bis-
(2-aminoethyl)-tetraessigsaure)
Essigsaure 100%

Glycerol 20%

Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Leupeptin

Magermilchpulver
2-Mercapto-Ethanol

Methanol 99 %

Natriumchlorid

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Proteinbestimmungskit
Proteinmarker fir Westernblot
Ponceau S

SDS (Natriumdodecylsulfat)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton x-100

Tween 20 (Polyoxyethylene Sorbitan
Monolaureate)

Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden

Sigma, Deisendorf

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Riedel de Haen, Seelze

Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfort, UK

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Chemical, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisendorf

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Chemical, St. Louis, USA
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma, Deisendorf

Bio-Rad, Miinchen

GibcoBRL, Paisley, Scotland
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Chemical, St. Louis, USA
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Electrophoresis, Heidelberg
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21.2 Zellkulturmaterialien

Antibiotika (Penicillin: 10.000U/ml, Biochrom, Berlin
Streptomycin: 10mg/ml)

DMEM/F12-Nahrmedium GibcoBRL, Paisley, Scotland
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich, Deisendorf
FCS (fotales Kalberserum) GibcoBRL, Eggenstein
HBSS (Hank’s Balanced Salts) Sigma-Aldrich, Irvine, UK

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenol- Sigma-Aldrich, Steinheim
Tetrazolium-Bromid)

Trypsin-EDTA-LOsung GibcoBRL, Eggenstein
(0,59 Trypsin + 0,2g EDTA/I)

2.1.3 verwendete Antikorper fiir die Westernblot-Analyse

Primarantikorper:

Anti-p27: monoklonaler IgG-Antikorper PharMingen, San Diego,
(Maus) gegen humanes p27 USA
Anti-Cyclin E: monoklonaler IgG- Biotechnology, Santa Cruz,

Antikorper (Maus) gegen humanes Cyclin E USA
Anti-Cyclin D3: monoklonaler IgG- Biotechnology, Santa Cruz,
Antikorper (Maus) gegen humanes Cyclin D3 USA

Sekundarantikorper:

Anti-Maus-IgG aus Ziege, konjugiert mit HRP Promega, Madison, USA

(Horseradish Peroxidase)

2.1.4 Hilfsmittel und Dokumentationsmaterial

Eppendorf-Rohrchen Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg
Frischhaltefolie Melitta, Minden
Gewebekulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen

(Bodenflache 75, 175¢cm?)

Hyperfilm-MP Amersham Bioscience, Little Chalfort, UK
Mikrotiterplatten 96 Well Laborfachhandel, Leipzig
Nitrocellulosemembran Hyband-P Amersham Pharmacia Biotech, Little
(Porengrof3e 0,45um) Chalfort, UK

Zentrifugen-Rohrchen 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
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215 Gerate

CO,-Inkubator Biocenter
ELISA-Reader Rainbow
Micro-Dismembrator S
Inkubator PersonalHyp
Kihlzentrifuge Biofuge primo R

Mikroskop Axiovert 25

Minigelkammer Protean Il
Pipettierhilfe Eppendorf Multipette plus
Reinraumwerkbank

Schattler

Spannungsquelle

Transferkammer

Waage

Zentrifuge Rotanta/RP

2.2 Patientengewebe

Heraeus, Gera

SLT, Crailsheim

B. Braun Biotech, Melsungen
Stratagene, La Jolla, USA
Heraeus, Gera

Zeiss, Jena

Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg
Heraeus, Gera

Labortechnik, Burgwedel
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Sartorius Basic, Gottingen

Hettich, Tuttlingen

Die Schilddriisengewebe stammen von Patienten, die zur Operation ihres
Tumors aus klinischer Indikation in die Allgemeinchirurgie des Universitats-
klinikums Halle kamen. Voraussetzung fiir die Verwendung des Gewebes fir
wissenschaftliche Untersuchungen war das Einverstandnis des Patienten und
die Genehmigung durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat der

Martin-Luther-Universitat.

Die Gewebeproben wurden im Rahmen der Operation entnommen, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.
Anhand von histopathologischen Befunden erfolgte die Klassifikation durch das
Pathologische Institut der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. In

Tabelle 1 sind die untersuchten Schilddriisengewebe zusammengestellt.
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Tabelle 1: Patientenmaterial

Gewebetyp Patienten Histologie
Normalgewebe 5 nicht-involvierte Gewebe von
karzinomhaltigen Schilddriisen
PTC 15 gut-differenzierte papillare Schild-
driisenkarzinome (Primartumoren)
5 Lymphknotenmetastasen von papillaren
Schilddriisenkarzinomen
1 Lungenmetastase eines papillaren
Schilddriisenkarzinoms
FTC 14 gut-differenzierte follikulare

Schilddriisenkarzinome (Primartumoren)

2 Lymphknotenmetastasen von follikularen
Schilddrisenkarzinomen

UTC 13 undifferenzierte Schilddriisenkarzinome
(Primartumoren)

2 Lymphknotenmetastasen von
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen

2.3 Zellinien
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Schilddrisenzellinien verwendet:

FTC 133

Die Zellinie wurde aus einer Lymphknotenmetastase eines 42-jahrigen Patienten
entwickelt, der an einem metastasierten follikularen Schilddriisenkarzinom
operiert worden war. Die Zellen bilden noch Thyreoglobulin und besitzen intakte
EGF- und TSH-Rezeptoren (Goretzki et al., 1990).

FTC 238
Diese Zellinie entstammt einer Lungenmetastase des gleichen Patienten, von
dem die Zellinie FTC133 etabliert wurde.

UTC C643

Die Zellinie wurde aus einer Feinnadelbiopsie-Probe eines 76-jahrigen Patienten
mit undifferenziertem Schilddriisenkarzinom entwickelt. Der Patient starb

5 Monate nach Diagnosestellung. Die Zellinie zeichnet sich durch verschiedene
Abnormalitaten, u.a. eine erhohte Chromosomenzahl, aus (Heldin et al., 1988).

UTC 8505C

Die Zellinie wurde aus einem Primartumor einer 78-jahrigen Patientin
gewonnen. Histologisch handelte es sich aufgrund des hohen Anteils von
undifferenzierten Zellen um ein undifferenziertes Schilddriisenkarzinom mit
papillaren Strukturen (lto, 1994).
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24 Zellkultivierung
2.4.1 Kulturmedium

Als Nahrmedium diente DMEM/12 mit 10% fotalem Kalberserum (FCS), das
vor Gebrauch bei 56 °C fir 30 Minuten hitzeinaktiviert wurde. Durch den Zusatz
von Serum erhalten die Zellen wichtige Hormone, Bindungs- und Anheftungs-
faktoren (Fibronektin) sowie Wachstumsfaktoren (Lindl et Bauer, 1989). Nach
Einstellung des pH-Wertes auf 7,2-7,3 erfolgte die sterile Filtration des
Kulturmediums. Um eine bakterielle Kontamination zu vermeiden, wurden
dem Medium pro Liter 10 ml Antibiotika-Losung (Penicillin: 10.000U/ml,
Streptomycin: 10mg/ml ad aqua dest.) beigefligt.

Alle zellbiologischen Arbeiten fanden in einer Reinraumwerkbank mit vertikaler
Luftstromung statt. Jedem Arbeitsgang ging eine Hande- und Arbeitsplatz-
desinfektion mit 70%igem Ethanol voraus.

2.4.2 Stammbhaltung und Passagierung

Die verwendeten Schilddrusenzellinien lagerten in Kryorohrchen unter
flissigem Stickstoff. Zur Kultivierung wurden die Zellen mit warmen Medium
aufgetaut, abzentrifugiert und in einem definierten Volumen Kulturmedium
resuspendiert. Durch diesen Vorgang konnte das Dimethylsulfoxid (DMSO)
ausgewaschen werden, das beim stufenweisen Einfrieren der Zellen ihre
Zerstorung durch Eiskristalle verhindert. Um Zellen in einer bestimmten Dichte
aussaen zu konnen, mul die Zellzahl bestimmt werden. Daflir wurde ein Aliquot
der Zellsuspension in ein Hamozytometer nach Neubauer gegeben und unter
dem Mikroskop vier Gro3felder ausgezahlt (Lindl et Bauer, 1989). Die Beimpfung
einer Gewebekulturflasche mit 75cm? Bodenflache erfolgte in der Regel mit

5 x 10% Zellen/ml. Alle Zellinien wurden bei 37°C in einer wasserdampf-
gesattigten Atmosphare mit 5% CO, kultiviert. Da die Zellen in vitro einer
dichteabhangigen Wachstumshemmung unterliegen, muf3ten die Zellen beim
Erreichen einer konfluenten Monolayer-Schicht gesplittet werden.

Mittels Trypsin/EDTA-LOsung wurden die Zellen vom Boden abgelost, in ein
Zentrifugenrohrchen Gberfihrt und die Trypsinwirkung durch serumhaltiges
Medium gestoppt. Durch das Zentrifugieren setzten sich die Zellen in Form
eines Pellets ab. Das Uiberschiissige Kulturmedium wurde verworfen und die
Zellen in einem definierten Mediumvolumen resuspendiert und gezahlt. Die
weitere Passagierung erfolgte in Gewebekulturflaschen mit 75 oder 175cm?
Bodenflache. Erst Zellen der 3. Passage wurden fiir Versuchszwecke verwendet,
um mogliche Proliferationsartefakte durch die Kryokonservierung ausschlieRen
zu kdénnen.
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25 MTT-Test
2.5.1 Prinzip

Es handelt sich hierbei um einen Proliferationstest. MTT ist ein farbloses
Tetrazoliumsalz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenol-Tetrazolium-Bromid),
das in den Zellen durch mitochondriale Dehydrogenasen in wasserunlosliches
Formazan reduziert wird. Die optische Dichte des violetten Farbstoffes verhalt
sich dabei direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen und korreliert mit
deren Stoffwechselaktivitat (Mosmann, 1983).

25.2 Bestimmung der Wachstumskinetiken mittels MTT-Test

Die Schilddriisenkarzinomzellen wurden wie beim Splitten durch Trypsin/EDTA-
Lésung vom Boden abgelost, in serumhaltigem Medium resuspendiert und
gezahlt. Anschliel3end wurde jede Vertiefung der Mikrotiterplatten mit einer
Zelldichte von 2,5 x 10%/ml beimpft.

Insgesamt wurden 3 Platten mit je 12 Well/ Zellinie angelegt und bei 37°C im
Brutschrank unter standardisierten Bedingungen inkubiert. Nach 24 Stunden
erfolgte die Abnahme des Zellliberstandes und Zugabe von 200 pl Leermedium
(DMEM/F12 ohne FCS) pro Well, das taglich gewechselt wurde. Ein MTT-Test
fand nach 24, 48 und 72 Stunden statt. Dazu wurde eine Mikrotiterplatte aus
dem Brutschrank genommen und in jede Kultur 20yl MTT-Losung (25mg MTT
ad 5ml HBSS) pipettiert. Wahrend der 4-stiindigen Inkubation reagierte das
MTT durch enzymatische Katalyse zu Formazan. Nach Absaugen des
MTT-Leermediums wurde das auskristallisierte Formazan-Produkt mit DMSO
gelodst. Die Bestimmung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von
450 nm gegen eine Referenzwellenlange von 630 nm mit Hilfe eines ELISA-
Readers. Von allen 12 MelRwerten pro Zellinie wurde der Mittelwert gebildet.

2.6 Westernblot
2.6.1 Proteingewinnung

Fir die Proteinisolation wurde ein Proteinextraktions-Puffer folgender
Zusammensetzung verwendet:

150mM Natriumchlorid

20mM Tris-HCIpH =7,5

0,5mM EDTA pH =8,0

0,5mM EDTApH=7,5

0,5% Triton x-100

ad aqua dest.

18



Tabelle 2: Zusatz von Proteaseinhibitoren

Proteaseinhibitor Konzentration
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) TmM
Leupeptin 25ug/ml
Aprotinin 25ug/ml

Alle Arbeitsvorgange fanden unter Eiskiihlung statt. Die kultivierten Schild-
drisenkarzinomzellen wurden zunachst abzentrifugiert, das tiberschiissige
Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen wieder in PBS-Puffer gelost.

Nach erneuter Zentrifugation erfolgte die Resuspension der Pellets in
Proteinextraktions-Puffer. Dieser enthielt Inhibitoren in der oben angegebenen
Konzentration (Tabelle 2), um die beim Auftauen aktivierten proteolytischen
Enzyme zu hemmen. Es wurden jeweils 200yl Zellsuspension pro Zellinie fiir die
Proteingewinnung verwendet.

Nach der Homogenisierung der Schilddriisengewebe erfolgte die Losung des
gewonnenen Pulvers in jeweils 300 pyl Proteinextraktions-Puffer. Der gesamte
Inhalt mufl3te in ein Eppendorf-Rohrchen gegeben und 30 Minuten in Eis gestellt
werden. AnschlieBend wurden die Proben in eine Kiihlzentrifuge transferiert und
bei 4°C und einer Umdrehungszahl von 1500 U/ min zentrifugiert. Nach

30 Minuten hatten sich die Proteine im Uberstand angereichert. Die Fliissigkeit
liber dem Pellet wurde vorsichtig abpipettiert, in ein anderes Eppendorf-
Rohrchen Uberfihrt und jeweils 5pl dieser Polypeptidlosung fiir die
Proteinvermessung gesondert aufbewahrt. Bei -20°C erfolgte dann die Lagerung
der Eiweil3lésungen.

Direkt nach der Praparation wurden die Proteinlésungen vermessen. Alle
Arbeitsvorgange fanden auch hier unter Eiskiihlung statt. Zunachst muf3te eine
Verdiinnungsreihe flir die Bestimmung der Eichkurve hergestellt werden.

