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Referat und bibliographische Beschreibung

Die gestörte Funktion der Zelladhäsionsproteine, extrazellulären Matrixproteine, zellulärer
Proteinasen, Apoptosegene und anderer Peptidsignale ist wesentlicher Bestandteil der
Tumorentwicklung und -metastasierung. Schilddrüsenkarzinome stellen ein besonders
geeignetes Modell zur Überprüfung dieser Hypothese dar, da aus einem einzigen Zelltyp,
dem epithelialen Thyreozyten, unterschiedliche Tumorarten mit sehr unterschiedlichen
klinischen Eigenschaften entstehen können: papillär differenzierte Karzinome zeigen
eine vorwiegend lymphogene Metastasierung, follikulär differenzierte Karzinome eine
hämatogene Metastasierung, undifferenzierte ein schnelles lokal infiltratives Wachstum
verbunden mit systemischer Tumorausbreitung. Die pathophysiologische Basis für die
bisher ausgeübte medikamentöse Therapie differenzierter Schilddrüsenkarzinome ist die
Vorstellung, das veränderte Signaltransduktionssystem modulieren zu können, indem die
Proliferationsstimulation durch TSH ausgeschaltet wird. Dieses Vorgehen wird zwar durch
klinische Beobachtungen gestützt, ist aber bislang nicht sicher experimentell belegt.
Ziele dieser Arbeit sind Untersuchungen der Rolle von oben genannten Faktoren auf die
Tumorentstehung und -ausbreitung. Die Analyse dieser Faktoren läßt darüber hinaus
neue Erkenntnisse zur Tumorsensitivität gegenüber Therapiestrategien und die Entwick-
lung kausal begründbarer präventiver Therapien bei Maladaptationsvorgängen im Verlauf
der Tumorgenese der Schilddrüse erhoffen.
TSH-R und E-Cad gehen mit zunehmendem Dedifferenzierungsgrad verloren und sind
in undifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen nicht nachweisbar. CD97 ist nicht in nor-
malen Geweben, variabel in differenzierten und sehr stark in undifferenzierten Schild-
drüsenkarzinomen und Lymphknotenmetastasen nachweisbar. Die Expression der
Matrixmetalloproteinasen und ihrer Inhibitoren wurde in allen Typen von Schilddrüsen-
tumoren nachgewiesen. Mit zunehmender Malignität der Schilddrüsenkarzinome wurde
das Fas-Protein down-reguliert, während das FasL-Protein verstärkt exprimiert wurde.
In-vitro haben TSH, Forskolin, PMA und Insulin keinen Einfluß auf die CD97-, MMPs-
sowie TIMPs-, DR4, DR5, TRAIL, TNF-R1, Fas- und FasL-Expression. EGF bewirkt
eine Steigerung der CD97- und MMP-9-, FasL- und DcR-1-Expression bei gleichzeiti-
gem Verlust der Expression von E-Cad. All-trans Retinsäure führte zur verminderten
CD97-, MMP-9- und TIMP-3- und DcR1- bei gleichzeitig erhöhter E-Cad-Expression.
In-vivo kann eine Veränderung der TSH-Plasmakonzentration im physiologischen Be-
reich ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten verursachen. Sensitivierung oder
Desensitivierung innerhalb des untersuchten Rattensystems hängt vom jeweiligen Ap-
plikationsmodus (kontinuierlich vs pulsatil), von der verwendeten Dosis (niedrigdosiert
vs hochdosiert) und von der eingesetzten Präparation (rTSH vs rec hTSH) ab.
Ein Jodüberschuß führte zur deutlichen Erhöhung der TSH-Plasmaspiegel ohne Verän-
derung der Plasmaspiegel von T3 und T4. Jodmangel induzierte eine deutliche Vermin-
derung der T3- und der T4-Plasmakonzentrationen, daraus resultierend einen Anstieg
der TSH-Plasmaspiegel. Eine Bestrahlung aggraviert den Abfall der Schilddrüsenhor-
monspiegel und es findet sich ein etwas stärkerer Anstieg der TSH-Plasmaspiegel.
Zwei Jahre nach der Bestrahlung bildeten die Jodmangelschilddrüsen in 25% der Fälle,
unter jodreicher Ernährung in 50% der Fälle Karzinome aus. Niedrige Strahlendosen
induzierten follikuläre, hohe Strahlendosen papilläre Karzinome.
Euthyreose bietet den besten Schutz vor den Umweltnoxen und deren Folgeschäden.
Hoang-Vu, Cuong: Zellbiologische und tierexperimentelle Untersuchungen zur Patho-
genese, Proliferation und Differenzierung von Schilddrüsenkarzinomen.
Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 148 Seiten, 2000
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1 Allgemeine Einleitung und Problemstellung

Nach epidemiologischen Untersuchungen ist Jodmangel als Ursache einer

Strumaentwicklung unumstritten. Ein direkter Wachstumseffekt kann jedoch dem Jod-

mangel allein nicht zugesprochen werden. In einem aktiven Stoffwechselprozess indu-

zieren die durch Jodmangel erniedrigten peripheren Schilddrüsenhormonkonzentratio-

nen die nachfolgende hypophysäre Thyreotropin (TSH)-Stimulation der Schilddrüse.

Um die funktionssteigende Wirkung sowie den möglichen Wachstumseffekt des TSH zu

supprimieren, wird in der Behandlung diffuser Strumen, zur Rezidivprophylaxe nach

Operationen nodöser Kröpfe und bei Patienten mit differenzierten Schilddrüsenkarzi-

nomen eine Levothyroxintherapie durchgeführt (siehe dazu 1.4).

Neben Jomangel wurde auch beobachtet, daß einige Kohlarten bei Ver-

suchstieren einen Kropf erzeugen, deshalb hat man nach anderen Strumigenen ge-

sucht, die Einfluß auf die Schilddrüsenfunktion ausüben können. Zu den Substanzen

gehören Abkömmlinge von Thioharnstoff, insbesondere Thiouracil, Methylthiouracil

(MTU) und Propylthiouracil (PTU) (Astwood 1943; MacKenzie & MacKenzie, 1943; Na-

palkov, 1969). Neben diesen klassischen Substanzen sind thyreostatische Wirkungen

oder die kompetitive Hemmung des Jodeinbaus in die Schilddrüse unter Ausbildung von

Neoplasien auch für 3-Amino-1,2,4-Triaziol (ATA, Napalkov, 1967), Thiurame (Griepen-

trog, 1962), Kaliumperchlorat (Kessler & Krüskemper, 1966) und Methylxanthin (Wolff &

Varrone, 1969) bekannt. Eine Jodmangeldiät führt, wie erstmalig durch Wegelin (1928)

beobachtet, zur Ausbildung von Strumen bei Ratten, welche durch Zugabe von Kali-

umjodid verhindert werden konnten. Axelrad & Leblond (1955) zeigten, daß eine jodar-

me Diät und zeitgleiche Verabreichung von Acetylaminofluoren zu einer Verkürzung der

Induktionszeit und Erhöhung der Tumorausbeute führte. Ähnliche Effekte zeigten Kom-

binationsbehandlungen von Röntgenbestrahlung und Jodmangeldiät (Nadler et al.,

1969). Kanzerogene Kohlenwasserstoffe induzieren vorwiegend Sarkome und Platten-

epithelkarzinome, seltener Adenokarzinome (Bielschowsky, 1955; Esmarch, 1942;

Milcu & Petrea, 1959). Karzinomerzeugende Kombinationen sind Propyl- bzw. Me-

thylthiouracil (PTU/MTU) und Acetylaminofluoren (AAF) sowie Methylthiouracil (MTU)

und Nitrosomethylharnstoff (NMU) (Christov & Raichev, 1972).

Die Arbeitsgruppen um Doniach (1957,1958) und Lindsay (Linsay et al.,

1961) untersuchten die Auswirkungen von Radioaktivität auf die Schilddrüse. Es wur-
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den radioaktives Jod131 sowie Röntgenstrahlung auf Tumorinduzierbarkeit, -ausbeute

und Latenzzeit getestet. Bei Dosierungen zwischen 10µCi Jod131 (= 4Gy Röntgenstrah-

lung) und 400µCi Jod131 (= 160Gy Röntgenstrahlung) konnte eine Dosisabhängigkeit

der Wirkung festgestellt werden (Doniach, 1957,1958; Lindsay et al., 1961). Unter den

höchsten Dosierungen kam es bei 35% der Versuchstiere zu ausgeprägten morphologi-

schen Schädigungen der Schilddrüse. Bei niedrigen Strahlendosen von 5µCi Jod131

(= 2Gy Röntgenstrahlung) konnte nach 12-monatiger Versuchsdauer eine 12%-ige

Adenomausbeute registriert werden. Morphologisch-histologisch waren keine Zeichen

einer Strahlenschädigung oder eines TSH-Effektes zu eruieren. Gleichzeitige Applika-

tion von Strumigenen (MTU/PTU) und Radioaktivität jeglicher Art verkürzte die Latenz-

zeit der Tumoren auf 5-6 Monate (Stoll & Marand, 1963).

1.1 Signalübertragung im Thyreozyten

Biologische Informationen werden neben einer Übertragung durch neuronale

Strukturen auch durch Hormone weitergegeben, wobei die Informationen nach bisher

vorherrschender Auffassung in der absoluten zirkulierenden Konzentration des Hormons

kodiert sind. Die Sekretion von Hormonen erfolgt aber darüber hinaus auch nach

distinkten zeitlichen Mustern. Sowohl kurzzeitige pulsatile als auch langfristige

Änderungen der Hormonkonzentrationen sind beobachtet wurden. Es konnte nachge-

wiesen werden, daß die bekannte zirkadiane Rhythmik des thyreotropen Hormons (TSH)

aus kurzzeitigen Pulsen aufgebaut wird, die pulsatile Freisetzung also das grundlegende

Prinzip für Langzeitvariationen darstellt (Brabant et al., 1990).

In der Schilddrüse steuern drei unterschiedliche intrazelluläre Signaltrans-

duktionswege die Proliferation von Thyreozyten, von denen zwei durch TSH beeinflußt

werden können:

1. Die Stimulation von zyklischen Adenosinmonophosphat (cyclic Adenosine

Monophosphate, cAMP) durch TSH oder andere extrazelluläre Faktoren über

stimulierende G-Proteine und die Aktivierung der Adenylatcyclase führen zur
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Aktivierung der Proteinkinase A und nachfolgender Kinasesysteme und können

sowohl Zelldifferenzierung und Hormonsekretion als auch Zellproliferation induzieren.

2. Die Stimulation phosphorylierender Tyrosin-Proteinkinasen, welche dem cytosolischen

Anteil membranständiger Wachstumsfaktoren wie beispielsweise des Insulin-

ähnlichen Wachstumsfaktors (Insulin-like Growth Factor, IGF-1) oder des epidermalen

Wachstumsfaktors (Epidermal Growth Factor, EGF) verwandt ist, führt unabhängig

von den unter 1. genannten Schritten zu Proteinphosphorylierung und Zellproliferation.

Im Gegensatz zu cAMP-abhängigen Effekten inhibiert die Aktivierung dieses

Signaltransduktionsweges die Differenzierung der Zellen und die Wirkung von TSH

auf die Zelldifferenzierung (Lamy et al. 1978, 1986, 1990).

3. Ähnliche proliferationsfördernde Wirkungen unter Verlust der Differenzierung sind von

einem weiteren Signaltransduktionssystem, dem Phosphatidylinositol-Kalzium-Weg

beschrieben (Maenhaut et al., 1990). TSH ist in der Lage, über ein spezifisches G-

Protein Phospholipase C (PLC) zu aktivieren, um Inositoltriphosphat (IP3) und

Diacylglycerol (DAG) aus Phosphatidylinositol-diphosphat (PIP2) freizusetzen und

über eine Stimulierung von Proteinkinase C Proteinphosphorylierung und letztlich

Proliferation auszulösen. Diese Signaltransduktionswege führen zu einem

unterschiedlichen Muster der nachgeschalteten Proteinphosphorylierung, d.h.

benutzen unterschiedliche allerdings untereinander vernetzte Wege zur Übertragung

der Information auf die intrazellulären Kompartimente und den Kern.

Alle unter 1.-3. genannten Wege führen letztlich zur Induktion der mRNA von

c-fos und c-myc (Dumont et al., 1992). Obwohl die Details der Umsetzung des Signals in

proliferative Vorgänge bislang weitgehend unklar sind, scheint die Aktivierung beider

Protoonkogene als frühe nukleäre Antwort eng mit der Induktion der Proliferation

gekoppelt zu sein (Rozengurt, 1986).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der intrazellulären Transduktionskaskade im
Thyreozyten (modifiziert nach Dumont et al., 1992)
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1.2 Regulation der Zellproliferation und -differenzierung

Die Zellproliferation wird durch ein Netzwerk von zeitlich-räumlich strukturierten,

sich gegenseitig beeinflußenden Signalübertragungswegen gesteuert, welche hierarchisch

aufgebaut sind. Die bisherigen Befunde sprechen dafür, daß im Ablauf der Signaltrans-

duktionskaskade jeweils eine kritische Konzentration des Botenstoffes erreicht werden

und diese auf ein sensitives System treffen muß, um die Information an den Nukleus

weiterzugeben. Eine Amplifizierung des Signals ist auf jeder Stufe der Regulation nötig,

um die volle Antwort der Zelle auszulösen. Auf allen Ebenen ist Kooperation der Wege

möglich (Alkon & Rasmussen, 1988). Untersuchungen von Smith et al. (1990) verdeut-

lichen dies am Beispiel der Interaktion von ras-Protein mit τ-PLC, welche sowohl über G-

Proteine als auch über Tyrosinkinase aktiviert werden kann. Der Einsatz von mikro-

injizierten monoklonalen Antikörpern gegenüber ras-Protein oder PLC an einer

Fibroblastenzellinie zeigt, daß ras in diesem System oberhalb PLC angeordnet ist und
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PLC für die Stimulation der DNA-Synthese durch ras verantwortlich ist. Da über eine

direkte Aktivierung von PLC weiterhin die Proliferation stimuliert werden kann, spricht

dieser Befund für eine Kooperation beider Systeme. Mikroinjizierte Antikörper gegen PIP2,

welche beispielsweise die durch Bombesin induzierte DNA-Synthese blockieren, können

die Transformation durch ras-, src- oder erb-B-Onkogen an diesen Zellen unterdrücken

und zeigen, daß die Transformation von der intakten Hierarchie der Signalkette abhängt

(Matuoka, 1988). Ähnlich kooperatives Verhalten bei der Steuerung der Proliferation

wurde mit anderen Ansätzen auf verschiedenen Ebenen der Signalübertragung gezeigt

(Frick & Scher, 1990; Frick et al., 1988).

1.3 Störung der Transduktionskaskaden als mögliche Ursache der
Tumorentstehung

Maligne Transformation kann als Störung in einem Netzwerk von zellulären

Signaltransduktionssystemen zur Steuerung der Proliferation/Apoptose begriffen werden,

welche auf Grund einer genetischen Disposition und/oder eines umweltbedingten

Einflusses mit dem Verlust des Gleichgewichts zwischen Zellproliferation und Zellunter-

gang (Apoptose) einhergeht. Das Verhältnis verschiebt sich zu Gunsten einer

ungeregelten Zellproliferation. Es entsteht dadurch zunächst ein autonomer Zellverband

(z.B. Adenom), welcher noch die Fähigkeiten einer differenzierten Zelle besitzt. In dieser

Phase ist die Neovaskularisation ein wesentlicher Bestandteil für eine gewährleistete

Nährstoffversorgung und für einen gesicherten Metabolitenaustausch im wachsenden

Gewebe. Die entstandenen vaskulären endothelialen Zellen produzieren wiederum

Zytokine und Wachstumsfaktoren, die das Wachstum des Adenoms unterhalten können.

Das Adenom wächst jedoch lokal begrenzt und führt weder zu einer Invasion noch zu

einer Metastasierung. Adenome weisen somit klinisch keine Malignitätsmerkmale auf. Die

Symptomatik resultiert aus den lokalen Folgeerscheinungen ihrer Größenzunahme, oder

bei endokrinen Tumoren aus den systemischen Wirkungen ihrer Hormonsekretionspro-

dukte. Beim Kolonkarzinom wird diskutiert, daß auf Grund der genetischen Disposition

und/oder bedingt durch Umweltfaktoren der Übergang vom Adenom zu Karzinom

(Progression) erfolgen kann, welche bei Schilddrüsenkarzinome nur bedingt zutrifft

(Abb.2). Weder der Zeitpunkt noch die genauen Mechanismen der Transformation von
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benignen zu malignen Zellen sind bis zum heutigen Tag bekannt. Gesichert ist, daß das

invasive Wachstum und die Metastasierung maligner epithelialer Zellen eine Neovaskula-

risation voraussetzen. Diese gewährleistet die Nährstoffversorgung und einen gesicherten

Metabolitenaustausch im expandierenden Gewebe, sie ermöglicht eine Lösung der Zellen

aus ihrer ursprünglichen Position im Zellverband. Voraussetzung hierzu ist ferner der

Verlust der interzellulären Zellverbindungen und Interaktionen der Tumorzellen mit der

Basalmembran. Weitere Schritte umfassen die Emigration der Zellen vom Primärtumor in

die Lymph- und/oder Blutbahn, Transport durch Lymph- bzw. Blutfluß und der Wieder-

eintritt in die Gewebe durch die Lymphgefäß- bzw. Blutgefäß-Basalmembran und Bildung

eines zweiten Tumors (Metastase).

1.4 Die Schilddrüsenzelle: Ein Modell zur Untersuchung der
Tumorgenese

Schilddrüsenkarzinome stellen ein besonders geeignetes Modell zur

Überprüfung dieser Hypothese dar, da, wie in Abb. 2 dargestellt, aus einem einzigen

Zelltyp, dem epithelialen Thyreozyten, unterschiedliche Tumorarten mit sehr unter-

schiedlichen klinischen Eigenschaften entstehen können: papillär differenzierte

Karzinome zeigen eine vorwiegend lymphogene Metastasierung, follikulär differenzierte

Karzinome eine hämatogene Metastasierung, undifferenzierte ein schnelles lokal

infiltratives Wachstum verbunden mit systemischer Tumorausbreitung. Die pathophysio-

logische Basis für die bisher ausgeübte medikamentöse Therapie differenzierter

Schilddrüsenkarzinome ist die Vorstellung, das veränderte Signaltransduktionssystem

modulieren zu können, indem die Proliferationsstimulation durch das thyreotrope Hormon

(Schilddrüsen-stimulierendes Hormon, Thyreotropin, TSH) ausgeschaltet wird. Dieses

Vorgehen wird zwar durch klinische Beobachtungen gestützt, ist aber bislang nicht sicher

experimentell belegt.

Thyreozyten sind der größte Bestandteil (ca. 70%) der Schilddrüse. Sie sind

stark polarisierte epitheliale Zellen, welche Follikelstrukturen aufbauen, die es den

Zellen erlauben als Zellverband zu reagieren. Thyreozyten stehen unter der Kontrolle

multipler hormoneller Systeme. Thyreotropin (TSH) steuert nach Anbindung an seinem

Rezeptor (TSH-R) über eine Aktivierung der c-AMP-Kaskade die Expression von

Differenzierungsgenen und führt zu einer ausgeprägten Veränderung des Zytoskeletts.
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Im Einzelnen erhöht TSH die Synthese der Schilddrüsenhormone aus iodiniertem

Thyreoglobulin (Tg), sowie die Synthese des Enzyms Schilddrüsenperoxidase (TPO),

welches den Einbau von Jod an Tg reguliert. Beide Gene können als Differenzierungs-

marker der Schilddrüse angesehen werden (Dumont et al., 1992).

Abb. 2: Schematische Darstellung der Tumorgenese bei der Schilddrüse

1.4.1 Thyreotropin und Wachstumsfaktoren

TSH ist ein pulsatil sezerniertes heterodimeres glykosyliertes Protein, das

aus einer αααα-Untereinheit und einer TSH-spezifischen ß-Untereinheit aufgebaut ist. Bei-

de Einheiten sind non-kovalent miteinander verbunden. Die Aminosäuresequenz (AS)

für die 92 AS umfassende αααα-Untereinheit, welche auf Chromosom 6 lokalisiert ist und

für die 112 AS umfassende ß-Untereinheit, lokalisiert auf Chromosom 1, ist aufgeklärt

(Sairam & Li, 1977). Unabhängig von dem Stimulationsmuster ist in Tierversuchen und

in-vitro die stimulierende Wirkung von TSH auf die Synthese und Sekretion der Schild-

drüsenhormone gut belegt (Raspe et al., 1991). Darüber hinaus stellt TSH einen der

wichtigsten Regulatoren der thyreoidalen Jodaufnahme über den Natrium-Jodid-

Symporter (NIS) dar. Auch das Protein Thyreoglobulin, an welchem Schilddrüsenhor-

mone synthetisiert werden, wird von TSH wesentlich moduliert (Dralle et al., 1989).

follikuläres Karzinom (FTC) hämatogen

papilläres Karzinom (PTC) lymphogen

anaplastisches KarzinomAdenom

autonomes Adenom

??
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Untersuchungen haben gezeigt, daß die pulsatile TSH-Sekretion direkt dem

hypothalamischen Thyreotropin-Releasing Hormon (TRH) untergeordnet ist (Wehman &

Nisula, 1984; Brabant et al., 1991). TRH verändert die Glykosylierung und die Sialysie-

rung und ist damit direkt für die Bioaktivität und Abbau verantwortlich (Taylor & Wein-

traub, 1989; Weintraub et al., 1990). Eine temporäre Veränderung der TRH-Sekretion

führte zu einer Veränderung des Verhältnisses zwischen αααα- und ß-mRNA-Expression

der TSH-Gene (Haisenleder et al., 1992) und ebenfalls zur Veränderung der TSH-

Sekretion in-vitro bei Ratten (Brabant et al., 1989). Eine kontinuierliche Applikation von

TRH führte zur partiellen Desensibilisierung der thyreotropen Zellen beim Schaf (Klindt

et al., 1979) und bei Rhesusaffen (Pavasuthopaisit et al., 1983). Zeitlich abhängiger

Einfluß von TRH auf TSH-Freisetzung und der daraus resultierende Effekt auf Schild-

drüsenfunktion, -proliferation oder -differenzierung sind bisher nicht bekannt.

Als Ko-Mitogen induziert Insulin über eine Interaktion mit dem IGF-1-

Rezeptor eine erhöhte Tg-Synthese, beeinflußt die Proliferation und Differenzierung der

mit TSH oder EGF vorbehandelten Schilddrüsenzellen (Roger & Dumont, 1983; Roger

et al., 1983; Roger et al., 1987a,b). Durch einen direkten Effekt oder indirekt über eine

Erhöhung von IGF-1 stimuliert das Hormon in Primärkulturen zum Aufbau von

Pseudofollikeln und ist in dreidimensionalen Kollagen-Gelkulturen für die Bildung von

Schilddrüsenfollikeln in-vitro bedeutsam (Toda & Sugihara, 1990; Fayet & Hovsepian,

1991). Eine EGF- oder Phorbolester-Behandlung führt zu einer Dedifferenzierung der

Thyreozyten, welche sowohl durch eine veränderte, fibroblastenähnliche Morphologie

der Zellen als auch durch erniedrigte Expressionslevels von Tg und TPO

gekennzeichnet ist (Roger et al. 1984; Gerard et al., 1989). Parallel dazu induzierten

EGF oder Phorbolester sowie fötales Kälberserum eine Loslösung einzelner Zellen aus

den Follikelaggregaten in Primärkulturen von Hundeschilddrüsen (Roger et al., 1987b).

Im Gegensatz dazu ändert die Stimulation mit TSH oder Forskolin, einem direkten

Aktivator des cAMP-Weges, vollständig den Phänotyp der Zellen. Im weiteren Verlauf

dieses Prozesses redifferenzieren sich die Zellen und bilden follikelähnliche Strukturen

aus. Schließlich kommt es unter TSH bzw. Forskolin zum Auftreten einer polarisierten

Struktur der Zellen (Roger et al., 1986; Fayet et al., 1982).

Die Proliferation von Thyreozyten wird auch über eine Besetzung spezifischer

Tyrosinkinase-gekoppelter Rezeptoren wie EGF, aber auch Fibroblastenwachstumsfakto-

ren (FGF) und IGF-1, stimuliert und kann andererseits über den Phosphoinositol-Kalzium-

Stoffwechsel (Pi) aktiviert werden. Dabei führt die Gabe von EGF, ähnlich wie eine Aktivie-
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rung der Pi-Kaskade, neben der Proliferation zu einer Dedifferenzierung der Thyreozyten

mit Veränderungen des Zytoskeletts und Umwandlung der Thyreozyten in fibrobla-

stenähnliche Zellen. Dieser Prozeß geht mit einem Verlust der Expression von Differenzie-

rungsmarkern wie des TSH-Rezeptors, Thyreoglobulin oder TPO einher (Maenhaut et al.,

1992) und wird in analoger Weise im Verlauf der Dedifferenzierung von Schilddrüsenkar-

zinomen beobachtet (Brabant et al., 1991). Sowohl EGF als auch die Aktivierung der Pi-

Kaskade erhöhen die Aktivität des intrazellulären Kalziums und stimulieren den Einstrom

von Kalzium aus dem Extrazellulärraum. Unklar ist gegenwärtig die Interaktion von extra-

zellulärer Kalziumkonzentration, Aktivierung der unterschiedlichen intrazellulären Signal-

transduktionskaskaden und der Steuerung der Zell-Zell-Interaktion zur Aufrechterhaltung

des hochdifferenzierten Follikelverbandes.

1.4.2 E-Cadherin

Cadherine sind Transmembran-Glykoproteine, die Ca2+-abhängig homophi-

len Zellkontakt vermitteln. In Abhängigkeit von ihrer Lokalisation und Bindungsspezifität

(Takeichi, 1990, 1991) wurden mehrere Subklassen definiert:

E-Cadherine: (epitheliale Cadherine), P-Cadherine: (placentare Cadherine), N-
Cadherine: (neurale Cadherine); L-CAM: (Leberzell-Adhäsionsmoleküle).

Generell werden 1-2 Cadherintypen in einer Zelle exprimierten, ihre Kombi-

nation differiert jedoch mit dem Zelltyp. Wahrscheinlich existieren noch weitere Cadhe-

rine, so daß eine noch größerer Kombinationsbreite denkbar ist (Takeichi, 1990). Da

alle epithelialen Zellen des Menschen E-Cadherine exprimieren, die Cadherine aber für

ihre hohe Bindungsspezifität bekannt sind, müssen auch entsprechend viele E-

Cadherin-Varianten gebildet werden. Die molekularen Unterschiede liegen in der extra-

zellulären Domäne der Moleküle, der NH2-terminalen Region, bestehend aus 113 Ami-

nosäuren. Schon der Austausch von nur zwei Aminosäuren kann zu einer signifikanten

Änderung der Bindungsspezifität führen. Es scheinen jedoch nicht nur qualitative, son-

dern auch quantitative Unterschiede der Cadherin-Expression für die selektive Zellbin-

dung von Bedeutung zu sein (Takeichi, 1991).

Die intrazelluläre Domäne der Cadherine ist in ihrem Aufbau weniger variabel

und steht über Cateninmoleküle in Kontakt zum Zytoskelett der Zelle, speziell zu Aktin-

fasern. Defekte der intrazellulären Domäne können die Bindung an Catenine und somit

zum Zytoskelett verhindern, was zu einer Aufhebung der Zellbindungsfunktion der Cad-



10

herine führt (Nagafuchi & Takeichi, 1988). Die Rolle des Zytoskeletts sowie des

Zytoplasmas an der Zellbindung konnte bisher noch nicht geklärt werden.

Der Nachweis der adhäsiven Funktion von Cadherinen wurde durch Anti-

Cadherin-Antikörper und Transfektionsversuche mit Cadherin-DNA bzw. -RNA geführt.

Tumorzellinien vom epitheloiden Zelltyp bildeten E-Cadherin aus und waren nicht inva-

siv, während Zellinien vom fibroblastenartigen Phänotyp invasiv waren und die E-

Cadherin-Expression verloren hatten. Durch Transfektion mit E-Cadherin-DNA konnte

die Invasivität der letzteren Zellen aufgehoben und durch Behandlung mit Anti-E-

Cadherin-Antikörpern wieder induziert werden (Frixen et al., 1991). Durch Transfektion

von E-Cadherin-spezifischer Antisense-RNA in nicht-invasive ras-transformierte Zellen

wurden diese partiell in invasive umgewandelt. Dies deutet auf eine potentielle Inva-

sions-Suppressor-Rolle von E-Cadherin hin (Vleminckx et al., 1991).

1.4.3 CD97

CD97 gehört zu einer Familie völlig neuer Hybridmoleküle (EGF-TM7 Familie),

die sich durch mehrere EGF-Domänen im extrazellulären N-Terminus und eine sieben-

transmembranöse (TM7) Region auszeichnet (Gray et al., 1996; McKnight & Gordon,

1996). CD97 ist ein heterodimeres Glycoprotein, bei dem die glykosylierte αααα-Kette (75-90

kDa), die dem extrazellulären Anteil entspricht, durch alternatives Splicing in 3 Isoformen

existiert und die unglykosylierte ß-Kette den transmembranösen Anteil (28 kDa)

repräsentiert. Auf der Basis dieser Struktur ist eine duale Ligandeninteraktion für CD97

vorstellbar: Bindung an andere Zelloberflächenmoleküle oder Komponenten der

extrazellulären Matrix über die EGF-Domäne und als Hormon-Rezeptorfunktion der TM7

Region.

Die EGF-Domänen besitzen Ca2+-Bindungsstellen, die die Konformation die-

ser Domänen stabilisieren und damit direkt Protein-Protein-Interaktionen vermitteln. Sie

wurden u.a. in Komponenten der extrazellulären Matrix identifiziert und spielen eine

Rolle in Adhäsionsprozessen. CD97 enthält im extrazellulären Anteil weiterhin ein Arg-

Gly-Asp-(RGD) Motiv, das eine Haupterkennungssequenz für verschiedene Integrine

darstellt. Der transmembranäre Anteil wird durch sieben Domänen gebildet, wie sie für

G-Protein gekoppelte Rezeptoren charakteristisch sind. In diesem Bereich zeigt CD97

etwa 25 % Homologie zu Vertretern der Sekretinrezeptorfamilie und könnte über seinen

TM7 Anteil zusätzlich als Hormonrezeptor wirken. Wahrscheinlich wird CD97 auf der
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Oberfläche in Form von zwei nicht-kovalent gebunden Ketten exprimiert, die aber von

einem einzigen Gen kodiert werden. Die Assoziation beider Ketten ist notwendig, damit

CD97 korrekt auf der Oberfläche erscheint. Durch Bindung von Lymphozyten und

Erythrozyten an CD97 transfizierten COS-Zellen konnte demonstriert werden, daß

CD97 adhäsive Funktionen besitzt, daß ein möglicher Ligand CD55 identifiziert wurde

und daß die CD97-Isoform mit 3 EGF-Domänen (Pos: 1,2,5) größere adhäsive Wirkung

als die mit 4 bzw. 5 EGF-Domänen aufweist (Hamann et al., 1996).

1.4.4 Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren

Eine der wichtigsten Voraussetzungen für die Metastasierung ist eine Aktivie-

rung lokal produzierter proteolytischer Enzyme, welche Invasion und einen Abbau der ex-

trazellulären Matrix bewirken. Zu diesen Enzymen zählen die Metalloproteinasen. Die Ma-

trix-Metalloproteinase-Familie (MMP) gehört zu den Zink-Atom-abhängigen Endopeptida-

sen. Sie besteht aus 14 Enzymen und wird in 5 Gruppen eingeteilt: Kollagenasen, Gelati-

nasen, Stromelysine, Elastasen und Membrane-type-MMPs (Liotta & Stetler-Stevenson,

1990; Matrisian, 1990; Liotta et al., 1991; Birkedahl-Hansen et al., 1993; Mignatti & Rifkin,

1993). Alle Enzyme werden in Form eines Proenzyms (Zymogen) innerhalb des

Zytoplasmas sezerniert und extrazellulär aktiviert (Stetler-Stevenson et al., 1989a,b; Ray

& Stetler-Stevenson, 1994).
In-vitro Studien haben gezeigt, daß Detergenzien oder proteolytische Enzyme

in der Lage sind, eine Konformationsveränderung innerhalb des Proenzyms und dadurch

einen autokatalytischen Schritt zu aktivieren (Rucklidge et al., 1994). Die Aktivierung und

die enzymatische Aktivität von MMPs, insbesondere MMP 9 und MMP 2, werden von der

jeweiligen endogenen Tissue Inhibitor Metalloproteinase 1 (TIMP-1) oder 2 (TIMP-2) regu-

liert (Stetler-Stevenson et al., 1989b; Liotta & Stetler-Stevenson 1990; Liotta et al., 1991;

Mignatti & Rifkin, 1993; Stetler-Stevenson et al., 1993). Untersuchungen der Expression

von MMPs- und TIMPs-Genen legen eine Korrelation mit verstärkter lokaler Tumor-

infiltration, erhöhter Metastasierungsrate und Invasivität der Tumoren nahe (Levy et al.,

1991; Muller et al., 1993; Gress et al., 1995). Erhöhte MMP-Expressionen gehen mit einer

Steigerung der Tumorgenität einher, während hohe TIMP-Expressionen die Zellprolife-

ration und Kanzerogenität hemmen sollen. Dabei sollen die Metalloproteinasen und ihre

Inhibitoren während der Tumorinitiation vorwiegend von Fibroblasten und Stromazellen
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und erst in späteren Tumorstadien und nach Dedifferenzierung von den eigentlichen

Tumorzellen exprimiert werden (Hofmann et al., 1998; Shi et al., 1999). Des weiteren

gelten MMPs und TIMPs gemeinsam als Marker für neuroendokrine Zellen, welche ihren

Ursprung im APUD- (Amine Precursor Uptake Decarboxylation) Zellsystem haben

(Tomita, 1997). MMPs sind hauptsächlich für den extrazellulären Abbau verantwortlich,

während TIMPs die Wirkung von MMPs regulieren. Die Expression sowohl von MMPs als

auch von TIMPs kann exogen beeinflußt werden. Die Behandlung mit Retinol oder all-

trans-Retinsäure führte zu einer Wachstumshemmung, zugleich wurde die MMP-Synthese

gehemmt und die TIMP-Produktion der Blutgefäß-Endothelzelle stimuliert (Braunhut,

1994).

Es gibt in der Literatur nur wenige Daten über Matrix-abbauende und -umstruk-

turierende Prozesse während der Dedifferenzierung in Schilddrüsentumoren. Verschiede-

ne Komponenten der Basalmembran sind bei undifferenzierten Karzinomen immunhisto-

chemisch nicht nachweisbar, während sie in differenzierten Schilddrüsenkarzinomen un-

terschiedlich stark exprimiert sind (Katoh, 1993). Untersuchungen bei Mamma-, Kolon-

oder hepatozellulären Karzinomen (Muller et al., 1993; Barsky et al.,1983; Grigioni et al.,

1991) lassen vermuten, daß der Verlust sowie der unterschiedliche Expressionsgrad von

Basalmembran-Komponenten Ausdruck des lokal infiltrativen und Metastasierungspoten-

tials der Tumorzellen ist (Liotta et al., 1980).

1.4.5 Apoptose-induzierende Gene

Seit Beginn der 90er Jahre konnte gezeigt werden, daß Chemotherapeutika

und Bestrahlung Apoptose oder programmierten Zelltod auslösen können, und daß die-

se induzierte Apoptose einen wesentlichen Mechanismus der onkologischen Therapie

darstellt. Gleichzeitig wurde erkannt, daß Krebszellen eine sehr variable Anfälligkeit für

die Induzierbarkeit von Apoptose haben und daß unter Chemotherapie die Apoptose-

Anfälligkeit weiter vermindert werden kann (Fisher & Morgan, 1994). Die Mechanismen

der Therapie-induzierten Apoptose-Auslösung in Tumorzellen und ihrer Modulation bei

primärer oder erworbener Apoptose-Resistenz sind erst unvollständig bekannt. Die In-

itiation des Apoptosesignals erfolgt z.B. durch den membranständigen Fas-Rezeptor

(von F7-associated surface protein) oder APO-1/CD95 (apoptosis-inducing-protein-

1/cluster-of-differentiation-antigen-95) (Itoh et al., 1991; Trauth et al., 1989). Dabei wird

das apoptotische Signal durch Bindung intrazellulärer Adaptermoleküle an die soge-
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nannte „Death-Domain“ des Fas/APO-1 übertragen (Peter et al., 1996). Die physiologi-

sche Aktivierung von Fas erfolgt durch FasL, ein Typ-II-Membranprotein, das überwie-

gend von aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird (Suda et al. ,1993).

Neben FasL könnten auch andere Liganden von „Death-Domain“-Rezeptoren (ddRs)

der TNF/NGF-Rezeptor-Familie als Beteiligte an der Sensitivität von Tumoren gegen-

über Chemotherapeutika vermutet werden (Krammer, 1997), besonders der Ligand

TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing-ligand, Pan et al., 1997). Die Apoptoseauslö-

sung durch TRAIL erfolgt über die ddRs DR4 und DR5 (Pan et al., 1997), die als funk-

tionelle Homologe zu Fas gesehen werden können und die in Tumorzellen vermehrt

vorgefunden werden. Ein wichtiger Unterschied zwischen dem Fas/FasL- und dem

TRAIL-System liegt wahrscheinlich in der Regulation der Ligandverfügbarkeit an den

jeweiligen Apoptoserezeptoren durch andere Ligand-bindende Proteine. Zur Expression

und Bedeutung der parakrinen Interaktionen von Fas und FasL oder von anderen ddRs

mit ihren Liganden für die Ansprechbarkeit auf die Chemotherapie bei Schilddrüsenma-

lignomen unterschiedlichen Differenzierungsgrades gibt es jedoch bisher keine Kennt-

nisse.
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2 Ziele der Untersuchungen

Die gestörte Funktion der Zelladhäsionsproteine, extrazellulären Matrixproteine,

zellulärer Proteinasen, Apoptosegene und anderer Peptidsignale ist wesentlicher

Bestandteil der Tumorentwicklung und Tumormetastasierung. Die Analyse dieser

Faktoren läßt darüber hinaus neue Erkenntnisse zur Tumorsensitivität gegenüber

Therapiestrategien und die Entwicklung kausal begründbarer präventiver Therapien bei

Maladaptationsvorgängen im Verlauf der Tumorgenese erhoffen.

Die Ziele der vorliegenden Untersuchung sind:

1. An menschlichen Schilddrüsengeweben die Expressionen von TSH-Rezeptor, E-

Cadherin, Matrixmetalloproteinasen, CD97 und Apoptose-induzierenden Genen zu

überprüfen und normale mit pathologischen Geweben zu vergleichen,

2. An humanen Schilddrüsentumorzellinien zu untersuchen, ob die Regulierbarkeit der

o.g. Marker durch Behandlungen mit Regulatoren der Differenzierung sowie der De-

differenzierung noch möglich ist.