Tabelle 3: Pipettierschema fir Verdinnungsreihe

pipettiertes Volumen
0,2mg/ml | 1ul 1 %ige BSA-Lsg + 49ul Proteinextraktions-Puffer mit Inhibitoren
0,5mg/ml | 2,5ul 1%ige BSA-Lsg + 47,5ul Proteinextraktions-Puffer mit Inhibitoren
1mg/ml | 5ul 1%ige BSA-Lsg + 45l Proteinextraktions-Puffer mit Inhibitoren
1,5mg/ml  7,5ul 1%ige BSA-Lsg + 42,5 ul Proteinextraktions-Puffer mit Inhibitoren

2mg/ml | 10ul 1 %ige BSA-Lsg + 40 ul Proteinextraktions-Puffer mit Inhibitoren
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Tabelle 3 verdeutlicht die dafiir erforderlichen Proteinkonzentrationen. Die
Proben und Standard-Losungen wurden auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen.
Zur schnellen Quantifizierung kleiner Proteinmengen eignet sich die

Methode nach Bradford (1976). Dazu wurden Substanz S und Substanz A des
Proteinbestimmungskits nach Anweisung des Herstellers gemischt und 25 pl
dieser Arbeitsreagenz in jede Vertiefung gegeben. AnschlieBend mufdten 200 pl
Reagenz B pro Well so zupipettiert werden, dass keine Luftblasen entstanden.
Nach 15 Minuten erfolgte die Messung der Extinktion mit Hilfe eines ELISA-
Readers. Durch die Regressionsgleichung der Eichkurve konnten dann die
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben berechnet werden.

2.6.2 Herstellung der SDS-Gele
Tabelle 4: Pipettierschema fir SDS-Polyarcylamidgele

Sammelgel (4%)  Trenngel (10%)

Sammelgel-/ Trenngel-Puffer 630pl 3,8ml
40% Acrylamid 620 pl 3,75ml
SDS-Stammldsung 50 pl 150 pl
APS-Stammldsung 50 pl 150 pl
TEMED 5ul 6ul
aqua dest. 3,6ml 7,1 ml

Sammelgel-Puffer: 1M Tris-HCI pH = 6,8
Trenngel-Puffer: 1,5M Tris-HCI pH = 8,8
SDS-Stammldsung: 10% ad aqua dest.
APS-Stammldsung:  10% ad aqua dest. (frisch angesetzt)

Fir zwei Minigele wurden die in Tabelle 4 zusammengestellten Ansatze
pipettiert und zwischen zwei Glasplatten gegeben, die an beiden Seiten durch
1mm dicke Spacer getrennt wurden. Unter Zugabe von APS und TEMED
kommt es bei Raumtemperatur zur Vernetzung von monomerem Acrylamid. Die
Uberschichtung mit aqua dest. verhinderte das Eindringen von Luftsauerstoff
wahrend der Polymerisation. Nach 30 Minuten wurde das uberstehende aqua
dest. verworfen und das Sammelgel nach demselben Prinzip gegossen. Das
EinflUgen eines Kammes zwischen die Glasplatten ermoglichte die Bildung von
Taschen mit je ca. 50 ul Inhalt. Nach Erstarrung des Sammelgels konnten die
Kamme entfernt werden.
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2.6.3 Probenauftragung und Elektrophorese

Elektrophorese-Puffer (Laemmli-Loading-Puffer) -Stammlosung:
125mM Tris-HCI pH = 6,8
4% SDS
20% Glycerol
2% Bromphenol
10% 2-Mercapto-Ethanol
ad aqua dest.

Elektrophorese-Puffer (Laemmli-Loading-Puffer):
Die Stammlosung wurde im Verhaltnis 1:10 mit aqua dest. verdilinnt.

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ermoglicht die
Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht sowie den
Vergleich mit geeigneten Markerproteinen bekannter Grof3e.

Vor dem Auftragen der Polypeptidlosungen erfolgte ihre Denaturierung im
Wasserbad bei 93°C flir 5 Minuten mit anschlielRender Schockgefrierung. In

die erste Tasche des Gels wurde jeweils 10yl der Markerproteinlésung und in
die restlichen Vertiefungen die Probenlésungen gegeben (Abbildung 3). Dabei
betrug die Menge des zu untersuchenden Proteins 50 ug pro Spur. Aul3erdem
wurde bei jedem Gel eine Positivkontrolle (Lysat der Zellinie HT29) mitgefiihrt.
Die zwei gelenthaltenden Glasplatten wurden in die Elektrophoreseapparatur
eingehangt, so dass zwei voneinander getrennte Kammern entstanden. Beide
Kammern muliten mit Laemmli-Loading-Puffer aufgefllt werden. Bei der
Methode nach Laemmli (1970) wandern negative, mit SDS beladene Proteine in
Polyacrylamidgelen innerhalb eines senkrecht zum Gel angelegten elektrischen
Feldes zur Anode. Wahrend der 1% bis 2-stiindigen Elektrophoresedauer betrug
die Stromstarke 35 mA. Die PAGE wurde gestoppt, bevor die vor den Substanzen
laufende Bromphenolblaulinie das Gel verlie3. Aufgrund ihrer GroRendifferenz
wandern die Eiweil3e mit unterschiedlicher Geschwindigkeit (kleine schnell,
grof3e langsam) und trennen sich daher in verschiedene Banden auf.

o Marker Proteinlosung  Positivkontrolle o

A I O

Abbildung 3: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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2.6.4 Semidry Blotting

Transfer-Puffer:
24,8mM Tris
186,5mM Glycin

20% Methanol
ad aqua dest.

Als Blotting bezeichnet man den Transfer der aufgetrennten Proteine auf die
Oberflache einer immobilisierten Nitrocellulose-Membran. Bei diesem Vorgang
werden die Eiweil3e durch nicht-kovalente Wechselwirkungen an die Membran
gebunden und dadurch fur Antikorper-Nachweisreaktionen zuganglich gemacht
(Jacobson, 1994).

Filterpapiere und Nitrocellulose-Membran wurden auf die Grof3e der zu
blottenden Gele zugeschnitten. Durch Markierung der Gele und der Blot-
Membran liel3en sich Verwechslungen der Proteinlaufrichtungen ausschliel3en.
Wahrend der nachfolgenden Arbeitsvorgange wurde die Membran vorsichtig
mit einer Pinzette an den Randern angefal3t, um Verfalschungen des Ergebnisses
durch mechanischen Druck oder Hautproteine zu verhindern. Nach dem
Sandwich-Aufbau (Abbildung 4) wurden die Gele auf die Membran gelegt und
ohne Einschlul3 von Luftblasen zwischen Transfer-Puffer-getrankte Filterpapiere
plaziert. Der Transfer-Puffer erzielte eine ausreichende Sattigung. Zusatzlich
wurde durch das in ihm enthaltene Methanol die Membranbindungsfahigkeit
erhoht. Der Elektrotransfer erfolgte zwischen zwei Graphitplatten mit hoher
Leitfahigkeit und dauerte bei konstanter Stromstarke, die der Flache der

zu blottenden Gele entsprach, 25-30 Minuten. Maximal vier Gele konnten
gleichzeitig Gbertragen werden.

° Kathode
Filterpapier

e Gel

NC-Membran

Filterpapier
Abbildung 4: Sandwich-Aufbau beim Semidry Blotting

2.6.5 Reversible Farbung mit Ponceau S

Ponceau-Losung:
6 mM Ponceau S

1% Essigsaure
ad aqua dest.
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Die vollstandige Reversibilitat der Methode (Salinovich et Montelaro, 1986)
ermdoglichte die schnelle Uberpriifung des kompletten Proteintransfers vor der
Immundetektion (De Mario, 1994).

Dazu wurde die Nitrocellulose-Membran fiir 5 Minuten in Ponceau S-Losung
gefarbt und anschlieRend mit Methanol wieder entfarbt, bis klare Proteinbanden
vor schwachem Hintergrund zu sehen waren. Nach Dokumentation der
Bandenmuster wurde die Blot-Membran bis zur Weiterbearbeitung bei + 4°C, in
Frischhaltefolie verpackt, aufbewahrt.

2.6.6 Behandlung der Membran mit Antikérpern

PBS-Puffer (Phosphat Buffered Saline) -Stammlésung pH = 7,4:
1,4M Natriumchlorid

26,9 MM Kaliumchlorid

42,7mM Dinatriumhydrogen-phosphat-hydrat

11,5mM Kaliumhydrogenphosphat

ad aqua dest.

PBS-T-Puffer:
Die Stammlosung wurde im Verhaltnis 1:10 mit aqua dest. verdiinnt und 1ml
Tween 20 pro Liter zupipettiert.

Blockerlosung:

2,5% BSA (Rinderserumalbumin)
2,5% Magermilchpulver

ad PBS-T-Puffer

Um eine spezifische Antikorperbindung an das Epitop zu gewahrleisten,
miussen Uberschiissige Polypeptidbindungsstellen der Nitrocellulose-
Membran blockiert werden (Van Dam, 1994). Dazu wurde eine Proteinldosung
aus Rinderserumalbumin und Magermilchpulver in der oben angegebenen
Konzentration verwendet. Die Nitrocellulose-Membran muf3te mit ausreichend
Blockerlosung fiir 1 Stunde tberschichtet werden.

Zur Immundetektion wurden die AntikOrper jeweils in einer Gebrauchs-
verdinnung von 1:1000 ad Blockerlésung und PBS-T-Puffer im Verhaltnis 1:5
eingesetzt. Zuerst erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper, der an das
nachzuweisende Protein bindet (Abbildung 5). Die Inkubationszeit betrug bei
22°C 1 Stunde.

Danach wurde die Nitrocellulose-Membran 4 x je 10 Minuten in einer
Farbewanne mit PBS-T-Puffer gewaschen. Auf diese Weise konnten die iber-
schussigen, nicht spezifisch gebundenen Antikorper entfernt werden. Alle
Waschvorgange fanden auf einem Schittler bei moderater Schiittel-
geschwindigkeit und Raumtemperatur statt. Der PBS-T-Puffer wurde nach
jedem Waschschritt verworfen.
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Nach erneuter Blockierung (wie oben) fiir 30 Minuten begann bei 22°C die
Inkubation mit dem Zweit-Antikorper, der mit einem Enzym (Peroxidase)
gekoppelt ist. Dieser markierte Sekundarantikdrper bindet an die Antigen-
Antikérper-Komplexe (Abbildung 6). Nach weiteren 30 Minuten wurde wieder
gewaschen (4 x 10 Minuten, wie oben). Nun war an den Stellen, wo sich das
nachzuweisende Protein befand, die Peroxidase liber die beiden Antikorper fest
gebunden.

2.6.7 Chemilumineszenz

In der vorliegenden Arbeit wurden die gebildeten Antigen-Antikorper-

Komplexe durch Enhanced Chemiluminescence (ECL) nachgewiesen. Dabei
|6st die spezifisch gebundene Peroxidase beim Umsatz des Substrates eine
Lichtemission aus, die zu einer Farbreaktion fuihrt (Durrant et Fowler, 1994).

Das Chemilumineszenz-Substrat wurde nach Anweisung des Herstellers
gemischt und die Membran fir einige Minuten Uberschichtet. Um eine
Austrocknung zu vermeiden, wurde die Nitrocellulose-Membran mit
Frischhaltefolie versiegelt und anschlieBend einem Rontgenfilm exponiert. Die
Photonen, die bei der enzymatischen Reaktion entstanden, schwarzten den
Film an den Stellen der Immunkomplexe (Abbildung 7). Unterschiedlich lange
Belichtungszeiten garantierten die Dokumentation von starken Banden als auch
schwacheren Signalen.

Priméarantikérper

‘ ‘ Protein Abbildung 5: Inkubation mit
NC-Membran dem Primérantikorper

Peroxidase

Sekundarantikérper

Abbildung 6: Inkubation mit
dem Sekundarantikérper

@
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L
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S
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00O <] <] <] Substrat

A A Abbildung 7: Chemilumineszenz
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2.6.8 Auswertung

Tabelle b: Zellzyklusproteine und ihr spezifisches Molekulargewicht

Zellzyklusprotein Molekulargewicht in Kilo-Dalton
p27 18-29kDa
Cyclin E 50-55kDa
Cyclin D3 30-46kDa

Anhand der Markerproteine wurde die molare Masse der Banden bestimmt.
Jeder Antikorper hat als Glykoprotein ein spezifisches Molekulargewicht, so

lal3t sich das gesuchte Eiweil3 (z.B. Cyclin E) anhand des an ihm gebundenen
Antikorpers identifizieren. Tabelle 5 zeigt die einzelnen Zellzyklusproteine und ihr
Molekulargewicht.

Die densitometrische Bestimmung der Bandenintensitat wurde mit Hilfe des
Computerprogramms Kodak Digital Science 1D 3.02 vorgenommen.

2.7 Statistische Auswertung

Nach dem Modell von Lloyd et al. (1997) diente eine konstante Polypeptidmenge
der kolorektalen Zellinie HT29 als Positivkontrolle flir die Immunoblot-Analyse.
Von allen Absorptionswerten der Positivkontrolle fir ein bestimmtes Zellzyklus-
protein (Abbildung 8) wurde der Mittelwert gebildet und 100% gesetzt. Die
Expressionszahlen der untersuchten Schilddriisenzellinien und -gewebe werden
nachfolgend in Prozent bezogen auf die Positivkontrolle angegeben.

Anhand der Cyclin D3-Spiegel in den Tumorgeweben war durchschnittlich
von einer Schwankung der Probenexpression von 25% gegentiber der
Positivkontrolle auszugehen. Daher wurden Werte tber 125% bezogen auf die
Positivkontrolle als Uberexpression definiert.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson gab Auskunft
uber die Assoziation zwischen Wachstumsrate und Bandenstarke der
Regulatorproteine in den Schilddriisenzellinien. In Vierfeldertafeln ( 2-Test)
wurde die Zellzyklusproteinexpression in den Schilddriisengeweben jeweils
mit dem pTNM-Stadium, Differenzierungsgrad und Primartumoren versus
Lymphknotenmetastasen verglichen. Fur die Bestimmung der Koexpression
der untersuchten Zellzyklusproteine fand der U-Test nach Mann und Whitney
Anwendung. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm SPSS 10.0.
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Abbildung 8: Beschreibung der Variabilitat der Expressionswerte der Positivkontrolle
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3 Ergebnisse

3.1 Schilddriisenzellinien
3.1.1 Wachstumskinetiken (MTT-Test)

Die Schilddriisenzellinien unterschieden sich in ihrem Proliferationsverhalten
(Abbildung 9). Anhand des Anstiegs der Wachstumskurve wurde die Teilungsrate
pro Stunde ermittelt.

Die follikulare Zellinie FTC 133 wies mit 115mal pro Stunde die hochste
Proliferationsrate auf. FTC 238-Zellen replizierten sich nur 90mal in

60 Minuten. Vergleicht man das Wachstum der undifferenzierten Schilddrisen-
karzinomzellen untereinander, zeigte sich eine Teilungsrate von 62,5mal pro
Stunde in UTC C643 und 45 mal pro Stunde in UTC 8505C. Somit hatte UTC
8505C die langsamste Wachstumskinetik der untersuchten Schilddriisenzellinien.

Insgesamt fand sich eine hohere Proliferationsrate in follikularen gegeniber
undifferenzierten Schilddriisenzellinien. Dabei teilten sich FTC 238-Thyreozyten
doppelt so schnell wie UTC 8505C-Zellen. FTC 133-Thyreozyten replizierten sich
rund 63 mal innerhalb von 33 Minuten, wahrend UTC C643-Zellen dafiir etwas
mehr als eine Stunde bendétigten.

Konfluenz in den Wells wurde bei keiner der Schilddriisenzellinien nach 72
Stunden beobachtet.
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e 62,5/h
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®FTC 133
HFTC 238
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Abbildung 9: Wachstumskinetik der Schilddriisenzellinien
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3.1.2 Expression von p27, Cyclin E, Cyclin D3 in Schilddriisenzellinien

Die Expressionsergebnisse der einzelnen Zellzyklusproteine sind in Abbildung
10 zusammengefal3t.

FTC 133, UTC C643 und UTC 8505C zeigten eine starke Reaktion auf den p27-
Antikorper (Abbildung 10a). Weiterhin liel3 sich bereits auf dem Film die zarte
Bande der Schilddrisenzellinie FTC 238 erkennen. Wie in der graphischen
Ubersicht (Abbildung 10b) dargestellt, ergaben sich Expressionszahlen von
mehr als 50% bezogen auf die Positivkontrolle flir die Schilddriisenzellinien FTC
133, UTC C643 und UTC 8505C. Dabei wurde der hochste p27-Spiegel in FTC 133
mit fast 90 % der Positivkontrolle ermittelt. Im Gegensatz dazu betrug die p27-
Expression in FTC 238 nur etwa ein Viertel der Positivkontrolle.

Die untersuchten Schilddriisenzellinien wiesen ein unterschiedliches
Expressionsverhalten fur Cyclin E auf (Abbildung 10a). Eine starkere Bande
konnte nur in den follikularen Schilddriisenzellinien beobachtet werden.
Bezogen auf die Positivkontrolle wurden in FTC 133 Expressionswerte von 73%,
in FTC 238 von 57%, in UTC C643 von 44% und in UTC 8505C von rund 28%
gemessen. Das Saulendiagramm in Abbildung 10b verdeutlicht den nahezu
linearen Abfall der Cyclin E-Expression von der Schilddriisenzellinie FTC 133
Uber FTC 238 und UTC C643 bis hin zu UTC 8505C.

Ahnlich den Cyclin E-Spiegeln unterschieden sich die Schilddriisenzellinien in
ihrer Cyclin D3-Expression (Abbildung 10a). Die schwachste Expression von
Cyclin D3 wurde in UTC 8505C detektiert. Dagegen fand sich in FTC 133 eine
Bandenintensitat, die mit der Reaktionsstarke der Positivkontrolle vergleichbar
war. Tatsachlich wurden bei der densitometrischen Auswertung identische
Expressionswerte fiir die Positivkontrolle und FTC 133 bestimmt. Die Schild-
driisenzellinien FTC 238 sowie UTC C643 zeigten Cyclin D3-Spiegel von 85%
und 71% der Positivkontrolle. Wahrend die Cyclin D3-Expression in UTC 8505C
nur ein Drittel der Positivkontrolle erreichte. Die Deszendenz der Cyclin D3-
Expression von der Schilddriisenzellinie FTC 133 tiber FTC 238 und UTC C643
bis hin zu UTC 8505C wird auch hier durch die Abbildung 10b hervorgehoben.
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Schilddrisenzellinien

30



3.1.3 Assoziation zwischen Expression der Zellzyklusregulatoren und der
Wachstumsrate in Schilddriisenzellinien

Um den Merkmalszusammenhang zwischen Wachstumskinetik und Expression
von p27, Cyclin E und Cyclin D3 zu untersuchen, wurden die gemessenen Werte
in je einem Diagramm flir jedes Zellzyklusprotein dargestellt (Abbildung 11).
Zusatzlich erfolgte die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson

(k).

Bei der Schilddriisenzellinie FTC 238 flihrte das vergleichsweise geringe
Vorkommen von p27 nicht zu einer Zunahme der Proliferation. Umgekehrt ging
ein p27-Spiegel tber 50% der Positivkontrolle in FTC 133, UTC C643 und UTC
8505C nicht mit einer erhohten Replikationsrate einher. Die Expression von p27
war somit nicht mit der Wachstumsrate der Schilddriisenzellinien assoziiert

(p =0,454).

Dagegen hatte eine hohe Expression von Cyclin E und Cyclin D3 in den
follikularen Schilddriisenzellinien einen Anstieg der Proliferationsrate zur

Folge. Die undifferenzierten Schilddriisenzellinien wiesen entsprechend ihrer
niedrigeren Cyclin E- und Cyclin D3-Spiegel auch ein langsameres Wachstum im
Vergleich zu FTC 133 und FTC 238 auf. Es fand sich also eine signifikant positive
Korrelation zwischen dem Proliferationsverhalten und der Expression von
Cyclin E (p = 0,003) und Cyclin D3 (p = 0,029) in den untersuchten Schilddrisen-
zellinien. Der Korrelationskoeffizient betrug fiir Cyclin E 0,994 und fiir Cyclin D3
0,941, so dass von einer linearen Beziehung zwischen den Cyclin-Spiegeln und
der Wachstumskinetik in vitro auszugehen ist.
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3.2. Schilddriisengewebe
3.21 p27

In Abbildung 12 sind die Westernblot-Ergebnisse unter Verwendung des
p27-Antikorpers dargestellt.

Die untersuchten Normalgewebe stammten alle von Patienten, die gleichzeitig
an einem Schilddriisenkarzinom erkrankt waren. Diese benachbarten nicht-
neoplastischen Schilddrisengewebe exprimierten den Zellzyklusregulator p27
in Hohe von 98 bis 115% bezogen auf die Positivkontrolle (Abbildung 12b).
Vergleichbare p27-Spiegel wurden auch in den undifferenzierten Schilddriisen-
karzinomen detektiert. Entsprechend der zarten Bande auf dem Rontgenfilm
(Abbildung 12a) ergab sich im undifferenzierten Tumorgewebe Nr. 9 nur eine
Expression von 91% der Positivkontrolle. Folglich liel3 sich eine Unterexpression
in allen untersuchten Normalgeweben und undifferenzierten Schilddrisen-
karzinomen ermitteln (Abbildung 12b). Wie die Abbildung 12a verdeutlicht, fand
sich in den differenzierten Schilddriisenkarzinomen mit Ausnahme der Gewebe-
Nr. 28 eine tiefschwarze Bandenfarbung. Bei der densitometrischen Bestimmung
wurden Expressionswerte von durchschnittlich 167 % der Positivkontrolle, den
Ausreil3er ausgeschlossen, gemessen (Abbildung 12b). Somit zeigten alle
follikularen Schilddriisenkarzinome sowie 20 von 21 untersuchten papillaren
Schilddriisenkarzinomen (95%) eine Uberexpression von p27, wahrend in den
undifferenzierten Tumoren vergleichsweise nur geringe p27-Spiegel beobachtet
wurden (p = 0,000). Lediglich das papillare Schilddriisenkarzinom Nr. 28 wies mit
85% der Positivkontrolle eine Unterexpression von p27 auf.

Betrachtet man die Einzelwerte, so betrugen die p27-Spiegel in den
undifferenzierten Lymphknotenmetastasen 115% (Gewebe-Nr. 19) und 116%
(Gewebe-Nr. 20) der Positivkontrolle. Sie exprimierten p27 damit entsprechend
der Mehrzahl der undifferenzierten Primartumoren. In den papillaren Lymph-
knotenmetastasen (Gewebe-Nr. 36 bis 40) fand sich eine durchschnittliche
p27-Expression von 166 % der Positivkontrolle. Dagegen wurde in der papillaren
Lungenmetastase (Gewebe-Nr. 41) ein geringeres p27-Level von 152% der
Positivkontrolle registriert. Es ergab sich also in den papillaren Primartumoren,
mit Ausnahme der Gewebe-Nr. 28, sowie in den papillaren Metastasengeweben
eine p27-Uberexpression. Bei den follikuldren Lymphknotenmetastasen fiel die
p27-Uberexpression im Gewebe Nr. 56 um 15% geringer als im Gewebe Nr. 57
aus. Insgesamt unterschieden sich Primartumore somit nicht von Lymphknoten-
oder Fernmetastasen hinsichtlich ihrer p27-Spiegel in den einzelnen Schild-
drisenkarzinomgruppen (p = 0,554).

Die p27-Expression korrelierte nicht mit dem pTNM-Stadium (Abbildung 13).
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UTC:

PTC:

FTC:

Tumorgrol3e:

p27 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 4 0
T4 6 0
nicht bestimmt: 3
p27 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 1 8
T4 0 5
nicht bestimmt: 1 p=0,439
p27 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 0 8
T4 0 5

nicht bestimmt: 1

Lymphknotenstatus:
p27 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 1 0
N1 4 0
nicht bestimmt: 8
p27 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
NO 1 4
N1 0 8
nicht bestimmt: 2 p =0,188
p27 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
NO 0 7
N 1 0 2

nicht bestimmt: 5

Abbildung 13: Korrelation zwischen p27-Expression und pTNM-Stadium
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322 CyclinE

Andere Blotmembranen mit der gleichen Reihenfolge der Gewebeprotein-
auftragung wurden mit Cyclin E-Antikorpern behandelt.

Betrachtet man die Bandenstarke der untersuchten Gewebe auf dem Film
(Abbildung 14a), fallt die starke Reaktion der follikularen Schilddriisenkarzinome
auf, wahrend in den Normalgeweben, papillaren und undifferenzierten Schild-
drusenkarzinomen nur schwache Banden registriert wurden. Das vergleichs-
weise geringe Vorkommen von Cyclin E in den nicht-transformierten thyroidalen
Geweben, papillaren und undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen spiegelte
sich auch in den gemessenen Expressionswerten wider (Abbildung 14b). In

den Normalgeweben wurden Cyclin E-Level von durchschnittlich 61%, bezogen
auf die Positivkontrolle, bestimmt. Die anaplastischen Schilddriisenkarzinome
zeigten eine Cyclin E-Expression von 46 % bis 89% der Positivkontrolle.

Ebenso lagen die Expressionsdaten fiir Cyclin E in den papillaren
Schilddrisenkarzinomen, bis auf das Gewebe Nr. 40 mit 101 %, unterhalb

des Mittelwertes der Positivkontrollen. Dagegen wurden in den follikularen
Schilddriisentumoren sehr hohe Cyclin E-Spiegel von bis zu 330% der
Positivkontrolle beobachtet. Zusammenfassend lie3 sich eine Unterexpression
von Cyclin E in den Normalgeweben, papillaren und undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomen festhalten, die in starkem Kontrast zur ausgepragten
Cyclin E-Uberexpression in den follikularen Schilddriisenkarzinomen steht

(p = 0,000).

Die Lymphknotenmetastasen der undifferenzierten Schilddriisenkarzinome
(Gewebe-Nr. 19 und 20) exprimierten Cyclin E in Hohe von 81% und 82% der
Positivkontrolle. Fast identische Werte wurden auch in einigen undifferenzierten
Primartumoren (Gewebe-Nr. 8, 10 bis 13) ermittelt. In allen papillaren Lymph-
knotenmetastasen (Gewebe-Nr. 36 bis 40) fand sich wie in den Primartumoren
eine Unterexpression von Cyclin E. Dabei wurde das niedrigste Cyclin E-Level
mit 43% im Gewebe-Nr. 36 und der hochste Cyclin E-Spiegel mit 101% im
Gewebe-Nr. 40 detektiert. Die untersuchten papillaren Lymphknotenmetastasen
unterschieden sich nicht in ihrer Cyclin E-Expression von der papillaren Lungen-
metastase (Gewebe-Nr. 41). In den beiden follikularen Lymphknotenmetastasen
betrugen die Cyclin E-Level 288% (Gewebe-Nr. 56) und 312% (Gewebe-Nr. 57)
der Positivkontrolle. Ahnliche Cyclin E-Expressionswerte wurden auch von
follikularen Primartumoren erreicht. Es ergab sich somit keine Differenz
zwischen den Cyclin E-Spiegeln von Primartumoren und Metastasengeweben.