3. Die Entwicklung eines Tiermodells, welches erlaubt, die Bedeutung der pulsatilen

TSH-Sekretion auf Funktion, Proliferation und Morphologie der Schilddrüsenzellen

zu überprüfen. Da zum Zeitpunkt der Untersuchungen Ratten-TSH (rTSH) mit defi-

nierter Bioaktivität nicht zur Verfügung stand, sollte versucht werden, TRH als hy-

pothalamisches Releasing-Hormon von TSH einzusetzen, um endogenes, biolo-

gisch aktives rTSH freizusetzen,

4. Die in-vivo-Modulation des Zielorganes Schilddrüse unter Suppression der endoge-

nen hypothalamo-hypophysär-thyreoidalen Achse durch exogene Infusion sowohl

von spezieseigenem Ratten-Thyreotropin (rTSH) als auch von rekombinanten spe-

ziesfremden humanen TSH (rec-hTSH) zu untersuchen. In beiden Ansätzen konnten

die unterschiedlichen Applikationsformen (pulsatile vs. kontinuierliche Infusion) hin-

sichtlich ihrer biologischen Wirkung auf das Zielorgan Schilddrüse verglichen wer-

den,

5. Die in-vivo-Wirkung zusätzlicher Umwelteinflüsse wie Jodmangel und externer Be-

strahlung auf die Entwicklung von Schilddrüsentumoren zu studieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellbiologische Untersuchungen

3.1.1 Gewebe und Zellinien

3.1.1.1 Gewebe und Primärkulturen

Die Untersuchungen wurden durch die Ethik-Kommission der Medizinischen

Hochschule Hannover und der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität

Halle-Wittenberg genehmigt. Die Patienten gaben ihr Einverständnis zur Verwendung

ihres Gewebes für wissenschaftliche Untersuchungen. Die untersuchten humanen

Schilddrüsentumorgewebe stammten von Patienten, die aus klinischen Indikationen zur

Operation kamen. Die „normalen“ Schilddrüsengewebe wurden aus der Nachbarschaft

von Schilddrüsenadenomen oder im Rahmen von Schilddrüsenresektionen wegen ei-

nes Hyperparathyreoidismus gewonnen.

Alle Gewebe für zell- und molekularbiologische Untersuchungen wurden so-

fort nach der Entnahme schockgefroren und bis zur Untersuchung in Flüssigstickstoff

oder bei –80°C gelagert.

Für die Primärkultur der humanen Schilddrüsenzellen wurde ca. 5 g Gewebe

in etwa 5 ml DMEM-F12 (siehe dazu 3.1.2) auf Stecknadelgröße zerkleinert, mit 5 mg

Kollagenase (Worthington Biochemicals, Hamburg) bei 37°C für ca. 45 min im Schüt-

telwasserbad inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation wurde der Überstand auf ei-

nem mit Percoll gefüllten Röhrchen gradient zentrifugiert. Die Schilddrüsenzellen wur-

den dann mit HBSS-Medium mindestens 3mal gewaschen und die Zellzahl bestimmt.

Um die Regulation der E-Cadherin-Expression zu untersuchen wurden zunächst Pri-

märkulturen von insgesamt 6 PTC-Geweben angelegt. Von diesen wurden 2 Primär-

kulturen infiziert, daher wurden zur Auswertung nur 4 in Betracht gezogen.

Nach der Aussaat und nach einer Ruhephase von 24 Stunden in Kulturmedi-

um + 5% FCS werden die Zellen 72 Stunden lang in 10% FCS-Medium kultiviert. Die

Zellen wurden dann für 24 Stunden in Leermedium kultiviert, danach stimuliert (siehe

dazu 3.1.2).
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3.1.1.2 Zellinien

Für die Untersuchungen der Regulation von E-Cadherin, CD97 sowie MMPs

und ihren Inhibitoren wurden zusätzlich zu den Geweben zwei von humanen Schilddrü-

sengeweben abgeleitete Zellinien mit unterschiedlicher Herkunft und Differenzierungs-

grad untersucht. Die Zellinien FTC-133 (Goretzki et al., 1989) und die Zellinie 8505C

(Itoh et al., 1991) wurden in DMEM-F12 mit 10% Fötalkälberserum (FCS), mit 100 IU/ml

Penicillin und 0.1 mg/ml Streptomycin kultiviert. Das Medium wurde nach 2 bis 3 Tagen

gewechselt.

FTC-133
Die Zellinie FTC-133 wurde aus der Lymphknotenmetastase eines 42-

jährigen Patienten mit follikulärem Schilddrüsenkarzinom etabliert. Die Zellen produzie-

ren Tg (Hoang-Vu et al., 1991) und besitzen EGF- und TSH-Rezeptoren (Goretzki et al.,

1989, Hoang-Vu, unpubl. Daten).

8505C
Die Zellinie entstammt aus dem Primärtumor einer 78-jährigen Patientin. Hi-

stologisch handelte es sich aufgrund des Anteils undifferenzierter Zellen um ein undiffe-

renziertes Schilddrüsenkarzinom mit papillären Strukturen (Itoh et al., 1991).

3.1.2 Stimulationsversuche

Für die Stimulation wurden die Zellen mit einer Konzentration von 0.5x106 in

einer Kulturflasche mit 75 cm² Bodenfläche in DMEM-F12 (Basalmedium) + 10% FCS

kultiviert. Nach 3 bis 5 Tagen bildeten die Zellen eine konfluente Monolayer Schicht.

Das Medium wurde dann durch Basalmedium (ohne FCS) für 24 Stunden ersetzt. Nach

24 Stunden im Basalmedium wurden die Zellen für 24, 48 bzw. 72 Stunden wie folgt

stimuliert:

Kontrolle Basalmedium

Insulin Basalmedium + 5 µg/ml

Phorbolester (PMA) Basalmedium + 10 ng/ml

Forskolin Basalmedium + 10-5 M

Rec hTSH Basalmedium + 100 µU/ml

EGF Basalmedium + 5 ng/ml
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In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen vor der Stimulation mit 1µM all-

trans-Retinsäure für 72 Stunden vorbehandelt. Nach 24 Stunden im Basalmedium wur-

den sie dann wie oben beschrieben stimuliert. Danach wurden die Zellen geerntet und

Gesamt-RNA gewonnen.

Für die Immunhistochemie wurden die Zellen direkt auf Thermanox-Plättchen

(Coverslips, Nunc, USA) kultiviert und, wie oben beschrieben, stimuliert. Nach dem Ab-

saugen von Kulturmedium wurden die Coverslips mit PBS gespült und unter dem La-

minarflow getrocknet. Anschließend wurden sie für 10 min im kalten Methanol bei 4°C

fixiert, nochmals mit PBS gespült und mit Einfriermedium (42.8 g Saccharose, 0.33 g

MgCl2, 250 ml Glycerol, 250 ml PBS) überschichtet. Die Coverslips können bei –20°C

bis zu einem Jahr gelagert werden.

3.1.3 RNA-Gewinnung

Die RNA-Gewinnung erfolgte entweder durch die konventionelle Methode

nach Chirgwin et al. (1979) oder mit einem kommerziell erhältlichen Kit.

Das schockgefronene Gewebe wurde in etwa 0.1 g große Stücke zerkleinert

und ohne aufzutauen in sterile Röhrchen überführt. Auf das Gewebe wurde pro 0.1 g

ca. 1 ml Guanidiniumthiocyanat (4 M GTC, 25 nM Natriumcitrat (pH 7.0), 0.5% Sarco-

syl, 0.1 M Mercaptoethanol) zugesetzt und mittels Ultraturrax homogenisiert. Die Zelly-

sate wurden mit 750 µl Cäsiumchlorid (CsCl, 5.76 M) in die speziellen Zentrifugenröhr-

chen (11x34 mm) überschichtet. Die Proben wurden für 20 Stunden bei 34000 UPM

und 25°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge TL100, TLS 55 Rotor, Beckmann, München).

Nach Abpipettieren von in der Grenzfläche zum CsCl-Kissen befindlichen DNA- und

Proteinresten wurde der CsCl-Rest dekandiert. Um eine mögliche Verunreinigung zu

vermeiden, wird der Röhrchenboden abgetrennt, die RNA ist als Pellet am Boden er-

kennbar. Nach verschiedenen Waschvorgängen wurde die RNA in RNase-freies Aqua

bidest gelöst bzw. verdünnt, photometrisch gemessen, portioniert und bei -85°C gela-

gert.

Eine einfachere Technik der RNA Gewinnung ist die Anwendung eines

kommerziell erhältlichen Trizol®-Reagents (Gibco, München). Das tiefgefrorene Gewe-

be wurde mittels Dismembrator (Braun, Melsungen) unter sterilen Bedingungen pulveri-

siert. Das Pulver wurde im Trizol® Reagent gelöst (ca. 100 mg/ml Trizol). Bei Raum-

temperatur wurden die Proben inkubiert, mit 0.2 ml Chloroform geschüttelt, weitere 3
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min inkubiert, anschließend 15 min bei 12000g und bei 4°C zentrifugiert. Die oberste

Phase wurde in ein neues Cup überführt, 0.5 ml Isopropanol zugesetzt, 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert, 10 min bei 12000g bei 4°C zentrifugiert. Dabei setzte sich

das RNA-Pellet ab. Nach einem mit 75%igem Ethanol Waschvorgang, 5-minütiger Zen-

trifugation bei 7500g bei 4°C wurde das Pellet in Vakuum getrocknet, je nach Größe

des Pellets wurde es in 20-100 µl RNase freiem Wasser gelöst, gemessen, portioniert

und bei –85°C gelagert.

3.1.4 Northern-Blot zum Nachweis von E-Cadherin- und TSH-Rezeptor-
mRNA

Die elektrophoretische Trennung erfolgte in einem 1% Agarosegel bei 80V.

Je nach Denaturierungsart wurde das Gel entweder mit Glyoxal/Dimethylsulfoxid, da-

nach mit Acridinorange oder mit Formaldehyd/Formamid, dann mit Ethidiumbromid ge-

färbt. Die unabhängige Färbung zeigte, ob alle Proben mit der gleichen Menge an

mRNA geladen wurden. Nach mehreren Waschvorgängen wurde die mRNA auf einen

Nylonfilter (Pall Biodyne A®, Transfer membrane, 0.2 µm, Pall, Dreieck) transferiert,

mittels Autocrosslink-Verfahren fixiert (UV-Licht 120 mJ, Biometra, Göttingen) und dann

in Folie eingeschweißt.

Die E-Cadherin-Sonde ist ein BamHI-Bluesript-Fragment mit einer Länge von

300 Basenpaaren, sie wurde freundlicherweise von W. Birchmeier, Berlin zur Verfügung

gestellt. Nach Klonierung, Schneiden des Plasmids und Isolierung des Inserts wurde die

gereinigte Sonde mittels eines random primed DNA labelling kits (Boehringer Mann-

heim) mit P32 markiert. Nach einer Inkubation des Nylonfilters mit Prähybridisierungslö-

sung (in 100ml: 50ml Formamid, 20ml 20xSSC, 10ml 10% SDS, 5ml ssDNA (10mg/ml),

10ml 50xDehnhard´s, 5ml Aqua bidest) für 4 Stunden bei 42°C wurde die markierte

Sonde zugesetzt, über Nacht bei 42°C inkubiert. Nach mehreren Waschschritten (bis

noch ca. 20 Counts über Umgebungsstrahlung) wurde der Filter eingeschweißt und bei

–80°C auf Hyperfilm MP® (Amersham, Braunschweig) autoradiographiert.

Zusätzlich wurde eine Sonde von humanen TSH-Rezeptor-DNA, 2.4 kB

BamHI-Xhol-pSVL-Fragment angewendet, welche freundlicherweise von J. Dumont,

Brüssel, zur Verfügung gestellt wurde.
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3.1.5 RT-PCR

Insgesamt wurden 16 Primer für die zu untersuchenden Gene und Primer für

GAPDH und ß-Actin als Kontrolle angewendet (Tab. 1 und 2).

Tab. 1: Größe der Amplifikate, Annealing Temperatur und Anzahl der Zyklen der

verwendeten Primer

Primer Basenpaare Annealing
Temperatur

Zyklenzahl

GAPDH 443 bp 60° 26
ß-Actin 615 bp 68° 33

Fas 819 bp 56° 32
Fas- Ligand 344 bp 60° 40

DR 4 528 bp 62° 35
DR 5 539 bp 62° 33
DcR 1 441 bp 62° 40
TRAIL 437 bp 62° 34

TNF R 1 304 bp 62° 30
TNFαααα (Ligand) 342 bp 60° 35

MT-MMP1 493 bp 62° 34
MMP 1 560 bp 64° 39
MMP 2 523 bp 59° 30
MMP 9 530 bp 64° 35
TIMP 1 405 bp 56° 30
TIMP 2 371bp 59° 30
TIMP 3 428 bp 64° 30

CD97 331 bp 64° 30

Die für die PCR benötigte cDNA wurde mittels Superscript II-Kit® (Gibco,

München) hergestellt. Für die PCR wurden 16.3 µl Aqua bidest, 2.5 µl 10xPCR-Puffer,

3.0 µl dNTP-Mix, jeweils 0.25 µl 10µM Primer sense und antisense (siehe Tab. 1 und

2), 0.2 µl Taq-DNA-Polymerase (Perkin Elmer) und 2.0 µl cDNA in ein PCR Tube pipet-

tiert. Die PCR wurde mittels eines Thermozyklers (TRIO®, Biometra, Göttingen) durch-

geführt. Größe der Amplifikate, Annealing Temperatur sowie optimale Zyklenzahl sind in
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Tab. 1 dargestellt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte auf einem 1%igen Agaro-

segel bei 70 mA in TBE-Puffer und dauerte etwa 2 Stunden.

Die Auswertung der Transkripte erfolgte semiquantitativ immer im Vergleich

zur entsprechenden Positivkontrolle.

Tab. 2: Verwendete Primer und deren Sequenzen. s: Sense, as: Antisense

Primer Sequenz

GAPDH s 5'   CAT  CAC  CAT  CTT  CCA  GGA  GCG   3'
a 5'   TGA  CCT  TGC  CCA  CAG  CCT  TG   3'

ß- Actin s 5'   GGC  ATC  GTG  ATG  GAC  TCC  G   3'
as 5'   GCT  GGA  AGG  TGG  ACA  GCG  A   3‘

Fas s 5'   ATG  CTG  GGC  ATC  TGG  ACC   3'
as 5'   CTG  TTC  TGC  TGT  GTC  TTG  G   3'

Fas- Ligand s 5‘   GGA  TTG  GGC  CTG  GGG  ATG  TTT  CA   3‘
as 5‘   TTG  TGG  CTC  AGG  GGC  AGG  TTG  TTG 3‘

DR 4 s 5'   TTT  GTC  GTC  GTC  GGG  GTC  C   3'
as 5'   TCC  ACA  ACC  TGA  GCC  GAT  GC   3‘

DR 5 s 5'   CAC  CCA  ACA  AGA  CCT  AGC  TC   3'
as 5'   GTC  GTT  GTG  AGC  TTC  TGT  CC   3‘

DcR 1 s 5'   AGT  TCG  TCG  TCG  TCA  TCG  TC   3'
as 5'   TGG  CAC  CAA  ATT  CTT  CAA  CAC   3‘

TRAIL s 5'   CAC  ATA  ACT  GGG  ACC  AGA  GG   3'
as 5'   TGG  TCC  ATG  TCT  ATC  AAG  TGC   3‘

MT-MMP1 s 5'   ACA  TTG  GAG  GAG  ACA  CCC  AC   3'
as 5'   TAG  GCA  GTG  TTG  ATG  GAC  GC   3‘

MMP 1 s 5'   TGG  GAG  CAA  ACA  CAT  CTG  AC   3'
as 5'   ATC  ACT  TCT  CCC  CGA  ATC  GT   3‘

MMP 2 s 5'   GCA  GAT  GCC  TGG  AAT  GCC  AT   3'
as 5'   AGG  GTT  CTG  TGA  GCC  ACA  GA   3‘

MMP 9 s 5'   GCT  ATG  GTT  ACA  CTC  GGG  TG   3'
as 5'   GCC  ATC  TGC  GTT  TCC  AAA  CC   3‘

TIMP 1 s 5'   ATT  CCG  ACC  TCG  TCA  TCA  G   3'
as 5'   CGT  CCA  CAA  GCA  ATG  AGT  G   3‘

TIMP 2 s 5'   GAC  GTT  GGA  GGA  AAG  AAG  GA   3'
as 5'   CGT  TGG  AGG  CCT  GCT  TAT  GG   3‘

TIMP 3 s 5'   ATG  TAC  CGA  GGC  TTC  ACC  AA   3'
as 5'   GGG  TCT  GTG  GCA  TTG  ATG  AT   3‘

CD 97 s 5'   CAG  CAT  CAG  TGT  GAC  AGC  TC   3'
as 5'   CTA  TGA  GGT  GCC  GGA  CAG  GT   3‘
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3.1.6 Immunhistochemie

Um die endogene Aktivität von Peroxidase zu verhindern und unspezifische

Reaktionen zu minimieren, wurden die Kryoschnitte bzw. Coverslips in Methanol/H2O2

(4Teile Methanol, 1 Teil 3%iges H2O2) für 20 min inkubiert, mit PBS gewaschen und mit

Schweineserum (1:5 verdünnt) für weitere 20 min inkubiert. Mit dem 1%igen BSA/PBS

verdünnten Antikörper (Tab. 3) wurden die Präparate im Kühlschrank bei 4°C über

Nacht inkubiert. Nach mehreren zwischengeschalteten Waschschritten wurden die Prä-

parate mit dem Brückenantikörper für 30 min bei Raumtemperatur, dann mit Streptavi-

din-Peroxidase (LSAB, Peroxidase, Chromogen-Substrat, Dako, Hamburg) inkubiert.

Anschließend wurden die Präparate mit Hämalaun (1:1 verdünnt) gegengefärbt, gewa-

schen und mit Aquatex eingebettet.

Die Spezifität der Immunhistochemie wurde durch Weglassen einzelner

Schritte im Protokoll, bzw. durch Ersetzen des primären Antikörpers durch ein nicht im-

munes Serum überprüft. Die Auswertung der Präparate erfolgte semiquantitativ immer

im Vergleich zur entsprechenden Positivkontrolle.

Tab. 3: Verwendete Antikörper und ihre Verdünnung

Antikörper Verdünnung

E-Cadherin Monoklonal 1:500

CD 97 Monoklonal unverdünnt

APO-1 / Fas Monoklonal 1:20

Fas Ligand Monoklonal 1:100

MMP-2 Monoklonal 1:10

MMP-9 Monoklonal 1:10

TIMP-1 Monoklonal 1:10

TIMP-2 Monoklonal 1:10
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3.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

Für die Durchführung der Tierversuche wurde die Genehmigung gemäß §9

Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes vom 18.08.1986 (BGBI. I S. 1391) von der Be-

zirksregierung Hannover gemäß Antrag von 27.11.1991 und vom Regierungspräsidium

Dessau gemäß Antrag vom 30.11.1995 sowie vom 11.11.1998 erteilt. Die Versuche, die

am National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA durchgeführt wurden, wurden

gemäß Addendum to Animal Proposal No. 916-13 „Bioactivity and Metabolic Clearance

of TSH“ am 18.08.1992 durch den wissenschaftlichen Direktor des National Institute for

Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK), den Vorsitzenden des Animal

Care and Use Commitee (AUCC) sowie durch den verantwortlichen Institutsveterinär

genehmigt.

3.2.1 Versuchstiere

Adulte männliche Sprague-Dawley-Ratten (Han:SPRD) mit einem durch-

schnittlichen Gewicht von 342±26 g (x±SD) wurden unter pathogenfreien Bedingungen

in Einzelkäfigen gehalten. Die Temperatur betrug durchschnittlich 24±1°C, die Luft-

feuchtigkeit zwischen 50-60%. Das Lichtregime war konstant zwischen 06.00-18.00

Uhr. Die Tiere erhielten ein Standardfutter (Altromin®, Lage; Fortified) mit einem kon-

stanten Jodgehalt von 1mg/kg Futter. Wasser stand je nach Experimenten mit oder oh-

ne Zusatz von T3 bzw. T4 ad libitum zur Verfügung.

Am Ende der experimentellen Phase wurden die Tiere unter Äthernarkose,

nachdem beide Schilddrüsenlappen entnommen wurden, durch eine Dislokation der

Halswirbel getötet.

3.2.2 Technik zur Plazierung eines Dauerkatheters

Nach einer Gewöhnungsphase von 5 Tagen wurde ein Katheter in der Vena

jugularis externa plaziert. Hierzu wurde je nach Größe des Tieres, etwa 6 cm vom ab-

geschrägten Ende eines ca. 35 cm langen Silikonschlauches (Silastic®, medical grade

tubing, 0.03 inch Innendurchmesser, 0.065 inch Außendurchmesser, Dow Corning

Corp., Midland, Michigan, USA) eine Silikonscheibe von 0.5 cm Durchmesser mittels

eines Silikonklebers (Silastic®, medical adhesive silicone Type a, Dow Corning Corp.,
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Midland, Michigan, USA) befestigt. Diese Silikonscheibe dient der Verankerung des

Katheters dorsal unter der Haut.

Die Analgesierung und Narkotisierung der Tiere erfolgte durch intraperito-

neale Injektion von 10 mg Ketaminhydrochlorid/100 g Körpergewicht (KG) und 0.2 mg

Dihydroxylidinothiazin /100g KG, wobei eine ausreichende Narkosetiefe nach etwa 30-

40 min erreicht wurde.

Nach Abrasur, Reinigung und Desinfektion des Operationsfeldes wurde das

Tier in Rückenlage durch um die Pfoten gewickeltes Pflaster auf einer mit Paraffin aus-

gegossenen flachen Wanne fixiert. Es folgte ein 1-2 cm langer Hautschnitt etwa 1 cm

rechts lateral und parallel der Medianlinie des Halses über der rechten Vena jugularis

externa. Das Gefäß wurde durch stumpfe Präparation des überliegenden subkutanen

Fett- und Bindegewebes freigelegt. Nach Sichtbarwerden der Vene wurde die Manipu-

lation unterbrochen, die rechte vordere Extremität des Tieres mobilisiert und mittels ei-

ner halbgebogenen Klemme nach Rochester-Pean ein subkutaner Tunnel vom krania-

len Drittel des Hautschnitts nach lateral und dorsal bis zur dorsalen Medianlinie etwa 2-

3 cm kaudal einer Verbindungslinie beider Ohren präpariert. Durch diesen wurde dann

von ventral ein Trokar von 13G Größe vorgeschoben und mit Hilfe eines kleinen dorsa-

len Hautschnitts (ca. 2 mm) nach außen geführt. Der Katheter wurde so in das Trokar-

lumen eingeführt, daß nach Entfernen des Trokars nach dorsal die am Katheter ange-

klebte Silikonscheibe subkutan zu liegen kam und den Katheter gegen Zug von dorsal

fixierte.

Nach erneuter Fixation der rechten vorderen Extremität des Tieres wurde

das die Vena jugularis externa unmittelbar bedeckende Bindegewebe bis auf die Tunica

adventitia in einer Länge von etwa 1cm abpräpariert. Anschließend wurde zunächst

kranial der späteren Inzisionstelle die Vene mit einer Pinzette stumpf unterfahren, so

daß durch zwei Ligaturfäden, die jeweils kaudal und kranial der vorgesehen Inzisions-

stelle durchgezogen wurden, unter leichter Zugspannung der Blutfluß gedrosselt wurde.

Dieses Vorgehen diente der Fixation der Vene für die folgende Inzision und minimierte

den Blutverlust beim Einführen des Katheters.

Mit Hilfe einer mikrochirurgischen Schere nach Vannas wurde nun die Vene

inzidiert. Durch die Inzisionsstelle konnte das Ende des mit physiologischer Kochsalzlö-

sung gefüllten Katheters intravasal vorgeschoben werden. Hierbei wurde besonders

beachtet, daß die dorsal subkutan gelegene Silikonscheibe ihre Lage nicht änderte.

Aufgrund der Katheterabmessungen und der vergleichbaren Körpergröße der Tiere lag
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das intravasale Katheterende so in der Vena cava superior. Anschließend wurden Ka-

theter und Vene kranial der Kathetereintrittsstelle mit einer zweiten Polyesternaht um-

schlungen oder die Eintrittsstelle des Katheters mit Fibrinkleber abgedichtet. Nach

gründlichem Spülen mit 0.9%iger Kochsalzlösung, sterilem Abtupfen des Operations-

gebietes wurden die subkutanen Gewebeschichten sowie die Haut durch eine fortlau-

fende Naht mit resorbierbarem Polyglycolsäurefaden verschlossen.

Das Tier wurde dann in Bauchlage gedreht und die dorsale Katheteraustritts-

stelle inspiziert. Der Katheter wurde mit etwa 1-1.5 ml einer sterilen 0.9%iger Koch-

salzlösung, die 250 IU Heparin/ml enthielt, gespült. Das frei rasierte Areal am Hals des

Tieres wurde mit einem hypoallergischen Pflasterbandstreifen zirkulär überlappend un-

ter Freilassung der eigentlichen Katheteraustrittsstelle bedeckt. Anschließend wurde

durch zwei gegeneinander geklebte Gewebebandstreifen der Katheter senkrecht zum

Hautniveau fixiert und durch eine kranial und eine kaudal gelegene kutane Haltenaht

zusätzlich befestigt.

Der Katheter wurde aus dem Pflasterband zusammen mit einer Nylonschnur,

die mit den Fäden der kutanen Haltenähte verknotet worden war, durch einen ge-

schlitzten etwa 20 cm langen PVC-Schlauch geführt. Diese Schutzkonstruktion wurde

zusätzlich durch ein eng anliegendes schlauchförmiges Metallgeflecht (Abschirm-

schlauch eines Koaxialkabels) von etwa 15 cm Länge verstärkt und durch Gewebe-

bandstreifen am Nacken des Tieres und am PVC-Schlauch befestigt. Katheter und

überstehender Nylonfaden wurden mit einem Pflasterband in dem oberen Ende des

PVC-Schlauches fixiert. Der in der Schutzkonstruktion umhüllte Katheter wurde zwi-

schen zwei Gitterstäben der Käfigabdeckung nach oben geführt. Durch die flexible Be-

festigung der Katheterkonstruktion an einem Gummiband konnte sich die Ratte inner-

halb des Käfigs freibewegen und insbesondere das Futter- und Wasserreservoir unge-

hindert erreichen. Durch die Ummantelung des Katheters mit dem PVC-Schlauch und

dem Metallgeflecht wurde eine Beschädigung durch Kratzen oder Beißen verhindert.

Das hier vorgestellte Verfahren zur Plazierung eines Dauerkatheters in der

Vena jugularis externa einschließlich der Konstruktion einer Schutzummantelung er-

möglichte einen sicheren zentralvenösen Zugang. Dieser konnte ohne Öffnen des Kä-

figs von außerhalb für die Gewinnung venöser Blutproben und für die intravenöse Ap-

plikation von Substanzen genutzt werden. Die Durchgängigkeit und Rückläufigkeit des

Katheters mußten engmaschig überwacht werden. Wenn ein Tier keine Infusionsbe-
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handlung erhielt, wurde der Katheter mindestens zweimal täglich mit der oben be-

schriebenen heparinhaltigen Kochsalzlösung durchgespült.

3.2.3 Experimentelles Design

3.2.3.1 TRH-Stimulationsmodell

In diesem Versuchsansatz wurde eine Modulation des Zielorgans Schilddrü-

se unter physiologischen Rückkopplungsverhältnissen entlang der hypothalamo-

hypophysär-thyreoidalen Achse indirekt über Freisetzung von endogenen TSH durch

exogene Applikation von Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) induziert. TRH stimu-

liert auf hypophysärer Ebene die endogene Freisetzung von TSH, welches auf thyreoi-

daler Ebene sowohl funktionelle als auch morphologische Veränderungen bewirkt.

In diesem Versuch wurden zwei Katheter in den beiden Jugularvenen pla-

ziert. Nach einer 5-tägigen Erholungsphase wurden die Tiere in 5 Gruppen eingeteilt:

• Kontrolle, ohne Infusion (C)

• Dauerinfusion mit physiologischer Kochsalzlösung (NaCl-C, 1.2 ml/24h + 0.4 U He-

parin/ml).

• Pulsatile Infusion von NaCl als einminütiger Puls von 100 µl alle 2 h (NaCl-P) + 0.4

U Heparin/ml).

• Kontinuierliche Applikation von 24 µg TRH/24 h in 1.2 ml NaCl+Heparin, wie unter 2

(TRH-C, TRH: Relefact® TRH 200, Hoechst AG).

• Pulsatile Gabe von 2 µg TRH in 100 µl/2h über eine Minute (TRH-P) wie unter 3.

Pulse wie kontinuierliche Infusion wurden mit Hilfe einer frei programmierba-

ren Miniinfusionspumpe (Cyclomat®, Ferring, Kiel) appliziert. Am Ende der Versuchspe-

riode wurden die Tiere getötet und die Schilddrüse entnommen.

3.2.3.1.1 Funktionsstudien
Fünf Tage vor und während der Infusion wurde jeweils eine Blutprobe zwi-

schen 8.00-8.30 Uhr genommen. Um die physiologische sowie die durch TRH-Infusion

induzierte TSH-Sekretion nachzuprüfen, wurde 0,3 ml Blut in zehnminütigem Abstand

am 7. Tag der Stimulation über den rechten Jugularvenenkatheter während der gleich-
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zeitigen Gabe von NaCl oder TRH über den linken Katheter in der Zeit zwischen 8.00

und 11.00 Uhr genommen. Nach der Bestimmung von TSH wurden Plasmareste in

stündlichen Intervallen gepoolt und die Plasmaspiegel von T3 und T4 bestimmt.

Zum Nachweis der erfolgreichen Infusion von TRH in den oben genannten

Mustern wurden in Kooperation mit Prof. Dr. T. Visser, Rotterdam, die zirkulierenden

TRH-Spiegel durch Abnahme nach folgendem Schema überprüft: 9.30-10.00: 10-

minütiger Abstand, 10.00 h: TRH Puls, 10.00-10.10h alle 2, 10.10-11.00h alle 10 Minu-

ten. Um eine Responsivität der hypothalamo-hypophysären Achse nach 7-tägiger Infu-

sion zu überprüfen, erhielten alle Tiere um 11.00 Uhr einen Bolus von 0.1mg TRH intra-

venös appliziert. 30 min später erfolgte eine letzte Blutentnahme.

Um eine mögliche TRH-Wirkung auf die Schilddrüse zu untersuchen, wurden

die Tiere von 2 Tagen vor bis zum Ende der Infusion täglich mit 10µg Thyroxin/100 g

Körpergewicht (KG)/Tag i.v (L-Thyroxin, Henning, Berlin) behandelt. Die Infusions-

schemata entsprachen den im vorhergehenden Versuchsteil beschriebenen Behand-

lungsmodi (NaCl-C+T4; NaCl-P+T4; TRH-C+T4 und TRH-P+T4).

3.2.3.1.2 Proliferationsstudien mit BrDU
Für die Untersuchungen der Proliferation der Schilddrüsenzellen wurde allen

Tieren des TRH-Modells eine Stunde vor der Beendigung des Versuches 5-Bromo-2´-

Desoxyuridin (BrDU, 50µg/100g KG, Boehringer Mannheim) i.v. verabreicht. Zur Unter-

suchung der Wirkung von TRH auf die Schilddrüsenproliferation wurden die Tiere 2 Ta-

ge vor der Infusion mit 10µg Thyroxin/100 g KG/Tag (TRH-P+T4, Henning, Berlin) be-

handelt. Als Positivkontrolle wurden 6 Tiere über einen Zeitraum von 9 Wochen behan-

delt, wobei PTU (6n-Propyl-2-Thiouracil) in 0.1%-iger Lösung im Trinkwasser verab-

reicht wurde. Für die Hormonbestimmungen wurden 3 Wochen vor der Behandlung wö-

chentlich aus der Retroorbitalvene Blutproben gewonnen. Am Ende der Behandlungs-

phase wurde BrDU vor der Tötung verabreicht.

Durch den Einbau von BrDU in replizierende DNA in der S-Phase des Zellzy-

klus eignet sich das BrDU-Verfahren als spezifischer Marker für die proliferierenden

Zellen eines Gewebes, die deutlich von nicht-proliferierenden Zellen abgegrenzt werden

können. Die Schilddrüsen wurden unter Äthernarkose entfernt, gewogen und in 4%igem

Formalinpuffer fixiert. Das Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und auf eine Dicke von

2-4 µm geschnitten. Anschließend wurde eine immunhistochemische Färbung mit ei-

nem spezifischen monoklonalen Antikörper gegen BrDU (Becton Dickinson, Heidelberg)
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mittels ABC-Methode durchgeführt. Zur Auswertung wurden die positiven gegen die

nicht-positiven Zellen ausgezählt und bei einer Gesamtzahl von n=1000 Zellen pro

Schnitt der Prozentsatz proliferativer Thyreozyten für den Schnitt bestimmt.

Für die Auswertung wurden folgende Kriterien Zugrunde gelegt:

• Gezählt wurden nur deutlich erkennbare Schilddrüsenfollikel mit Kolloid-gefülltem

Lumen, es wurde ein Bereich der Schilddrüse ausgezählt, der sowohl randständige

als auch zentrale Follikel innerhalb eines Quadranten umfaßte.

• Sowohl für die positiven als auch für die nicht-positiven Thyreozyten wurde eine di-

rekte randständige Lage am Kolloid gefordert, um eine eindeutige Zuordnung als

Thyreozyt zu gewährleisten.

3.2.3.1.3 Histomorphologie
Neben funktionellen Parametern wurden die histomorphologischen Verände-

rungen der Schilddrüsen untersucht. Unmittelbar anschließend an die Entnahme der

Gewebe erfolgte die Fixation durch Immersion in einer 4%igen Paraformaldehyd- und

2.5%igen Glutaraldehydlösung in phosphatgepufferter Kochsalzlösung.

Für die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden die Gewebe nach ei-

ner 4-stündigen Fixation in Paraffin eingebettet, in einer Dicke von 5µm geschnitten und

anschließend mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt.

Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Gewebe

nach 24-stündiger Fixation mehrmalig gewaschen und für eine Stunde in ungepufferter,

1%iger Osmiumtetroxidlösung nachfixiert. Nach erneut mehrmaligem Waschen wurden

die Geweben dehydriert, in Kunstharz eingebettet und mit einem Ultramikrotom Schnitte

von 60-90 nm Dicke angefertigt. Nach Kontrastierung mit Uranylazetat und Bleizitrat

wurden die Schnitte mit einem Elektronenmikroskop (Philips EM 301) ausgewertet. Die

Ultrastruktur- und Immunogoldmarkierungsstudie wurden in Zusammenarbeit mit Herrn

Dr. Walter Sierralta am Max-Planck-Institut für experimentelle Endokrinologie, Hanno-

ver, durchgeführt.

3.2.3.1.4 Tg- und T4-Immunogold-Markierung
Für die Untersuchungen der Tg und T4-Immunogold-Markierung wurden die

Schilddrüsen sofort nach der Entnahme in Würfel (1x1x1 mm) geschnitten und in mit

2% Paraformaldehyd und 0.5%Glutaraldehyd gepuffertem 0.1 M Phosphatpuffer bei pH

7.2 für 4 Stunden fixiert. Danach wurden die Gewebe mit eiskaltem Phosphatpuffer ge-
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waschen, dehydriert und anschließend mit LR-Gold® (Plano, München) infiltriert. Die

Proben wurden dann in die Gelatinkapsel, Größe 0, welche mit 0.5% Benzoylperoxid

aufgefüllt war und LR-Gold beinhaltete, unter 500 mm Hg für 30 min bei 6°C polymeri-

siert. Nach 2 Tagen wurden die Blöcke wie oben beschrieben geschnitten. Die Schnitte

wurden auf Pioloform-coated Gold-Matrix eingebettet, mit Kaninchenantikörper gegen

Ratten-Tg (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. JJM Vijlder, Amster-

dam) und mit Monoklonalantikörper gegen T4 (Hytest, Biotrend, Köln) für 2 Stunden bei

Raumtemperatur und dann über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 4maligem Waschen

wurden die Präparate mit Antikaninchen-Gold (Aurion, Durchmesser von Goldpartikel:

15 nm, für Tg) und Antimaus-Gold (Aurion, Durchmesser: 6 nm, für T4) für 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Schnitte mit 1%

Glutaraldehyd fixiert und unter Behandlung mit Uranylacetat leicht kontrastiert.

Zur Auswertung wurden jeweils 5 einzelne Thyreozyten pro Schnitt und 10

Schnitte pro Schilddrüse herangezogen. Die Anzahl der Tg-Goldpartikel (15 nm) und

der T4-Goldpartikel (6 nm) wurden zusammengezählt und auf Quadratmikrometer in

ER, Apikalmembran und Mitochondrien bezogen. Auf eine Differenzierung der Kontroll-

gruppe und der TRH-behandelten Gruppe in eine mit pulsatiler und in eine mit kontinu-

ierlicher Infusion behandelten Untergruppe wurde verzichtet.

3.2.3.2 TSH-Stimulationsmodell

In diesem experimentellen Ansatz, der zum Teil im National Institute of

Health durchgeführt wurde, wurde durch eine TSH-suppressive T3-Behandlung die en-

dogene TSH-Freisetzung der Versuchstiere während der gesamten Dauer des Ver-

suchs unterdrückt und so eine Interferenz zwischen endogener TSH-Produktion und

experimenteller, exogener TSH-Applikation vermieden. Durch dieses Modell kann eine

eindeutige Beurteilung des direkten Effekts einer exogenen TSH-Applikation auf Funk-

tion und Morphologie der Schilddrüsen festgestellt werden. Dabei erhielten die Tiere 4

Tage vor dem Versuchsbeginn als Trinkwasser destilliertes Wasser mit einem Zusatz

von 0,3 µg/ml 3,5,3´-Triiodo-Thyronin (T3). Das Trinkwasser wurde alle 3 Tage erneu-

ert. Hierdurch wurde durch die exogene TSH-Gabe die endogene TRH- und TSH-

Freisetzung und somit die gesamt hypothalamo-hypophysär-thyreoidale Achse suppri-

miert. Diese Behandlung wurde auch während der mehrtägigen Versuchsphase fortge-

setzt.
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Analog zu den TRH-Experimenten wurde auch bei diesem TSH-Stimulations-

modell innerhalb jeder Versuchsreihe bei den pulsatil und bei den kontinuierlich behan-

delten Tieren über die Gesamtdauer des Versuchs eine Infusion einer identischen TSH-

Menge in einem identischen Volumen Trägermedium durchgeführt. Bei jeder Versuchs-

reihe wurde eine Kontrollgruppe mitgeführt, bei der den Tiere ein äquivalentes Volumen

der sterilen heparinhaltigen 0.9%igen Kochsalzlösung in den selben Modi infundiert

wurde.

Zwei Tage vor der Katheterisierung der Vena jugularis externa wurde die

TSH-suppressive Behandlung durch Ersatz des normalen Trinkwassers durch T3-

haltiges Wasser begonnen und bis zum Abschluß des Versuches beibehalten. Für die

Infusion wurden zwei verschiedene TSH-Präparationen (rTSH und rec-hTSH, NIH,

USA) in jeweils 2 Dosierungen verwendet, so daß 4 Versuchsreihen gebildet wurden:

A: Niedrigdosiertes rTSH (0.36 µg rTSH in 180µl/24 h)

B: Hochdosiertes rTSH (10.8 µg rTSH in 180 µl/24 h)

C: Niedrigdosiertes rec-hTSH (3.6 µg rec-hTSH in 180 µl/24h)

D: Hochdosiertes rec-hTSH (108 µg rec-hTSH in 180µl/24h)

Die zwei Dosierungen der jeweiligen TSH-Präparationen unterscheiden sich

um den Faktor 30; um die im Vergleich zu spezies-eigenem TSH geringere Bioaktivität

von rec-hTSH innerhalb des Rattenmodells auszugleichen, lagen die Konzentrationen

der rec-hTSH-Präparationen jeweils um den Faktor 10 über denen der entsprechenden

rTSH-Präparation.

Innerhalb der 4 Versuchsreihen wurden jeweils 2 Gruppen gebildet. Die eine

erhielt eine kontinuierliche, die andere eine pulsatile Infusion mit einer identischen ab-

soluten TSH-Menge in einem identischen Volumen Trägermedium über einen Zeitraum

von 4 Tagen. Es wurde ein Puls von 5 min Dauer und eine Flußgeschwindigkeit von 10

µl/min vorgegeben, so daß während eines Pulses ein Volumen von 50 µl der jeweiligen

Infusionslösung infundiert wurde. Dieses enthielt Dosis entsprechend:

A: Niedrigdosiertes rTSH: 0.01 µg rTSH

B: Hochdosiertes rTSH: 0.3 µg rTSH

C: Niedrigdosiertes rec-hTSH: 0.1 µg rec-hTSH

D: Hochdosiertes rec-hTSH: 3 µg rec-hTSH
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Das Intervall zwischen zwei Pulsen betrug 35 Minuten. Dieser 35-minütige

Zyklus wurde ohne Unterbrechung über vier Tage wiederholt.

Innerhalb jeder Versuchsreihe wurde eine Kontrollgruppe mitgeführt, deren

Tiere mit einem äquivalenten Volumen einer sterilen heparinhaltigen 0.9%igen Koch-

salzlösung behandelt wurden. Unter Berücksichtigung der Daten der TRH-Experimente

wurde auf eine Differenzierung der Kontrollgruppen verzichtet.

Aufgrund der noch begrenzten Verfügbarkeit rekombinanter humaner Thy-

reotropinpräparationen wurde die Zahl der Versuchstiere innerhalb der einzelnen Grup-

pen auf 4 begrenzt. Daher wurde auf eine statistische Auswertung der Daten verzichtet.

Blutproben wurden zwei Tage vor der Infusion täglich, am zweiten und vier-

ten Infusionstag zwischen 9.30 und 9.50 Uhr genommen. Sechs Stunden nach Beendi-

gung der Infusion, unmittelbar nach Gewinnung einer Blutprobe, wurde ein Bolus von 6

µg rTSH i.v. appliziert und drei Stunden danach wurde eine weitere Blutprobe genom-

men.

3.2.3.3 Tumorinduktionsmodell

Ziel des folgenden tierexperimentellen Modells war sequentielle Veränderun-

gen bei der Entstehung von Schiddrüsenneoplasien in-vivo unter kontrollierter Jodzu-

fuhr auf morphologischer, hormonaler und molekularer Ebene zu erfassen.

Es wurden neun Gruppen unter Variation des alimentären Jodgehaltes und

der Bestrahlungsdosis gebildet:

1 Jod normal keine Bestrahlung (Kontrollgruppe) 16 Tiere = Jn

2 Jod normal Niedrigdosis (1 und 2 Gy-Bestrahlung) 16 Tiere = JnND

3 Jod normal Hochdosis    (4 und 6 Gy-Bestrahlung) 16 Tiere = JnHD

4 Jodmangel keine Bestrahlung 16 Tiere = Jm

5 Jodmangel Niedrigdosis (1 und 2 Gy-Bestrahlung) 16 Tiere = JmND

6 Jodmangel Hochdosis    (4 und 6 Gy-Bestrahlung) 16 Tiere = JmHD

7 Jodüberschuß keine Bestrahlung 16 Tiere = Ju

8 Jodüberschuß Niedrigdosis (1 und 2 Gy) 16 Tiere = JuND

9 Jodüberschuß Hochdosis    (4 und 6 Gy) 16 Tiere = JuHD
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3.2.3.3.1 Alimentärer Jodgehalt
Unter Verwendung eines normierten Nagetierfutters (Altromin® Haltungs-

standarddiät für Ratten und Mäuse 1324, Altromin Gesellschaft für Tierernährung mbH,

Lage; Jodgehalt: 1.0 mg/kg), eines Diätfutters (Altromin® Sonderdiät für Ratten – Jod-

arme Diät - C 1042, Altromin Gesellschaft für Tierernährung mbH, Lage; Jodgehalt:

0.06 mg/kg) sowie unter Zusatz einer definierten Menge Kaliumjodid wurden drei Grup-

pen gebildet, welche folgende Jodkonzentrationen erhielten:

1 Jod normal (Jn) 7000 ng Jodid/100g KG/d

2 Jodmangel (Jm) 420 ng Jodid/100g KG/d

3 Jodüberschuß (Ju) 72000 ng Jodid/100g KG/d

3.2.3.3.2 Bestrahlung der Schilddrüse
Die Bestrahlung der Schilddrüsenregion erfolgte einmalig mit einem Rönt-

gengerät Siemens Unidos® 10001/10051 unter folgenden Bedingungen: Kammer M

31002-0004, Korrektur für Energie kq =0.98, Korrektur für Luftdruck und Temperatur

k =1.024, Phantomtiefe =1 cm sowie unter Einstellung der Parameter: Spannung

U =125 kV, Stromstärke I =20 mA, Filterung 0,2 mm Cu, Tubus 6x8 cm², 40 cm Ab-

stand, Lochblendendurchmesser d =15 mm, Blende 4 mm Bleigummi. Die ermittelte

Zeit-Dosis-Beziehung betrug Zeit t =1 min / Dosis Dw =0.6260 Gy. Die Arbeit wurde in

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. R. Gerlach, Klinik für Strahlentherapie der Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg (Direktor: Prof. Dr. J. Dunst), durchgeführt.

3.2.3.3.3 Gewinnung der Blut- und Gewebeproben
Einmal wöchentlich wurde 1ml Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus ent-

nommen. In der 15., 35. und 55. Lebenswoche wurden von jeder bestrahlten Tiergrup-

pen und jeder der jodbehandelten Gruppen jeweils zwei Tieren bzw. 4 der jeweiligen

Kontrolltieren die Schilddrüsen entnommen und deren Gewichte bestimmt. Jeder

Schilddrüsenlappen wurde halbiert und je zur Hälfte in 5%-igem gepuffertem Formalin

bzw. in flüssigem Stickstoff konserviert. Die verbliebenen Tiere (je Gruppe jeweils 4

Ratten) wurden 12 Monate ohne Blutentnahmen nachbeobachtet (Gesamtversuchs-

dauer 2 Jahre).
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3.2.3.3.4 Immunhistochemie
Das in Formalin fixierte Material wurde in Paraffin eingebettet, davon Serien-

schnitte (20 Schnitte je Schilddrüsenlappen) von 5 µm Dicke hergestellt und mit Häma-

toxylin-Eosin und Elastica-van-Gieson gefärbt. Aus dem kryokonservierten Material

wurden am Kryoschnitt ebenfalls Serienschnitte von 5 µm Dicke mit einer Standardfär-

bung angefertigt. Diese hatten im Vergleich zu den Paraffinschnitten eine schlechtere

Qualität, so daß sie nur bedingt zur Auswertung herangezogen wurden. Die Einbettung

erfolgte jeweils in Kanada-Balsam.

Zur Untersuchung der Proliferationsrate wurde der immunhistochemische

Nachweis des Ki67-Antigens unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers MIB-5

(dia 5055i®, dianova, Hamburg) geführt. MIB-5 weist das im Kern lokalisierte und mit

der Zellproliferation assoziierte Antigen Ki67 nach, welches in allen aktiven Phasen (G1,

S, G2, M) des Zellzyklus exprimiert wird (Schlüter et al., 1993). Je Schilddrüsenlappen

wurden fünf ungefärbte Paraffinschnitte (5µm) mit Xylol entparaffiniert und in einer ab-

steigenden Alkoholreihe dehydratisiert. Es folgte eine 3x5-minütige Mikrowellenbe-

handlung in Zitratpuffer, waschen in PBS-Puffer (pH=7,4) und Blockierung mit Wasser-

stoffperoxid und Methanol. Zur Detektion wurde ein Avidin-Biotin-System (dianova, Uni-

Tect® A.B.C. System XHC 01; Blockserum Schwein; Sekundärantikörper Maus, Ratte,

Ziege; Substrat DAB) verwendet.

An den histologischen Präparaten wurden Follikelanzahl je mm², Kolloid-

durchmesser, Follikeldurchmesser, Epithelhöhe sowie Neoplasierate lichtmikroskopisch

bei 30- bzw. 80-facher Vergrößerung untersucht. Die Bestimmung der Follikelzahl er-

folgte bei 30-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Aufsatzokulars mit eingear-

beiteter Zählkammer von 1 mm² Größe. Es wurden in je 20 Schnitten ein zentrales,

mittleres und peripheres Sichtfeld ausgezählt. Am Sichtfeldrand gelegene und ange-

schnittene Follikel wurden bei über 50%-igem Anteil mitgezählt. Die Kolloid- und Folli-

keldurchmesser wurden bei 80-facher Vergrößerung mit einem aufgesetzten Okularra-

ster (minimaler Meßbereich 20 µm) bestimmt. Je Schnitt wurden 10 repräsentative Fol-

likel vermessen (200 je Schilddrüsenlappen). Zur Beurteilung der Fibrosierung wurde

die Follikelfläche mit der Follikelanzahl je mm² multipliziert. Dieser Wert repräsentiert

die von Follikeln prozentual bedeckte Fläche je mm², der Rest ist Bindegewebe. Alle

Schnitte wurden in voller Ausdehnung auf Neoplasien untersucht und klassifiziert:



33

• benigne Neoplasie und Metaplasie: Follikuläres Adenom, Plattenepithelmetaplasie,

Dermoidzyste

• maligne Neoplasie: Follikuläres Karzinom, Papilläres Karzinom

• andere Karzinome: Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom

Diese Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. H.-J. Holzhau-

sen, Institut für Pathologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg (Direktor:

Prof. F. W. Rath) durchgeführt.

3.2.4 Hormonanalytik

TSH wurde mittels eines Radioimmunoassay-Kit, der vom National Institute

of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK), Bethesda, Maryland, USA

freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurde, gemessen. Die untere Nachweisgrenze

war 360 pg/ml. Die Intra-Assay-Varianz betrug 7.1% - 9.8% (n=32), die Inter-Assay-

Varianz zwischen 11.7-12.2%.

T3 und T4 wurden mittels kommerziell erhältlichen Enzymimmunoassays

(Boehringer Mannheim), welche für Ratten-T3 und –T4 validiert wurden, gemessen. Die

Koeffizienten der Intra- und Inter-Assay-Varianz wurden, in Abhängigkeit von der Kon-

zentrationen, mit 3.7-7.1% bzw. 11.7-12.2% ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellbiologische Untersuchungen

4.1.1 E-Cadherin und TSH-Rezeptor 1

4.1.1.1 Humane Gewebe und Primärkulturen

4.1.1.1.1 Humane Gewebe
In normalen Schilddrüsengeweben (n=12) exprimierten sowohl E-Cadherin-

Transkript als auch -Protein einheitlich. Die mRNA-Expression von E-Cadherin und

TSH-Rezeptor war nicht in undifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen (n=11) nachweis-

bar, während sie in differenzierten Schilddrüsenkarzinomen (n=52) unterschiedlich ex-

primiert wurde (Abb. 3). Die Immunreaktivität von E-Cadherin verlief parallel zu der Ex-

pression von mRNA.

Abb. 3: mRNA-Expression von TSH-Rezeptor (TSH-R; 4.4 und 4.6 kB) und E-
Cadherin (E-Cad; 4.5 kB) in Schilddrüsengeweben. nt: Normalgewebe, PTC:
papilläres, FTC: follikuläres, ATC: anaplastisches undifferenziertes Schild-
drüsenkarzinom. HA: autonomes Adenom. In Klammer: Gewebe vom selben
Patienten. EtBr: Ethidiumbromid als Normalisierungsmarker.
→→→→: 18S und 28 S

                                           
1 zum Teil publiziert in Mol Cell Endocrinol 82 (1991): R7-R12; Exp Clin Endocrinol 100 (1992):51-56;

Cancer Res 53 (1993): 4987-4993; Exp Clin Endocrinol 101 (1993): 78-82; JCEM 80 (1995): 2168-2172;
Endocrinology 136 (1995): 3113-3119; Exp Clin Endocrinol Diabetes 104,Suppl 4, (1996): 24-28.
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4.1.1.1.2 Primärkulturen
In 2 von 4 Primärkulturen konnte E-Cadherin-Protein weder vor noch nach

Stimulation nachgewiesen werden. Northern-Blot-Analysen zeigten, daß mRNA von E-

Cadherin ebenfalls nicht nachweisbar war. In zwei anderen Primärkulturen war E-

Cadherin, sowohl Protein als auch Transkript, schwach detektierbar. Eine Behandlung

mit TSH oder Forskolin für 24 Stunden induzierte eine deutlich erhöhte Immunreaktivität

und stärkere mRNA-Expression von E-Cadherin, während eine Behandlung mit EGF für

24 Stunden nur eine leicht erhöhte Immunreaktivität und mRNA zeigte (Abb. 4).

Abb. 4: Immunreaktivität (I) und mRNA (II) von E-Cadherin in humanen Primärkultu-
ren nach Behandlung mit Forskolin (B), TSH (C) und EGF(D) im Vergleich
zur Kontrolle (A). (x60). →→→→: 18S und 28 S

A B

C D

A B C D

     I       II

Um die endogene Aktivität von Peroxidase zu verhindern und unspezifische Immunore-
aktionen zu minimieren, wurden die Kryoschnitte bzw. Coverslips in Methanol/H2O2 (4
Teile Methanol, 1 Teil 3%iges H2O2) für 20 min inkubiert, mit PBS gewaschen und mit
Schweineserum (1:5 verdünnt) für weitere 20 min inkubiert. Mit dem 1%igen BSA/PBS
verdünnten Antikörper wurden die Präparate im Kühlschrank bei 4°C über Nacht inku-
biert. Nach mehreren zwischengeschalteten Waschschritten wurden die Präparate mit
dem Brückenantikörper für 30 min bei Raumtemperatur, dann mit Streptavidin-
Peroxidase inkubiert. Anschließend wurden die Präparate mit Hämalaun (1:1 verdünnt)
gegengefärbt, gewaschen und mit Aquatex eingebettet.

4.1.1.2 Zellinie FTC-133

Aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit des Gewebes war eine Wiederholung

der Experimente mit Zellen derselben Herkunft und demselben Tumorstatus nicht mög-
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lich, daher wurde für weitere Untersuchungen der Regulation die etablierte Zellinie FTC-

133 verwendet.

Abb. 5: Immunreaktivität von E-Cadherin in der Zellinie FTC-133. . A: Kontrolle, B:
Forskolin 10-5 M, C: rec h TSH 0.1 mU/ml, D: EGF 5ng/ml. +RA: nach ei-
ner 72h-igen Vorbehandlung mit 1µM Retinsäure. (x20)

-RA +RA

A

B

C

D

Für die Immunhistochemie wurden die Zellen direkt auf Thermanox-Plättchen
(Coverslips) kultiviert und, wie oben beschrieben, stimuliert. Nach dem Absau-
gen von Kulturmedium wurden die Coverslips mit PBS gespült und unter dem
Laminarflow getrocknet. Anschließend wurden sie für 10 min im kalten Metha-
nol bei 4°C fixiert, nochmals mit PBS gespült und mit Einfriermedium (42.8 g
Saccharose, 0.33 g MgCl2, 250 ml Glycerol, 250 ml PBS) überschichtet. Die
Coverslips können bei –20°C bis zu einem Jahr gelagert werden.
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In der Kontrolle exprimierten etwa 5% der konfluenten FTC-133-Zellen E-

Cadherin. Eine Behandlung mit TSH, Forskolin, Insulin, EGF oder PMA führte zu keiner

signifikanten Veränderung der Proteinexpression (Abb. 5).

Die Vorbehandlung mit Retinsäure (RA) führte zu einem vergrößerten Zell-

kern und Zytoplasma, zur Abnahme der Zellzahl um etwa 30%, induzierte aber gleich-

zeitig eine Erhöhung der E-Cadherin-immunpositiven Zellen von 5% auf etwa 25% im

Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellen. Die Immunreaktivität von E-Cadherin war

stärker nachweisbar, wenn die mit RA-vorbehandelten Zellen mit TSH oder Forskolin

behandelt wurden, während EGF, Insulin oder PMA keine zusätzliche Wirkung zeigten

(Abb. 5).

4.1.2 CD97 2

4.1.2.1 Humane Gewebe

In normalen und neoplastischen Schilddrüsengeweben wurde folgender Zu-

sammenhang überprüft: normale Gewebe (n= 11) sind CD97-Protein negativ, follikuläre

und papilläre (n= 10) Schilddrüsenkarzinome besitzen CD97 schwach oder nicht, wäh-

rend anaplastische Karzinome (11/12) das Antigen stark exprimieren. Unsere Ergebnis-

se zeigten eine direkte Korrelation der Expression von CD97 mit dem Grad der Dediffe-

renzierung der nicht-hämatopoetischen Zellen (Abb.6).

Abb. 6: Immunreaktivität von CD 97 in Schilddrüsengeweben des selben Patienten.
A: Normalgewebe, kaum nachweisbares CD97-Protein, B: Papilläres Schild-
drüsenkarzinom mit stark exprimiertem CD 97, C: Lymphknotenmetastase
ebenfalls mit stark exprimiertem CD97-Protein. (x40). Siehe dazu Legende
Abb. 4

A B C

                                           
2 zum Teil publiziert in Cancer Res 57 (1997): 1798-1806; J Clin Endocrinol Metab 84 (1999): 2784-2787.
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4.1.2.2 Zellinie FTC-133

In der Zellinie FTC-133 wurde CD97 in 50% der Zellen unter Basalbedingun-

gen exprimiert. Eine Behandlung mit TSH, Forskolin oder Insulin für 24 Stunden zeigte

keinen Unterschied in der Immunreaktivität von CD97. EGF-Behandlung führte zu einer

Erhöhung der CD97-positiven Zellen um 40% im Vergleich zur Kontrolle (von 50 auf

90%; p<0.001), während nach PMA eine Verminderung um 20% beobachtet wurde (von

50 auf 30%; p<0.05) (Abb. 7).

Abb. 7: Immunreaktivität von CD97 in der Zellinie FTC-133. A: Kontrolle, B: PMA-, C:
TSH- und D: EGF-Behandlung für 24 Stunden. +RA: nach einer 72h-igen
Vorbehandlung mit 1µmol/l RA für 72 Stunden. Siehe dazu Legende Abb. 5.
(x20)

A

B

C

D

- RA + RA
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Die Vorbehandlung mit RA für 72 Stunden reduzierte die Zellzahl um 18% nach

24h, 25% nach 48h (p<0.05) und 33% nach 72h (p<0.001) im Vergleich zur Kontrolle. Die

Anzahl von CD97-positiven Zellen war nach 24-stündiger RA-Vorbehandlung unverändert,

wurde aber nach 48 Stunden von 50% auf 42% und nach 72 Stunden von 50% auf 30%

(p<0.01) reduziert. TSH, Forskolin, PMA und Insulin zeigten keine zusätzliche Wirkung auf

die CD97-Expression, während EGF eine nicht-signifikante Erhöhung der CD97-positiven

Zellen von 30% auf 40% nach einer Vorbehandlung mit RA für 72 Stunden im Vergleich

zur Kontrolle induzierte (Abb. 7).

4.1.3 Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren in der Schilddrüse

4.1.3.1 Humane Gewebe

Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren werden von nicht-neoplastisch ver-

ändertem Schilddrüsengewebe in weitaus geringerem Maße exprimiert als in tumorösen

Organen. 93% der als Kontrollgewebe verwendeten Strumen (n=15) zeigten keine Ex-

pression von MMP-2, deren Inhibitor TIMP-2 wurde jedoch in 40% der Fälle exprimiert

(Abb.5). 73% bzw. 80% der Strumen waren negativ für MMP-9 und dessen Inhibitor

TIMP-1 (Abb. 8 und 9, Tab. 4).

Die höchsten Expressionen zeigten schlecht differenzierte, insuläre Karzino-

me (n=7) und undifferenzierte Karzinome (n=16). Schlecht differenzierte, insuläre Kar-

zinome exprimieren MMP-9, TIMP-1 und TIMP-2 in allen Fällen sowie MMP-2 in 86%

der Fälle. Undifferenzierte Karzinome zeigen für MMP-9 87%, TIMP-1 94%, MMP-2

56% und TIMP-2 100% Positivität (Abb. 8 und 9, Tab. 4).

Differenzierte Schilddrüsenkarzinome, welche dem Follikelepithel entstam-

men (FTC, n=10 und PTC, n=17) exprimieren MMPs und TIMPs ebenfalls stark und nur

marginal niedriger als die undifferenzierten Karzinome, wobei PTCs die stärkste Ex-

pression zeigen (Tab. 5).
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Tab. 4: Gesamtübersicht Gewebetyp, Anzahl der Gewebe und positive Immunreakti-
vität. FTC: follikuläres, PTC: papilläres, MTC: medulläres, UTC: undifferen-
ziertes Schilddrüsenkarzinom. Rez: Rezidiv

MMP 9 TIMP 1 MMP 2 TIMP 2
(n) - + - + - + - +

Struma (15) 11 4 12 3 14 1 9 6

FTC (7) 1 6 1 6 2 5 1 6

FTC Rez. (3) 2 1 1 2 2 1 0 3

PTC (8) 0 8 0 8 2 6 2 6

PTC Rez. (9) 0 9 0 9 1 8 0 9

MTC (10) 3 7 0 10 3 7 2 8

MTC Rez. (13) 1 12 1 12 9 4 4 9

Insuläres Ca (7) 0 7 0 7 1 6 0 7

UTC (16) 2 14 1 15 7 9 0 16

Tab. 5: Anteil der differenzierten Primärkarzinome mit positiver Immunreaktivität von
MMP2 und –9, sowie TIMP-1 und -2. PTC: Papilläres (n=8) und FTC: Folli-
kuläres Schilddrüsenkarzinom (n=7)

PTC (n=8) FTC (n=7)
MMP-9 100% 77%

TIMP-1 100% 83%

MMP-2 83% 67%

TIMP-2 89% 92%

Die medullären Karzinome zeigten ein indifferentes Expressionsmuster und

unterschieden sich damit von den übrigen epithelialen Neoplasien der Schilddrüse:

MMP-9 73% (FTC: 70%, PTC: 100%; UTC:87.5%; InsCa: 100%), TIMP-1 85% (FTC:

80%, PTC: 100%, UTC: 94%, InsCa: 100%), MMP-2 42% (FTC: 60%, PTC: 82%, UTC:

56%, InsCa: 86%), TIMP-2 65% (FTC: 90%, PTC: 88%, UTC: 100%, InsCa: 100%)

(Abb.8 und 9,Tab. 5).
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Abb. 8: Prozentualer Anteil der Gewebe mit positiver Immunreaktivität von MMP-2
und TIMP-2. FTC: Follikuläres, PTC: Papilläres, MTC: Medulläres und UTC:
undifferenzierten Schilddrüsenkarzinom. insCa: insuläres Karzinom

MMP 2

%

0

20

40

60

80

100

120

positiv
negativ

Struma FTC PTC MTC insCa UTC

TIMP 2

%

0

20

40

60

80

100

120

positiv
negativ

Struma FTC PTC MTC insCa UTC



42

Abb. 9: Prozentualer Anteil der Gewebe mit positiver Immunreaktivität von MMP-9 und
TIMP-1. FTC: Follikuläres, PTC: Papilläres, MTC: Medulläres und UTC: Un-
differenziertes Schilddrüsenkarzinom. insCa: insuläres Karzinom
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4.1.3.2 Korrelation der MMP- und TIMP-Expressionen zum pTNM-Stadium

Es wurden die Gewebe nach Tumorkategorie (T), Lymphknotenstatus (N)

und Metastasierung (M) klassifiziert und immunhistochemisch untersucht, um eine

mögliche Korrelation der MMP- und TIMP-Expressionen zum pTNM-Stadium darstellen

zu können. Die Unterteilung der Tumorstadien erfolgte nach der Union Internationale

Contre le Cancer (UICC)-Klassifikation:

pT 1: Tumorgröße ≤≤≤≤ 1cm

pT 2: Tumorgröße    1cm – 4cm

pT 3: Tumorgröße > 4cm

pT 4: Tumor jeder Größe mit Infiltration des parathyreoidalen Gewebes

pN 0: kein Lymphknotenbefall

pN 1: Lymphknotenmetastasen

pM 0: keine Fernmetastasen

pM 1: positiver Metastasennachweis

Die Ergebnisse zeigen, daß die Expression der Matrixmetalloproteinasen mit

dem pTNM-Status der Schilddrüsenkarzinome stark assoziiert war, eine signifikante

Korrelation ließ sich jedoch nicht nachweisen (Tab. 6 –9).

Tab. 6: Expression der Matrixmetalloproteinasen sowie ihrer Inhibitoren in follikulä-
ren Schilddrüsenkarzinomen und pTNM-Kategorien (Angaben sind die An-
zahl der immunpositiven Fälle von 7 Geweben)

MMP-9 TIMP-1 MMP-2 TIMP-2
pT 2 0/7 7/7 7/7 7/7
pT 3 7/7 7/7 7/7 7/7
pT 4 4/7 4/7 2/7 6/7
pN 0 5/7 5/7 3/7 5/7
pN 1 3/7 3/7 3/7 7/7
pM 0 7/7 7/7 5/7 7/7
pM 1 3/7 3/7 3/7 7/7
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Tab. 7: Expression der Matrixmetalloproteinasen sowie ihrer Inhibitoren in papillären
Schilddrüsenkarzinomen und pTNM-Kategorien (Angaben sind die Anzahl
der immunpositiven Fälle von 8 Geweben)

MMP-9 TIMP-1 MMP-2 TIMP-2
pT 2 8/8 8/8 6/8 6/8
pT 3 - - - -
pT 4 8/8 8/8 7/8 7/8
pN 0 8/8 8/8 7/8 6/8
pN 1 8/8 8/8 7/8 6/8
pM 0 8/8 8/8 8/8 8/8
pM 1 8/8 8/8 8/8 8/8

Tab. 8: Expression der Matrixmetalloproteinasen sowie ihrer Inhibitoren in schlecht
differenzierten Schilddrüsenkarzinomen vom insulären Typ und pTNM-
Kategorien (Angaben sind die Anzahl der immunpositiven Fälle von 7 Gewe-
ben)

MMP-9 TIMP-1 MMP-2 TIMP-2
pT 2 - - - -
pT 3 7/7 7/7 5/7 7/7
pT 4 7/7 7/7 7/7 7/7
pN 0 7/7 7/7 5/7 7/7
pN 1 7/7 7/7 7/7 7/7
pM 0 7/7 7/7 7/7 7/7
pM 1 7/7 7/7 5/7 7/7

Tab. 9: Expression der Matrixmetalloproteinasen sowie ihrer Inhibitoren in undiffe-
renzierten Schilddrüsenkarzinomen und pTNM-Kategorien (Angaben sind die
Anzahl der immunpositiven Fälle von 16 Geweben)

MMP-9 TIMP-1 MMP-2 TIMP-2
pT 2 - - - -
pT 3 11/16 16/16 5/16 16/16
pT 4 15/16 15/16 10/16 16/16
pN 0 - - - -
pN 1 14/16 15/16 9/16 16/16
pM 0 0/16 16/16 0/16 16/16
pM 1 14/16 14/16 10/16 16/16
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4.1.3.3 Zellinie FTC-133

Nach einer 72-stündigen Vorbehandlung mit bzw. ohne 1µM all-trans-

Retinsäure (RA) wurden die FTC-133-Zellen 24, 48 und 72 Stunden mit Insulin, PMA,

Forskolin, TSH oder EGF stimuliert. Mittels RT-PCR wurden die Transkripte von MT1-

MMP, MMP-1, MMP-2 und MMP-9 sowie TIMP-1, -2 und -3 untersucht.

Wie in Tab. 10 und Abb. 10 dargestellt, wurden die Transkripte von MT1-

MMP, MMP-2 und TIMP-1 und -2 unabhängig von der Vorbehandlung und von der 24-

stündigen Stimulation unverändert exprimiert. Unter Basalbedingungen war mRNA von

MMP-1, MMP-9 und TIMP-3 in der FTC-133 nicht detektierbar. Eine Behandlung mit

PMA oder EGF für 24 Stunden induzierte eine Expression von MMP-9-mRNA, während

MMP-1 und TIMP-3 nur unter PMA-Behandlung detektierbar war.

Eine Vorbehandlung mit RA für 72 Stunden führte zu einer Re-Expression

von MMP-9 unter basalen Kulturbedingungen. Die Expression wurde unter zusätzlicher

Behandlung von PMA oder EGF verstärkt (Tab.11, Abb. 11).

Tab. 10: mRNA-Expression der FTC-133-Zellen unter unterschiedlichen Stimulations-
bedingungen

Stimulation MT1-MMP MMP-1 MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3

Kontrolle ++ - ++ - ++ ++ -
Insulin ++ - ++ - ++ ++ -
PMA ++ + ++ + ++ ++ +
Forskolin ++ - ++ - ++ ++ -
TSH ++ - ++ - ++ ++ -
EGF ++ - ++ + ++ ++ -
RA ++ - ++ + ++ ++ ++
Insulin+RA ++ - ++ - ++ ++ ++
PMA+RA ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Forskolin+RA ++ - ++ - ++ ++ ++
TSH+RA ++ - ++ - ++ ++ ++
EGF+RA ++ - ++ ++ ++ ++ ++

Die Zellen wurden zunächst mit bzw. ohne Retinsäure (RA, 1µM) für 72 Stunden vor-
behandelt. Nach 24 Stunden in Leermedium wurden sie für 24 h mit Insulin (5µg/ml),
PMA (10 ng/ml), Forskolin (10-5 M), rec-hTSH (100 µU/ml) oder EGF (5ng/ml)
stimuliert. -: keine, +: schwache aber erkennbare, ++: moderate Expression im
Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 10: Expression von MMP-2 (A), MMP-9 (B) und TIMP-2 (C) unter unterschiedli-
chen Stimulationsbedingungen
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Die Zellen wurden zunächst mit bzw. ohne Retinsäure (RA, 1µM) für 72 Stunden vorbe-
handelt. Nach 24 Stunden in Leermedium wurden sie für 24 h mit Insulin (5µg/ml), PMA
(10 ng/ml), Forskolin (10-5 M), rec-hTSH (100 µU/ml) oder EGF (5ng/ml) stimuliert. Ko:
Kontrolle; +Ko: positive Kontrolle.

Tab. 11: mRNA-Expression der FTC-133-Zellen unter unterschiedlichen Stimulations-
bedingungen

Stimulation MT1-MMP MMP-1 MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3

Kontrolle ++ - ++ - ++ ++ ++
Insulin ++ - ++ - ++ ++ ++
PMA ++ ++ ++ + ++ ++ ++
Forskolin ++ - ++ - ++ ++ ++
TSH ++ - ++ - ++ ++ ++
EGF ++ - ++ + ++ ++ ++
RA ++ - ++ ++ ++ ++ ++
Insulin+RA ++ - ++ + ++ ++ ++
PMA+RA ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++
Forskolin+RA ++ - ++ - ++ ++ ++
TSH+RA ++ - ++ - ++ ++ ++
EGF+RA ++ - ++ +++ ++ ++ ++

Die Zellen wurden zunächst mit bzw. ohne Retinsäure (RA, 1µM) für 72 Stunden vorbe-
handelt. Nach 24 Stunden in Leermedium wurden sie für 72 Stunden mit Insulin
(5µg/ml), PMA (10 ng/ml), Forskolin (10-5 M), rec-hTSH (100 µU/ml) oder EGF (5ng/ml)
stimuliert. -: keine, +: schwache aber erkennbare, ++: moderate, +++: starke Expression
im Vergleich zur Kontrolle.
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Nach 48 stündiger Stimulation zeigten die Expressionslevel von MMPs und

TIMPs keinen Unterschied im Vergleich zu denen nach 24 Stunden. Mit Ausnahme ei-

ner erhöhten MMP-1-Expression nach PMA führte eine Stimulation für 72 Stunden zu

keinem Unterschied im Expressionsniveau von MMPs und TIMPs im Vergleich zu dem

nach 24 Stunden ohne Vorbehandlung mit RA. Eine Vorbehandlung mit 1µM RA für 72

Stunden induzierte ein höheres Expressionsniveau von MMP-9-mRNA als ohne RA-

Vorbehandlung. Die Erhöhung ist noch deutlicher nach einer weiteren 72-stündigen

Stimulation mit PMA oder EGF. Insulin induzierte die Expression von MMP-9 in den für

72 Stunden mit RA vorbehandelten Zellen.

Abb. 11: Expression von MMP-2 (A), MMP-9 (B) und TIMP-2 (C) unter unterschiedli-
chen Stimulationsbedingungen

523bp

371bp

A

B

C

B

A
523bp

371bp
C

530bp 530bp

ohne RA mit RA

+Ko

EG
F

TSH

For

PM
A

Ins

Ko +Ko

EG
F

TSH

For

PM
A

Ins

Ko

Die Zellen wurden zunächst mit bzw. ohne Retinsäure (RA, 1µM) für 72 Stunden vorbe-
handelt. Nach 24 Stunden in Leermedium wurden sie für 72 h mit Insulin (5µg/ml), PMA
(10 ng/ml), Forskolin (10-5 M), rec-hTSH (100 µU/ml) oder EGF (5ng/ml) stimuliert. Ko:
Kontrolle; +Ko: positive Kontrolle.
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4.1.4 Expression und Regulation von Apoptose-induzierten Genen in der
Schilddrüse 3

4.1.4.1 Humane Gewebe

Die „Death-Domain“-Rezeptoren DR4 und TNF-R1 wurden in allen Geweben

exprimiert, DR5 in 60% bzw. 70% der FTC bzw. PTC, 100% in benignen Strumen und

100% der UTC nachgewiesen. DcR1 wurde in allen Geweben unabhängig davon, ob es

sich um benigne oder maligne Gewebeveränderungen handelte, exprimiert. Fas-

Transkripte wurden in allen benignen Strumen, 9 von 10 FTC, 8 von 10 PTC und 8 von

10 UTC nachgewiesen. Eine deutliche Expression von zwei Fas-Isoformen mit jeweils

572 bp und 306 bp wurde in allen benignen Strumen, in 90% der FTC, 50% der PTC

und etwa 20% der UTC exprimiert. Das Transkript des Fas-Liganden wurde in zwei be-

nignen Strumen und in allen UTC nachgewiesen (Abb. 12-15).

Abb. 12: mRNA-Expression von DR4, DR5, TNF-R1, Fas, TRAIL, FasL und Köderre-
zeptor DcR1 sowie GAPDH in benignen Schilddrüsengeweben
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1 µg Gesamt-RNA wurde für die RT-PCR eingesetzt. Die 443 bp Bande der GAPDH
zeigt, daß die Proben gleichmäßig aufgetragen wurden. Aufgrund der Übersichtlichkeit
wurde GAPDH nicht in den weiteren Abbildungen in dieses Abschnitts gezeigt.

                                           
3 zum Teil publiziert in Langenbeck´s Arch Chir 384 (1999):54-59.
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Abb.13: mRNA-Expression von DR4, DR5, TNF-R1, Fas, TRAIL, FasL und Köderre-
zeptor DcR1 in undifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen (UTC). Siehe dazu
Legende Abb. 12
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Aus den gezeigten Daten resultiert, daß die Transkripte des Liganden TRAIL,

des Rezeptors DR4 und des Köderrezeptors DcR1 zwar nicht gleichmäßig, aber in allen

Geweben exprimiert wurden. Eine verminderte Expression des Rezeptors DR5 war in

unterschiedlichem Ausmaß in differenzierten Karzinomen nachweisbar, aber nicht in

undifferenzierten Karzinomen. Fas- und FasL-mRNA wurden in malignen Geweben

unterschiedlich exprimiert (Abb. 12-15).

Abb. 14: mRNA-Expression von DR4, DR5, TNF-R1, Fas, TRAIL, FasL und Köderre-
zeptor DcR1 in follikulären Schilddrüsenkarzinomen. Siehe dazu Legende
Abb. 12

TRAIL

DR4

DR5

TNF-R1

FasL

Fas

DcR1



50

Abb. 15: mRNA-Expression von DR4, DR5, TNF-R1, Fas, TRAIL, FasL und Köderre-
zeptor DcR1 in papillären Schilddrüsenkarzinomen. Siehe dazu Legende
Abb. 12
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Wie Abb. 16 exemplarisch zeigte, daß FasL nicht in bSD, variabel in differen-

zierten und stark in undifferenzierten Karzinomen exprimiert wurde, während Fas

schwach in bSD, unterschiedlich in differenzierten und kaum in undifferenzierten Karzi-

nomen nachgewiesen werden konnte.

Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis von Fas und FasL in benigner Struma, fol-
likulärem (FTC), papillärem (PTC) und undifferenziertem Schilddrüsenkarzi-
nom (UTC). Siehe dazu Legende von Abb. 5. (x20)
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4.1.4.2 Zellinie 8505C

Die Schilddrüsentumorzellinie 8505C entstammt einem undifferenzierten

Schilddrüsenkarzinom, bei dem papilläre Strukturen und ein intakter TSH-Rezeptor er-

halten sind (Hoang-Vu unpubl. Daten).

Abb. 17: Expression von Fas- und GAPDH-mRNA in der Schilddrüsentumorzellinie
8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA (3), Forskolin (4), TSH (5) und
EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24, 48 und 72 Stunden. Oberer
Teil: Ohne Retinsäurebehandlung, unterer Teil: nach 72 Stunden mit 1µM
Retinsäure. 7: positive Kontrolle
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Für die Stimulation wurden die Zellen kultiviert, bis sie eine konfluente
Monolayer Schicht bildeten. Nach 24h in Basalmedium wurden die Zellen
mit bzw. ohne Retinsäure für 72 Stunden vorbehandelt. Nach weiteren 24
Stunden im Basalmedium wurden sie wie oben beschrieben stimuliert.1 µg
Gesamt-RNA wurde für die RT-PCR eingesetzt. Die 443 bp Bande der
GAPDH zeigte, daß die Proben gleichmäßig aufgetragen wurden.