Die Cyclin E-Expression hatte keinen signifikanten Einflul3 auf das pTNM-
Stadium (Abbildung 15). Eine Ausbreitung jenseits der Schilddriisenkapsel
(Tumorstadium 4) oder eine lymphogene Aussaat von Tumorzellen anderte
nichts an der Unterexpression von Cyclin E in den undifferenzierten und
papillaren Schilddriisentumoren bzw. an der Uberexpression von Cyclin E in
den follikularen Schilddriisenkarzinomen.
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Tumorspezifische Isoformen von Cyclin E zeigen bei der Westernblot-Analyse
Banden bei 49kDa und 34kDa (Keyomarsi et al., 1994) sowie 40kDa (Ohtsubo

et Roberts, 1993), wahrend fiir das wildtyp-Molekiil ein Gewicht von 50 bis
55kDa kennzeichnend ist. Wie in Abbildung 14a dargestellt, liel3 sich in den
Normalgeweben und papillaren Schilddriisenkarzinomen nur jeweils eine Bande
pro untersuchtem Gewebe erkennen, die mit 50 bis 55kDa dem wildtyp-

Cyclin E entsprach. Niedermolekulare Varianten des Zellzyklusproteins wurden
mit 49kDa im undifferenzierten Schilddrisenkarzinom Nr. 18 identifiziert,
wahrend 14 von 16 (87,5 %) der untersuchten follikularen Schilddriisentumoren
(Gewebe-Nr. 42 bis 49, 51 bis 53 sowie 55 bis 57) positiv flir die 49kDa-lsoform
waren. Cyclin E-Molekiile von 40kDa fanden sich in 9 von 15 (60 %) der
undifferenzierten thyroidalen Karzinome und in 11 von 16 (69 %) der follikularen
Tumoren. Dagegen traten 34kDa-Banden nur selten in den undifferenzierten
Karzinomen Nr. 6, 12, 13, 15 und 17 sowie in den follikularen Schilddriisen-
tumoren Nr. 42, 45, 50 und 51 auf. Insgesamt konnten niedermolekulare
Varianten von Cyclin E also ausschlieflich in follikularen und undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomgeweben detektiert werden.
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UTC:

PTC:

FTC:

Tumorgrol3e:

Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 4 0
T4 6 0
nicht bestimmt: 3
Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 9 0
T4 5 0
nicht bestimmt: 1
Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 0 8
T4 0 5

nicht bestimmt: 1

Lymphknotenstatus:
Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 1 0
N1 4 0
nicht bestimmt: 8
Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 5 0
N 1 8 0
nicht bestimmt: 2
Cyclin E Unter- Uber-
expression | expression
LKM
NO 0 7
N 1 0 2

nicht bestimmt: 5

Abbildung 15: Korrelation zwischen Cyclin E-Expression und pTNM-Stadium
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3.23 Cyclin D3

Die Abbildung 16 stellt die Reaktion der untersuchten Gewebe auf Cyclin D3-
Antikorper dar.

Im Gegensatz zu p27 und Cyclin E exprimierten alle thyroidalen Normalgewebe
kein Cyclin D3-Protein. Nach der Behandlung mit Cyclin D3-Antikorpern wurde
nur die Bande der Positivkontrolle auf dem Film detektiert (Abbildung 16a).

Bei der Untersuchung der Tumorproben fiel ein variables Expressionsmuster
auf (Abbildung 16b). Zwei Drittel der undifferenzierten Schilddriisenkarzinome
(Gewebe-Nr. 7 bis 9, 12 bis 15, 17, 18, 20) zeigten eine Uberexpression von
Cyclin D3, wobei die hochsten Spiegel des Zellzyklusproteins bei 123% (UTC-
Gewebe-Nr. 6) und 223 % der Positivkontrolle (FTC-Gewebe-Nr. 20) lagen.

Mit Ausnahme einer papillaren Lymphknotenmetastase (Gewebe-Nr. 40)

fand sich in allen papillaren Schilddrisenkarzinomen eine Unterexpression
von Cyclin D3. In der Halfte der papillaren Schilddriisenmalignome wurden
sogar Cyclin D3-Spiegel unterhalb des Mittelwertes der Positivkontrollen
bestimmt. Entsprechend der starken Bandenintensitat wiesen die follikularen
Schilddriisenkarzinome Nr. 46, 49, 52 bis 54 (Abbildung 16a) sehr hohe Cyclin D3
-Spiegel auf. In der follikularen Neoplasie Nr. 54 erreichte das Cyclin D3-Level
das Vierfache der Positivkontrolle. Es liel3 sich also ein deutlicher Unterschied
in der Cyclin D3-Expression zwischen papillaren Schilddriisentumoren und

den UGbrigen Karzinomgeweben erkennen (p = 0,000). In den follikularen und
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen wurde eine ahnliche Verteilung der
Expressionswerte (p = 0,809) beobachtet.

Wie die Abbildung 17 verdeutlicht, fand sich in 9 von 13 untersuchten
undifferenzierten Primartumoren sowie in einer der beiden untersuchten
anaplastischen Lymphknotenmetastasen (Gewebe-Nr. 20) eine Cyclin D3-
Uberexpression. Dagegen wurde nur in einer papilldren Lymphknotenmetastase
ein hoher Spiegel des Zellzyklusproteins gemessen. Die Mehrzahl der
follikularen Primartumore (60 %) zeigte eine Cyclin D3-Uberexpression, wahrend
in beiden follikularen Lymphknotenmetastasen eine Cyclin D3-Unterexpression
ermittelt wurde. Der Vergleich zwischen der Cyclin D3-Akkumulation in Primar-
tumoren und Lymphknotenmetastasen ergab nur in den follikularen Schild-
drisenkarzinomen eine grenzwertige Signifikanz.

Tumorgrol3e und Metastasierungsgrad waren nicht mit der Cyclin D3-Expression
assoziiert. Ahnliche Cyclin D3-Spiegel wurden sowohl in minimal-invasiven als
auch in fortgeschrittenen, metastasierten Tumoren gefunden (Abbildung 18).
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UTC:

PTC:

FTC:

Abbildung 17: Cyclin D3-Expression in Primartumoren und Lymphknotenmetastasen

Primartumoren (P) versus Lymphknotenmetastasen (LKM):

Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Gewebe
P 4 9
LKM 1 1
p =0,591
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Gewebe
P 5 0
LKM 4 1
p = 0,076
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Gewebe
P 4 10
LKM 2 0
p = 0,051




UTC:

PTC:

FTC:

Tumorgrol3e:

Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T13 2 2
T4 2 4
nicht bestimmt: 3 p=0,598
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 9 0
T4 5 0
nicht bestimmt: 1
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
Stadium
T1-3 3 5
T4 1 4
nicht bestimmt: 1 p =0,506

Lymphknotenstatus:
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 1 0
N1 2 2
nicht bestimmt: 8 p = 0,361
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 5 0
N 1 8 0
nicht bestimmt: 2
Cyclin D3 Unter- Uber-
expression | expression
LKM
N O 2 5
N 1 0 2
nicht bestimmt: 5 p = 0,391

Abbildung 18: Korrelation zwischen Cyclin D3-Expression und pTNM-Stadium
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q Diskussion

4.1 Schilddriisenzellinien
4.1.1 EinfluB von p27 auf die Wachstumskinetik in vitro

In dieser Studie wirkte sich die Hohe des p27-Spiegels entgegen der Ausgangs-
hypothese nicht auf das Proliferationsverhalten der Schilddrisenzellinien

aus. Dieses Ergebnis wird durch Untersuchungen von Yamamoto et al. (1999)
bestatigt. Sie beobachteten in p27-liberexprimierenden Darmkrebszellen nur
teilweise eine Wachstumshemmung. In Tumorgeweben liegen unterschiedliche
Ergebnisse vor. Wahrend in einigen Karzinomen ein geringer p27-Spiegel mit
einer erhohten Proliferationsaktivitat assoziiert war (Esposito et al., 1997; Lloyd
et al., 1997; Kim et al., 2000; Kamai et al., 2001), ergaben andere Studien keine
Korrelation zwischen der p27-Expression und der Zellteilungsrate (Fredersdorf
et al., 1997; Catzavelos et al., 1997; Singh et al., 1998; Resnick et al., 1998;
Ohashi et al., 1999; Palmqvist et al., 1999; Hommura et al., 2000; Hedberg

et al., 2002a; Migita et al., 2002). Hierbei gilt zu bedenken, dass in den oben
genannten Arbeiten das Zellzyklusprotein hauptsachlich immunhistochemisch
nachgewiesen wurde. Eine klonale Expansion von malignen Zellen kdnnte also
auch unabhangig von einer p27-Downregulation erfolgen. Dies wirft die Frage
auf, ob p27 zusatzlich durch einen proliferationsunabhangigen Mechanismus
die thyroidale Tumorprogression beeinflul3t. Tatsachlich sind Stérungen der
Zellzyklusregulation in Krebszellen neben einer abnormen Zellteilung, auch

mit einem Kontrollverlust der Apoptosefunktion (Katayose et al., 1997; Wang

et al., 1997) und mit einer Dedifferenzierung (Steeg et Abrams, 1997; Jacks et
Weinberg, 1998) verbunden. Potentiell konnte die hohe p27-Expression in FTC
133, UTC C643 und UTC 8505C auch Ausdruck einer verminderten Apoptose
oder Dedifferenzierung sein. Weiterhin spielt vermutlich die komplexe Steuerung
des G1/S-Ubergangs eine Rolle. Neben p27 kénnten Alterationen anderer
Parameter die Proliferation der untersuchten Schilddriisenkarzinomzellen
modulieren. So wurden beispielsweise Mutationen des Retinoblastomaproteins
in 55% der Schilddriisenkarzinome identifiziert (Farid et al., 1994).

4.1.2 EinfluB von Cyclin E und Cyclin D3 auf die Wachstumskinetik in vitro

Im Gegensatz zu p27 fand sich, wie erwartet, eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression von Cyclin E/ Cyclin D3 und der Proliferationsrate in
den untersuchten Schilddriisenzellinien. Die Uberexpression von Cyclin E und
Cyclin D3 in Schilddriisenkarzinomzellen fiihrt wahrscheinlich zu einer
beschleunigten Passage des G1/S-Kontrollpunktes. Zu ahnlichen Ergebnissen

in normalen und transformierten Zellen kamen auch Ohtsubo et Roberts

(1993), Li et al. (1997) sowie Herzinger et Reed (1998). Auch in TSH-stimulierten
tierischen Thyreozyten ist Cyclin D3 in die Induktion der DNS-Synthese involviert
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(Depoortere et al., 1998; Motti et al., 2003). Hohe Cyclin D3-Spiegel fihren
dabei zu einer vorzeitigen Phosphorylierung von pRb und seinen verwandten
EiweilRen (Herzinger et Reed, 1998). Ebenso konnte eine beschleunigte
pRb-Phosphorylierung Ursache fiir die erhohte Zellteilung in FTC 133 und

FTC 238 sein. Fiir die Assoziation zwischen der Cyclin E-Expression und der
Wachstumsrate in den Schilddriisenzellinien gibt es unterschiedliche Erklarungs-
ansitze. Cyclin E ist in der Lage, den G1/S-Ubergang unabhangig von pRb und
dem Transkriptionsfaktor E2F zu steuern (Lukas et al., 1997). Alternative
pRb-Substrate flir Cyclin E/CDK2-Komplexe konnen das NPAT (nuclear protein
mapping to the ATM locus nach Zhao et al., 1998) oder das B-MYB-Protein (Sala
et al., 1997) sein, deren Phosphorylierung den Eintritt in die S-Phase verkiirzt.

Cyclin E
pRb - Phos-

phorylierung ’

Cyclin E Proliferation

abhangige CDK2

andere ’
Substrate:
NPAT, B-MYB

p27, p21

Abbildung 19: Steuerung des G1/S-Ubergangs durch Cyclin E

Zusatzlich fordern Cyclin E/CDK2-Molekiile die Zellproliferation, indem sie die
Stabilitat von Cyclin B/CDK1-Komplexen beeinflussen. Die Inaktivierung der
Cyclin E/CDK2-Heterodimere steigert den Abbau von Cyclin B und damit den
Mitoseaustritt (D’Angiolella et al., 2001). In Tumorgeweben wird allerdings die
Beziehung zwischen Cyclin E-Expression und Zellteilung kontrovers diskutiert.
Nur in Leber- (Ohashi et al., 2001) und kolorektalen Karzinomen (Li et al.,
2001) war ein erhohter Cyclin E-Spiegel ausnahmslos mit einer vermehrten
Zellproliferation verbunden. In anderen Studien zeigten nicht alle Malignome
diese positive Korrelation (Porter et al., 1997; Scott et Walker, 1997; Erlanson
et al., 1998; Hedberg et al., 2002a) oder der Mitoseindex verhielt sich nicht
proportional zum Cyclin E-Level (Keyomarsi et al., 1995; Gray-Bablin et al.,
1996; Fukuse et al., 2000; Mueller-Tidow et al., 2001). Es gibt also eine echte
Dysregulation der Cyclin E-Expression in einigen Karzinomen, die unabhangig
von der Wachstumsrate ist.
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4.2 p27 in Schilddriisengeweben
4.2.1 Expression von p27 in nicht-transformierten Schilddriisengeweben

Nach dem Zellzyklusverstandnis muf3ten normale Thyreozyten mit geringer
proliferativer Aktivitat (Saiz et al., 2002) hohe p27-Level zeigen (Lloyd et al.,
1997), die bei Mitoseeintritt abnehmen (Pagano et al., 1995). In der vorliegenden
Studie exprimierten die nicht-transformierten Schilddriisengewebe p27 aber nur
in geringem Mal3e. Dieses Resultat steht im Widerspruch zur Arbeit von Lloyd
et al. (1997), die in thyroidalen Normalgeweben hohe p27-Spiegel nachweisen
konnten. Bei den hier untersuchten Schilddriisennormalgeweben mul3 aber die
vergleichsweise geringe Fallzahl berticksichtigt werden.

Fur die Diskrepanz konnte aber auch eine p27-unabhangige Kontaktinhibition
des Zellwachstums verantwortlich sein. Diese Hypothese wird zum einen durch
Nakayama et al. (1996) gestlitzt. Sie wiesen in vitro nach, dass p27-negative
embryonale Mausfibroblasten in der G1-Phase blockiert bleiben. Die Zahl der
Zellteilungen in den p27-Knockout-Mausen unterschied sich nicht signifikant von
der Kontrollgruppe. Zum anderen fanden Depoortere et al. (1996) umgekehrt
hohe p27-Spiegel im Zellkern von proliferierenden Schilddriisenepithelzellen.