Unabhängig von der Vorbehandlung wurde mRNA von Fas in allen Stimula-

tionsmodi zu allen Untersuchungszeitpunkten exprimiert. Das FasL-Transkript war nur

nach EGF-Stimulation für 24 Stunden nachweisbar, während es nach 72 Stunden Vor-

behandlung mit Retinsäure nicht mehr exprimiert wurde. (Abb. 17 und 18). Während die

mRNA-Expression von DR4, DR5, TRAIL und TNF-R1 keine Veränderung zeigte (Abb.

19-21), wurde die Expression von DcR1 nach Insulin, PMA, Forskolin und TSH-

Behandlung nach 72h herab reguliert. Im Gegensatz dazu stimulierte EGF die DcR1-

Expression (Abb. 22). Eine RA-Vorbehandlung für 72h hob diese Wirkung auf (Abb. 22).
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Abb. 18: Expression von FasL- und ß-Actin-mRNA in der Schilddrüsentumorzellinie
8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA (3), Forskolin (4), TSH (5) und
EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24, 48 und 72 Stunden. 7: Positiv-
kontrolle
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Für die Stimulation wurden die Zellen kultiviert, bis sie eine konfluente
Monolayer Schicht bildeten. Nach 24h in Basalmedium wurden die Zellen
mit bzw. ohne Retinsäure für 72 Stunden vorbehandelt. Nach weiter 24
Stunden im Basalmedium wurden sie wie oben beschrieben stimuliert.1
µg Gesamt-RNA wurde für die Multiplex RT-PCR eingesetzt. Die 344 bp
Bande der ß-Actin zeigte, daß die Proben gleichmäßig aufgetragen wur-
den.

Abb. 19: Expression von TRAIL- (437 bp), DR4- (528 bp) und ß-Actin-mRNA (615 bp)
in der Schilddrüsentumorzellinie 8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA
(3), Forskolin (4), TSH (5) und EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24,
48 und 72 Stunden. 7: Positivkontrolle. Siehe dazu Legende Abb. 18
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Abb. 20: Expression von DR5- (539 bp) und GAPDH-mRNA (443 bp) in der Schilddrü-
sentumorzellinie 8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA (3), Forskolin
(4), TSH (5) und EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24, 48 und 72
Stunden. 7: Positivkontrolle. Siehe dazu Legende Abb. 17
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Abb. 21: Expression von TNF-R1- (304 bp) und GAPDH-mRNA (443 bp) in der
Schilddrüsentumorzellinie 8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA (3),
Forskolin (4), TSH (5) und EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24, 48
und 72 Stunden. 7: Positivkontrolle. Siehe dazu Legende Abb. 17
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Abb. 22: Expression von DcR1- (441 bp) und GAPDH-mRNA (443 bp) in der Schild-
drüsentumorzellinie 8505C nach Stimulation mit Insulin (2), PMA (3), Forsko-
lin (4), TSH (5) und EGF (6) im Vergleich zur Kontrolle (1) für 24, 48 und 72
Stunden. 7: positive Kontrolle. Siehe dazu Legende Abb. 17
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4.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Expression von E-Cadherin scheint mit der Dedifferenzierung, Progres-

sion sowie Metastasierung der Schilddrüsenkarzinome assoziiert zu sein. TSH kann als

ein Stimulator betrachtet werden, der sowohl die mRNA- als auch die Proteinexpression

induziert. Im Gegensatz dazu sind Substanzen wie EGF, FCS und Phorbolester (PMA)

in der Lage, Proliferation und Dedifferenzierung auszulösen. EGF führt zu einer Down-

Regulation von E-Cadherin-Expression in humanen Schilddrüsenzellen.

CD97 ist in Strumageweben nicht nachweisbar, papilläre und follikuläre

Karzinome zeigen keine oder nur eine geringe Reaktivität für CD97, während fast alle

undifferenzierten Karzinome CD97 sehr stark exprimieren. Vergleichsuntersuchungen

zwischen normalem und tumorösem Gewebe desselben Patienten machen deutlich,

daß der CD97-Antigen parallel mit zunehmender Malignität der Schilddrüsenkarzinome

stärker exprimiert wird. CD97 repräsentiert möglicherweise einen zusätzlichen Marker

für Klassifikation, Staging und Subtypisierung der 3 Thyreozytenkarzinomen.
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Die Zellinien sowohl aus follikulärem Karzinom (FTC-133) als auch aus

undifferenziertem Schilddrüsenkarzinom (8505C) weisen eine deutliche Expression von

CD97 auf. Im Gegensatz zu E-Cadherin ist CD97 durch cAMP/PKA-abhängige

Aktivatoren wie TSH oder Forskolin nicht stimulierbar. Durch eine PMA-Behandlung

zeigen die Zellen weniger CD97-Expression, was möglicherweise auf eine

Internalisation zurückzuführen ist und gleichzeitig auf die Transduktionskaskade über

Proteinkinase C hindeutet. Im Gegensatz dazu führt all-trans Retinsäure, die in-vitro

und in-vivo eine Redifferenzierung in Schilddrüsentumorzellen induzieren kann, auf

FTC-133 Zellen zu einer verminderten CD97 bei gleichzeitig erhöhter E-Cadherin

Expression. Über welche Wirkungsmechanismen dies erfolgt, ist noch unklar.

Das Transkript von MT1-MMP, MMP-2 sowie TIMP-1 und -2 wurde unab-

hängig von der Vorbehandlung und von der 24-stündigen Stimulation unverändert ex-

primiert. Während unter Basalbedingungen mRNA von MMP-1 und –9 sowie TIMP-3 in

der FTC-133 nicht detektierbar war, induzierte eine Behandlung mit PMA oder EGF für

24 Stunden eine Expression von mRNA. Eine Vorbehandlung mit RA für 72 Stunden

führte zu einer Expression von MMP-9 und unter Kontrollbedingungen. Die Expression

wurde unter zusätzlicher Behandlung von PMA oder EGF verstärkt. Nach 48 stündiger

Stimulation zeigten die Expressionslevel von MMPs und TIMPs keinen Unterschied im

Vergleich zu denen nach 24 Stunden. Eine Stimulation für 72 Stunden führte ebenfalls

zu keinem Unterschied im Expressionsniveau von MMPs und TIMPs im Vergleich zu

dem nach 24 Stunden ohne Vorbehandlung mit RA. Eine Vorbehandlung mit 1µM RA

für 72 Stunden induzierte jedoch ein höheres Expressionsniveau von MMP-9- und

TIMP-3-mRNA als ohne RA-Vorbehandlung. Die Erhöhung der MMP-9-mRNA ist noch

deutlicher nach einer weiteren 72-stündigen Stimulation mit PMA oder EGF. Besonders

zu beachten ist, daß Insulin die Expression von MMP-9 in den für 72 Stunden mit RA

vorbehandelten Zellen induziert.

Die Transkripte des Liganden TRAIL, des Rezeptors DR4 und des Köderre-

zeptors DcR1 wurden zwar nicht gleichmäßig, aber in allen Geweben exprimiert. Die

Expression des Rezeptors DR5 wurde in unterschiedlichem Ausmaß in differenzierten

Karzinomen vermindert, während sie gleichmäßig in undifferenzierten Karzinomen ex-

primiert wurde. Fas- und FasL-mRNA wurden in malignen Geweben unterschiedlich

exprimiert. Während die DR5-mRNA in 60% der differenzierten Tumoren nachweisbar

war, scheint das Transkript von TRAIL und DR4 unabhängig von Histotyp ubiquitär ex-

primiert zu sein.
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Die Ergebnisse zeigen, daß dedifferenzierte Schilddrüsengewebe Differen-

zierungsmarker wie E-Cadherin, TSH-Rezeptor verloren haben, aber Dedifferenzie-

rungsmarker wie CD97, MMPs jedoch verstärkt exprimieren. Die zu einem klinisch ma-

nifestierten Tumorwachstum initiierenden Veränderungen der Homöostase zwischen

Apoptose und Proliferation in den untersuchten Geweben ist bereits abgelaufen, so daß

eine schrittweise Untersuchung der Tumorgenese nicht mehr möglich ist. Aus diesem

Grund wurde ein tierexperimentelles Modell etabliert, welches erlaubt, die durch exoge-

ne Einflüsse sequentiellen Veränderungen bei der Entstehung von Schiddrüsenneopla-

sien in-vivo unter kontrollierter Jodzufuhr sowohl auf histologischer, hormonaler als

auch auf molekularer Ebene zu analysieren.

4.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

4.2.1 TRH-Stimulationsmodell 4

4.2.1.1 Schilddrüsenhormone

Wie in Abb. 23 dargestellt, zeigten die T3- und T4-Konzentrationen vor und

während der Infusion bei den Kontrollgruppen (NaCl-C und NaCl-P), unabhängig von

dem Infusionsmodus, keine signifikanten Unterschiede. Während der 12-tägigen expe-

rimentellen Phase betrugen die durchschnittlichen T3-Plasmakonzentrationen der TRH-

C-Gruppe zwischen 1.53±0.08 und 2.31±0.08 ng/ml, die der TRH-P-Gruppe zwischen

1.64±0.04 und 2.06±0.05 ng/ml und unterschieden sich somit zu keinem Zeitpunkt si-

gnifikant von den T3-Plasmakonzentrationen der beiden Kontrollgruppen. Der T4-

Plasmaspiegel unterschied sich nach Abschluß des ersten Infusionstages einmalig

hochsignifikant von dem entsprechenden Wert in der Kontrollgruppe NaCl-C. Unter

TRH-P fand sich dagegen vom ersten bis zum fünften Infusionstag ein hochsignifikanter

Anstieg der T4-Plasmakonzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe NaCl-P (Abb.

23; p<0.001).

                                           
4 zum Teil publiziert in J Endocrinol 146(1995):339-348; Exp Clin Endocrinol & Diabetes 104(1996):51-53.
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Abb. 23: T3- und T4-Plasmakonzentrationen vor und während der Infusion mit NaCl
oder NaCl+TRH
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Fünf Tage vor und während der Infusion wurde täglich eine Blutprobe zwischen
8.00-8.30 Uhr genommen, um die physiologische sowie die durch Infusion in-
duzierte Schilddrüsenhormonsekretion nachzuprüfen. TRH-C: kontinuierliche
TRH-, TRH-P: pulsatile TRH-Infusion. NaCl-C: kontinuierliche NaCl-, NaCl-P:
pulsatile NaCl-Infusion. : Infusionsphase. (n=8, x±SEM)

Unter TRH-C zeigten die T4-Plasmakonzentrationen zwischen dem 1. und

dem 4. Infusionstag einen Abfall (4.03±0.17 auf 3.49±0.46 µg/dl), während T4 in der

TRH-P-Gruppe innerhalb der selben Zeitspanne von 3.46±0.06 auf 4.16±0.35 µg/dl an-

stieg. Sowohl hinsichtlich des statistischen Vergleichs der unter TRH-Infusion erreichten

T4-Plasmaspiegel der jeweiligen Gruppe mit denen der entsprechenden Kontrollgruppe

(TRH-C vs. NaCl-C bzw. TRH-P vs. NaCl-P) als auch hinsichtlich des Verlaufs der T4-

Freisetzung zwischen dem 1. und dem 4. Infusionstag zeigte sich eine klare funktionelle

Überlegenheit des pulsatilen gegenüber dem kontinuierlichen Applikationsmodus.
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4.2.1.2 Ratten-Thyreotropin (rTSH)

Während der gesamten Dauer der TRH-Infusion wurde ein hochsignifikanter

Anstieg der rTSH-Plasmakonzentrationen (p<0.001), gegenüber denen der entspre-

chenden Kontrollgruppen NaCl-C und NaCl-P festgestellt. Im zeitlichen Verlauf der pe-

ripheren rTSH-Plasmaspiegel ergaben sich jedoch deutlich Unterschiede zwischen bei-

den TRH-Versuchsgruppen, die auf eine höhere Effektivität der pulsatilen gegenüber

der kontinuierlichen TRH-Infusion, auch bezüglich der Stimulation der hypophysären

Sekretion, hindeuten. Von einem fast identischen Niveau der rTSH-Freisetzung nach

Abschluß des zweiten Infusionstages von 4.35±0.17 ng/ml für die TRH-C bzw.

4.43±0.29 ng/ml für TRH-P fielen die rTSH-Werte im weiterem Verlauf der Infusion in

der TRH-C auf 3.18±0.12 ng/ml, während in der TRH-P ein Anstieg auf 4.77±0.19 ng/ml

zu beobachten war (Abb. 24).

Abb. 24: rTSH-Konzentrationen vor und während der Infusion mit NaCl oder
NaCl+TRH
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Fünf Tage vor und während der Infusion wurde täglich eine Blutprobe zwischen
8.00-8.30 Uhr genommen, um die physiologische sowie die durch Infusion indu-
zierte TSH-Sekretion nachzuprüfen. TRH-C: kontinuierliche TRH-, TRH-P: pulsatile
TRH-Infusion. NaCl-C: kontinuierliche NaCl-, NaCl-P: pulsatile NaCl-Infusion.
           : Infusionsphase. (n=8, x±SEM).
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4.2.1.2.1 rTSH-Freisetzung am Ende der Infusion

Innerhalb des Zeitraums von 30 min vor bis 60 min nach Applikation des

letzten Pulses am 7. Tag der Infusion wurde ein Monitoring der rTSH-Freisetzung

durchgeführt. Der Verlauf der rTSH-Spiegel ist in Abb. 25 dargestellt.

Abb. 25: rTSH-Verlauf 30 min vor und 60 min nach dem TRH-Puls
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Um die physiologische sowie die durch Infusion induzierte TSH-Sekretion
nachzuprüfen wurde 0,3 ml Blut in zehnminütigem Abstand am 7. Tag der
Stimulation über den rechten Jugularvenenkatheter während der gleichzeiti-
gen Gabe von NaCl oder TRH über den linken Katheter in der Zeit zwischen
8.00 und 11.00 Uhr genommen. TRH-C: kontinuierliche TRH-, TRH-P: pulsa-
tile TRH-Infusion. NaCl-C: kontinuierliche NaCl-, NaCl-P: pulsatile NaCl-
Infusion.  : Puls. (n=8, x±SEM).



60

In den Kontrollgruppen lagen die rTSH-Werte für die NaCl-C-behandelten

Tiere zwischen 2.00±0.04 - 2.60±0.22 ng/ml und unterschieden sich nicht signifikant

von denen der NaCl-P-behandelten Tiere (rTSH: 2.00±0.15 – 2.30±0.37 ng/ml). Die

Abb. 25 zeigte den rTSH-Verlauf für eine zusätzliche Kontrollgruppe, deren Tiere keine

Infusion bekamen. Innerhalb dieser Gruppe lagen die rTSH-Plasmakonzentrationen

während des oben beschriebenen Zeitraumes zwischen 1.70±0.17 und 2.20±0.13

ng/ml. Innerhalb des Versuchszeitraumes hatte weder die Beendigung der kontinuierli-

chen noch die der pulsatilen NaCl-Infusionsbehandlung eine erkennbare Auswirkung

auf die Höhe der rTSH-Spiegel.

Unter TRH-C zeigte sich eine Fluktuation der rTSH-Konzentration zwischen

3.30±0.17 und 4.00±0.15 ng/ml. Infolge des TRH-Pulses um 10.00 Uhr stieg die rTSH-

Konzentration innerhalb von 10 min von einem Basalwert von 3.01±0.21 ng/ml auf das

über das 3-fache (9.86±0.34 ng/ml) in der TRH-P-Gruppe an (p<0.001). Die zu densel-

ben Zeitpunkten bestimmten rTSH-Konzentrationen innerhalb der TRH-C-Gruppe un-

terschieden sich nicht signifikant von der TRH-P-Gruppe (3.50±0.24 vs. 3.60±0.25).

Die rTSH-Konzentrationen in der TRH-P-Gruppe fielen innerhalb von 40 bis

50 min nach Erreichen des Stimulationsmaximums wieder auf die vor der Pulsapplikati-

on gemessenen Werte ab.

4.2.1.2.2 TRH-Konzentrationen am Ende der Infusion

Ziel der TRH-Bestimmung innerhalb des Zeitraums von 30 min vor bis 60 min

nach TRH-Puls am 7. Tag der Infusion war sowohl der direkte Nachweis vom infun-

dierten TRH als auch die Gegenüberstellung der beiden Applikationsmodi.

In der TRH-C-Gruppe schwankten die TRH-Konzentrationen zwischen

22.0±5.7 und 52.0±4.9 ng/ml. Bei der TRH-P-Gruppe konnte der letzte Puls nachgewie-

sen werden: von einem Basalwert von 3.6±0.6 ng/ml wurde 2 min nach dem Puls ein

Maximum von 1400±120 ng/ml, 8 min später Werte innerhalb des für die TRH-C-

Gruppe angegebenen Bereichs, und weitere 15 min später die vor dem Puls gemesse-

nen Basalwerte erreicht (Abb. 26).
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Abb. 26: TRH-Konzentrationen 30 min vor und 60 min nach dem TRH-Puls

Zum Nachweis der erfolgreichen Infusion von TRH in den oben genannten
Mustern wurden die zirkulierenden TRH-Spiegel durch Abnahme nach fol-
gendem Schema überprüft: 9.30-10.00: 10-minütiger Abstand, 10.00 h:
TRH Puls, 10.00-10.10 alle 2, 10.10-11.00 alle 10 Minuten. TRH-P: pulsa-
tile, TRH-C: kontinuierliche TRH-Infusion. NaCl-C: kontinuierliche NaCl-
Infusion.        : TRH-Puls (n=6, x±SEM).

4.2.1.2.3 rTSH-Antwort auf einen TRH-Bolus

Die rTSH-Konzentrationen wurden jeweils 30 min vor und 30 min nach einem

0.1 mg TRH-Bolus untersucht.

In der NaCl-C-Gruppe zeigte sich ein Anstieg der TSH-Plasmakonzentra-

tionen von 2.7±0.2 auf 6.9±1.0 ng/ml, welcher mit der in der NaCl-P-Gruppe beobach-

teten Differenz vergleichbar war (von 2.7±0.1 auf 8.4±1.2 ng/ml; p<0.001). In den bei-

den TRH-Gruppen waren die TSH-Plasmakonzentrationen 30 min vor dem Bolus nicht

signifikant verschieden (TRH-C: 4.4±0.3; TRH-P: 4.9±1.1 ng/ml; p>0.05). Der TRH-

Bolus führte in der TRH-C zu einem Anstieg um 13.6% auf 5.0±0.2 ng/ml, in der TRH-P-

Gruppe jedoch um 65.3% auf 8.1±1.2 ng/ml.

Nach Abschluß der Infusion mit jeweils identischer TRH-Menge reagierten

die Tiere mit pulsatiler Infusion auf einen identischen TRH-Bolus mit einer prozentual

deutlich höheren Steigerung der endogenen TSH-Sekretion als die Tiere nach kontinu-

ierlicher Applikation.
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Beim Vergleich der rTSH-Antwort auf den TRH-Bolus zwischen beiden konti-

nuierlich infundierten Gruppen zeigte sich, daß der Anstieg der rTSH-Konzentrationen

in der TRH-C-Gruppe nur 72.5% der in der NaCl-infundierten Gruppe gemessenen

Konzentrationen betrug. Im Gegensatz dazu erreichte die TRH-P-Gruppe durch den

TRH-Bolus 96.4% der rTSH-Wertes der NaCl-P-Gruppe. Somit blieb in der TRH-P-

Gruppe im Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe die Ansprechbarkeit auf

einen TRH-Bolus nach 7-tägiger TRH-Infusion weitestgehend erhalten, während sie in

der kontinuierlichen TRH-Infusionsgruppe deutlich beeinträchtigt war (Abb. 27).

Abb. 27: rTSH-Konzentrationen 30 min vor und 30 min nach einem 0.1mg TRH-Bolus
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Um eine Responsivität der hypothalamo-hypophysären Achse nach 7-tägiger
Infusion zu überprüfen, erhielten alle Tiere um 11.00 Uhr einen Bolus von
0.1mg TRH intravenös appliziert. Blutentnahme erfolgte 30 min vor und nach
dem Bolus. TRH-C: kontinuierliche TRH-, TRH-P: pulsatile TRH-Infusion.
NaCl-C: kontinuierliche NaCl-, NaCl-P: pulsatile NaCl-Infusion.

    : 30 min vor Bolus,  : 30 min nach 0.1 mg TRH-Bolus. (n=6, x±SEM).

4.2.1.3 T4-Suppression

Vor den T4-Applikationen lagen die durchschnittlichen T4-Plasmakonzentra-

tionen bei 2.36±0.21 µg/dl. Unter T4-Behandlung stiegen sie auf 7.87±1.53 µg/dl und

fielen im weiteren Verlauf, trotz täglicher T4-Gabe, wieder ab (Abb. 28). TSH-Plasma-

konzentrationen betrugen vor der T4-Applikation 2.66±0.23 ng/ml und sanken in allen
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Behandlungsgruppen nach Beginn der T4-Substitution auf 1.95±0.72 ng/ml. Es bedeu-

tete, daß TRH, unabhängig vom Infusionsmodus, den Inhibitionseffekt von T4 auf hypo-

physärer Ebene nicht aufheben konnte (Abb. 28).

Abb. 28: T4- und TSH-Plasmakonzentrationen vor und während der T4-Substitution.
: T4 Gabe; : Infusion
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Um eine mögliche TRH-Wirkung auf die Schilddrüse zu untersuchen wurden die
Tiere von einem Tag vor bis zum Ende der Infusion, täglich mit 10µg Thyro-
xin/100 g KG/Tag i.v. behandelt. Die Infusionsschemata entsprachen den im
vorhergehenden Versuchsteil beschriebenen Behandlungsmodi (NaCl-C+T4;
NaCl-P+T4; TRH-C+T4 und TRH-P+T4).

4.2.1.4 PTU-Behandlung

Drei Wochen nach Behandlungsbeginn mit PTU sanken die T4-Plasma-

konzentrationen von einem mittleren Spiegel von 3.37±0.21 µg/dl auf unterhalb des

Meßbereichs liegende Werte ab und blieben auf diesem Konzentrationsniveau bis zum

Ende des Versuches.



64

Die TSH-Plasmakonzentrationen nahmen einen umgekehrten Verlauf: mit

Beginn der dritten Woche war ein Anstieg zu beobachten bei einem Basalwert von

3.56±0.32 ng/ml auf 23.66±3.2 ng/ml (Abb. 29).

Abb. 29: T4- und TSH-Plasmakonzentrationen 3 Wochen vor und 9 Wochen nach
PTU-Gabe. (n=6, x±SEM)
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Als Positivkontrolle wurden 6 Tiere über einen Zeitraum von 9 Wochen be-
handelt, wobei PTU (6n-Propyl-2-Thiouracil) in 0.1%-iger Lösung im Trink-
wasser verabreicht wurde. Für die Hormonbestimmungen wurden 3 Wochen
vor der Behandlung wöchentlich aus der Retroorbitalvene Blutproben ge-
wonnen.

4.2.1.5 Proliferation

Die prozentuale Anzahl der BrDU-markierten Thyreozyten betrug 0.8±0.1%

bei NaCl-C, 0.7±0.2% bei NaCl-P, 3.0±0.2% bei TRH-C, sowie 2.9±0.2% bei TRH-P.

Unter T4-Behandlung betrug die Rate BrDU-positiver Thyreozyten bei NaCl-C:  0.6±0.1,

NaCl-P:  0.6±0.2, TRH-C:  0.5±0.1 und TRH-P:  0.4±0.1, während sie bei PTU-

behandelten Tieren auf 3.2±0.2 % anstieg.

3

1,5

0
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Abb. 30: Beispiel eines BrDU-positiven und eines BrDU-negativen Thyreozyten.
(x160)

Abb. 31: Proliferationsrate unter verschiedenen Behandlungen mit und ohne T4-
Substitution. (n=6±SEM)
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Für die Untersuchungen der Proliferation der Schilddrüsenzellen wurde allen
Tieren des TRH-Modells eine Stunde vor der Beendigung des Versuches 5-
Bromo-2´-Desoxyuridin (BrDU, 50µg/100g KG) i.v. verabreicht. Zur Untersu-
chung der Wirkung von TRH auf die Schilddrüsenproliferation wurden die
Tiere 2 Tage vor der Infusion mit 10µg Thyroxin/100 g KG/Tag (TRH-P+T4)
behandelt. Als Positivkontrolle wurden 6 Tiere über einen Zeitraum von 9
Wochen behandelt, wobei PTU (6n-Propyl-2-Thiouracil) in 0.1%-iger Lösung
im Trinkwasser verabreicht wurde. Am Ende der Behandlungsphase wurde
BrDU eine Stunde vor der Tötung i.v. verabreicht.
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4.2.1.6 Histomorphologische Veränderungen

Histologie
Lichtmikroskopische Untersuchungen der Kontrollschilddrüsen zeigten den

typischen Aspekt eines funktionell ruhenden, gering sekretorisch aktiven Schilddrüsen-

gewebes bei im Vordergrund stehender Sekretstapelung mit großen, kolloidgefüllten

Follikeln und einem das Follikellumen begrenzenden einschichtigen, flachen Epithel mit

homogenem Zytoplasma (Abb. 32A).

Abb. 32: Lichtmikroskopie einer Schilddrüse nach TRH-Infusion (B). A: Kontrolle
(x60)
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Die TRH-Infusion (Abb. 32B) führte zu folgenden lichtmikroskopischen Ver-

änderung: die Follikelepithelzellen zeigten deutliche Hypertrophie und waren iso- bis

hochprismatisch, das Zytoplasma aufgelockert und milchglasartig getrübt. Insgesamt

ergab sich so der Aspekt einer funktionell hochaktiven Schilddrüse in den Phasen der

Sekretbildung und Sekretausschwemmung bei relativ geringer follikulärer Sekretstape-

lung. Obwohl diese histologischen Veränderungen häufig in den Geweben der TRH-P

behandelten Tiere ausgeprägter waren oder zumindest betonter erschienen als in den

TRH-C behandelten Tieren, war eine zweifelsfreie Differenzierung der Versuchstiere in

solche, die eine kontinuierliche und in solche, die eine pulsatile TRH-Infusion erhalten

hatten, aufgrund lichtmikroskopischer Kriterien nicht immer eindeutig möglich. Es

konnten jedoch die TRH-behandelten Schilddrüsen eindeutig von denen der Kontrolltie-

re unterschieden werden.

Eine 9-wöchige Behandlung mit 0.1% PTU im Trinkwasser führte zu einer

Erhöhung der Proliferationsrate der Thyreozyten. Der makroskopische Aspekt der PTU-

Schilddrüsen zeigte im Gegensatz zu allen anders behandelten Gruppen eine auffällige

Volumenzunahme, kleine, entspeicherte Follikel mit hohem Epithel und geringem Kol-

loidanteil. Im Randbereich der Follikel waren häufig sinusoide Erweiterungen der ver-

sorgenden Kapillaren erkennbar (Abb. 33).

Abb. 33: Schilddrüsenhistologie nach PTU-Behandlung

     : BrDU-markierte und -unmarkierte Zelle. C: sinusoid erweiterte Kapillare.
(x250). Siehe dazu Legende Abb. 31.
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Ultrastruktur
In den Schilddrüsenpräparaten der Kontrollgruppen ließen sich folgende

subzelluläre Strukturen differenzieren: Nukleus und Karyoplasma mit randständig be-

tonten Heterochromatinschollen sowie die von Poren unterbrochene Kernmembran mit

perinukleärer Zisterne, Cytoplasma mit den Membranschläuchen eines gut entwickelten

endoplasmatischen Reticulums sowie Golgiapparat, Mitochondrien, Lysosomen und

Sekretgranula verschiedener Reifungsstufen, basale und apikale, gegen das Kolloid

deutlich abgegrenzte Plasmamembran mit einigen Mikrovilli und Interzellkontakten

(Abb. 34A).

Deutliche ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten wurden bei TRH-

behandelten Tieren festgestellt (Abb. 34D). Die Zahl und Größe der Zisternen des

endoplasmatischen Reticulums nahmen so stark zu, daß der überwiegende Teil des

gesamten zytoplasmischen Raumes von diesen ausgefüllt wurde. In einzelnen Präpa-

raten war eine ballonartige Auftreibung der endoplasmatischen Zisternen zu erkennen.

Die Anzahl und der Ausprägungsgrad des Golgiapparats hatten gegenüber der Kon-

trollsituation deutlich zugenommen. Ebenso waren die Mitochondrien, Lysosomen und

Sekretgranula in weitaus höherer Zahl nachweisbar. Bei TRH-C behandelten Thyreo-

zyten erschien stellenweise die Plasmamembran rupturiert. Dieses Phänomen wurde

bei 6 von 7 TRH-C behandelten Schilddrüsen nachgewiesen.

Die Ultrastruktur der PTU-behandelten Thyreozyten zeigten im Vergleich zur

Kontrolle keine wesentlichen Veränderungen: Nukleus und Karyoplasma mit randstän-

dig betonten Heterochromatinschollen und Cytoplasma mit den Membranschläuchen

eines sehr gut entwickelten endoplasmatischen Reticulums sowie Golgiapparat, Mito-

chondrien wie bei den Kontrollschilddrüsen. Lysosomen und Sekretgranula waren kaum

nachweisbar (Abb. 34B). In den Präparaten der T4-behandelten Gruppen wiesen die

Thyreozyten ultrastrukturell einer großen Nukleus, ein verkleinertes Cytoplasma, kaum

erkennbare Mitochondrien und endoplasmatisches Reticulum auf. Es zeigte sich eine

typische inaktive Zelle (Abb. 34C).
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Abb. 34: Ultrastruktur der Schilddrüse unter PTU-Behandlung für 9 Wochen (B), T4 für
9 Tage (C) und TRH-P-Infusion für 5 Tage (D) im Vergleich zur Kontrolle (A)

Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Gewebe nach
24-stündiger Fixation mehrmalig gewaschen und für eine Stunde in ungepuffer-
ter, 1%iger Osmiumtetroxidlösung nachfixiert. Nach erneut mehrmaligem Wa-
schen wurden die Geweben dehydriert, in Kunstharz eingebettet und mit einem
Ultramikrotom Schnitte von 60-90 nm Dicke angefertigt. Nach Kontrastierung mit
Uranylazetat und Bleizitrat wurden die Schnitte mit einem Elektronenmikroskop
ausgewertet. C: Kolloid, V: Mikrovilli, ER: Endoplasmatisches Reticulum, N: Nu-
kleus.          : rupturierte Plasmamembran.
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Die Auswertung der ultrastrukturellen Veränderungen ließ erkennen, daß ein

erhöhtes Verhältnis zwischen den Flächen des endoplasmatischen Retikulums (ER)

und des Zytoplasmas nach der 5-tägigen Behandlung von TRH im Vergleich zur Kon-

trolle oder zu TRH+T4 vorlag: TRH: 61.4±16.9% der Gesamtflächen des Cytoplasmas,

NaCl: 16.2±4.8% (p<0.001). TRH-Behandlung führte zu einer signifikant erhöhten An-

zahl der Mitochondrien: TRH: 23±3/Zelle, NaCl: 12±2/Zelle (p<0.001) und der Lysoso-

men: TRH: 363±67/Zelle, NaCl: 231±69/Zelle (p<0.001). Im Gegensatz dazu suppri-

mierte T4-Substitution die durch TRH-induzierten Veränderungen: relative Proportion

ER/Cytoplasma: NaCl: 16.2±4.8%, TRH+T4: 10.2±2.8% (p<0.001); Anzahl der Mito-

chondrien: NaCl: 12±2/Zelle, TRH+T4: 8±1.8/Zelle (p<0.001), Lysosomen: NaCl:

231±69, TRH+T4: 128±19.2/Zelle (p<0.001).

4.2.1.7 Immunogoldmarkierung

T4-Immunogold-Markierung
In den Kontrollschilddrüsenzellen war die T4-Markierung nicht in den Golgi-

Apparaten und in den Zysternen des ER, schwach in Nukleus und sehr stark im Kolloid

nachweisbar. Die Dichte der T4-markierten Goldpartikel im Kolloid unterschied sich

nicht zwischen TRH- und NaCl-behandelten Gruppen. Die Anzahl der T4-Goldpartikel

innerhalb des Cytoplasmas ist in den TRH-behandelten Thyreozyten im Vergleich zur

Kontrolle signifikant höher: 452±11 vs. 173±9 Goldpartikel/µm² (p<0.001; Abb. 35). Die

Ergebnisse der Goldmarkierung korrelierten mit den peripheren T4-Konzentrationen

(siehe Abschnitt 4.2.1.1).

Tg-Immunogold-Markierung
Mittels Immunogold-Markierung wurde Thyreoglobulin (Tg) als Hauptprodukt

innerhalb der ER cisternae nachgewiesen. In der Kontrolle war die Tg-Markierung sehr

spärlich im Golgi-Apparat sowie in den Zisternen des ER, nicht aber im Nukleus oder

Mitochondrien nachweisbar. Die Dichte der Tg-Markierung im Kolloid bei der TRH-

Infusion ist vergleichbar mit der in den Kontrollen. Eine signifikante Erhöhung der An-

zahl von Goldpartikeln wurde in den vergrößerten Zisternen des ER in der TRH-Gruppe

im Vergleich zur Kontrolle festgestellt: TRH: 374±12 vs. NaCl: 197±9 Goldpartikels/µm²

(p<0.001).
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Abb. 35: Immunogold-markiertes T4 (Goldpartikel-Durchmesser: 6 nm) und Tg (Gold-
partikel: 15 nm) im apikalen Bereich der Thyreozyten

Für die Immunmarkierung wurden die Schnitte auf Pioloform-coated Gold-Matrix
eingebettet, mit Kaninchenantikörper gegen Ratten-Tg und mit Monoklonalantikör-
per gegen T4 für 2 Stunden bei Raumtemperatur und dann über Nacht bei 4°C in-
kubiert. Nach 4maligem Waschen wurden die Präparate mit Antikaninchen-Gold
(Durchmesser: 15 nm, für Tg) und Antimaus-Gold (Durchmesser: 6 nm, für T4) für
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die
Schnitte mit 1% Glutaraldehyd fixiert und unter Behandlung von Uranylacetat
leicht kontrastiert. N: Normaler Thyreozyt, TRH: TRH-Behandlung. C: Kolloid; l:
Lysosom.             : Goldmarkiertes Tg (Durchmesser: 15 nm) ;          : Goldmar-
kiertes T4 (Durchmesser: 6 nm).
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Zusammenfassend führte eine kurzfristige TRH-Infusion zu einer Verdoppe-

lung der immunreaktiven TSH-Plasmakonzentration, welche wiederum eine erhöhte

Proliferationsrate, eine ultrastrukturell nachweisbare Hypertrophie der Thyreozyten, eine

erhöhte periphere T4-Konzentration und eine erhöhte intrathyreoidale Tg-Produktion

induzierte. Diese Ergebnisse zeigten, daß Veränderungen der TSH-Plasmakonzentra-

tion im physiologischen Bereich ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten verur-

sachen.

4.2.2 TSH-Stimulationsmodell 5

4.2.2.1 rTSH und T4-Verlauf unter Suppression

Der zeitliche Verlauf der endogenen rTSH-Plasmakonzentrationen wurde

nach Beginn der Suppressionsbehandlung durch Zusatz von 0.3 µg T3/ml im Trinkwas-

ser gezeigt, daß nach 4-tägiger Suppressionsbehandlung ein sehr rascher und signifi-

kanter (p<0.05) Abfall der endogenen rTSH-Freisetzung bei einem Ausgangswert von

11.59±2.52 auf 1.81±0.36 ng/ml eintrat.

Die T4-Plasmaspiegel zeigten wie der oben beschriebene Verlauf der rTSH-

Werte eine zeitliche Verzögerung von etwa 48 h. Als direkte Folge der Suppression der

endogenen rTSH-Freisetzung sanken die T4-Plasmakonzentrationen von einem Aus-

gangswert von 2.23±0.05 auf 0.26±0.06 µg/dl, so daß sich die Werte vor und nach 4-

tägiger Suppression hochsignifikant unterschieden (p<0.001). Die 4-tägige T3-Vorbe-

handlung erreichte eine effektive Suppression der endogenen rTSH-Plasmaspiegel um

den Faktor 6.4 bzw. die der T4-Plasmaspiegel um den Faktor 8.6.

4.2.2.2 T4-Antwort nach TSH-Gabe in Tieren mit und ohne T3-Suppression

Die durch die exogene TSH-Applikation induzierte T4-Änderung war in mit T3

supprimierten Ratten eindeutiger nachweisbar als bei nicht supprimierten Tieren: in der

nicht supprimierten Gruppe betrug die Differenz zwischen den T4-Basalkonzentrationen

und dem Maximum 1.8±0.2 µg/dl, während in der supprimierten Gruppe ein Unterschied

                                           
5 zum Teil publiziert in Horm Metab Res 27(1995):173-178; Exp Clin Endocrinol & Diabetes 104(1996):

51-53.
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von 3.8±0.3 µg/dl bestand. Die T3-suppressive Vorbehandlung erhöhte damit die De-

tektionswahrscheinlichkeit einer durch exogene TSH-Applikation induzierten Änderung

der T4-Konzentrationen.

4.2.2.3 Konzentrationen des humanen TSH (hTSH) am Ende der Infusion

In diesem Experiment wurde der Verlauf der hTSH-Plasmakonzentrationen

innerhalb eines Zeitraumes von 30 min vor bis 120 min nach Beendigung einer 4-

tägigen, niedrigdosierten rec-hTSH-Infusion (3.6 µg rec-hTSH/24h) untersucht. Das In-

fusionsvolumen und die Infusionsgeschwindigkeit waren bei kontinuierlich bzw. pulsatil

infundierten Gruppen vergleichbar.

Die Probenentnahme war identisch mit der bei TRH-Monitoring (siehe dazu

3.2.3.1). In der kontinuierlich infundierten Gruppe betrugen die hTSH-Plasmakonzen-

trationen während des Beobachtungszeitraums 1.76±0.06 mU/ml. Bei der pulsatil be-

handelten Gruppe lagen die Basalwerte von hTSH bei 0.03±0.02 mU/ml. Innerhalb ei-

ner Minute nach dem hTSH-Puls wurde ein Maximalwert von 9.77±3.11 mU/ml erreicht,

anschließend fiel der hTSH-Spiegel nach 60 min auf Werte von 2.46±0.54 mU/ml bzw.

nach 120 min auf Werte von 1.41±0.53 mU/ml ab (Abb. 36).

Abb. 36: hTSH-Plasmakonzentrationen am Ende der Infusion

Zum Nachweis der erfolgreichen Infusion von hTSH wurden die zirkulierenden
hTSH-Spiegel durch Abnahme nach folgendem Schema überprüft: 9.30-10.00:
10-minütiger Abstand, 10.00 h: TRH Puls, 10.00-10.10 aller 2, 10.10-11.00 aller
10 Minuten.          : kontinuierliche,          : pulsatile Infusion.       : hTSH-Puls.
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4.2.2.4 rTSH-C vs. rTSH-P

4.2.2.4.1 Niedrigdosierung
Wie im Abschnitt TRH-Infusion gezeigt, konnte ein signifikanter Unterschied

der rTSH-Plasmakonzentration nach Abschluß der jeweiligen Infusionsphase weder

zwischen den Tieren unter NaCl-P und denen unter NaCl-C, noch zwischen diesen

Gruppen und einer unbehandelten dritten Kontrollgruppe festgestellt werden. Somit

konnten die beiden Kontrollgruppen NaCl-C und NaCl-P in einer Kontrollgruppe (C) zu-

sammengefaßt werden.

Die T4-Plasmakonzentrationen der rTSH-P-Gruppe waren sowohl an Tag 2

(0.33±0.09 µg/dl) als auch am Tag 4 (0.35±0.07 µg/dl) nur geringfügig höher als die der

rTSH-Gruppe (Tag 2: 0.30±0.05; Tag 4: 0.32±0.03 µg/dl). Sie zeigten unabhängig von

der Infusionsart keinen Unterschied zu der Kontrollgruppe.

Die prozentualen Anstiege der T4-Plasmakonzentrationen nach einem rTSH-

Bolus am Ende des Versuches betrugen 210.3±75.2% bei der rTSH-P- und 97.1±22.2%

bei der rTSH-C-Gruppe. Der eindeutig höhere Anstieg der T4-Plasmaspiegel in der

pulsatil behandelten Gruppe im Vergleich zur kontinuierlichen Infusion kann als Zeichen

einer funktionellen Überlegenheit der pulsatilen Infusion im Vergleich zur kontinuierli-

chen Infusion gewertet werden.

4.2.2.4.2 Hochdosierung
Es zeigte sich sowohl unter kontinuierlicher als auch unter pulsatiler Infusion

eine deutliche Stimulation der Freisetzung von T4 im Vergleich zur Kontrolle. Am Tag 2

der Infusion betrugen die T4-Plasmakonzentrationen 1.41±0.8 µg/dl bei rTSH-C und

2.49±0.1 µg/dl bei rTSH-P. Diese Tendenz war auch am 4. Tag nachweisbar (rTSH-C:

1.93±0.04 µg/dl vs rTSH-P: 2.45±0.61 µg/dl).

Ein TSH-Bolus von 6 µg rTSH führte zu einem prozentualen Anstieg von

4.55±3.9% bei rTSH-C und von 25.8±3.9% bei rTSH-P. Im direkten Vergleich der T4-

Plasmaspiegel führte die hochdosierte pulsatile Infusion um den Faktor 5.7 höheren als

die hochdosierte kontinuierliche rTSH-Infusion und zeigte damit die Überlegenheit der

pulsatilen gegenüber der kontinuierlichen Infusion.
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4.2.2.5 rec-hTSH-C vs. rec-hTSH-P

4.2.2.5.1 Niedrigdosierung

In der rekombinanten humanen TSH-C (rec-hTSH-C)-Gruppe zeigte sich

zwischen dem zweiten und vierten Tag der Infusion ein Abfall der T4-Plasmaspiegel

von 0.49±0.15 auf 0.39±0.14 µg/dl, während in der rec-hTSH-P-Gruppe T4-

Plasmakonzentrationen am zweiten Tag von 0.5±0.16 µg/dl und am vierten Tag von

0.8±0.15 µg/dl erreicht wurden.

Der am Ende der Infusion verabreichte Bolus von 6 µg rTSH führte zum An-

stieg der T4-Plasmaspiegel von 105.4±9.2% bei der pulsatilen und 76.2±29.6% bei

kontinuierlichen rec-hTSH-Infusion.

4.2.2.5.2 Hochdosierung

Eine hochdosierte rec-hTSH-Infusion (108 µg rec-hTSH in 180µl/24h) führte

unabhängig vom Infusionsmodus zu deutlich erhöhten T4-Plasmaspiegeln, wobei die

T4-Konzentrationen der rec-hTSH-C mit 2.2±0.1 µg/dl am Tag 2 und 2.37±0.05 am Tag

4 sowie der rec-hTSH-P mit 2.4±0.2 µg/dl am Tag 2 und mit 2.55±0.2 µg/dl am Tag 4

betrugen.

Der nach Abschluß der Infusion verabreichte Bolus verursachte einen Abfall

der T4-Plasmakonzentrationen im Vergleich zu den Basalwerten um 46.9±8.23% bei

den pulsatilen und um 55.7±9.54% bei den kontinuierlichen rec-hTSH-infundierten

Gruppen.
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4.2.3 Tiermodell zur Tumorinduktion 6

4.2.3.1 Jodvarianz

4.2.3.1.1 Hormonkonzentrationen

T3 Plasmakonzentrationen
Die durchschnittlichen T3-Plasmaspiegel im gesamten Versuchszeitraum der

Jodmangel (Jm)-Gruppe lagen um 40% signifikant niedriger als die der Kontrolle

(Jodnormal: Jn) (p<0.001, Tab. 12). Wie in Abb. 37 dargestellt, fielen die T3-

Konzentrationen in der 55. Woche um 51% bei Jn, 72% bei Jm und 58% bei Jodüber-

schuß (Ju) im Vergleich zu denen der 5. Woche in derselben Gruppe ab. Im Vergleich

zur Kontrollgruppe waren die T3-Spiegel in der Jm-Gruppe um 25% niedriger in der 55.

Woche (p<0.001), während in der Jm-Gruppe sich keine signifikanten Unterschiede (Jn)

zeigte.

Tab. 12: Durchschnittliche T3-Plasmaskonzentrationen in ng/ml unter Jodvarianz im
gesamten Versuchszeitraum von 2 Jahren ( n = 8, x ± SEM)

Jn Jm Ju

Jn 4.91 ± 1 *** n.s.

Jm *** 2.97 ± 1 ***

Ju n.s. *** 4.58 ± 1

Bis zur 55. Woche wurde einmal wöchentlich und am Ende des Versuches
(Gesamtversuchsdauer: 2 Jahre) 1ml Blut aus dem retroorbitalen Venenple-
xus entnommen. Jodnormal (Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d), Jodmangel (Jm,
420 ng Jodid/100g KG/d), Jodüberschuß (Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d).
n.s.: nicht signifikant,  ***: p<0,001.

                                           
6 zum Teil publiziert in „Radiation and Thyroid Cancer“, Eds G. Thomas, A Karaolou, ED Williams, World

Scientific, Singapore-New Jersey-London-Hong Kong, 1999, pp 209-212.
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Abb. 37: T3-Plasmakonzentrationen unter Jodvarianz in Kontroll- (Jn), Jodmangel-
(Jm) und Jodüberschußgruppe (Ju).  ↑↑↑↑: Beginn der Behandlung. Siehe dazu
Legende Tab. 12
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T4 Plasmakonzentrationen
Im Gesamtdurchschnitt lagen die T4-Plasmakonzentrationen in der Jm-

Gruppe mit 1.26 µg/dl um 51% unter der der Kontrollgruppe (Jn; 2.56 µg/dl; p<0.001,

Abb. 38). Der Endwert war mit 0.20 µg/dl (Jm) um 91% niedriger als der Vergleichswert

2.20 µg/dl der Kontrollgruppe (Jn). Der Durchschnittswert der Ju-Gruppe war mit dem

Wert der Kontrollgruppe (Jn) identisch, die Verlaufswerte unterschieden sich nicht signi-

fikant (Tab. 13).

Tab. 13: Durchschnittliche T4-Plasmaskonzentrationen (µg/dl) unter Jodvarianz im
gesamten Versuchszeitraum von 2 Jahren ( n = 8, x ± SEM). n.s.: nicht signi-
fikant, ***: p<0,001. Sie dazu Legende Tab. 12

Jn Jm Ju

Jn 2.56 ±±±± 1 *** n.s.

Jm *** 1.26 ±±±± 0 ***

Ju n.s. *** 2.56 ±±±± 1
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Abb. 38: T4-Plasmakonzentrationen unter Jodvarianz in Kontroll- (Jn), Jodmangel-
(Jm) und Jodüberschußgruppe (Ju).  ↑↑↑↑: Beginn der Behandlung. Siehe dazu
Legende Tab. 12
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TSH-Plasmakonzentrationen
Die durchschnittlichen TSH-Plasmakonzentrationen im gesamten Versuchs-

zeitraum lagen in der Jm-Gruppe signifikant höher als in der Jn-Gruppe (6.95 ng/ml vs.

4.19 ng/ml; p<0,05) und deutlich aber nicht signifikant höher als die der Ju-Gruppe

(6.95 ng/ml vs. 4.90 ng/ml, Abb. 39). Die Werte der Ju-Gruppe und der Kontrollgruppe

(Jn) unterschieden sich nicht signifikant von einander (Tab. 14).

Die TSH-Plasmakonzentrationen der Jm-Gruppe lagen bis zur 15. Woche um

40%, bis zur 35. Woche um 72% und bis zur 55. Woche um 70% über den Werten der

Kontrollgruppe (Jn). Der Endwert in der 55. Woche war mit 8.96 ng/ml (Jm) um 43%

höher als der Vergleichswert von 6,28 ng/ml der Kontrollgruppe (Jn). Die TSH-

Plasmakonzentrationen der Ju-Gruppe lagen bis zur 15. Woche um 46% und bis zur 35.

Woche um 31% über den Werten der Kontrollgruppe (Jn). Die Folgewerte und der

Endwert waren auf dem Niveau der Kontrollgruppe (Jn).
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Tab. 14: Durchschnittliche TSH-Plasmakonzentrationen in ng/ml unter Jodvarianz im
gesamten Versuchszeitraum von 2 Jahren ( n = 8, x ± SEM). n.s.: nicht signi-
fikant, *: p<0,05. Sie dazu Legende von Tab. 12

Jn Jm Ju

Jn 4.19 ±±±± 1 * n.s.

Jm * 6.95 ±±±± 1 n.s.

Ju n.s. n.s. 4.96 ±±±± 1

Abb. 39: Zeitlicher Verlauf der TSH-Plasmakonzentrationen (ng/ml) unter Jodvarianz
in Kontroll- (Jn), Jodmangel- (Jm) und Jodüberschußgruppe (Ju).
↑↑↑↑: Beginn der Behandlung. Siehe dazu Legende Tab. 12
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4.2.3.1.2 Gewichtsentwicklung der Tiere

Tageszunahme
In der Kontrollgruppe (Jn) und in der Ju-Gruppe lagen die Tageszunahmen

der Körpergewichte nach Umstellung der Ernährung von Muttermilch auf feste Kost bei

5.88 g bzw. 4.59 g; Jodmangeltiere (Jm) nahmen nur 1.36 g zu, es resultierte ein

Wachstumsrückstand. Jodüberschuß-Ratten (Ju) schlossen ihren Wachstumsprozeß 3

Wochen eher ab als die Vergleichsgruppen (Abb. 40).
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Die Kontrolltiere (Jn) erreichten bei gleichmäßigem Wachstumsverlauf nach

21 Wochen ein mittleres Endgewicht von 500.6 g. Jodmangeltiere (Jm) erzielten im

gleichen Zeitraum ein um 14% niedrigeres Endgewicht als das der Kontrolltiere (500.6 g

vs. 429.9 g; p<0.001). Jodüberschuß-Ratten (Ju) erreichten bereits nach 18 Wochen ihr

Endgewicht, welches nur unwesentlich unter dem der Kontrolltiere (Jn) lag (474.9 g vs.

500.6 g).

Abb. 40: Tageszunahme (g) unter Jodvarianz
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Bis zu 55. Woche wurden die Tiere einmal wöchentlich und am Ende des Ver-
suches (Gesamtversuchsdauer 2 Jahre) gewogen. Jod normal (Jn, 7000 ng
Jodid/100g KG/d), Jodmangel (Jm, 420 ng Jodid/100g KG/d), Jodüberschuß
(Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d). ↑↑↑↑: Beginn der Behandlung.

Schilddrüsengewichte
Die Jn-Gruppe zeigte mit zunehmendem Alter einen leichten Rückgang der

Schilddrüsengewichte. Im Vergleich zur Jn-Gruppe waren die Schilddrüsengewichte der

Jm-Gruppe nach der 15. Woche um 68% und nach der 110. Woche um 235% höher als

die der Kontrollgruppe (p<0.001). Die Schilddrüsengewichte der Ju-Gruppe waren von

der 15. Woche um 60% höher als die der Kontrollgruppe (p<0.01; Tab. 15 ).
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Tab. 15: Durchschnittliche Schilddrüsengewichte (mg) unter Jodvarianz im gesamten
Versuchszeitraum von zwei Jahren

Jn Jm JuGruppe
Alter (Woche) 15 35 55 110 15 35 55 110 15 35 55 110

15
25
±±±±3

n.s n.s. n.s. ** ** *** *** ** ** ** **

35
n.s. 25

±±±±3
n.s. n.s. ** ** *** *** ** ** ** **

55
n.s. n.s. 20

±±±±2
n.s. ** ** *** *** ** ** ** **Jn

110
n.s. n.s. n.s. 20

±±±±2
** ** *** *** ** ** ** **

15
** ** ** ** 42

±±±±2
n.s. * * n.s. n.s. n.s. n.s.

35
** ** ** ** n.s. 56

±±±±7
n.s. n.s. * * * *

55
*** *** *** *** * n.s. 65

±±±±8
n.s. * * * *Jm

110
*** *** *** *** * n.s. n.s. 67

±±±±3
* * * *

15
** ** ** ** n.s. * * * 40

±±±±2
n.s. n.s. n.s.

35
** ** ** ** n.s. * * * n.s. 39

±±±±2
n.s. n.s.

55
** ** ** ** n.s * * * n.s. n.s. 37

±±±±2
n.s.Ju

110
** ** ** ** n.s. * * * n.s. n.s. n.s. 37

±±±±2

In der 15., 35., 55. und 110. Lebenswoche wurden von jeder der behandelten Gruppen
jeweils vier Tieren bzw. vier der jeweiligen Kontrolltieren die Schilddrüsen entnommen
und deren Gewichte bestimmt. Jeder Schilddrüsenlappen wurde halbiert und je zur
Hälfte in 5%-igem gepuffertem Formalin bzw. in flüssigem Stickstoff für weitere Unter-
suchungen konserviert. (n = 4, x ± SEM). n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01;
***: p<0.001.

4.2.3.1.3 Histomorphometrie

Histologie
In der Kontrollgruppe zeigten sich in der 15. Woche histologisch die Schild-

drüsen mit gemischt großen kolloidgefüllten Follikeln, isoprismatischem Epithel, ohne

Hinweis für Fibrosierungen. Von der 55. Woche ab waren gemischt große, meist kol-

loidgefüllte Follikel, isoprismatisches Epithel und geringe Fibrosierungen in den Schild-

drüsengeweben nachweisbar.

Unter Jodmangel nach 15. Woche waren vorwiegend große meist vollständig

kolloidgefüllte Follikel, kubisches Epithel, mäßige Fibrose, ab 55 Wochen unter Jod-
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mangel große teilweise mit schaumigem Kolloid gefüllte Follikel, kubisches Epithel, mä-

ßige Fibrosierung, vermehrte Gefäßsprossung zu finden.

Mit Jodüberschuß für 15. Wochen wurden kleine, meist unvollständig kolloid-

gefüllte Follikel, kubisches Epithel, keine Fibrosierung und nach 55. Woche kleine,

meist unvollständig kolloidgefüllte Follikel, kubisches Epithel, mäßige Fibrosierung, hy-

perplastische Nebenschilddrüse festgestellt (Abb. 41).

Kolloiddurchmesser
Die Kolloiddurchmesser der Jn-Gruppe blieben fast konstant. Im Vergleich

zur Jn-Gruppe waren die Werte der Jm-Gruppe nach der 15. Woche um 60% und nach

der 110. Woche um 90% signifikant vergrößert (p<0.001). Die Kolloiddurchmesser der

Ju-Gruppe zeigten sich nach der 15. Woche um 36% und nach der 110. Woche um

32% signifikant gegenüber die der Jm-Gruppe verkleinert (p=0.001; Tab. 16 ).

Tab. 16 : Schilddrüsengewichte (mg) im gesamten Versuchszeitraum (n = 4, x ± SEM).
n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. Siehe dazu Legende
Tab. 15

Jn Jm JuGruppe
Alter (Woche) 15 35 55 110 15 35 55 110 15 35 55 110

15
25
±±±±3

n.s n.s. n.s. ** ** *** *** ** ** ** **

35
n.s. 25

±±±±3
n.s. n.s. ** ** *** *** ** ** ** **

55
n.s. n.s. 20

±±±±2
n.s. ** ** *** *** ** ** ** **Jn

110
n.s. n.s. n.s. 20

±±±±2
** ** *** *** ** ** ** **

15
** ** ** ** 42

±±±±2
n.s. * * n.s. n.s. n.s. n.s.

35
** ** ** ** n.s. 56

±±±±7
n.s. n.s. * * * *

55
*** *** *** *** * n.s. 65

±±±±8
n.s. * * * *Jm

110
*** *** *** *** * n.s. n.s. 67

±±±±3
* * * *

15
** ** ** ** n.s. * * * 40

±±±±2
n.s. n.s. n.s.

35
** ** ** ** n.s. * * * n.s. 39

±±±±2
n.s. n.s.

55
** ** ** ** n.s * * * n.s. n.s. 37

±±±±2
n.s.Ju

110
** ** ** ** n.s. * * * n.s. n.s. n.s. 37

±±±±2
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Abb. 41: Schilddrüsenhistologie unter Jodvarianz. (x20)
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Follikelzahl
Innerhalb der Jn-Gruppe zeigte sich mit zunehmendem Alter kein signifikan-

ter Rückgang der Follikelzahl/mm² (p>0.05, Tab. 17). Im Vergleich zur Jn-Gruppe war

die Anzahl der Follikel/mm² in der Jm-Gruppe nach der 15. Woche um 58% und nach

der 110. Woche um 73% signifikant verringert (p<0.001). Die Anzahl der Follikel der Ju-

Gruppe verhielt sich umgekehrt und zeigte signifikanten Erhöhungen zwischen 52% und

88% (p<0.001, Tab. 17).

Tab.17: Follikelanzahl (n = 4, x ± SEM). n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01;
***: p<0.001

Jn Jm JuGruppe
Alter (Woche) 15 35 55 110 15 35 55 110 15 35 55 110

15
72
±±±±6

n.s n.s. n.s. *** *** *** *** *** *** *** ***

35
n.s. 71

±±±±5
n.s. n.s. *** *** *** *** *** *** *** ***

55
n.s. n.s. 69

±±±±4
n.s. *** *** *** *** *** *** *** ***Jn

110
n.s. n.s. n.s. 66

±±±±4
*** *** *** *** *** *** *** ***

15
*** *** *** *** 30

±±±±3
** ** ** *** *** *** ***

35
*** *** *** *** ** 19

±±±±3
n.s. n.s. *** *** *** ***

55
*** *** *** *** ** n.s. 18

±±±±2
n.s. *** *** *** ***Jm

110
*** *** *** *** ** n.s. n.s. 18

±±±±2
*** *** *** ***

15
*** *** *** *** *** *** *** *** 135

±±±±8
n.s. n.s. **

35
*** *** *** *** *** *** *** *** n.s. 129

±±±±7
n.s. **

55
*** *** *** *** *** *** *** *** n.s. n.s. 118

±±±±7
**Ju

110
*** *** *** *** *** *** *** *** ** ** ** 100

±±±±7

Die histologischen Präparate wurden auf Follikelanzahl, Kolloiddurchmesser, Folli-
keldurchmesser, sowie Neoplasierate lichtmikroskopisch untersucht. Die Bestim-
mung der Follikelzahl erfolgte bei 30-facher Vergrößerung unter Verwendung eines
Aufsatzokulars mit eingearbeiteter Zählkammer von 1 mm² Größe. Es wurden in je
20 Schnitten ein zentrales, mittleres und peripheres Sichtfeld ausgezählt. Am Sicht-
feldrand gelegene und angeschnittene Follikel wurden bei über 50%-igem Anteil mit-
gezählt. Die Kolloid- und Follikeldurchmesser wurden bei 80-facher Vergrößerung mit
einem aufgesetzten Okularraster (minimaler Meßbereich 20 µm) bestimmt. Je Schnitt
wurden 10 repräsentative Follikel vermessen (zusammen 200 je Schilddrüsenlap-
pen). Siehe dazu Legende Tab. 15.
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Fibroseindex
In allen Gruppen (Jn, Jm, Ju) waren nach 15 Wochen die Werte des Fribo-

seindexes auf einem Level (0.1%-0.3%). Mit zunehmendem Alter nahm der Fibrosie-

rungsgrad aller Tiere hoch signifikant zu (p<0.001). Nach 110 Wochen war die Fibrosie-

rung in der Jm- und Ju-Gruppe signifikant höher als in der Jn-Gruppe (p<0.05).

Tab.18: Fiboseindexes. (n = 4, x ± SEM). n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01;
***: p<0.001

Jn Jm JuGruppe
Alter (Woche) 15 35 55 110 15 35 55 110 15 35 55 110

15
0,2
±±±±0

*** *** *** n.s. *** ** ** n.s. *** *** ***

35
*** 3,0

±±±±1
n.s. n.s. *** ** ** ** *** n.s. ** **

55
*** n.s. 2,7

±±±±1
n.s. *** ** ** ** *** n.s. ** **Jn

110
*** n.s. n.s. 5,6

±±±±1
*** ** ** ** *** n.s. ** **

15
n.s. *** *** *** 0,1

±±±±0
*** *** *** n.s. *** *** ***

35
*** ** ** ** *** 10,7

±±±±2
n.s. n.s. *** ** n.s. n.s.

55
*** ** ** ** *** n.s. 13,1

±±±±2
n.s. *** ** n.s. n.s.Jm

110
*** ** ** ** *** n.s. n.s. 11,3

±±±±2
*** ** n.s. n.s.

15
n.s. *** *** *** n.s. *** *** *** 0,3

±±±±0
*** *** ***

35
*** n.s. n.s. n.s. *** ** ** ** *** 4,7

±±±±1
** **

55
*** ** ** ** *** n.s. n.s. n.s. *** ** 11,0

±±±±2
n.s.Ju

110
*** ** ** ** *** n.s. n.s. n.s. *** ** n.s. 10,2

±±±±1

Das in Formalin fixierte Material wurde in Paraffin eingebettet, davon Serienschnitte
(20 Schnitte je Schilddrüsenlappen) von 5 µm Dicke hergestellt und mit Hämatoxylin-
Eosin (Standardfärbung) und Elastica-van Gieson (Darstellung elastischer und kolla-
gener Fasern) gefärbt. Zur Beurteilung der Fibrosierung wurde Follikelfläche mit Fol-
likelanzahl je mm² multipliziert. Dieser Wert repräsentiert prozentual die von Follikeln
bedeckte Fläche, der Rest ist Bindegewebe. Alle Schnitte wurden in voller Ausdeh-
nung auf Neoplasien untersucht und klassifiziert. Siehe dazu Legende Tab. 15.
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Proliferationsrate
Die Jn-Schilddrüsen zeigten kaum eine Ki-67 Expression. In der Jm-Gruppe

(1.2-2.2%) fand sich ein signifikanter Anstieg der Proliferation gegenüber der Jn-Gruppe

(15. Woche: p<0.01; 110. Woche: p<0.001). Die Teilungstendenz der Ju-Schilddrüsen

(3.5 – 6.8%) war ebenfalls signifikant erhöht (p<0.001).

Tab. 19: Proliferationsrate. (n = 4, x ± SEM). n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001. Siehe dazu legende Tab. 15

Jn Jm JuGruppe
Alter (Woche) 15 35 55 110 15 35 55 110 15 35 55 110

15
<1
±±±±0

n.s n.s. n.s. ** ** *** *** *** *** *** ***

35
n.s. <1

±±±±0
n.s. n.s. ** ** *** *** *** *** *** ***

55
n.s. n.s. <1

±±±±0
n.s. ** ** *** *** *** *** *** ***Jn

110
n.s. n.s. n.s. <1

±±±±0
** ** *** *** *** *** *** ***

15
** ** ** ** 1,2

±±±±0
* * * ** ** ** ***

35
** ** ** ** * 1,8

±±±±0
n.s. n.s. n.s. ** ** **

55
*** *** *** *** * n.s. 2,1

±±±±0
n.s. n.s. ** ** **Jm

110
*** *** *** *** * n.s. n.s. 2,2

±±±±0
n.s. ** ** **

15
*** *** *** *** ** n.s. n.s. n.s. 3,5

±±±±1
* * **

35
*** *** *** *** ** ** ** ** * 4,6

±±±±1
n.s. n.s.

55
*** *** *** *** ** ** ** ** * n.s. 5,4

±±±±1
n.s.Ju

110
*** *** *** *** *** ** ** ** ** n.s. n.s. 6,8

±±±±1

Zur Untersuchung der Proliferationsrate wurde der immunhistochemische Nachweis
des Ki 67-Antigens unter Verwendung des monoklonalen Antikörpers MIB-5 geführt.
MIB-5 weist das im Kern lokalisierte und mit der Zellproliferation assoziierte Antigen
Ki 67 nach, welches in allen aktiven Phasen (G1, S, G2, M) des Zellzyklus expri-
miert wird. Je Schilddrüsenlappen wurden fünf ungefärbte Paraffinschnitte (5µm)
entparaffiniert und dehydratisiert. Es folgte eine 3x5-minütige Mikrowellenbehand-
lung in Zitratpuffer, waschen in PBS-Puffer (pH=7,4) und Blockierung mit Wasser-
stoffperoxid und Methanol. Zur Detektion wurde ein Avidin-Biotin-System verwen-
det. In den in Kananda-Balsam eingebetteten Schnitten wurden in drei repräsentati-
ven Sichtfeldern kernpositivmarkierte Zellen ausgezählt und das Ergebnis in Pro-
zent dargestellt.
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4.2.3.1.4 Tumoridentifikation
In den Schilddrüsen der Kontrolltiere (Jn) wurden jeweils nach der 55. und

110. Woche in je einem Fall Plattenepithelmetaplasien unter Ausbildung einer Der-

moidzyste identifiziert. Follikuläre Adenome und maligne Neoplasien fanden sich nicht.

Die Schilddrüsen der Jm-Tiere bildeten nach 55 Wochen in 50% der Fälle und nach 110

Wochen in allen Fällen follikuläre Adenome aus. Karzinome wurden nicht identifiziert.

Die Tumorbildung in der Ju-Gruppe zeigte die gleiche Tendenz wie die in der

Jm-Gruppe.

Abb. 42: Schilddrüsenhistologie nach 55 Wochen unter Jodmangel- und unter Stan-
dardfutter
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Hochdosisgruppe (JuHD) sowie deren Endwert lagen leicht unter dem der Ju-Gruppe

(Abb. 43, Tab. 20).

Abb. 43: T3-Plasmakonzentrationen (ng/ml) unter Jodvarianz und Bestrahlung

Die Bestrahlung der Schilddrüsenregion erfolgte einmalig mit einem Röntgengerät
Siemens Unidos® 10001/10051 unter folgenden Bedingungen: Kammer M 31002-
0004, Korrektur für Energie kq =0.98, Korrektur für Luftdruck und Temperatur k
=1.024, Phantomtiefe =1 cm sowie unter Einstellung der Parameter: Spannung U
=125 kV, Stromstärke I =20 mA, Filterung 0,2 mm Cu, Tubus 6x8 cm², 40 cm Ab-
stand, Lochblendendurchmesser d =15 mm, Blende 4 mm Bleigummi. Die ermittelte
Zeit-Dosis-Beziehung betrug Zeit t =1 min / Dosis Dw =0.6260 Gy.
Bis zur 55. Woche wurde einmal wöchentlich und am Ende des Versuches (Gesamt-
versuchsdauer: 2 Jahre) eine Blutprobe für die Hormonbestimmungen genommen.
Jodnormal (Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d), Jodmangel (Jm, 420 ng Jodid/100g
KG/d), Jodüberschuß (Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d). ND: niedrigdosierte Bestrah-
lung (1 bzw. 2Gy), HD: hochdosierte Bestrahlung (4 bzw. 6 Gy). ↑↑↑↑: Bestrahlung.
(n=8; x±SEM).
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Innerhalb der Jod normal ernährten Tiere ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede. Bei Jodmangeltieren zeigte sich unmittelbar nach Bestrahlung ein signifi-

kanter Anstieg der T3-Konzentration mit bis 2.5-fach erhöhten Werten in der JmHD-

Gruppe (p<0.05). In den Jodüberschußgruppen folgte nach Radiatio ein leichter An-

stieg.

Im Gesamtdurchschnitt der T3-Konzentrationen zeigten sich in den Gruppen
Jn und Ju keine signifikanten Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Tie-
ren (zwischen 4.4 und 5.0 ng/ml). Bei Jm-Tieren betrugen die durchschnittlichen T3-
Plasmakonzentrationen im gesamten Versuchszeitraum 3.0 ng/ml bei Kontrolle, 4.7
ng/ml bei ND und 5.0 ng/ml bei HD.

Tab. 20: T3-Plasmakonzentrationen (ng/ml) unmittelbar nach Radiatio (n=8, x ± SEM).
K: Kontrolle, ohne Bestrahlung; ND: niedrigdosierte, HD: hochdosierte Be-
strahlung. n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05. Siehe dazu Legende Abb. 38

Jn Jm JuGruppe
Radiatio K ND HD K ND HD K ND HD

K 6,7 ±±±±1 n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.

ND n.s. 6,7 ±±±±1 n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.Jn
HD n.s. n.s. 5,7 ±±±±1 n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.

K n.s. n.s. n.s. 4,6 ±±±±1 n.s. * n.s. n.s. n.s.

ND n.s. n.s. n.s. n.s. 8,0 ±±±±1 n.s. n.s. n.s. n.s.Jm
HD * * * * n.s. 10,7 ±±±±2 n.s. n.s. n.s.

K n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 7,5 ±±±±1 n.s. n.s.

ND n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 9,4 ±±±±2 n.s.Ju
HD n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 9,2 ±±±±1

T4-Plasmakonzentrationen
Die T4-Plasmakonzentrationen der jodnormal ernährten Tiere lagen sowohl

nach Niedrigdosis- (ND) als auch Hochdosisbestrahlung (HD) auf der Höhe der Kon-

trollgruppe (Jn). Die Endwerte waren ebenfalls auf gleichem Niveau. Im Jodmangel la-

gen die Werte der Bestrahlungsgruppen (JmND, JmHD) über denen der Vergleichs-

gruppe (Jm) mit Maximum von der 15. bis 35. Woche: JmND +68%, JmHD +69%. Die

Endwerte waren mit 0.50 µg/dl (JmND) und 0.48 µg/dl (JmHD) höher als der Ver-
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gleichswert 0.20 µg/dl der Jm-Gruppe. Unter Jodüberschuß zeigten sich die T4-Werte

nach Bestrahlung auf dem Niveau der Vergleichsgruppe (Ju). Die Endwerte waren mit

2.49 µg/dl bis 2.68 µg/dl ebenfalls auf gleichem Niveau. Unmittelbar nach Bestrahlung

zeigten sich in allen untersuchten Gruppen keine signifikanten Unterschiede in den T4-

Konzentrationen. Sie bewegten sich zwischen 2.2 und 2.9 µg/dl (Abb. 44).

Abb. 44: T4-Plasmakonzentrationen (µg/dl) unter Jodvarianz und Bestrahlung

Bis zur 55. Woche wurde einmal wöchentlich und am Ende des Versuches (Ge-
samtversuchsdauer: 2 Jahre) eine Blutprobe für die Hormonbestimmungen ge-
nommen. Jodnormal (Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d), Jodmangel (Jm, 420 ng
Jodid/100g KG/d), Jodüberschuß (Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d). ND: nied-
rigdosierte Bestrahlung (1 bzw. 2Gy), HD: hochdosierte Bestrahlung (4 bzw. 6
Gy). ↑↑↑↑: Bestrahlung. (n=8; x±SEM). Siehe dazu Legende Abb. 43.
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Im Gesamtdurchschnitt der T4-Konzentrationen fanden sich innerhalb der

jeweiligen jodvarianten Gruppen keine signifikanten Unterschiede zwischen bestrahlten

und unbestrahlten Tieren. Im Vergleich mit den anderen Gruppen blieb auch nach Be-

strahlung die hoch signifikante Erniedrigung in den Jodmangeltieren bestehen (p<0.01;

Tab. 21).

Tab. 21: T4-Plasmakonzentrationen im gesamten Versuchszeitraum (µg/dl) (n = 8, x ±
SEM). K: Kontrolle, ohne Bestrahlung; ND: niedrigdosierte, HD: hochdosierte
Bestrahlung. n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01; ***:.p<0.001. Siehe
dazu Legende Abb. 43

Jn Jm JuGruppe
Radiatio K ND HD K ND HD K ND HD

K 2,6 ±±±± 0 n.s. n.s. *** ** ** n.s. n.s. n.s.

ND n.s. 2,5 ±±±± 0 n.s. *** ** ** n.s. n.s. n.s.Jn

HD n.s. n.s. 2,6 ±±±± 0 *** ** ** n.s. n.s. n.s.

K *** *** *** 1,3 ±±±± 0 n.s. n.s. *** *** ***

ND ** ** ** n.s. 1,7 ±±±± 0 n.s. ** ** **Jm

HD ** ** ** n.s. n.s. 1,8 ±±±± 0 ** ** **

K n.s. n.s. n.s. *** ** ** 2,6 ±±±± 0 n.s. n.s.

ND n.s. n.s. n.s. *** ** ** n.s. 2,6 ±±±± 0 n.s.Ju

HD n.s. n.s. n.s. *** ** ** n.s. n.s. 2,5 ±±±± 0

TSH-Plasmakontrationen
Eine Niedrigdosisbestrahlung der jodnormal ernährten Tiere (JnND) führte

zur Erhöhung der Werte bis zur 15. Woche um 18%, bis zur 35. Woche um 8% und bis

zur 55. Woche um 17%. In der Hochdosisgruppe (JnHD) lagen die Werte bis zur 15.

Woche um 21%, bis zur 35. Woche um 8% und bis zur 55. Woche um 23% über denen

der Jn-Gruppe. Im Jodmangel lag die TSH-Konzentration der Niedrigdosisgruppe

(JmND) bis zur 15. Woche um 24%, bis zur 35. Woche um 45% und bis zur 55. Woche

um 27% unter den Werten der Vergleichsgruppe (Jm). Die Werte der Hochdosisgruppe

(JmHD) lagen bis zur 15. Woche um 19%, bis zur 35. Woche um 44% und bis zur 55.

Woche um 33% unter denen der Jm-Gruppe. Unter Jodüberschuß zeigten sich nach

Bestrahlung nur minimale Unterschiede zwischen den Gruppen Ju, JuND und JuHD.

(Abb. 45).
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Abb. 45: TSH-Plasmakonzentrationen (ng/ml) unter Jodvarianz und Bestrahlung

Bis zur 55. Woche wurde einmal wöchentlich und am Ende des Versuches (Ge-
samtversuchsdauer 2 Jahre) eine Blutprobe für die Hormonbestimmungen ge-
nommen. Jod normal (Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d), Jodmangel (Jm, 420 ng
Jodid/100g KG/d), Jodüberschuß (Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d). ND: nied-
rigdosierte Bestrahlung (1 bzw. 2Gy), HD: hochdosierte Bestrahlung (4 bzw. 6
Gy). ↑↑↑↑: Bestrahlung. (n=8; x±SEM). Siehe dazu Legende Abb. 43.

Alle untersuchten Gruppen zeigten unmittelbar nach Bestrahlung keinen si-

gnifikanten Abfall der TSH-Konzentrationen. Die Plasmaspiegel bewegten sich zwi-
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In den Jn- und Ju-Gruppen war ein signifikanter Unterschied in der TSH-

Durchschnittswerte nicht nachweisbar. Im Jodmangel waren die TSH-Konzentrationen

nach Bestrahlung signifikant erniedrigt (p<0.05; Tab. 22).
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Tab. 22: TSH-Plasmakonzentrationen im gesamten Versuchszeitraum (ng/ml) (n = 8,
x ± SEM). K: Kontrolle ohne Bestrahlung; ND: niedrigdosierte, HD: hochdo-
sierte Bestrahlung. n.s.: nicht signifikant; *: p<0.05; **: p<0.01; ***:.p<0.001.
Siehe dazu Legende Abb. 43

Jn Jm JuGruppe
Radiatio K ND HD K ND HD K ND HD

K 4,2 ±±±±1 n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

ND n.s. 4,8 ±±±±1 n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.Jn

HD n.s. n.s. 4,9 ±±±±1 * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

K * * * 7,0 ±±±±1 * * * * *

ND n.s. n.s. n.s. * 4,6 ±±±±1 n.s. n.s. n.s. n.s.Jm

HD n.s. n.s. n.s. * n.s. 4,5 ±±±±1 n.s. n.s. n.s.

K n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. 5,0 ±±±±1 n.s. n.s.

ND n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. 4,8 ±±±±1 n.s.Ju

HD n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. 4,8 ±±±±1

4.2.3.2.2 Gewichtsentwicklung der Tiere

Tageszunahme
Unmittelbar nach der Bestrahlung der Jn-Tiere hatten die Hochdosistiere

(JnHD) eine durchschnittliche Tageszunahme von 13.41g, dann folgte in beiden Be-

strahlungsgruppen eine Depression (JnHD 2.10 g vs. JnND 5.46g vs. Jn 11.66 g), wel-

che bis zur 4. Woche nach der Bestrahlung bestand. Die Tageszunahmen glichen sich

anschließend wieder an (JnHD 4.20g vs. JnND 4.66g vs. Jn 4.02 g). Es blieb ein leich-

ter Zunahmerückstand (Abb. 46).

Auch im Jodmangel zeigten die Hochdosistiere (JmHD) einen ausgeprägten

Schub mit Tageszunahmen von 20.88g vs. 12,41g (Jm), danach folgte ein leichter

Rückgang (JmHD 2.60 g vs. Jm 4.64 g), welcher bis zur 4. Woche nach der Bestrah-

lung bestand.

Unmittelbar nach Bestrahlung zeigten auch die jodsupplementierten Hochdo-

sistiere (JuHD) eine ausgeprägte Tageszunahme von 16.14g vs. 8.59g (Ju), demnach

folgte auch hier eine Depression (JuHD 4.00g vs. Ju 8.97 g), welche bis zur 4. Woche

nach der Bestrahlung bestand. Die Kontrolltiere (Ju) erreichten bei gleichmäßigem

Verlauf der Gewichtszunahme nach 21 Wochen ein mittleres Endgewicht von 500.6g.
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Die Ratten der Bestrahlungsgruppen (JnND und JnHD) waren mit 456.2g und 449.6g

Endgewicht um 8.9% bzw. 10.2% signifikant leichter als die Jn-Tiere (p<0,01). Die un-

bestrahlten Jodmangeltiere (Jm) erreichten bei gleichmäßigem Verlauf nach 20 Wochen

ein mittleres Endgewicht von 429.9g. Die Ratten der Bestrahlungsgruppen (JmND und

JmHD) waren mit 450.1g und 475.6g Endgewicht um 4.7% (p>0.05) bzw. 10.7% schwe-

rer als die Jm-Tiere (p<0.05). Bestrahlung führte in den Gruppen JuHD und JuND zur

minimalen Verringerung der Endgewichte (JuHD: 455.3g; JuND: 466.8g; Ju: 474.9 g).