Da alle Schilddriisennormalgewebe von Patienten stammten, die gleichzeitig
an einem Schilddriisenkarzinom erkrankt waren, konnte eine andere Erklarung
flr die p27-Unterexpression eine Funktionseinschrankung des benachbarten
nicht-neoplastischen Parenchyms von karzinomhaltigen Schilddriisen sein. So
unterschieden sich beispielsweise hormonproduzierende Hypophysenadenome
in ihrer p27-Expression von syntheseinaktiven Tumoren gleicher Histologie
(Zhao et al., 1999).

4.2.2 Expression von p27 in FTC, PTC

Entsprechend der Ausgangshypothese zeigten die differenzierten Schilddrisen-
karzinome mit einer Ausnahme nahezu identisch hohe p27-Spiegel, wahrend in
den undifferenzierten Tumoren eine p27-Unterexpression detektiert wurde. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch Tallini et al. (1999) und Lloyd et al. (1997).
Dieser signifikante Unterschied zwischen differenzierten und undifferenzierten
Schilddrisenkarzinomen lal3t vermuten, dass p27 beim Dedifferenzierungs-
prozess von thyroidalen Tumoren eine wichtige Rolle spielt. Auch umgekehrt
wurde der Beweis erbracht, dass p27 essentiell am Differenzierungsvorgang
beteiligt ist. Oligodendrozyten von p27-Knockout-Mausen fehlt die Fahigkeit

zur Differenzierung (Pestell et al., 1999). Unklar bleibt dabei, in welcher Form
p27 in den thyroidalen Dedifferenzierungsprozess eingreift. Zwei in vitro-
Modelle bieten hier einen Erklarungsansatz. Eine Uberexpression von p27
induzierte Uber einen CDK2-unabhangigen Mechanismus die Differenzierung
von Kolonkarzinomzellen (Yamamoto et al., 1999). Weiterhin wiesen Kranenburg
et al. (1995) nach, dass p27 die Differenzierung von Mausneuroblastomzellen
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durch Inaktivierung von CDK4 triggert. Einige Autoren vermuten, dass
anaplastische Schilddriisenkarzinome aus praexistenten gut-differenzierten
Schilddriisentumoren hervorgehen (Ordonez et al., 1991; Venkatesh et al., 1990;
Goerges, 2001). Moglicherweise beeinflul3t p27 tber seine Interaktion mit CDK4
in Schilddriisenkarzinomen diesen thyroidalen Dedifferenzierungsvorgang.

Mit einer Ausnahme hielten also die differenzierten Schilddriisenkarzinome die
Expression des Tumorsuppressorproteins p27 aufrecht. Dieses Resultat flihrt
zur Frage nach einem speziellen Mechanismus, welcher den Krebszellen die
Toleranz von p27 ermoglicht. Baldassarre et al. (1999) gehen davon aus, dass
Cyclin D3 in Schilddriisenkarzinomen mit p27 einen zytoplasmatischen Komplex
bildet, der die p27-Bindung an Cyclin-CDK2-Molekiile im Zellkern verhindert und
somit p27 inaktiviert. Folglich muf3te ein hoher p27-Spiegel mit einer Cyclin D3-
Uberexpression verbunden sein. In der vorliegenden Arbeit fanden sich keine
eindeutigen Hinweise, die die Hypothese von Baldassarre et al. (1999) stlitzen.
Es ist aber denkbar, dass einige follikulare Schilddriisenkarzinome mit hohem
Cyclin D3-Level auf diese Weise der p27-vermittelten Wachstumshemmung
entgehen konnen.

Ursache flir die niedrige Expression des papillaren Karzinomgewebes Nr. 28
konnte zum Beispiel ein gestorter TGF-3-Mechanismus sein. TGF-3 induziert
uber Inhibitoren der kip/cip-Familie, wie p27, einen G1-Block (Reynisdottir

et al., 1995). Die Signaltransduktion erfolgt dabei liber einen Komplex aus
TGF-3-Rezeptor | und I, der Zielsubstrate in der Zelle phosphoryliert. Muro-
Cacho et al. (1999) fanden in papillaren Schilddriisenkarzinomen neben einer
p27-Unterexpression nur geringe Mengen des TGF-3-Rezeptors Il. Weiterhin
identifizierten sie Punktmutationen von Rezeptor lI-Promotoren in einer kleinen
Gruppe von PTC, die mit einer fehlenden m-RNS-Transkription assoziiert waren.
Die Downregulation von p27 im papillaren Karzinomgewebe Nr. 28 kénnte durch
eine selektive Aberration des TGF-R-Rezeptors Il erklart werden.

4.2.3 Expression von p27 in UTC

Ausgehend von klinischen Beobachtungen erscheint es logisch, dass p27 als
Tumorsuppressorprotein in den aggressiveren undifferenzierten Schilddriisen-
karzinomen (UTC) erniegrigt ist. Dieses Ergebnis wird dadurch unterstrichen,
dass in verschiedenen Tumoren niedrige p27-Spiegel mit einem hohen
Malignitatsgrad korrelieren (Mammakarzinom: Wong et al., 2001; Kolon-
karzinom: Fredersdorf et al., 1997; Magenkarzinom: Kim et al., 2000; Osophagus-
karzinom: Shibata et al., 2001; Nierenkarzinom: Migita et al., 2002; Harnblasen-
karzinom: Kamai et al., 2001; Prostatakarzinom: Tsihlias et al., 1998).

Wenn die p27-Unterexpression ein Merkmal der untersuchten undifferenzierten
Schilddriisenkarzinome darstellt, mul3 es einen pathophysiologischen
Mechanismus geben, der zum Verlust des Zellzyklusproteins flihrt. In zahlreichen
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Tumoren fanden sich konstant hohe m-RNS-Levels wahrend die p27-Protein-
Expression vermindert war (Fredersdorf et al., 1997; Catzavelos et al., 1997;
Takata et al., 1999; Singh et al., 1998). Interessanterweise hangt die Down-
regulation von p27 in nicht-transformierten und malignen Zellen nicht von
Genveranderungen ab (Kawamata et al., 1995), sondern wird hauptsachlich
durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse (Pagano et al., 1995) und zu einem
kleineren Teil translational (Hengst et al., 1996) kontrolliert. Ubiquitin ist

ein in allen eukaryotischen Zellen vorkommendes Polypeptid. Es bindet an
Lysinreste von Eiweil3en und gibt dadurch das Signal zu deren Spaltung
(Pschyrembel, 2002). Bevor p27 abgebaut werden kann, wird es durch Cyclin
E/CDK2-Komplexe an seinem Threonin 187-Rest phosphoryliert (Sheaff et al.,
1997). Diese phosphorylierte Form von p27 interagiert dann mit einen SCF-
Komplex, der die Ubiquitin-Ubertragung erleichtert (Elledge et Harper, 1998).
Die Unterexpression von p27 in den undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen
konnte also aus seiner verminderten Halbwertszeit resultieren. Tatsachlich
lield sich in epithelialen, p27-unterexprimierenden Malignomen eine erhdhte
proteolytische Aktivitat beobachten (Slingerland et Pagano, 2000). Vermutlich
wird in anaplastischen Schilddriisentumoren synthetisiertes p27 abgebaut,
bevor es seine inhibitorische Funktion im Zellzyklus wahrnehmen kann.

Nun stellt sich die Frage, welchen Effekt eine vorzeitige Proteolyse in den
untersuchten undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen hat. Es ist bekannt,
dass Zellproliferation und Apoptose das Gleichgewicht von normalem
Schilddriisengewebe als auch die Tumorprogression beeinflussen. Nicht-
proliferierende Zellen zeigen eine hohe p27-Spiegel. Wenn die Zellen in

den Zellzyklus eintreten, nimmt die Expression von p27 und damit seine
inhibitorische Aktivitat ab (Slingerland et Pagano, 2000). Wachstumsfordernde
(z.B. Zytokine wie Interleukin 2: Nourse et al., 1994; spezielle Mitogene im
Serum: Coats et al., 1996) und wachstumsinhibitorische Signale (z.B. TGF-R3:
Reynisdottir et al., 1995; Zell-Zell-Kontakt: Croix et al., 1996; c-AMP: Feliciello et
al., 2000) regulieren dabei die Akkumulation von p27. Viele Zellzyklusregulatoren
sind auch an der Steuerung des programmierten Zelltodes beteiligt. Da sich

in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen der p27-Expression

und der Wachstumsrate der Schilddriisenzellinien fand, erscheint eine
gestorte Apoptosefunktion in den undifferenzierten Schilddriisenkarzinom-
geweben plausibler. Katayose et al. (1997) und Wang et al. (1997) erbrachten
den Beweis, dass eine Uberexpression von p27 neben einem G1-Block auch
zur Apoptose fuhren kann. Dabei spielt die Inhibition der CDK2-Aktivitat

eher eine untergeordnete Rolle, da ein hoher p21-Spiegel in keiner der von
Katayose et al. (1997) untersuchten humanen Zellinien einen ahnlichen Effekt
hatte. In Mammakarzinomen war ein hoher p27-Spiegel mit einem erhdhten
Apoptoseindex verbunden (Wu et al.,1999). Potentiell wirde eine geringe
Apoptosezahl aufgrund der p27-Unterexpression in den undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomen die rasche Ausbreitung und Aggressivitat dieser
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Tumoren (Reiners et al., 1999) erklaren. Wahrend in den gut-differenzierten
Schilddriisenmalignomen, die sich durch eine glinstigere Prognose auszeichnen,
die Apoptosefunktion durch das Vorhandensein von p27 intakt ist. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um zu klaren, ob mit zunehmender
Dedifferenzierung in Schilddriisentumoren der Verlust von p27 mit einem
Wegfall der Apoptosefahigkeit einhergeht.

Ebenso konnte eine gestorte Balance zwischen verschiedenen Zellzyklus-
inhibitorproteinen die Frage nach den Folgen des niedrigen p27-Spiegels in den
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen beantworten. Im Falle einer DNS-
Schadigung wird p21 durch p53 induziert, das die Weitergabe der veranderten
Erbsubstanz verhindert (El-Deiry et al., 1993). Da p27 zur selben CKI-Familie
gehort, ware auch eine Beziehung zwischen p27 und p53 denkbar. Wu et al.
(1999) zeigten eine inverse Assoziation zwischen beiden Zellzyklusproteinen,
verbunden mit einer schlechten Prognose bei p27 (-)/ p53 (+)-Patientinnen.
Einige Autoren gehen davon aus, dass eine Uberexpression von p53 mit

einer pb53-Mutation assoziiert ist (Haas et al., 1999; Gretarsdottir et al., 1996).
Alterationen des p53-Gens wurden in zahlreichen humanen Malignomen
gefunden (Hollstein et al., 1991). Durch den Funktionsverlust des mutierten p53-
Proteins (El-Deiry et al., 1993) kommmt es zur DNS-Replikation ohne Reparatur
der geschadigten Basensequenzen. Der p27-Verlust infolge der Uberexpression
eines funktionslosen p53 hatte den Wegfall des G1/S-Kontrollpunktes zur Folge
und konnte auf diese Weise zur Dedifferenzierung von Schilddriisentumoren
beitragen. Tatsachlich sind p53-Mutationen ein typisches Merkmal von schlecht
differenzierten und anaplastischen Schilddriisenkarzinomen (Farid, 2001; Ho et
al., 1996; Donghi et al., 1993).

4.2.4 p27-Expression und pTNM-Stadium

Verglichen mit den differenzierten Schilddriisenkarzinomen fand sich in

der vorliegenden Arbeit eine p27-Unterexpression in den undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomen, von denen ein rascher Einbruch in das umliegende
Gewebe und eine friihe Metastasierung bekannt ist. Somit liegt nahe, dass p27
einen Einflul3 auf das pTNM-Stadium hat. Aufgrund der geringen Fallzahl lief3
sich hier jedoch keine inverse Korrelation zwischen der p27-Expression und dem
Grad der Invasivitat feststellen.

In der Literatur existieren unterschiedliche Ergebnisse. Immunhistochemische
Untersuchungen von Khoo et al. (2002a, 2002b) ergaben eine Assoziation
zwischen einem niedrigen p27-Spiegel und einem fortgeschrittenem Lymph-
knotenstatus in papillaren Mikrokarzinomen und PTC. Im Gegensatz dazu wiesen
Resnick et al. (1998) und Tallini et al. (1999) keine Beziehung zwischen der
p27-Expression und prognostischen Faktoren wie Invasivitat, extraglandulare
Ausdehnung und Metastasierung in Schilddriisenkarzinomen nach.
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4.3 Cyclin E in Schilddriisengeweben
4.3.1 Expression von Cyclin E in nicht-transformierten Schilddriisengeweben

Wie vermutet, fand sich in den untersuchten thyroidalen Normalgeweben

eine Unterexpression von Cyclin E. Dabei kann das geringe Vorkommen des
Zellzyklusproteins am ehesten als Ausdruck der geringen Proliferationsrate von
nicht-transformierten Schilddrisenepithelzellen (Saiz et al., 2002) interpretiert
werden, da auch in vitro eine positive Korrelation zwischen Cyclin E und

der Wachstumsrate bestand. In anderen benachbarten Normalgeweben

von karzinomhaltigen Organen wurden ebenfalls niedrige Cyclin E-Spiegel
beobachtet (Keyomarsi et al., 1994; Mueller-Tidow et al., 2001).

4.3.2 Expression von Cyclin E in FTC

Bei der Untersuchung der Cyclin E-Expression in den thyroidalen Tumor-
geweben zeigte sich ein unerwartetes Ergebnis. AusschlieB3lich in den
follikularen Schilddriisenkarzinomen (30,8% der Falle) wurde eine Uber-
expression von Cyclin E gemessen. Dabei fiel die groRe Differenz zwischen
den Cyclin E-Spiegeln der follikularen Schilddriisentumoren im Vergleich

zu den papillaren und undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen auf. Auch
Nielsen et al. (1996) konnten mit Hilfe von immunhistochemischen Verfahren
und Westernblot-Analyse hohe Cyclin E-Level nur in 27 % der untersuchten
Mammatumoren nachweisen. In der Studie von Mueller-Tidow et al. (2001)
unterschieden sich kleinzellige Bronchialkarzinome zum Teil um einen Faktor
von 1000 hinsichtlich ihrer Cyclin E-Spiegel.