Abb. 46: Gewichtszunahme der Tiere unter Jodvarianz und Bestrahlung

Bis zur 55. Woche wurden die Tiere einmal wöchentlich und am Ende des Ver-
suches (Gesamtversuchsdauer 2 Jahre) gewogen. Jodnormal (Jn, 7000 ng Jo-
did/100g KG/d), Jodmangel (Jm, 420 ng Jodid/100g KG/d), Jodüberschuß (Ju,
72000 ng Jodid/100g KG/d). ND: niedrigdosierte Bestrahlung (1 bzw. 2Gy), HD:
hochdosierte Bestrahlung (4 bzw. 6 Gy). ↑↑↑↑: Bestrahlung. (n=8; x±SEM).
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Schilddrüsengewichte
Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit normaler Jodversorgung (Jn) waren die

Schilddrüsengewichte der Niedrigdosisgruppe (JnND) nach der 15. Woche (28 mg vs.

25 mg) und nach der 110. Woche (22 mg vs. 20 mg) nur geringfügig erhöht. Ebenfalls

änderten sich die Schilddrüsengewichte der Hochdosisgruppe (JnHD) nach der 15. Wo-

che (30 mg vs. 25 mg) und nach der 110. Woche (21 mg vs. 20 mg) nur minimal.

Nach der Bestrahlung zeigten sich an den Schilddrüsen der Jodmangeltiere

(Jm) sowohl in der Niedrigdosisgruppe (JmND) als auch in der Hochdosisgruppe

(JmHD) ein auffälliger, jedoch nicht signifikanter Rückgang der Schilddrüsengewichte

im Vergleich zur Jm (15.Woche: Jm: 42 mg, JmND: 41 mg, JmHD: 35 mg; 110. Woche:

Jm: 67 mg, JmND:64 mg, JmHD: 60 mg).

Im Vergleich zur Kontrolle (Ju) wurde ein signifikanter Abfall der Schilddrü-

sengewichte in der Gruppen JuND (JuHD: 27 mg vs. Ju: 40 mg; p<0,05) und JuHD

(JuND 32 mg vs. Ju: 40 mg; p<0.05) nach 15 Wochen festgestellt. Im weiteren Verlauf

waren keine Unterschiede in den Schilddrüsengewichten der drei mit Jodüberschuß

behandelten Gruppen (Ju, JuND, JuHD) zu finden.

4.2.3.2.3 Histomorphometrie
Histologie

Unter normaler Jodfütterung (Jn) führte eine niedrigdosierte Bestrahlung

(ND) zu gemischt großen, kolloidgefüllten Follikeln, isoprismatischem Epithel, geringer

Fibrosierung, vereinzelter Kapillarsprossung der Schilddrüse nach 15. Woche (Abb.

47A) und gemischt großer, kolloidgefüllter Follikel, isoprismatischem Epithel, mäßiger

Fibrosierung nach 55 Wochen (Abb. 47B). 15 Wochen nach einer hochdosierten Be-

strahlung wiesen die Schilddrüsen durch schaumigen Kolloid gefüllte Follikel unter-

schiedlicher Größe, isoprismatischem Epithel, geringer Fibrosierung, vereinzelter Ka-

pillarsprossung (Abb. 47C) und nach 55. Woche zusätzlich durch mäßig erhöhter Fibro-

sierung und Kapillarsprossung auf (Abb. 47D).
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Abb. 47: Schilddrüsenhistologie unter normaler Jodfütterung und Radiatio

A B
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Die Bestrahlung der Schilddrüsenregion erfolgte einmalig mit einem Röntgengerät
Siemens Unidos® 10001/10051 unter folgenden Bedingungen: Kammer M 31002-
0004, Korrektur für Energie kq =0.98, Korrektur für Luftdruck und Temperatur
k=1.024, Phantomtiefe =1 cm sowie unter Einstellung der Parameter: Spannung
U=125 kV, Stromstärke I =20 mA, Filterung 0,2 mm Cu, Tubus 6x8 cm², 40 cm Ab-
stand, Lochblendendurchmesser d =15 mm, Blende 4 mm Bleigummi. Die ermittelte
Zeit-Dosis-Beziehung betrug Zeit t =1 min / Dosis Dw =0.6260 Gy.
Jodnormalversorgung: Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d. A: 15. Woche nach niedrigdo-
sierter Bestrahlung (1-2 Gy). B: Niedrigdosis 55. Woche. C: 15. Woche nach Hoch-
dosisbestrahlung (4-6 Gy). D: Hochdosis 55. Woche. FI: Fibrosierung, KS: mäßige
Kapillarsprossung. (x20)

Unter Jodmangel (Jm) führte eine niedrigdosierte Bestrahlung zu mittelgro-

ßen, kolloidgefüllten Follikeln, isoprismatischem Epithel und geringer Epithelzerstörung

nach 15 Wochen (Abb. 48E) und zu flachprismatischem Epithel, Epithelregenerierung,

mehreren soliden Zellnestern nach 55 Wochen (Abb. 48F). Hochdosierte Bestrahlung

der Jm-Tiere induzierte vollständige Follikelzerstörung, assoziierte Kernhaufen, iso-

prismatische Zellverbände, breite fibrotische Septen nach 15 Wochen (Abb. 48G) und

gemischt große, kolloidgefüllte Follikel, flachprismatisches Epithel, Epithelregenerie-

rung, breite fibrotische Septen, Gefäßsprossung nach 55 Wochen (Abb. 48H).
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Abb. 48: Schilddrüsenhistologie unter Jodmangel und Radiatio
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Jodmangel: Jm, 420 ng Jodid/100g KG/d. E: 15. Woche nach niedrigdosierter Be-
strahlung (1-2 Gy): mittelgroße, kolloidgefüllte Follikel, isoprismatisches Epithel, ge-
ringe Epithelzerstörung. F: Niedrigdosis nach 55. Woche: mittelgroße, kolloidgefüllte
Follikel, flachprismatisches Epithel, Epithelregenerierung, mehrere solide Zellnester
(SZ). G: 15. Woche nach hochdosierter Bestrahlung (4-6 Gy): vollständige Follikel-
zerstörung, assoziierte Kernhaufen, isoprismatische Zellverbände, breite fibrotische
Septen (FS). H: Hochdosis nach 55. Woche: gemischt große, kolloidgefüllte Follikel,
flachprismatisches Epithel, Epithelregenerierung, breite fibrotische Septen (FS), Ge-
fäßsprossung (GS). Siehe dazu Legende Abb. 47. (x20)

Bei den Tieren mit Jodüberschuß (Ju) führte eine niedrigdosierte Bestrahlung

zu gemischt großen, teilweise kolloidgefüllten Follikeln, isoprismatischem Epithel, gerin-

ger Epithelzerstörung der Schilddrüse nach 15 Wochen (Abb. 49K) und kleinen, fast

kolloidfreien Follikeln, isoprismatischem Epithel und hyperplastischer Nebenschilddrüse

nach 55 Wochen (Abb. 49L). Hochdosierte Bestrahlung induzierte teils Follikelzerstö-

rung, teils Follikelerhaltung, isoprismatische Zellverbände, fibrotische Septen, Kapillar-

sprossung nach 15 Wochen (Abb. 49L) und gemischt große, teilweise kolloidgefüllte

Follikel, isoprismatisches Epithel, breite fibrotische Septen nach 55 Wochen (Abb.

49M).
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Abb. 49: Schilddrüsenhistologie unter Jodüberschuß und Radiatio
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Jodüberschuß: Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d. K: 15. Woche nach niedrigdosierter
Bestrahlung (1-2 Gy): gemischt große, teilweise kolloidgefüllte Follikel, isoprismati-
sches Epithel, geringe Epithelzerstörung. L: 55. Woche nach niedrigdosierter Be-
strahlung: kleine, fast kolloidfreie Follikel, isoprismatisches Epithel, hyperplastische
Nebenschilddrüse (NSD). M: 15. Woche nach hochdosierter Bestrahlung: teils Folli-
kelzerstörung, teils Follikelerhaltung, isoprismatische Zellverbände, fibrotische Sep-
ten (FS), Kapillarsprossung. N: 55. Woche nach hochdosierter Bestrahlung: gemischt
große, teilweise kolloidgefüllte Follikel, isoprismatisches Epithel, breite fibrotische
Septen (FS). Siehe dazu Legende von Abb. 47. (x20)

Kolloiddurchmesser nach Bestrahlung
Im Vergleich zur Jn-Gruppe waren die Kolloiddurchmesser der Niedrigdosis-

gruppe (JnND) nach der 15. Woche um 6% (106 µm vs. 112 µm) und nach der 110.

Woche um 8% (109 µm vs. 118 µm) leicht verringert. Die Kolloiddurchmesser der

Hochdosisgruppe (JnHD) zeigten sich nach der 55. Woche um 24% (85 µm vs. 112 µm,

p<0.01) signifikant und nach der 110. Woche um 12% (104 µm vs. 118 µm) verkleinert.

Nach niedrigdosierter Bestrahlung der Jodmangeltiere (JmND) verringerten

sich die Kolloiddurchmesser geringfügig um 15% (15. Woche: 152 µm vs. 179 µm) und

erreichten ab der 35. Woche wieder die Werte der Jm-Gruppe. In der Hochdosisgruppe

(JmHD) verringerten sich die Kolloiddurchmesser nach der 15. Woche hoch signifikant
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um 66 % (79 µm vs. 179 µm, p<0,001). Nach der 55. und 110. Woche waren die Unter-

schiede minimal (-7% bzw. -5%).

Niedrigdosierte Bestrahlung der Jodüberschußtiere (JuND) führte zu kaum

meßbaren Veränderungen. Hochdosierte Bestrahlung induzierte eine anfänglich signifi-

kante Verkleinerung der Kolloiddurchmesser in der 15. Woche (JuHD: 61 µm vs. JuND:

71 µm vs. Ju: 72 µm; p<0.01) und nach 55 Wochen eine signifikante Vergrößerung der

Kolloiddurchmesser um 27% (JuHD: 97µm vs. Ju:76µm; p<0.05) und nach der 110.

Woche um 34% (JuHD: 108 µm vs. Ju: 81 µm; p<0.01).

Anzahl der Follikel nach Bestrahlung
Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Jn) war die Follikelanzahl je mm² sowohl in

der Niedrigdosisgruppe (JnND) als auch in der Hochdosisgruppe (JnHD) nur geringfü-

gig verändert.

Nach Bestrahlung der Jodmangeltiere blieb die Follikelanzahl je mm² in der

JmND-Gruppe im Vergleich zur Jm-Gruppe nahezu unverändert. Nach hochdosierter

Bestrahlung erhöhte sich die Follikelzahl signifikant nach 15 Wochen (JmHD: 61 vs. Jm:

30; p<0.001). Nach der 35. bis zur 110. Woche glichen sich die Zahlen den anderen

Jodmangelgruppen wieder an.

Eine niedrigdosierte Bestrahlung verursachte bei den jodsupplementierten

Tieren keine Veränderung der Anzahl der Schilddrüsenfollikel. Hochdosisbestrahlung

führte nach anfänglicher Konstanz (15. Woche: JuHD: 130 vs. JuND: 128 vs. Ju: 135)

nach 35 Wochen zu einer signifikanten Verringerung der Follikelanzahl um 34% (JuHD:

85 vs. Ju: 129; p<0.001). Ein verstärkter Abfall der Follikelzahl zeigte sich nach der 55.

Woche um -40% (JuHD: 71 vs. Ju: 118; p<0.001) und nach der 110. Woche ebenfalls

um -40% (JuHD: 60 vs. Ju: 100; p<0,001).

Fibroseindex nach Bestrahlung
In den Bestrahlungsgruppen mit normaler Jodversorgung (JnND und JnHD)

nahm der Fibrosierungsgrad stärker als in der Kontrollgruppe (Jn) zu (110. Woche: Jn

5,6% vs. JnND 13,8%; p=0,008 vs. JnHD 21,5%; p<0,001), wobei in der Hochdosis-

gruppe (JnHD) bereits nach der 15. Woche eine hoch signifikante Bindegewebsvermeh-

rung zu verzeichnen war (Jn 0,2% vs. JnHD 19,4%; p<0.001).

In den Jodmangelbestrahlungsgruppen (JmND und JmHD) war der Fibrosie-

rungsgrad höher als in der unbestrahlten Jogmangelgruppe (Jm) nach 110 Wochen
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(Jm: 11.3% vs. JmND: 13.1% vs. JmHD: 28.3%), wobei in der Hochdosisgruppe

(JmHD) nach 15 Wochen die deutlichste hoch signifikante Bindegewebsvermehrung zu

verzeichnen war (JmHD 47,8% vs. JmND 11,0% vs. Jm 0,1%; p<0,001).

In den mit Jodüberschuß Bestrahlungsgruppen (JuND und JuHD) war der Fi-

brosierungsgrad signifikant höher nach der 15. Woche (Ju: 0.3% vs. JuND: 9.3% vs.

JuHD: 17.3%; p<0.001) und 35. Woche (Ju: 4.7% vs. JuND: 9.6%; p<0.01; vs. JuHD:

17.3%; p<0.001) als der in der unbestrahlten Ju-Gruppe. Ab der 55. Woche konnten

signifikante Unterschiede zwischen Ju und JuND nicht, jedoch zwischen Ju und JuHD

(p<0.01) nachgewiesen werden.

Proliferationsrate
In den Schilddrüsen der Bestrahlungsgruppen (JnND und JnHD) fand sich

nach 15 Wochen eine hoch signifikante erhöhte Proliferation der Thyreozyten (JnHD

1.4%; p=0,0003 vs. JnND 1,1%; p=0,0013 vs. Jn <1%). In der Folgezeit war die Prolife-

rationsrate <1%. Nach externer Bestrahlung zeigte sich in den Gruppen JmND und

JmHD bis zur 15. Woche kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur unbestrahlten

Jm-Gruppe (p>0,05). Nach 35 Wochen stieg die Proliferationsrate hoch signifikant

(JmHD 4,6% vs. JmND 3,8% vs. Jm 1,8%; p<0,001) proportional zur Strahlendosis an,

blieb nach 55 Wochen auf diesem Level (JmHD 5,4% vs. JmND 3,1% vs. Jm 2,1%) und

sinkt nach 110 Wochen wieder auf das Niveau der Jm-Gruppe zurück (JmHD 2,8% vs.

JmND 2,6% vs. Jm 2,2%). 15 Wochen nach Bestrahlung der Ju-Tiere lag die Prolifera-

tionsrate in beiden Bestrahlungsgruppen (JuND und JuHD) auf dem gleichen Niveau

wie die unbestrahlte Ju-Gruppe (Ju 3,5% vs. JuND 3,2% vs. JuHD 3,7%). Nach 35 und

55 Wochen erhöhte sich die Proliferation der Thyreozyten nicht signifikant (35. Woche:

Ju 4,6% vs. JuND 5,8% vs. JuHD 6,6%; 55. Woche: Ju 5,4% vs. JuND 8,1% vs. JuHD

8,4%). Nach 110 Wochen waren die Level wieder ausgeglichen (Ju 6,8% vs. JuND

6,2% vs. JuHD 6,7%).

4.2.3.2.4 Tumoridentifikation

Normale Jodversorgung (Jn)
Die Schilddrüsen der unter normaler Jodversorgung niedrigdosiert bestrahl-

ten Tiere (JnND) bildeten nach 55 Wochen und 110 Wochen in 50% der Fälle Plattene-
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pithelmetaplasien und nach 110 Wochen in einem Fall ein follikuläres Adenom aus. Bei

den hochdosiert bestrahlten Tieren (JnHD) wurden nach 55 Wochen und 110 Wochen

in 50% der Fälle follikuläre Adenome sowie je eine bzw. zwei Plattenepithelmetaplasien

identifiziert (Abb. 50A). Karzinome wurden jedoch nicht nachgewiesen. In einem Fall

bildete sich nach 55 Wochen im Grenzbereich zwischen Bestrahlungsfeld und unbe-

strahltem Gewebe ein Plattenepithelkarzinom der Schlundtaschen (Abb. 50B).

Abb. 50: Schilddrüsenkarzinome unter normaler Jodversorgung und 55 Wochen nach
hochdosierter Bestrahlung

Jodnormalversorgung: Jn, 7000 ng Jodid/100g KG/d, hochdosierte Bestrahlung:
4-6 Gy. A: Plattenepithelmetaplasie mit mehreren Dermoidzysten (DZ). B: Platte-
nepithelkarzinom der zervikalen Schlundtaschen. (x20)

Jodmangel (Jm)
Unabhängig von der Bestrahlungsdosis zeigten sich in den Jodmangeltieren

jeweils in den Gruppen JmND und JmHD nach 35 Wochen in 50%, nach 55 Wochen in

75% und nach 110 Wochen in 100% der Fälle adenomatöse follikuläre Neubildungen.

Nach der 110. Woche wurde in der Niedrigdosisgruppe (JmND) ein follikuläres, vorwie-

gend irregulär strukturiertes Schilddrüsenkarzinom mit Ausbildung von Pseudopapillen

und in der Hochdosisgruppe (JmHD) ein papilläres, vorwiegend follikulär aufgebautes

Schilddrüsenkarzinom gesichert (Abb. 51A). Zusätzlich fand sich nach 55 Wochen in

der JmHD Gruppe in einem Fall nahe der Grenze zwischen Bestrahlungsfeld und unbe-

strahltem Gewebe ein Adenokarzinom der Glandula submandibularis (Abb. 51B).

Jodüberschuß (Ju)
In den mit Jodüberschuß Bestrahlungsgruppen (JuND, JuHD) fanden sich ab

der 55. Woche in allen Schilddrüsen follikuläre Adenome. Nach 110 Wochen wurde in

einer Schilddrüse der niedrig bestrahlten Gruppe (JuND) ein follikuläres Karzinom mit

A B

DZ

DZ
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vorwiegendem insulären Typ identifiziert. Des weiteren fand sich bei demselben Tier ein

Plattenepithelkarzinom im parathyreoidalen Weichgewebe. Hochdosierte Bestrahlung

(JuHD) führte nach 110 Wochen in 75% der Fälle zur Ausbildung von Karzinomen. Da-

bei wurden ein follikuläres Karzinom und zwei papilläre Karzinome mit jeweils überwie-

gendem follikulärem Anteil von den Ratten ausgebildet (Abb. 52).

Abb. 51: Schilddrüsenkarzinome unter Jodmangel und Bestrahlung

Jodmangel: Jm, 420 ng Jodid/100g KG/d. A: follikuläres Schilddrüsenkarzinom mit
Ausbildung von Pseudopapillen, irreguläres Follikelmuster 110 Wochen nach nied-
rigdosierter Bestrahlung (1-2 Gy). B: Adenokarzinom der Glandula submandibularis
an der Grenze zwischen Bestrahlungsfeld und unbestrahltem Gewebe 55 Wochen
nach hochdosierter Bestrahlung (4-6 Gy). (x20)

Abb.: 52 Schilddrüsenkarzinome unter Jodsüberschuß und Bestrahlung

Jodüberschuß: Ju, 72000 ng Jodid/100g KG/d. A: follikuläres Schilddrüsenkarzi-
nom, kleinfollikulär-insulärer Typ 110 Wochen nach niedrigdosierter Bestrahlung
(1-2 Gy). B: papilläres Schilddrüsenkarzinom mit vorwiegend follikulärem Anteil
(FA), teilweise insulärer Typ (IT) 110 Wochen nach hochdosierter Bestrahlung (4-6
Gy). (x20)

A B

IT IT

FA

A B

A B
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4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur Untersu-

chung des Einflusses veränderter Konzentration sowie Präparation des Thyreotropins

(rekombinantes hTSH vs rTSH) und Applikationsart (pulsatil vs kontinuierlich) auf die

Funktion und die Histomorphologie der Thyreozyten zu untersuchen.

• Eine Veränderung der TSH-Plasmakonzentration im physiologischen Bereich kann

ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten verursachen.

• Sensitivierung oder Desensitivierung innerhalb des untersuchten Systems hängt

vom jeweiligen Applikationsmodus (kontinuierlich vs pulsatil), von der verwendeten

Dosis (niedrigdosiert vs hochdosiert) und von der eingesetzten Präparation (rTSH vs

rec hTSH) ab.

Ziel dieser weiteren tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur

Untersuchung der Umweltnoxen wie Jod und Bestrahlung auf die Schilddrüsenkarzino-

genese aufzubauen, um an diesen Tieren die Bedeutung früher Marker der thyreoidalen

Karzinogenese zu prüfen.

• Ein Jodüberschuß führte zur deutlichen Erhöhung der TSH-Plasmaspiegel ohne

Veränderung der Plasmaspiegel von T3 und T4.

• Jodmangel induzierte eine deutliche Verminderung der T3- und der T4-Plasmakon-

zentrationen, daraus resultierend einen Anstieg der TSH-Plasmaspiegel.

• Eine Bestrahlung aggraviert den Abfall der Schilddrüsenhormonspiegel und es findet

sich ein etwas stärkerer Anstieg der TSH-Plasmaspiegel.

• Zwei Jahre nach der Bestrahlung bildeten die Jodmangelschilddrüsen in 25% der

Fälle Karzinome aus. Niedrige Strahlendosen induzierten follikuläre, hohe Strahlen-

dosen papilläre Karzinome.

• Zwei Jahre nach der Bestrahlung bildeten die Schilddrüsen unter jodreicher Ernäh-

rung in 50% der Fälle Karzinome aus. Niedrige Strahlendosen induzierten follikuläre,

hohe Strahlendosen vorwiegend papilläre Karzinome.

• Euthyreose bietet den besten Schutz vor Strahlenfolgeschäden. In den jodnormaler-

nährten Ratten bildeten sich nach zweijähriger Latenzzeit nur in 25% der Fälle be-

nigne Neoplasien; es waren aber keine Karzinome zu diagnostizieren.
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5 Diskussion

Die Zellproliferation wird durch ein Netzwerk von zeitlich-räumlich strukturierten,

sich gegenseitig beeinflußenden Signalübertragungswegen gesteuert, welche hierarchisch

aufgebaut sind. Maligne Transformation kann als Störung in diesem Netzwerk von zel-

lulären Signaltransduktionssystemen zur Steuerung der Proliferation/Apoptose begriffen

werden, welche auf Grund einer genetischen Disposition und/oder eines umweltbe-

dingten Einflusses mit dem Verlust des Gleichgewichts zwischen Zellproliferation und

Zelluntergang einhergeht. Es führt zu einem Verlust der interzellulären Zellverbindun-

gen und Interaktionen der Tumorzellen mit der Basalmembran. Weitere Schritte umfas-

sen die Emigration der Zellen, der Wiedereintritt in die Gewebe und Bildung eines

zweiten Tumors. Die gestörte Funktion der Zelladhäsionsproteine, extrazellulären Ma-

trixproteine, zellulärer Proteinasen, Apoptosegene und anderer Peptidsignale ist we-

sentlicher Bestandteil der Tumorentwicklung und Tumormetastasierung. Die Analyse

dieser Faktoren läßt darüber hinaus neue Erkenntnisse zur Tumorsensitivität gegenüber

Therapiestrategien und die Entwicklung kausal begründbarer präventiver Therapien bei

Maladaptationsvorgängen im Verlauf der Tumorgenese erhoffen.

Die pathophysiologische Basis für die bisher ausgeübte medikamentöse The-

rapie differenzierter Schilddrüsenkarzinome ist die Vorstellung, das veränderte Signal-

transduktionssystem modulieren zu können, indem die Proliferationsstimulation durch das

thyreotrope Hormon (Schilddrüsen-stimulierendes Hormon, Thyreotropin, TSH) ausge-

schaltet wird. Dieses Vorgehen wird zwar durch klinische Beobachtungen gestützt, ist aber

bislang nicht sicher experimentell belegt.

Experimentelle Studien zum Prozeß des Wachstums von Tumoren und vor

allem der Bildung von Metastasen sind zwingend notwendig, um Fortschritte in der Tu-

morbekämpfung erreichen zu können, Ansatzpunkte für eine verbesserte Diagnostik,

zur Überwachung von Therapien und für eine mögliche neue effektivere Therapie zu

erarbeiten.
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5.1 Zellbiologische Untersuchungen

Das Ca2+-abhängige Zell-Zell-Adhäsionsprotein E-Cadherin spielt wahr-

scheinlich eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der Follikelstruktur. Sowohl

auf der Ebene der Transkription von E-Cadherin wie auch immunhistochemisch ließ

sich eine starke Expression des Proteins in normalen Schilddrüsenzellen nachweisen,

während differenzierte Schilddrüsenkarzinome einen variablen und anaplastische,

undifferenzierte Tumore einen vollständigen Verlust der Expression aufwiesen (siehe

Abb. 3). Eine verringerte Expression von E-Cadherin korreliert in Schilddrüsentumoren

mit einer hohen Aggressivität und Invasivität. Studien an Schweineschilddrüsenzellen in

einem in-vitro-System haben gezeigt, daß die Fähigkeit der Zellen, Kontakte auszu-

bilden und zu einem einheitlichen Zellverband zusammenzuwachsen, wesentlich von

der extrazellulären Ca2+-Konzentration an der basolateralen Seite der Zellmembran

abhängt (Munari-Salem et al., 1990; Nilsson 1991; Nilsson et al., 1991). Die Lokali-

sation von E-Cadherin an der basolateralen Membran von Thyreozyten (Brabant et al.,

1991; Yap et al., 1995) sowie die Dysregulation in Schilddrüsenkarzinomen sind weitere

Hinweise auf den wichtigen Einfluß, den E-Cadherin funktionell und biochemisch bei

Entstehung der Schilddrüsentumoren hat (Hoang-Vu et al., 1993). Die Expression von

E-Cadherin scheint mit der Dedifferenzierung, Progression sowie Metastasierung der

Schilddrüsenkarzinome assoziiert zu sein.

In differenzierten Schilddrüsentumorzellen kann eine Re-Expression von E-

Cadherin unter Behandlung mit cAMP-spezifischen Aktivatoren wie Forskolin oder TSH,

solange TSH-Rezeptor noch vorhanden ist, induziert werden (siehe Abb.4 und 5). TSH

kann als ein Stimulator angesehen werden, der sowohl die mRNA- als auch die Protein-

expression von E-Cadherin induziert. Im Gegensatz dazu sind Substanzen wie

epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), fötales Kälberserum (FCS) und Phorbolester

(PMA), die bei Hundeschilddrüsenzellen Proliferation und Dedifferenzierung auslösen,

in der Lage, die steady-state-mRNA-Spiegel und die Proteinexpression von E-Cadherin,

wie in Abb. 5 dargestellt, zu unterdrücken (Dumont et al., 1992; Maenhaut et al., 1992;

Brabant et al., 1995). Die morphologischen Veränderungen, Zell-Zell-Adhäsion und

Follikelausbildung, die unter Kulturbedingungen beobachtet werden, unterstützen die

These, daß E-Cadherin wesentlichen Einfluß auf die Regulation der Schilddrüsen-

funktion hat (Yap et al., 1995).
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EGF down-reguliert die E-Cadherin-Expression in humanen Schilddrüsen-

zellen (Brabant et al., 1995, siehe Abb. 5). Der Einfluß von EGF ist spezies-spezifisch,

denn an Schilddrüsenzellkulturen vom Schwein kann durch EGF keine Dedifferenzie-

rung ausgelöst werden (Nilsson et al., 1994). EGF-Rezeptor, wie TSH-Rezeptor oder E-

Cadherin in Thyreozyten sind an der basolateralen Zellmembran lokalisiert. Unter Thy-

roxinbehandlung nimmt die lokale Konzentration von EGF-mRNA zu und EGF wirkt

auto-/parakrin an der Regulation der Schilddrüsenfunktion mit (Ozawa et al., 1991;

Sheflin et al., 1993). Untersuchungen an Zellinien weisen darüber hinaus eine enge

Verknüpfung von EGF-Rezeptor und ß-Catenin nach (Hoschuetzky et al., 1994). ß-

Catenin gehört zusammen mit αααα- und γγγγ-Catenin zur Gruppe der Proteine, die ein Binde-

glied zwischen der zytoplasmatischen Domäne von E-Cadherin und den Aktinfilamen-

ten des Zytoskeletts herstellen. ß-Catenin, ein Homolog des Drosophila-Proteins Arma-

dillo, ist eine Komponente des wnt-Signaltransduktionsweges, der für die Differenzie-

rung der epithelialen Zellen wichtig ist. Aufgrund der räumlichen Nähe ist es nicht ver-

wunderlich, daß EGF die Zell-Zell-Adhäsion auf diesem Weg reguliert, dabei induziert

EGF die Phosphorylierung der Tyrosinreste von ß- und γγγγ-Catenin (Behrens et al., 1993;

Hoschuetzky et al., 1994; Shiozaki et al., 1995). Die von uns dargelegten Daten, daß

durch EGF die E-Cadherin-Expression in den Schilddrüsentumoren gestört wird, unter-

stützt die Ergebnisse dieser Untersuchungen.

E-Cadherin gehört wie Thyreoglobulin (Tg) zu den von cAMP regulierten Ge-

nen, deren Transkription indirekt durch Induktion eines Transkriptionsfaktors beeinflußt

wird (Hansen et al., 1988). Die molekularen Mechanismen der Regulation von E-

Cadherin durch TSH/Forskolin sind dagegen bisher nicht bekannt. In der Promotorregi-

on des E-Cadherin-Gens existiert ein modulärer Aufbau mit negativ und positiv regulie-

renden Anteilen, dessen zentrales Element eine palindrome Sequenz (E-pal) bindet

(Behrens et al., 1991). Neben NFκB, SP1, EGR1 (Nollet et al., 1996), bindet als Trans-

kriptionsfaktor vermutlich insbesondere AP2 an zwei unabhängigen Stellen der Promo-

torregion (Behrens et al., 1991). In-vitro Studien haben gezeigt, daß AP2 die Wirkung

von cAMP auf die Transkription funktioneller Gene vermittelt (Park & Kim, 1993; de

Bustros et al., 1992). Es kann somit spekuliert werden, daß die Induktion von AP2 durch

TSH über cAMP als mögliche Signaltransduktionskaskade für die Stimulation der E-

Cadherin-Expression bei der Schilddrüse in Frage kommt.
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CD97 ist ein heterodimeres Glycoprotein, bei dem die glykosylierte αααα-Kette

dem extrazellulären Anteil entspricht und die unglykosylierte ß-Kette den transmem-

branösen Anteil repräsentiert. Auf der Basis dieser Struktur ist eine duale

Ligandeninteraktion für CD97 vorstellbar: Bindung an andere Zelloberflächenmoleküle

oder Komponenten der extrazellulären Matrix über die EGF-Domäne und als Hormon-

Rezeptorfunktion der TM7 Region.

CD97 konnte in Strumageweben nicht nachgewiesen werden,

differenzierte papilläre und follikuläre Karzinome zeigten keine oder nur eine geringe

Reaktivität für CD97, undifferenzierte Karzinome wiesen dagegen eine Expression von

CD97 auf. Vergleichsuntersuchungen zwischen normalen und neoplastischen Geweben

desselben Patienten machen deutlich, daß das CD97-Antigen parallel mit zunehmender

Aggressivität der Schilddrüsenkarzinome stärker exprimiert wird (siehe Abb. 6). CD97

repräsentiert damit möglicherweise einen zusätzlichen Marker für Klassifikation, Staging

und Subtypisierung von 3 thyreozytären Schilddrüsenkarzinomen.

Das CD97-Molekül besteht aus einem extrazellulären, einem intrazellulären

und einem 7-transmembranösen Anteil, welcher dem TSH-Rezeptor ähnelt. Die extra-

zelluläre Region hat eine 3-5 Ca2+-bindende EGF-ähnliche Domäne und einen RGD-

Motiv (Arg-Gly-Asp), welcher eine Erkennungssequenz für Integrin hat (Hamann et al.,

1995). Aufgrund seiner strukturellen Besonderheit kann das CD97-Protein an einer

Protein-Protein-Wechselwirkung mitwirken oder an Adhäsionsmoleküle gebunden

werden. Unsere Daten zeigten, daß Zellinien eines follikulären Karzinoms (FTC-133;

siehe Abb. 7) und eines undifferenzierten Schilddrüsenkarzinoms (8505C, Bull et al.,

1998) eine deutliche Expression von CD97 aufweisen. Im Gegensatz zu E-Cadherin ist

CD97 durch cAMP/PKA-abhängige Aktivatoren wie TSH oder Forskolin nicht

stimulierbar. Durch eine PMA-Behandlung zeigen die Zellen weniger CD97-Expression,

was möglicherweise auf eine Internalisation zurückzuführen ist und gleichzeitig auf die

Transduktionskaskade über Proteinkinase C hindeutet.

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) stimuliert das Wachstum der

Thyreozyten und induziert gleichzeitig eine Dedifferenzierung der Schilddrüse (Aasland

et al.,1988; Zielke et al., 1999). An der follikulären Karzinomzellinie FTC-133 steigert

EGF die CD97-Dichte (Abb. 7) und vermindert gleichzeitig die Expression von E-

Cadherin (Abb. 5). Im Gegensatz dazu führt all-trans Retinsäure, die in-vitro (Schreck et

al., 1994) und in-vivo eine Redifferenzierung in Schilddrüsentumorzellen induzieren
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kann (Simon et al., 1996), auf FTC-133 Zellen zu einer verminderten CD97 bei gleich-

zeitig erhöhter E-Cadherin-Expression (siehe Abb. 5 und 7).

Eine der wichtigsten Voraussetzungen für die Metastasierung ist eine Aktivie-

rung lokal produzierter proteolytischer Enzyme, welche Invasion und einen Abbau der ex-

trazellulären Matrix bewirken. Zu diesen Enzymen zählen die Metalloproteinasen. Die Ma-

trix-Metalloproteinase-Familie (MMP) gehört zu den Zink-Atom-abhängigen Endopeptida-

sen. Sie besteht aus 14 Enzymen und wird in 5 Gruppen eingeteilt: Kollagenasen, Gelati-

nasen, Stromelysine, Elastasen und Membrane-type-MMPs (MT-MMP). Alle Enzyme

werden in Form eines Proenzyms (Zymogen) innerhalb des Zytoplasmas sezerniert und

extrazellulär aktiviert. Die Aktivierung und die enzymatische Aktivität von MMPs, insbe-

sondere MMP 9 und MMP 2, werden von der jeweiligen endogenen Tissue Inhibitor Me-

talloproteinase 1 -3 (TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3) reguliert.

Fast alle Schilddrüsenkarzinomgewebe zeigten eine starke Expression von

MMP-2 und MMP-9. Zwischen Primärtumoren und Rezidiven konnten wir keinen signifi-

kanten Unterschied in der Expression der Proteinasen feststellen (siehe Tab. 4 und 5).

Es zeigte sich keine Assoziation zwischen der Expression der Proteinasen und der

Tumorgröße oder einer Lymphknotenbeteiligung (siehe Tab. 6 –9). Das Transkript von

MT1-MMP, MMP-2 sowie TIMP-1 und -2 wurde, unabhängig von einer Vorbehandlung

mit 1 µM all-trans-Retinsäure für 72 Stunden und von der 24-stündigen Stimulation mit

Re- oder Dedifferenzierungsfaktoren, unverändert exprimiert (siehe Tab. 10). Dies läßt

vermuten, daß MT1-MMP, MMP-2 sowie TIMP-1 und -2 ubiquitär und nicht durch

schilddrüsengängige Aktivatoren regulierbar sind. Während unter Basalbedingungen

mRNA von MMP-1 und –9 sowie TIMP-3 in der FTC-133 nicht detektierbar waren, indu-

zierte eine Behandlung mit PMA oder EGF für 24 Stunden eine mRNA-Expression von

MMP-1 und MMP-9 (siehe Tab. 10).

Die unterschiedliche Regulation von MMPs könnte dadurch erklärt werden,

daß MMP-1 und -9 am wenigsten eine AP-1 (activator protein-1)-Stelle und mehrere

Bindungsmotive für den Transkriptionsfaktor PEA-3 (polyoma enhancer activator-3) in

der Nähe des Transkriptionsstartes besitzen (Ries & Petrides, 1995). Im TIMP-2-

Promotor ist das AP-1-Motiv ein Bestandteil der inhibitorischen Sequenz und nicht as-

soziiert mit dem PEA-3-Motiv, während dem MMP-2-Promotor sowohl ein AP-1-Motiv in

der Nähe des Transkriptionsstartes als auch eine TATA-Box fehlt. Es ist somit eine

strukturelle Ähnlichkeit mit dem Aufbau des Promotors verschiedener „house keeping
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genes“ gegeben (Borden & Heller 1997) und eine ubiquitäre Expression von MMP-2 zu

erwarten.

Die Ergebnisse zeigen, daß die Expression der Matrixmetalloproteinasen mit

dem malignen Verhalten der Schilddrüsenkarzinome assoziiert ist. Ein eindeutiger Zu-

sammenhang mit dem pTNM-Stadium ließ sich nicht darstellen. Mit Ausnahme der me-

dullären Schilddrüsenkarzinome entspricht die MMP-2-Expression nicht dem übrigen

Verteilungsmuster, so daß anzunehmen ist, daß medulläre Schilddrüsenkarzinome ei-

nem anderen Metastasierungsregime folgen als die anderen thyreoidalen Neoplasien.

In der Schilddrüse ist Apoptose ein Hauptfaktor des Zellverlustes im Zu-

sammenhang mit der Strumabildung und -involution (Tamura et al., 1998). Dagegen

gibt es bislang kaum Erkenntnisse über die Rolle von Apoptose in Schilddrüsenkarzi-

nomen. Bröcker et al. (1996) konnten zeigen, daß bei einem komplizierten Muster ver-

änderter Expression verschiedener pro- bzw. anti-apoptotischer Proteine der bcl-2-

Familie, eine verringerte Konzentration an pro-apoptotischem bax-Protein in Schilddrü-

senkarzinomen verglichen mit Schilddrüsenadenomen resultiert (Bröcker et al., 1996).

Die Initiation des Apoptosesignals erfolgt z.B. durch den membranständigen Fas-

Rezeptor. Dabei wird das apoptotische Signal durch Bindung intrazellulärer Adapter-

moleküle an die sogenannte „Death-Domain“ des Fas übertragen. Die physiologische

Aktivierung von Fas erfolgt durch FasL, ein Typ-II-Membranprotein, das überwiegend

von aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird. Neben FasL könnten

auch andere Liganden von „Death-Domain“-Rezeptoren (ddRs) der TNF/NGF-

Rezeptor-Familie als Beteiligte an der Sensitivität von Tumoren gegenüber Chemothe-

rapeutika vermutet werden, besonders der Ligand TRAIL (TNF-related-apoptosis-

inducing-ligand). Die Apoptoseauslösung durch TRAIL erfolgt über die ddRs DR4 und

DR5, die als funktionelle Homologe zu Fas gesehen werden können und die in Tumor-

zellen vermehrt vorgefunden werden. Ein wichtiger Unterschied zwischen dem

Fas/FasL- und dem TRAIL-System liegt wahrscheinlich in der Regulation der Ligand-

verfügbarkeit an den jeweiligen Apoptoserezeptoren durch andere Ligand-bindende

Proteine.