Ursache fiir die Uberexpression von Cyclin E in den follikuldren Schilddriisen-
karzinomen konnte eine fehlerhafte Ubiquitin-vermittelte Proteolyse sein.
Dieser enzymatische Prozess wird sowohl durch die CDK2-Bindung als auch
durch ihre katalytische Aktivitat reguliert. Die Bindung von Cyclin E an CDK2
verhindert die Ubiquitination und somit die Proteolyse (Clurman et al., 1996).
Zum anderen sind Cyclin E/CDK2-Komplexe fahig zur Autophosphorylierung.
Cyclin E-Molekiile besitzen als instabile Proteine eine charakteristische
C-terminale Region, die reich an Prolin (P), Glutamin (E), Serin (S) und
Threonin (T) ist. Das Zellzyklusprotein wird innerhalb dieser PEST-Doméane am
Threonin 380-Rest durch seine Partnerkinase CDK2 phosphoryliert (Elledge

et Harper, 1998). Dadurch kommt es zur Dissoziation des Cyclin E/CDK2-
Komplexes mit nachfolgendem Abbau des freien Cyclin E (Won et Reed, 1996).
Moglicherweise findet sich in den follikularen Schilddrusenkarzinomen eine
festere Bindung zwischen Cyclin E und seiner Partnerkinase, wahrend in den
papillaren und undifferenzierten Schilddriisenmalignomen eine vermehrte
Autophosphorylierung erfolgt, die zur Proteolyse des Zellzyklusproteins flihrt.
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In vitro war ein erhohter Cyclin E-Spiegel in den follikularen Schilddriisen-
zellinien mit einer gesteigerten Proliferationsrate verbunden. Bezugnehmend
auf dieses Ergebnis miil3te man auch bei den Cyclin E-lGiberexprimierenden
follikularen Schilddriisenkarzinomen eine vermehrte Zellteilung vermuten. Da
Cyclin E in der Lage ist, den G1/S-Ubergang unabhangig von pRb und dem
Transkriptionsfaktor E2F zu steuern (Lukas et al., 1997), konnten die Cyclin E-
liberexprimierenden follikularen Tumorzellen die Cyclin D/ CDK4,6/ p16/ pRb-
vermittelte Kontrolle am R-Punkt umgehen (Gray-Bablin et al., 1996). Sie hatten
somit einen Wachstumsvorteil. Daraus liel3e sich schlul3folgern, dass es sich

bei den untersuchten follikularen Schilddrisenkarzinomen um hoch-invasive
follikulare Tumoren handeln muf3, die eine schlechtere Prognose im Vergleich zu
den minimal-invasiven FTC aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden aber
grof3tenteils follikulare Schilddriisenkarzinome mit T-Stadien kleiner 4 verwendet,
so dass diese Hypothese eher unwahrscheinlich erscheint.

Eine andere Theorie fiir die Cyclin E-Uberexpression in den follikuldren Schild-
drisenkarzinomen konnte eine aberrante Lokalisation des Cyclin E-Moleklils
sein. In der Mehrzahl der Malignome findet sich Cyclin E im Zellkern (Donnellan
et Chetty, 1999). Bei der Westernblot-Analyse werden sowohl nuklare als auch
extranuklare Proteine erfal3t. Zytoplasmatisches Cyclin E hatte keinen Einflul3
auf die Steuerung der DNS-Regulation im Zellkern und ware damit nicht an

der Kontrolle des Zellwachstums beteiligt. Um dieser Frage nachzugehen,
mufRten immunhistochemische Farbungen der hier untersuchten follikularen
Schilddriisenkarzinome vorgenommen und zusatzlich der Ki-67-Index als
Proliferationsmarker bestimmt werden.

Eine Veranderung der Zellzyklusregulation im Sinne einer positiven
Rickkopplung zwischen p27 und Cyclin E ware ebenfalls denkbar und wird in
Kapitel 4.5 ausfiihrlich behandelt.

4.3.3 Expression von Cyclin E in UTC, PTC

Uberraschenderweise wurden in den aggressiveren undifferenzierten Schild-
drisenkarzinomen (UTC) ahnliche Expressionswerte flir Cyclin E wie in

den papillaren Schilddriisentumoren (PTC) ermittelt. Scheinbar sind hohe
Cyclin E-Spiegel nicht in allen Malignomen zwangslaufig mit einem geringen
Differenzierungsgrad und einer unglinstigen Prognose assoziiert. Wahrend
in einigen Studien hohe Cyclin E-Level mit einer geringen Uberlebensrate
einhergingen (Mammakarzinome: Porter et al., 1997; maligne Lymphome:
Erlanson et al., 1998; nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome: Mueller-Tidow et
al., 2001), waren in Harnblasen- und kolorektalen Tumoren gerade niedrige
Cyclin E-Spiegel mit den oben genannten klinisch-pathologischen Merkmalen
verknUpft (Del Pizzo et al., 1999; Kamai et al., 2001; Li et al., 2001). Dagegen
unterschieden sich nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome mit verschiedenem

54



Differenzierungsgrad nicht in ihrer Cyclin E-Expression (Fukuse et al., 2000).
Lazzereschi et al. (1998) fanden eine schwache nuklare Cyclin E-Farbung

in follikularen und undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen, die mit der
Proliferationsrate korreliert war. Allerdings kann man diesem Ergebnis nur eine
geringe Aussagekraft beimessen, da jeweils nur eine Gewebeprobe untersucht
wurde.

Orientiert man sich an dem entdeckten Zusammenhang zwischen der Cyclin E-
Expression und dem Wachstumsverhalten in den untersuchten Schilddriisen-
zellinien, stellt sich die Frage, warum gerade die rasch infiltrierenden
anaplastischen Schilddriisenkarzinomgewebe so niedrige Cyclin E-Spiegel
zeigten. Dieses Ergebnis konnte dadurch erklart werden, dass aufgrund

der Grol3e der meisten undifferenzierten Schilddrisenkarzinome nur

zentrale Tumorregionen untersucht werden konnten und nicht die invasiven
Randgebiete, in denen eine vermehrte Zellteilung erfolgt.

Hinweise auf eine Tumorprogression trotz niedrigem Cyclin E-Level geben auch
einige Forschungsarbeiten. Zum einen besitzt Cyclin E in Mammakarzinomzellen
eine 10 mal hohere Aktivitat im Vergleich zum Normalgewebe (Harwell et al.,
2000). Potentiell waren also in den hochmalignen undifferenzierten
Schilddriisenkarzinomen auch niedrige Cyclin E-Spiegel in der Lage, die
Zellzykluspassage zu beschleunigen. Andererseits initiieren Cyclin E/CDK2-
Komplexe am G1/S-Ubergang die Zentrosom-Duplikation durch die
Phosphorylierung von Nucleophosmin/B23 (Lacey et al., 1999). Ein Funktions-
verlust des Nucleophosmins oder der CDK2 durch Cyclin E-Unterexpression
in anaplastischen Schilddrisenkrebszellen hatte somit eine unkontrollierte
Zellproliferation zur Folge. Die Bildung von aktiven Komplexen aus CDK2

und niedermolekularen Varianten des Cyclin E fordert zusatzlich die
Proliferation von Tumorzellen (Keyomarsi et al., 1995). Cyclin E-lsoformen mit
geringerem Molekulargewicht entstehen durch alternativen Translationsstart,
vorzeitige Beendigung der Translation oder Proteolyse (Harwell et al., 2000).
Tumorzellen vermogen, das wildtyp-Molekil durch eine tumorspezifische
Protease zu spalten. Diese enzymatische Reaktion resultiert nicht aus der
Cyclin E-Uberexpression, da normale Zellen mit hohen Cyclin E-Spiegeln
keine Isoformen aufweisen (Harwell et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit
wurden niedermolekulare Spaltprodukte von Cyclin E nur in follikularen und
undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen beobachtet. Diese Interaktion
zwischen Cyclin E-Isoformen und CDK2 konnte ebenfalls das aggressive
Wachstumsverhalten der anaplastischen Schilddriisentumoren erklaren.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu beantworten, ob die Cyclin E-
Expression nur die Proliferation in transformierten Zellen widerspiegelt

oder ob erhohte Cyclin E-Level einen bestimmten malignen Phanotyp von
Schilddriisenkarzinomen kennzeichnen.
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4.3.4 Cyclin E-Expression und pTNM-Stadium

Obwohl die Cyclin E-Expression in vitro mit der Wachstumsrate korrelierte, fand
sich keine Assoziation zwischen dem Cyclin E-Spiegel und der Tumorgr63e oder
dem Metastasierungsgrad in den Schilddriisenkarzinomgeweben.

Diese Diskrepanz wird durch die Arbeit von Ohtsubo et Roberts (1993) bestatigt.
Sie wiesen nach, dass eine Cyclin E-Uberexpression zu einer verkiirzten G1-
Phase fuhrt und das Zellvolumen dabei um 30% abnimmt. Ebenso exprimierten
grol3e, fortgeschrittene Kolontumoren Cyclin E nur in geringem Mal3e, obgleich
gerade hohe Cyclin E-Level mit einem gesteigerten Proliferationsindex einher-
gingen (Li et al., 2001).

Dagegen zeigten Brzezinski et al. (2004) eine positive Korrelation zwischen der
Cyclin E-Expression und dem T-Stadium in papillaren Schilddriisenkarzinomen.
Daher gilt auch hier, die geringe Zahl der untersuchten Schilddriisenkarzinom-
gewebe in den einzelnen Stadiengruppen zu bedenken.

44 Cyclin D3 in Schilddriisengeweben
441 Expression von Cyclin D3 in nicht-transformierten Schilddriisengeweben

In der vorliegenden Studie waren die Schilddriisennormalgewebe, die durch
eine geringe Mitosezahl charakterisiert sind (Saiz et al., 2002), negativ fir
Cyclin D3. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen von normalem
Parenchym anderer Organe Uberein (Doglioni et al., 1998; Wong et al., 2001;
Hedberg et al., 2002b). Die fehlende Cyclin D3-Expression in Zellen, von denen
die Mehrheit der Schilddriisenkarzinome abstammen, 1al3t auf eine bedeutende
Rolle des Zellzyklusproteins bei der malignen Transformation schliel3en.

4.4.2 Rolle von Cyclin D3 in Schilddriisenkarzinomen

Im Gegensatz zu den untersuchten Normalgeweben zeigten die untersuchten
Schilddriisenmalignome ein heterogenes Expressionsverhalten fiir Cyclin D3.
Dabei fand sich in der Mehrzahl der follikularen (62,5%) und undifferenzierten
(66,7 %) Schilddriisenkarzinome eine Uberexpression des Zellzyklusproteins,
wahrend nur in einer papillaren Lymphknotenmetastase ein hoher Cyclin D3-
Spiegel gemessen wurde. Die Giltigkeit dieser Ergebnisse wird durch
immunhistochemische Studien von Doglioni et al. (1998) und Ebert et al.
(2001) verstarkt, die eine inhomogene Expression von Cyclin D3 in iber 400
epithelialen Neoplasien beobachteten.

Bisher ist nur sehr wenig Uber die thyroidale Funktion von Cyclin D3 und
seine Deregulation in Schilddriisenkrebszellen bekannt. In vitro hing das
Wachstumsverhalten der Schilddriisenzellinien vom Cyclin D3-Spiegel ab.
Dies lal3t vermuten, dass Cyclin D3 auch in den untersuchten thyroidalen
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Tumorgeweben an der Regulation der Zellproliferation beteiligt ist. In einigen
Tumoren korrelierte die Cyclin D3-Expression mit der Teilungsrate (superfizielle
maligne Melanome: Flgrenes et al., 2000; Nierenzellkarzinome: Hedberg et

al., 2002b), wahrend sich in anderen Geweben der mitotische Index nicht
proportional zum Cyclin D3-Spiegel verhielt (Lungenkarzinome: Usuda et al.,
1996; Mammakarzinome: Wong et al., 2001). Aufgrund dieser Differenz nimmt
man an, dass Cyclin D3 neben der G1/S-Regulation noch andere Aufgaben
erfillt. So wurde Cyclin D3 im Zytoplasma von meiotisch aktiven mannlichen
Keimzellen gefunden (Kang et al., 1997) und fihrte in anderen Zellen zu

einer Hemmung der Differenzierung (Kato et Sherr, 1993). Li et al. (1997)

gehen dagegen von einer Steuerung des G0/G1-Ubergangs durch Cyclin D3
aus, die dem Zellzyklusprotein sowohl die Initiation von Wachstum als auch
Differenzierung ermaoglicht. Diese Doppelfunktion von Cyclin D3 erschwert die
Interpretation der oben genannten Resultate. Sowohl die Rolle von Cyclin D3 bei
der Regulation der Zellteilung als auch seine Bedeutung im Dedifferenzierungs-
prozess konnte das fehlende Vorkommen von Cyclin D3 in den Normalgeweben,
die niedrigen Cyclin D3-Spiegel in den papillaren Schilddriisenkarzinomen und
die Uberexpression des Zellzyklusproteins in den meisten undifferenzierten
Schilddriisentumoren erklaren. Unklar bleibt dabei, warum die follikularen
Schilddriisenmalignome Cyclin D3 groB3tenteils tiberexprimierten und sich ein
grenzwertig signifikanter Unterschied zwischen follikularen Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen hinsichtlich der Cyclin D3-Level ergab.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob in den Schilddriisentumoren Cyclin D3
wirklich selbst eine gesteigerte Proliferation induziert oder als Mediator fiir
andere wachstumslimitierende Parameter fungiert. So wurde beispielsweise

in Pankreaskarzinomzellen ein 20facher Anstieg der Cyclin D3-Expression nach
Behandlung mit dem Wachstumsfaktor Amphiregulin beobachtet (Ebert et al.,
2001). Zusatzlich wird die Wirksamkeit von Cyclin D3 durch das Vorhandensein
und die Interaktion mit verschiedenen CDK-Partnern beeinflul3t (Kato et

Sherr, 1993). In TSH-stimulierten tierischen Thyreozyten scheint Cyclin D3
hauptsachlich in die Induktion der DNS-Synthese involviert zu sein (Depoortere
et al., 1998; Motti et al., 2003). Voraussetzung fiir die Bildung von aktiven Cyclin
D3/CDK4-Komplexen ist allerdings die Phosphorylierung des Holoenzyms im
Zellkern. Die Transduktion des Phosphatmolekiils hangt dabei von der c-AMP-
Konzentration innerhalb der Schilddriisenepithelzelle ab (Paternot et al., 2003).
Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um genauere Erkenntnisse tber
die Bedeutung von Cyclin D3 bei der thyroidalen Karzinogenese zu gewinnen.
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4.4.3 Cyclin D3-Expression und pTNM-Stadium

Cyclin D3 hatte einen wachstumsfordernden Effekt auf die untersuchten
Schilddriisenzellinien. Dennoch wirkte sich die Cyclin D3-Expression nicht auf
das pTNM-Stadium der thyroidalen Karzinomgewebe aus.

Ein erhohter Cyclin D3-Spiegel wurde in fortgeschrittenen Nieren- (Hedberg et
al., 2002b) und Mammakarzinomen (Wong et al., 2001) gefunden, wahrend sich
minimal-invasive Lungenkarzinome nicht von fortgeschrittenen pulmonalen
Malignomen unterschieden (Usuda et al., 1996).

Wahrscheinlich sind mehrere D-type Cycline an der Tumorprogression von
Schilddriisenkarzinomen beteiligt. Die Mikroinjektion eines Kinaseinhibitors
wie p16, der alle Cyclin D-Komplexe hemmt, fihrte zu einem potenteren
G1-Block als die einzelne Neutralisierung von Cyclin D1 oder Cyclin D3
(Bartkova et al., 1998). Weiterhin konnten Flgrenes et al. (2000) in 67 % der
untersuchten malignen Melanome eine koordinierte Expression von Cyclin D1
und D3 nachweisen.

Andererseits konnte hieraus geschlul3folgert werden, dass die Passage des
R-Punktes in Schilddriisenkrebszellen tatsachlich durch die bereits beschriebene
c-AMP-abhangige Phosphorylierung von Cyclin D3/CDK4-Komplexen (Paternot
et al., 2003) bestimmt wird.

Wie bei den Ergebnissen von p27 und Cyclin E ist hier ebenfalls die geringe
Fallzahl der untersuchten Gewebe zu beachten.

45 Assoziation zwischen p27, Cyclin E und Cyclin D3

Nicht nur die absolute Menge, sondern auch die Balance zwischen den Zell-
zyklusregulatoren beeinfluf3t die Tumorprogression. Riickkopplungs-
mechanismen halten die homdostatische Kontrolle zwischen positiven und
inhibitorischen Schliisselproteinen am G1/S-Ubergang aufrecht (Del Pizzo

et al., 1999). In Harnblasenkarzinomen (Kamai et al., 2001) und malignen
Lymphomen (Erlanson et al., 1998) wurde eine inverse Korrelation zwischen
p27 und Cyclin E bestimmt. Andere Tumorzellen zeichneten sich durch hohe
Level von p27 und Cyclin D1 aus (Fredersdorf et al., 1997; Yamamoto et al.,
1999). Der Zusammenhang zwischen einzelnen Zellzyklusproteinen wurde in
Schilddriisenneoplasien bisher nicht erfal3t.

P27 und Cyclin E/ Cyclin D3 steuern die Zellzykluspassage in umgekehrter Weise.
Zusatzlich triggern Cyclin E/CDK2-Molekiile die p27-Proteolyse (Sheaff et al.,
1997). Dies verleitet zur Annahme, dass ein niedriger p27-Spiegel mit einer
Uberexpression von Cyclin E oder Cyclin D3 in den untersuchten Schilddriisen-
karzinomen einhergeht. Eine solche negative Assoziation fand sich in der
vorliegenden Arbeit nur in den papillaren Schilddriisenkarzinomen (p = 0,000).
Im Gegensatz dazu war in den follikularen Schilddriisentumoren ein hoher
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p27-Spiegel mit einem vermehrten Vorkommen von Cyclin E verbunden

(p = 0,000). Da p27 Cyclin E/CDK-Komplexe inhibiert, ist es moglich, dass

die follikularen Tumorzellen die p27-vermittelte Wachstumsblockade durch
Uberexpression von Cyclin E (iberwinden. Hohe Cyclin E-Spiegel kénnen also
im Sinne einer positiven Rickkopplung durch p27 inaktiviert werden (Chetty,
2002). Unklar bleibt dabei, ob die p27-Akkumulation eine Uberexpression von
Cyclin E induziert oder Folge dieser ist. Obwohl in einigen FTC hohe p27- und
Cyclin D3-Spiegel beobachtet wurden, ergab sich keine signifikante Korrelation
zwischen den beiden Zellzyklusproteinen (p = 0,546). Baldassarre et al. (1999)
erklarten diesen Zusammenhang durch die zytoplasmatische Zuriickhaltung von
p27 nach seiner Bindung an Cyclin D3/CDK-Molekiile. Ahnlich den papilldren
Schilddriisenkarzinomen zeigten die undifferenzierten Schilddrisenmalignome
eine inverse Beziehung zwischen p27 und Cyclin D3 (p = 0,024), wahrend
ausnahmslos niedrige p27-Level mit einer Cyclin E-Unterexpression

korrelierten (p = 0,000). Die Downregulation von Cyclin E in undifferenzierten
Schilddriisentumoren konnte dabei als sekundares Phanomen interpretiert
werden. Del Pizzo et al. (1999) begriindeten die niedrigen Cyclin E-Spiegel in
schlecht differenzierten Harnblasenkarzinomen als einen Versuch, die geringe
p27-Expression wahrend des Tumorwachstums auszugleichen. Vermutlich
resultiert die schlechte Prognose der anaplastischen Schilddriisenkarzinome aus
einer Insuffizienz der beschriebenen Rickkopplungshemmung. Diese These wird
durch die fehlende Korrelation zwischen der Cyclin E-Expression und CDK2-
Aktivitat in Mammakarzinomzellen untermauert (Lodén et al., 1999). Demnach
ware denkbar, dass Cyclin E nur einen groben Regulator der Kinase 2 darstellt,
wogegen p27 die Feinsteuerung fiir die Proliferation der Schilddrisenkrebszellen
Ubernimmt. In vitro liel3 sich jedoch nur ein Zusammenhang zwischen der
Cyclin E/ Cyclin D3-Expression und der Wachstumsrate nachweisen. Passend
dazu fand sich eine positive Korrelation zwischen der Cyclin E- und Cyclin D3-
Expression in den langsamer wachsenden papillaren Schilddriisentumoren

(p = 0,000) als auch eine Tendenz dazu in den follikularen Schilddriisen-
karzinomen (p = 0,114). Dagegen wurde in den anaplastischen Tumoren ein
gegenlaufiges Expressionsmuster der beiden Zellzyklusproteine ermittelt

(p = 0,000). Im Hinblick auf die Vermutung, dass sich undifferenzierte
Schilddriisenkarzinome aus praexistenten gut-differenzierten Schilddrisen-
tumoren entwickeln (Ordonez et al., 1991; Venkatesh et al., 1990; Goerges,
2001), geht scheinbar mit zunehmender Dedifferenzierung die Effizienz der
Rickkopplungsmechanismen verloren. Somit konnte man schluf3folgern, dass
die Kombination dieses Effektes mit einer eingeschrankten Apoptosefunktion,
bedingt durch die p27-Unterexpression, zum aggressiven Tumorverhalten der
undifferenzierten Schilddrisenkarzinome fiihrt.
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4.6 Klinische Bedeutung der gewonnenen Ergebnisse

Ziel intensiver Forschungen Uber den Zellzyklus in Schilddrisenmalignomen
ist es, neue Behandlungswege in der Onkologie zu er6ffnen, um die etablierte
operative Tumortherapie (Schumacher et al., 2000) zu erganzen. Gelange

es theoretisch, den vorzeitigen Abbau des Tumorsuppressorproteins p27 in
den undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen zu verhindern, kénnte das
aggressive Tumorverhalten gebremst und damit die Uberlebensrate der
Patienten verbessert werden. Tatsachlich hemmen Vitamin D3-Analoga die
Proteolyse von p27 in Schilddrisenkarzinomzellen und flihren dadurch zur
Akkumulation des Zellzyklusproteins (Liu et al., 2002). Weiterhin fordert die
Behandlung mit anti-IgM die p21-vermittelte Wachstumsblockade (Marches
et al., 1998). Neben der Induktion von Tumorsuppressorproteinen wurden
synthetische Kinaseinhibitoren, wie Flavopiridol, entwickelt. Sie haben einen
antiproliferativen Effekt (Carlson et al., 1996) und steigern die Apoptose in
verschiedenen Zellinien (Parker et al., 1998). Jedoch erbrachte eine klinische
Studie mit Nierenkarzinom-Patienten keinen signifikanten therapeutischen
Erfolg (Stadler et al., 2000). Eine andere Strategie beinhaltet die Beeinflussung
der Radiosensitivitat von Tumoren durch Zellzyklusproteine. In Lungenkrebs-
zellen mit hohen Cyclin E-Spiegeln und geringer p27-Expression liel3 sich eine
effektivere Bestrahlung erzielen (Sirzén et al., 1997).

Weitere sorgfaltige Forschungen sind notwendig, um die Krebstherapie
schrittweise zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Kontrollpunkte im Zellzyklus haben die Aufgabe, im Falle einer DNS-Schadigung
die Weitergabe der Erbsubstanz zu verhindern. Dabei stellt der G1/S-Ubergang
einen der wichtigsten Schritte im Zellzyklus dar. P27, Cyclin E und Cyclin D3
gehoren zu den Schlisselproteinen, die durch die Interaktion mit ihren Partner-
enzymen, den Eintritt in die S-Phase steuern. Eine Funktionsstérung des
G1/S-Kontrollpunktes durch einen Mangel an Inhibitoreiweil3en wie p27

oder durch eine Cyclin-Uberexpression fiihrt zu einer autonomen Zellteilung.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression dieser Zellzyklusfaktoren

in Schilddrisenzellinien und -geweben untersucht, um Aufschlisse Uber die
Regulation der Zellproliferation und thyroidalen Karzinogenese zu gewinnen.

1. Wie erwartet, korrelierte die Cyclin E- und Cyclin D3-Expression mit der
Proliferationsrate in den Schilddriisenzellinien. Dagegen hatte die Hohe
des p27-Spiegels keinen Einfluld auf das Wachstumsverhalten der Schild-
drisenkrebszellen.

2. Uberraschenderweise zeigten die normalen Schilddriisengewebe nur
ein geringes Vorkommen von p27. Entsprechend der Ausgangshypothese
fand sich eine signifikante p27-Uberexpression in den differenzierten
Schilddriisenkarzinomen im Vergleich zu den niedrigen Leveln des
Zellzyklusproteins in UTC.

3. Normalgewebe, PTC und UTC wiesen eine Unterexpression von Cyclin E
auf. In den FTC wurden hohe Cyclin E-Spiegel gemessen. Somit konnte
nur im Falle der Normalgewebe und PTC die vorangegangene Hypothese
bestatigt werden.

4. Die nicht-transformierten Schilddrisengewebe waren negativ flr
Cyclin D3. Beim Vergleich der Tumorgewebe liel3 sich in der Mehrzahl der
FTC und UTC eine Uberexpression des Zellzyklusproteins ermitteln,
wahrend die PTC, bis auf eine Ausnahme, niedrige Spiegel des
Zellzyklusproteins zeigten.

5. Im Hinblick auf die Tumorgréf3e und den Metastasierungsgrad konnte
keine Korrelation mit dem Expressionsgrad von p27, Cyclin E oder
Cyclin D3 festgestellt werden.

6. Lediglich in den FTC fand sich ein grenzwertig signifikanter Unterschied
zwischen Primartumoren und Lymphknotenmetastasen hinsichtlich der
Cyclin D3-Expression.
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7. Bezugnehmend auf die Koexpression einzelner Zellzyklusfaktoren lassen
sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

PTC: -inverse Korrelation zwischen p27 und Cyclin E
- inverse Korrelation zwischen p27 und Cyclin D3
- positive Korrelation zwischen Cyclin E und Cyclin D3

FTC: - positive Korrelation zwischen p27 und Cyclin E
- keine signifikante Korrelation zwischen p27 und Cyclin D3
- keine signifikante Korrelation zwischen Cyclin E und Cyclin D3

UTC: - negative Korrelation zwischen p27 und Cyclin E
- inverse Korrelation zwischen p27 und Cyclin D3
- inverse Korrelation zwischen Cyclin E und Cyclin D3

Im Hinblick auf die Theorie, dass sich undifferenzierte Schilddriisenkarzinome
aus praexistenten gut-differenzierten Schilddrisentumoren entwickeln
(Ordonez et al., 1991; Venkatesh et al., 1990; Goerges, 2001), |al3t der signifikante
Unterschied in der p27-Expression zwischen den untersuchten papillaren

und follikularen Schilddrisenkarzinomen im Vergleich zu den anaplastischen
Schilddriisentumoren vermuten, dass p27 eine wichtige Rolle im
Dedifferenzierungsprozess von thyroidalen Malignomen spielt. Wahrscheinlich
wird p27 in undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen abgebaut, bevor

es seine inhibitorische Funktion im Zellzyklus wahrnehmen kann.
Moglicherweise beeinflul3t die verminderte Interaktion von p27 mit CDK4 in
Schilddriisenkarzinomen diesen Dedifferenzierungsprozess. Ein niedriger
p27-Spiegel kdonnte also einen Marker fiir eine beginnende Dedifferenzierung
darstellen und somit eine Aussage Uber die Prognose von entdeckten
Schilddriisenkarzinomen geben. Zusatzlich geht scheinbar im Zuge der
Dedifferenzierung die Balance zwischen den Zellzyklusfaktoren verloren. Die
Kombination dieses Effektes mit einer Downregulation von p27 kdnnte die
Ursache fiir die rasche Expansion und friihe Metastasierung der anaplastischen
Schilddriisenkarzinome sein.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die inhibitorische Bedeutung von
p27 im Dedifferenzierungsprozess in Schilddriisenmalignomen und den damit
verbundenen Einflul3 auf den Krankheitsverlauf zu klaren.
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Die Expression von Cyclin E und Cyclin D3 korrelierte signifikant mit

der Proliferationsrate in den Schilddriisenzellinien. Hohe Cyclin E- oder
Cyclin D3-Spiegel fiihren vermutlich zu einer beschleunigten Passage des
G1/S-Kontrollpunktes in Schilddriisenkarzinomzellen.