Fas und die erwähnten TRAIL-Rezeptoren werden, wie in der Schilddrüse

(siehe Abb. 12-15), in vielen anderen Geweben konstitutiv exprimiert (Nagata & Gold-

stein, 1995; Pan et al., 1997a,b; Screaton et al., 1997). Über die Expressionsregulation

der zugehörigen Liganden (FasL und TRAIL) in Zellen außerhalb des Immunsystems
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gibt es kaum Daten (Nagata & Goldstein, 1995; Nagagta, 1996; Pitti et al., 1996; Wiley

et al., 1995).

In einer Reihe von Tumorzellinien und ex-vivo Tumorzellen wurde gezeigt,

daß Chemotherapeutika Apoptose über die Aktivierung von Fas durch FasL mit unter-

schiedlichen Schädigungsmechanismen auslösen (Friesen et al., 1996,1997; Fulda et

al., 1997; Herr et al., 1997). Diese Tumorzellen entwickeln eine Kreuz-Resistenz sowohl

gegen Fas- als auch gegen Chemotherapeutika-induzierte Apoptose durch die Aus-

schaltung bestimmter Caspasen, die für Apoptose unerläßlich sind (Los et al., 1997).

Die Caspase-Ausschaltung vermittelt neben der Resistenz gegenüber unterschiedlichen

Chemotherapeutika auch einen Selektionsvorteil für Tumorzellen auch unter Chemothe-

rapeutika-freien Wachstumsbedingungen in-vitro (Antoku et al., 1997).

Neben derartigen experimentellen Veränderungen im Effektor-Apparat der

Apoptose gibt es sehr unterschiedliche konstitutive Fas-Sensitivitäten vom hepatozel-

lulären Karzinom (Strand et al., 1996), Gliom (Weller et al., 1997) oder vom Lymphom

(Xerri et al., 1997). Diese Unterschiede sind nur zum Teil erklärbar durch unterschiedli-

che Fas-Expression oder durch Expression von Fas-Splice-Varianten, denen die Do-

mäne zur Verankerung in der Zellmembran fehlt und die deshalb als lösliche Fas-

Analoga um die Bindung von FasL kompetieren und so als lösliche Fas-Antagonisten

wirken können (Cascino et al., 1995, 1996; Cheng et al., 1994; Liu et al., 1995; Papoff

et al., 1996). Schließlich gibt es Beispiele von Chemotherapeutika-induzierter Tumor-

Apoptose, welche nicht auf der parakrinen Interaktion von Fas und FasL beruhen (Fulda

et al., 1997). In diesem Zusammenhang könnte bedeutsam sein, daß neben FasL auch

andere Liganden von „Death-Domain“-Rezeptoren der TNF/ NGF-Rezeptor-Familie als

Beteiligte an der Sensitivität von Tumoren gegenüber Chemotherapeutika vermutet

werden (Krammer, 1997), insbesondere der Ligand TRAIL (TNF-related-apoptosis-

inducing-ligand, Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995) mit den Rezeptoren DR4, DR5 und

DcR1 (Pan et al., 1997a,b; Sheridan et al., 1997).

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daß die Transkripte des Liganden

TRAIL, des Rezeptors DR4 und des Köderrezeptors DcR1 zwar nicht gleichmäßig, aber

in allen Geweben exprimiert wurden. Die Expression des Rezeptors DR5 wurde in un-

terschiedlichem Ausmaß in differenzierten Karzinomen vermindert, war aber gleichmä-

ßig in undifferenzierten Karzinomen nachweisbar. Fas- und FasL-mRNA wurden in ma-

lignen Tumoren unterschiedlich exprimiert (siehe Abb. 12 - 15). Mit zunehmender De-

differenzierung wurde die Expression von Fas herabgesetzt, aber von FasL hoch regu-
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liert (siehe Abb. 16). Dieses könnte eine Erklärung für die je nach Differenzierungsgrad

des Tumors unterschiedliche Ansprechbarkeit auf Chemotherapie sein (Schlumberger,

1998). Während die DR5-mRNA in 60% der differenzierten Tumoren nachweisbar war,

scheint das Transkript von TRAIL und DR4 unabhängig von Histotyp ubiquitär expri-

miert zu sein.

Weitere experimentelle Studien zum Prozeß des Wachstums von Tumoren

und vor allem der Bildung von Metastasen sind zwingend notwendig um die Frage zu

klären, welche physiologische Bedeutung die Expression von DR5, DR4 sowie ihrem

Ligand TRAIL, insbesondere aber welche biologische Relevanz die Expression von

CD97 und FasL sowie dem Köderrezeptor DcR1 für die Aggressivität, Invasivität sowie

die Metastasierung der Schilddrüsenkarzinome hat.

5.2 Tierexperimentelle Untersuchungen

Die zu einem klinisch manifestierten Tumorwachstum initiierenden Verände-

rungen der Homöostase zwischen Apoptose und Proliferation in den untersuchten hu-

manen Geweben ist bereits abgelaufen, so daß eine schrittweise Untersuchung der

Tumorgenese nicht mehr möglich ist. Andererseits die pathophysiologische Basis für die

bisher ausgeübte medikamentöse Therapie differenzierter Schilddrüsenkarzinome ist die

Vorstellung, das veränderte Signaltransduktionssystem modulieren zu können, indem die

Proliferationsstimulation durch das thyreotrope Hormon (Schilddrüsen-stimulierendes

Hormon, Thyreotropin, TSH) ausgeschaltet wird. Dieses Vorgehen wird zwar durch klini-

sche Beobachtungen gestützt, ist aber bislang nicht sicher experimentell belegt.

Aus diesem Grund wurde ein tierexperimentelles Modell etabliert, welches

erlaubt, die durch exogene Einflüsse sequentiellen Veränderungen bei der Entstehung

von Schiddrüsenneoplasien in-vivo unter kontrollierter Jodzufuhr sowohl auf histologi-

scher, hormonaler als auch auf molekularer Ebene zu analysieren.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten

• ein in-vivo-Bioassay zur Untersuchung der hypothalamo-hypophysär-thyreoidalen

Achse entweder durch indirekte (über die TRH-Applikation) oder direkte (über die
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TSH-Applikation) Modulation des Zielorgans Schilddrüse in unterschiedlicher Modi

(kontinuierliche vs. pulsatile Infusion) und

• ein Tiermodell zur sequentiellen Untersuchung der Pathogenese der Schilddrüsen-

neoplasie, unter dem Einfluß einer externen Bestrahlung der normalen sowie der

unter Jodmangel hyperaktiven Schilddrüsenzellen bzw. der Möglichkeit einer protek-

tiven Wirkung einer Jodsupplementation.

5.2.1 Tiermodell zur Untersuchung der hypothalamo-hypophysär-
thyreoidalen Achse

Die im Rahmen dieser Arbeit angewandte Vorgehensweise zeichnet sich durch

einige Besonderheiten gegenüber den anderen Verfahren aus: Die Katheterisierung er-

folgte aufgrund der gewählten Längenabmessungen des Katheters über die Vena jugula-

ris externa bis in die oberen Anteile der Vena cava superior. Durch die zentralvenöse Lage

der Katheterspitze konnte der Katheter sowohl für die Applikation der verschiedenen Prä-

parationen als auch für die Gewinnung venöser Blutproben genutzt werden, was bei peri-

phervenöser Lage nicht oder nur eingeschränkt möglich wäre. Der Katheter wurde durch

die im Bereich der Nackenhaut subkutan plazierte Silikonscheibe und durch die kaudale

Naht intravasal fixiert, während die Katheterspitze frei im Blutstrom flottierte. Durch den

Aufbau der Katheterummantelung und die Befestigung der Katheterkonstruktion außer-

halb des Käfigs über ein Gummiband waren die Tiere in ihrer Beweglichkeit praktisch nicht

eingeschränkt. Ein wesentlicher Unterschied gegenüber den anderen Verfahren lag wei-

terhin darin, daß die Versuchstiere während der gesamten Dauer des Versuches weder

für die Applikation der zu untersuchenden Präparationen noch für die Gewinnung der

Blutproben immobilisiert werden mußten, somit keiner zusätzlichen Streßsituation ausge-

setzt wurden.

Die Anwendung dieses Modells der zentralvenös dauerkatheterisierten Ratte

eröffnet die Möglichkeit einer langfristigen Modulation der hypothalamo-hypophysär-

thyreoidalen Achse und eines parallelen Monitoring der Stimulation des Zielorgans Schild-

drüse. Gleichzeitig wurde ein differentieller Eingriff sowohl auf hypothalamischer Ebene

über die Applikation von Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) als auch auf hypophysä-

rer Ebene über die Applikation von Thyreotropin (TSH) möglich.
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Unter Belassung physiologischer Rückkopplungsverhältnisse entlang der hy-

pothamo-hypophysär-thyreoidalen Achse wurde die TRH-Infusion als eine indirekte Mo-

dulation des Zielorgans Schilddrüse über die Induktion der Freisetzung von endogenem,

spezieseigenem TSH eingesetzt. Der experimentelle Angriff galt also der hypothalami-

schen Ebene, und die nach TRH-Gabe folgende Freisetzung von endogenem, bioaktiven

Thyreotropin zog Funktions- und Strukturänderungen auf thyreoidaler Ebene nach sich.

Die physiologische Stimulationssequenz entlang der hypothamo-hypophysär-thyreoidalen

Achse blieb somit erhalten. Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich lediglich hin-

sichtlich der zeitlichen Verteilung der applizierten TRH-Gesamtdosis, wobei einerseits

kontinuierlich und andererseits unter Verwendung eines pulsatilen Musters stimuliert wur-

de. Das verwendete Modell entsprach somit dem im Rahmen verschiedener Untersu-

chungen erarbeiteten Konzept eines hypothalamischen, TRH-mediierten Regulationsme-

chanismus der in einem physiologischen Kontext nachweisbaren pulsatilen Thyreotropin-

sekretion (Willoughby et al., 1977; Brabant et al., 1991).

Ein wichtiger, die Effektivität der kontinuierlichen bzw. pulsatilen Stimulation

zusätzlich modifizierender Faktor könnte die Alteration des Musters der Oligosaccharid-

seitenkette von Thyreotropin durch Thyreotropin-Releasing-Hormon und eine hieraus re-

sultierende unterschiedliche Plasmahalbwertszeit und Bioaktivität sein, welches die Effek-

tivität der kontinuierlichen bzw. pulsatilen Stimulation verändert (Menezes-Ferreira et al.,

1986; Taylor & Weintraub, 1989). Denkbar ist auch eine durch verschiedene zeitliche Mu-

ster der TRH-Stimulation induzierte Modulation der Synthese und der Sekretion von hin-

sichtlich des Aufbaus der Oligosaccharidseitenketten unterschiedlichen Thyreotropinspe-

zies (Weintraub et al., 1980; 1983) und eine damit resultierende unterschiedliche Plasma-

halbwertszeit und Bioaktivität der sezernierten Glykosylierungsvarianten (Berman et al.,

1985; Thotakura et al., 1992). Sie nehmen damit einen entscheidenden Einfluß auf die

funktionelle und morphologische Veränderung der Thyreozyten und modifizieren auch die

biologische Antwort sowie die Ansprechbarkeit des Gesamtsystems. Durch unterschiedli-

che Stimulationsmuster mit TRH ist eine differentielle Beeinflussung der Schilddrüsen-

funktion und –struktur möglich. Dieser Zusammenhang ist ein möglicher Erklärungsansatz

für eine funktionelle Überlegenheit eines physiologischen, pulsatilen gegenüber einem

unphysiologischen, nicht-pulsatilen, kontinuierlichen Stimulationsmusters, die auch in zahl-

reichen anderen hormonell regulierten Systemen dargestellt wurden (Clark et al., 1985;

Shupnik, 1990; Wagner & Filicori, 1987; Waxmann et al., 1991).
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Die Überlegenheit der pulsatilen Applikation gegenüber dem der kontinuierli-

chen Infusion konnte auf hypophysärer Ebene im Verlauf der rTSH-Plasmaspiegel nach-

gewiesen werden: zwischen dem zweiten und fünften Behandlungstag ist ein Anstieg un-

ter pulsatiler TRH-Infusion zu verzeichnen, während unter kontinuierlicher Infusion ein

Abfall der rTSH-Konzentrationen beobachtet wird (siehe Abb. 24). Ein vergleichbarer Vor-

gang konnte auf thyreoidaler Ebene beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrolle hatte

die kontinuierlichen Gruppe eine signifikant erhöhte T4-Konzentration nur an einem Tag

(siehe Abb. 23). Die T4-Erhöhung, welche durch Immunogold-T4-Markierung bestätigt

wurde (siehe Abb. 35), war bei der pulsatilen Behandlungsgruppe in der gesamten Ver-

suchsdauer erkennbar. Überraschend war kein Anstieg der T3-Plasmakonzentrationen bei

kontinuierlicher und bei pulsatiler TRH-Infusion erkennbar, obwohl T3 ein wesentliches

Sekretionsprodukt in der Rattenschilddrüse ist (Chamoin et al., 1993) und unter TSH-

Stimulation ein Anstieg der Konversion von T4 in T3 festgestellt wurde (Eriksson et al.,

1982; Wu, 1983; Köhrle, 1990). Diese Diskrepanz kann dadurch erklärt werden, daß durch

die TRH-Infusion die endogenen TSH-Spiegel erreicht wurden, die innerhalb der zirkadia-

nen Rhythmik des Hormons in einem physiologischen Zusammenhang beobachtet wer-

den können (Bakke & Lawrence, 1965; Fukuda et al., 1975; Rook et al., 1979; Wong et

al., 1983). Andererseits wurden im Rahmen der thyreoidalen Stimulation in anderen Studi-

en 10fach bis 1000fach höhere TSH-Konzentrationen (Gerber et al., 1981) eingesetzt,

oder durch die Thyreostatika-Gabe in-vivo stimulierte endogene TSH-Plasmaspiegel bis in

den hypothyreoten Bereich (Stübner et al., 1987). In beiden Fällen könnte eine Übersti-

mulation der Schilddrüse mit einer herabgesetzten Jodverfügbarkeit und einem Anstieg

auch der T3-Plasmaspiegel eingetreten sein, während im Rahmen der vorliegenden Un-

tersuchung nur eine sehr geringe Erhöhung der endogenen TSH-Plasmaspiegel zu ver-

zeichnen war. Dieses Phänomen wurde auch in klinischen Studien beobachtet, die durch

eine infolge einer Keimbahnmutation beobachtete konstitutionelle Aktivierung des TSH-

Rezeptors und der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade gekennzeichnet wurden

(siehe dazu 1.1; Thomas et al., 1982; Duprez et al., 1994).

Nach einer Applikation eines hochdosierten TRH-Bolus am Ende der Infusi-

onsphase ergaben sich auch hier Hinweise für eine funktionelle Überlegenheit des

pulsatilen gegenüber dem kontinuierlichen TRH-Applikationsmodus (siehe Abb. 27).

Einerseits war der durch den TRH-Bolus induzierte Anstieg der endogenen rTSH-

Plasmakonzentrationen der kontinuierlichen Gruppe deutlich niedriger als der von der

pulsatil TRH-infundierten Gruppe. Andererseits war der TRH-Bolus induzierte Anstieg
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der rTSH-Spiegel in der pulsatil TRH-infundierten Gruppe im Vergleich zur entspre-

chenden Kontrollgruppe fast identisch, während die Ansprechbarkeit auf den TRH-

Bolus in der kontinuierlich infundierten Gruppe deutlich reduziert ausfiel. Diese unter-

schiedliche Effektivität könnte dadurch erklärt werden, daß, wie oben ausgeführt, die

unterschiedlichen Applikationsmuster eine differentielle Modulation des Aufbaus der

Oligosaccharidenseitenkette des infolge der TRH-Gabe sezernierten hypophysären

Thyreotropins bewirken und auf daraus resultierende unterschiedliche Plasmahalb-

wertszeit und Bioaktivität zurückzuführen sind.

Um den Einfluß struktureller Modifikationen experimentell zu untersuchen,

wurde ein zweites Tiermodell etabliert, welches eine in-vivo-Untersuchung direkter Sti-

mulation auf hypophysärer Ebene und einen Vergleich zweier strukturell verschiedener

Thyreotropinspezies mit unterschiedlicher und definierter Bioaktivität ermöglicht. Die

innerhalb eines in-vitro-Ansatzes ermittelte Bioaktivität am Beispiel des rekombinanten

humanen follikelstimulierenden Hormons oder des rekombinanten humanen Thyreotro-

pins stimmte mit der in einem in-vivo-Ansatz nicht überein (Galway et al., 1990; Szkud-

linski et al., 1993), da die beobachteten Unterschiede auf die nur im in-vivo-Ansatz in-

nerhalb des Gesamtorganismus berücksichtigte Metabolisierungskinetik der unter-

suchten Hormone zurückzuführen waren, die ihrerseits wesentlich von der Struktur der

komplexen Kohlenhydratseitenkette bestimmt wurde. Eine gültige Aussage bezüglich

Bioaktivität einer untersuchten Glykoproteinhormonpräparation kann somit nur bei der

Testung in-vivo erzielt werden.

Zur Untersuchung der Bioaktivität von TSH wurde über viele Jahre der

Bioassay nach McKenzie verwendet (McKenzie, 1958). Dabei wurde in einem Maus-

modell die Aufnahme von radioaktiv markiertem Jod in die Schilddrüse und die folgende

Freisetzung unter Stimulation mit Thyreotropin untersucht. Die arbeitsintensiven Vorbe-

reitungen und die Verwendung von radioaktiven Isotopen limitierten die Anwendung

dieses Verfahrens. Ein Bioassay, der sich bei ausreichender Sensitivität und Rentabili-

tät des Verfahrens für die routinemäßige Testung von hypophysären und rekombinan-

ten TSH-Präparationen geeignet ist, wurde erst von der Arbeitsgruppe um B. Weintraub

modifiziert (East-Palmer et al., 1995). Das Protokoll zur Suppression der hypophysären

Aktivität ist identisch mit dem in dieser Arbeit angewendeten Protokoll. Die Vorteile die-

ses Verfahrens sind die einfache Durchführbarkeit, die Vermeidung von radioaktivem

Abfall und die Sensitivierung der Schilddrüse gegenüber einer exogenen Stimulation.
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Eine hypophysäre spezieseigene und eine rekombinante humane TSH-

Präparation wurden jeweils in einer niedrigen und einer hohen Konzentration getestet.

Das durch hohen Anteil an in N-Acetyl-Neuraminsäuregruppen terminierenden Oligo-

saccharidseitenketten charakterisierte, rekombinante hTSH (rec-hTSH) kann als Modell

für das bei Vorliegen einer Hypothyreose sezernierte TSH angesehen werden (Gyves et

al., 1990), für das eine deutlich verlangsamte Metabolisierungskinetik relativ zum bei

Euthyreose bereitgestellten TSH nachgewiesen wurde (Constant & Weintraub, 1986).

Durch den Vergleich dieses rec-hTSH mit dem rasch metabolisierten rTSH, dessen Ge-

halt an in N-Acetyl-Neuraminsäuregruppen terminierenden Oligosaccharidseitenketten

niedriger ist, konnte eine Gegenüberstellung eines verzögerten und eines raschen Ab-

falls der TSH-Plasmaspiegel nach pulsatiler Applikation erfolgen. Das Stimulationsmu-

ster wurde durch Verwendung eines vierzigminütigen Zyklus dem für die Ratte nachge-

wiesenen Muster der LH-Freisetzung (Ellis & Desjardin, 1982) und der unter den Hy-

pothyreose-Bedingungen untersuchten TSH-Freisetzung (Bruhn et al., 1992) angenä-

hert.

Unter niedrigdosierter rTSH-Infusion ist ein Vorteil eines der beiden Infusi-

onsmodi gegenüber der Kontrolle nicht erkennbar. Ein rTSH-Bolus induzierte jedoch

eine höhere Responsivität des zuvor pulsatil stimulierten Systems. Eine Erhöhung der

infundierten rTSH-Konzentration erbrachte weitere Hinweise auf höhere Effektivität der

pulsatilen gegenüber der kontinuierlichen Gabe. Diese wurden zusätzlich durch die T4-

Antwort auf rTSH-Bolus bestätigt. Der Wechsel der TSH-Präparation verursachte eine

Verschiebung des Zeitpunkts erreichter maximaler Unterschiede zwischen beiden Ap-

plikationsmodi, bei niedriger Dosierung am Tag 2 auf den Tag 4 bei hoher Dosierung. In

diesem Zeitraum wurde ein Abfall bei der kontinuierlichen aber ein Anstieg der T4-

Plasmaspiegel bei der pulsatilen Infusionsgruppe festgestellt. Das bedeutet, daß konti-

nuierliche Infusion zu einer Desensitivierung und pulsatile Applikation zu einer weiteren

Stimulation führte. Ein TSH-Bolus am Ende der Behandlungsphase konnte in beiden

Gruppen keine weitere Erhöhung der T4-Konzentrationen bewirken, sondern eine

Desensitivierung, die wahrscheinlich durch die lange Plasmahalbwertszeit des rec-

hTSH bedingt ist.

Die Beteiligung von TSH bei der Kontrolle des Schilddrüsenwachstums ist

noch nicht eindeutig geklärt. Überwiegende Studien ergaben Hinweise für eine prolife-

rationsfördernde Wirkung von TSH (Übersicht siehe Dumont et al., 1992). In in-vitro-

Zellsystemen verschiedener Spezies konnte ein solcher Proliferationseffekt (Nitsch &
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Wollmann, 1980; Valente et al., 1983; Roger et al., 1983; 1988), oder ein Effekt auf das

Expressionsniveau von wachstumsassoziierten Onkogenen (Tramontano et al., 1986a,

Reuse et al., 1986) durch TSH allein, oder/und über verschiedene zelluläre Wachs-

tumsfaktoren vermittelte synergistische Stimulation der thyreoidalen Proliferation nach-

weisen werden (Tramontano et al., 1986b; Lamy et al., 1986; Dralle et al., 1985a; Dral-

le, 1989). Unter Berücksichtigung des zeitlichen Musters konnten Klugmann et al.

(1992) eine höhere Expression eines nukleären Proliferationsantigens unter pulsatiler

als unter kontinuierlicher TSH-Stimulation nachweisen. Demgegenüber wurde in ande-

ren Untersuchungen ein TSH-Einfluß auf die thyreoidale Proliferation in Frage gestellt

(Westermark et al., 1979; Eggo et al., 1984; Gärtner et al., 1985; Kraiem et al., 1990)

und der intrathyreoidale Jodgehalt als der die Wachstumsregulation entscheidende

Faktor postuliert (Stübner et al., 1987).

Die durch TRH-Infusion induzierte TSH-Erhöhung führte zu einem signifi-

kanten Anstieg der Proliferationsrate, die anhand einer Erhöhung des 5-Bromo-2´-

Desoxyuridin-Einbaus nachgewiesen wurde (siehe Abb. 31). Um einen möglichen Effekt

von TRH auf die Thyreozyten zu kontrollieren, wurden zunächst Untersuchungen mit

hohen T4-Dosen durchgeführt, die in der Lage sind, den Stimulationseffekt von TRH auf

die TSH-Sekretion zu unterdrücken. Unter T4-Applikation, d.h. supprimierter TSH-

Freisetzung und TSH-Wirkung sowie gleichzeitiger exogener TRH-Stimulation, fand

sich gegenüber den nicht T4-behandelten Gruppen eine signifikant gesenkte Proliferati-

onsrate der Thyreozyten. Dies zeigt zum einen, daß ein direkter, d.h. nicht TSH-

vermittelter, proliferativer Effekt von TRH auf die Schilddrüsenzellen unwahrscheinlich

ist; zum zweiten unterstreichen diese Befunde indirekt die Rolle von TSH in der Regula-

tion des Thyreozytenwachstum. Andererseits wurden die Ergebnisse der Proliferations-

rate durch das etablierte Modell der proliferativen Stimulation mit dem Thyreostatikum

PTU bestätigt, das seine Wirkung ebenfalls durch Erhöhung der endogenen TSH-

Spiegel erzielt (siehe Abb. 31). Damit stand eine Vergleichsgruppe zur Verfügung, die

von der exogenen TSH-Stimulation durch TRH unabhängig war und daher nicht den mit

TRH möglicherweise verbundenen Fehlerquellen unterlag.

Die nach pulsatiler und kontinuierlicher TRH-Gabe resultierenden histomor-

phologischen Veränderungen der Schilddrüse wurden durch licht- und elektronenmikro-

skopische Untersuchungen belegt. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich das Bild eines

funktionell hochaktiven Schilddrüsengewebes in der Phase der Sekretbildung und

-ausschwemmung bei nur geringer follikulärer Sekretstapelung, was die oben darge-
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stellten funktionellen Parameter bestätigt (siehe Abb. 32). Auch eine Hypertrophie der

Follikelzellen war nachweisbar. Die ultrastrukturellen Veränderungen des Thyreozyten

mit einer deutlichen Verdrängung des Zytoplasma zugunsten einer Zunahme der Zahl

und der Größe des Endoplasmatischen Reticulum Cisternae und des Golgiapparates

sowie einer höheren Dichte der Mitochondrien, der Lysosomen und der Sekretgranula

sind vergleichbar mit den in-vitro-Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (siehe Abb. 34,

Nève & Dumont 1970). Innerhalb der Zisterne des endoplasmatischen Retikulums

konnte mittels Immunogoldmarkierung gezeigt werden, daß das Hauptprodukt innerhalb

der Zisternen Thyreoglobulin ist und die in-vitro-Daten bestätigte (siehe Abb. 35, Nève

& Dumont 1970; Black et al., 1984; Dralle et al., 1985b). Im Gegensatz zu diesen Studi-

en demonstrierten unsere in-vivo-Daten, daß die Schilddrüsenzellen extrem sensitiv auf

die Veränderungen der bioaktiven TSH-Plasmakonzentrationen reagieren, welche sich

noch innerhalb der zirkadianen Freisetzung des TSH bewegten.

5.2.2 Tiermodell zur Untersuchung der Tumorinduktion

Die meisten Publikationen sehen als wichtigsten Faktor in der Pathogenese

der experimentell induzierten und spontanen Schilddrüsentumoren die vermehrte Pro-

duktion und Ausschüttung von TSH an (Griesbach et al., 1965, Furth 1969, Nadler et

al., 1969). TSH kommt eine nicht unerhebliche Rolle bei der Stimulation der Proliferati-

on von Thyreozyten zu (Debelke et al., 1983, Lamy et al., 1986, 1990). Ein früh nach-

weisbarer Effekt einer Joddepletion auf die Zellmorphologie und die Syntheseaktivität

der Schilddrüse konnte an unserem Tiermodell der Ratte nachgewiesen werden. Be-

reits nach wenigen Tagen im Jodmangel bei leicht erhöhtem TSH- und erniedrigtem

Thyroxinplasmaspiegel zeigte sich eine extreme Hyperplasie der Zellen und eine maxi-

mal gesteigerte Thyreoglobulinsynthese (Hoang-Vu et al., 1995a, b). Es spricht viel für

die These, daß sowohl TSH-Stimulation als auch Thyreostatika jeweils gleichzeitig als

initiating und promoting factor bei der Tumorgenese in Schilddrüsen anzusehen sind,

aber auch ohne TSH-Stimulation sich Tumoren der Schilddrüse entwickeln.

Die in der Literatur beschriebenen verschiedenen Versuchsansätze zur Tu-

morinduktion verwendeten radioaktives Jod131 und auch Röntgenstrahlung. Vom radio-

logischen Äquivalent entspricht die Strahlungsaktivität von 2.5 µCi Jod131 einer Ener-
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giedosis von 1Gy Röntgenstrahlung. Die biologischen Folgen sind nur indirekt ver-

gleichbar, da einmalig in dieser Dosis inkorporiertes Radiojod über mehrere Tage auf

die Schilddrüse und den gesamten Organismus einwirkt, während Röntgenstrahlen nur

innerhalb der begrenzten Applikationsdauer die Zellen unmittelbar schädigen können

(Doniach, 1957, 1958; Lindsay et al., 1961). In der vorliegenden Studie lag der Schwer-

punkt auf der Induktion der Tumorgenese in der Schilddrüse. Dazu war eine einmalige

lokale Röntgenbestrahlung ein probates Mittel. So war es möglich die Größe der jeweils

applizierten Strahlendosis zu erfassen, womit strahlungsbedingte Veränderungen an

der Schilddrüse zuzuordnen waren. Bei einer inkorporierten Strahlung mittels J131 würde

eine Zuordnung von Strahlungseffekt und Bestrahlungsdosis durch den Charakter der

radioaktiven Substanz und die Stoffwechselaktivität des Organismus nahezu unmöglich.

Der von uns ausgewählte Jodüberschuß sollte sich an den natürlichen Ge-

gebenheiten der Umwelt orientieren. Daher wurde der Jodmangel mit einem 14-tel des

täglichen Jodbedarfes eingestellt, welches man als milden Jodmangel bezeichnen

kann. Die Jodüberdosierung erfolgte mit einem 10-fachen des üblichen Jodtagesbe-

darfes, welches weit unter der Dosierung des in der Literatur beschriebenen Jodexzes-

ses liegt. Diese Methoden sind in der Literatur zum Jodmangel (Axelrad & Leblond,

1955; Bray, 1968; Fang et al., 1994; Schaller & Stevenson, 1966; Stübner et al., 1987;

Williams et al., 1977) bzw. bei Jodüberdosierung (Correa & Welsh, 1960; Galton & Pitt-

Rivers, 1959) hinreichend beschrieben.

Während Thyroxin (T4) über den gesamten Untersuchungszeitraum konstant

blieb, nahm der Trijodthyroninspiegel (T3), unabhängig vom Jodanteil in der Nahrung,

parallel zum Alterungsprozeß ab, was es erlaubte T3 als indirekten Wachstumsfaktor zu

bezeichnen. Mit fortschreitendem Wachstums- und Reifeprozeß verringerte sich der

periphere T3-Spiegel, gleichzeitig nahmen die in der Gewichtsstudie ermittelten Tages-

zunahmen ab. Im milden Jodmangel lagen die durchschnittlichen T3-Konzentrationen

40% unter den Werten der Kontrollgruppe. T4, ein T3-Prohormon, wurde von der

jodverarmten Schilddrüse möglichst lange (anfänglich langsamer Rückgang um –19%)

stabil gehalten. Zwischen 15. und 40. Woche waren die Hormonspiegel auf einem nied-

rigen Wert konstant, um dann im chronischen Jodmangel völlig zusammenzubrechen

(siehe Abb. 37 & 38).
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In Folge des negativen feed-back Mechanismus lag die durchschnittliche

TSH-Plasmakonzentration der Jodmangelgruppe um 43% signifikant höher als der Ver-

gleichswert der Kontrolle (siehe Abb. 39). Mooij et al. (1993) beobachteten bei 12 Wo-

chen Versuchsdauer einen T4-Rückgang wie in unserem Experiment. Riesco et al.

(1977) beschreiben nach sieben Wochen jodfreier Nahrung nicht meßbare T4-

Konzentrationen. Trijodthyronin (T3) war um 50% vermindert. Bis zum Versuchsende

nach 55 Wochen blieben diese Hormonwerte auf gleichem Niveau. TSH stieg äquiva-

lent bis zur 12. Woche an und blieb dann auf diesem Niveau. Entgegen diesen Beob-

achtungen waren die T4-Konzentrationen unserer Versuchstiere auch nach sieben Wo-

chen noch deutlich im meßbaren Bereich. Als Gründe hierfür sind einerseits der „milde“

Jodmangel (60 µg Jod/kg Nahrung) und andererseits eine Weiterentwicklung und zu-

nehmende Sensibilität der Hormonmeßmethoden in den letzten 20 Jahren anzusehen.

Aufgrund des noch vorhandenen minimalen Jodanteils in der Nahrung und des damit

verbundenen langsamen T3/T4-Rückganges, war die Phase des TSH-Anstieges bis zur

35. Woche ausgedehnt, um dann in ein Kontinuum überzugehen (siehe Abb. 39).

Es zeigte sich in jodsupplementierten Ratten, daß Jodid seine eigene Orga-

nifizierung hemmt. Dies führte zu einer Verminderung der Schilddrüsenhormonsynthese

und –sekretion und daraus folgernd erhöhten TSH-Spiegeln. Der Jodidtransport unter-

liegt einem Autoregulationssystem, welches über die Jodkonzentration im Plasma, in-

trazelluläres Jodid sowie organische Jodverbindungen, die Jodaufnahme in die Zellen

beeinflußt (siehe dazu Gärtner & Dugrillon, 1998). So kann durch eine gezielte hochdo-

sierte Jodgabe die limitierende Jodidkonzentration überschritten werden. Dies führt, wie

hier gezeigt, zu einer Hemmung des Einbaus von Jodid in organische Verbindungen

und damit zur Hemmung der Schilddrüsenhormonsynthese und –sekretion (Wolff-

Chaikoff-Effekt) oder zur „Down-Regulation“ des Natrium-Jodid-Symporter wie kürzlich

von der Arbeitsgruppe um Braverman publiziert wurde (Eng et al., 1999). In-vitro Unter-

suchungen haben gezeigt, daß Jodid die Schilddrüsenfunktion hemmt (Beere et al.,

1990; Clark et al., 1990; Davies & Franklyn 1991; Maenhaut et al., 1991), was in Hypo-

thyreosepatienten Chabrolle & Rossier (1978) sowie Lauerberg et al. (1998) beobachtet

wurde. Jeng et al. (1998) konstatierten lediglich eine TSH-Erhöhung. Bei einer täglichen

Jodsupplementation von 1500 mg kam es bei den Patienten einer Studie von Paul et al.

(1988) zu einem leichten aber signifikanten T3- und T4-Abfall.

Eine Bestrahlung euthyreoter Tiere führte zu minimalem Rückgang der

Schilddrüsenhormone. Dies läßt sich durch den histologisch erkennbaren Schwund von
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Follikelepithel bei gleichzeitigem Ersatz durch fibrotisches Gewebe erklären. Während

der Fibroseindex bei Niedrigdosisbestrahlung nur minimal zunahm, ist der Verlust an

aktivem Schilddrüsengewebe bei gleichbleibendem Schilddrüsengewicht nach Hochdo-

sisbestrahlung erheblich größer. Mit sinkendem T3- und T4-Plasmaspiegel erhöhten

sich die TSH-Spiegel im Sinne eines negativen feed-back Mechanismus. Die Erhöhung

der TSH-Spiegel war entsprechend dem minimalen T3- und T4-Rückgang insgesamt

als gering zu bezeichnen, scheint aber mit einer erhöhten Tumorrate zu korrelieren

(Domann et al., 1994; Hill et al., 1989; Hofmann et al., 1986;, Liu et al.,1986).

Eine Kombinationsbehandlung (Jodmangel + externe Bestrahlung) zeigte ei-

nen klaren synergistischen Effekt auf die hormonale Regulation der Tiere (siehe Abb.

43-45). Die Erhöhung der peripheren Hormonkonzentrationen mit Maximum unmittelbar

nach der Bestrahlung unter Jodmangelsituation ist offenbar auf die Schädigung der

Membran- und Follikelstruktur zurückzuführen. Den geschädigten Follikeln scheint es

nicht mehr möglich zu sein, das Kolloid intrafollikulär zu halten. Diese These wird durch

die histologisch erkennbare schaumige Konsistenz des Kolloids gestützt. Während T3-

Plasmakonzentrationen nach 55 Wochen noch deutlich höher als die der Kontrolle la-

gen, sanken die T4-Spiegel rapide um 65%, was einerseits auf die Wirkung des Jod-

mangels zurückzuführen ist, andererseits wird durch die Strahlenwirkung weniger Kol-

loid gespeichert (geschädigte Membransysteme) und die Hormone direkt in die Periphe-

rie abgegeben. Die Endwerte waren signifikant höher als der Vergleichswert der Jm-

Gruppe. Dies spricht für ein größeres Ausmaß der Membranschädigung nach der Be-

strahlung.

In der Kontrollgruppe mit Standdardfutter (Jn) zeigte sich nach Umstellung

der Ernährung von Muttermilch auf feste Kost in den ersten zwei Wochen eine Anpas-

sungsstagnation. Ab der 7. Lebenswoche war die Gewichtszunahme niedriger und nach

21 Wochen war das Wachstum abgeschlossen bei einem rassetypischen Endgewicht

von 500.6 g (Guzy & Rapp, 1975). Als morphologisches Korrelat zum Rückgang des

Hormones T3, war im Jodmangel ein signifikantes Wachstumsdefizit von –14.1% ge-

genüber den Vergleichstieren anzusehen. Eine Verzögerung des Wachstumsprozesses

ist auszuschließen, da in beiden Gruppen die Ratten nach 21 Wochen ihr Endgewicht

erreichten. Es kann postuliert werden, daß T3 ein wichtiger Faktor für die Gewichtszu-

nahmen ist. Bei Rückgang dieses Hormons in euthyreoten Tieren war ein niedrigeres

Endgewicht in den Bestrahlungsgruppen (JnND, JnHD) zu erwarten. In Anlehnung an
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eine minimale Hormondepression zeigten sich geringe Gewichtsrückgänge von –8.9%

JnND bzw. –10.2% JnHD. Streß infolge der Bestrahlungsprozedur schied als Faktor

aus, da der Gewichtsunterschied erst 4 Wochen nach der Bestrahlung relevant wurde.

Bei Erhöhung von T3 war demzufolge ein höheres Endgewicht in den Jodmangelbe-

strahlungsgruppen (JmND, JmHD) zu erwarten. Dies bestätigte sich mit Gewichtzu-

nahmen von +4.7% JmND bzw. +10.7% JmHD. Unmittelbar nach der Bestrahlung

zeigten die Hochdosistiere (JmHD) parallel zum massiven T3-Anstieg einen ausge-

prägten Schub mit Tageszunahmen von 20.9 g vs. 12.4 g in der Vergleichsgruppe (Jm),

was den indirektem Effekt von Trijodthyronin auf die Gewichtszunahme unterstrich. Ob

die Gewichtszunahme auf die Muskelaufbau oder aber auf die Ödeme beruht, bedarf

weiterer Untersuchungen.