Dagegen war die p27-Expression nicht mit der Wachstumskinetik der
Schilddrisenzellinien assoziiert. Wahrscheinlich beeinflul3t p27 durch
einen proliferationsunabhangigen Mechanismus die Progression von
Schilddrisenkrebszellen.

Die untersuchten thyroidalen Normalgewebe zeigten Giberraschender-
weise eine Unterexpression von p27 als auch Cyclin E und waren negativ
fur Cyclin D3. Bezugnehmend auf die in vitro-Ergebnisse sind die
niedrigen Cyclin E und Cyclin D3-Level als Ausdruck der geringen
Proliferationsrate in den nicht-transformierten Schilddrisengeweben zu
interpretieren.

Es ergab sich ein signifikanter Unterschied in der p27-Expression
zwischen differenzierten und anaplastischen Schilddrisenkarzinomen.
Vermutlich wird p27 in undifferenzierten Schilddriisentumoren abgebaut,
bevor es seine inhibitorische Funktion im Zellzyklus wahrnehmen kann.
Daraus lal3t sich schlul3folgern, dass p27 eine wichtige Rolle im
Dedifferenzierungsprozess von thyroidalen Tumoren spielt.

In den undifferenzierten und papillaren Schilddriisenkarzinomen fand
sich eine Unterexpression von Cyclin E, die in starkem Kontrast zu den
hohen Cyclin E-Spiegeln in den follikularen Schilddrisentumoren stand.
Somit konnten Cyclin E-GUberexprimierende follikulare Tumorzellen die
Kontrolle am G1/S-Ubergang umgehen und hatten dadurch einen
Wachstumsvorteil. Andererseits konnte eine vermehrte Aktivitat des
Zellzyklusproteins die Cyclin E-Unterexpression in den aggressiv
wachsenden anaplastischen Schilddriisenkarzinomen erklaren.

Niedermolekulare Isoformen von Cyclin E wurden ausschlieBlich in
follikularen und undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen beobachtet.
Potentiell konnten diese Spaltprodukte durch ihre Interaktion mit CDK2
die Proliferation von Schilddriisentumorzellen unabhangig von der
Expression des wild-type-Moleklils fordern.
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10.

11.

12.

Die Schilddriisenkarzinomgewebe wiesen ein heterogenes Expressions-
verhalten fiir Cyclin D3 auf. Dabei zeigte die Mehrzahl der follikularen und
undifferenzierten Schilddriisenmalignome eine Uberexpression des Zell-
zyklusproteins, wahrend nur in einer papillaren Lymphknotenmetastase
ein hoher Cyclin D3-Spiegel gemessen wurde.

Primartumoren und Metastasengewebe unterschieden sich nicht in
ihrem Vorkommen von p27 und Cyclin E. Im Hinblick auf die Cyclin D3-
Expression ergab der Vergleich zwischen Primartumoren und
Metastasen nur in den follikularen Schilddriisenkarzinomen eine
grenzwertige Signifikanz.

Die Expression von p27, Cyclin E und Cyclin D3 hatte keinen signifikanten
Einflu? auf das pTNM-Stadium der Schilddriisenkarzinome.

Eine negative Korrelation zwischen dem p27-Level und der Expression von
Cyclin E/ Cyclin D3 fand sich nur in den papillaren Schilddriisen-
karzinomen. Zusatzlich gingen in diesen Geweben niedrige Cyclin E-
Spiegel mit einer Cyclin D3-Unterexpression einher.

In den follikularen Schilddriisenkarzinomen war ein hoher p27-Spiegel
mit einem vermehrten Vorkommen von Cyclin E verbunden. Obwohl
in einigen FTC hohe p27- und Cyclin D3-Level bestimmt wurden, ergab
sich keine signifikante Korrelation zwischen den beiden Zellzyklus-
regulatoren.

Die undifferenzierten Schilddriisenkarzinome exprimierten p27 und
Cyclin E nur in geringem Mal3e. Weiterhin liel3 sich eine inverse
Beziehung zwischen p27 und Cyclin D3 sowie zwischen Cyclin E und
Cyclin D3 in den UTC nachweisen. Im Zuge der Dedifferenzierung geht
scheinbar die Effizienz der Riickkopplungsmechanismen verloren. Dies
fihrt zu aggressiverem Tumorverhalten.

Ende der Nummerierung

80



Danksagung

Die vorliegende Arbeit entstand in der Klinik fiir Allgemeinchirurgie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Arbeitsgruppe , Experimentelle und
Chirurgische Onkologie”.

Fiir die Uberlassung des Themas und die Bereitstellung des Arbeitsumfeldes
danke ich Herrn Prof. Dr. med. H. Dralle, Direktor der Klinik fir Allgemein-
chirurgie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

Besonderen Dank schulde ich meinem Lehrer und Mentor, Herrn PD Dr. rer. nat.
C. Hoang-Vu, Leiter der Arbeitsgruppe ,Experimentelle und Chirurgische
Onkologie” der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, fiir die wissen-
schaftliche, methodische und moralische Unterstutzung.

Fir die Hilfsbereitschaft als auch sachkundige und freundliche Einflihrung in die
Laborarbeit mochte ich Frau K. Hammije sowie Frau C. Sauer danken.

Weiterhin danke ich der Pinguin-Stiftung, Disseldorf fir das gewahrte
Stipendium.



Selbststindigkeitserkldarung und Erklarung iiber friihere
Promotionsversuche

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt
habe. Die aus anderen Quellen direkt oder indirekt ibernommenen Daten und
Konzepte sind unter Angabe der Quelle gekennzeichnet.

Frihere Promotionsversuche der Autorin bestehen nicht. Die vorliegende Arbeit
wurde weder im In- noch Ausland in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen
Prifungsbehorde vorgestellt.

Jana Baumann



Publikationen

Ergebnisse dieser Arbeit wurden bei folgenden Veranstaltungen vorgestellt:

Baumann J, Dansranjavin T, Hoang-Vu C, Dralle H:

Expression von Zellzyklusregulatoren in Schilddriisenkarzinom-Zellinien,

16. Arbeitstagung Experimentelle Schilddrisenforschung, Minchen, 08. - 09.
Dezember 2000

Baumann J, Dansranjavin T, Sutter T, Gimm O, Dralle H, Hoang-Vu C:
Nachweis von Zellzyklusregulatoren in Schilddriisengeweben,
5. Chirurgische Forschungstage, Halle, 08. — 10. November 2001

Baumann J, Gimm O, Dansranjavin T, Sutter T, Dralle H, Hoang-Vu C:
Expression von Zellzyklus-Regulatoren in Schilddriisenkarzinomen,

46. Symposium der Deutschen Gesellschaft flir Endokrinologie, Gottingen,
27. Februar — 02. Marz 2002

Die Veroffentlichung von Ergebnissen dieser Arbeit erfolgte unter:

Baumann J, Gimm O, Dansranjavin T, Sutter T, Dralle H, Hoang-Vu C:

Expression of cell cycle regulators in thyroid carcinomas, Langenbeck’s
Archives of Surgery, November 2001



Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
geboren:
Familienstand:

Schulbildung

1983 - 1990
1990 - 1995
06/1995

Jana Baumann
18.05.1977, in Jena
ledig

Georg-Singer-Schule, Magdeburg
Bettina-von-Arnim-Gymnasium, Magdeburg
Abitur

Universitare Ausbildung

1995 - 2003

09/1997
09/1999
04/2002
05/2003
05/2003
10/2004

Studium der Humanmedizin an der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Physikum

1. Staatsexamen

2. Staatsexamen

3. Staatsexamen

Erteilung der vorlaufigen Approbation
Erteilung der Approbation

Klinischer Werdegang

1995 - 2003

04/2002 - 03/2003

02/2004 - 08/2004

Seit 08/2004

Studium der Humanmedizin an der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

praktisches Jahr

- Innere Medizin, St. Elisabeth Krankenhaus Halle

- Chirurgie, Paul Gerhardt Stift-Krankenhaus Wittenberg
- HNO, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Arztin im Praktikum in der Klinik fir Pneumologie,
Zentralklinik Bad Berka

Arztin im Praktikum in der Klinik fiir Innere Medizin,
Hairmyres Hospital, East Kilbride, Glasgow, UK

wissenschaftliche Arbeit

11/2000 - 06/2001

05/2001 - 05/2002

Forschungsassistentin in der AG ,Experimentelle und
Chirurgische Onkologie” der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

Stipendium der Pinguin-Stiftung, Disseldorf



Arbeit als Tutor

11/1998 — 03/1999  Institut fir Anatomie und Zellbiologie an der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg

12/1999 — 02/2000 Institut fiir Biometrie, Epidemiologie und Medizinische
Informatik an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg



	Referat
	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungen
	1 Einleitung
	1.1 Zellzyklus
	1.1.1 Genetische Stabilität von Zellen
	1.1.2 Grundlagen des Zellzyklus
	1.1.3 Regulation der Aktivität der Cyclin-abhängigen Kinasen
	1.1.4 Inhibitoren der Cyclin-abhängigen Kinasen
	1.1.5 G1/S-Übergang
	1.1.6 Der Begriff des Restriction-Point
	1.1.7 Deregulation der Kontrollpunkte
	1.1.8 p27
	1.1.9 Cyclin E
	1.1.10 Cyclin D3

	1.2 Maligne Schilddrüsenneoplasien
	1.2.1 Pathogenese und Einteilung der malignen Schilddrüsenneoplasien
	1.2.2 Papilläres Schilddrüsenkarzinom
	1.2.3 Follikuläres Schilddrüsenkarzinom
	1.2.4 Undifferenziertes Schilddrüsenkarzinom
	1.2.5 pTNM-Klassifikation

	1.3 Aufgabenstellung

	2 Materialien und Methoden
	2.1 Materialien und Geräte
	2.1.1 Chemikalien
	2.1.2 Zellkulturmaterialien
	2.1.3 verwendete Antikörper für die Westernblot-Analyse
	2.1.4 Hilfsmittel und Dokumentationsmaterial
	2.1.5 Geräte

	2.2 Patientengewebe
	2.3 Zellinien
	2.4 Zellkultivierung
	2.4.1 Kulturmedium
	2.4.2 Stammhaltung und Passagierung

	2.5 MTT-Test
	2.5.1 Prinzip
	2.5.2 Bestimmung der Wachstumskinetiken mittels MTT-Test

	2.6 Westernblot
	2.6.1 Proteingewinnung
	2.6.2 Herstellung der SDS-Gele
	2.6.3 Probenauftragung und Elektrophorese
	2.6.4 Semidry Blotting
	2.6.5 Reversible Färbung mit Ponceau S
	2.6.6 Behandlung der Membran mit Antikörpern
	2.6.7 Chemilumineszenz
	2.6.8 Auswertung

	2.7 Statistische Auswertung

	3 Ergebnisse
	3.1 Schilddrüsenzellinien
	3.1.1 Wachstumskinetiken (MTT-Test)
	3.1.2 Expression von p27, Cyclin E, Cyclin D3 in Schilddrüsenzellinien
	3.1.3 Assoziation zwischen Expression der Zellzyklusregulatoren und der Wachstumsrate in Schilddrüsenzellinien

	3.2. Schilddrüsengewebe
	3.2.1 p27
	3.2.2 Cyclin E
	3.2.3 Cyclin D3


	4 Diskussion
	4.1 Schilddrüsenzellinien
	4.1.1 Einfluß von p27 auf die Wachstumskinetik in vitro
	4.1.2 Einfluß von Cyclin E und Cyclin D3 auf die Wachstumskinetik in vitro

	4.2 p27 in Schilddrüsengeweben
	4.2.1 Expression von p27 in nicht-transformierten Schilddrüsengeweben
	4.2.2 Expression von p27 in FTC, PTC
	4.2.3 Expression von p27 in UTC
	4.2.4 p27-Expression und pTNM-Stadium

	4.3 Cyclin E in Schilddrüsengeweben
	4.3.1 Expression von Cyclin E in nicht-transformierten Schilddrüsengeweben
	4.3.2 Expression von Cyclin E in FTC
	4.3.3 Expression von Cyclin E in UTC, PTC
	4.3.4 Cyclin E-Expression und pTNM-Stadium

	4.4 Cyclin D3 in Schilddrüsengeweben
	4.4.1 Expression von Cyclin D3 in nicht-transformierten Schilddrüsengeweben
	4.4.2 Rolle von Cyclin D3 in Schilddrüsenkarzinomen
	4.4.3 Cyclin D3-Expression und pTNM-Stadium

	4.5 Assoziation zwischen p27, Cyclin E und Cyclin D3
	4.6 Klinische Bedeutung der gewonnenen Ergebnisse

	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	Medizinische Fachwörter
	Thesen
	Publikationen