Nach einjähriger Versuchszeit verringerte sich das Schilddrüsengewicht der

Kontrolltiere um 20%, wobei häufig bei Sektionsfällen eine Altershypotrophie bis –atro-

phie der humanen Schilddrüse nachgewiesen wurde (Dhom, 1990). Aufgrund des

Nachlassens der Hormonproduktion, welche auch in diesem Experiment gezeigt wer-

den konnte, wurde das nicht mehr zur Proteinbiosynthese benötigte Gewebe zurückge-

bildet. Im Jodmangel war nach 15 Wochen eine hoch signifikante Erhöhung der Schild-

drüsengewichte um 68% zu verzeichnen. Im Verlauf wurde der Unterschied noch ekla-

tanter: 35. Woche +124%, 55. Woche +225%, 110. Woche +235%. Die Erhöhung des

Schilddrüsengewichtes war Folge einer histologisch erkennbaren und in der Literatur

beschriebenen Follikelhypertrophie und anschließender Follikelhyperplasie sowie einer

zusätzlichen Bindegewebsvermehrung, was auf den proliferativen Effekt von erhöhtem

TSH zurückzuführen sein soll (Stübner et al., 1987). Der geringe Gewichtsunterschied

zwischen 55. Woche und 110. Woche läßt erkennen, daß das Organ entweder an die

Grenze seiner Proliferations- und Wachstumskapazität, oder ein neues „Steady-State“

gelangt ist, wie die Ergebnisse von Mooij et al. (1993) und Riesco et al. (1977) gezeigt

haben. Die Schilddrüsengewichte der Jodüberschußgruppe (Ju) zeigten sich gegenüber

der Kontrollgruppe (Jn) nach der 15. und 110. Woche signifikant erhöht. Dieses Ver-

halten resultiert aus einer massiven Follikelzellvermehrung, welche wiederum als Er-

gebnis einer verstärkten TSH-Wirkung anzusehen ist. Jodsupplementation führt über

eine erhöhte Proliferationsrate (Stepanov & Tupikina, 1997) und eine Follikelzellhyper-

plasie zur Erhöhung des Organgewichtes (Mooij et al., 1993).
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Niedrigdosisbestrahlung im Jodmangel (JmND) führte zu minimalen Ge-

wichtsrückgängen. Nach Hochdosisbestrahlung (JmHD) waren die Unterschiede gravie-

render jedoch nicht signifikant (15. Woche: -17%, 35. Woche: -23%, 55. Woche: -15%,

110. Woche: -10%). Diese Diskrepanz läßt sich durch die follikelzellzerstörende Potenz

der Hochdosisbestrahlung erklären. Mit zunehmender Follikelreparation und –rekon-

struktion glichen sich die Schilddrüsengewichte aller Jodmangelgruppen (Jm, JmND,

JmHD) wieder an. Nach Bestrahlung waren die Schilddrüsengewichte der Gruppen

JuND und JuHD im Vergleich zur unbestrahlten jodbehandelten Gruppe (Ju) nach 15

Wochen leicht aber nicht signifikant erniedrigt. Im Verlauf waren keine maßgeblichen

Unterschiede in den Schilddrüsengewichten der drei jodbehandelten Gruppen (Ju,

JuND, JuHD) zu verifizieren. Dieses Verhalten deutet, aufgrund der histomorphologi-

schen Befunde, auf eine hohe Regerations- und Adaptationsfähigkeit der jodbehandel-

ten Schilddrüse hin.

Die histologischen Parameter Follikel- und Kolloiddurchmesser sowie Folli-

kelepithelhöhe blieben in der Kontrollgruppe (Jn) während des Versuchszeitraumes

konstant. Eine minimale Verringerung der Follikelzahl je mm² ist als Folge einer leichten

Erhöhung des Fibroseindexes anzusehen, was durch den altersatrophischen Umbau

von Follikelepithelgewebe in Bindegewebe zu erklären ist (Dhom, 1990). Eine massive

Verringerung der Follikelzahl je mm² der Jodmangeltiere (Jm) gegenüber den Kontroll-

tieren (Jn) ist auf eine starke Vergrößerung der Kolloiddurchmesser zurückzuführen und

als Follikelhypertrophie zu werten. Diese Vergrößerung ist nicht wachstumsassoziiert,

sondern vielmehr Ergebnis einer gesteigerten Thyreoglobulinproduktion (Brabant et al.,

1992; Hoang-Vu et al., 1995b). Gleichzeitig war als Ausdruck einer verstärkten Aktivie-

rung des Follikelepithels eine signifikante Epithelerhöhung nachweisbar.

Jodüberschuß führte zu, in dieser Form nicht erwarteten, histologischen Ver-

änderungen. Zwischen 15. und 110. Woche zeigte sich eine signifikante Erhöhung der

Follikelanzahl je mm² um 88% bzw. um 52% gegenüber der Kontrollgruppe (Jn).

Gleichzeitig verkleinerten sich die Follikeldurchmesser signifikant (um 27% bzw. 24%).

Analog dazu verkleinerten sich ebenfalls die Kolloiddurchmesser signifikant. Studien zu

kurzfristigen Veränderungen nach Jodexzeß (Galton & Pitt-Rivers, 1959) zeigten, daß

hohe Joddosen eine vorübergehende Thyreostase ausüben und Schilddrüsenhypertro-

phien infolge erhöhter Kolloidspeicherung erzeugen können. Längere Versuchszeiten

führen, wie dieses Experiment zeigt, zur Verringerung der kolloidalen Speicherung. Es
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ist denkbar, daß die Schilddrüse, die an die ständige Jodüberdosierung adaptiert ist, die

Natrium/Jodid-Symporter herunter reguliert, da ständig ausreichend Jod zur Hormon-

synthese zur Verfügung steht. Nach 15 Wochen war eine Epithelerhöhung um 21%

feststellbar. Diese geringe Erhöhung setzte sich über den gesamten Versuchzeitraum

fort, was wahrscheinlich auf die latent erhöhten TSH-Spiegel zurückzuführen ist.

13 Wochen nach der Bestrahlung zeigte sich eine minimale Erhöhung des

Proliferationsindexes in den euthyreoten Tieren, was als Ausdruck der strahlenindu-

zierten Reparationsmechanismen zu werten ist (Soifer, 1976). Auch im Jodmangel war

proportional zur Bestrahlungsdosis eine Erhöhung der Proliferationsrate zu verzeich-

nen. Das Bemerkenswerte hierbei ist, daß die Reparationsmechanismen erst mit einer

Latenz von ca. 20-30 Wochen einsetzten. Die durch Jodmangel vorgeschädigte Schild-

drüse scheint nach Einfluß des Kanzerogens Radiatio nicht in der Lage zu sein, ad-

äquat zu antworten. Durch den Verlust der zellulären Matrix und von Membransyste-

men, welche durch den chronischen Jodmangel schon eine Vorschädigung erfahren

hatten (Hoang-Vu et al., 1995a), tritt das Organ scheinbar erst in eine Neuorientie-

rungsphase ein, um anschließend das zerstörte Follikelepithel zu ersetzen. Nach 110

Wochen bei Wiederherstellung der histologischen Kontinuität waren die Proliferations-

raten aller Jodmangelgruppen auf gleichem Niveau. Nach Bestrahlung jodbehandelter

Tiere erhöhte sich die Zellteilungsrate nochmals hoch signifikant mit Maximum nach 35

und 55 Wochen. Nach 110 Wochen waren die Werte wieder ausgeglichen und die Re-

parationsvorgänge abgeschlossen. Die erhöhte Proliferationsrate hatte unmittelbaren

Einfluß auf die Tumorgenese. Mit steigender Teilungstendenz entwickelten sich zuneh-

mend Neoplasien. Auch Stepanov & Tupikina (1997) berichteten in ihren Versuchen

eine erhöhte Proliferationsrate in jodüberdosierten Schilddrüsen.

Es ist zu vermuten, daß durch die gesteigerte Proliferationsrate das Follike-

lepithel besonders empfindlich gegenüber hohen Dosen radioaktiver Strahlung ist. So

spielt eine gesteigerte, aber nicht neoplastische Zellproliferation zum Beispiel in der

Wachstumsphase oder während einer Schwangerschaft bei der Karzinogenese eine

entscheidende Rolle, da während der mitotischen Zellteilung die Empfindlichkeit gegen-

über einem Kanzerogen höher ist als in der Ruhephase (Hennings & Boutwell, 1970;

Rajewsky, 1967; Warwick, 1971). So ist es durchaus denkbar, daß es während der ge-

steigerten Follikelepithelzellproliferation zu Fehlbildungen kommt, die einen engen Zell-

verband nicht mehr möglich erscheinen lassen.
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Jodmangeldiät führt, wie 1928 erstmalig durch Wegelin und später durch

Axelrad & Leblond (1955) und Nadler et al. (1969) beobachtet, zur Ausbildung von

Strumen bei Ratten. In den Versuchen von Ward & Ohshima (1986) erzeugte chroni-

scher Jodmangel nach 12 Monaten follikuläre Adenome, nach 18 Monaten follikuläre

Karzinome. Fang et al. (1994) diagnostizierten in ihren insgesamt 122 Versuchstieren

bei einer 195 µg Jod / kg Nahrung enthaltenden Jodmangeldiät nach 12 Monaten 14

papilläre und fünf follikuläre Karzinome. Obwohl die in der Studie von Ward & Ohshima

(1986) gewählte Joddosierung 69% unter der Dosierung von Fang et al. (1994) lag,

konnte sicherlich aufgrund der geringeren Tierzahl (nach 12 Monaten 8 Ratten vs. 122

Ratten) ein karzinogenes Wachstum nicht diagnostiziert werden. In Anbetracht der von

Hill et al. (1989) entwickelten Theorie der Karzinogenese ausgehend von einer Follikel-

zellhypertrophie und -hyperplasie über die benigne Neoplasie zum Karzinom (siehe da-

zu Abb. 2), erscheint es wahrscheinlich, daß mit der Ausbildung von follikulären Ade-

nomen innerhalb unserer Studie möglicherweise eine Zwischenstufe der Tumorgenese

erreicht wurde, welche bei den Versuchsreihen von Fang et al. (1994), Ward & Ohshi-

ma (1986) im Einzelfall überschritten wurde. Eine nach 55 Wochen gleichzeitig nach-

gewiesene erhöhte Proliferationsrate (Jn: 0% vs. Jm: 2,1%) unterstützt diesen Denkan-

satz.

Nach Jodüberschuß fand sich in diesem Experiment bei bestehender Struma

(Schilddrüsengewichte 60% über Kontrollgruppe Jn) nach 55 Wochen eine Verdoppe-

lung und nach 110 Wochen eine vierfache Tumorrate im Vergleich zur Kontrollgruppe

(Jn). In allen tumorpositiven Fällen wurden histologisch follikuläre Adenome, welche

erhöhte TSH-Spiegel und erhöhte Proliferationsrate hatten, festgestellt. Die Studien von

Bigorie et al. (1976) und Chabrolle & Rossier (1978) zeigten ebenfalls eine erhöhte

Strumainzidenz vorwiegend mit begleitender Hypothyreose infolge Jodexzesses. Pa-

pilläre Schildrüsenkarzinome (Koutras, 1996) oder Thyreoitiden mit obligater lympho-

zytärer Infiltration des Organes und Hypothyreosen (Lauerberg et al., 1998) konnten in

unseren Experimenten, aufgrund relativ niedrigem Jodzusatz, welcher weit unter dem in

der Literatur beschriebenen Jodexzess lag, nicht nachgewiesen werden.

Während in den euthyreoten jodnormalernährten Ratten sich jeweils nach

der 55. und 110. Woche in einem von vier untersuchten Fällen Plattenepithelmetaplasi-

en mit Ausbildung von Dermoidzysten fanden, welche als Normalbefund anzusehen

sind, fanden sich in den Niedrigdosistieren (JnND) nach 55 Wochen in 2 von 4 bzw.
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nach 110 Wochen in drei von vier Tieren benigne Neoplasien. Die hochdosiert be-

strahlten Tiere (JnHD) bildeten nach 55 Wochen in 75% bzw. nach 110 Wochen in allen

Tieren benigne Neoplasien aus. Doniach (1957, 1958) sowie Hofmann et al. (1986)

konnten 40 bzw. 24 Monate nach Bestrahlung die Entstehung von follikulären Karzino-

men feststellen. In unseren Experimenten fanden sich keine malignen Neoplasien, was

durch die geringe Fallzahl einerseits und andererseits durch die stabile Situation inner-

halb der Schilddrüse während der Euthyreose zu erklären ist.

Während in den bestrahlten Tieren oder in Tieren mit Jodmangelernährung

nach 35 Wochen ein Inzidenz für eine Neoplasie nicht feststellbar ist, ist durch eine

Kombinationsbehandlung von Radiatio und Jodmangel eine 50%-ige Tumorausbeute

erreichbar. Nach 110 Wochen waren in allen Fällen benigne Neoplasien sowohl im

Jodmangel, als auch nach Kombinationsbehandlung mit Radiatio nachweisbar. Jod-

mangel allein konnte kein malignes Wachstum induzieren. Zusätzliche Radiatio führte in

Niedrigdosis- und Hochdosisbestrahlungsgruppe (JmND und JmHD) nach 110 Wochen

zur Karzinombildung. Niedrigdosis erzeugte ein follikuläres, vorwiegend irreguläres

Schilddrüsenkarzinom mit Ausbildung von Pseudopapillen und Hochdosisbestrahlung

ein papilläres, vorwiegend follikulär aufgebautes Schilddrüsenkarzinom. Die durch den

chronischen Jodmangel vorgeschädigte Schilddrüse (Rarefizierung der Membransy-

steme) ist gegenüber jeder Strahlungsdosis sehr empfindlich bzw. verletzbar. Dies wird

beim Vergleich der Strahlungswirkungen der jodnormalernährten Ratte und chronisch

jodverarmten Ratte deutlich. Niedrigdosisbestrahlung führte in den Jodmangeltieren

(JmND) zu einer 25% höheren Tumorausbeute als in den Vergleichstieren (JnND).

Nach Hochdosisbestrahlung ist bis zur 55. Woche kein Unterschied zu verzeichnen,

weil das durch ionisierte Strahlung (4 bzw. 6 Gy) hervorgerufene Schädigungspotential

stärker als das des Jodmangels zu sein scheint. Nach der 110. Woche waren im Jod-

mangel Karzinome zu beobachten, welche im euthyreoten Zustand nicht auftraten. Die

Jodmangelschilddrüse besitzt nach Bestrahlung ein 25% höheres Neoplasierisiko sowie

ein erhöhtes malignes Potential gegenüber der Schilddrüse mit euthyreoter Stoffwech-

selsituation, was durch die Ergebnisse von Nadler et al. (1969) untermauert wird.

Es zeigte sich bis zur 55. Woche kein Unterschied in der Tumorrate zwischen

jodnormalernährten bestrahlten (JnND, JnHD) und jodüberschußernährten bestrahlten

Tieren (JuND, JuHD). In allen Fällen konnte kein Tumorwachstum festgestellt werden.

In den Jodmangelgruppen (JmND, JmHD) war bereits nach 35-wöchiger Kombinations-

behandlung eine 50%-ige Tumorausbeute festzustellen. Bis zu diesem Zeitpunkt ist si-
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cherlich ein Jodzusatz zur Tumorprävention erfolgreich, jedoch im Vergleich nicht bes-

ser als eine euthyreote Stoffwechsellage. Nach 55 Wochen wendete sich das Bild: Jo-

düberschußtiere zeigten nach Bestrahlung eine 50%-ige (Niedrigdosis) bzw. 25%-ige

(Hochdosis) Erhöhung der Tumorrate gegenüber den Vergleichstieren (JnND, JnHD).

Alle Tumoren waren zu diesem Zeitpunkt benigner Natur. Nach 110 Wochen wurde in

einer Schilddrüse der Niedrigdosisgruppe (JuND) ein follikuläres Karzinom mit vorherr-

schendem insulärem Typ identifiziert. Des weiteren fand sich bei demselben Tier ein

Plattenepithelkarzinom im parathyreoidalen Weichgewebe. Hochdosisbestrahlung

(JuHD) führte nach 110 Wochen in 75% der Fälle zur Ausbildung von Karzinomen. Da-

bei wurden ein follikuläres Karzinom und zwei papilläre Karzinome mit jeweils überwie-

gendem follikulärem Anteil von den Ratten ausgebildet.

Die Kontrolltiere (JnND, JnHD) zeigten dagegen im gesamten Versuchszeit-

raum kein malignes Wachstum. Erstaunlicherweise war die Karzinomrate der Jodüber-

schußtiere (JuND, JuHD) auch höher als die der Jodmangeltiere (JmND, JmHD). Hier

fand sich nach 110 Wochen jeweils nur ein Karzinom. Die Erklärung hierfür ist sicherlich

in der durch Jodüberschuß induzierten Erhöhung der Proliferationsrate der Schilddrüse

zu sehen. Untersuchungen an Haut (Hecker, 1972) und Leber (Rajewsky ,1967; War-

wick, 1971) zeigten, daß die krebserzeugenden Eigenschaften einer Noxe verstärkt

werden, wenn diese auf stark proliferierendes Gewebe trifft. Kanzerogene, die während

der Fötalphase oder in der frühen postnatalen Periode verabreicht wurden, übten eine

potenzierte onkogene Wirkung aus (Della-Porta & Terracini, 1969; Thomas & Bollmann,

1968). Experimentelle Ansätze zur Tumorinduktion durch Jodüberschuß und externe

Radiatio sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. Es existieren Studien zur Blok-

kierung inkorporierten radioaktiven Jods durch Kaliumjodid. So beschreiben Meck et al.

(1985), daß durch die Gabe von 130 mg Kaliumjodid eine Energiedosis von 25 rad

(= 0.25 Gy) aus dem Körper eliminiert werden kann, ohne Folgeschäden für den Orga-

nismus. Jede höhere Dosis ist nicht beherrschbar und führt zu Schädigungen.

Unsere Daten zeigen, daß eine euthyreote Stoffwechsellage der beste

Schutz für die Schilddrüse gegen Umweltnoxen ist.
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6 Zusammenfassung

6.1 TSH-Rezeptor und E-Cadherin in der Schilddrüse

Thyreozyten sind stark polarisierte epitheliale Zellen, welche Follikelstrukturen

aufbauen, die es den Zellen erlauben als Zellverband zu reagieren. Unsere Arbeitsgruppe

hat die Expression von E-Cadherin und TSH-Rezeptor in normalen Thyreozyten wie in

benignen und malignen Schilddrüsentumoren untersucht.

Northern-Blot-Analysen haben gezeigt, daß TSH-R mit zunehmendem

Dedifferenzierungsgrad verloren geht, wobei TSH-R in dem undifferenzierten

Schilddrüsenkarzinom nicht nachweisbar ist.

Sowohl auf der Ebene der Transkription von E-Cadherin wie auch

immunhistochemisch ließ sich eine starke Expression des Proteins in normalen

Schilddrüsenzellen nachweisen, während differenzierte Schilddrüsenkarzinome einen

variablen und anaplastische, undifferenzierte Tumore einen vollständigen Verlust der

Expression aufwiesen. Eine verringerte Expression von E-Cadherin korreliert in

Schilddrüsentumoren mit einer hohen Aggressivität und Invasivität.

In differenzierten Schilddrüsentumorzellen kann Re-Expression von E-Cadherin

unter Behandlung mit cAMP-spezifischen Aktivatoren wie Forskolin oder TSH, solange

TSH-R noch vorhanden ist, induziert werden. Eine Vorbehandlung mit all-trans Retinsäure

für 72 Stunden verursacht eine höhere Proteinexpression bei den E-Cadherin schwach

exprimierten Tumorzellen und verstärkt die Wirkung von cAMP-abhängigen Aktivatoren.

6.2 CD97 in der Schilddrüse
CD97 wird im hämatopoetischen System auf Monozyten und Granulozyten

permanent und auf Lymphozyten unmittelbar nach Aktivierung exprimiert. Aufgrund des

hybridähnlichen strukturellen Aufbaus kann eine duale Interaktion von CD97 vermutet

werden und das Molekül sowohl in Adhäsions- als auch Regulationsprozesse von Tu-

morzellen einbezogen sein: a) Über seine extrazellulären EGF-ähnlichen Domänen und

das RGD-Motiv könnte das Molekül an Ca2+-abhängigen Protein-Protein-Wechsel-

wirkungen beteiligt sein oder an Adhäsionsmoleküle gebunden werden. b) CD97 könnte

über seinen „Sieben-Transmembranären“ Anteil als Hormonrezeptor fungieren.
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In normalem Schilddrüsengewebe fehlte CD97. Differenzierte papilläre und

follikuläre Karzinome zeigten keine oder nur eine geringe Reaktivität für CD97. Mit Aus-

nahme von einem Gewebe, exprimierten alle anaplastischen undifferenzierten Karzi-

nome und Lymphknotenmetastasen CD97 sehr stark.

In-vitro wurde der Einfluß von EGF, TSH, Forskolin, PMA und Insulin auf die

Expression von CD97 in der follikulären Schilddrüsenkarzinomzellinie FTC-133 unter-

sucht. TSH, Forskolin, PMA und Insulin haben keinen Einfluß auf die CD97-Expression.

EGF bewirkt in FTC-133 Zellen eine Steigerung der CD97 Expression bei gleichzeiti-

gem Verlust der Expression von E-Cadherin. Im Gegensatz dazu führte all-trans Retin-

säure, die in-vitro eine Redifferenzierung in Schilddrüsentumoren induzieren kann, zu

einer verminderten CD97 Expression bei gleichzeitig erhöhter E-Cadherin Expression

auf FTC-133 Zellen.

6.3 Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren in der Schilddrüse
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie sezernierter oder

membrangebundener Enzyme, die extrazelluläre Matrix abbauen. Eine Änderung des

Gleichgewichtes zwischen den MMPs und ihren spezifischen Inhibitoren kann zu

pathologischen Bedingungen führen. Um Strukturbarrieren zu durchbrechen, müssen

entweder Tumorzellen selbst oder die Stromazellen bzw. Tumor-infiltrierenden

Leukozyten proteolytisch aktiv sein. Eine kontrollierte Sekretion und Aktivierung von

MMPs ist für eine optimale proteolytische Balance erforderlich. Sie regelt sowohl das

Lösen, die Migration als auch die Adhäsion metastasierender Tumorzellen an die

extrazelluläre Matrix. Neueste Studien haben gezeigt, daß MMPs Schlüsselregulatoren

der Angiogenese im Wachstum von Primär- und Sekundärtumoren sind.

Fast alle Schiddrüsenkarzinomgewebe zeigten eine starke Expression von

MMP-2 und MMP-9. Zwischen Primärtumoren und Rezidiven konnten wir keinen signifi-

kanten Unterschied in der Expression der Proteinasen feststellen. Es zeigte sich keine

Korrelation zwischen der Expression der Proteinasen und der Tumorgröße oder einer

Lymphknotenbeteiligung. Auffällig war die fehlende Expression von MMP-2 in

Lymphknotenrezidiven von sporadischen medullären Schilddrüsenkarzinomen, was die

Annahme von MMPs als Marker von APUD (Amine Precursor Uptake Decarboxylation)-

Zellen in Frage stellt. Die TIMP-1 und TIMP-2 Expression in allen untersuchten Tumor-

geweben war signifikant höher als im Normalgewebe. Zwischen Primärtumoren und
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Rezidiven konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression der Inhibitoren nach-

gewiesen werden. Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression der

Inhibitoren und der Tumorgröße oder einer Lymphknotenbeteiligung. Die Ergebnisse

zeigen, daß die Expression der Matrixmetalloproteinasen mit dem malignen Verhalten

aller Typen von Schilddrüsentumoren stark assoziiert ist. Ein eindeutiger Zusammen-

hang mit dem pTNM-Stadium ließ sich nicht darstellen.

In den in-vitro Versuchen mit der Schilddrüsenkarzinomzellinie FTC-133 sind

MT1-MMP, MMP-1, MMP-2 sowie TIMP-1 und -2 durch Differenzierungs- bzw. Dediffe-

renzierungsfaktoren nicht regulierbar. all-trans-Retinsäure induziert unter Basalbedin-

gungen die MMP-9- und TIMP-3-Expression. EGF und PMA induzierten MMP-9-

Expression. Eine weitere Verstärkung dieser Expression erfolgt durch 72-stündige RA-

Vorbehandlung.

6.4 Apoptose-Gene in der Schilddrüse
Seit Beginn der 90er Jahre konnte gezeigt werden, daß zur Therapie einge-

setzte Chemotherapeutika und Bestrahlung Apoptose oder programmierten Zelltod

auslösen können, und daß diese induzierte Apoptose einen wesentlichen Mechanismus

der onkologischen Therapie darstellt. Gleichzeitig wurde erkannt, daß Krebszellen eine

sehr variable Anfälligkeit für die Induzierbarkeit von Apoptose haben und daß unter

Chemotherapie die Apoptose-Anfälligkeit weiter vermindert werden kann. Die Mecha-

nismen der Therapie-induzierten Apoptose-Auslösung in Tumorzellen und ihrer Modu-

lation bei primärer oder erworbener Apoptose-Resistenz sind erst unvollständig be-

kannt.

Ziel dieser Arbeit war, die mRNA-Expressionen von Apoptose-induzierendem

Membranrezeptor Fas und seinem Liganden sowie von anderen Apoptose-auslösenden

Rezeptoren DR4 und DR5, und ihrem Ligand TRAIL sowie von dem Köder-Rezeptor

DcR1 in Schilddrüsenmalignomen zu untersuchen.

Das Transkript von TRAIL und von dem „Death-Domain“-Rezeptor DR4 wur-

de in allen Geweben nachgewiesen. Der „Death-Domain“-Rezeptor DR5 wurde in 60%

von follikulären (FTC), in 70% von papillären Schilddrüsenkarzinomen (PTC), in allen

benignen Strumen (S) und undifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen (UTC) nachge-

wiesen. Fas-Transkript wurde in allen S, 90% von FTC, 80% von PTC und 80% von

UTC festgestellt. FasL-mRNA wurde in 20% von S, 20% von FTC, 60% von PTC sowie
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70% von UTC nachgewiesen. Immunhistochemisch zeigte sich, daß Fas-Protein in 80%

von S, in 40% PTC, in 10% FTC bzw. in 10% UTC exprimiert wurde. Die Immunreakti-

vität von FasL konnte in etwa 20% der differenzierten Karzinome und in allen mRNA-

exprimierten UTC-Geweben nachgewiesen werden.

Die undifferenzierte Schilddrüsentumorzellinie 8505C stammte aus einem

undifferenzierten Schilddrüsenkarzinom mit papillären Strukturen und hat noch einen

intakten TSH-Rezeptor. Unabhängig von der Vorbehandlung wurde mRNA von Fas in

allen Stimulationsmodi zu allen Untersuchungszeitpunkten exprimiert. Das FasL-

Transkript war nur nach EGF-Stimulation für 24 Stunden nachweisbar, während es

nach 72 Stunden Vorbehandlung mit Retinsäure nicht mehr exprimiert wurde. Die

mRNA-Expression von DR4, DR5, TRAIL und TNF-R1 zeigte keine Veränderung. Die

Expression von DcR1 nach Insulin, PMA, insbesondere nach Forskolin und TSH-

Behandlung nach 72h herab reguliert, während EGF DcR1-Expression stimuliert. Eine

RA-Vorbehandlung für 72h hebt diese Wirkung auf.

6.5 Einfluß von TSH auf Funktion und Morphologie der
Schilddrüse in-vivo
Ziel der tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur Untersu-

chung des Einflusses veränderter Thyreotropin (TSH)-Konzentration auf die Histomor-

phologie der Thyreozyten zu untersuchen.

Sprague-Dawley-Ratten wurden kontinuierlich bzw. pulsatil entweder mit

TRH (2µgTRH in 100µl 0.9% NaCl) oder mit NaCl alle 2 Stunden für 7 Tage infundiert.

Als zusätzliche Kontrolle des TSH-Einflüsses auf die Schilddrüsenproliferation und

-morphologie wurden die Tiere entweder 2 Tage vor der Infusion mit 10µg Thyroxin/100

g Körpergewicht/Tag (negative Kontrolle) oder mit 0.1% PTU im Trinkwasser für 7 Wo-

chen (positive Kontrolle) behandelt. Im Vergleich zur NaCl-Infusion sind TSH-Plasma-

konzentrationen nach der 7 Tage TRH-Infusion fast verdoppelt (p<0.001). In den TRH-

Gruppen sind T4-Plasmakonzentrationen signifikant erhöht (p<0.001), während Tri-

Iodothyronin (T3) keine Veränderung im Vergleich zu NaCl-Gruppen zeigte. Keine sig-

nifikante Veränderung im Schilddrüsengewicht und in der intrathyreoidalen Jodkonzen-

tration ist feststellbar, die prozentuale Markierung von 5-Bromo-2´-desoxyuridin, wel-

ches die Proliferationsrate der Zellen indiziert, ist signifikant höher in den TRH- und

PTU-Gruppen im Vergleich zu Kontrollen (p<0.001). Ultrastrukturelle Untersuchungen
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haben gezeigt, daß eine signifikante Erhöhung der Anzahl von Lysosomen und ein er-

höhtes Verhältnis zwischen den Flächen des endoplasmatischen Retikulums (ER) und

des Zytoplasmas nach der 7-tägigen Behandlung von TRH im Vergleich zu NaCl fest-

stellbar sind (p<0.001). Mittels Immunogold-Markierung wurde Thyreoglobulin (Tg) als

Hauptprodukt innerhalb ER cisternae nachgewiesen. Die Anzahl der Goldpartikel ist

signifikant höher in der TRH-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (p<0.001). Zusammen-

fassend führte eine kurzfristige TRH-Infusion zu einer verdoppelten immunoreaktiven

TSH-Plasmakonzentration, welche wiederum eine erhöhte Proliferationsrate, eine Hy-

pertrophie der Thyreozyten durch eine ultrastrukturelle Veränderung, eine erhöhte peri-

phere T4-Konzentrationen und eine erhöhte intrathyreoidale Tg-Produktion induzierte.

Die Daten haben gezeigt, daß eine Veränderung der TSH-Plasmakonzentration im phy-

siologischen Bereich ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten verursachen

kann.

Ein weiterer Versuchsansatz war die Vergleiche zwischen einer hypophysä-

ren spezieseigenen und einer rekombinanten humanen TSH-Präparation jeweils in ei-

ner niedrigen und einen hohen Konzentration. Durch den Vergleich der rekombinanten

humanen Präparation mit der rasch metabolisierten TSH-Präparation erfolgt somit eine

Gegenüberstellung eines verzögerten und eines raschen Abfalls der Thyreotropinplas-

maspiegel nach pulsatiler Applikation.

Unsere Daten haben gezeigt, daß Sensitivierung oder Desensitivierung in-

nerhalb des untersuchten Systems vom jeweiligen Applikationsmodus (kontinuierlich vs

pulsatil), von der verwendeten Dosis (niedrigdosiert vs hochdosiert) und von der einge-

setzten Präparation, Ratten-TSH (rTSH) vs rekombinantem humanem TSH (rec hTSH),

abhängt. Unter niedrigdosierter Infusion des rTSH ergab sich kein Vorteil eines der bei-

den Infusionsmodi gegenüber der Kontrollsituation. Durch eine hochdosierte Infusion

unter Beibehaltung der TSH-Präparation ließ sich eine Effektivität der pulsatilen gegen-

über der kontinuierlichen Gabe erkennen, welche durch höhere T4-Plasmaspiegel und

höhere T4-Antwort auf den rTSH-Bolus gekennzeichnet sind.

Unter rec-hTSH-Infusion verschiebt sich die thyreoidale Antwort von Tag 2

auf den Tag 4. Innerhalb dieser Zeitspanne führte eine kontinuierliche Infusion zu einem

Abfall, während die pulsatile Infusion einen Anstieg der peripheren T4-Plasmakonzen-

trationen induziert. Durch den am Ende des Versuches verabreichten Bolus konnte kei-

ne weitere Erhöhung der T4-Werte erzielt werden, sondern ein Abfall der T4-
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Konzentration. Diese Desensitivierung kann durch die lange Plasmahalbwertszeit der

eingesetzten rekombinanten TSH-Präparation erklärt werden.

6.6 Einfluß von Jodzufuhr und Radiatio auf die Schilddrüse
Ziel der tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur Untersu-

chung der Schilddrüsenkarzinogenese aufzubauen, um an diesen Tieren die Bedeutung

früher Marker der thyreoidalen Karzinogenese zu prüfen.

Die Untersuchungen wurden an männlichen SPRD-Ratten, (Stamm der Me-

dizinischen Hochschule Hannover; Alter 30 Tage zu Beginn der Studien) durchgeführt,

die mit einer Standarddiät von 7µg I / 100g KG/d (Jn) oder jodarmer Kost von 420 ng I /

100g KG/d (Jm) bzw. jodreicher Nahrung (KJ Substitution im Trinkwasser 72 µg I / 100g

KG/d, Ju) gefüttert wurden. Im Alter von 40 Tagen wurde extern mit 125 keV (Applikati-

on mittels Lochblende 15 mm und aufgesetztem Tubus) in einer Dosis von 1.0 – 6.0 Gy

bestrahlt.

Ein Jodüberschuß führt zu einer deutlichen Erhöhung der TSH-Plasma-

spiegel im Vergleich zu Kontrolltieren. Plasmaspiegel von T3 und T4 waren in beiden

Gruppen nicht signifikant verändert, während in der Gruppe der Jodmangeltiere eine

deutliche Verminderung der T3 erfolgte aber auch in einem geringeren Ausmaß die T4-

Plasmaspiegel abfielen. Parallel zum Abfall der Schilddrüsenhormone stiegen nach ca.

10 Wochen im Jodmangel die TSH-Plasmaspiegel an.

Nach der Bestrahlung und zweijähriger Latenzzeit bildeten die Jodmangel-

schilddrüsen in 25% der Fälle Karzinome aus. Hochdosisbestrahlung führte zur voll-

ständigen Zerstörung der Follikelstruktur in der durch chronischen Jodmangel vorge-

schädigten Schilddrüse. Nach der Bestrahlung und zweijähriger Latenzzeit bildeten die

Schilddrüsen der jodbehandelten Tiere in 50% der Fälle Karzinome aus. Niedrige

Strahlendosen induzierten follikuläre, hohe Strahlendosen vorwiegend papilläre Karzi-

nome. Die histomorphologischen und funktionellen Parameter blieben nach Niedrigdo-

sisbestrahlung stabil auf dem Niveau der nichtbestrahlten, jodbehandelten Gruppe.

Euthyreose bietet den besten Schutz vor Strahlenfolgeschäden. In den

jodnormalernährten Ratten bildeten sich nach zweijähriger Latenzzeit nur in 25% der

Fälle benigne Neoplasien, es waren aber keine Karzinome zu diagnostizieren.
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8 Thesen

Unsere Ziele waren es, in normalen und pathologisch veränderten menschli-

chen Schilddrüsengeweben die Expressionen von TSH-Rezeptor, E-Cadherin, CD 97,

Matrixmetalloproteinasen und Apoptosegenen zu analysieren. An humanen Schilddrü-

sentumorzellinien sollte untersucht werden, ob die Regulierbarkeit dieser Faktoren

durch Behandlungen mit Regulatoren der Differenzierung sowie der Dedifferenzierung

noch möglich ist.

• Northern-Blot-Analysen haben gezeigt, daß der Transkript von TSH-Rezeptor und E-

Cadherin mit zunehmendem Dedifferenzierungsgrad verloren geht, wobei sowohl

TSH-Rezeptor als auch E-Cadherin in undifferenzierten Schilddrüsenkarzinomen nicht

nachweisbar ist. Eine verringerte Expression von E-Cadherin-Protein korreliert in

Schilddrüsentumoren mit einer hohen Aggressivität und Invasivität.

• In normalen Geweben fehlte CD97. Differenzierte papilläre und follikuläre Karzinome

zeigten keine oder nur eine geringe Reaktivität für CD97, während undifferenzierte

Schilddrüsenkarzinome und Lymphknotenmetastasen CD97 sehr stark exprimierten.

• Die Expression der Matrixmetalloproteinasen und ihrer Inhibitoren wurde in allen

Typen von Schilddrüsentumoren nachgewiesen. Ein eindeutiger Zusammenhang mit

dem pTNM-Stadium ließ sich aber nicht darstellen.

• Mit zunehmender Malignität der Schilddrüsenkarzinome wurde das Fas-Protein

down-reguliert, während das FasL-Protein verstärkt exprimiert wurde.

• In-vitro wurde der Einfluß von EGF, TSH, Forskolin, PMA und Insulin auf die mRNA-

Expression von E-Cadherin, CD97, MMPs sowie TIMPs und von Apoptose-

induzierenden Genen wie Fas, FasL, TNF-R1, DR4, DR5, TRAIL sowie dem Köder-

rezeptor DcR1 in Schilddrüsenkarzinomzellinien untersucht. TSH, Forskolin, PMA

und Insulin haben keinen Einfluß auf die CD97-, MMPs- sowie TIMPs-, DR4, DR5,

TRAIL, TNF-R1, Fas- und FasL-Expression. EGF bewirkt eine Steigerung der CD97-

und MMP-9-, FasL- und DcR-1-Expression bei gleichzeitigem Verlust der Expressi-

on von E-Cadherin. Im Gegensatz dazu führte all-trans Retinsäure, die in-vitro eine

Redifferenzierung in Schilddrüsentumoren induzieren kann, zu einer verminderten

CD97-, MMP-9- und TIMP-3- und DcR1-Expression bei gleichzeitig erhöhter E-

Cadherin Expression auf Tumorzellinien.
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Ziel der tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur Untersu-

chung des Einflusses veränderter Konzentration sowie Präparation des Thyreotropins

(rekombinantes hTSH vs rTSH) und Applikationsart (pulsatil vs kontinuierlich) auf die

Funktion und die Histomorphologie der Thyreozyten zu untersuchen.

• Eine Veränderung der TSH-Plasmakonzentration im physiologischen Bereich kann

ultrastrukturelle Veränderungen der Thyreozyten verursachen.

• Sensitivierung oder Desensitivierung innerhalb des untersuchten Systems hängt

vom jeweiligen Applikationsmodus (kontinuierlich vs pulsatil), von der verwendeten

Dosis (niedrigdosiert vs hochdosiert) und von der eingesetzten Präparation (rTSH vs

rec hTSH) ab.

Ziel dieser weiteren tierexperimentellen Studien war es ein in-vivo Modell zur

Untersuchung der Umweltnoxen wie Jod und Bestrahlung auf die Schilddrüsenkarzino-

genese aufzubauen, um an diesen Tieren die Bedeutung früher Marker der thyreoidalen

Karzinogenese zu prüfen.

• Ein Jodüberschuß führte zur deutlichen Erhöhung der TSH-Plasmaspiegel ohne

Veränderung der Plasmaspiegel von T3 und T4.

• Jodmangel induzierte eine deutliche Verminderung der T3- und der T4-Plasmakon-

zentrationen, darausresultierend einen Anstieg der TSH-Plasmaspiegel.

• Eine Bestrahlung aggraviert den Abfall der Schilddrüsenhormonspiegel und es findet

sich ein etwas stärkerer Anstieg der TSH-Plasmaspiegel.

• Zwei Jahre nach der Bestrahlung bildeten die Jodmangelschilddrüsen in 25% der

Fälle Karzinome aus. Niedrige Strahlendosen induzierten follikuläre, hohe Strahlen-

dosen papilläre Karzinome.

• Zwei Jahre nach der Bestrahlung bildeten die Schilddrüsen unter jodreicher Ernäh-

rung in 50% der Fälle Karzinome aus. Niedrige Strahlendosen induzierten follikuläre,

hohe Strahlendosen vorwiegend papilläre Karzinome.

• Euthyreose bietet den besten Schutz vor Strahlenfolgeschäden. In den jodnormaler-

nährten Ratten bildeten sich nach zweijähriger Latenzzeit nur in 25% der Fälle be-

nigne Neoplasien; es waren aber keine Karzinome zu diagnostizieren.
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